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Sesion de protedmica de biomarcadores y patologias humanas

Coordinadores: LAngel Garcia, 2Cristina Ruiz

1 Departamento de Farmacoloxia; Universidade de de Santiago de Compostela
2 Laboratorio de investigacion Osteoarticular y del Envejecimiento, INIBIC-CH Universitario A

Corufia.

La sesion 3 de las Il Jornadas Bienales
de Jovenes Investigadores en Protedmica estuvo
enfocada en la aplicacion de estrategias
protedOmicas para el estudio de patologias
humanas y la basqueda de biomarcadores
proteicos de las mismas.

La nutrida participacion, con 8
presentaciones orales y 14 en formato de pdster,
ya prometia a priori que iba a tratarse de una
sesion intensa, y no decepcion6. Ademas, la
gran calidad de los trabajos presentados, que
combinaban originales estrategias técnicas con
inteligentes disefios experimentales, dio idea del
gran nivel existente en proteémica biomédica.
Las teméticas fueron de lo mas variado,
abarcando desde avances tecnologicos concretos
hasta aplicaciones précticas en diferentes
campos biomédicos: cancer, cardiovascular,
artritis, obesidad, etc.

Con el fin de promover el debate, la
presentacion de las comunicaciones orales se
repartio en dos fases: una mas centrada en
estrategias de busqueda o validacion de
biomarcadores de potencial interés clinico, y
otra enfocada en estudios de patogénesis de
distintas enfermedades. Cada fase concluyé con
un periodo de discusion en el que se trataba de
resumir la informacion presentada y discutir los
problemas relacionados con la proteémica
clinica.

Deteccion de biomarcadores en fluidos
bioldgicos
1. Empleo de arrays de proteinas

La primera participante de la sesion fue
Ingrid Babel, del Centro de Investigaciones
Biologicas (Madrid), la cual nos presentd una
interesante estrategia para la bdsqueda de
autoanticuerpos en sueros de pacientes con

cancer colorrectal (CCR) que puedan tener
utilidad como biomarcadores. Se trata de una
alternativa a los arrays de proteinas clasicos,
que se basa en el empleo de librerias de fagos
T7 que contienen cDNA de tejido de pacientes
con CCR. Estos fagos se imprimen sobre
soportes de nitrocelulosa, que a continuacion
son cribados con sueros de pacientes con CCR,
con el fin de identificar aquellos péptidos
desplegados en la superficie de los fagos
reconocidos por autoanticuerpos especificos de
CCR. Para completar el estudio, se verificd
mediante ELISA la inmunoreactividad de 5
fagos homologos a proteinas conocidas.

2. Estratégias de protedmica dirigida (MRM)

Los experimentos de protedmica al azar
para el descubrimiento de péptidos o proteinas
con potencial como biomarcadores deben ir
acompariados del disefio de estrategias dirigidas,
con el fin de poder verificar su utilidad
biomarcadora en un nimero mas amplio de
muestras. Una estrategia muy empleada en este
campo, y que se basa en espectrometria de
masas, es la técnica de Multiple Reaction
Monitoring (MRM). Antonio Serna, de
ABSciex, presentd la tecnologia que dispone su
empresa para la realizacion de estudios MRM.
Este tipo de estudios han mostrado ya su
utilidad para el analisis cuantitativo de
biomarcadores, debido a su gran
reproducibilidad, rango dinamico y limites de
deteccion, y por ello aparecen como una
alternativa prometedora para la cuantificacion
de proteinas en liquidos bioldgicos que evita la
necesidad de anticuerpos especificos y posibilita
analisis multiples (de més de 100 proteinas
simultaneamente).
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3. Estudio protedomico de fluidos bioldgicos:
un ejemplo con la orina

La presentacion de Marina Rigau, del
Institut de Recerca (Barcelona), nos mostré a
todos un ejemplo de estrategia protedmica para
busqueda de biomarcadores en orina. Tras un
procesamiento de las muestras con ProteoMiner
(de Bio-Rad), realiz6 un estudio diferencial
mediante 2D-DIGE, y valido la posible utilidad
biomarcadora de 15 candidatos mediante MRM.

El empleo de ProteoMiner en este
estudio fue objeto de discusidn posterior ya que,
ademas del de Marina, habia otros dos trabajos
que presentaban este procesamiento como
método para reducir el rango dindmico de las
muestras.

4. Nuevas estrategias basadas en MALDI
profiling para busqueda de biomarcadores

A continuacion, Francesco Tortorella, de
los laboratorios Bio-Rad, nos presento el
sistema Lucid, que comercializa su empresa.
Este sistema combina la estrategia de separacion
mediante ~ cromatografia  de retencion
(empleando los ProteinChips de SELDI) con
espectrometria de masas de alta resolucion de
tipo MALDI-TOF y MALDI-TOF/TOF. De este
modo, la especificidad de las superficies de los
chips permite limpiar la muestra directamente y
simplificar muestras complejas, mientras que el
analisis posterior con espectrometria de masas
en tandem posibilita la identificacion de los
picos diferenciales en los perfiles de MALDI.
Esto constituye una gran ventaja frente a las
clasicas estrategias de SELDI-TOF, en la que no
se identificaban los péptidos y por tanto no era
posible obtener informacién bioldgica acerca de
los cambios en los espectros de masas.

5. Discusion general: el problema del rango
dindmico

Las preguntas y cuestiones surgidas en
las presentaciones de esta primera parte de la
sesion se englobaron en un periodo de discusion
general, en el que el tema principal fue el
problema del gran rango dinamico de las
proteinas presentes en las muestras que
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clasicamente se utilizan para la busqueda de
biomarcadores. Los fluidos biolégicos humanos
son excelentes fuentes de biomarcadores
proteicos, ya que se encuentran en contacto con
la mayoria de los tejidos, incorporando
proteinas secretadas o liberadas por ellos que
pueden detectarse sin necesidad de biopsia. El
plasma (o suero) tiene la gran ventaja de su fécil
obtencion, pero tambien la desventaja de que
aquellas proteinas liberadas por un tejido o tipo
celular especifico (que son las que tienen mayor
potencial como biomarcadores) se diluyen,
haciéndose muchas veces indetectables con los
métodos disponibles en la actualidad. Por ello,
también hay gran interés en el andlisis de otro
tipo de fluidos (denominados “proximales’) que
entran en contacto con uno o pocos tejidos, en
los que se espera una menor dilucion.

De todas formas, sea cual sea el fluido
sobre el que se realice la bdsqueda de
biomarcadores, éstos apareceran tipicamente a
bajas concentraciones, siendo dificil su
deteccién por la presencia de otras proteinas
mas abundantes que los enmascaran. Como
estrategias para resolver este problema de
sensibilidad se encuentran las técnicas de
protedmica dirigida (MRM, SISCAPA, etc.),
pero en el caso de realizar estudios al azar la
Unica alternativa consiste en enriquecer las
muestras en estas proteinas menos abundantes,
empleando productos como el ProteoMiner o
eliminando las proteinas mas abundantes de
plasma mediante cromatografia de afinidad.
Varios de los pdsters presentados en la sesion
trataron este tema, y la conclusion es que
cualquier tratamiento altera la cuantificacion
posterior. En el caso del ProteoMiner, se
discuti6 su uso en estudios cuantitativos, ya que
altera las proporciones de las proteinas de forma
global, y algun participante propuso su empleo
Unicamente en analisis cualitativos de las
muestras. Por su parte, la deplecion mediante
cromatografia de afinidad tiene como principal
desventaja que muchas proteinas pueden ser
eliminadas de forma inespecifica por su
interaccion con proteinas abundantes como la
albimina.
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Estudios de patologias humanas mediante
abordajes protedmicos.

1. Estudio de biomarcadores plaguetarios en
sindrome coronario agudo

La seccion de protedmica aplicada al
estudio de patologias humanas comenz6 con la
charla de Andrés F. Parguifia, del Departamento
de Farmacologia de la Universidad de Santiago
de Compostela, quien nos presentd un analisis
del proteoma plaquetario en pacientes con
sindrome coronario agudo (SCA), patologia en
la que las plaquetas juegan un papel
fundamental y que es principal causa de muerte
en el mundo occidental. Este trabajo se basé en
2-DE de alta resolucion para la separacion de
proteinas 'y MALDI-TOF/TOF para su
identificacion. El andlisis de imagen fue con el
software Ludesi REDFIN (Suecia) y las
validaciones mediante western blot. Se
detectaron 55 puntos en el gel que variaban de
forma significativa entre plaquetas de un grupo
de 18 pacientes con SCA sin elevacion del
segmento ST en el electrocardiograma
(SCASEST) y un grupo control constituido por
10 pacientes con cardiopatia isquémica crénica
estable. Los grupos se cotejaron de manera que
no hubiese diferencias significativas en cuanto a
edad, sexo y tratamientos. Las proteinas
identificadas se correspondian a 30 genes
diferentes y la mayoria de las mismas pertenecia
a los siguientes grupos  funcionales:
sefializacion, citoesqueleto y rutas de secrecion /
vesiculas. Esto concuerda con la idea de una
mayor activacién plaquetaria en los pacientes
SCASEST, y se confirmé con el descenso del
nimero de diferencias en estudios de
seguimiento de los pacientes. Este estudio abre
un campo de investigacion para explorar el
papel de proteinas plaquetarias en la patogénesis
del SCA, asi como para la busqueda de
biomarcadores secretados por las plaquetas que
puedan ser de utilidad en dicha enfermedad.

2. Vision protedmica de la estenosis valvular
aortica

La siguiente presentacion corrié a cargo
de Tatiana Martin-Rojas, del laboratorio de
fisiopatologia vascular del Hospital Nacional de
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Parapléjicos de Toledo. La charla se centré en el
estudio de la estenosis aortica (EA) valvular
desde un punto de vista proteébmico. La EA
degenerativa es una enfermedad de elevada
prevalencia en los paises desarrollados y es la
responsable del mayor nimero de reemplazos
aorticos. Debido a que las proteinas que
componen las valvulas adrticas son esenciales
para el correcto funcionamiento de éstas, su
identificacion y caracterizacion es de gran
relevancia. En este trabajo se compar6 el
proteoma de valvulas aorticas procedentes de
pacientes sometidos a reemplazo valvular
aortico con el de véalvulas aorticas sanas
procedentes de necropsias. ElI  analisis
protedmico diferencial fue mediante 2D-DIGE y
la identificacion de proteinas mediante MALDI-
TOF/TOF. Se encontraron 51 spots que variaban
entre grupos, que se correspondian a 18 genes
diferentes. Las validaciones fueron mediante
western blot e inmunohistoquimica.

3. Empleo de SILAC como técnica
cuantitativa para estudios de patogénesis y
farmacoproteémica in vitro

Valentina Calamia, del Instituto de
Investigacion Biomédica de A Corufia (INIBIC),
mostré a continuacion una aplicacion de la
técnica cuantitativa de SILAC en estudios de
protedmica biomeédica. Esta estrategia se basa
en el marcaje metabdlico diferencial de células
en cultivo con aminoacidos que presentan
isdtopos estables, lo que permite llevar a cabo
analisis de protedbmica cuantitativa. Como
ejemplo de la utilidad de esta técnica en
estudios in vitro, la presentacion mostré la
estandarizacion del marcaje de condrocitos, que
son las Unicas células presentes en el cartilago
articular  humano y  responsables  del
mantenimiento de la integridad del tejido. Una
vez estandarizada la técnica, se aplicé para
evaluar el efecto de una citoquina
proinflamatoria, la interleuquina-1p, sobre el
perfil de proteinas secretadas por los
condrocitos. Esta estrategia posibilité la
identificacion de un gran nOmero de
componentes de la matriz extracelular del
cartilago, lo que da idea de la utilidad del
estudio de los secretomas como reflejo de los
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procesos de remodelacion de los tejidos. El
analisis cuantitativo demostro el desequilibrio
que la citoquina (un mediador esencial en la
patogénesis de la artrosis) produce entre los

procesos anabolicos 'y catabdlicos  del
condrocito, incrementando la sintesis de
metaloproteasas y otras citoquinas

inflamatorias. ElI empleo de este modelo
posibilitard la  realizacion de  analisis
farmacoprotedmicos en el futuro, con el fin de
evaluar el efecto de compuestos con potencial
accion terapéutica en artrosis.

4. Analisis protedmico diferencial de células
hepéticas tras deplecién de prohibitina

La dltima charla de la sesién corrio a
cargo de Virginia Sanchez-Quilés, del CIMA
(Universidad de Navarra). La prohibitina 1
(Phbl) es una proteina que juega un papel
fundamental en el mantenimiento de la
homeostasis hepatica. En este trabajo se silencid
la expresion de Phbl en la linea celular humana
de carcinoma de higado PLC/PRF 5 mediante
SiRNAs. Se llevd a cabo un estudio proteémico
diferencial mediante DIGE y espectrometria de
masas para explorar los  mecanismos
involucrados en la respuesta de las células PLC
a la disminucion de la actividad de Phbl. Los
estudios de validacion fueron mediante western
blot. La principal conclusion fue que el
silenciamiento de Phbl en la linea celular
PLC/PRF5 condujo a un aumento de apoptosis y
a una disminucion de la proliferacion celular.

5. Discusion general: Obtencion de muestras
clinicas para analisis protedmicos.

La sesion concluyé con una discusion
sobre aspectos fundamentales a la hora de
plantear un estudio de proteémica clinica. El
debate fue muy participativo y quedd clara la
importancia de llevar a cabo una recogida y
almacenamiento de muestras riguroso para
evitar que los estudios estuvieran sesgados por
la presencia de contaminantes, o por artefactos
debido a que no todas las muestras incluidas en
un estudio fuesen tratadas por igual. En el caso
de suero o plasma, es fundamental que todas las
muestras se hayan obtenido con un mismo
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protocolo y que se almacenen adecuadamente a

-80°C. Asi mismo, las muestras deben ser
alicuotadas para evitarse en la medida de lo
posible un elevado numero de congelaciones
/descongelaciones, lo cual debe ser
convenientemente controlado. En cuanto al
estudio de tejidos, debe asegurarse con el
patélogo correspondiente que se estd obteniendo
el tejido adecuado para nuestro estudio y que el
mismo ha sido convenientemente “lavado” para
evitar contaminaciones, por ejemplo, con restos
de sangre o plasma. Para todo lo anterior es
clave una buena coordinacion  entre
investigadores  basicos y clinicos. Las
enfermeras o cirujanos encargados de la toma de
muestra deben estar advertidos de la
importancia de una adecuada recogida de
muestra para el estudio que se llevara a cabo. La
investigacion translacional a este nivel solo
puede tener éxito si existe buena voluntad y
coordinacion entre el equipo multidisciplinar
que involucra a clinicos e investigadores
béasicos. Ello es también fundamental a la hora
de plantear los grupos objetos de estudio: la
eleccion de grupos de pacientes control
adecuados es clave; debe tenerse en cuenta la
patologia a estudiar, los tipos de pacientes, y sus
tratamientos. Sin una adecuada supervision
clinica de estos factores, el estudio quedara
comprometido, al dar lugar a resultados dificiles
de interpretar. El debate fue muy participativo y
todo el mundo coincidi6 en el reto que supone
llevar a cabo estudios de proteémica clinica
rigurosos y reproducibles, y que seria deseable
que se estableciesen unas guias claras que
ayudasen a conseguir dicho objetivo.



Protedmica — NUmero 6 — Diciembre 2010

Conclusién final

La sesion de biomarcadores y patologias
humanas fue de las mas extensas de las
Jornadas. El nimero y calidad de los trabajos
presentados hizo muy dificil la seleccion de
comunicaciones orales, las cuales dieron una
buena vision de lo que se estd haciendo a nivel
nacional, y en el seno de la SEProt, en un area
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claramente en expansion. Debemos en cualquier
caso tener en cuenta que la protedmica clinica
presenta todavia muchos retos de procedimiento
y tecnoldgicos que se deben afrontar para
garantizar que una proporcion cada vez mayor
de los trabajos publicados tengan su reflejo en
una mejora real del tratamiento / prediccion de
la patologia concreta objeto de estudio.



