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4. Protedmica, poderosa pero poco explorada
Oomica en la busqueda y desarrollo
de nuevos farmacos

LAUREANO SIMON BUELA y
ANTONIO MARTINEZ MARTINEZ

RESUMEN

La Protedmica es una disciplina compar ativa que pretende identificar y ca-
racterizar aquellas proteinas que diferencian, a nivel de expresion o de modifica-
cién quimica o estructural, la célula o € tejido enfermo del sano. Esas proteinas
diferenciales seran los marcadores con los que desarrollar métodos de prediccion,
diagndstico, prondstico o respuesta a farmacos de la enfermedad en estudio; esas
proteinas diferenciales también podran ser candidatas a dianas terapéuticas contra
las que desarrollar nuevas generaciones de farmacos con los que tratar |a enfer-
medad de una manera mas eficaz y menos toxica para € individuo.

Pese a todas sus limitaciones técnicas, la Protedmica permite la identifica-
cién de nuevas dianas terapéuticas contra las que dirigir nuevas generaciones de
féarmacos; la optimizacion no invasiva de |os ensayos clinicos de esos farmacos,
seleccionando aguellos pacientes con una mayor probabilidad de responder me-
jor a farmaco y agjustando, idealmente de una manera personalizada, las dosis
de administracion; y la optimizacién no invasiva del tratamiento con el farma-
co de pacientes crénicos que |0 necesiten, a través de la monitorizacion de mar-
cadores de respuesta en periodos largos de tiempo.

1. GENOMICA Y PROTEOMICA

El conocimiento de la secuencia completa del genoma humano ha sido un
gran avance de la Ciencia 'y de la Humanidad para la que todos los cientificos
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trabajamos, o deberiamos trabajar, pero no es la panacea que se ha presentado
como la solucién a todas las complicaciones fisiol6gicas que comprometen €l
deseado estado de buena salud.

Dentro de unos afios las generaciones futuras de brillantes cerebros a los
gue tendremos que ilusionar y atraer al mundo cientifico, podran confirmar la
sabiduria popular clasica que no duda en calificar a la ignorancia como siem-
pre osada. Creemos que tenemos la solucién a nuestros problemas en nuestras
cabezas y bases de datos, pero desconocemos € significado de la mayor parte
de ese conocimiento, la secuencia del genoma humano; y en nuestra ignoran-
cia, como no sabemos qué sentido tiene la existencia de enormes regiones de
esa secuencia completa, la despreciamos denominandola DNA basura, y cen-
tramos nuestros esfuerzos en esas regiones mas pequefas y discretas, que codi-
fican las proteinas responsables de la gjecucion de la estructura y las funciones
del cuerpo humano (1, 2); sin reparar en muchas ocasiones en que esas protei-
nas posiblemente no sean mas que obreras dirigidas por entramados molecula-
res mucho méas complejos de interacciones proteina-proteina, proteina-DNA,
proteina-RNA, DNA-DNA, RNA-RNA, ...... , interacciones en las que esa ba-
sura de DNA, que nos estorba en nuestra ssimplicidad, posiblemente juegue un
papel basico y determinante (3, 4).

Pero, dejémosles a las futuras generaciones algo con lo que trabgjar y apa-
sionarse, y limitenos a lo més obvio, o més tangible, 10 mas facilmente asimi-
lable por nuestros cerebros y por los cerebros de nuestros colegas que evalua
rén la calidad cientifica de nuestros trabajos y de nuestras solicitudes de
financiacion. Y s simplicidad es |o que buscamos, nada mejor que el universo
bidimensional del DNA codificante y su RNA transcrito, sélo incordiado por in-
trones estructurales y enojosos procesos de splicing alternativo; cierto es quein-
cluso podemos dedicar una carrera entera, por no decir institutos enteros, a dis-
frutar con la blsgueda de nuevas mutaciones, variaciones alélicas, aberraciones
cromosomicas, incluso enrevesadas metilaciones del DNA, o complejos meca-
nismos de regulacion transcripcional, en cis o0 en trans, de modificaciones pos-
transcripcionales, de degradacion del RNA, hasta podemos estudiar la razén de
ser de las ribozimas. Y si queremos ser todavia més practicos y aplicados, nos
zambulliremos en el mundo obrero de |as gjecutoras de funciones y estructuras:
Las proteinas, y podremos dedicar carreras, institutos, incluso empresas enteras,
al estudio de laregulacién de su expresion, de las modificaciones co-traduccio-
nales, de su ensamblaje, del mantenimiento de su conformacion (tridimensio-
nal!), de su compartimentalizacion, de su degradacion y de las modificaciones
post-traduccionales que ya han conseguido convencernos de su importancia cla-

98



PROTEOMICA, PODEROSA PERO POCO EXPLORADA OMICA EN LA BUSQUEDA...

Ficura 1. Gendmica vs Protedmica |

ve para el mantenimiento de una estructura y funcién acordes con un estado sa-
ludable del individuo que constituyen. (Fig. 1).

El término Proteoma se refiere a contenido total de proteinas que se tra-
ducen del Genoma de un organismo. A diferencia del Genoma, que se puede
considerar una estructura bastante constante, con excepciones como |os proce-
sos de replicacion y reparacion del DNA, el Proteoma de una célula es muy di-
namico y varia continuamente en respuesta a estimulos o a condiciones anor-
males de stress 0 enfermedad.

Para analizar los Proteomas de células o tejidos se han desarrollado un con-
junto de nuevas técnicas que se engloban en el término Protedmica. La Prote-
Omica facilita el andlisis cualitativo y cuantitativo de la expresiéon de las prote-
inas gque existen dentro de una célula. La Gendmica anadliza €l potencial de
expresion génicay proteica de un organismo, determinado por su Genoma, pero
es la Protedmica la que especifica qué proteinas se expresan en los distintos ti-
pos de células de ese organismo, y en las distintas situaciones fisiolégicas en
las que se encuentran esas células, cual es el nivel de expresion de esas protei-
nas y qué modificaciones post-traduccionales afectan a su estructura y funcién
(Fig. 2). Es muy representativo de esta diferenciay de laimportancia de las mo-
dificaciones post-traduccionales, entre otras, que €l nimero de genes que exis-
ten en el Genoma humano, alrededor de 30.000, podria originar mas de
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Ficura 2. Gendmica vs Protedmica Il

1.000.000 de proteinas diferentes (5); aungue también es muy posible que de la
misma manera que se estimaba hace menos de 5 afios que el nimero de genes
humanos podia llegar a 100.000, se compruebe dentro de otros 5 afios que €l
nimero posible de proteinas humanas diferentes no Ilega ni a un tercio de las
cifras que ahora se estiman (Fig. 3).

Un analisis reduccionista podria considerar que la Protedmica es mas (itil
para analizar los cambios funcionales que ocurren durante un proceso patol ogi-
co, que la Genémica, que analiza e mantenimiento de la estructura del DNA y
los cambios a nivel del mRNA, que no tienen gue traducirse necesariamente en
cambios en la concentracion de las proteinas funcionales, y que no puede ana-
lizar las modificaciones post-traduccionales, que juegan un papel muy impor-
tante en los procesos patol 6gicos (Fig. 4). Sin embargo, no es necesario ser un
guru de la Biologia para aceptar las ventgjas de una aproximacion analitica que
integre herramientas gendémicas y herramientas protedémicas, para predecir la
ocurrenciay progresion del proceso patoldgico en base a la estructura del DNA
del individuo, analizar la expresion génica en base a los niveles de mRNA, y
analizar la expresion proteica en base a los niveles de proteinas y a las modifi-
caciones post-traduccionales que esas proteinas experimenten (6).
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Ficura 3. Gendmica vs Protedmica |11

Ficura 4. Disfunciones proteicas y enfermedad.
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2. TECNOLOGIA

La Protedmica es una disciplina comparativa. En el estudio de una en-
fermedad, la Protedmica pretende identificar y caracterizar aquellas proteinas
gue diferencian, a nivel de expresién o de modificacion quimica o estructural,
lacélulao € tejido enfermo del sano. Esas proteinas diferencial es serédn los mar-
cadores con los que desarrollar métodos de prediccion, diagnostico, prondstico
0 respuesta a farmacos de la enfermedad en estudio; esas proteinas diferencia-
les también podran ser candidatas a dianas terapéuticas contra las que desarro-
Ilar nuevas generaciones de farmacos con los que tratar la enfermedad de una
manera mas eficaz y menos téxica para el individuo (Fig. 5).

La tecnologia protedbmica de comienzos del siglo XXI combina potentes,
modernos y sofisticados equipos de espectrometria de masas para la identifica-
cion de las proteinas, con métodos de preparacion y separacion previa de las
proteinas a analizar que muy poco han evolucionado desde mediados del siglo
XX. Grandes bioguimicos revolucionaron el andlisis proteico hace ya mas de
50 afios, pero los métodos que ellos desarrollaron estaban encaminados a estu-
dio de una o unas pocas proteinas, en ninglin momento osaban siquiera plante-
arse el estudio global del proteoma completo de una célula en una determinada
condicion fisiolégica. Los métodos que a continuacion describimos brevemen-
te y desde nuestra condicion de meros usuarios, permiten el andlisis de una por-
cion de ese Prateoma, pero tienen grandes limitaciones para acometer debida-
mente la identificaciéon y caracterizacion de las proteinas minoritarias, que
pueden jugar un importante papel en muchos procesos fisiolégicos y principal-
mente en las alteraciones de estos procesos, que causan las enfermedades.

Ficura 5. Protedbmica comparativa.
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Las técnicas protedmicas abarcan desde la extraccion, preparacion y puri-
ficacion de las proteinas que queremos analizar en un extracto de maltiples pro-
teinas procedente de un tejido determinado, de una manera que permita aplicar
correctamente los métodos de andlisis elegidos, hasta la manipulacion, identifi-
cacién y caracterizacion final de esas proteinas individuales.

2.1. Extraccion, purificacion y preparacion de las proteinas

Los protocolos de extraccion, purificacion y preparacion de las proteinas
pueden ser determinantes en el resultado del método completo de identificacion
proteica; la sensibilidad general del protocolo global depende maés de la estra-
tegia de purificacion que de la sensibilidad de los sofisticados métodos de iden-
tificacion que se utilizan en pasos posteriores.

El protocolo habitual de purificacion de proteinas consiste en un lisado ce-
lular, extraccion de la mezcla de proteinas presentes en ese lisado, separacion
de las proteinas individuales por su carga (punto isoeléctrio o pl) y por su masa
mediante gel-electroforesis bidimensional, tincion en el gel de las proteinas se-
paradas, escision del gel y posterior digestion (generamente tripsinizacion) de
las proteinas escindidas, andlisis por espectrometria de masas de los péptidos
resultantes e identificacion de esos péptidos comparando |os resultados de la es-
pectrometria de masas con bases de datos de masas y espectros de proteinas pre-
viamente identificadas (7, 8) (Fig. 6-10).

Los métodos clésicos de purificacion de proteinas tienen una serie de li-
mitaciones: No pueden trabajar con proteinas muy acidas (pH<3) o muy basi-
cas (pH>10), ni con proteinas hidrofébicas o liposolubles; e bajo rango din&
mico de la técnica provoca que proteinas minoritarias queden ocultas tras
proteinas housekeeping mayoritarias; el tamafio del gel impide estéricamente
la deteccion de més de 2.000-3.000 proteinas, un nimero muy lejano de las
30.000 proteinas que podrian, de una manera aproximada, estar presentes en €l
extracto original.

Sobre esta base tecnol égica clésica, se han desarrollado en los Ultimos afios
una serie de variaciones que aumentan considerablemente la resolucion de los
geles bidimensionales, principal mente reduciendo la complejidad de la muestra
a analizar (9, 10):

— Aumento de la resolucién de la primera dimension, disminuyendo el
rango de pH, desde el 3-10 habitua a 4-7 6 5-8 (Fig. 10).
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Ficura 6. Separacion de proteinas: Electroforesis bidimensional.

104

Ficura 7. Deteccion de proteinas separadas (manchas) con programas
de andlisis de imagenes.
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Ficura 8. ldentificacién de proteinas (manchas) diferenciales sano vs enfermo con programas
de andlisis de imagenes.

Ficura 9. Escision de proteinas (manchas) diferenciales sano vs enfermo, tripsinizacion
e identificacion por espectrometria de masas 'y comparacion con bases de datos.
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Ficura 10. Aumento de resolucion de la electroforesis bidimensional |: Resolucién
de la primera dimensién: Punto |soeléctrico.

Ficura 11. Aumento de resolucién de la electroforesis bidimensional 11: Resolucién
de la segunda dimension: Peso Molecular.

— Aumento de la resolucion de la segunda dimension, trabajando con gra-
dientes de poliacrilamida (Fig. 11).
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Ficura 12.  Aumento de resolucién de la electroforesis bidimensional I11: Eliminacién
de proteinas mayoritarias.

— Eliminacion de proteinas mayoritarias. La eliminacion de proteinas ma-
yoritarias como laabimina, 1gGs, transferring, etc, ha permitido el an&
lisis del proteomadel suero y laidentificacion de proteinas minoritarias
como marcadores no invasivos con un elevado interés clinico (Fig. 12).

— Fraccionamiento subcelular. La extraccién selectiva de las proteinas de
un determinado compartimento celular ha facilitado analisis de gran im-
portancia farmacéutica, como la identificacion de potenciales dianas te-
rapéuticas en fracciones de membrana plasmética (Fig. 13).

Ficura 13. Aumento de resolucion de la electroforesis bidimensional 1V:
Fraccionamiento subcelular
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Estas mejoras de la tecnologia clésica han permitido que los geles bidi-
mensionales, pese a sus limitaciones, y a la aparicién de técnicas alternativas,
sigan siendo una herramienta fundamental del andlisis protedémico.

Entre estas técnicas aternativas, que eliminan el uso de los geles bidimen-
sionales, o lo enriquecen con otras tecnol ogias complementarias, se pueden men-
cionar:

— Tecnologia Multidimensional de Identificacién de Proteinas: Las prote-
inas son separadas por cromatografia liquida (LC) bidimensional, que
combina columnas de intercambio i6nico con columnas capilares de fase
reversa (11, 12). Esta tecnologia, que culmina en laidentificacion de las
proteinas por Espectrometria de masas en tandem, es basicamente cua-
litativa, no cuantitativa'y se ha demostrado Util para el andlisis de pro-
teinas de membrana, pero tiene grandes problemas con | as proteinas ma-
yoritarias, ya que la mayoria de los protocolos de eliminaciéon de
proteinas mayoritarias, imprescindibles para trabajar con fluidos como
€l suero, son incompatibles con las columnas de LC. En nuestros labo-
ratorios de Proteomika, SL, hemos paliado este problema afiadiendo una
tercera dimension antes de la espectrometria de masas, |10 que nos ha
permitido aplicar esta tecnologia a estudio del Plasma humano en €l
proyecto Proteoma del Plasma de la HUPO (Human Proteome Organi-
zation), en la que participamos activamente.

— Marcgje por afinidad codificado por isotopos (ICAT): Dos muestras pro-
teicas diferentes, por gemplo tejido sano y tejido enfermo, se marcan
con reactivos ligeramente diferentes. Un marcador contiene un is6topo
de deuterio o C-13 que aumenta su peso molecular en 8 unidades res-
pecto a segundo marcador. Las muestras se digieren entonces y se ana-
lizan por LC microcapilar y espectrometria de masas por Electrospray.
Los cambios en la expresion proteica entre la muestra sana y enferma,
se determinan midiendo la diferencia en las intensidades de los picos li-
geros y pesados. ICAT genera una lista de proteinas que estan presen-
tesen 1 0 en las 2 muestras y la abundancia relativa de cada proteina
en las muestras comparadas. Esta tecnologia tiene un alto poder cuan-
titativo, pero una importante limitacién, que es que sélo se marcan los
péptidos que contienen residuos de Cisteina.

— Combinacién LC - Gel bidimensional: El extracto de proteina total se
fracciona en una columna de intercambio iGnico, antes de separar por
electroforesis bidimensional las proteinas presentes en cada fraccion.
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2.2. Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (MS) es una técnica que se remonta a los co-
mienzos del siglo XX. Esta técnica, mas venerable que antigua, debe su éxito y
prevalencia a que mide con gran sensibilidad una propiedad intrinseca de las
moléculas: su masa (13). Pese a la fecha de su origen, la MS no se aplicd en
Biologia hasta la década de los 80; este retraso se debid a que 1os espectrome-
tros de masas requieren moléculas gaseosas cargadas para su andlisis, y las mo-
Iéculas bioldgicas, pese a su polaridad, no se ionizan y convierten a estado ga-
seoso con facilidad. Dos técnicas de ionizacion han evitado este problema y
originado el éxito de la MS en Biologia: Electrospray (ES) (14) y Matriz-assis-
ted laser desorption ionization (MALDI) (15); el desarrollo de algoritmos en la
década de los 90 facilitd la correlacion de los datos originados por los espec-
trometros de masas con las bases de datos de secuencias proteicas, facilitando
la automatizacion de lainterpretacion de los resultados y la identificacion de la
proteina analizada (16, 17). MALDI se utiliza principalmente para el andlisis de
péptidos, mientras que Electrospray puede analizar proteinas enterasy se ha po-
pularizado su uso en combinacién con la Cromatografia Liquida de Alta reso-
lucion (HPLC). Tres principios basicos se aplican actuamente para lograr la se-
paracion de masas, separacion en base a tiempo de vuelo (Time Of Flight, TOF),
gue se acoplaa MALDI (MALDI-TOF), y separacion en base a campos el éc-
tricos cuadrupdlicos (Quadrupole) o separacion en base a una eyeccion selecti-
va de iones desde un campo atrayente tridimensional (lon trap), que se acoplan
a ES. Para secuenciar € péptido a analizar, dos pasos de espectrometria de ma-
sas se redlizan en tandem (MS/MS). A principios del siglo XXI la espectrome-
tria de masas ha avanzado vertiginosamente, se ha combinado con éxito €l tri-
ple Quadrupole con un analizador TOF, que reeemplaza la tercera seccién del
Quadrupole (Q TOF), con gran éxito como equipo secuenciador de fragmentos
peptidicos escindidos de geles bidimensionales, pese a su lentitud; combinacio-
nes de MALDI con dos secciones de TOF son las preferidas en la actualidad
por muchos laboratorios, incluido €l nuestro, por su rapidez, que permite un an&
lisis muy sensible, de multiples muestras en espacios cortos de tiempo (18).

3. APLICACIONESDE LA PROTEOMICA EN EL DESARROLLO
DE FARMACOS

Pese a todas sus limitaciones técnicas, la Protedmica permite la identifica-

cion de nuevas dianas terapéuticas contra las que dirigir nuevas generaciones de
farmacos; la optimizacion no invasiva de |os ensayos clinicos de esos farmacos,
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seleccionando aguellos pacientes con una mayor probabilidad de responder me-
jor a farmaco y gjustando, idealmente de una manera personalizada, las dosis
de administracion; y la optimizacién no invasiva del tratamiento con el farma-
co de pacientes cronicos que lo necesiten, a través de la monitorizacion de mar-
cadores de respuesta en periodos largos tiempo.

3.1. ldentificacion y validacion de dianas terapéuticas

Los farmacos que estan actuamente en el mercado se dirigen contra un
nimero de dianas que no supera 500. Si la ciencia del desarrollo farmacéutico
se acercase més a la ingenieria que a la biologia, podriamos afirmar que iden-
tificando la asociacién a las enfermedades de los 30.000 genes estimados en €l
genoma humano y del millén de proteinas resultantes tras todas las posibles
modificaciones, podriamos encontrar millares de nuevas dianas terapéuticas
(19). Numeros como 5.000 han aparecido en articul os, imaginamos que de opi-
nién, en revistas cientificas del prestigio de Nature o Science; nimeros que
también imaginamos resultantes de magnificas tardes de brain storming en €l
pub gue suele estar cercano a los grandes institutos de investigacion ingleses
y americanos. No nos resulta dificil creer, y es que de eso estamos hablando
en este parrafo, de Fe, mas que de empirismo y experimentacién, que haya mas
de 5.000 potenciales dianas identificabl es tras sofisticados experimentos de Ge-
némicay Protedmica, pero si actuamos como cientificos rigurosos, esas dianas
potenciales habran de ser validadas molecularmente con diferentes técnicas que
coincidan en su resultado y validadas funcionalmente en modelos in vitro e in
vivo que demuestren no solo su asociacion a la enfermedad en estudio, sino
gue también demuestren que la modificacion de esas dianas juega un papel cau-
sal de la enfermedad y que la actuacién sobre esas dianas, inhibiéndolas, ex-
presandolas o modificandolas, en un sentido que no necesariamente seri opues-
to a relacionado con la enfermedad, tiene un efecto curativo, o a menos
paliativo, de esa enfermedad. Siendo muy optimistas, esas 5.000 potenciales
dianas del pub se reduciran a unos pocos cientos, que en este maravilloso ger-
cicio de opinién gue nos ha permitido la editora de este interesante y necesa-
rio libro, reduciremos a las 150 dianas de la tasca; que los medios de la Cien-
cia espafiola, no permiten mayores alegrias. Pero alin siendo sdlo 150 dianas,
es todo un filén a explorar, un filon suficiente no para salvar a la humanidad
y gue vivamos sanos y felices durante tantos afios como nuevas dianas esti-
mamos encontrarnos, pero si suficiente para provocar un gran avance de la Far-
macia en los préximos 10 afios.
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Debemos ser realistas, no disponemos de las herramientas para curar todas
las enfermedades diagnosticadas, 0 no sabemos utilizarlas apropiadamente en
proyectos en los que tanta importancia deberia tener el médico facultativo, como
el investigador académico y como € investigador industrial que canalice y op-
timice el conocimiento generado en la Academia, para resolver los problemas
clinicos, que el médico debe plantear y supervisar en todo momento, para que
no se pierda la perspectiva del fin que se persigue, que es combatir la enfer-
medad; pero si hemos desarrollado una nueva generacion de herramientas de es-
tudio genémico y protedmico que estdn multiplicando la eficacia 'y la velocidad
del desarrollo farmacéutico, y sus efectos masivos se comprobardn en los pré-
Ximos afos con la aparicidn de nuevas generaciones de farmacos y con la opti-
mizacién y personalizacion de esos tratamientos nuevos y de los ya existentes,
lo que multiplicara su eficacia.

3.1.1. ldentificacién de nuevas dianas terapéuticas

La Protedmica es, junto a la Gendmica, la estrella de esas nuevas herra-
mientas. Las técnicas y equipos descritos en €l apartado anterior permiten un
estudio comparativo de la expresion de las proteinas en €l tejido sano y €l teji-
do enfermo, para identificar aguellas proteinas que estan asociadas a la enfer-
medad. La Protedbmica ofrece una ventgja frente a la Gendmica, a permitirnos
encontrar las proteinas que hayan sufrido modificaciones post-taduccionales, gli-
cosilaciones, fosforilaciones, ubiquitinaciones, ..., un elevado nimero de cam-
bios que hoy sabemos experimentalmente que juegan un papel determinante, no
solo en e desarrollo de la enfermedad, sino también en su causa.

La causalidad es la pieza clave en laidentificacion de la diana terapéutica;
encontraremos cientos, incluso miles de cambios en la expresion y la estructu-
ra de las proteinas de la célula al comparar el tejido sano con el enfermo, pero
la vasta mayoria de esos cambios serén consecuencia de la enfermedad, no la
causa. La vaidacién funcional de las potenciaes dianas identificadas sera de-
terminante para evaluar su papel en la enfermedad, pero ya en la etapa de iden-
tificacion hemos de cribar en base a conocimiento publicado en la literatura
cientificay en la multitud de bases de datos, que cobran mas y més importan-
cia; bases de datos en las que encontraremos si esa potencial diana ha sido iden-
tificada previamente en la enfermedad que estamos estudiando, o en otra enfer-
medad molecularmente cercana, bases de datos en las que también posiblemente
encontraremos lalocalizacién celular de esa diana, la actividad y funcién, o fun-
ciones, que se han descrito para esa diana, o que podria tener en base a los do-
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minios que presenta, su localizacion en cascadas moleculares y bioquimicas, la
localizacion cromosomica del gen que codifica esa proteinay otros muchos pa-
rametros que ocasionan que el investigador protedmico dedique més tiempo a
la consulta de bases de datos que a la consulta de la literatura cientifica (20, 21).

Con esta informacion, el investigador seleccionard preferente, que no ex-
clusivamente, las proteinas de membrana, si quiere que la molécula terapéutica
a desarrollar contra ella sea un anticuerpo, o una molécula guiada por ese anti-
cuerpo, una de las aproximaciones terapéuticas preferidas por las empresas bio-
tecnoldgicas, que no disponen de las grandes colecciones de moléculas de ta
mafio menor que el anticuerpo y por tanto capaces de atravesar la membrana
plasméticay acceder a proteinas intracelulares; el investigador seleccionaratam-
bién proteinas que estén en los primeros pasos de las cascadas bioquimicas, en
las que de nuevo estaran bien situadas la mayoria de las proteinas de membra-
na; e investigador también seleccionara proteinas con actividad conocida ex-
perimentalmente, o inferida en base a sus dominios, que encaje en un modelo
de causalidad, proteinas como las quinasas son siempre bien evaluadas, incluso
hay grandes empresas farmacéuticas que han centrado en ellas su esfuerzo de
desarrollo de nuevas moléculas (22, 23).

Hemos de ser conscientes de que la causa primera de una enfermedad sera
la conjuncion de varios factores, como una estructura gendémica que predispon-
ga a padecer la enfermedad, por aumentar la susceptibilidad a efecto de facto-
res ambientales que faciliten el desencadenamiento de la enfermedad, bien mo-
dificando la estructura genémica, mutando un gen concreto, bien provocando
directamente la modificacién post-traduccional de una proteina, que ocasione
una cascada bioguimica que produzca la enfermedad, o bien induciendo la ex-
presion de una proteina que serd la encargada de modificar post-traduccional-
mente otra proteina, o bien induciendo la expresion de una proteina que seré la
encargada de inducir la expresién de otra proteina que sera la encargada de mo-
dificar post-traduccionalmente otra proteina, ...... , 'y asl podemos complicar la
cascada tanto como queramos, sin algjarnos de la realidad. Pero también hemos
de ser conscientes de que la diana terapéutica tampoco tiene que ser necesaria-
mente la causa primera de la enfermedad. En una cascada de fosforilaciones en
la que participan quinasas, quinasasquinasas, que son las quinasas que fosfori-
lan a otras quinasas, gquinasasguinasasguinasas, guinasasqui nasasqui nasasquina-
sas, ..., €S posible que una de esas quinasasquinasas sea una buena diana tera-
péutica, incluso es posible que sea mejor diana que la quinasa original, por
muchos factores como pueden ser la facilidad de interaccién con moléculas de
sintesis sencilla.
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La conclusién es que debemos cribar con criterios cientificos, no sélo bio-
guimicos sino también farmacéuticos, la lista original de potenciales dianas te-
rapéuticas que € andlisis protedmico identifique asociadas a la enfermedad.

3.1.2. Validacion molecular de las potenciales dianas terapéuticas

Las proteinas que €l estudio protedmico ha identificado asociadas a la en-
fermedad y que la evaluacion cientifica ha seleccionado como potenciales dia-
nas terapéuticas, han de ser validadas por otras técnicas moleculares que con-
firmen esa asociacion. Entre estas técnicas destacan las inmunoquimicas, que
permiten con el uso de anticuerpos especificos de esa proteina confirmar los ni-
veles de expresion de la diana, por ELISA, Western blat, ..., su localizacién ce-
[ular por Inmunohistoquimicay las modificaciones post-traduccionales en geles
unidimensionales y/o bidimensionales con anticuerpos especificos de la dianay
con anticuerpos que detecten la modificacion post-taduccional.

3.1.3. Validacién funcional de las potenciales dianas terapéuticas

Las potenciales dianas terapéuticas, una vez cribadas con criterios de co-
nocimiento bioquimico y farmacéutico, y validadas molecularmente con dife-
rentes técnicas que coincidan en su resultado, han de ser validadas funcional-
mente en modelos in vitro e in vivo, que demuestren no sélo su funcion causal
de la enfermedad en estudio, sino que también demuestren que la actuacion far-
macéutica sobre esas dianas, inhibiéndolas, expresandolas o modificandolas, en
un sentido que no necesariamente sera opuesto al relacionado con la enferme-
dad, tiene un efecto curativo, o al menos paliativo, de esa enfermedad.

En un primer nivel de validacion funcional, las potenciales dianas se vali-
dan in vitro en cultivos de lineas celulares del tejido que se conoce afectado por
la enfermedad. La utilidad de estos modelos celulares depende de la existencia
de fenotipos analizables; estos model os son muy Utiles para enfermedades como
el cancer, en @ que el fenotipo de proliferacion celular es facilmente analizable
y cuantificable en lineas celulares inmortalizadas del tejido afectado, en res-
puesta a la induccion o represion de la expresion de la proteina a validar. En
nuestros laboratorios de Proteomika, SL, hemos validado in vitro potenciales
dianas como &l Receptor 3 del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR3),
una proteina de membrana que habiamos identificado inducida en carcinomas
transicionales de vejiga; el tratamiento de lineas celulares de vejiga que expre-
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saban FGFR3 con anticuerpos monocolonales especificos de FGFR3 y también
con fragmentos de anticuerpos humanos especificos de FGFR3, inhibia la pro-
liferacion de esas células (24); estos modelos son por tanto Gtiles no sélo para
validar la diana, sino también como modelos para el screening de moléculas con
actividad antitumoral, como los fragmentos de anticuerpos humanos especificos
de FGFR3. También hemos validado una proteina, posiblemente supresora de
tumores, que estaba reprimida en oncocitomas de rifién, comprobando que al in-
ducir la expresion de esa proteina en lineas celulares de rifion, inhibiamos la
proliferacion celular, postulando de esa manera la proteina en cuestion como
una molécula con actividad antitumoral per se.

La vaidacion funcional in vivo en modelos animales es el siguiente paso,
mas cercano a la realidad humana de la enfermedad. EI modelo ya clasico de
validacion es la generacion de animales transgénicos que expresan, o sobreex-
presan, en el tgjido diana de la enfermedad, la proteina que hemos identificado
como inducida en el estudio protedmico de la enfermedad, o la generacién de
animales transgénicos Knock-Outs, en los que esté reprimida la expresion de la
proteina que hemos identificado con una expresion reprimida en el estudio pro-
tedmico de la enfermedad. Si estos animales presentan un fenotipo asociado a
la enfermedad, desarrollo de tumores en cancer, comportamientos psicéticos s
las dianas las hemos identificado estudiando muestras procedentes de individuos
con trastornos psiquiétricos, complicaciones cardiovasculares, complicaciones
neurodegenerativas, etc, no solo habremos validado laimportancia funciona del
papel que esa diana juega en la enfermedad, sino que también habremos gene-
rado un magnifico modelo animal para el screening de moléculas terapéuticas
con las que combatir esa enfermedad. El modelo animal mas utilizado para es-
tos experimentos de validacion es el ratén (25), pero existen otros model os como
la mosca de la fruta o € pez cebra, que ain siendo modelos mucho més aeja
dos del hombre y por tanto generadores de innumerables resultados falsos po-
sitivos y negativos a extrapolarlos a hombre, son modelos que permiten un
andlisis rgpido de multiples dianas. En la tasca consideramos que estos mode-
los son interesantes para complementar, pero no para sustituir a modelos ma-
miferos, entre los que €l raton es el que presenta mayores ventajas.

3.2. ldentificacién de nuevas moléculas con actividad terapeltica.
En e apartado anterior hemos comprobado con gemplos reales que estu-

dios protedmicos realizados en nuestra empresa, Proteomika, SL, rendian no
solo laidentificacion y validacion de dianas terapéuticas, sino que también pos-
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tulaban la utilidad terapéutica de las proteinas identificadas como reprimidas en
la enfermedad en estudio, o de otras proteinas, l0s anticuerpos humanos o hu-
manizados desarrollados contra proteinas inducidas en la enfermedad. Estas
aproximaciones son las favoritas de las empresas biotecnol 6gicas, muy alejadas
por motivos técnicos y econdmicos del desarrollo quimico de farmacos a través
del screening de colecciones de compuestos, 0 de aproximaciones méas sofisti-
cadas de disefio y sintesis quimica de nuevos compuestos; pero debemos ser
conscientes de que las proteinas como mol écul as terapéuticas tienen enormes li-
mitaciones, por su facil degradabilidad, cas ineludible en el tracto digestivo,
imposibilitando su administracion oral, y por su gran tamafio, que impide su ac-
cesibilidad a las dianas intracelulares, o su paso a través de la barrera hemato-
encefdlica.

AUn asi, son ya varios los farmacos de base proteica aprobados para su uso
terapéutico, desde clasicos como la insuling, hasta resultantes de un desarrollo
farmacogendmico, como la Herceptina, que es un anticuerpo humanizado espe-
cifico del receptor Her-2 que estd inducido en el 30% de los carcinomas de
mama, y que ha demostrado una gran utilidad para combatir esos tumores en
los que esta inducido.

Un escenario de lucha contra enfermedades como el cancer, con combina-
ciones de farmacos, que bien podrian ser de naturaleza proteica, desarrollados
contra varias dianas identificadas con herramientas genémicas y protedmicas,
esta mucho més cercano en € tiempo de lo que podemos imaginar; incluso en
nuestra modesta y conservadora tasca lo consideramos ya como una realidad,
tan solo eludible por criterios econémicos. La combinacion de farmacos supon-
dra una necesaria alianza entre distintas empresas productoras de los distintos
farmacos a combinar, muy dificil de conseguir si no es a través de la continua-
cion de macroprocesos de compras y fusiones, y supondra también un incre-
mento del coste del tratamiento, ya muy alto cuando de farmacos individuales
se trata, y mas ato todavia s esos farmacos son bioldgicos. Quizas hemos de
ir concienciandonos en los paises avanzados, en los que tenemos la suerte de
poder hacerlo, de que un importante porcentaje de nuestros ingresos personales
debera dedicarse al cuidado de nuestra salud. ¢Por qué nos vamos a rasgar las
vestiduras por dedicar un porcentaje de nuestros ingresos a nuestra salud, cuan-
do no pestafieamos al dedicarle més del 30% ala compra o alquiler de las 4 pa-
redes entre las que vivimos?. Mayores impuestos para mantener la estructura de
bienestar social, de la que tan orgullosos podemos estar en Europa, seran pron-
to ineludibles, como ineludible deberia ser una dura regulacion inmobiliaria que
evite un descabellado, por ildgico e injusto, gasto de los ingresos personales. Si
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la contabilidad macroecondmica pudo evitar el impacto del Euro en el |PC, tam-
bién podra evitar el impacto del pinchazo de la burbuja inmobiliaria en los in-
dices de crecimiento, pinchazo que es necesario para una correcta adecuacion
del gasto farmacéutico, publico y privado (in tasca dixit).

3.3 Ensayos protedmicos en la fase preclinica del desarrollo
farmacéutico

La aplicacién de las herramientas protedbmicas en los ensayos preclinicos,
in vivo e in vitro, de los farmacos biolégicos o de los convencionales, esta to-
davia menos implantada que la utilizacién de las herramientas gendmicas. La
causa principal es que la caracterizacion de un parametro determinado que nos
aporte informacion sobre la actividad, eficacia, toxicidad, mecanismo de accién,
..., de un f&rmaco determinado, ha de cubrir e mayor nimero de variables po-
sible, y eso no es posible con una disciplina incipiente como es la Protedmica.
No existe el conocimiento necesario de |os perfiles protedmicos asociados a dis-
tintos mecanismos de actividad o toxicidad farmacol 6gica, necesarios para po-
der interpretar los resultados de un experimento protedmico en el que queramos
evaluar la toxicidad o la actividad de ese farmaco; conocimiento que si existe
ya en Gendmica, con el desarrollo de bases de datos generados en miles de ex-
perimentos en los que se ha analizado con herramientas genémicas in vitro e in
vivo los efectos de la administracion de cientos de farmacos a modelos celula-
res y a animales modelo.

El andisis smulténeo de todos los posibles cambios de expresion, modifica
ciones post-traducciondles, ..., de las proteinas de una célula o de un tejido con-
creto, diana de la enfermedad y del farmaco en estudio, no es factible hoy en dia,
porgue no se conocen muchas de esas modificaciones y su asociacion a enferme-
dades y porque no existen herramientas de andisis masivo sensible, especifico y
reproducible, ni siquiera de todos los posibles cambios y asociaciones a enferme-
dades ya conocidos. El conocimiento de todas las modificaciones y de su asocia-
cion alas distintas enfermedades sera cuestion de tiempo y de fuertes inversiones
en los ingtitutos de investigacion académicos e industriales. El desarrollo de he-
rramientas equivalentes a los microarrays de DNA deberia ser una prioridad de
cuaquier plan naciona de cienciay tecnologia, y no o es, ni agqui ni en USA; los
microarrays permiten el andlisis smultaneo de casi todos los posibles cambios de
expresion génica (los 30.000 genes conocidos son analizados en un solo experi-
mento), y de un importante nimero de cambios estructurales (millones de poli-
morfismos anadizados en un Unico experimento); € desarrollo de una herramienta
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equivaente que identifique las modificaciones post-traduccionales quizas esté to-
davia lgjano, pero e desarrollo de una herramienta equivalente que mida los cam-
bios de expresidn de todas las proteinas codificadas por esos 30.000 genes es en
este momento un abordaje mas técnico que cientifico, perfectamente factible (26,
27), Unicamente dependiente de los recursos econémicos necesarios, nunca supe-
riores a 90 millones de euros, 3.000 euros por anticuerpo especifico para cada una
de las proteinas codificadas por los 30.000 genes humanos conocidos, S queremos
0 tenemos que comenzar de cero; esta cantidad se reduciria drasticamente s im-
plicamos a las empresas que tienen yaimportantes col ecciones de anticuerpos. Pero
en e peor de los casos, 90 millones de euros, que son muchos euras en términos
absolutos, son una cantidad insignificante s 1os repartimos en 3 afios y 1os com-
paramos con |0s presupuestos nacionales, o europeos, que se diluyen en miles de
proyectos de cuando menos cuestionable trascendencia. Una vez més tendremos
gue esperar a que lo desarrolle y nos o venda a precio de oro una empresa ame-
ricana, a la que hayan dotado, entre su gobierno y los inversores bursétiles, con
100 millones de euros, por s surgen complicaciones inesperadas; No Nos creamos
gue e gobierno americano no subvenciona a las empresas biotecnologicas con re-
cursos entre 10 y 100 veces superiores a los que las empresas europeas pueden ac-
ceder desde las 4-5 administraciones distintas con competencias para darselos, y
mientras € NasDag recuperay multiplicalafuerzaquetuvo afindesded siglo XX,
sigamos observando complacientes la muerte de los nuevos mercados de las bol-
sas europeas, contentos con el escarmiento a esos chavales que se querian comer
el mundo en unos meses; 10s nuevos mercados son 1os Unicos capaces de financiar
empresas con 10s recursos necesarios para competir con las empresas americanas
de hoy y con las asidticas de un futuro muy cercano.

En definitiva, 1a Protedmica no es en este momento la tecnologia de elec-
cion para la caracterizacion de una molécula farmacéutica durante los ensayos
preclinicos. La Protedbmica en su estado actual es una poderosa disciplina de
busqueda, de identificacion, pero no de caracterizacion.

3.4. Ensayos protedmicos en las fases clinicas del desarrollo
farmacéutico

Al contrario que en las fases preclinicas, la Protedbmica es una tecnologia
que puede facilitar mucho la optimizacién de los ensayos clinicos, no ayudan-
do a la caracterizacion del farmaco, sino identificando biomarcadores no inva-
sivos de diagnéstico y pronostico de la respuesta del paciente a la administra-
cién del farmaco (28).
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La Gendmica, que en otros momentos del desarrollo farmacéutico es tanto
0 maés Util que la Protedmica, pierde el protagonismo en los ensayos clinicos,
porgue la medida de los pardmetros a analizar ha de ser no invasiva, parano in-
fringir un dafio innecesario e inviable al paciente. La imposibilidad de recoger
a través de técnicas quirdrgicas muestras del tejido diana del farmaco, obliga a
la recoleccion no invasiva de fluidos corporales en los que se buscarén y anali-
zaran los biomarcadores que permitan seleccionar 10s pacientes que responde-
ran con un mejor coeficiente eficacia/ toxicidad a tratamiento con € farmaco,
y que también ayudaran al gjuste de la posologia, ideamente personalizado en
funcién del biomarcador. En esos fluidos corporales, suero, orina, jugo gastri-
co, ..., ho existen células procedentes del tejido diana, salvo excepciones como
células descamadas de tejidos del tracto urinario en la orina, y por tanto no es
posible realizar un andlisis gendmico, ya que no hay DNA o RNA que analizar;
pero si hay proteinas que se han secretado desde los tejidos diana, que pueden
ser identificadas y analizadas con técnicas protedémicas (29, 30).

La comparacion, durante las fases | y 11, del perfil proteémico del suero, u
otro fluido, entre individuos respondedores y no respondedores a un farmaco
puede rendir:

— La identificacion de proteinas biomarcadoras antes de la administracion
del farmaco, que diferencian aguellos individuos que posteriormente han
respondido bien a farmaco, de aquellos en los que e farmaco ha provo-
cado una mayor toxicidad y de aquellos en los que € farmaco ha pre-
sentado unos niveles de actividad ineficaces para combatir |a enfermedad.

Estos biomarcadores se analizaran en los candidatos a participar en las fa-
ses Il y 1V posteriores, antes del inicio del ensayo, para seleccionar los pa-
cientes que participaran en los ensayos y para gjustar, idealmente de una mane-
ra personalizada, |las dosis de administracion.

— Laidentificacion de proteinas biomarcadoras tras la administracion del
farmaco, que diferencian aquellos individuos que han respondido bien
al farmaco, de aquellos en los que el farmaco ha provocado una mayor
toxicidad y de aquellos en los que el farmaco ha presentado unos nive-
les de actividad ineficaces para combatir la enfermedad.

Estos biomarcadores se analizaran en los individuos que participan en las
fases Il y IV del ensayo, para suspender el tratamiento o para gustar la poso-
logia, si es posible.

En las fases 111 y IV, no sdlo se utilizarén los biomarcadores identificados
en lasfases| y Il, sino que se validard el uso de esos biomarcadores en la pos-

118



PROTEOMICA, PODEROSA PERO POCO EXPLORADA OMICA EN LA BUSQUEDA...

terior administracién del farmaco ya registrado y comercializado y se buscarén
nuevos biomarcadores que faciliten no sdlo la seleccién de pacientes a tratar y
la determinacion de la posologia, sino también la monitorizacion del farmaco
en administraciones prolongadas a enfermos cronicos.

Nuestra empresa, Proteomika, SL, ha comparado durante los dos Ultimos
anos los perfiles proteicos antes y después del tratamiento con farmacos contra
la Hipercolesterolemia Familiar y la Enfermedad de Gaucher. La asociacion de
los perfiles protedmicos del suero de los individuos tratados, a la respuesta al
tratamiento de esos individuos, ha permitido la identificacion de biomarcadores
gue estan en fase de validacion clinica

3.5. Ensayos protedmicos en la administracion de farmacos registrados

Los biomarcadores identificados en los ensayos clinicos permitiran des-
arrollar sencillos métodos no invasivos de deteccidn de esos biomarcadores en
fluidos corporales, con tecnologias inmunoquimicas de féacil aplicacion en laru-
tina hospitalaria de los laboratorios de andlisis clinicos.

— Biomarcadores a analizar antes del comienzo del tratamiento, que faci-
liten la seleccion de pacientes a tratar.

— Biomarcadores a analizar un periodo corto de tiempo tras el comienzo
del tratamiento, que faciliten la determinacion de la posologia, o que in-
diguen la suspension del tratamiento.

— Biomarcadores a analizar periodicamente tras el comienzo del trata-
miento, que faciliten la monitorizacién del farmaco en administraciones
prolongadas a enfermos cronicos.

El andlisis protedmico comparativo en fluidos cor porales, con el objeti-
vo de desarrollar métodos de diagndstico, prondstico y monitorizacion de lares-
puesta a farmacos, es actualmente la principal aplicacién de la Protedmica. Mu-
chos grupos, institutos y empresas como la nuestra centran sus recursos humanos
y materiales en la optimizacién de los protocolos para analizar los proteomas
de esos fluidos. El proteoma del suero y plasma es el principal objeto de la Or-
ganizacion Proteoma Humano (HUPO), de la que estamos orgullosos de formar
parte en Proteomika, SL, y que es el proyecto cientifico internacional mas am-
bicioso tras el Proyecto Genoma Humano, que coordind los esfuerzos publicos
internacionales en la secuenciacion del Genoma Humano. Tendré que aparecer
una empresa americana con 350 millones de dolares de presupuesto para iden-
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tificar el proteoma humano, para que las administraciones publicas reparen en
la existencia de HUPO; tiempo a tiempo, la Ciencia no es posible sin tonela-
das de paciencia, pero mientras, millones de seres humanos se mueren todos los
dias por diagndsticos o tratamientos erroneos o inexistentes.
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