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Uno de los grandes retos de la medicina actual es identificar nuevas
dianas terapéuticas y marcadores para el diagndstico precoz de las
enfermedades, especialmente de aquéllas para las que no existen
actualmente tratamientos ni diagndstico temprano.

Aplicaciones Clinicas de la Protedmica

Hasta recientemente, la aproximacién que se
ha utilizado ha consistido en la bisqueda de
una Unica diana terapéutica o marcador diag-
néstico para una determinada enfermedad
utilizando muestras humanas. Sin embargo,
esta aproximacion no ha dado buenos resul-
tados. En primer lugar, porque desde una
perspectiva bioldgica tiene poco sentido ya
que las enfermedades complejas y multifac-
toriales se caracterizan por la variedad de
tipos celulares que participan en el desarrollo
de la enfermedad, la multiplicidad de inter-
acciones entre el tejido enfermo y su entorno,
y por la diversidad de genes que participan
en el proceso patolégico. Y en segundo
lugar, porque las enfermedades en humanos
se caracterizan por la variabilidad genética 'y
medioambiental de cada individuo, lo que da
lugar a un importante “ruido de fondo”
cuando se analizan perfiles de expresion de
decenas de miles de parametros siendo por
lo tanto necesario analizar un gran nimero de
pacientes asi como individuos sanos.

Protedmica
La Gendémica Funcional, y en concreto la Pro-
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tedmica, permite unir el campo de la Biologia
con la Medicina. La informacion generada (la
identificacion de genes o proteinas implica-
dos en un determinado proceso patoldgico)
permite el desarrollo de sistemas de evalua-
cion de la predisposicion genética a padecer
una determinada enfermedad, el desarrollo
de sistemas de diagnostico precoz de enfer-
medades, el desarrollo de nuevos farmacos
para combatir méas eficazmente las enferme-
dades, la optimizacion de los ensayos clinicos
y la personalizacion de los tratamientos far-
macoldgicos.

Las proteinas son los componentes funda-
mentales de la célula y son las responsables
de la regulacion de cada proceso biolégico,
incluidos los procesos patolégicos. La Prote-
omica es la rama de la Ciencia que estudia la
naturaleza y la funcion de las proteinas. El
estudio de las diferencias de expresion pro-
teica y de las modificaciones post-traduccio-
nales entre tejidos procedentes de individuos
sanos y pacientes afectados de una determi-
nada enfermedad, proporciona una informa-
cion muy valiosa sobre las bases moleculares
y fisiol6gicas de esa enfermedad.

En la actualidad, el Proyecto Genoma
Humano ya ha identificado un gran nimero
de genes humanos. Sin embargo, la informa-
cion que existe sobre el Proteoma Humano
(conjunto de proteinas que se producen en el
cuerpo humano) es todavia escasa. La com-
plejidad del Proteoma es mucho mayor que
la del Genoma, debido fundamentalmente a
dichas modificaciones post-traduccionales
que sufren las proteinas y a las interacciones
proteina-proteina, que tienen una gran
importancia funcional.

La medicién de los niveles de proteina en
tejido sano frente a tejido enfermo es una
prueba directa de la regulacion proteica aso-
ciada al proceso patoldgico, frente a la
medida indirecta que proporciona el analisis
de la expresion de ARN mensajero. Esta
medida directa podria permitir una identifica-
cion y validacion maés rapida y fiable de mar-
cadores moleculares de valor diagnéstico de
la patologia, y de potenciales dianas tera-
péuticas hacia las que dirigir nuevos farma-
cos. Estos son los principales motivos por los
que la Proteémica se considera como el
siguiente paso logico a la Gendmica, como
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Detalle del proceso de impresion de microrrays.

herramienta para identificar nuevos marcado-
res y dianas terapéuticas. El Mercado de la
Protedmica superd un billon de € el afio
2000, y se estima que llegard a mas de 6
billones de € el afio 2005.

Aplicaciones

La Protedmica tiene por tanto dos lineas cla-
ras de aplicacion en la Medicina. Por un lado,
la identificacién de marcadores de diagnds-
tico, prondstico o respuesta a tratamiento. Y
por otro lado, el desarrollo de herramientas
que permitan el andlisis simultdneo de pane-
les de proteinas identificados como marca-
dores.

BUSQUEDA DE MARCADORES

Entre las deficiencias mas importantes de la
medicina actual se encuentran por un lado
que muchas enfermedades se diagnostican
en una etapa avanzada de su desarrollo, lo
que dificulta o incluso imposibilita su trata-
miento y curacioén. Es por ello que disponer
de métodos que permitan establecer de
manera temprana la disposicion a padecer
una determinada enfermedad, posibilita que
el paciente se pueda tratar incluso antes de

FARMESPANA INDUSTRIAL

que aparezcan sintomas agudos de la misma,
aumentando de manera considerable las
posibilidades de éxito del tratamiento y redu-
ciendo las dolencias crénicas que pueden
ocasionar. En el caso de las patologias difici-
les de diagnosticar con exactitud por presen-
tar una sintomatologia similar a la de otras
enfermedades, es de extrema importancia
establecer un diagnostico correcto con el fin
de poder tratar al paciente de la manera mas
adecuada.

Por otro lado, en la mayoria de patologias los
pacientes presentan respuestas altamente
heterogéneas. Esto conlleva que muchos de
los farmacos o tratamientos actuales sean
efectivos en unos pacientes e infructiferos en
otros. En otros casos es relevante establecer
el pronéstico para poder aplicar el trata-
miento mas eficiente y a la vez menos perju-
dicial para el paciente.

Entre los retos de la medicina actual se
encuentran por tanto poder diagnosticar las
enfermedades de manera precoz para tener
la posibilidad de aplicar un tratamiento pre-
ventivo y poder discernir entre los diferentes
subtipos de pacientes para poder aplicar un

tratamiento personalizado.

Una de la caracteristicas fundamentales para
que los métodos de diagndéstico puedan
emplearse como herramientas de cribado
poblacional y de rutina clinica es que sean no
invasivos, es decir, que se basen en muestras
que pueden conseguirse sin necesidad de
intervenir al paciente, como son muestras de
sangre, de orina, liquido cefalorraquideo. La
invasividad es uno de los mayores impedi-
mentos de la mayoria de métodos de diag-
néstico disponibles en la actualidad, ya que
muchas de las técnicas disponibles exigen la
extraccion de biopsias.

A diferencia del genoma, el proteoma varia
constantemente seguin el estado y naturaleza
de la célula. Estas variaciones pueden ser
causadas por una situacion patolégica, el tra-
tamiento con una droga o los cambios
ambientales a los que la célula puede estar
sometida. Los estudios comparativos del pro-
teoma de organismos complejos requieren
que las proteinas presentes en extractos de
tejido sean separadas antes de su analisis.
Esta necesidad se hace patente cuando se
considera que del orden de 10.000 proteinas
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estan presentes en una célula humana. Ade-
mas, el nimero de copias de una proteina
particular en una célula dada puede variar
hasta nueve 6rdenes de magnitud, con la
consecuencia de que especies proteicas de
baja abundancia pueden ser extremada-
mente dificiles de detectar y de caracterizar.
A esto se suma otro nivel de la complejidad
por el hecho de que los genes individuales
pueden producir diversas formas proteicas,
por ejemplo, a través del inicio de traduccion
alternativo o el “splicing” diferencial, mientras
que las modificaciones post-traduccionales,
tales como la fosforilacion, dan lugar a cam-
bios dinamicos en las proteinas. Existen una
serie de métodos para el estudio simultaneo
de un alto numero de proteinas, incluyendo
electroforesis en geles bidimensionales,
espectrometria de masas y combinaciones de
espectrometria de masas y cromatografia
liquida.

MICROARRAYS DE PROTEINAS

La Gendmica Funcional y en concreto la Pro-
tedmica esta suponiendo la identificacion de
nuevas proteinas y su asociacion a enferme-
dades complejas como el cancer o que trans-
curren a través de procesos inflamatorios
como la artritis reumatoide, la psoriasis o la
enfermedad inflamatoria intestinal. Decenas
de estas proteinas se han convertido en mar-
cadores tanto del diagnéstico, como del pro-
nostico o la respuesta al tratamiento. Es por
ello que es necesario el desarrollo de herra-
mientas que permitan el andlisis simultaneo
de decenas o incluso centenas de proteinas.
La tecnologia de los microarrays permite la
investigacion de cientos de parametros en un
solo experimento. Gracias a esta tecnologia,
moléculas de interés son inmovilizadas de
forma ordenada en soportes solidos para ser
posteriormente interrogadas con otras molé-
culas marcadas con el fin de detectar interac-
ciones especificas. Esta interaccion puede
medirse gracias a sistemas de escaneado y
lectura. El desarrollo de los microarrays de
proteinas ofrece un importante avance en la
miniaturizacion y automatizacion del analisis
del proteoma asi como en la reduccién de
costes asociado al bajo consumo de reacti-
vos. Las aplicaciones de los arrays de protei-
nas son multiples, como por ejemplo, el scre-
ening de interacciones proteina-proteina, la
identificacion de sustratos para protein-qui-
nasas e identificacion de proteinas diana para
“small molecules”. En general este tipo de
aplicacion puede revolucionar tanto el campo
del conocimiento como el campo de la clinica
(diagnéstico, monitorizacion del paciente
durante el tratamiento, etc.) como del area
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Proceso de escaneado del array.

farmacéutica (busqueda de nuevas drogas).
Existen diferentes tipos de moléculas de cap-
tura (capture molecule) depositadas en el
array. Esta moléculas pueden ser péptidos,
anticuerpos, proteinas, fragmentos de prote-
inas, aptameros, enzimas, sustratos, com-
puestos de bajo peso molecular, “scaffolds”.
Durante el proceso de la hibridacion el array
es expuesto a una mezcla compleja de pro-
teinas, anticuerpos, etc., dependiente del
modelo de array elegido. Las uniones espe-
cificas pueden ser entonces monitorizadas
siguiendo diferentes aproximaciones basa-
das en métodos de deteccion por fluores-
cencia, quimioluminiscencia, resonancia
superficial del plasmén, radioactividad,
espectrometria. La deteccién basada en
fluorescencia (con molélulas como Cy3y
Cyb5) estd ampliamente extendida. La misma
instrumentacion que se usa para la lectura
de los arrays de DNA es aplicable a los
arrays de proteinas. Existen asi mismo siste-
mas para la amplificacion de la sefial flures-
cente entre 10 y 100 veces. Utilizando tam-
bién métodos de fluorescencia existen
sistemas de alta sensibilidad como por
ejemplo la tecnologia “planar waveguide”
(Zeptosens), la tecnologia basada en
“beads” y particulas en suspension usando
ficoeritrina como marcaje (Luminex) o la
basada en las propiedades de semiconduc-
tor de nanocristales (Quantum Dot).

El progreso de los arrays de proteinas tanto
para investigacion como para aplicaciones
clinicas ha sido o esté siendo més lento que

el de los arrays de DNA debido a las carac-
teristicas propias de las moléculas de prote-
inas, muy distintas a las del DNA. EI DNA es
una molécula muy uniforme compuesta de
cuatro nucledtidos, con una estructura hidro-
filica bien definida. Por el contrario, las pro-
teinas son moléculas muy diversas construi-
das a partir de 20 diferentes aminoécidos;
pueden ser hidrofilicas o hidrof6bicas, acidas
0 bésicas. Adicionalmente, debido a la com-
plementariedad del DNA, la interaccion
especifica entre moléculas de DNA puede
predecirse de forma facil. En el caso de las
proteinas, debido a la diversa y singular
estructura de cada proteina, la interaccion
entre proteinas no puede predecirse en fun-
cion de su secuencia de aminoé&cidos. Glico-
silaciones, acetilaciones o fosforilaciones
aumentan la diversidad de cada proteina al
mismo tiempo que influyen en su interac-
cion con otras proteinas. Por dltimo, resulta
relativamente facil generar las moléculas de
DNA para depositar en el array, ya sean pro-
ductos de PCR u oligonucleoétidos sintéticos.
Sin embargo, no existe un sistema equiva-
lente para el caso de las proteinas. A pesar
de todo ello los arrays de proteinas consti-
tuyen la “progresion natural” de los amplia-
mente extendidos y aceptados arrays de
DNA. El gran potencial que ofrecen los
arrays de proteinas empuja a su estudio y
desarrollo. La mejora de la técnica y puesta
a punto de esta tecnologia es fundamental
para obtener el maximo beneficio de esta
prometedora herramienta.
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