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> RESUMEN

Las investigaciones genémica y protedmica en cancer
aportan nuevos niveles funcionales de informacién y
andlisis sobre los cambios moleculares que ocurren en las
neoplasias. En las tltimas décadas los niveles funcionales
de informacién, macroscopicos y microscopicos, del es-
tudio del paciente con cancer han progresado de manera
significativa.

El cincer es una enfermedad poligénica causada
por alteraciones genéticas, epigenéticas o posgenéticas,
que dan lugar a diferentes perturbaciones en los mapas
de redes moleculares funcionales. Si bien, el DNA es un
archivo de informacidn, las proteinas son las moléculas
encargadas de llevar a cabo el trabajo celular, por medio
de su participacion en las vias de sefializacion intracelular
y extracelular. Las redes biomoleculares que participan
en el fenotipo de los diferentes procesos celulares estin
constituidas mayormente por proteinas.

Las pruebas de microarreglos en la expresion de
los genes empiezan a ser usadas de manera rutinaria en
la clinica. En 2007 la Food and Drug Aministration dio su
aprobacion para que la prueba del MammaPrint se apli-
que en la clinica, la cual constituye el primer microarreglo
de la expresion de genes en cancer que se emplea como
herramienta diagndstica.

Los microarreglos de proteinas o biochips son una
nueva tecnologia de la protedmica con aplicacién clinica,
que permite identificar las interacciones entre proteinas
(proteina-proteina), las modificaciones postraduccion,
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> ABSTRACT

The genomic and proteomic tresearch in cancer provide us new
functional levels of information and analysis of tumor molecular
alterations. Macroscopic and microscopic informational functional
levels of cancer patients study have been improved gradual and
significantly in the last decades.

Cancer is a polygenic disease caused by genetic, epigenetic
and posgenetic disruptions, which leads to disturbances in molecu-
lar functional networks. While the DNA is an information file,
the proteins carry out the biologic work through their participation
in the signaling on intracellular and extracellular pathways. The
biomolecular network drivers that provoke different phenotype ce-
llular processes are primarily proteins.

The gene transcript arrays are beginning to enter into routi-
ne clinical use. In 2007 the MammaPrint genetic test received
approval from the U.S. Food and Drug Administration for
reliable diagnostic tool. This test became the first commercially
available microarray cancer diagnostic test.

The protein microarrays or biochips are a new proteomic

technology for clinical molecular applications, that achieves the
identification of protein-protein interactions, postraduction modi-
fications, environment-related changes, activated transcriptional
factors, or activated molecular targets for small molecules. Current
and near future Proteomics studies have important translational
application in the cancer patient study.

Their analysis based in proteomic signature will be able to be
used by the patient’s cancer clinician as a complement of hystopato-
logic and imaging studies in order to identify the main molecules in
the oncogenic signaling pathways of each tumor and for each patient.
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la variacién de las proteinas en distintas condiciones am-
bientales, asi como los factores de transcripcién activados
o los blancos moleculares biologicamente activos de las
moléculas pequenias.

Los estudios protedmicos actuales y futuros tienen
gran aplicacién traslacional en los pacientes con cincer,
ya que sus analisis se basan en perfiles protedmicos que
podran ser aplicados por el equipo clinico que atiende al
paciente, como un complemento de los estudios histopa-
tolégicos y de imagen, que hacen posible la identificacion
de las principales moléculas en las vias oncogénicas de los
tumores de cada paciente en particular.

Palabras clave: Cincer, alteraciones gendmicas, altera-
ciones protedmicas, microarreglos de proteinas. México.
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> INTRODUCCION

La investigacién genémica y protedmica del cancer apor-
ta nuevos niveles funcionales de informaciéon y andlisis
sobre los cambios moleculares que se llevan a cabo en
el tumor. La estructura de la secuenciacién del DNA
humano, que se realizé gracias al Proyecto Genoma Hu-
mano concluido en 2003, junto con la identificacién de
sus perfiles de expresion (RINAm) conforman las dos
plataformas disponibles mds importantes con base en las
cuales se puede correlacionar el estado gendémico con
el estado celular funcional. Una tercera plataforma, que
se encuentra en desarrollo, consiste en la identificacion
del estado dinamico de las proteinas, sus modificaciones
postraduccidon, sus interrelaciones proteina-proteina,
proteina-DNA, asi como sus vias y redes funcionales.
La integraciéon de estas tres plataformas servird para en-
tender los principales eventos moleculares que participan
en el desarrollo normal y en la fisiopatologia de las en-
fermedades. En un futuro proximo, esta integracion de
informacién y analisis constituird la base del diagndstico
clinico y del diseno terapéutico racional, dirigido a los
blancos moleculares que ocasionan las enfermedades.

Los niveles funcionales de informacién, macros-
copicos y microscopicos, en el estudio del paciente con
cancer han mejorado en forma progresiva y significativa
en las ultimas décadas, gracias al esfuerzo de investigado-
res clinicos y biomédicos. Inevitablemente, este avance
ha tenido repercusiones en el tratamiento de los pacien-
tes, y ha permitido que disfruten de una mejor calidad
de vida y sobrevida. Si no se avanza en el entendimiento
molecular de la fisiopatologia de los diferentes tipos de
canceres, se postergara la posibilidad de lograr ain mejo-
res resultados.

No se conocen por completo los eventos de sena-
lizacién intracelular inherentes al fenotipo de las células
tumorales. El paradigma de la oncologia molecular con-
siste en la identificacion de los genes, las proteinas y otras
moléculas que participan en forma colectiva y dan origen
a un comportamiento biologico especifico, en cada pa-
ciente con cancer.'

El Proyecto Proteoma Humano inicié en 2001, sin
embargo, debido a su magnitud y complejidad, sélo se
han alcanzado metas parciales. En 2008 principi6 un pro-
yecto de gendmica funcional denominado, “Proyecto de
los 1000 genomas”, el cual ayudari a predecir el riesgo
que tiene una persona de padecer ciertas enfermedades,
su sensibilidad a los factores ambientales y su respuesta a
determinados firmacos.

El presente articulo hace una revisiéon somera so-
bre los principales aspectos conceptuales de los niveles
de informacién macroscopica, microscopica y, de forma
mas amplia, sobre los aspectos a nivel nanoscopico en
los cuales con frecuencia trabajan los profesionales clini-
cos y biomédicos que se dedican al estudio y tratamiento
de pacientes con cancer. De manera complementaria, se
hace énfasis en la informacién sobre los principales aspec-
tos de oncologia proteémica (Tabla 1).

> INFORMACION Y ANALISIS DEL PACIENTE CON
CANCER A NIVEL MACROSCOPICO (DE CENTIMETROS
A MILIMETROS)

Los estudios epidemiolégicos, ya sean descriptivos (ob-
servacionales) o analiticos (experimentales), sobre las
diferentes variables clinicas ¢ histopatologicas que se en-
cuentran en los pacientes con distintos tipos de canceres
han constituido las bases para la identificacién de causas
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Tabla 1.

Organigrama para analisis tanto del tumor como del paciente, basado en la informacion obtenida con las diferentes herramientas metodoldgicas

Horizonte del estudio Herramientas metodoldgicas Rangos de resolucion o Grado de entendimiento
del paciente con cancer empleadas sensibilidad de analisis de la enfermedad*
. - P rgan ji
Nivel macroscopico Andlisis clinico O ganosy tey}d 0s 50%
(centimetros a milimetros)
NielmieToSe oo Andlisis histopatolégico Tejidos, células, compgrtlmlentos subcelulares (micrémetros, 20%
gigabases de DNA)
Andlisis genémico Estructura y expresion del gen modificaciones epigenéticas
(nandmetros, mega/kilobases de DNA) 10%
Nivel nanoscopico |dentificacion de proteinas y caracterizacion
Andlisis protedmico de sus modificaciones. postraduccion.
Interacciones proteina-proteina (nanémetros, nano/femtomolar) 20%

* Los porcentajes propuestos son acumulativos e implican, necesariamente, contar con la informacion de los niveles de estudio previamente anotados en la Tabla.

de la enfermedad, asociaciones causales, factores de riesgo
(habitos, costumbres, estilos de vida, exposiciones), entre
otros, a partir de las cuales se identifican grupalmente las
condiciones del paciente que predisponen al desarrollo
de un tipo particular de enfermedad. De manera andlo-
ga, en los proximos anos la epidemiologia molecular se
integrara a las herramientas para el diagnéstico clinico de
las diferentes enfermedades, debido a que las interaccio-
nes entre ¢l medio ambiente y los genes desempenan una
funcidn significativa en el origen y desarrollo del cancer.?
De esta manera, serd posible determinar los perfiles geno-
micos y proteémicos del tumor y del paciente, que sirvan
de apoyo para formular el diagndstico clinico y para to-
mar las mejores decisiones terapétuicas.’

En los ultimos 50 anos, la tasa de incidencia y la
mortalidad, causadas por las enfermedades neoplasicas en
paises que cuentan con sistema de salud de cobertura am-
plia, se han reducido en 12% y 25%, respectivamente.*
El mejoramiento del diagndstico clinico y el tratamien-
to del paciente con cancer se ha debido, en parte, al empleo
de una tecnologia diagndstica mds precisa (de segunda
o tercera generaciones) con mayor sensibilidad y especi-
ficidad (con resoluciones milimétricas) y, en especial, al
proceso de sistematizacion (estandarizacion) del diagnos-
tico y tratamiento, gracias a la aplicacion de los sistemas
de estadiaje-TNM (propuestos por organizaciones in-
ternacionales reconocidas como la UICC y la AJC), que
valoran la enfermedad local (tamafio tumoral), regional
(numero de ganglios afectados) y la diseminacion dis-
tante. Dichos sistemas, ademads, funcionan como guias
referenciales que hacen posible valorar la progresion ma-
croscopica de la enfermedad.

Otro valioso elemento que ha beneficiado a los pa-
cientes con cancer, es la investigacién cientifica y
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tecnologica, que en forma constante afade al armamen-
farium terapéutico nuevos tratamientos cuya utilidad ha
sido demostrada en protocolos clinicos de fase III, los
cuales han sido aprobados por organizaciones internacio-
nales reguladoras como la FDA y la EMEA. La aplicacion
de otros sistemas de evaluacion clinica complementarios
al sistema de estadiaje clinico del tumor-TNM en los
pacientes con cancer, como el uso de nomogramas, tam-
bién han favorecido dicho progreso. Los nomogramas
clinicos son propuestas de evaluacién, que conside-
ran las principales variables clinicas, histopatologicas de
subgrupos particulares en pacientes con cancer (una eta-
pa clinica especifica) y ayudan a predecir una condicion
particular (sobrevida a cinco anos). Dichos nomogramas
ademds de considerar los parimetros de los sistemas de
estadiaje-TNM e histopatologicos, toman en cuenta los
niveles séricos de biomarcadores, condiciones particula-
res del estado global del paciente y tipo de tratamiento
aplicado. Toda esta informacién se traduce en coeficien-
tes numéricos, que en la sumatoria final reflejan el riesgo
prondstico o predictivo de cada paciente. La aplicacion
de nomogramas ha demostrado gran utilidad para pre-
decir tasas de sobrevida postratamiento en pacientes con
canceres de estdmago y prostata, por medio de pruebas
de validacidn internas y externas.>®

> INFORMACION Y ANALISIS DEL PACIENTE CON CANCER
A NIVEL MICROSCOPICO (DE MILIMETROS A MICRAS)

Todos los tumores, benignos y malignos, comprenden
dos componentes basicos en su estructura: el parénqui-
ma, constituido por las células neopldsicas proliferantes,
y el estroma de sostén, conformado por tejido conec-
tivo y vasos sanguineos. La nomenclatura histopatologica
tumoral se basa en el componente parenquimatoso. Una
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célula animal tipica mide entre 10 a 20 um de didmetro,
el microscopio de luz permite observarlas con un limi-
te de resolucién del orden de 0.2 a 0.7 pm, que son las
dimensiones correspondientes al tamafio de una bacte-
ria 0 una mitocondria. Las células tumorales tienen una
morfologia alterada que se determina, principalmente,
por su diferenciacién o grado histologico (grado en el
que las células cancerosas se asemejan a las células nor-
males de las que proceden, tanto morfolégica como
funcionalmente) y de su anaplasia o ausencia de diferen-
ciacion que conlleva una falta de especializacion o de la
funcién celular. El diagnéstico clinico de cincer se basa
en el estudio histopatologico de la biopsia del tumor; el
microscpico, en patrones morfologicos reconocidos por
anatomopatoldgos bien entrenados (patrén de tincidn,
grado de diferenciacion del tumor, formay contorno nu-
clear, configuracién celular y pleomorfismo, entre otros).
El estadiaje anatomopatoldgico o quirtirgico consiste en
el andlisis histologico de todos los tejidos extirpados du-
rante la cirugia, y constituye uno de los indicadores mas
importantes en la prediccidn de la respuesta al tratamien-
to en los niveles macro y microscopico.

El advenimiento de la técnica inmunohistoquimica,
asl como el uso de anticuerpos monoclonales conjuga-
dos a un marcador, ha permitido hacer subclasificaciones
histologicas de los tumores, que tienen como sustento
la identificacién de la expresion diferencial de proteinas
especificas en una imagen celular morfolégicamente si-
milar, observada con el microscopio de luz. La técnica
inmunohistoquimica permite conocer la localizacion histo-
morfologica y subcelular de las proteinas. Sin embargo,
no es cuantitativa, amén de que es poco sensible en con-
diciones de baja concentracién del analito. Los estudios
citogenéticos, de nivel microscopico, habitualmente se rea-
lizan en laboratorios especializados e investigan el cariotipo,
el analisis de bandeo de los cromosomas (cromosomas en
metafase) y la hibridacién in situ con sondas fluorescentes
de DNA. Estos estudios proporcionan informacion sobre
mapas citogenéticos y sobre algunos cambios moleculares
(mutaciones, fusion de genes, cambios cromosomicos).
Distinguen aproximadamente 400 bandas cromosomales,
cuando se realiza el bandeo de cromosomas en metafase,
y cuando se efecta en profase y prometafase, este niumero
se incrementa al doble (los cromosomas se encuentran mas
extendidos); la resolucidn analitica en estos procedimientos
es de giga a cientos de megabases de DNA.

> INFORMACION Y ANALISIS DEL PACIENTE CON
CANCER A NIVEL NANOSCOPICO (DE DECIMAS DE
MICRAS A NANOMETROS/PICOMETROS)

El requisito esencial para obtener informacién molecu-
lar de un grupo celular en particular consiste en obtener

Valdespino-Gémez VM, et al.

las células que se desea investigar. El estudio molecular
de poblaciones celulares puras o especificas de los tejidos
requiere el empleo de técnicas de microdiseccion, ya que
las poblaciones puras por lo regular s6lo constituyen una
pequena fraccion del volumen tisular total. El problema
de la heterogeneidad celular (contaminacion celular, con
células del estroma o de otros tipos) constituye una limi-
tante importante para el anilisis genémico o protedmico
de grupos celulares homogéneos (células neoplasicas,
prencopldsicas o normales). La técnica de microdiseccion
mediante captura con ldser (LCM) permite la diseccionar
poblaciones celulares semejantes en secciones de tejido
teniidas; su extraccion se realiza por la accién de un pul-
so de laser. El acoplamiento de la LCM, para obtener
poblaciones celulares puras, hace posible una mayor sen-
sibilidad y especificidad de las técnicas de protedmicas y
gendémicas multiplex (PRC en sus distintas variedades,
microarreglos de expresion de DNA, microarreglos de
proteinas, secuenciacion de proteinas por espectrometria
de masas, etc.), con lo que se integra la biologia molecular
a la morfogénesis y la patologia.'*

Indicadores gendémicos y protedmicos del tumor
y del paciente. El cincer es una enfermedad poligénica
causada por alteraciones genéticas, epigenéticas o posge-
néticas, que ocasiona diferentes alteraciones en los mapas
de redes moleculares funcionales (predominantemente
proteinas). El desarrollo del fenotipo celular neopldsico
en canceres de adultos se encuentra influido por mualti-
ples condiciones como el microambiente tisular local,
condiciones genéticas del hospedero (como polimorfis-
mos del DNA), cambios metabodlicos por de exposicion
a interacciones entre el ambiente y los genes, entre
otras condiciones pro-cancerigenas (las cuales provocan
alteraciones epigenéticas). Las redes moleculares que par-
ticipan en el fenotipo de los diferentes procesos celulares
estdn constituidas mayormente por proteinas. La proted-
mica corresponde a la gendmica funcional de las proteinas,
y comprende la identificacion de las proteinas nativas
celulares, asi como de sus modificaciones estructurales
o funcionales. De esta manera, el entendimiento com-
pleto del cancer depende del andlisis multidisciplinario,
que combina aspectos de genética, patologia, estructura
y funcion de proteinas, biologia celular, bioinformatica y
medicina clinica.”

Los datos que aporta la secuenciaciéon del genoma
humano constituyen una herramienta para entender
las principales alteraciones genéticas que ocurren en el
cancer. Se ha calculado que una célula expresa aproxima-
damente 20,000 genes durante su vida, y que solo 4,000
se usan de manera cotidiana; de ellos s6lo unos cuantos
son susceptibles de ser modificados en la carcinogénesis
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(los que regulan proliferacion, diferenciacién o apop-
tosis). Durante el proceso de progresion del cancer, las
células tumorales pueden acumular una gran cantidad de
translocaciones u otros tipos de alteraciones cromosémi-
cas, asi como mutaciones, hetero y homodeleciones o
amplificaciones genéticas.

La exploracién de la estructura (DNA) y expresion
de genes (RNA) en seres humanos se ha desarrollado
gracias a la construccién de sondas nucleotidicas de alta
especificidad y afinidad. A partir de esta infraestructura,
los investigadores biomédicos han empleado tecnologias
recientes de cobertura numérica amplia, para explorar
conjuntos de genes, desde cientos hasta miles, deno-
minados microarreglos o chips. Estos estructuralmente
comprenden espacios micrométricos donde se adhieren
las sondas nucleotidicas especificas de genes conocidos,
organizados en una reticula cuadricular (columnas y ren-
glones) de silicon, vidrio o nitrocelulosa, y a los cuales se
anade el DNA o el RNA mensajero del tumor, que pre-
viamente se marca con una sonda fluorescente. De esta
manera, se realiza la hibridaciéon (conforme al principio
de bases complementarias) bajo condiciones especificas
(parecidas al de la PCR). La intensidad de fluorescencia
que emite el hibrido en cada sitio corresponde a la can-
tidad del cDNA complementario a la sonda y, por ende,
refleja la cantidad o el nivel de expresion de ese gen.

Para llevar a cabo el andlisis de su identificacion
estructural o de su expresiéon genética, se emplean mé-
todos estadisticos bioinformaticos multivariables, como
el de agrupamiento jerarquizado. Con una metodologia
parecida, es posible identificar los micro RNA (miR-
NA), que corresponden a RINAs pequenos de entre 19
a 24 nucledtidos no codificantes, los cuales regulan ne-
gativamente la expresion de los genes, y participan en
diferentes procesos celulares como apoptosis, diferencia-
ci6n y desarrollo. Los miRINAs también participan en el
inicio y progresion del cancer, por lo cual algunos perfiles
de su expresion han permitido mejorar las clasificacio-
nes de ciertos tumores y la predicciéon de la sobrevida
de los pacientes.® Los resultados obtenidos en los ensayos de
los microarreglos-DNA deben ser validados o verificados
por medio de ensayos individuales en PCR de tiempo
real.

De la genémica funcional a la protedmica. Como
antes se expuso, ¢l DNA es un archivo de informacién
y las proteinas son las moléculas encargadas del trabajo
celular, a través de su participacion en las vias de senaliza-
cién intracelular y extracelular de los principales procesos.
El hecho de que exista una secuencia génica del DNA no
garantiza la sintesis de su correspondiente proteina, ni sus
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modificaciones postraduccién. La fosforilacion de las pro-
teinas indica su estado activo; la sobreactivacion de varias
de ellas se ha asociado a la patogénesis de algunas enfer-
medades y puede representar un blanco terapéutico en
protocolos clinicos de tratamiento. El término proteoma
deriva de las proteinas expresadas por el genoma; éste re-
fleja una lista de productos genéticos que pueden estar
presentes, mientras que el proteoma refleja una imagen
dindmica las proteinas presentes y de las funcionales. Las
células expresan miles de proteinas diferentes, y cada una
de ellas puede experimentar numerosas modificaciones
en respuesta a microambientes diferentes. Se ha procla-
mado que la Protedmica es el siguiente paso después de
la Gendémica, la meta de los investigadores consiste en
integrar una biblioteca completa de todas las proteinas
celulares, ya que actualmente s6lo se ha catalogado una
pequena cantidad de ellas. No hay una metodologia de
amplio uso y de amplia reproducibilidad para estudiar las
proteinas, como la PCR en el estudio del DNA, debido
a la variabilidad de los 20 aminodcidos que comprende
su estructura, y a que la secuenciacién de cada proteina
es relativamente lenta y requiere de un gran esfuerzo
metodoldgico.!’

El primer paso para estudiar la funcién de las protei-
nas es su purificacion, y la principal técnica para separar
las proteinas aun es la electroforesis en dos dimensiones
(G2D), que separa las proteinas por su peso, carga, so-
lubilidad y afinidad. Asi, las proteinas individuales son
separadas de acuerdo a su peso y carga en capas de gel;
a continuacién se separan del gel, para luego analizarlas
por medio de otro tipo de ensayos. La visualizaciéon de
manchas de proteinas en el gel requiere elevadas cantida-
des de proteina (del orden de miligramos) equivalentes
al del contenido de miles de células especificas que inte-
resa estudiar, por lo que una manera 6ptima de obtener
proteinas representativas de poblaciones celulares puras
es emplear la LCM.

Aplicaciones de ensayos de expresion del DNA en
la practica clinica. Aunque muchos investigadores se
han mostrado entusiasmados al trasladar el uso de los
ensayos de expresion génica a la practica clinica, otros ad-
vierten que esto solo podra hacerse cuando se instituyan
controles de alta calidad. Ntzani e loannidis * y Dupuy y
Simon'” analizaron un numeroso grupo de estudios sobre
los pertiles de la expresion génica en pacientes con cancer,
y encontraron que algunos patrones especificos de dicha
expresion se asociaron a respuestas particulares de trata-
miento. No obstante, observaron en su analisis que varios
de estos estudios presentaban limitaciones metodoldgicas
en su realizacién, y por ello concluyeron que se necesitan
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estudios adicionales que incluyan series numerosas, con
disefios clinicos adecuados, aplicacién de métodos de va-
lidacién y con andlisis estadisticos adecuados, antes de que
puedan ser trasladados a la prictica clinica.

Entre algunos estudios de expresion de genes que
cumplieron estos criterios, se encuentran los de van’t
Veer, van de Vijver y colaboradores,'"'? sobre la iden-
tificacién de 70 genes asociados al riesgo de desarrollar
metdstasis distantes en pacientes con cancer de mama y
ganglios negativos (a partir de microarreglos que con-
tenfan 25,000 oligonucleétidos); su utilidad clinica fue
validada interna y externamente (con una cohorte de 307
pacientes a quienes se¢ hizo seguimiento durante 13.6
afios). Para facilitar el uso de este microarreglo en la prac-
tica clinica, los 70 genes identificados como marcadores
prondsticos, se trasladaron a un microarreglo simplifica-
do denominado MammaPrint, el cual emplea s6lo 1900
sondas. La prueba del MammaPrint mide el nivel de ex-
presion de cada uno de los 70 genes en la muestra del
cancer de mama, y emplea un algoritmo especifico para
predecir la sobrevida del paciente a 10 afos." En 2007,
esta prueba fue validada por la Food and Drug Administra-
tion para su aplicacion clinica, con lo cual se convirtié en
el primer microarreglo de expresion de genes en cancer
que se emplea como herramienta diagndstica.

Las pruebas de microarreglos de expresion de ge-
nes empiezan a formar parte de la rutina clinica. Sin
embargo, cabe la posibilidad de que la informacién del
transcrito (RINAm) no corresponda al perfil de la activa-
ci6n de las proteinas en las vias de sefialamiento molecular
intracelular. Esto se debe, en parte, a que el RNA trans-
crito no correlaciona con los eventos funcionales pos
traduccién como la fosforilacion, glicosilacién o las inte-
racciones proteina-proteina (la fosforilacion constituye el
evento de activacién que con mas frecuencia se identifica
en las proteinas). Por ello, el transcriptoma proporciona
una imagen incompleta de la red molecular.

El Proyecto de los 1000 Genomas, iniciado en 2008,
se propone secuenciar los genomas de al menos mil per-
sonas de distintas etnias de todo el mundo. Su objetivo
es generar una base de datos mds detallada y que sea de
mayor utilidad que la disponible hasta la fecha, sobre la
variacién genética humana llamada “variantes estructu-
rales”. Mejorard y ampliard la informacién obtenida por
el Proyecto HapMap, el cual identificd 100 regiones aso-
ciadas al riesgo de enfermedades como diabetes, canceres
de mama, prostata, y otras. Asimismo, el Proyecto de los
1000 Genomas analizari el genoma humano a un nivel
de detalle no realizado anteriormente, para lo cual emplea-
rd secuenciadores masivos de alto rendimiento y generard
tan solo en tres anos, 60 veces mas informacion sobre los
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mapas del DNA humano acumulados en los altimos 25
afios, la cual estard accesible al publico de manera gratuita
(www.1000genomes.org).

> APLICACIONES DE LOS ENSAYOS PROTEOMICOS
EN LA PRACTICA CLINICA

En teoria, el camino mads eficiente para identificar a los
pacientes que responderan a una terapia dirigida mo-
lecularmente consiste en determinar (antes de iniciar el
tratamiento) cudl via de sefialamiento intra/extracelular
se halla sobreactivada en cada tumor.” Esto idealmente se
podria obtener con el anilisis del material tisular to-
mado por biopsia. En general, las tecnologias proteémicas
tienen limitaciones cuando la muestra es pequefia (menor
al equivalente de miles de células) y/o contiene células no
representativas (poblacidn heterogénea).

Lamaneramas ficil de realizar un estudio protéomico
consiste en comparar los proteomas en dos condiciones,
tejido normal y tejido tumoral, observar sus diferencias,
para lo cual se debe emplear como apoyo la informaciéon
contenida en bases de datos como Profein Data Bank. Para
realizar el andlisis protedémico, inicialmente se separa la
proteina de interés del resto, mediante electroforesis bi-
dimensional en geles de poliacrilamida, luego se purifica/
concentra por medio de diversos tipos de cromatografia
(de filtracidén en gel, de intercambio 16nico, de afinidad)
o por cromatografia liquida de alta presion (HPLC), para
finalmente secuenciarla (por fraccionamiento bioqui-
mico en péptidos y luego por degradacion de Edman)
o seleccionarla por la técnica de espectrometria de ma-
sas (separando los nucleos por su relaciéon masa : carga,
empleando en particular la espectrometria de desorcion-
ionizaciéon en matriz inducida por laser-MALDI, y
de ionizacién por electrospray ESI) o por medio de los
inmunoensayos con empleo de anticuerpos especificos.
En virtud de que no hay tecnologia alguna que amplifi-
que las proteinas, con frecuencia se requiere obtener un
lisado celular de muchos miles de células. Una segunda
limitacion que tiene la mayoria de las tecnologias proted-
micas es su incapacidad para analizar proteinas nativas, ya
que dichas tecnologias desnaturalizan y alteran su confi-
guracion tridimensional.!”1*

Los métodos inmunoldgicos para el estudio de pro-
telnas aprovechan la especificidad de los anticuerpos por
sus proteinas diana, un anticuerpo reconoce un dominio
o grupo de aminodcidos en la molécula diana. Su uso se
encuentra limitado, porque el niumero de anticuerpos es
menor en relacién al mayor nimero de proteinas a ex-
plorar.” No obstante, cuando se logre bioproducir una
amplia cobertura de anticuerpos, los inmunoensayos con
anticuerpos especificos seguramente identificardn los
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blancos, asi como los defectos en las vias de sefializacién
oncogénicas de las células tumorales.

Los microarreglos, micromatrices de proteinas o
biochips constituyen una nueva tecnologia de la pro-
tedbmica, que permite identificar las interacciones
proteina-proteina, modificaciones postraduccion, la va-
riacion que sufren las proteinas en distintas condiciones
ambientales, los factores de transcripcién activados o los
blancos biologicamente activos de pequefias moléculas.
Ademds, los microarreglos de proteinas emplean co-
munmente anticuerpos monoclonales para identificar
proteinas especificas, detectan su concentracién en rango
de femtomolas, por ello su sensibilidad y especificidad
son muy elevadas."!* Otras moléculas empleadas en la
captura de las proteinas en los biochips son dcidos nu-
cléicos, receptores, enzimas, aptimeros u otras proteinas.
En los chips de proteinas, los métodos de deteccion mas
frecuentes son similares a los de los chips de DNA, como
fluorescencia, quimioluminiscencia o colorimetria (con
cromégenos). El bioandlisis de los datos se representa
graficamente en forma de mapa “caliente” (heat map),
y se organiza a partir de un anilisis bayesiano en el que
se infiere la estimaciéon. Hay dos principales clases de
microrreglos protedémicos: (1) los ensayos de fase hacia
delante (FPA) donde las moléculas cebadoras se deposi-
tan en la superficie del chip (generalmente anticuerpos) y
atraen a la proteina de interés, que es reconocida por un
segundo anticuerpo marcado; (2) ensayos de fase inversa,
(RPA), donde el lisado celular (que puede contener mu-
chas proteinas) se adhiere a la laminilla y funciona como
cebador, luego se agregan diferentes anticuerpos especi-
ficos marcados que identifican las proteinas de interés.”!*
Los microarreglos FPA generalmente emplean dos anti-
cuerpos para reconocer un proteina, uno cebador y otro
marcador (contra diferente epitope); esta caracteristica los
torna menos practicos.

En contraste, los RPA soélo utilizan un anticuerpo;
la muestra a examinar (lisado en diferentes diluciones) se
inmoviliza en la rejilla del microarreglo y de esta manera
el ensayo sirve para maltiples muestras, para lo cual em-
plea uno o diferentes anticuerpos, en forma simultinea.
Con los RPA es posible identificar diferentes proteinas,
asi como sus modificaciones postraducciéon (proteinas
fosforiladas con anticuerpos especificos anti-fosfoprotei-
na), y se¢ puede lograr una sensibilidad de deteccion en
picomoles (contenido equivalente al de 10-100 células).
El andlisis con los RPA de los lisados celular o tisular,
permite explorar cuantitativamente las vias de senala-
miento intracelular y extracelular con alta sensibilidad y
especificidad.” Estos microarreglos también se utilizan
en el analisis de expresion diferencial de proteinas en
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células cancerosas o en tejidos tumorales con el fin de
identificar biomarcadores, monitorear la respuesta celu-
lar a diferentes drogas o para explorar y mapear las vias de
senalamientos moleculares. La gran ventaja de los RPA es
su capacidad de deteccion simultinea de una gran canti-
dad de proteinas (en concentraciones de nano-picomolas)
y/o muestras —lo que no se puede lograr con los ensayos
convencionales de Western blot o ELISA (que ademas
requicren concentraciones de micro-nanomolas— y la
alta reproducibilidad de sus resultados (en comparacion
con Western blot y FPA). La implementacién exitosa de
esta tecnologia requiere la disponibilidad de anticuerpos
especificos de alta calidad, en particular que sean capa-
ces identificar las modificaciones postraduccidon. Antes
de emplear los anticuerpos especificos contra proteinas
especificas en los microarreglos proteémicos, los anti-
cuerpos deben validarse mediante ensayos de Western
blot, bajo idénticas condiciones a las del ensayo de RPA.
Para llevar a cabo este ultimo, se diluye el lisado en dife-
rentes proporciones, luego se coloca y fija en las placas
de microarreglo, posteriormente se agrega el anticuerpo
primario seguido del anticuerpo secundario, y se realiza
la deteccién con un sistema de amplificacion de la senal.

El reto actual que enfrentan los consorcios inter-
nacionales, como el Human Proteome Organization y el
Human Protein Atlas,'*"” consiste en generar de bibliotecas
integrales de anticuerpos, ligandos y sondas especificas
que identifiquen todas las proteinas celulares. La lista de
anticuerpos que ha mostrado adecuada especificidad a
diversas proteinas a través de ensayos de Western blot, se
encuentra en las bases de datos http://discover.nci.nih.
gov/abminer y http://mtt.uscancer.org.

La tecnologia RPA ha hecho posible la identificacion
de las proteinas sobreactivadas en las vias de sefialamiento
oncogénicas en 90 lineas celulares de cancer,'® establecer
la relacién de algunos perfiles protedmicos con la so-
brevida de pacientes con cancer de prostata, linfomas y
rabdomiosarcoma,'*?' asi como la determinacién de las
diferencias en las vias de sefalamiento intracelular entre
el tumor primario y sus lesiones metastasicas (como en
cancer de colon y sus metdstasis hepaticas o en el cancer
de ovario y sus metdstasis en el epiplon).”?* Los perfiles
moleculares entre el tumor primario y sus metastasis son
diferentes, y estos cambios pueden funcionar como bio-
marcas criticas para disenar terapias moleculares. En la
actualidad, esta tecnologia se aplica en diferentes protoco-
los clinicos de tratamiento para diferentes tipos de cancer;
la respuesta terapéutica puede monitorearse mediante el
registro de los cambios en el nivel protedmico de las mo-
léculas blanco en las vias de senalamiento oncogénicas.
Probablemente los principales requisitos para emplear los
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RPA en el laboratorio clinico son la estandarizaciéon de
las actuales o futuras plataformas de chips de proteinas, asi
como la unificacion, simplificacién y estandarizacion de
sus sistemas de andlisis bioinformatico para la simplificar
la interpretacion clinica.

Una de las aplicaciones prometedoras de las meto-
dologias protedmicas es la deteccidn de canceres en sus
etapas incipientes mediante la identificacién de bio-
marcas (proteinas o péptidos fosforilados) en fluidos del
cuerpo como suero, orina o saliva. Para la determina-
cién en suero de la diferentes variedades de proteinas,
sus fragmentos, isoformas y péptidos, se ha denomina-
do a los que son menores de 50,000 dalton, peptidoma
sérico (perfil peptidico), dado que la informacién que
éste refleja permite reconocer miles de fragmentos pep-
tidicos, derivados de los eventos enzimiticos celulares y
extracelulares. En la circulacidn, diferentes especies de
proteinas pueden adoptar diferentes isoformas, debido a
las modificaciones postraduccion, que varian en tamafo
0 en su unidn a proteinas transportadoras (como albu-
mina). Pongamos por caso, cuando existe desequilibrio
entre proteasas ¢ inhibidores de proteasas extraceula-
res, se detecta un peptidoma sérico alterado. Algunos de
los primeros estudios han podido encontrar cambios
en el peptidoma sérico de pacientes con ciertos tumo-
res malignos. Lowenthal y colaboradores.” demostraron
cambios en los fragmentos proteina BRCA2, que tenian
diferentes tamafios, en mujeres con riesgo elevado para
desarrollar cancer de ovario, en pacientes con cancer de
ovario en etapas incipientes y en quienes lo padecian en
etapas avanzadas. Kim y colaboradores.?* examinaros 35
biomarcas séricas de 98 pacientes con cincer de mama, y
encontraron que las concentraciones del factor de creci-
miento epidermoide, del ligando soluble de CD40 y de
la proapoliproteina Al fueron mayores en comparacion
con los del grupo control.

Dadas las limitaciones actuales de las metodologias
proteémicas para la identificaciéon de biomarcadores
en cancer, se requiere el descubrimiento de nuevas ge-
neraciones de tecnologias probablemente basadas en
inmunoensayos (como la inmuno-espectrometria de
masas y la espectrometria de masas marcada con isoto-
pos),®? que tengan la capacidad de determinar con
mayor sensibilidad y especificidad (altos niveles de re-
solucion y reproducibilidad) la identidad y el tamano de
estos biomarcadores.

Los estudios protedmicos presentes y futuros ten-
dran gran aplicacién traslacional en los pacientes con
cancer; sus andlisis basados en perfiles protedmicos po-
dran ser aplicados a corto plazo por el equipo clinico que
atiende al paciente, como complemento de los estudios
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histopatologicos y de imagen, ya que serd posible identi-
ficar las principales moléculas en las vias oncogénicas de
los tumores de cada individuo. El analisis proteémico y
gendémico de lesiones tumorales recurrentes puede cons-
tituir la base para darle una nueva direccién racional a la
terapéutica. Este cambio tendrd repercusiones directas en
la practica clinica, ya que impacta en todas las fases crucia-
les del cuidado y manejo del paciente con cancer.
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