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Composicién original de J. Abidn y S. Baqué referida, con mo-
tivos alegdricos, a los temas tratados en el ciclo de conferen-
cias.



Fondo: Imagen de gel bidimensional correspondiente al analisis
de proteinas de C. albicans. Las diferentes manchas corresponden a
proteinas distintas, algunas de ellas (las marcadas con su nombre)
identificadas mediante espectrometria de masas (Imagen cedida
por la Dra. Concha Gil, UCM, Madrid).

Imagen central: Estudio de las proporciones de Leonardo da
Vinci, del tratado De Architectura de Vitrubio; 14piz y tinta, 34,3 X
24,5; Galleria dell’Accademia, Venecia.

Imdgenes laterales (desde arriba y en direccion de las agujas del
reloj):

— Copa de Higfa (o Hygeia), diosa de la salud, una de las hijas
de Asclepio (o Escolapio), dios griego de la medicina.

— Estructura tridimensional de la proteina de membrana Ma-
trix Porin de E. coli. (Imagen obtenida de la base de datos Swiss3D).

— Diferentes especies de atan: yellowfin, Thunnus albacares;
bonito, Sarda sarda; y skipjack, Katsuwonus pelamis. (Extraido de
www.atuna.com).

— Hifas de Candida albicans vistas al microscopio electrénico
de barrido (Imagen cedida por la Dra. Concha Gil, UCM, Madrid).

— Espigas de trigo, cebada y centeno. Estos cereales contienen
gluten y suelen encontrarse contaminando otras harinas o alimen-
tos supuestamente libres de estas proteinas (Imdgenes cedidas por
Enrique Méndez, CNB, CSIC, Madrid).



PROTEOMICA: HERRAMIENTAS
DE LA ERA POSGENOMICA
EN LA VIDA COTIDIANA

El anuncio de la finalizacién de la secuenciaciéon del ge-
noma humano ha sido un hecho histérico que ha trascendido
las fronteras del entorno cientifico. Se ha abierto una etapa
que, aunque bautizada como «era posgendmica», debe consi-
derarse mas el principio que el final de la revolucién genémi-
ca. Gracias a la informacién aportada por los proyectos de se-
cuenciacion es hoy posible abordar de forma efectiva el estu-
dio de la funcionalidad del genoma, y en especial el andlisis de
los productos codificados por los genes: las proteinas. La pro-
tedmica, ciencia que estudia las proteinas y sus interacciones
en los distintos modelos vivos, es un drea de investigacién y
desarrollo que ha evolucionado vertiginosamente en los ulti-
mos anos. En febrero de 2001 se fund¢ la Organizacién para el
proteoma humano (HUPO), cuyo objetivo es coordinar los es-
fuerzos para el estudio de este proteoma, y numerosas iniciati-
vas tanto publicas como privadas estin en marcha. Reciente-
mente, tres investigadores cuya actividad ha sido vital para el
desarrollo de las técnicas espectrométricas (electrospray y
MALDI) y de resonancia magnética empleadas en protedmica,
John Fenn, Koichi Tanaka y Kurt Wuthrich, han recibido el
premio Nobel de quimica (2002).

En la actualidad se dispone de poderosas herramientas ana-
liticas para llevar a cabo estos estudios de manera automatiza-
day al mismo tiempo de forma cada vez mas exhaustiva, rapi-
da y precisa. Se han iniciado diversos proyectos a gran escala
para el estudio de partes del proteoma, de especial significa-



cién como el de las proteinas fosforiladas o el de las glicopro-
teinas. Estos subgrupos de proteinas constituyen lo que se de-
nomina el fosfoproteoma vy el glicoproteoma o glicoma, res-
pectivamente. Otros proyectos se han centrado en la descrip-
cién del proteoma de tejidos especificos, incluyendo fluidos
como el plasma o la orina, o en el estudio de los cambios sufri-
dos en un proteoma como resultado de enfermedades como el
cancer o el parkinson. Este tipo de investigacion se ha dirigido
tanto a la caracterizacidon de los mecanismos implicados en es-
tos procesos como a la busqueda de proteinas cuya presencia o
ausencia pueda servir como marcador de la enfermedad y por
tanto como medio de diagndstico o como diana para la pro-
duccién de nuevos medicamentos. Es por este motivo que el
interés de las companias privadas en el estudio del proteoma
es tanto o mds alto que el mostrado en el estudio del genoma
humano.

El interés suscitado por estos nuevos conocimientos reside
en el potencial de la proteémica como generadora de una nue-
va revolucion biotecnolégica en sectores como el desarrollo de
farmacos, o la caracterizacién de marcadores de enfermedad
de uso en el diagndstico médico. Entre las diversas aplicacio-
nes existen otras, quizds menos conocidas, pero de un mayor
impacto directo en nuestra vida cotidiana, como el control de
alimentos dietéticos, la clasificacién de pescados para el con-
sumo o la preparacién de vacunas.

En este ciclo de conferencias, reconocidos expertos nos han
acercado a esta nueva ciencia, cuya potencialidad y limitacio-
nes fueron comentadas en detalle por el Dr. Juan Pablo Albar
del Centro Nacional de Biotecnologia (CSIC, Madrid). La
complementariedad de los estudios gendmicos y proteémicos
asf como la importancia de la bioinformadtica para la manipu-
lacién de las grandes cantidades de datos producidos en estos
estudios fueron puestas de relieve por los Dres. Roderic Guigé
(IMIM) y Gonzalo Firpo (Applied Biosystems).



Diversas conferencias ilustraron ejemplos concretos de
cémo la protedmica juega un papel relevante en la practica
diaria. Asi, el grupo de la Dra. Concha Gil, de la Universidad
Complutense de Madrid, nos mostré cémo esta aproximacion
cientifica permite abordar el estudio de las infecciones fingi-
cas. Candida albicans, un hongo normalmente presente en
ciertas zonas del organismo humano, puede, en determinadas
condiciones, producir infecciones graves denominadas Candi-
diasis sistémicas, responsables del 4% de las infecciones hospi-
talarias. El estudio del perfil proteico de estos hongos y la ca-
racterizacién de las proteinas diana de los anticuerpos que
aparecen en los pacientes afectados por esta infeccién permi-
ten identificar de forma muy efectiva marcadores proteicos de
enfermedad y proponer posibles dianas terapéuticas para el
control de este problema. En el 4mbito de la alimentacién, el
Profesor J. M. Gallardo nos mostré como estas técnicas puede
utilizarse para la caracterizacioén de especies marinas o para la
determinacién, mediante biomarcadores proteicos, de la fres-
cura de los pescados destinados al consumo. Una implicacién
directa en la salud derivada del consumo de ciertos pescados
son las respuestas alérgicas a algunas proteinas del pescado,
como las parvalbiminas de determinadas especies de merluza
y bacalao. El control de la composicién de los alimentos es por
tanto imprescindible en cuanto que estas alteraciones pueden
afectar directamente a la salud. En este sentido, el Profesor En-
rique Méndez, del CNB (CSIC, Madrid), nos mostré la impor-
tancia de dicho control en el caso de las personas afectadas por
la enfermedad celiaca (1 de cada 200-300 nacidos). Esta enfer-
medad se produce por una intolerancia permanente al gluten,
una familia de proteinas presentes en el trigo y otros cereales y
usadas comtinmente como aditivos en muchos alimentos pre-
parados o como contaminantes de otras harina vegetales. La
eliminacién de cualquier presencia de gluten en la alimenta-
cién de la poblacién celiaca es por tanto primordial para su



calidad de vida. El estudio de la composicién quimica del glu-
ten estd permitiendo el desarrollo de métodos especificos y
muy sensibles para la caracterizaciéon de su presencia en ali-
mentos en principio destinados a la poblacion celiaca.

Los organizadores hemos querido, con estas conferencias,
mostrar algunos de los aspectos mas practicos de la investiga-
cién en Proteémica, una ciencia cuyas implicaciones cientifi-
cas, pero también econémicas y sociales, s6lo estamos empe-
zando a vislumbrar.

Finalmente, queremos agradecer a la Residencia de Investi-
gadores CSIC-Generalitat de Catalunya, y en concreto a sus
responsables, los Drs. Francesc Farré —Director— y Luis Cal-
vo —Director Cientifico-Cultural—, el apoyo y el estimulo
continuado que nos han proporcionado tanto para la organi-
zacion del seminario como para la edicién del ciclo de confe-
rencias.

JoaQUIN ABIAN y SUSANNA BAaQUE
Coordinadores

Febrero-Marzo 2002
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IDENTIFICACION Y CATALOGACION
DE PROTEINAS: PRIMEROS OBJETIVOS
DE LA ERA POSGENOMICA

JuaN A. L6PEZ, L. EMILIO CAMAFEITA, ENRIQUE CALVO,
ANA BELOSO Y JUAN P. ALBAR

Laboratorio de Proteémica

Centro Nacional de Biotecnologia, CSIC

I. Resumen

El analisis exhaustivo de la expresién génica en sistemas
biolégicos complejos ha requerido del desarrollo de distintas
metodologias. Habitualmente ha supuesto el estudio bien de
una porcidn del transcriptoma celular o bien de una porcién
del proteoma celular. Cada aproximacion posee ventajas y des-
ventajas tanto conceptuales como metodoldgicas.

La prote6mica es una de las dreas tecnoldgicas de mayor re-
levancia cientifica de la era posgendémica. La enorme cantidad
de informacién generada por los proyectos de secuenciacién
de genomas, y la necesidad de descifrar esta informacién han
desplazado el foco de atencion hacia el estudio directo de las
proteinas, su estructura, su funcién, sus interacciones y sus
modificaciones. La protedmica se estd convirtiendo, pues, en
una estrategia experimental clave para la ciencia del siglo xx1,
y constituye un campo emergente de la biotecnologia cuyo de-
sarrollo reviste una importancia estratégica de primer orden.
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II. Antecedentes

Bases de datos generadas por los proyectos
de secuenciacion de genomas

Los programas de secuenciacién de genomas han definido
el contenido informacional de una amplia variedad de orga-
nismos, desde el genoma pequeno de Haemophilus influenzae
(1,8 Mb) al de la mosca Drosophila melanogaster (137 Mb) pa-
sando por el de levaduras (Saccharomyces cerevisiae: 12 Mb),
nematodos (Caenorhabditis elegans: 97 Mb), plantas (Ara-
bidopsis thaliana: 115,4 Mb/25.598 orfs), mas de 108 organis-
mos han sido secuenciados y anotados, incluyendo el de nues-
tra especie Homo sapiens (3.285 Mb, 99% anotado); ademds
cerca de 700 genomas virales, 250 de pldsmidos, 90 de fagos y
200 de organelos estdn depositados en las bases de datos pu-
blicas. A todo esto habra que sumar los 329 genomas de orga-
nismos procariotas y 219 de eucariotas que estdn en proceso
de secuenciacién (GOLD, 17-10-2002, Kyrpides 1999). Esta
anotacion de genes y los analisis a gran escala de mRNAs con
técnicas como SAGE (Velculescu et al. 1997) estan arrojando
luz acerca de qué proteinas esperamos encontrar en un orga-
nismo, en qué nivel deben estar presentes y en qué momento
ellas podrian ser expresadas.

La enorme informacién asi generada, y en continuo creci-
miento, supone el sustento sobre el que empieza a definirse el
nuevo reto de la etapa posgendmica: la identificacién y catalo-
gacion de los productos que expresan estos genes. No obstan-
te, el ADN sdlo define lo que podria suceder. Un gen puede dar
lugar a mds de una proteina o «especie proteica». El genoma
no define las modificaciones postraduccionales de las protei-
nas, ni su actividad, ni su localizacién, ni las interacciones con
otras proteinas y/o metabolitos.
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Definicion de términos

El proteoma puede definirse como «el conjunto de protei-
nas expresadas por un genoma» y la proteémica como «la ge-
némica funcional al nivel de proteinas» (Wilkins et al. 1995).
La proteémica es, pues, la ciencia que correlaciona las protei-
nas con sus genes: las células expresan varios miles de protei-
nas diferentes y cada una de éstas puede experimentar nume-
rosas modificaciones postraduccionales dindmicas en respues-
ta a microambientes cambiantes, lo cual incrementa de forma
significativa el numero de especies proteicas diferentes presen-
tes (Wilkins et al. 1999). Por tanto el proteoma es «una imagen
dindmica de todas las proteinas expresadas por un organismo,
célula o compartimento subcelular concreto en un momento
dado y bajo determinadas condiciones», constituyendo el
mapa de expresion proteica de un organismo, tejido o célula
dado en condiciones concretas de tiempo y ambiente.

La ciencia de la proteémica no es nueva en sus bases expe-
rimentales, pero ha dado un salto cualitativo y cuantitativo
sensible gracias al desarrollo convergente de diferentes areas
de investigacién como son los proyectos de secuenciacién de
distintos genomas, la potencia computacional actual y las he-
rramientas bioinformadticas, y finalmente, un refinamiento sin
precedentes en las técnicas de andlisis de proteinas, tanto en
sus posibilidades como en su sensibilidad.

Bésicamente, la proteémica pone en juego un conjunto de
técnicas destinadas a resolver (geles de poliacrilamida tanto
monodimensionales como bidimensionales de alta resolucién,
cromatografia liquida multidimensional, cromatografia de
retencion sobre «chips» de proteinas), cuantificar (escéner,
phosphorimage, analisis de imagenes, ICAT) e identificar y ca-
racterizar proteinas (espectrometria de masas, EM), secuen-
ciacién de proteinas por degradacién de Edman, inmunoblot,
etc.), asi como almacenary analizar los datos (bioinformatica,
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bancos de datos de geles 2D-E y proteinas, LIMS...), y comu-
nicar'y entrecruzar tanto informacién como resultados (web,
publicaciones, etc.).

La proteémica puede aplicarse a tres tipos de estudios y
como tales suelen referirse las dreas principales en las que ésta
puede ser dividida:

a) La identificacion y microcaracterizacion sistemdtica de
proteinas, con el objetivo de abordar la identificaciéon a gran
escala de los componentes de un proteoma y de determinar sus
modificaciones postraduccionales.

La identificacién a gran escala de los componentes de un
proteoma permite la catalogacién de los mismos y la construc-
cién de bases de datos, que suelen organizarse en base a la ima-
gen del proteoma que resulta de su separacion en geles de elec-
troforesis bidimensional. Estas bases de datos tienen una enor-
me utilidad para los proyectos de investigacién que necesiten
un conocimiento detallado de esos proteomas.

b) La identificaciéon de los componentes del proteoma que
sufren alteraciones en sus niveles de expresién a consecuencia
de alteraciones fisiopatolégicas («Proteémica de Expresion Di-
ferencial»).

Estos proyectos pretenden identificar qué proteinas sufren
alteraciones en sus niveles de expresiéon a consecuencia de
cambios en su entorno, situaciones de estrés, administracion
de drogas, efectores o sefiales bioquimicas o su estado fisiol6-
gico o patolégico.

El analisis exhaustivo de la expresion génica en sistemas
biolégicos complejos ha requerido del desarrollo de distintas
metodologias. Habitualmente han supuesto el estudio bien de
una porcién del transcriptoma celular mediante el uso de
«chips» o «arrays» de ADN, o bien de una porcién del proteo-
ma celular. Cada aproximacién posee ventajas y desventajas
tanto conceptuales como metodolégicas. En general, estas dos
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aproximaciones resultan complementarias. Asi, los niveles de
expresion de mRNA no siempre reflejan adecuadamente el ni-
vel de expresion real de las proteinas correspondientes, por lo
que la aproximacién protedmica permite obtener resultados
mads concluyentes desde un punto de vista tanto fisioldgico
como farmacoldgico. Sin embargo, esta aproximacién sé6lo
permite analizar los niveles de expresién de proteinas que es-
tén presentes, en un proteoma dado, a un nivel de sensibilidad
por encima de un limite de deteccién particular, mientras que
la tecnologia de los chip de DNA permite concentrar el andlisis
en el nivel de expresién de determinados genes, con una sensi-
bilidad muy superior.

¢) La caracterizacion de las interacciones subcelulares exis-
tentes entre las proteinas y la determinacién de los componen-
tes de complejos macromoleculares («Proteémica de Mapa Ce-
lular»).

Estos proyectos pretenden elucidar la funcién de las protei-
nas caracterizando las interacciones que tienen lugar en el in-
terior de la célula, y responden a la nocién cada vez mas exten-
dida de que las proteinas no actdan en forma aislada sino que
tienden a formar grandes complejos. Mediante este tipo de
proyectos, aplicados de forma sistematica, se pretende la cons-
trucciéon de un mapa fisico de las interacciones existentes entre
las proteinas celulares.

Herramientas bioinformadticas

La accesibilidad a las bases de datos que contienen las se-
cuencias gendmicas, junto con la disponibilidad de técnicas
como la electroforesis en geles bidimensionales de alta resolu-
cién y la espectrometria de masas, adecuada para analisis de
péptidos y proteinas (Roepstorft 1997), han hecho posible la
identificacién de cientos de proteinas de numerosos organis-
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mos (Sdnchez et al. 1997). Los avances en los métodos y tecno-
logia proteémicos se han centrado principalmente en la iden-
tificacion de proteinas a gran escala mediante el analisis de sus
huellas peptidicas. Esto implica la digestion de una proteina
dada con una endoproteasa de especificidad de rotura conoci-
da, la medida de las masas de los péptidos resultantes por es-
pectrometria de masas y la identificacion de la proteina por
ajuste de las masas peptidicas observadas frente a bases de da-
tos de proteinas cuyas masas peptidicas son generadas tedrica-
mente (Mann et al. 1993) La eficacia de esta técnica es tal que
estd convirtiéndose en el punto de encuentro para la identifi-
cacion de cientos de proteinas (Shevchenko et al. 1996; Traini
et al.1998).

Incremento de la complejidad:
Modificaciones postraduccionales

Sin embargo, hasta el momento se ha prestado menos aten-
cién a como la informacién asi generada puede ser utilizada en
una caracterizacién proteica detallada. Los procesos de modifi-
cacién postraduccional, aunque resultan dificiles o imposibles
de predecir a partir inicamente de las secuencias de proteinas,
son cruciales en la estructura y funcién de muchas proteinas,
en las interrelaciones génicas y en el control de rutas metabdli-
cas. Si hablamos de la complejidad inducida por las modifica-
ciones postraduccionales baste decir que mientras el genoma
humano esta constituido por unos 30-40.000 genes (nimero
provisional y todavia en discusion), el proteoma se especula que
pueda estar conformado por 1,5-2.000.000 de proteinas. La di-
ferencia es apreciable.

Se han aportado soluciones parciales para la caracterizacion
de modificaciones postraduccionales mediante el uso de la es-
pectrometria de masas y algunos softwares especificamente di-
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senados para este fin, disponibles en la red publica de Internet
(FindMod) (Wilkins et al. 1999). Las predicciones resultantes
pueden ser comprobadas por espectrometria de masas me-
diante técnicas de fragmentacion peptidica (p. ej. colision por
gas de iones atrapados, en ESI o por decaimiento posfuente,
PSD, en MALDI-TOF o recientemente, por MALDI-TOF/
TOEF).

La identificacion y caracterizacién de modificaciones co- y
post-traduccionales puede considerarse un caso particular en
el campo de la identificacién de proteinas. Si bien algunas mo-
dificaciones co- y post-traduccionales pueden predecirse a
partir de la secuencia de genes, la naturaleza, localizacion exac-
ta y variabilidad (en respuesta a estimulos externos) de dichas
modificaciones deben determinarse experimentalmente. Aun-
que para este fin se siguen empleando con profusion técnicas
bioquimicas cldsicas (anticuerpos monoclonales, lectinas, ra-
dio marcaje de fosfoproteinas, liberacién quimica o enziméti-
ca de las modificaciones, HPLC, etc.), la EM muestra cada vez
un mayor potencial para el andlisis de modificaciones co- y
post-traduccionales; en particular, la EM resulta especialmen-
te valiosa cuando se conoce la secuencia de la proteina.

Aproximacion proteémica al diagndstico clinico

La genémica ha aumentado sustancialmente el conoci-
miento que se poseia sobre muchas enfermedades, abriendo
nuevas avenidas terapéuticas. La protedmica es un édrea de in-
vestigacién que conjuga factores genéticos y ambientales. La
composicion proteica «proteoma» representa el estatus funcional
de un compartimento biolégico. Una enfermedad se puede pro-
ducir por un intercambio de un solo par de bases en un geno-
ma. Sin embargo, la mayor parte de las enfermedades son mas
complejas y la elucidaciéon de sus mecanismos patolégicos mas
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complicada. Para comprender los mecanismos moleculares
subyacentes al desarrollo de la enfermedad se precisan méto-
dos adecuados a esta complejidad. Las proteinas, como macro-
moléculas efectoras, son los candidatos principales como mo-
léculas diana en el desarrollo de enfermedades.

La estrategia proteémica antes descrita, se ha implantado
con decisién para la deteccién de proteinas asociada a tumo-
res: cancer de colon, hepatocarcinomas (Jungblut et al. 1999),
fibrosarcoma (Sinha et al. 1999), cdncer de vejiga (Celis et al.
1996, 1999), cancer de mama (Giometti et al. 1997; Perou et al.
1999), cdncer de pulmén (Okuzawa et al. 1994), cdncer de ri-
fién (Sarto et al. 1997), cancer de ovario (Lawson et al. 1991),
médula 6sea (Hannash et al. 1982, 1993). Existen numerosos
marcadores tumorales descritos (Carney, 1988). Sin embargo,
s6lo unos pocos se han revelado utiles en el diagndstico y en el
prondstico clinico de supervivencia y recurrencia. Por ello,
continua siendo de relevancia la descripcién y caracterizacién
de nuevos marcadores. Mds recientemente se ha comenzado su
aplicacién a distintos y variados problemas bioldgicos, como
son: a) el estudio de determinantes de patogenicidad y resis-
tencia a antibidticos en microorganismos (Niimi et al. 1999;
Cash et al. 1999); b) desérdenes y degeneracion del sistema
nervioso (Johnston-Wilson et al. 2001; Rohlff et al. 2000); ¢)
patologias humanas organo-especificas (Cutler et al. 1999),
entre otras.

ITI. Metodologia

La estrategia experimental troncal (figura 1) es comtn para
la mayoria de los proyectos protedmicos, basicamente supone:
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1. Separacién de proteinas por electroforesis bidimensional
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Figura 1: Estrategia analitica generalmente utilizada en andlisis de

protedmica.

El primer paso lo constituye la electroforesis bidimensio-
nal (2D-E) —centro neurdlgico de la tecnologia del proteo-
ma—, método de eleccidn en los grandes proyectos de pro-
tedmica para separar simultineamente hasta miles de compo-
nentes individuales en mezclas complejas de proteinas (figura
2). La primera dimensién separa las proteinas en funcién de
sus puntos isoeléctricos (electroenfoque), mientras que la se-
gunda dimensién lo hace segtin su tamano por electroforesis
en gel de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE).
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2. Obtencion del patrén de expresion proteico
y andlisis de imdgenes

Después de desarrollar la segunda dimensién de la elec-
troforesis se visualizard el patrén de expresion proteico utilizan-
do un amplio abanico de métodos de tincién (plata, azul de
Coomasie, tincién inversa, fluorescencia, radioactividad) que
con distintos grados de sensibilidad (por debajo del ng por
mancha) permitira visualizar, escanear y analizar las imagenes
del patrén de expresion de proteinas. El andlisis de imagenes
(patrén de expresion) se llevard a cabo mediante el uso de pro-
gramas informaticos (ImageMaster, Mellanie u otros) que fa-
cilitaran la comparacién entre las distintas condiciones y con
bases de datos de geles de 2-D existentes en el dominio publico
de la red de Internet.

A Punto isoeléctrico B Punto isoeléctrico

Peso molecular aparente (KDa)

Figura 2: Patrén de expresién proteico obtenido mediante la separa-
cién de proteinas mediante electroforesis en gel bidimensional y
tincién con plata. Las muestras corresponden a extractos de higado
de rata control (A) y de animal con una pancreatitis inducida (B). En
la zona ampliada se muestra un ejemplo de expresion diferencial de
una proteina descubierto mediante el andlisis de imagen.
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3. Identificacion y caracterizacién de proteinas

La identificacién de proteinas se lleva a cabo a partir del
conocimiento de uno o varios atributos de las mismas que son
ajustados frente a una o varias bases de datos.

3.1 La secuenciacién N-seminal de proteinas

La secuenciacién N-seminal de proteinas por degradacién
automadtica de Edman adn hoy, después de 30 afos, constituye
el método principal de identificacién de proteinas gracias a su
inambigiiedad. Se pueden obtener datos sobre la secuencia de
aminodcidos a partir de proteinas purificadas o por secuencia-
ci6én interna de fragmentos proteoliticos, bien directamente o
previa transferencia a membranas de PVDE La secuencia N-
terminal de una proteina puede ser utilizada para su identifi-
cacién mediante busquedas en bases de datos o para determi-
nar si la secuencia representa una proteina identificada de
novo.

3.2 Obtencién de huellas peptidicas de proteinas
(Peptide Mass Fingerprints)

Sin embargo, la estrategia de eleccién mas importante en el
proceso de identificacion y caracterizacién para las proteinas
elegidas de los geles de 2-D vendra definida por la espectrome-
tria de masas (EM), que es una tecnologia analitica esencial en
el contexto de la proteémica debido a su alta capacidad de ané-
lisis, su sensibilidad y su precisién en la determinacién de las
masas moleculares de péptidos y proteinas, asi como por la in-
formacién sobre la composicién molecular que se deriva de
la masa molecular. Utilizaremos como primera y mds impor-
tante opcidn para el andlisis de mezclas complejas de digeridos
proteicos la espectrometria MALDI-TOE, que utiliza una téc-
nica de generacién de iones por desorcién/ionizacién median-
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te laser inducida por matriz (Matrix-Assisted Laser Desorp-
tion/Ionisation, MALDI). Estos iones son acelerados en un
campo eléctrico para a continuacién penetrar en un tubo de
recorrido o vuelo libre sin campo eléctrico alguno. Para un vol-
taje de aceleraciéon dado, el tiempo de vuelo (Time-Of-Flight,
TOF) que lleva a un ion alcanzar el detector es proporcional a
su relacién masa/carga, m/z.

La EM constituye una técnica relativamente nueva para el
andlisis de macromoléculas bioldgicas; por lo tanto, instru-
mentos, protocolos y aplicaciones se hallan en continua mejo-
ra y desarrollo.

3.3 Analisis de las masas moleculares de péptidos
y proteinas (btisquedas en bases de datos)

Distintas caracteristicas de las proteinas se utilizan para las
busquedas en las bases de datos: origen de la especie de la pro-
teina, composicién de aminodcidos, punto isoeléctrico, masa
molecular aparente en SDS-PAGE, etc. Sin embargo, la estrate-
gia mas utilizada para identificar una proteina dada es volcar
en una base de datos de proteinas las masas provenientes de
los digeridos proteicos (huellas peptidicas) obtenidas por es-
pectrometria de masas con softwares especificos (ProFound,
Mascot, p.ej.), donde se ajustan éstas con las que provienen de
digerir tedricamente las distintas proteinas presentes en las
distintas bases de datos.

Si el genoma del organismo o especie estd secuenciado y su
informacion es accesible a las bases de datos publicas esta bus-
queda-rastreo dard un resultado que serd una proteina candi-
data con un grado de fiabilidad determinado.

3.4 Obtencién de espectros PSD o MS/MS

La comprobacién de que la proteina candidata con mayor
probabilidad sea inambiguamente la proteina aislada se realiza
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por fragmentacién de alguno de los iones moleculares obteni-
dos en el espectro de huellas peptidicas y que corresponda a
una secuencia dada de la proteina candidata. Este proceso en
espectrometria MALDI se denomina decaimiento posfuente
(Post-Source Decay, PSD). El espectro de fragmentacion asi
generado constituye la base para que programas bioinformati-
cos, que utilizan algoritmos de deconvolucién adecuados, den
informacién sobre la secuencia peptidica putativa y por tanto si
la identificacién proteica ha sido correcta. Obviamente, la ac-
cesibilidad a una instrumentacién de espectrometria de masas
que permita la obtencién de espectros MS/MS reales (ESI ver
mas abajo, Q-TOEF, o recientemente MALDI-TOF-TOF) facili-
tarfa enormemente este aspecto de la comprobacién-confir-
macién de la identificacién ademads de resultar casi imprescin-
dible en el andlisis de las modificaciones postraduccionales.

3.5 Espectrometria de masas ESI-NSI

En determinadas circunstancias no podemos descartar el
recurrir a la obtencién de espectros de masas, tanto para hue-
llas peptidicas como sobre todo para espectros de fragmenta-
cién, basados en otro tipo de fuente de ionizacién para gene-
rar los iones peptidicos: la ionizacién por electronebulizacién
(Electrospray Ionisation, ESI). Esta técnica de ionizacién, que
genera una amplia coleccién de iones metaestables (Gaskell,
1997) y por tanto mds facilmente fragmentables, exige una pu-
reza extrema en la preparacién de la muestra, requiriendo una
purificacién previa de ésta por cromatografia capilar de alta
resolucién (nano-HPLC); la confinacién de los iones genera-
dos en una trampa iénica o cuadrupolo y su posterior frag-
mentacién en una cimara de colision, permite la obtencién de
informacién secuencial.
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4. Caracterizacién de las modificaciones
co- y postraduccionales

Las mutaciones puntuales y las modificaciones co- y post-
traduccionales pueden quedar de manifiesto en un andlisis de
masas por la diferencia que se observa entre la masa esperaday
la obtenida experimentalmente. La huella peptidica, junto con
la informacién parcial de secuencia, permite interpretar los
desplazamientos de masa en términos de modificaciones en
pequenos fragmentos de secuencia de la proteina. A pesar del
enorme potencial que posee la EM en lo que respecta al estu-
dio de modificaciones, sigue siendo necesario en algunos casos
recurrir a técnicas bioquimicas cldsicas para obtener una ca-
racterizacién completa.

FindMod es un programa bioinformatico, disponible des-
de la pagina ExPASy de Internet, disenado para la identifica-
cién de modificaciones postraduccionales de proteinas. Anali-
za las masas del fingerprinting peptidico de proteinas conoci-
das para determinar la presencia de hasta 22 tipos de modifi-
caciones postraduccionales de masas discretas como, entre
otras, acetilacién, amidacion, biotinilacién, C-manosilacion,
desamidacion, tripalmitoilacién, flavinizacion, farnesilacion,
formilacion, geranil-geranilacién, carboxilacion, glicosilacién,
hidroxilacidn, lipoilacién, metilacién, miristoilacién, palmi-
toilacién, fosforilacion y sulfatacidn. Si una diferencia de masa
corresponde a una modificacién conocida que atin no estd
anotada en SWISS-PROT, el programa aplica un conjunto de
reglas «inteligentes» a la secuencia del péptido de interés y rea-
liza predicciones acerca del aminodcido que mdas probable-
mente porte la modificacion.
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IV. Limitaciones

Hasta aqui se presenta una imagen mds o menos ideal de la
separacion de proteinas por 2D-E y su identificacién mediante
degradacion de Edman y técnicas de espectrometria de masas,
fundamentalmente, MALDI-TOF. Obviamente, estas meto-
dologias no estdn exentas de problemas, resultando dificil en
algunos casos la interpretacion de los resultados. Asi, entre los
principales problemas asociados a la 2D-E se encuentra la so-
lubilizacién de las proteinas, tanto en lo referente al procedi-
miento inicial de extraccién como al proceso de transferencia
de proteinas desde las tiras de IPG a los geles de la segunda di-
mension.

Por otro lado, aunque el uso de gradientes de pH inmo-
vilizados ha mejorado notablemente la reproducibilidad de la
primera dimension, esta caracteristica no esta garantizada, ne-
cesitdindose un alto nimero de geles para la consecucién de
réplicas en numero estadisticamente relevante a fin de obtener
geles promediados maestros. Otros problemas provienen de la
sensibilidad de deteccién de proteinas y del poder de resolu-
ci6én de la técnica, principalmente en el rango basico de pH. El
desarrollo de software adecuado para el analisis automdtico de
imdgenes ayudaria enormemente en los procesos de compara-
ci6én de geles.

El bloqueo N-terminal de proteinas o péptidos, debido tan-
to a modificaciones naturales como a manipulaciones de la
muestra, imposibilita en un buen nimero de casos la degrada-
cién de Edman. Aunque se han descrito métodos para el des-
bloqueo de muestras, no existen estrategias eficientes y aplica-
bles de forma general. Mds aun, la eficacia de la quimica de
Edman no es del 100%, lo cual disminuye de facto la longitud
de la secuencia que puede ser identificada satisfactoriamente e
incrementa la cantidad tedrica de proteina necesaria para ob-
tener secuencia. Asi, una banda de proteina electrotransferida
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a membranas de PVDF y visualizada con Coomassie podria
resultar insuficiente para secuenciacién. Por otro lado, esta téc-
nica consume reactivos caros. Todo esto hace hoy por hoy in-
usual la utilizacién extensiva de la degradacién de Edman, de
manera que la técnica se utiliza para la secuenciacién de mar-
cas terminales, cadenas polipeptidicas de corta longitud que se
emplean como atributos para la identificacion de proteinas.

Respecto a la espectrometria de masas, la masa experimen-
tal de proteinas aisladas en geles o membranas de PVDF puede
ser diferente de la obtenida para proteinas puras como resulta-
do de reacciones laterales como las que tienen lugar en Met o
Trp (oxidacién), Cys o grupos N-terminales libres (acrila-
midacién) o formacién de iones aductos en presencia de altos
niveles de sales, Coomassie o SDS.

En el fingerprinting peptidico, la interpretacién del espec-
tro de masas se complica porque no todos los fragmentos pro-
teoliticos se extraen de igual manera, permaneciendo, tras la
digestién, un numero indeterminado de péptidos retenidos en
los geles 0 membranas. Por tanto, la cobertura de péptidos que
se ajustan a una proteina en las bisquedas o rastreos en bases
de datos puede ser reducida, complicando el proceso de iden-
tificacién; no obstante, una cobertura baja, por debajo del
30%, puede ser suficiente para la correcta identificacién de una
proteina. Ademds, buena parte de las posibles modificaciones
de residuos particulares como cisteina, metionina, residuos N-
terminales, etc. estdn previstas en las rutinas de busquedas en
las bases de datos. Habitualmente, los péptidos no ajustados se
descartan sin andlisis posteriores debido a la carencia de he-
rramientas automadticas para analizarlos con seguridad; sin
embargo, dichos péptidos podrian portar modificaciones co-
o postraduccionales que de esta forma quedan generalmente
sin caracterizar.

Por otro lado, el modo de ionizacién intrinseco al bombar-
deo por laser, puede producir fragmentaciones no deseadas en
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la molécula polipeptidica (rotura de algunos enlaces labiles)
que hagan inviable el andlisis fiable de determinados péptidos.
De ser asi, resulta recomendable el empleo de otros métodos
de ionizacién basados en principios diferentes (p. ej., ESI).

La interpretacion de los espectros PSD no es una tarea facil.
El espectro de fragmentacién completo por MALDI-TOF se
adquiere en varias etapas, ya que el reflector de iones analiza
las masas i6nicas dentro de un intervalo definido. Los iones
fragmento producidos cubren una regién de masas relativa-
mente amplia, por lo que a fin de analizar los iones de menor
masa el potencial del reflector debe ser disminuido progresi-
vamente hasta que todos los iones producidos se adquieran
con suficiente resolucién masica.

Finalmente, los espectros PSD parciales se calibran, se so-
lapan y se calculan las masas i6nicas. Por otra parte, no todos
los posibles iones pueden observarse claramente y algunos es-
tan ausentes; ademds, en algunos casos, los patrones de frag-
mentacion son especificos de residuos, complicando mas atin
la interpretacion de los espectros PSD. Por todo ello, ocasio-
nalmente se recurre a técnicas que suministran informacién
adicional sobre la secuencia peptidica, como el intercambio hi-
drégeno-deuterio o la acetilacién N-terminal.

Por dltimo, cabe senalar que la accesibilidad a cualquier
banco de datos, ya sea gendémico, de EST o de proteinas, no es
todavia universal. Asimismo se han de desarrollar programas
predictivos fiables para traducir secuencias gendémicas en las
secuencias proteicas que realmente se expresan.

V. Perspectivas («Proteémica de segunda generacion»)
La disponibilidad de tiras de IPG de rango de pH estrecho

mejorard el poder de resolucién de la 2D-E al expandir areas
especificas de pH. Serd necesario avanzar en la capacidad de
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focalizacion de las tiras de IPG en la zona bésica si se requiere
el andlisis total de un proteoma. El uso de distintos fluorocro-
mos para visualizar diferencialmente (mediante lectores de
fluorescencia adecuados) proteinas provenientes de muestras
—problema versus control en un mismo gel (DIGE)— supo-
ne un claro avance en el analisis comparativo de la expresién
diferencial de proteinas. Por otro lado, para el andlisis a gran
escala de proteomas es preciso desarrollar una plataforma in-
tegrada que cubra el andlisis de imégenes y la excision y diges-
tién de las manchas de proteina de los geles de 2D-E.

Sin embargo, las limitaciones intrinsecas derivadas de la
técnica de separacién (proteinas de peso molecular superior a
100 kDa, inferior a 10 kDa, de pI inferiores a 3,5 y superiores a
9, las expresadas a bajo nivel y sobre todo las hidrofébicas) es-
tan propiciando la necesidad de incluir otras aproximaciones
para complementar la ventana de analisis que ofrece la 2-D. La
utilizacién de técnicas basadas en la cromatografia multidi-
mensional (intercambio idnico, afinidad y fase reversa) en es-
calas capilar o nano, en conjuncién con espectrometria MS/
MS (Q-TOF Nano-ESI) suponen herramientas irrenunciables
para garantizar una identificacion en la escala baja de los fmo-
les-attomoles de proteinas. Asi, estrategias de andlisis de expre-
sién diferencial de proteinas como la ICAT (Isotope Code Affi-
nity Tag) (Gygi et al. 2000) que combina marcaje quimico dife-
renciado isotépicamente de lisados celulares, cromatografia
capilar multidimensional y espectrometria masas/masas se
aplicaran si se tiene acceso a la instrumentacién requerida: es-
pectrometro de masas Q-TOF, MALDI quadrupole Time-of-
Flight o nano-electrospray (nESI).

Alternativamente, el fraccionamiento de muestras comple-
jas de proteinas mediante cromatografia de retencién sobre
chips y posterior andlisis de éstas por espectrometria de masas
SELDI (Surface Enhanced Laser Desorption/Ionization-Time
Of Flight) (Merchant y Weinberger 2000) supone una plata-
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forma de andlisis rdpida, reproducible y robusta, extremada-
mente util para el analisis comparativo de perfiles de expresion
de proteinas en el rango bajo de los fmoles, que, en conjuncién
con las otras espectrometrias de masas, facilita enormemente
la identificacién de proteinas.

El proceso de degradacién de Edman se establecié hace 30
afos y la quimica involucrada no ha experimentado cambios
fundamentales. Se han producido mejoras en cuanto al nivel
de sensibilidad optimizando el tamafio de los componentes,
los volimenes de uso, la sensibilidad de los detectores, etc.

Hoy en dia es posible secuenciar de forma fiable muestras
en el rango de pocos picomoles de muestra. Se han desarrolla-
do otros instrumentos auxiliares que ayudan en la secuen-
ciacién de fragmentos internos obtenidos por digestiéon enzi-
matica, tales como el Microblotter de ABI, que posibilita la se-
paracién de péptidos por HPLC capilar, colectando los picos
como microgotas sobre membranas de PVDEF, porta-muestras
para MALDI o en tubos para ser usados directamente por el
secuenciador o el espectrémetro de masas, tanto MALDI como
ESL.

A medida que avanzan los distintos proyectos de secuen-
ciacién de genomas se va generando una vasta cantidad de da-
tos que necesitan ser recogidos, comprobados, analizados y
clasificados. A este respecto, el Swiss Institute of Bioinfor-
matics (SIB) y el European Bioinformatics Institute (EBI) es-
tdn poniendo un gran énfasis en anotar, describir y distribuir
entre la comunidad cientifica una gran cantidad de informa-
cidn relativa a secuencias de proteinas humanas tales como la
anotaciéon de proteinas humanas, polimorfismos humanos,
modificaciones postraduccionales, ortélogos de proteinas
humanas en mamiferos, etc. Esta iniciativa, conocida como
Human Proteomics Initiative, demanda a la comunidad de
usuarios una participacién activa en el proyecto a todos los ni-
veles.
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VI. Importancia y aplicabilidad

En resumen, las distintas técnicas de la protedémica preten-
den obtener informacién acerca de las proteinas celulares que
puedan resultar afectadas como consecuencia de un estadio fi-
siopatoldgico alterado, y de si el dngulo de observaciéon y su
nivel de sensibilidad es el apropiado para este seguimiento.

La identificacién y caracterizacién de modificaciones pos-
traduccionales en proteinas es un campo que se escapa a la in-
formacién genética propiamente dicha, por lo que la evalua-
cién de la aproximacion protedmica a este drea tiene una gran
relevancia.

El anélisis comparado de los patrones de expresién protei-
ca de p. ¢j. tejidos tumorales es la base tanto para hallar poten-
ciales marcadores asociados al desarrollo tumoral como para
sefialar futuras dianas terapéuticas ttiles para la prevencién
del crecimiento de las células tumorales. Su estudio debe de
conducir al establecimiento de métodos moleculares para cla-
sificar el tipo tumoral y su invasividad, lo que, a su vez, puede
tener importantes consecuencias para el diagnéstico y trata-
miento del cancer.

En conclusidn, la electroforesis bidimensional, la croma-
tograffa multidimensional, el andlisis de imdgenes, la quimica
de Edman, las espectrometrias de masas MALDI-TOF, M-
TOF-TOF, Q-TOF y ESI —Trampa idnica (en tandem con
nano-HPLC), constituyen poderosas técnicas bioanaliticas que
junto a las bases de datos generadas por los proyectos de se-
cuenciaciéon de genomas y las herramientas bioinformaticas
son ttiles para la separacidn, identificacion, caracterizacién y
catalogacién de proteinas en el contexto de los objetivos de la
proteémica. La reducida cantidad de proteina necesaria (ran-
go de sub-pmoles) y los bajos requisitos de pureza para la
identificacién de las mismas hacen de la proteémica un campo
de trabajo en continuo crecimiento.

30



BIOINFORMATICA: NUEVAS
HERRAMIENTAS PARA GESTIONAR
Y ANALIZAR LA INFORMACION
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Resumen

Los continuos avances que las Ciencias de la vida han expe-
rimentado en la pasada década, no s6lo han revolucionado
muchos de los conceptos de lo que actualmente entendemos
como genémica —para referirnos al estudio y medida de la in-
formacién contenida en el ADN y su relaciéon con la vida, la
salud y las leyes de la herencia e identificacién humana— y de
la protedmica —para referirnos al estudio de las proteinas que
poseen funciones relacionadas con las Ciencias de la salud,
producidas como expresion de un determinado mensaje gené-
tico— sino que también han alterado y revolucionado las téc-
nicas de estudio e investigacidon en estos campos.

Entre estas nuevas tecnologias cabe destacar: la automa-
tizacioén y robotizacién de los métodos de secuenciaciéon del
ADN, que permiten la obtencién de la secuencia completa de
los genomas de los organismos vivos o la secuencia parcial de
aquellos de entre los genes codificados en este genoma, que se
expresan en una determinada estirpe celular; la invencién de
los «<ADN arrays», que nos permiten monitorizar la expresién
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simultdnea de miles de genes en condiciones distintas; el desa-
rrollo de la PCR a tiempo real para la cuantificacion precisa de
la expresion génica y deteccion de SNPs; la mayor precision de
las técnicas de geles 2D y de espectroscopia de masas, que per-
miten la caracterizacién global de las proteinas en que estos
genes son traducidos; técnicas como: la de ‘Doble Hibrido’ en
levadura, que permiten inferir globalmente las interacciones
entre estas proteinas, interacciones que sustentan los procesos
de la vida; la automatizacién y robotizacién de las técnicas de
rayos X y de resonancia magnética nuclear, que estan aceleran-
do substancialmente el descubrimiento de las estructuras tri-
dimensionales de un gran nimero de estas proteinas.

La aplicacién de estas tecnologias permite, por primera vez,
la observacién y la investigacion del funcionamiento global de
la célula viva. No se trata ya de obtener la secuencia de nu-
cleétidos de un tinico gen, sino la secuencia completa del ge-
noma. No se trata de determinar el grado de expresién de un
tnico gen, sino la expresion global de todos los genes. No se
trata de investigar la interaccién entre dos proteinas, sino de
determinar la red global de interacciones entre todas las pro-
teinas que existen en la célula en un momento determinado.
De esta manera, la biologia, que, en cierto sentido, ha sido
siempre una ciencia «analitica» en la que la realidad era disec-
cionada en sus componentes mas elementales para poder ser
comprendida, ha pasado a ser una ciencia «sintética», en la que
el reto consiste en integrar informacién global y heterogénea
para convertirla en conocimiento sobre el funcionamiento de
la célula. Por otra parte, y a raiz precisamente de su vocacién
de globalidad, la aplicacion de estas técnicas genera una canti-
dad enorme de informacién, de una magnitud insélita en la
historia de la biologia. Y asi, la biologia, una disciplina en la
que el mayor esfuerzo ha sido tradicionalmente dedicado a la
obtencidn de los datos, ha pasado a ser, en pocos anos, una dis-
ciplina en la que los datos se obtienen de modo practicamente
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automadtico y el esfuerzo debe dirigirse hacia su analisis. El caso
de las matrices de ADN es paradigmatico: hasta hace cierta-
mente muy poco, la investigacién de la expresién de un gen
bajo condiciones distintas era a menudo el trabajo de una tesis
doctoral; representaba, en consecuencia, la labor de un investi-
gador en el curso de tres o cuatro afios. Ahora, unas pocas ho-
ras nos permiten disponer de resultados relativos al nivel de
expresion simultaneo de decenas de miles de genes en condi-
ciones distintas. La magnitud del cambio en la cantidad de in-
formacion que genera la investigacién en biologia es abruma-
dora.

Este cambio se puede ejemplificar en el cambio de actitud
que se estd produciendo en investigaciéon de nuevos firmacos.

Viejo Paradigma: Volumen pequefio de informacion rica en conocimiento;
Alto vivel de comprension

Conocimiento de
los mecanismos
bioldgicos

Utiliza el conocimiento para desarrollar estrategias
légicas para la busqueda de nuevos farmacos

Nuevo Paradigma: Gran volumen de datos con mucha informacién;
Bajo nivel de Conocimiento y comprension

Recoge y codifica
gran cantidad de
datos relevantes

Utiliza técnicas de correlacion y relacién para
descubrir nuevos farmacos

Ello lleva como consecuencia la necesidad de organizar co-
rrecta y eficazmente todos los datos obtenidos, sin tener dema-
siado claro cémo se utilizardn posteriormente. Esta organiza-
cién se ha conseguido utilizando bases de datos relacionales
capaces de manejar objetos y documentos. Y permite estable-
cer libremente las relaciones y analisis estadisticos complejos
entre las distintas fuentes de datos a posteriori.

En el Laboratorio de Investigacién en Gendémica o Pro-
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tedmica, tenemos actualmente herramientas que nos permiten
una velocidad y productividad en el anélisis de los datos muy
superior a las que poseiamos hace poco tiempo. Se producen
mads y mejores datos, y mds complejos. Se manejan secuencias
de ADN, marcadores genéticos (microsatélites, SNPs), pép-
tidos y proteinas... y se intentan correlacionar con los fenoti-
pos y haplotipos de procedencia, analizando poblaciones ente-
ras intentando determinar y obtener tratamientos vélidos para
disfunciones genéticamente transmisibles.

Es para responder a ese cambio abrumador que una nueva
disciplina cientifica, la bioinformatica, en la interseccién entre
biologia y computacién, ha emergido recientemente. Los obje-
tivos de la bioinformadtica son, precisamente, la aplicacién y el
desarrollo de métodos para la obtencién, el almacenamiento,
el analisis y la integracion de los datos que genera la investiga-
ci6én en biologia.

La magnitud de la informacién que genera la investiga-
cién gendmica es tal que probablemente supera la magnitud
de la informacién que genera la investigacion en otras disci-
plinas cientificas. No en vano la vida es la forma mds comple-
ja de organizacion de la materia que conocemos. En estos
momentos, los ordenadores no clasificados para uso civil més
potentes del mundo —en Celera y en Oak Ridge National
Laboratory, por ejemplo, con una capacidad de calculo supe-
rior a los 2 Teraflops (billones de operaciones por segun-
do)— se encuentran ya dedicados a la investigacién biolégi-
ca, concretamente a la obtencién y al andlisis de las secuen-
cias de nucleétidos de los genomas conocidos; IBM, por su
parte, anuncia en un plazo de cuatro afios un ordenador 500
veces mas potente que «Deep Blue», el ordenador que en
mayo de 1997 derrot6 a Kasparov —acabando, de esta mane-
ra, con la hegemonia humana en el ajedrez—. Su nombre,
«Blue Gene»; su objetivo, deducir, tras un ano de calculo, la
conformacién tridimensional de una pequena proteina (de
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entre las decenas de miles codificadas en nuestro genoma) a
partir de su secuencia de aminodcidos.

Pero nos encontramos sélo en los inicios —balbuceantes—
de la «era gendémica». Tras el genoma de la especie humana,
seguird, por un lado, el genoma de otras especies y, por otro, el
genoma de los individuos. El volumen de datos generados por
estos proyectos serd incomparable al volumen de datos que
generan los proyectos gendmicos hoy en dia y que ya nos pare-
ce dificilmente tratable. Pero no se trata s6lo de la informacién
de secuencia; cada experimento con «DNA arrays» genera al-
rededor de unos de 60 Megabytes de informacién. Cientos,
miles quizds, de dichos experimentos estdn siendo realizados
estos dias; centenares de miles, millones de ellos —cuando su
uso como herramientas diagnoésticas se generalice— se lleva-
ran a cabo en un futuro no muy lejano.

Por otra parte, los conceptos tradicionalmente asociados a
la investigacién de nuevos farmacos, que pretenden asegurar
la exactitud, calidad y reproductividad de los datos y conclu-
siones obtenidos, y que se expresan con claridad en las llama-
das «Buenas Prdcticas del Laboratorio» (o utilizando sus siglas
inglesas, GLP, GMP, GCP... segun se apliquen al entorno del
laboratorio, de fabricacién o clinico...) y en las nuevas normas
como la ISO17025 (que pretende asegurar que el instrumento
de medida esté correctamente mantenido y calibrado y se co-
nozca su precision o, dicho de otra forma, su capacidad de me-
dir correctamente) o la 21CFR parte 11 de FDA (que define
como gestionar correctamente documentos electrénicos, con-
trolando originales y copias, versiones y autores... y gestionar
la «firma electrénica» como mecanismo de autentificacién..),
son cada vez mas de aplicacion directa en los laboratorios de
investigacién genémica y proteémica, como mecanismo de
garantia y aseguramiento de las conclusiones y decisiones to-
madas.

La aplicacién de estas normas se traduce, en primer lugar,
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en un incremento enorme de la cantidad de datos generados:
No basta con dar el dato. Hay que hacer constar también quién,
cudndo, cdmo, con qué instrumento y protocolo se ha obteni-
do. Y establecer su trazabilidad (de dénde proviene. Localiza-
cién) y auditabilidad (;se ha modificado? ;Quién? ;Cudndo?
sPor qué?) como historial de cambios. Y mantener todos los
«datos originales» obtenidos, no sélo los resultados finales o
conclusiones, de forma que éstos se puedan reproducir.

Uno de los aspectos précticos que permiten un notable in-
cremento en el control y flujo de informacién, es la conexién
de los instrumentos de medida a la base de datos. No s6lo aho-
rra esfuerzos y tiempo, también representa una drastica reduc-
cién de los errores de transcripcion. Y permite, con el mismo
coste, traspasar no los resultados, sino también toda aquella
informacién asociada que permite aumentar el control, cono-
cimiento y reproductividad de estos datos. Y en ello podemos
incluir las imédgenes graficas producidas por la mayoria de téc-
nicas: cromatogramas, espectros, imagenes de geles 2D, elec-
troferogramas... Estas posibilidades modifican nuestra ima-
gen del laboratorio, al centrarlo en la interconexién de instru-
mentos y personas, y convertirlo en un entorno distribuido de
informacién completa y de calidad.

En este seminario se han presentado las soluciones que ac-
tualmente se pueden obtener y utilizar, tanto en el ambito del
control, gestién y organizacién de los datos en los laboratorios
gendémicos y/o protedmicos, como los avances y tendencias ac-
tuales en algoritmos y motores de buiisqueda e interpretacién
de los datos, que intentan convertir la abrumadora cantidad de
datos en informacién util y manejable, relacionable con enfer-
medades o alteraciones de la salud y su posible correccién.

Las modernas herramientas de gestion del laboratorio pro-
tedmico son herramientas muy préximas al usuario final, ges-
tionando la informacién en interfaces visuales, e interaccio-
nando directamente con las imédgenes de geles 2D y los progra-
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mas de gestién, normalizacion y andlisis de dichas imédgenes,
visualizando los espectros de Masas o Masas-Masas relaciona-
dos con cada mancha o proteina, y que pueden automatizar la
utilizacion de los motores de btsqueda e identificacion de pro-
teinas mas populares.

Las modernas herramientas de gestién del laboratorio ge-
némico o protedmico permiten que el investigador se centre
en su trabajo y conclusiones, descargandolo de las tareas ad-
ministrativas, de gestién y de documentacion de cada fase de
dicho trabajo, proporcionandole un nivel de confianza en su
informacién, inimaginable hace unos anos. Ello redunda, evi-
dentemente, en un mejor aprovechamiento de las técnicas y
algoritmos de interpretacién y andlisis y en una optimizacién
general de los recursos tanto humanos como instrumentales y
temporales dedicados a la investigacion.

El volumen de informacién que genera la investigacion ge-
némica crece —y crecera— a una velocidad vertiginosa. De
hecho, mucho mayor que la velocidad que predice la famosa
«ley de Moore», de acuerdo con la cual, la capacidad de los or-
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denadores se duplica cada 18 meses —una tendencia que se
inici6 a finales de los afios cincuenta y que dura hasta nuestros
dias—. Parece ser que muy pocas actividades humanas crecen
a un ritmo superior; una de ellas es la investigaciéon genémica:
a finales de los noventa, por ejemplo, el de tiempo necesario
para que se duplicara el volumen de secuencias de nucleétidos
almacenadas en las bases de datos publicas, era inferior a un
afio (a finales de 1999, estas bases de datos contenian alrede-
dor 4.500 millones de nucle6tidos. Un afio mds tarde, a finales
del 2000, contenian alrededor de 11.000 millones). Este hecho
tiene implicaciones trascendentales: la informacién gendémica
crece a una velocidad muy superior a la que crecen (es més, a
la que pueden crecer) los recursos necesarios para analizarla. Y
no se trata sélo, ni quizds principalmente, de recursos com-
putacionales. Se trata, sobre todo, de recursos humanos.

Ante tal situacién, uno de los retos de la Bioinformadtica es el
desarrollo de métodos que permitan integrar los datos genémicos
—de secuencia, de expresion, de estructura, de interacciones—
para explicar el comportamiento global de la célula viva, que ha-
gan necesarios menos recursos computacionales, pero también
humanos.
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DIAGNOSTICO, TRATAMIENTO
Y PREVENCION DE LAS INFECCIONES
PRODUCIDAS POR EL HONGO
PATOGENO-OPORTUNISTA
CANDIDA ALBICANS.
ESTUDIO PROTEOMICO.

ConcHA GIL
Facultad de Farmacia, Universidad Complutense de Madrid

Con la colaboracién de Aida Pitarch, Lucia Monteoliva,
Mercedes Pardo, Gloria Molero, Rosalia Diez-Orejas
y César Nombela (UCM)

Las infecciones producidas por hongos constituyen actual-
mente un grave problema sanitario. Estas infecciones se han
incrementado notablemente durante los tltimos afios debido
a diversos factores como son los tratamientos con agentes in-
munosupresores, con antibidticos de amplio espectro, utiliza-
cién de catéteres y procedimientos quirirgicos invasivos y una
mayor supervivencia de los pacientes inmunocomprometidos.
Entre los hongos patégenos mds importantes (Candida al-
bicans, Cryptococcus neofor-
mans 'y Aspergillus fumiga-
tus) es Candida albicans el
que presenta una mayor re-
levancia clinica.

Figura 1: Microscopia electrd-
nica de filamentos de C. albi-
cans.




Candida albicans es un hongo dimérfico, que forma parte
de la microbiota de un gran ndmero de personas (tracto gas-
trointestinal y vaginal) y en determinadas circunstancias pue-
de producir infecciones que varfan desde infecciones superfi-
ciales a generalizadas (invasivas o sistémicas). Estas dltimas
son las mas graves y principalmente afectan a pacientes con
deficiencias inmunoldgicas. La incidencia de las candidiasis
invasivas se ha incrementado notablemente en las dos ultimas
décadas, constituyendo aproximadamente el 4% de las infec-
ciones hospitalarias con un 30% de mortalidad.

El diagnostico de las infecciones invasivas es dificil de reali-
zar mediante criterios clinicos. Existen algunos ensayos sero-
légicos para detectar antigenos o anticuerpos frente a este pa-
tégeno; sin embargo presentan poca sensibilidad y/o sensibili-
dad. Ademds, no son capaces de discriminar entre coloniza-
cién e infeccion. Por tanto es necesario disponer de un ensayo
sencillo, fiable y ficil de realizar para el diagnéstico de las in-
fecciones invasivas producidas por Candida.

Otro problema importante que presentan las infecciones
fungicas es el de su tratamiento. Se dispone de un nimero muy
reducido de agentes antifingicos (antifingicos poliénicos o az6-
licos) que o bien presentan efectos secundarios importantes o
permiten la aparicién de microorganismos resistentes. Es, por
tanto, necesario descubrir nuevos agentes antiftingicos.

La tecnologia proteémica constituye una herramienta muy
importante para abordar toda la problemdtica anteriormente
mencionada. La proteémica permite estudiar, identificar y ca-
racterizar las proteinas expresadas por un genoma. Nuestro
grupo de investigacion ha desarrollado diversas estrategias
protedmicas para identificar y estudiar proteinas que sean:

1. Marcadores de diagndstico, que permitan desarrollar un

método de diagnostico sencillo, rapido y fiable de las candidia-
sis invasivas.
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2. Proteinas que induzcan anticuerpos protectores para su
posible utilizacién en inmunoprofilaxis o vacunacién.

3. Nuevas dianas para la biisqueda de nuevos agentes anti-
fiingicos.

Para identificar proteinas de utilidad en el diagnéstico se
llevé a cabo la estrategia detallada en la figura 2.

2D-PAGE
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Figura 2: Estrategia para la identificacién de proteinas antigénicas de
C. albicans.

Se obtuvieron diferentes extractos proteicos de C. albicans
(extractos celulares completos y diferentes fracciones de pro-
teinas de la pared celular), y se separaron mediante electro-
foresis bidimensional (2D-PAGE). Dichas proteinas se transfi-
rieron a membrana y mediante la técnica de «western-blot-
ting» utilizando sueros de enfermos y sueros de ratén con can-
didiasis sistémica, se detectaron las proteinas inmunogénicas
(Pitarch et al. 1999; Pitarch et al. 2001). Las proteinas inmuno-
génicas se identificaron mediante diferentes métodos: inmu-
nodeteccién, secuenciacién amino-terminal y principalmente
mediante espectrometria de masas.
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La identificacién de las proteinas mediante espectrometria
de masas se muestra en la figura 3. La identificacién de las pro-
teinas de interés se realiz6 mediante digestion con tripsina de
la proteina. Los péptidos resultantes se analizaron en un espec-
trometro de masas tipo MALDI-TOE, obteniéndose una hue-
lla peptidica de la proteina que se compardé con las huellas pep-
tidicas de las proteinas presentes en las bases de datos. En caso
de ambigiiedad, los péptidos se analizaron mediante espectro-
metria de masas en tandem (MS/MS), obteniéndose la secuen-
cia total o parcial del péptido y buscando en las bases de datos.
Como el nimero de proteinas de Candida albicans presentes
en bases de datos era bastante reducido (aproximadamente
400 proteinas en Swiss-Prot), algunas proteinas se identifica-
ron por homologia con las proteinas de Saccharomyces cerevi-
siae, una levadura muy relacionada y primer microorganismo
del que se obtuvo la secuencia completa de su genoma en 1996

%
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}
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Preparacién de muestra 2D-PAGE

“Secuencia completa o
parcial de un péptido” Ambigiiedad
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e e
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Figura 3: Procedimiento para la identificacion de proteinas mediante
espectrometria de masas
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(Pardo et al. 2000b). Recientemente el genoma de C. albicans
ha sido anotado.

Hasta el momento hemos identificado veintiuna proteinas
inmunogénicas, doce de ellas son antigenos no conocidos has-
ta el momento. Estas proteinas inmunogénicas incluyen pro-
teinas glucoliticas y del metabolismo, proteinas de choque tér-
mico y proteinas de la pared celular. En la figura 4 se muestra
un mapa de proteinas citoplasmadticas de C. albicans tefiidas
con plata donde estdn sefialadas las proteinas inmunogénicas
identificadas.

Algunas de estas proteinas se estan expresando en la leva-
dura Pichia pastoris y purificando para poder desarrollar un
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Figura 4: Mapa de proteinas de C. albicans separadas mediante 2D-

PAGE y tenidas con plata. Las proteinas cuyo cardcter antigénico se describe
por primera vez estdn sefialadas en rojo.
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sistema de diagnostico de la candidiasis sistémica. Dicho mé-
todo de diagndstico estaria basado en la realizacién de un wes-
tern-blot o un ELISA (método inmunoenzimadtico) utilizando
de 4-6 proteinas recombinantes de C. albicans.

Ademas estamos obteniendo anticuerpos policlonales fren-
te a estas proteinas al objeto de estudiar su capacidad protec-
tora frente a la candidiasis sistémica en un modelo de infec-
cién experimental en ratén. Dichos estudios pueden ayudar a
estudiar el papel que juegan los anticuerpos en las infecciones
sistémicas y podrian ser de utilidad en inmunoprevencién y
vacunacion.

Otro aspecto importante que estd desarrollando nuestro
grupo de investigacion, es la busqueda de nuevas dianas de la
célula fingica susceptibles de ser inhibidas por nuevos agentes
antifingicos. Una de las estructuras que podria ser inhibida
sin afectar a la célula animal es la pared celular (dicha estruc-
tura estd ausente en las células animales). Se conoce con bas-
tante detalle la composicién quimica de la pared celular de las
levaduras, pero aspectos como el ensamblaje de sus compo-
nentes resultan poco claros. La pared celular de las levaduras
es una estructura compleja formada por polisacdridos (gluca-
no y quitina) y manoproteinas, unidos entre si mediante enla-
ces covalentes. Las manoproteinas de la pared celular constitu-
yen una especie de material de relleno de la red estructural.
Dichas proteinas pueden estar débilmente unidas a la pared
mediante enlaces no covalentes o mediante puentes disulfuro
a otras proteinas, o unidas covalentemente al glucano y a la
quitina (Molina et al. 2000). En la figura 5 se muestra un es-
quema de la estructura de la pared celular.

Debido a las dificultades de extraccion de todas estas pro-
teinas ideamos una estrategia para poder estudiarlas sin utili-
zar agentes quimicos o enzimadticos. Este estudio se llevé a cabo
en la levadura modelo Saccharomyces cerevisiae. Se realizé un
tratamiento para eliminar la pared celular completamente y
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Figura 5: Estructura de la pared celular de S. cerevisiae.

obtener protoplastos. Dichos protoplastos se pusieron en con-
diciones de regeneracion de la pared celular. En la figura 6 se
muestra el aspecto que presentan los protoplastos. Como la
célula esta formando «de novo» la pared, va a haber una alta
expresion de genes de pared y muchas proteinas van a pasar al

Figura 6: Microscopia electrénica de barrido de protoplastos de S.
cerevisiae recién preparados (A) y tras 2 horas de incubacién en me-
dio de regeneracién (B).
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medio de cultivo y no van a quedar retenidas a los polisacari-
dos de la pared que se estdn formando. Realizamos un analisis
proteémico de las proteinas secretadas al medio en condicio-
nes de regeneraciéon de la pared celular de los protoplastos
(Pardo et al. 1999).

De esta forma pudimos identificar mds de treinta y cinco
proteinas relacionadas directa o indirectamente con la forma-
cién de la pared celular (Pardo et al. 2000a). Dichas proteinas
se pueden clasificar: proteinas de pared celular o implicadas en
su biosintesis, enzimas glucoliticas o de la fermentacién, pro-
teinas de choque térmico y proteinas de funcién desconocida.
Actualmente estamos realizando el analisis funcional de dos
proteinas de funcién desconocida y que pertenecen a una mis-
ma familia tanto en S. cerevisiae como en C. albicans. Como
ultimo objetivo de este trabajo estd la busqueda de compues-
tos capaces de inhibir la funcién de estas proteinas y que se
puedan utilizar en el tratamiento de las infecciones fungicas.

Todas las proteinas identificadas en estos trabajos se en-
cuentran en una base que hemos desarrollado y que esta fede-
rada a la base de datos Europea SWISS- PROT, llamada COM-
PLUYEAST-2D-PAGE http://baggage.csc.ucm/2d/2d.html

Para finalizar me gustaria sefialar la enorme importancia
que tiene la tecnologia protedmica y las grandes expectativas
que abre en el campo de la biomedicina. Sin embargo es muy
importante tener en cuenta que su aprovechamiento depende
del disefio de los experimentos con una clara hipétesis de
trabajo, del conocimiento de las limitaciones de la tecnologia y
de la posibilidad de validar los descubrimientos utilizando
aproximaciones experimentales alternativas.

Estas investigaciones estdn subvencionadas por la CICYT
(SAF2000-0108), Comunidad de Madrid (Proyecto Estratégi-
co) y Comunidad Europea (QLK3-CT-2000-01537).
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PROTEOMICA Y CALIDAD
DE PRODUCTOS PESQUEROS

Jost M. GALLARDO

Instituto de Investigaciones Marinas de Vigo (CSIC)

La produccién pesquera mundial se sittia alrededor de los
120 millones de toneladas anuales, de las que un 25% corres-
ponde a la acuicultura. El consumo de productos pesqueros
constituye en Espana una tradicién, que nos coloca entre los
primeros paises del mundo, s6lo detras de Japén y Dinamarca.
Una clasica dieta occidental contiene unos 25 gramos de pes-
cado por dia, frente a la dieta japonesa de 100 gramos diarios o
los casi 80 gramos de la poblacién espaniola (30 Kg/persona/
afio), alejada asi de la occidental, para parecerse mas a lo que
se denomina dieta tipica mediterrdnea. De estos 30 Kg de con-
sumo, unos 3,3 Kg/persona/ano son de merluza y pescadilla
frescasy 2,26 Kg/persona/ano son de merluza y pescadilla con-
geladas, es decir, los merluicidos son los principales productos
pesqueros comercializados en Espana tanto en fresco como
congelados.

En la sociedad actual la produccién de alimentos en gene-
ral y la pesquera en particular estd alejada de los puntos de
venta y consumo, por lo que teniendo en cuenta que los pro-
ductos pesqueros son muy perecederos es necesario tomar
medidas que eviten o ralenticen la alteracién de los mismos,
son necesarias operaciones como eviscerado, descabezado, pe-
lado o fileteado y métodos de conservacién encaminados a
asegurar la calidad. Estas operaciones dan lugar a la desapari-
ci6én de las caracteristicas morfoldgicas, que hacen imposible
la identificacion de las especies marinas. A nivel mundial se
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comercializan unas 7.000 especies de pescado de diversa pro-
cedencia, calidad y precio, por lo que tanto el consumidor
como el importador y distribuidor comercial quieren conocer
su identidad.

En los tltimos afos, las empresas procesadoras y comercia-
lizadoras de productos marinos han estado sometidas a una
serie de factores de tipo socioeconémico como:

a) La demanda, por parte de los consumidores, de produc-
tos alimentarios mas frescos, sanos, mds nutritivos y con una
mayor informacién en el etiquetado de los mismos.

b) El aumento de la competitividad de las empresas.

¢) Las nuevas normativas mundiales.

Hasta 1990, las metodologias empleadas en la autentifica-
cién de especies marinas se basaban en el andlisis de proteinas,
mediante técnicas electroforéticas, tales como: electroforesis
nativa en geles de almidon, agarosa y poliacrilamida, isoelec-
troenfoque nativo (IEF), electroforesis en geles de poliacri-
lamida con SDS, isoelectroenfoque con urea, electroforesis ca-
pilar y técnicas inmunolégicas.

En la ultima década del siglo pasado, la aplicacién de las
técnicas de biologia molecular para la identificaciéon de espe-
cies marinas ha supuesto un gran avance y los analisis de ADN
comienzan a emplearse para identificar especies, especialmen-
te en aquellos productos que han sufrido algin tratamiento
térmico exhaustivo, como es el caso de las conservas de pesca-
do, en las que se produce una desnaturalizacién de las protei-
nas.

El desarrollo reciente de la electroforesis bidimensional ha
permitido la separacién de mezclas complejas de proteinas,
que con la implantacién de la espectrometria de masas, ha su-
puesto un gran avance en el andlisis y secuenciacion de las pro-
teinas. Fue en 1994 cuando se acept6 el término proteoma, que
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fue definido en aquel momento como el conjunto de proteinas
equivalentes a un genoma. Realmente un proteoma representa
el patrén de proteinas de un organismo, una célula, un orga-
nulo o un fluido corporal, determinado en un cierto momento
y en condiciones determinadas; y el conjunto de técnicas em-
pleadas para el estudio del proteoma recibe el nombre de pro-
tedmica.

Aplicaciones de la proteémica
Identificacion de especies de pescado

Las aplicaciones de las técnicas de proteémica en produc-
tos marinos son hasta el momento muy escasas. Los estudios
existentes se centran en la secuenciacién de proteinas por es-
pectrometria de masas con fines fisiol6gicos, inmunolégicos,
con implicaciones biomédicas.

Desde 1997 el grupo de Quimica de Productos Marinos de
Vigo (CSIC) en colaboracién con el Laboratorio de Quimica
de Proteinas del Centro de Biologia Molecular «Severo Ochoa»
estan aplicando las técnicas de prote6mica para la autentifica-
cién de especies marinas, lo que constituye una novedosa apli-
cacion de las técnicas de protedmica. Al amparo de un Proyec-
to de Investigacion financiado por la CICyT se estdn aplicando
estas herramientas en la identificacion de especies de merluza.
El mapa de péptidos de una fraccién de 17,5 kDa ha permitido
diferenciar especies de merluza de las costas del Atlantico
oriental de las del Atldntico occidental y Pacifico; y el mapa de
péptidos de otra fracciéon correspondiente a otras proteinas,
denominadas parvalbtiminas, que son estables al calor, permi-
te diferenciar la merluza austral del resto de especies. La resis-
tencia al calor de las parvalbiminas y los diferentes isotipos
existentes, dependiendo de la especie, motiva que las parval-
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buiminas sean apropiadas para investigar la autenticidad de es-
pecies en productos cocinados. El objetivo final de esta investi-
gacion es la obtencion de anticuerpos, elaborados a partir de
péptidos sintéticos, cuya composicion se obtiene de la secuen-
ciacién de proteinas especificas mediante espectrometria de
masas, que permitirian asi la identificacién de especies de mer-
luza.

Frescura del pescado. Calidad post-mortem

La frescura es uno de los criterios mds importantes para
juzgar la calidad del pescado. La pérdida de frescura del pesca-
do se debe a la combinacién de procesos microbianos y bio-
quimicos. Las reacciones iniciales son hidroliticas, catalizadas
por enzimas endégenos, que dan lugar a metabolitos que per-
miten el posterior desarrollo microbiano; estos procesos pro-
teoliticos afectan a la textura del pescado. Sin embargo, se ha
prestado poca atencién al seguimiento de los productos de la
proteolisis y poco se sabe de los cambios de las proteinas du-
rante el almacenamiento post-mortem. Estudios previos muy
recientes han puesto de relieve que las tecnologias de pro-
teémica pueden ser de gran utilidad para investigar las degra-
daciones de proteinas durante el almacenamiento refrigerado
del pescado, con el objetivo de identificar proteinas o poli-
péptidos biomarcadores, que podrian emplearse en el control
de la frescura y calidad del pescado.

Pardsitos patégenos. Anisakiasis

La anisakiasis es una enfermedad causada por la ingesta de
larvas de Anisakis simples, que es un nematodo que infesta pe-
ces de agua salada y agua dulce. La via de parasitacién en hu-
manos es la ingesta de pescados crudos o poco cocinados.

Las larvas de Anisakis nadan en el medio marino hasta que
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son ingeridas por pequefios crusticeos como los eufdsidos, que
son los hospedadores intermedios, o bien a través de un hos-
pedador de transporte como son los copépodos, de los que se
alimentan estos crustdceos. Los eufasidos son a su vez ingeri-
dos por los peces teledsteos y cefalépodos, como: merluza, pa-
lometa, besugo, caballa, abadejo, jurel, pota y pulpo.

Una vez ingeridas por el hombre, las larvas de Anisakis,
para invadir la mucosa intestinal, utilizan un diente de pene-
tracién que estd situado en la region cefalica y que ejerce una
accién mecdnica, y sus potentes enzimas proteoliticos capaces
de degradar la matriz extracelular. Cuando las larvas de Anisa-
kis invaden la pared géstrica o intestinal, se producen nduseas,
vomitos y dolor epigdstrico, y se conoce como la forma de ani-
sakiasis intestinal, y también pueden producirse alergias en la
forma gastroalérgica.

Existen numerosos estudios para caracterizar los antigenos
implicados en estas reacciones. Cuando estos antigenos se so-
meten a electroforesis de poliacrilamida, se observan alrede-
dor de 20-30 bandas con pesos moleculares que oscilan entre
los 12-120 kDa., habiéndose identificado y caracterizado pro-
teinas implicadas en las reacciones alérgicas en humanos.

La electroforesis bidimensional combinada con western-
blotting con sueros de enfermos es util para la deteccién de
antigenos de Anisakis, que inducen la formacién de anti-
cuerpos en pacientes con anisakiasis. Con la electroforesis bi-
dimensional se pueden separar mezclas de proteinas comple-
jas, seglin su carga y peso molecular, y enfrentarlas a sueros de
enfermos con anisakiasis para detectar los antigenos, cuya
identificacién se puede realizar mediante técnicas de prote6-
mica.
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Alergenicidad

Estd demostrado que el consumo de pescado tiene efectos
positivos sobre la salud, sin embargo se debe mencionar que
hay una toxicidad natural, ya sea porque contienen sustancias
potencialmente tdxicas, o porque se pueden producir en la
conservacion de los productos marinos o en su transforma-
cién, que pueden dar lugar a efectos no deseables en personas
que presenten problemas farmacolégicos o metabdlicos.

En este sentido, son dignas de mencionar las alergias pro-
ducidas, en personas sensibles, por las parvalbiminas que es-
tan presentes en los gadidos como merluza y bacalao. Se ha
comentado con anterioridad que las parvalbiminas son bue-
nos marcadores para la identificaciéon de especies de merluza y
de productos cocinados derivados, pero ademds las parval-
btiminas se han investigado por su caracter alergénico, con-
trastado recientemente en la parvalbimina beta de la merluza
europea y en bacalao del Atlantico. Las técnicas de proteémica
permiten estudiar la estructura inmunolégica de estas protei-
nas alergénicas, por la modificacién de ciertos residuos de
aminodcidos y el examen de la reactividad de los derivados
modificados y de la reactividad inmunoldgica de los péptidos
obtenidos por digestion triptica selectiva.

Aunque la mayoria de los trabajos y aplicaciones de la pro-
tedmica estdn relacionados con la biomedicina, las aplicacio-
nes en otros campos, como la calidad de los productos mari-
nos, constituyen un reto actual de esta tecnologia.
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ENFERMEDAD CELIACA, GLUTEN
Y ESPECTROMETRIA DE MASAS
MALDI-TOF: NUEVA HERRAMIENTA
PARA EL CONTROL DEL TRATAMIENTO
DE LA POBLACION CELIACA

ENRIQUE MENDEZ

Unidad de Gluten, Centro Nacional de Biotecnologia, Madrid

Con la colaboracion de Alberto Hernando e Israel Valdés

La Enfermedad Celiaca es una intolerancia permanente al
gluten de trigo, de cebada, de centeno y de avena. El dnico tra-
tamiento posible para los pacientes celiacos es el seguimiento
de por vida de una dieta estrictamente libre de gluten. De aqui
la inquietud plenamente justificada de los celiacos por saber
con exactitud la presencia o no de gluten en los alimentos, ya
que de una dieta sin gluten depende su salud. De ahi la necesi-
dad de desarrollar métodos fiables para la medicion de gluten
en alimentos. Convencionalmente se han venido empleando
métodos inmunolégicos tipo ELISAS o Western Blot, basados
en anticuerpos, para medir el gluten de los alimentos. Debido
ala gran complejidad de los alimentos, con frecuencia se origi-
nan falsos positivos en los ELISA, de aqui se deriva la necesi-
dad de sistemas no inmunolégicos alternativos y complemen-
tarios para confirmar la fiabilidad de los métodos inmuno-
légicos.

Nuestro grupo ha sido pionero en la utilizacién de la espec-
trometria de masas MALDI-TOF (EM MALDI-TOF) como
herramienta no inmunoldgica para la deteccién de gluten en
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alimentos dietéticos para celiacos (Méndez et al. 1995; idem
2000; Camafeita et al. 1997; idem 1997b, idem 1998). A dife-
rencia de ELISA, la EM MALDI-TOF detecta gluten de cebada
y avena, ademads de trigo y de centeno.

El andlisis consiste en una extraccién de los componentes
téxicos del gluten de los alimentos con etanol al 60% seguido
de un andlisis directo por EM MALDI-TOF. La técnica permi-
te analizar automaticamente los alimentos en tan solo unos
minutos y detectar gluten con una sensibilidad de 5-10 partes
por millén —semejante a los ELISA—. Desde hace tres afos
esta nueva herramienta se ha utilizado para la confirmacién de
gluten en mas de 3.000 alimentos dietéticos para celiacos.

La observacidn directa de estos patrones caracteristicos de
trigo, cebada, centeno o avena en alimentos confirma la pre-
sencia de contaminaciones de gluten de estos cereales.

Los espectros de masas de los componentes téxicos de los
cuatro tipos de gluten, presentan unos perfiles muy distintos
con rangos de masas ficilmente diferenciables: de 30-45 kDa
en el trigo, 20-30 kDa en la avena, dos senales de masas de 32 y
39 kDa en el centeno, mientras que el gluten de cebada presen-
ta sefiales de masas entre 30-65 kDa dependiendo de la varie-
dad. En base a estos perfiles, la técnica de espectrometria de
masas MALDI-TOF se puede utilizar para la identificacién di-
recta de gluten de trigo en alimentos elaborados con otros ce-
reales como el maiz, arroz, o almidones, etc., en los que el trigo
estd como contaminante. Utilizando estdndares de trigo, la EM
MALDI-TOF permite ademas semicuantificar el gluten de tri-
go de los alimentos, aunque esta técnica se utiliza rutinaria-
mente mds para confirmacién del gluten que como sistema de
cuantificacién. De la misma manera que el trigo, el gluten de
cebada, de centeno y de avena se pueden identificar en alimen-
tos elaborados con otros alimentos. El limite de deteccién de la
EM MALDI-TOF es del orden de 5-10 partes por millén
(ppm), muy cercana a la deteccion de los ELISA. En contraste
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con los ELISA, la EM MALDI-TOF da informacién adicional
de modificaciones y grado de hidrélisis de las proteinas del
gluten como consecuencia del tratamiento por calor o enzimas
proteoliticas a los que los alimentos son sometidos durante el
proceso de elaboracién.

Uno de los problemas de la analitica del gluten es que la
mayoria de los alimentos dietéticos para celfacos son procesa-
dos a altas temperaturas (240 °C). Durante los procesos térmi-
cos las subunidades o, B y y del gluten que contiene puentes
disulfuros se insolubilizan total o parcialmente y no se pueden
extraer, mientras que las fracciones ® que no presentan puen-
tes disulfuros sufren menos modificaciones.

En estos alimentos la confirmacién de la presencia de glu-
ten por la técnica de Western Blot se hace practicamente im-
posible debido a la dificultad en la interpretacién del perfil re-
sultante de proteinas con esta técnica inmunoldgica.

Por el contrario, la técnica de EM-MT permite en tan solo
unos minutos confirmar sin ninguna ambigiiedad la presencia
de gluten en estos alimentos procesados por calor por la simple
observacion del perfil de masas de las diferentes subunidades o,
B, Yy ®. Los espectros de masas de harinas de maiz tostado que
habitualmente consumen pacientes celiacos en la Comunidad
Canaria muestran perfiles de masas con diferencias de concen-
tracién de las subunidades o, B, Yy ® desde espectros con au-
sencia total de subunidades o, B y ya senales de masas exclusiva-
mente de fracciones ® mds o menos complejas (figura 1).

Otra de las limitaciones de la técnica de EM MALDI-TOF
es la imposibilidad de detectar gluten en alimentos elaborados
con cereales de maiz o arroz «no téxicos para celiacos». Estos
alimentos que utiliza el colectivo celiaco para su dieta libre de
gluten estdn frecuentemente contaminados con gluten. La di-
ficultad radica en que durante los procesos de extraccién alco-
holica de estos alimentos, el gluten (presente a niveles de tra-
zas) se co-extrae junto con prolaminas de maiz o arroz que se
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Figura 1: Dos perfiles MALDI-TOF correspondientes a alimentos
procesados por calor conteniendo contaminaciones variables de
gluten.

encuentran a altas concentraciones. Consecuentemente, los es-
pectros de masas de los extractos alcohdlicos de estos alimen-
tos presentan predominantemente sefiales de masas muy in-
tensas de prolaminas de maiz o arroz, mientras que las de glu-
ten en general son indetectables.

Esta limitacion de la técnica de EM MALDI-TOF la hemos
resuelto desarrollando un procedimiento muy sencillo consis-
tente en un tratamiento acido del extracto alcohdlico, que sor-
prendentemente produce un cambio muy selectivo de solu-
bilidad de las prolaminas de arroz o de maiz. En condiciones
dcidas los componentes del gluten permanecen solubles, mien-
tras que las prolaminas de maiz o arroz son insolubles.

Por consiguiente hemos propuesto una nueva estrategia
para la preparacion de la muestra y posterior andlisis por EM
MALDI-TOF de gluten de alimentos elaborados con maiz o
arroz, consistente en: 1) una extraccién convencional con 60 %
etanol en la cual el gluten y las prolaminas de arroz o maiz se
co-extraen conjuntamente; 2) un tratamiento de pocos minu-
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ALIMENTO
(Maiz y/o Arroz)
Contaminacion Trigo ?

EXTRACCION (60% Etanol)
SECADO

Soluble Tratamiento Insoluble

(Trigo) acido (Arroz,Maiz)

} }

Gliadinas trigo

100 4967

Prolaminas arroz

50

29894

0 18000 55000 11000 55000

Figura 2: Caracterizacién mediante extraccién dcida y analisis
MALDI-TOF de la presencia de contaminaciones de harina de trigo
en alimentos basados en maiz o arroz.

tos de una alicuota seca del extracto alcohdlico en medio 4ci-
do; 3) centrifugacién en un tubo eppendorf y separacion del
sobrenadante —donde selectivamente se encuentran los com-
ponentes del gluten—; y 4) analisis directo del sobrenandante
acido por EM-MT (figura 2). La eficiencia de este procedi-
miento ha sido demostrada en 20-30 alimentos elaborados con
maiz y arroz con distintos grados de contaminacién de gluten.

Probablemente la razén por la que el medio 4cido produce
cambios selectivos de solubilidad en algunos tipos de pro-
laminas (proteinas con un alto grado de prolinas y de glu-
taminas) puede ser debido a cambios conformacionales y/o
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desaminaciones de las multiples glutaminas presentes en todos
los multiples componentes proteicos de las prolaminas. Esta
ultima parece ser la mas probable. Si la desaminacién tiene lu-
gar, la conversion de glutamina (Q, -CONH2, 16 Da) a acido
glutamico (E —COOH, 17 Da) originaria un incremento de
masa de 1Da/Q modificada. Por lo tanto la masa molecular de
cadena polipeptidica desaminada por la accién del 4cido expe-
rimentaria un incremento de masas dependiendo del nimero
de Q convertidas en E. Datos preliminares han permitido con-
firmar incrementos de masas entre 6 y 37 Da en las prolaminas
de maiz y de arroz tratadas con acido y que son insolubles en
ese medio.
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