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Resumen Lairrupcion de la protedmica en la ultima década ha abierto nuevas perspectivas en
la investigacion clinica, principalmente en la busqueda de nuevos biomarcadores de diagnostico,
pronostico, recuperacion y respuesta a un tratamiento farmacoldgico. En su aplicacion clinica,
la protedmica esta llamada a revolucionar la definicion actual de enfermedad, al desarrollar
un nuevo concepto que englobe el conjunto de cambios fisiologicos y patoldgicos derivados
de una enfermedad y estableciendo perfiles proteicos que permitan realizar un diagnostico
mas preciso. En este articulo se recogen, mediante una descripcion detallada, las principales
aportaciones que la protedmica ofrece a la practica clinica.

© 2011 AEBM, AEFA y SEQC. Publicado por Elsevier Espafa, S.L. Todos los derechos reservados.

The role of proteomics in the clinical laboratory

Abstract The irruption of proteomics in the last decade has opened new insights in clinical
research, mainly in the search for new biomarkers of diagnosis, prognosis and recovery, as
well as the response to pharmacological treatments. In its clinical application, proteomics is
beginning to revolutionise the current definition of disease, developing a new concept that
includes both the physiological changes and pathological origins of a disease, and establishing
proteomic profiles that allow the clinician to make a more precise diagnosis. In this article
presents a detailed description of the main contributions proteomics offers to clinical practice.
© 2011 AEBM, AEFA y SEQC. Published by Elsevier Espafa, S.L. All rights reserved.

Introduccion

El analisis de proteinas en los diferentes fluidos biologi-
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cos constituye una de las aproximaciones mas antiguas e

Correo electrénico: cmlaborde@sescam.jccm.es importantes llevadas a cabo en los laboratorios clinicos.

(C.M. Laborde).

En la actualidad, las proteinas son junto con metabolitos
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utilizados en la practica clinica para el diagndstico de diver-
sas enfermedades. Ademas de la cuantificacion de proteinas
individuales, se ha venido proponiendo la determinacion de
perfiles proteicos cuyas proteinas puedan ser valoradas con-
juntamente para que puedan tener utilidad diagnostica.

En este sentido, la protedmica constituye un paso ade-
lante respecto al analisis clinico convencional de medida de
parametros individuales y previamente establecidos, ya que
su objetivo principal consiste en el analisis global cualita-
tivo y cuantitativo de todas las proteinas que componen un
sistema bioldgico definido en un momento determinado.

:Qué es un biomarcador?

En el ano 2001 el National Institutes of Health (NIH) defi-
ni6 el término de biomarcador como «una caracteristica
que se mide y evalla objetivamente como indicador de
procesos biologicos normales, procesos patogénicos o res-
puestas farmacoldgicas a una intervencion terapéutica»'.
Desde el punto de vista protedmico, un biomarcador sera
por tanto una proteina o grupo de proteinas cuya variacion
de abundancia permita establecer un diagnostico en una
fase temprana de las enfermedades, un pronodstico acerca
de su desarrollo y/o una evaluacion de la respuesta a un
tratamiento. Se sabe con certeza que cualquier enfermedad
conlleva la alteracion de proteinas concretas, las cuales a
su vez pueden provocar modificaciones sobre otras protei-
nas de modo que se produzca una cascada de alteraciones y

donde un elevado numero de proteinas se veran implicadas.
Por ello, el estudio simultaneo del proteoma en su conjunto,
sin sesgo o preseleccion de moléculas objeto de investiga-
cion, sera de gran utilidad para una mejora en la medicina
del futuro.

La proteémica y su aplicacién clinica

El término proteoma fue utilizado por primera vez por
Wilkins et al en 1995 al describir la composicion proteica
total de un organismo a partir de la determinacion de todas
las proteinas producidas por su ADN?. Derivado de este con-
cepto nacid el término proteémica para denominar a la
disciplina encargada del estudio del proteoma®. El mayor
desarrollo de la protedmica se inicidé en el afo 2001 con
la creacion de la Human Proteome Organization (HUPO),
cuya finalidad es contribuir al desarrollo de la protedmica
mediante la estimulacion de la investigacion y la difusion de
conocimiento del proteoma humano*.

El proteoma, a diferencia del genoma, es un concepto
dinamico en el que se incluyen el conjunto de todas
las proteinas presentes en un sistema bioldgico (célula,
organismo, etc.) incluyendo tanto las proteinas traducidas
directamente a partir del material genético, como también
todas aquellas proteinas sometidas a modificaciones pos-
transcripcionales y pos-traduccionales® (fig. 1).

En los estudios de protedomica se puede detectar
la composicion/estructura de las proteinas, los cambios
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Figura 1

Proteina funcional

La protedmica permite comprender y relacionar los descubrimientos gendmicos con sus efectos especificos a nivel de

organismo proporcionando una imagen dinamica de las proteinas expresadas en un momento dado.
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Figura 2 La protedmica como aproximacion inductiva (sin sesgo) en medicina traslacional. La busqueda de biomarcadores en

las distintas muestras biologicas disponibles pasa por la seleccion o combinacion de las técnicas mas adecuadas hasta llegar a su

identificacion y validacion.

conformacionales, las alteraciones moduladoras durante el
desarrollo y las modificaciones pos-traduccionales. El estu-
dio del proteoma permite, asi mismo, conocer variaciones
cuantitativas de las proteinas dependiendo de su estado de
desarrollo, el gasto metabdlico, el estado fisiopatologico del
organismo, etc., asi como las interacciones con otras pro-
teinas o con farmacos. En este sentido y puesto que las
proteinas se encuentran organizadas y expresadas en siste-
mas que interactlan entre si, su estudio puede llegar a ser
muy complicado debido a las miltiples interacciones que
éstas tienen dentro del sistema. La protedmica permite,
ademas, identificar proteinas individuales en mezclas com-
plejas de miles de moléculas a partir de cantidades minimas
de muestra bioldgica. Dentro de la protedmica existen dis-
tintas sub-especialidades: 1) proteémica de abundancia, en
la que se realiza un estudio cualitativo y cuantitativo de
los niveles proteicos®; 2) protedmica funcional que se cen-
tra en el estudio de funciones especificas de las proteinas
en diferentes condiciones fisiopatologicas’; 3) protedmica
estructural, la cual trata de caracterizar las estructuras
proteicas individuales con el fin de comprender su funcion
celular basandose en el analisis tridimensional y la reali-
zacion de modelos de proteinas?, y 4) protedmica clinica

que surge como nueva disciplina basada en la aplicacion
de las técnicas y estrategias protedmicas al diagnéstico,
pronostico, tratamiento y seguimiento de las enfermedades
humanas (fig. 2).

Técnicas protedmicas

Existe un amplio abanico de técnicas y metodologias apli-
cadas en protedmica. En el apartado siguiente se resumen
los fundamentos de la 2-DE, por su gran aplicabilidad a las
distintas muestras biologicas disponibles, y de varias meto-
dologias de reciente aparicion orientadas a la cuantificacion
sensible de las variaciones en los niveles de abundancia pro-
teica.

Electroforesis bidimensional convencional en
gel (2-DE)

La electroforesis bidimensional (2-DE) es una técnica de
separacion de proteinas que se basa en dos etapas de sepa-
racion: isoelectroenfoque y SDS-PAGE®'°. En la primera, la
mezcla proteica se separa en un gradiente de pH (pH 4-7,
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Esquema de analisis mediante electroforesis bidimensional convencional en gel (2-DE) incluyendo separacion de las

proteinas (isoelectroenfoque y SDS-PAGE), visualizacion de las manchas proteicas y posterior identificacion por espectrometria de

masas.

pH 3-10, etc.) de acuerdo a su punto isoeléctrico (isoelec-
troenfoque) utilizando tiras comerciales cubiertas por un gel
de acrilamida. Para ello, las proteinas de la muestra deben
ser totalmente solubilizadas, lo que se consigue general-
mente con urea/tiourea, un detergente no ionico (CHAPS),
un agente reductor (DTT) y una mezcla de anfolitos. Con-
cluida la primera dimension, la tira se carga sobre un gel
desnaturalizante de poliacrilamida donde las proteinas se
separan de acuerdo con su masa molecular. Asi se obtiene
un mapa bidimensional de manchas proteicas que podra
ser visualizado mediante distintas técnicas de tincion (azul
de Coomassie, tincion con plata o Sypro Ruby). Los geles
tenidos se escanean y digitalizan usando diferentes progra-
mas informaticos (ImageMaster, PD Quest) y se obtiene un
«mapa» del conjunto de proteinas de una muestra en un
gel. Para su identificacion, las manchas de interés se recor-
taran del gel y las proteinas presentes seran digeridas por
una enzima proteolitica altamente especifica, usualmente
tripsina, obteniéndose una mezcla de péptidos que sera ana-
lizada por espectrometria de masas (MS). La comparacion
de sus espectros de masas frente a las librerias de espec-
tros de péptidos tripticos existentes a través de motores
de busqueda como MASCOT o SEQUEST, permite identificar
la proteina que dio lugar a dichos péptidos. Para ello, se
realiza un analisis de MS simple (huella dactilar peptidica o
PMF) que se ha de confirmar por un analisis de fragmentacion
peptidica o mediante espectrometria de masas en tandem
(MS/MS)'12 (fig. 3).

Proteémica cuantitativa

Proteémica cuantitativa con marcaje (2D-DIGE, i-TRAQ

y SILAC)

Uno de los aspectos claves en Investigacion Biomédica
es poder identificar y cuantificar las variaciones obser-
vadas entre individuos sanos y enfermos y a su vez los
cambios observados durante los diferentes estadios de la
patologia con el fin de descubrir biomarcadores de pro-
nostico o diagnostico. En este sentido, existen diferentes
aproximaciones protedmicas cuantitativas: 1) basadas en
electroforesis bidimensional, destacando la metodologia
2-dimensional difference gel electrophoresis (2D-DIGE), y
2) aproximaciones basadas en cromatografia liquida (LC)
acoplada a espectrometria de masas (MS) empleando mar-
cas tanto a nivel proteico como peptidico; es el caso de las
metodologias isobaric tags for relative and absolute quanti-
tation (iTRAQ) y stable isotope-labeling with amino acids in
cell culture (SILAC).

Electroforesis bidimensional diferencial 2D-DIGE

La tincion de geles 2D con plata o azul Coomassie para hacer
estudios comparativos presenta la desventaja de tener que
realizar un gel por muestra, lo que se traduce en un gran
nimero de geles cuya reproducibilidad es dificil de conseguir
para obtener diferencias estadisticamente significativas.
Ademas, el rango dinamico lineal de tales aproximaciones o
la sensibilidad no siempre se ajustan a los requerimientos de
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Esquema de analisis por electroforesis bidimensional diferencial en gel (2D-DIGE): marcaje de las muestras con fluoro-

cromos, separacion proteica en 2-DE, visualizacion de imagenes y analisis estadistico.

nuestras muestras. Esto queda resuelto con el desarrollo de
la electroforesis bidimensional diferencial en gel (2D-DIGE)
una técnica basada en el marcaje de las proteinas de cada
muestra previo a su separacion con una de las tres sondas
fluorescentes disponibles (Cy2, Cy3 y Cy5)"3.

En cada gel se analizan simultaneamente hasta dos mues-
tras marcadas con dos de los fluorocromos y una alicuota del
«pool» marcada con el fluorocromo restante, que debe de
estar presente en todos los geles. Este «pool» esta consti-
tuido por una mezcla de todas las muestras que componen
el estudio, lo cual permite extrapolar los resultados com-
parativos de gel a gel, reduciendo las diferencias debidas
a las variaciones experimentales extrinsecas a la patolo-
gia, asegurando la superposicion de las manchas proteicas
y proporcionando un incremento de la reproducibilidad y
la fiabilidad del analisis de abundancia diferencial entre
muestras. El procedimiento de analisis corresponde al de
una electroforesis bidimensional convencional'. Las image-
nes de los geles son digitalizadas empleando un escaner de
fluorescencia, obteniendo las imagenes correspondientes a
cada fluorocromo y analizadas estadisticamente mediante
un software informatico (DeCyder)'® que detecta automa-
ticamente cada una de las manchas correspondientes a las
proteinas resueltas y realiza un solapamiento de las mismas
entre todas las imagenes del experimento. Las variacio-
nes significativas en los perfiles de abundancia proteica
se pueden identificar mediante analisis bioestadisticos y
dichos perfiles se pueden agrupar en funcion de sus simi-
litudes mediante un analisis de componentes principales
(PCA) o un analisis de alta abundancia (HCA) entre otros.

Un resumen del procedimiento 2D-DIGE se esquematiza en
la figura 4.

Cromatografia liquida multidimensional i-TRAQ®

El marcaje iTRAQ® (isobaric Tags for Relative and Abso-
lute Quantification, Applied Biosystems) es una metodologia
que permite cuantificar y observar modificaciones protei-
cas mediante un marcaje quimico. A diferencia del 2D-DIGE,
no se basa en geles sino en una digestion peptidica de las
muestras proteicas, posterior marcaje de los péptidos resul-
tantes y analisis final por LC-MS/MS. Emplea un marcaje con
moléculas isobaricas (de igual masa nominal) que constan
de tres regiones: 1) una activa de union a péptido a través
de un grupo N-hidroxi-succimida, capaz de reaccionar con
el grupo amino N-terminal de los péptidos y el grupo amino
de la cadena lateral de las lisinas; 2) una region reportera
de masa variable, que identifica cada una de las muestras a
analizar sin alterar la carga ni la eficiencia de ionizacion del
péptido marcado (los cuatro grupos reporteros aparecen en
el espectro de masas en m/z 114, 115, 116 y 117), y 3) un
grupo balance para que la masa total sea igual a 145Da en
todos los marcajes'® (fig. 5).

En un experimento iTRAQ®, las muestras proteicas son
digeridas con peptidasas y los péptidos resultantes de cada
muestra se marcan con los diferentes reactivos iTRAQ® por
separado (pueden llegar a marcarse de 4 a 8 muestras por
experimento). Una vez marcadas, las muestras se combinan
y analizan por LC-MS/MS. Como el marcaje es isobarico, los
péptidos idénticos pero con una marca diferente segun la
muestra de la que procedan, no se distinguen cuando son
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Esquema de flujo de trabajo para llevar a cabo un estudio protedmico cuantitativo mediante cromatografia liquida

multidimensional i-TRAQ®. La mezcla proteica se digiere y los péptidos resultantes, una vez marcados, se separan por cromatografia

liquida y se analizan por espectrometria de masas.

analizados por MS. En cambio, mediante espectrometria de
masas en tandem (MS/MS) se consigue, por un lado, la identi-
ficacion de las proteinas presentes mediante la busqueda en
bases de datos y por otro lado, el analisis semi-cuantitativo
de las mismas por comparacion de las intensidades relativas
de los iones reportero, que son detectables en la primera
parte del espectro de fragmentacion de cada péptido. Varia-
ciones en dichas intensidades se traducen en una variacion
en los niveles de la proteina que dio lugar a dicho péptido.

Marcaje de aminoacidos con isotopos estables en medio
celular (SILAC)

SILAC es una técnica de marcaje de proteinas in-vivo para su
posterior identificacion y cuantificacion por MS. Este método
se basa en la incorporacion de aminoacidos marcados con
is6topos estables ('3C, '>N). Asi, en un mismo experimento,
dos poblaciones celulares se cultivan en medios de culti-
vos idénticos con la salvedad de que uno va marcado con
la forma ligera y otro con la forma pesada de un aminoa-
cido en particular (por ejemplo, L-lisina marcada con '2C
y L-lisina marcada con 3C). De esta manera las células en
lugar de sintetizar los aminoacidos naturales, sintetizaran
los aminoacidos marcados, es decir, después de una serie de
divisiones celulares, cada aminoacido natural, sera reempla-
zado por su isétopo marcado analogico. Dado que no hay casi
ninguna diferencia quimica entre el aminoacido marcado

y los isOtopos naturales las células se comportan exacta-
mente igual que la poblacion de células cultivadas con los
aminoacidos normales.

Protedmica cuantitativa sin marcaje

Se trata de una metodologia muy utilizada Gltimamente
debido a que no requiere ningln marcaje. Permite realizar
la cuantificacion de proteinas en base a todos los péptidos y
no solo a aquellos correctamente marcados. Aunque se trata
de un método semi-cuantitativo, evita el elevado coste de
los reactivos de marcaje y/o la sintesis de péptidos estan-
dar marcados isotopicamente. Uno de los primeros métodos
empleados es el de contaje de péptidos (spectral counting),
que se basa en la existencia de una correlacion entre la fre-
cuencia con la que el espectrometro de masas en tandem
fragmenta un i6n y la proteina de la que procede dicho ion.
Es decir, al aumentar la abundancia de una proteina en una
muestra dada aumenta el nimero de péptidos Unicos iden-
tificados. Posteriormente, se han desarrollado métodos de
cuantificacion basados en el area de los picos de los iones
en el espectro de masas, de tal forma que el area resultante
resulta equivalente a su abundancia en la muestra. Existen
varios programas informaticos que permiten estandarizar y
normalizar los resultados obtenidos por esta metodologia:
DeCyder MS (GE Healthcare), SIEVE (Thermo electron), Elu-
cidator (Rosetta), ProteinLyx (Waters), Scaffold (Thermo).
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Una plataforma de andlisis protedmico de muestras
bioldgicas orientada al descubrimiento de potenciales bio-
marcadores es el sistema Protein Chip/Surface Enhanced
Laser Desorption/lonization-Time of Flight (SELDI-TOF) que
combina la retencion especifica de proteinas sobre biochips
con la identificacion de las proteinas mediante MS. Las pro-
teinas son capturadas sobre la superficie sélida de un chip
en el que se han depositado soportes de distinta natura-
leza quimica (anidnica, cationica, hidrofébica, hidrofilica,
iones metalicos, etc.) o bioquimica (anticuerpos, recepto-
res, DNA, enzimas, etc.). Las proteinas quedan retenidas en
las distintas zonas en funcion de sus caracteristicas y las
del soporte, mediante adsorcion, particion, afinidad, etc.
Son, por tanto, chips cromatograficos capaces de retener
grupos particulares de proteinas a partir de mezclas com-
plejas de las mismas, como suero/plasma, orina, o lisados
celulares. Las proteinas en el chip son ionizadas y vapo-
rizadas mediante el laser y sus masas moleculares (m/z)
determinadas en funcion del tiempo de vuelo. El resultado
del analisis representa la abundancia (intensidad) frente a
la masa molecular de las proteinas detectadas, a modo de
perfiles proteicos facilitando la comparacion entre multiples
muestras distintas. El analisis multivariante, incluido en el
software del equipo, permite identificar patrones o perfiles
proteicos especificos asociados con la enfermedad a nivel
diagnostico, prondstico o de recuperacion, con capacidad
discriminante respecto a poblaciones de individuos sanos u
otras patologias'’-1°.

Existe otra metodologia de cuantificacion libre de mar-
caje que se basa en el empleo de arrays de proteinas. Dentro
de estos se encuentran por un lado, los arrays de anticuer-
pos con un interés especifico en una patologia determinada
cuyas proteinas de interés pueden ser cuantitativamente
analizadas y de modo comparativo. Por otro lado, los arrays
de fase reversa que permiten determinar las proteinas
implicadas en rutas de sefalizacion pudiendo determinar
el estado de fosforilacion de las proteinas implicadas en
dichas rutas intracelulares®. La utilizacion de los arrrays
de fase reversa permite obtener un tipo de informacion
molecular Unico e individualizado de cada muestra, y por
tanto de cada paciente. Se obtienen de esta manera, perfiles
de senalizacion intracelular, incluyendo especialmente las
modificaciones postraduccionales (fosforilaciones), datos
que no son accesibles mediante técnicas genémicas.

Monitorizacion por reaccion seleccionada (SRM)

La validacion de los potenciales biomarcadores descubiertos
en la fase de «screening» es una de las principales limita-
ciones para su aplicacion directa en clinica. Estrategias y
metodologias diferentes a las empleadas en esa primera fase
son necesarias para garantizar la fiabilidad de los resultados.
En este sentido, especial atencion merece la metodolo-
gia de cuantificacion libre de marcaje «selected reaction
monitoring»(SRM) por su elevada sensibilidad e idoneidad
como estrategia de validacion de potenciales biomarcado-
res. Requiere el empleo de un espectrometro de masas de
triple cuadrupolo (QQQ). El primer paso para cuantificar una
proteina de interés en varias muestras seria la seleccion de
péptidos proteotipicos, seguido de la seleccion de transicio-
nes a medir segin los fragmentos caracteristicos de dichos

péptidos. Por péptido proteotipico entendemos aquel que
inequivocamente identifica la proteina, se observa con alta
frecuencia en un experimento de MS, genera preferente-
mente varios fragmentos de intensidad destacada (frente
a muchos fragmentos de intensidad similar), no presentan
modificaciones pos-traslacionales y, en principio, no es sus-
ceptible de modificacion quimica. De cara a escoger las
transiciones mas adecuadas para la cuantificacion de la
proteina, tendremos en cuenta los fragmentos mas inten-
sos en base a experimentos previos. Mediante herramientas
bioinformaticas se pueden calcular tedricamente los pép-
tidos proteotipicos y las transiciones posibles que origina
una proteina. Sin embargo, habra que hacer una seleccion
dependiendo del nimero de proteinas y péptidos correspon-
dientes a cuantificar por experimento, ya que un nimero
demasiado elevado conllevaria una mala definicion del pico
cromatografico con la consecuente pérdida de informacion,
ya que a mayor tiempo empleado en la medida de transicio-
nes menor es el nimero de puntos que permiten definir el
pico. Para evitar una medida errénea por medida de sehales
inespecificas que coinciden en masa con las transiciones de
interés, sera necesario adquirir varias transiciones por pép-
tido y que éstas solapen en el tiempo (el péptido que las
origina eluye a un tiempo determinado que sera al que apa-
rezcan las transiciones). Mediante MS/MS del precursor, se
confirma la identificacion de la proteina.

Desde un punto de vista instrumental, en un experimento
SRM tipico Q1 transmite a Q2 una sola masa (m1), correspon-
diente al péptido triptico completo. Q2 actia de célula de
colision (CID) y se optimiza para que al fragmentar la molé-
cula se produzca algln fragmento diagndstico del mismo. Q3
opera de forma que solo transmite dicho fragmento (m2 o
m3). Asi, seleccionando las transiciones mas sensibles (m1 a
m2 y m1 a m3), se obtiene una senal para cada una de ellas
y en funcion de su intensidad relativa se podran cuantificar
cambios a nivel de abundancia proteica?'. Para realizar una
cuantificacion por SRM debemos conocer la/s proteina/s de
interés, lo que no permite su empleo para analisis diferen-
cial en la fase de descubrimiento de biomarcadores. En la
actualidad esta técnica se esta imponiendo como técnica de
validacion de biomarcadores debido a su gran selectividad??,
asi como por el manejo del gran nimero de muestras que
permite.

Inmunoproteémica

De una manera mas especifica podemos hablar de la
immunoprotedmica para describir el estudio de grandes
conjuntos de proteinas implicados en la respuesta inmune
(inmunoma)??, siendo sus principales aplicaciones: 1) el
aislamiento e identificacion mediante MS de proteinas
pertenecientes al complejo principal de histocompatibili-
dad (MHC); 2) purificacion e identificacion de proteinas
antigénicas de unidon a anticuerpos especificos u otros
reactivos de afinidad, y 3) identificacion de las proteinas
y las vias moduladas por un microorganismo especifico,
enfermedad infecciosa o toxina. Dentro del analisis del
conjunto de proteinas incluidas en el MHC, una de las
aplicaciones mas interesantes de la inmunoproteémica con-
siste en el estudio de la respuesta seroldgica frente a
un agente infeccioso y de las bases moleculares de su
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patogenicidad. Al igual que ocurre con otras aplicaciones
proteémicas, la inmunoprotedmica constituye una exce-
lente herramienta para el descubrimiento de potenciales
biomarcadores para las enfermedades infecciosas especial-
mente mediante un analisis protedmico del suero (SERPA,
serological proteome analysis) en el cual se utiliza una
electroforesis bidimensional clasica (2-DE) para la separa-
cion de las proteinas que son posteriormente transferidas
a una membrana sobre la que aplican sueros de pacien-
tes infectados y de controles pudiéndose detectar proteinas
inmunogénicas mediante western-blot y que seran final-
mente identificadas empleando técnicas de espectrometria
de masas comentadas anteriormente?*?>. A través de estos
estudios la inmunoprotedmica, como aplicacion especifica
de la protedmica, ha proporcionado un elevado nimero
de potenciales biomarcadores de diagndstico, prondstico,
prediccion y/o monitorizacion de diferentes enfermeda-
des infecciosas, asi como posibles dianas terapéuticas para
el disefo de futuras inmunoterapias o vacunas frente a
estas?6?7,

Proteémica de fluidos biolégicos
Estudio proteémico del plasma

El plasma sanguineo es, junto con la orina, la muestra biolo-
gica mas accesible y que mas ampliamente ha sido utilizada
histéricamente en la practica clinica?®. Cuando se lleva a
cabo un estudio protedmico de plasma, el objetivo principal
es la bisqueda de aquellas proteinas que sirvan como bio-
marcadores de diagnostico y prondstico de una enfermedad
determinada asociada a procesos fisiologicos y patoldgicos
concretos?’. Desde este punto de vista, las proteinas que tie-
nen un mayor interés son aquellas que se encuentran en muy
baja concentracion®®. Sin embargo, el amplio rango de con-
centraciones de las proteinas del plasma (mg/ml a pg/ml)
hace que no sea una tarea facil y se requiere cuando menos
una deplecidn total o parcial de las mayoritarias.

La proteémica ofrece, por tanto, un gran potencial para
el descubrimiento de nuevos biomarcadores que sean tras-
ladables a la practica clinica. Hay que tener en cuenta que
actualmente en los laboratorios clinicos se realiza rutinaria-
mente la determinacion del contenido global de proteinas
séricas (proteinas totales), sin embargo, la informacion que
esta prueba nos proporciona es limitada puesto que Uni-
camente refleja cambios en las proteinas mas abundantes
con alteraciones significativas en casos de hipergamma-
globulinemias, estados hipo/hipervolémicos, deficiencias
nutritivas, hepatopatias, procesos inflamatorios y trastornos
renales, entre otros. También se lleva a cabo la cuantifica-
cion de proteinas plasmaticas especificas (albimina, PCR,
B2-microglobulina, etc.) y la medida de la actividad de enzi-
mas plasmaticas (CK, CKMB, AST, ALT, GGT, etc.). Ambas se
emplean desde hace afos para el diagndstico y seguimiento
de un gran nimero de enfermedades (hepaticas, pancreati-
cas, cardiacas, etc.) sin embargo, al igual que ocurre con
la determinacion de proteinas totales, son pruebas poco
especificas de un estado patoldgico concreto.

Por tanto, la determinacion de proteinas minoritarias
mediante estudios proteémicos supondria un gran avance

para el diagnostico precoz de muchas enfermedades con
respecto a la situacion que existe en la actualidad.

Estudio proteémico en orina

El uso de biomarcadores en orina para el diagnodstico de
enfermedades es una practica habitual en clinica debido a
que: 1) es una muestra facil de obtener de manera no inva-
siva y cuenta con una gran disponibilidad; 2) la composicion
proteica y peptidica de la orina es menos compleja que la
de otras muestras y cuenta con una mayor estabilidad, y
3) la composicion del proteoma de la orina puede reflejar
directamente cambios en funciones del rindn y del tracto
urogenital®'. Sin embargo, la orina también presenta cier-
tas dificultades a la hora de emplearla como fuente en la
busqueda de biomarcadores ya que su composicion puede
variar de manera significativa entre distintos individuos y
entre los distintos dias/horas de coleccion de la muestra,
incluso de un mismo individuo lo cual requiere en la prac-
tica clinica el uso de intervalos de referencia muy amplios
en comparacion con las determinaciones séricas.

Al igual que en el caso del plasma y analisis de fluidos
bioldgicos en general, hay dos formas de abordar una bus-
queda de biomarcadores en orina. La primera implicaria la
pre-seleccién de posibles candidatos (proteinas tubulares,
citocinas, factores de crecimiento, mediadores inflamato-
rios, etc.) apoyandonos en trabajos previos que indiquen
una posible conexion con la patologia en estudio como el
uso de la B-gonadotropina coridnica en la orina de mujeres
como base de los test de embarazo comerciales. La segunda
abordaria un analisis protedmico que consiste en hacer un
barrido de todas las proteinas de la orina sin sesgo en busca
de aquellas que pudieran permitirnos establecer una cone-
xion con la enfermedad. La organizacion HUPO cuenta con
una iniciativa particular centrada en el proteoma del rindn
y la orina, poniendo nuevamente de manifiesto el potencial
de este fluido como fuente de biomarcadores. Novedosos
estudios de proteémica en orina estan proporcionando infor-
macion sobre proteinas que podrian ser de gran valor para
el diagndstico y monitorizacion de enfermedades sistémicas,
urogenitales y renales®2.

Se considera que las proteinas de orina se pueden cla-
sificar en tres fracciones: proteinas solubles, proteinas
sedimentadas y exosomas, que pueden ser aisladas mediante
centrifugacion secuencial. Cada una de estas fracciones
contiene poblaciones proteicas distintas. Aunque el estu-
dio de exosomas urinarios ha aumentado en los Ultimos
anos, la mayoria de los estudios llevados a cabo en la bus-
queda de biomarcadores en orina se han centrado en la
fraccion de proteinas solubles y se ha prestado especial
atencion a enfermedades renales y del tracto urogenital.
Existen estudios en dano renal agudo, enfermedad glomeru-
lar, carcinoma renal, de vejiga y de préstata®34. Cambios
en el proteoma urinario pueden estar relacionadas con
enfermedades sistémicas asociadas a pequeias proteinas
circulantes y péptidos marcadores capaces de atravesar el
filtro glomerular. Existen publicaciones en las que se han
identificado biomarcadores urinarios predictivos para pan-
creatitis aguda, apnea del suefo, cancer de ovario temprano
y cancer de pulmoén de célula no pequena®>. Por tanto, en
el futuro la orina podria ser empleada para hacer barridos
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proteicos que permitan detectar desordenes sistémicos que
no tienen por qué estar limitados a afecciones renales.

Estudio proteémico de otras muestras biologicas
de relevancia clinica

Una de las principales ventajas de las técnicas proteomi-
cas radica en que pueden aplicarse al estudio de cualquier
muestra (liquido biologico, células, tejidos, etc.) cuyo pro-
teoma se desee conocer. Asi, aunque la busqueda de nuevos
biomarcadores diagnostico y pronostico de las enfermeda-
des humanas se ha llevado a cabo mayoritariamente en
suero/plasma y orina por ser estas las muestras bioldgicas
mas accesibles y mas cominmente utilizadas en la practica
clinica, también se han llevado a cabo estudios proteémicos
en otras muestras bioldgicas diferentes como liquido cefa-
lorraquideo, liquido amnidtico y diversos tejidos humanos
para el estudio de enfermedades concretas.

Dada la complejidad proteica del plasma, es de gran
interés llevar a cabo estudios complementarios de pro-
teinas a nivel de secretoma de explantes tisulares como
sub-proteoma compuesto por las proteinas liberadas direc-
tamente por el tejido de interés y que seran analizadas
directamente en esta fraccion, evitando asi la dilucion que
supondria su analisis directo en el plasma. Para confirmar el
origen de las proteinas como procedentes del tejido anali-
zado y no de una fuente externa de contaminacion por parte
del plasma, son Utiles las estrategias de marcaje con ami-
noacidos marcados en el medio de cultivo. De este modo, en
el analisis del secretoma por espectrometria de masas todas
aquellas proteinas sintetizadas por el tejido y posterior-
mente secretadas incorporaran los aminoacidos marcados
en sus secuencias y podra asi ser validado su origen®.

El estudio del liquido cefalorraquideo (LCR) mediante
técnicas protedmicas se ha orientado a la busqueda de bio-
marcadores en enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer, el Parkinson y la esclerosis mltiple®. En todos
los casos se han encontrado paneles de proteinas dife-
rencialmente abundantes entre los grupos controles y los
pacientes. El objetivo del estudio del liquido amnidtico es
buscar biomarcadores en aquellas enfermedades que afec-
tan al feto y que requieren un diagnostico precoz. Asi se
han llevado a cabo estudios para la bisqueda de perfiles
proteicos caracteristicos que permitan detectar la ruptura
prematura de membrana antes del comienzo de la infec-
cion ya que es la causante a posteriori de muchos partos
prematuros®®. También se llevan a cabo estudios para la
determinacion de nuevos biomarcadores en cromosomopa-
tias frecuentes como el sindrome de Down donde se han
descrito diferencias cuantitativas en la abundancia de diver-
sas proteinas en liquido amniotico®. El descubrimiento de
nuevos biomarcadores en suero/plasma materno constituiria
un gran avance en estas enfermedades y permitiria sus-
tituir las técnicas invasivas existentes actualmente como
la amniocentesis, por determinaciones en suero/plasma
materno que complementarian el triple screening (alfafeto-
proteina, gonadotropina, estriol) utilizado actualmente en
la practica clinica para el cribado de sindrome de Down.
Otro tipo de muestra bioldgica mas recientemente empleado
para estudios protedmicos es la saliva. Este fluido consti-
tuye un ultrafiltrado del plasma de facil obtencion y por lo

tanto resulta una opcion muy interesante en la basqueda de
biomarcadores*!-43.

La organizacion HUPO ademas del proyecto del proteoma
del plasma y del proteoma del rindn y la orina, cuenta con
varias iniciativas particulares centradas en distintas pato-
logias, tales como el Human Brain Proteome Project (HBPP,
‘proyecto de proteoma cerebral’), el Human Liver Proteome
Project (HLPP, ‘proyecto de proteoma hepatico’) y la Cardio-
Vascular Initiative (CVI, ‘iniciativa cardiovascular’), entre
otros. La importancia de estos proyectos se fundamenta
en la necesidad de conocer de una manera detallada el
proteoma de los drganos o fluidos bioldgicos cuyo estudio
contribuya directamente a ampliar el conocimiento exis-
tente sobre los mecanismos base de la enfermedad asi como
al descubrimiento de nuevas dianas de interés a todos los
niveles (diagnostico, estudio de la enfermedad, susceptibi-
lidad, prevencion, seleccion de terapias, seguimiento de los
tratamientos, etc.).

Por Ultimo, es importante destacar la relevancia clinica
que se esconde detras de todo avance tecnologico. A modo
de ejemplo, el desarrollo de la técnica microdiseccion por
laser ha permitido aislar regiones especificas de tejido (por
ejemplo las distintas capas arteriales, intima y media, impli-
cadas directamente en la formacioén de placa de ateroma) y
mediante su combinacion con la metodologia 2D-DIGE, ante-
riormente descrita, ha hecho posible el conocimiento de
proteinas directamente implicadas en la formacion y des-
arrollo de la aterosclerosis*. Indudablemente estos avances
suponen una paso adelante para la comprension de la fisio-
patologia de las enfermedades que permita descubrir nuevos
biomarcadores de enfermedad.

Conclusiones

La practica clinica actual requiere nuevos biomarcadores
sensibles y especificos que mejoren el diagnostico tem-
prano de las enfermedades. Es necesario establecer nuevas
dianas terapéuticas que mejoren o hagan posible, en algu-
nos casos, la curacion de determinadas enfermedades y se
requiere ademas, el descubrimiento de nuevos biomarca-
dores que permitan monitorizar de manera individualizada
la respuesta terapéutica a una determinado tratamiento.
La protedomica basada en la identificacion de proteinas
mediante espectrometria de masas ofrece un enorme poten-
cial en cada uno de estos puntos. El descubrimiento de
nuevos biomarcadores prondstico y diagnostico es el obje-
tivo fundamental de gran parte de las investigaciones
proteémicas actuales. Ademas, su descubrimiento podria
derivar en la implementacion de nuevos métodos diagnosti-
cos en la practica clinica asi como en el descubrimiento de
nuevas dianas terapéuticas mas efectivas que las actuales.
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