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Resumen

La salud publica en el nuevo milenio tiene como reto integrar
los avances de la gendmica al derecho fundamental de la
salud de todos los seres humanos. La proteémica, entendida
como la disciplina cientifica que estudia los proteomas, es
de vital importancia en la investigacion en salud, ya que el
conocimiento de las proteinas y moléculas efectoras de la
funcion celular permitira un mejor entendimiento de la fisio-
logia humana. En este trabajo se describen los antecedentes
y los conocimientos basicos del andlisis proteémico basado
en la espectrometria de masas y se comentan los usos de la
protedmica en la busqueda de biomarcadores para el diag-
ndstico y prondstico de diferentes enfermedades, los avances
en la comprension de los trastornos croénicos y algunas en-
fermedades infecciosas. De manera adicional, se delinean las
ventajas de la espectrometria de masas en la genotipificacion
de patégenos y el estudio de los polimorfismos de una sola
base (SNP, por sus siglas en inglés).
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Abstract

The proteome is defined as the entirety of proteins expressed
by a genome in a given time under specific physiological con-
ditions. In an organism, the cells contain the same genome;
however, they express different proteins in response to a
specific micro-environment. Proteomics is responsible for
the study of proteomes, using a wide range of methodologi-
cal techniques. Actually, proteomics is a key tool in health
research because it has made possible systematic analysis
of hundreds of proteins in clinical samples with the promise
of discovering new protein biomarkers for different disease
conditions. Finally, proteomic strategy is a technology well-
suited to provide a better understanding of systems biology
and human health.
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I desarrollo de las ciencias gendmicas y las diferentes
tecnologias con aplicacion bioldgica hacen posible
el estudio de la informacién genética contenida en un
organismo en distintos niveles: el estructural, que des-

cribe la secuencia de los nucleétidos que conforman
un genoma; y el funcional, que analiza la expresion de
los productos funcionales del gen, el ARN mensajero
(transcriptoma) y las proteinas (protedmica). Antes de
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la genémica se tenfa una visién unidireccional del flujo
de informacién genética, basada sobre todo en el dogma
central de la biologia, segtin el cual la informacién se
transmite del ADN al ARN y de éste a la proteina. Sin
embargo, este punto de vista ha cambiado, ya que cada
vez existen mds evidencias de que los procesos celulares
responden a la interrelacién de diferentes moléculas, en
la cual dcidos nucleicos, proteinas y metabolitos estdn
intimamente ligados y forman una densa red de inte-
racciones con flujos multidireccionales, incluida la posi-
bilidad de una retroalimentacién o corregulacién. Hoy
en dfa, esta compleja dindmica celular se conoce como
sistema bioldgico.> Se presupone que la construccion,
visualizacién y entendimiento de esta configuracion
molecular son muy promisorios, dado que ayudarédn a
revelar importantes principios de organizacién y fun-
cién celular en interrelacién con su ambiente. El campo
de la gendmica supone una serie de metodologfas, las
cuales estdn en continuo desarrollo para tener una me-
jor comprension de la informacién genética y por ende
del funcionamiento de un organismo. En ese sentido,
la secuenciacién completa del genoma humano, asi
como la de diferentes microorganismos patégenos que
afectan al hombre,® ha proporcionado a la investigacion
proteémica una plataforma para la identificacion de
protefnas a gran escala.

El conocimiento del genoma humano y sus poli-
morfismos no es suficiente para comprender la funcién
de los genes en los procesos celulares. Algunas enfer-
medades (monogénicas) son efecto del cambio de un
sélo nucleétido y evidencian una relacién directa entre
el cambio genémico y el fenotipico. Sin embargo, la
mayorifa de las enfermedades presenta efectos pleiotré-
picos y la elucidacion de los mecanismos bioquimicos
que la ocasionan es mds complejo. Las bases biolégicas
de los procesos celulares no pueden identificarse sélo
a partir del estudio del genoma, en particular porque
la secuencia de nucleétidos que define a un gen sélo
describe el estado estatico de la informacién hereditaria;
asimismo, para entender la dindmica de los procesos ce-
lulares y la forma en que éstos se alteran en las distintas
enfermedades es necesario el estudio de las proteinas
y sus interacciones bajo un estimulo determinado, en
razén de que éstas definen la complejidad, el ensamble
y el funcionamiento de un organismo en relacién con
su ambiente.

Se ha descrito que el genoma humano se conforma
por alrededor de 25 000 genes, aunque sélo se conoce la
funcién de unos 8 000.° Sin embargo, puede anticiparse
que el nimero de proteinas expresadas en el hombre
puede variar de 50 000 a-500 000.”® La diferencia entre el
ntimero de genes y el ntimero de proteinas se debe a que
los genes no expresan necesariamente una sola proteina;
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se sabe que por procesamiento alternativo de los trans-
critos de ARNm (maduracion y empalme alternativo)
se pueden generan diversas proteinas a partir de un
gen tnico. De modo adicional, las proteinas presentan
mads de 300 tipos de modificaciones postraducciona-
les, incluidas fosforilacién, glucosilacién, acetilacién,
desaminacién, miristilacién, etc.? La adecuada funcién
de las proteinas depende de su correcta secuencia de
aminodcidos, sus modificaciones postraduccionales,
su estructura tridimensional, su concentracién, inte-
racciones con otras protefnas y por tltimo el ambiente
extracelular. Los mamiferos como el hombre contienen
un sistema de organizacién de diferentes niveles, esto
es, 6rganos, tejidos y células. Cada uno de ellos lleva
a cabo distintas funciones y responde a alteraciones
genéticas y ambientales (p. ¢j., enfermedad, cambios en
la nutricién, infeccién por patdgenos, sustancias toxi-
cas, etc.), a través de redes bioldgicas diferentes en las
cuales ADN, ARN, proteinas y metabolitos interactian
entre si. En este articulo se muestra una sinopsis de los
avances y contribuciones de la investigacién proteémica
en el conocimiento de un sistema biolégico en el plano
proteinico.

Proteémica

El proteoma estd formado con todas las proteinas que
se expresan a partir del genoma de un organismo.” La
proteémica es una rama de la genémica que estudia los
proteomas, es decir, la identificacién de las proteinas,
el conocimiento de su estructura primaria (secuencia
de a-a), la identificacién de sus modificaciones postra-
duccionales, su localizacién y la cuantificacién de la
expresion proteica (proteémica cuantitativa). 10!

La principal herramienta de la investigacién proteé-
mica es la espectrometria de masas (EM), una tecnologia
que incluye la instrumentacion (espectrémetros de
masas), los métodos de adquisicién y los softwares de
andlisis de datos. Los espectrémetros de masas cons-
tan de tres componentes fundamentales: la fuente de
ionizacién, el analizador de masas y el detector. De la
combinacién de estos tres elementos depende la sensi-
bilidad, exactitud y nivel de confianza que se tiene en la
identificacion de una proteina.""'? La EM es una técnica
analitica que mide la relacion masa/ carga de una molé-
culay se utiliza en la industria farmacéutica desde hace
muchos afios para la deteccion e identificacién de mo-
léculas pequefias (menos 1 000 Da). A fines de los afios
ochenta, gracias a la adopcién de dos nuevos métodos
de ionizacién de macromoléculas, la EM revoluciond la
investigacion de proteinas. Los cientificos J. Fenn® y K.
Tanaka'* desarrollaron los sistemas de ionizacién de ma-
cromoléculas ESI y MALD], respectivamente, por lo que
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se los galardond con el Premio Nobel de Quimica en el
afio 2002. El método de ionizacién por electrodispersién
(ESL, del inglés electrospray ionization) permite la ioniza-
cién de moléculas a partir de una solucién acuosa bajo
la aplicacién de alto voltaje, mientras que la ionizacién
por MALDI (del inglés matrix laser assisted desorption/
ionization) produce iones a través del bombardeo con
rayos ldser de muestras en estado sélido asistido por
matrices cristalizables. Estas metodologfas solucionaron
la dificultad de generar iones a partir de analitos no vola-
tiles, como las proteinas y polimeros. Desde entonces, la
EM desplaz6 ala secuenciacién parcial de proteinas por
Edman, debido a su sensibilidad (pmol-fmol), exactitud
(100-5ppm) y rapidez (minutos-segundos), ésta varia
de acuerdo con la complejidad del andlisis y el equipo
utilizado."'>'7 Adicionalmente, la EM se emplea para
identificar nucleétidos, carbohidratos, lipidos y poli-
meros sintéticos.

Infortunadamente, las caracteristicas que confieren
a las protefnas su funcién fundamental de moléculas
efectoras de la funcién celular, como diversidad quimica,
estructural y abundancia relativa, también dificultan
su andlisis experimental. Debido a ello, no existe un
diagrama de flujo tnico para el analisis protedmico y
queda a criterio del investigador la eleccién del conjunto
de técnicas para dilucidar su pregunta biolégica. En la
figura 1 se describe de manera sindptica un diagrama
de flujo del andlisis proteémico.'®

Aplicaciones de la proteémica
en la salud publica

La salud publica en el nuevo milenio tiene como reto
integrar las ciencias genémicas al derecho fundamen-
tal de la salud de todos los seres humanos. Para ello
es prioritario asimilar los conocimientos generados a
partir del genoma humano, los avances tecnolégicos
en el campo de la biologfa (esto es, gendmica, proted-
mica, metabolémica) y la bioinformdtica. De forma
adicional, la salud ptiblica a nivel mundial experimenta
una transicién epidemiolégica hacia el predominio de
las enfermedades crénicas (céncer, diabetes mellitus,
enfermedades cardiovasculares, etc.) sobre las infeccio-
sas, aunque algunas de ellas subsisten y se consideran
emergentes (VIH/sida, dengue, malaria, etc.). Por lo
anterior, es evidente que los problemas de salud actuales
tienen una naturaleza compleja que es dificil abordar
desde un enfoque reduccionista. Hasta hace poco, un
problema complejo se separaba en partes mas simples
y se aislaba un solo factor como responsable. Sin em-
bargo, la naturaleza multifactorial de las enfermedades
complejas obliga a ver el sistema en su conjunto, y de
manera multidisciplinaria, con un enfoque holistico. En
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este contexto, la genémica en salud ptiblica es un campo
emergente de investigacién, que evaltia el impacto de los
genes y su interaccién con el comportamiento, la dieta
y el ambiente sobre la salud de la poblacién.

Como parte de la gendmica funcional, la investi-
gacion proteémica permite vislumbrar nuevas aplica-
ciones biomédicas y farmacéuticas. La identificacion
de las proteinas que intervienen en las diversas etapas
de una enfermedad ayudard a comprender las bases
moleculares y la naturaleza de dicha anomalia; de igual
modo, estas protefnas identificadas pueden utilizarse
como biomarcadores de diagndstico o prondstico de la
enfermedad. El entendimiento de los procesos molecu-
lares de los trastornos complejos, como el cancer o las
enfermedades autoinmunitarias, contribuird a instituir
politicas de salud mas efectivas que repercutan en el
bienestar de la poblacién. Asimismo, hard posible la
identificacién de nuevos blancos terapéuticos para un
mejor disefio de farmacos y la vigilancia de los efectos
de una sustancia en el tratamiento de un paciente."!
Miés atin, el conocimiento de los proteomas de diferentes
patégenos en interaccién con su hospedero hard posible
comprender mejor la biologfa del sistema y proporciona-
rd mejores herramientas de control de las enfermedades
infecciosas. Por tiltimo, debido a su elevada sensibilidad
y la capacidad de realizar estudios a escala masiva,
la espectrometria de masas es una técnica que se ha
utilizado ahora para realizar estudios poblacionales de
genotipificacion y detectar de manera simultdnea y a
bajo costo muiltiples patégenos.!>?

A continuacién se analizan algunas dreas en las que
la proteémica tiene grandes impactos.

1. Biisqueda de biomarcadores

El desarrollo de la protedmica ha abierto grandes ex-
pectativas para la identificacion de biomarcadores, toda
vez que la EM puede identificar proteinas en muy baja
concentracion (fentomoles) y puede realizarse un and-
lisis sistematico de cientos o miles de proteinas en una
muestra clinica. Los biomarcadores son moléculas que
sirven como indicadores del estado fisiolégico y también
de los cambios que se producen durante el proceso y
que desembocan en el desarrollo y establecimiento de
un padecimiento, y cuyos requisitos fundamentales
son una elevada especificidad y sensibilidad.?* Si bien
se realiza una bisqueda intensa de biomarcadores de
diferentes afecciones mediante proteémica, aqui sélo
se mencionan los trabajos relacionados con el cancer
debido a su importancia epidemiolégica.

Cdncer. Los diferentes tipos de cdncer son el resultado
de una desregulacién de los procesos de proliferacion,
diferenciacién, muerte y migracién celular, sucesos que
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de manera individual o en conjunto distan mucho de
comprenderse. A nivel mundial, mds de 11 millones de
personas se diagnostican con cancer cada afio y se calcu-
la que representan 13% del total de muertes por afio (7.5
millones). Con el incremento de la expectativa de vida, la
prevalencia de muchos tipos de cancer se incrementard,
a tal punto que para el afio 2030, 11.5 millones de perso-
nas morirdn por esta enfermedad.” Estos datos obligan
a efectuar un mayor y mejor esfuerzo en la bisqueda de
nuevos biomarcadores para la deteccién temprana del
cancer, predecir el desarrollo de la enfermedad y evaluar
la respuesta terapéutica. Los liquidos humanos son la
principal fuente de biomarcadores, en particular por su
bajo costo, facil recoleccién, procesamiento y el cardcter
no invasivo de sus muestras.** De éstos, se hallan en
estudio la sangre (plasma y suero), liquido cefalorra-
quideo, orina, saliva, ldgrimas, aspirado nasal, liquido
seminal, etc. Sin embargo, debido a la complejidad de la
muestra y la baja concentracion de proteinas que pueden
actuar como biomarcadores (ng/ml), se debe considerar
una serie de variables, entre ellas las siguientes: prepa-
racién de la muestra, prefraccionamiento, deplecién
de las protefnas mds abundantes, cuantificacién de las
proteinas, programas para el analisis de datos, etc., con
la finalidad de que los resultados sean comparables y
reproducibles.” Enla actualidad existen biomarcadores
de uso frecuente para la deteccién de algunos tipos de
cancer; sin embargo, el diagndstico temprano de la en-
fermedad es limitado, debido a un pobre conocimiento
de la etiologfa del cancer y una baja sensibilidad y espe-
cificidad de los marcadores diagnésticos. Es importante
mencionar que los biomarcadores deben someterse a
diversas evaluaciones cientificas antes de considerarse

para la practica clinica y recibir aprobacién de la FDA.
En esencia, son cinco: estudios preclinicos (analiticos),
estudios clinicos y validacién, estudios retrospectivos,
estudios prospectivos y estudios de casos con cancer
validados en diferentes instituciones.” Hoy dia existen
algunos biomarcadores en proceso de validacién y otros
en espera de aprobacién por la FDA.? En el cuadro ¥
se presenta un resumen del estado del arte en este campo
y se resalta que los biomarcadores propuestos con base
en estudios proteémicos poseen una mayor sensibilidad
y especificidad respecto de los que se usan actualmente.
Por ejemplo, en el cancer de ovario, el primer biomarca-
dor identificado en la década de 1980 fue el CA-125, una
glucoproteina de alto peso molecular que se encuentra
elevada en 80 a 85% de las mujeres en etapas tardias
de la enfermedad y sélo en 50 a 60% de las pacientes
en etapas tempranas de la afeccién.”? Pese a ello, la
concentracién de esta proteina puede estar incremen-
tada en otras anomalias fisiolégicas y también estados
normales como el embarazo, lo que da origen a la baja
especificidad y sensibilidad.” Se han incrementado estas
variables al usarlas en combinacién con otras proteinas,
como OVX1 y M-CSE.* Mediante SELDI-TOF (surface
enhanced laser desorption ionization time of flight) se han
identificado varios picos proteicos que pueden servir
como biomarcadores y que poseen una alta sensibilidad,
aunque no se conoce su identidad.**” Asimismo, se
han notificado incrementos de la haptoglobina alfa en
muestras de suero de pacientes con cdncer de ovario® y
delas formas glucosiladas de esta proteina.** En fecha
reciente se han propuesto la CA-125, la apolipoproteina
Al, un fragmento truncado de la transtiretina, y un
fragmento de la cadena pesada H4 del inhibidor de la

Cuadro |
COMPARACION DE LOS BIOMARCADORES PROPUESTOS CON BASE EN ESTUDIOS PROTEOMICOS
Y LOS BIOMARCADORES USADOS EN LA ACTUALIDAD EN LA DETECCION DE ALGUNOS TIPOS DE CANCER

Biomarcadores propuestos

Biomarcadores de uso actual

Cancer Sensibilidad Especificidad Afio y referencia Biomarcador Sensibilidad Especificidad Afio y referencia
Uretra 80% 90-97% 2005% NMP22 31% 95% 19962
Mama 93% 91% 2002% CAI5-3 63% 80-88% 1984-5303!
Colon 91% 93% 2004% CEA 43% ek 196522
Gastrico 83% 95% 2006% CEA 49% ek 19652
Higado 94% 86% 20063 AFP 50% 90% 19633
Pulmén 87% 80% 2005% CyfrA21-1 63% 94% 19942337
Ovario 83% 95% 2004% CA-125 57% ek 19813
Péncreas 78% 97% 20054 CAI9-9 72% ek 19794
Préstata 83% 97% 2002 PSA 86% 20-34% 19794

Adaptacién a partir de Cho® y Kulasingam?'

$390

salud piiblica de méxico [ vol. 51, suplemento 3 de 2009



Proteémica y salud piiblica

ARTiCULO DE REVISION

tripsina alfa como biomarcadores de la fase temprana
de cancer de ovario con una sensibilidad de 83% y una
especificidad de 95%.% Otra de las contribuciones de la
protedmica ha sido la deteccién de modificaciones pos-
traduccionales (PTM) en relacién con los diversos tipos
de cdncer. De manera especifica se han encontrado varias
proteinas fosforiladas como EGFR para céncer de colon,
c-kit para tumores gastrointestinales y Her2 para cancer
de mama. Ha tenido gran importancia la aprobacién por
la FDA de los farmacos Erbitux, Gleevec y Herceptin,
que actudn como inhibidores de cinasas de tirosina y se
utilizan para el tratamiento del cdncer.?*>!

2. Enfermedades crénicas

Obesidad. La prevalencia de la obesidad ha aumentan-
do en grado considerable en los tltimos 20 afios.>? Los
trastornos metabélicos ocasionados por la obesidad se
vinculan con la resistencia a la insulina (periférica y
hepética), la diabetes tipo 2 y los procesos inflamato-
rios, aunque atin no se conoce el mecanismo molecular
que los relaciona.”®** Diferentes estudios protedmi-
cos, tanto en seres humanos como en ratones obesos,
muestran que los adipocitos de los individuos obesos
sufren estrés del reticulo endopldsmico (RE), también
conocido como respuesta a proteinas mal plegadas, o
UPR (unfolded protein response).>**® Este hallazgo abre
una ventana de posibilidades para el estudio de la
obesidad y la alteracién metabdlica que ello implica.
EI RE es un organelo celular de vital importancia en la
biosintesis de lipidos y proteinas e integra las distintas
seflales que recibe la célula y es en él donde se origina
y se coordina la respuesta al estrés. En el RE se llevan a
cabo el plegamiento y la modificacion postraduccional
de casi un tercio del total de las proteinas celulares. La
acumulacién y agregacién de proteinas mal plegadas,
ya sea por ser proteinas defectuosas o porque se generan
tan rdpido que no cumplen adecuadamente su control
de calidad, causan estrés en este organelo y provocan
una respuesta celular coordinada llamada UPR.” La
funcién de la UPR es contender el trastorno fisiologico
que lo origind y lo realiza principalmente por tres vias: a)
sobreexpresa chaperonas para favorecer el plegamiento
de proteinas, b) incrementa la actividad del proteosoma
para degradar protefnas mal plegadas y ¢) disminuye la
sintesis de protefnas para detener su acumulacién en el
RE. Sila célula no se recupera de los dafios ocasionados
por el estrés, se inician programas de muerte celular, que
pueden ser apoptosis, autofagia o muerte citopldsmi-
ca.’®% En fecha reciente, diversos estudios han sefialado
la relacién entre UPR, apoptosis y diabetes tipo 2;°%¢! sin
embargo, ain quedan muchas preguntas por responder
en relacién con la causa y el efecto.
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Enfermedades autoinmunitarias. Son de naturaleza com-
pleja y no existe un tratamiento efectivo. Recientemente,
Han y colaboradores®? analizaron a nivel proteémico
diferentes lesiones cerebrales en necropsias de pacien-
tes con esclerosis multiple y encontraron dos proteinas
relacionadas con la coagulacién, un factor de tejido
y un inhibidor de la proteina C. La administracién
de hirudina (inhibidor de la trombina) o proteina C
recombinante redujo la gravedad de la enfermedad en
un modelo animal de encefalomielitis. La relacién de la
cascada de coagulacién y la inflamacién en la esclerosis
multiple abre una serie de posibilidades terapéuticas
para contrarrestar los efectos de esta enfermedad. En el
INSP, Moreno Rodriguez realiza estudios proteémicos
en células mononucleares de pacientes con artritis reu-
matoide con el objetivo de identificar nuevos objetivos
terapéuticos para la intervencién y la deteccion tempra-
na de la enfermedad.

3. Enfermedades infecciosas

Las interacciones entre el hospedero y el patégeno refle-
jan el equilibrio de los mecanismos de defensa de aquél
y la virulencia de éste. Sin embargo, los mecanismos
que el patégeno emplea para superar la reaccién inmu-
nitaria del hospedero y alterar otros procesos celulares
se comprende en escasa medida. Con los avances de la
tecnologfa protedmica es posible caracterizar la interac-
ci6én patégeno-hospedero en funcién de las alteraciones
dela expresion proteica. Se han publicado estudios pro-
teémicos para distintos patdgenos: Bacillus anthracis, Es-
cherichia coli, Candida albicans, Mycobacterium tuberculosis,
Salmonella typhimurium, Streptococcus neumoniae, Yersinia
pestis.®> Estos resultados proveen una lista de molé-
culas del hospedero que pueden servir para elucidar
los procesos celulares importantes en la replicacién del
patégenoy de esta forma contrarrestarlo. Asimismo, los
virus como pardsitos celulares obligatorios se adaptan o
modulan el ambiente intracelular del hospedero durante
su replicacién y propagacion. Los virus codifican pro-
tefnas multifuncionales que interacttian y modifican las
proteinas de la célula hospedadora. Si bien los genomas
virales fueron los primeros en secuenciarse, hoy en dia se
estd replanteando el estudio de los proteomas correspon-
dientes, ya que con los adelantos de la espectrometria de
masas se han encontrado sorprendentemente, diferen-
tes modificaciones postraduccionales en las proteinas
virales, las que aumentan su diversidad funcional.®¢”
En fecha reciente, Burgener y colegas® publicaron un
estudio de proteémica cuantitativa, en el que analiza-
ron la expresion diferencial de protefnas entre mujeres
resistentes a la infeccién por VIH-1y mujeres controles.
Estos investigadores piensan que ciertos factores de la
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reaccién inmunitaria innata en el tracto genital pueden
tener una funcién en la resistencia a la infeccién y el
conocimiento de este mecanismo puede contribuir al
desarrollo de microbicidas o vacunas contra el VIH. Los
resultados muestran 15 proteinas expresadas en forma
diferencial, algunas de ellas hasta con un aumento de
ocho veces . Las proteinas sobreexpresadas son algunas
antiproteasas (de la familia de las serpinas B y cistatina
A) y un factor conocido como anti-VIH-1. Otro ejemplo
muy interesante de la complejidad de la interaccién
entre hospederos y patégenos son las enfermedades
transmitidas por insectos vectores, como la malaria, el
dengue y la enfermedad de Chagas. En estas afeccio-
nes, el patogeno debe adaptarse a dos hospederos muy
diferentes, por un lado el insecto vector y por otro el
huésped vertebrado (que en muchas ocasiones es el ser
humano). La malaria se transmite al hombre por mos-
quitos del genero Anopheles, el dengue por mosquitos del
genero Aedes y la enfermedad de Chagas por especies
del género Triatoma. En la actualidad no se cuenta con
una vacuna para estas enfermedades y los mosquitos
han desarrollado resistencia a los insecticidas, por lo
que la proteémica podria proporcionar informacién
valiosa para interrumpir la transmision de los patége-
nos en los insectos vectores a través de la identificacion
de proteinas fundamentales para su desarrollo. Se han
iniciado los estudios proteémicos de tejidos clave en la
reaccién inmunitaria del mosquito Anopheles, como es
la hemolinfa (liquido que baia los tejidos del insecto
y donde se transporta la mayor parte de las moléculas
defensivas). El perfil de expresion de la hemolinfa de
A. gambiae ante la presencia de bacterias como E. coli y
Microccous luteaus muestra la expresion de 32 proteinas
que se inducen por el dafio o inoculacién de bacterias.®”
Dentro de las proteinas mds relevantes se identificaron
la fenoloxidasa, una proteina con enlace tioéster y dos
serpinas (SRPN2 y SRPN15) que intervienen en la mela-
nizacién de patégenos y pardsitos (enzima que deposita
melanina en los microorganismos, con limitacién de
su desarrollo) y la eliminacién de microorganismos a
través de la opsonizacién. La fiebre del dengue es una
enfermedad muy importante en salud ptblica, pese a
lo cual sus mecanismos patogénicos y patofisiolégicos
no se entienden del todo. En fecha reciente se publicé
el primer trabajo de protedmica del dengue y se notifi-
caron 17 proteinas que cambian su expresion durante la
infeccién de DENV 2 en células HepG2; llama la atencién
que algunas de estas protefnas participan en los proce-
sos de transcripcion y traduccién, por lo que al parecer
pueden ayudar a dilucidar los mecanismos patolégicos
de esta enfermedad.” Cabe resaltar que los autores de
esta revision pertenecen al INSP y tienen como linea de
investigacion las enfermedades transmitidas por vecto-
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res. En este contexto, realizan estudios de proteémica
de la interaccion patégeno-huésped tanto en la relaciéon
Plasmodium berghei- Anopheles albimanus como en la rela-
cién Aedes aegypti-virus del dengue. En fecha reciente,
Pando y Moreno empezaron a trabajar en la btisqueda
de biomarcadores para el dengue hemorrdgico en células
mononucleares de pacientes con dengue clésico.

Estudios poblacionales mediante
espectrometria de masas

Identificacion de polimorfismos de una sola base (SNP)

Los espectrémetros de masas tipo MALDI-TOF se han
utilizado para el andlisis de ADN, productos de PCR, de-
terminacion de alelos e identificacién de polimorfismos
de una sola base.”"”> Estos equipos son ideales para los
estudios masivos, ya que tienen la capacidad de realizar
20 000 espectros por dia y, debido a su sensibilidad,
se usa menos de 0.5% de la reaccién inicial del PCR.
En general, esta metodologia se ha empleado para la
identificacién de SNP (si se lleva a cabo una buisqueda
en PUBMED de los términos MALDI-SNP, resultan 280
articulos cuya publicacién se remonta a 1996).

Deteccidn y genotipificacion de patégenos

La sensibilidad y especificidad de la EM permiten incre-
mentar el nivel de deteccién de un patégeno. Se denomi-
na masstag-PCR ala técnica de PCR multiplex realizada
con oligos marcados con grupos quimicos de masa
conocida que se identifican mediante EM. Con la PCR
multiplex se efecttia la amplificacién de dos o més frag-
mentos de ARN o ADN de diferentes patégenos, como
virus, bacterias y pardsitos, de manera simultdnea;”
con el aumento del nimero de amplicones existe el
inconveniente de no poder diferenciarlos en el plano
electroforético y por ello su deteccion se realiza por EM.
Esta técnica se ha probado en el diagndstico diferencial
paraidentificar hasta 22 agentes patégenos de muestras
clinicas causantes de enfermedades respiratorias y 10
patégenos causantes de fiebres virales hemorrégicas,
con sensibilidad y especificidad elevadas.*”* En fecha
reciente se analizaron 44 muestras de secreciones nasales
de nifios con enfermedades respiratorias, cuyo resultado
por métodos convencionales (cultivo e inmunofluores-
cencia) fue negativo para siete patogenos respiratorios
comunes. Mediante masstag-PCR se detectaron patége-
nos respiratorios en 27 muestras (66%) presumiblemente
negativas: 17 fueron positivas para picornavirus y nueve
positivas para una nueva clase de rhinovirus.” En la
unidad de gendmica y proteémica del CISEI-INSP se
desarrolla un proyecto, en colaboraciéon con el INDRE,
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para laidentificacién de patégenos causantes de fiebres
hemorrégicas por esta técnica. Los patdgenos que se
detectardn son: virus del Nilo Occidental, hantavirus,
virus Chikunguya y las bacterias Leptospira y rickettsia;
este proyecto lo conduce M. H. Rodriguez.

La genotipificacion de patdgenos se realiza también
mediante PCR multiplex acoplado a masas. En esencia,
se disefian los oligos para generar amplicones de dife-
rente tamafio, los cuales se detectan por EM. Esta técnica
se ha usado para genotipificar diferentes virus, como la
genotipificacion de 14 genotipos del virus del papiloma
humano, con un costo de 2 délares por muestra.”

Conclusiones

La proteémica es una herramienta fundamental en salud
ptblica, ya que permite el estudio a nivel poblacional
de protefnas que pueden estar alteradas en respuesta a
una determinada enfermedad.

La epidemiologfa molecular a nivel del genoma,
proteoma y metaboloma constituye un reto para la
investigacion en salud ptblica en el nuevo milenio.

Asimismo, el estudio de un sistema biolégico en
forma integrada, en los planos genémico, protedmico
y metabolémico, en conjuncién con los datos clinicos y
epidemioldgicos, hard posible caracterizar el sistema en
su conjunto y de esta forma incrementar exponencial-
mente la posibilidad de entender diferentes procesos
celulares, la patofisiologfa de una enfermedad o encon-
trar un nuevo biomarcador.
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