Gabriel Padrén, Patricia Cuervo

PROTEOMICA EN AMI'ERIC,A LATINA:
AVANCES Y DESAFIOS

Gabriel Padrén, Patricia Cuervo

Laboratério de Pesquisa em Leishmaniose, Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ. Av. Brasil 4365, Manguinhos, 21045-900, Rio
de Janeiro, RJ, Brazil. Phone: (55-21) 3865-8224; Fax: (55-21) 2290-0479. pcuervo@fiocruz.br

RESUMEN

El impetuoso desarrollo tecnolégico de las Ultimas décadas
en la espectrometria de masas, la cromatografia liquida y la
computacion, ha convertido a la proteémica en una herra-
mienta imprescindible para el estudio de los sistemas biol6-
gicos. En el presente articulo de opinién se ilustran algunas
de las caracteristicas de la proteémica y sus aplicaciones.
Igualmente, se hace un anélisis de su desarrollo en América
Latina y sus perspectivas en la region.

PROTEOMICA

Hace apenas poco més de 20 anos que el término “proteo-
ma” fue acufiado por Marc Wilkins para denominar el con-
cepto equivalente al genoma para proteinas, y que se define
como todas las proteinas presentes en una célula o tejido
en un momento dado y en unas condiciones especificas.
En esta definicién estéd implicito el caracter altamente dina-
mico del proteoma, a diferencia del genoma. No es posible
hablar del proteoma de una célula si no se especifican las
condiciones y el tiempo en que se determinan y cuantifican
las proteinas presentes. Algunas proteinas pueden aparecer
o desaparecer, o como generalmente ocurre, modificar la
concentraciéon en que estan presentes al cambiar las con-
diciones (temperatura, pH, estrés de cualquier tipo, etc.), o
simplemente al transcurrir un determinado tiempo en el ciclo
de vida normal de una célula (Aebersold & Patterson, 2003).
Por otra parte, se denomina “proteémica” al estudio del pro-
teoma y comprende la identificacién, cuantificacién, locali-
zacion, funcion e interacciones de las proteinas.

El desarrollo tecnolégico ocurrido a partir de la segunda mi-
tad de la década de los 90 ha provocado un cambio irrever-
sible en la forma de enfrentar las investigaciones bioldgicas.
Estas se desarrollaban de la forma tradicional, es decir, se
hacian determinaciones basadas en alguna hipétesis previa,
los datos obtenidos eran analizados y se definian nuevas
investigaciones o hipétesis, se obtenian nuevos datos y asi
sucesivamente se iba acumulando la informacién y el cono-
cimiento.

Pero desde mediados de los 90 es posible obtener informa-
cién de interés bioldgico de forma masiva, lo que ha dado
lugar a las llamadas “émicas”: genémica, transcriptémica,
proteémica y metabolémica. La necesidad de analizar este
enorme flujo de informacién dio lugar también a la bioin-
formética. En la actualidad se hace necesaria la aplicacién
de las 6micas, junto a la bioinformética, para lograr avances
acelerados en el conocimiento de los sistemas biolégicos. A
continuacién, vamos a referirnos con mas detalle a la pro-

tedmica.

Aunque existen algunas alternativas, las dos herramientas
fundamentales de la proteémica son la cromatografia liquida
de alta eficacia (HPLC) y la espectrometria de masas (MS) y
su combinacién (LC-MS). El procedimiento mas generaliza-
do consiste en extraer las proteinas celulares, digerirlas con
una proteinasa, usualmente tripsina, y los péptidos resultan-
tes son analizados y secuenciados por LC-MS. Las proteinas
son identificadas y cuantificadas a partir de los espectros de
masas de sus péptidos y con el auxilio de varios programas
y bases de datos.

Espectrometria de masas

Para estudiar un compuesto por MS es imprescindible que
se encuentre en forma iénica. Por tanto, el primer evento
que ocurre en un espectréometro de masas es la ionizacion
de los compuestos que seran analizados. El método de io-
nizacién mas usado para compuestos organicos ha sido la
ionizacién electrénica (El), que consiste en bombardear la
muestra con electrones con alta energia que la ceden para
provocar la ionizacién. Sin embardo, para que esto ocurra, la
muestra tiene que estar en estado gaseoso, por lo que la El
no puede ser usada con compuestos que no sean facilmente
volatilizables, como es el caso de las biomoléculas: péptidos,
proteinas, carbohidratos, etc.

No fue hasta 1981 que dos investigadores ingleses, Michael
Barber y Richard Bordoli, desarrollaron el método llamado
Fast Atom Bombardment (FAB), que causaba simultanea-
mente la ionizacién y desorcién de la muestra disuelta en
una gota de glicerina y bombardeada con atomos de argén
o xendn previamente acelerados. Se obtuvieron los espec-
tros de péptidos y proteinas pequenas como la insulina, y a
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partir de los espectros de masas era posible la secuenciacién
de los péptidos, algo que hasta ese momento solo era posi-
ble a través de la secuenciacién por Edman. Sin embargo,
la eficiencia de ionizacién era muy baja, por lo que se nece-
sitaban grandes cantidades de péptidos, y solo era posible
estudiar proteinas recombinantes o naturales relativamente
abundantes.

A mediados de los anos 90, aparecieron las primeras fuentes
de ionizacién que mejoraron considerablemente la eficiencia
en biomoléculas: Electroespray (ESI) y MALDI (Matrix Assis-
ted Laser Desorption lonization). Estos dos métodos revolu-
cionaron el andlisis de péptidos, proteinas y carbohidratos.
Sus creadores, John Fenn y Keuchi Tanaka respectivamente,
recibieron el premio Nobel en 2002 (Karas & Hillemkamp,
1988; Tanaka et al., 1988; Fenn et al., 1989).

En el ESI, la muestra en solucién es impulsada por una bom-
ba (que puede ser un equipo de HPLC) y se hace pasar a
través de un capilar en cuya punta se aplica un potencial de 3
0 4 KV. A la salida se forma un spray de gotas cargadas que
contienen el solvente y la muestra. El solvente es evaporado
y queda la muestra ionizada, que se introduce al analizador
del espectrémetro de masas.

En el MALDI, la muestra se encuentra en estado sélido mez-
clada con una matriz adecuada, y es ionizada por un rayo
laser en la region UV. La matriz es esencial, pues la accion di-
recta del laser causa la destruccién de la muestra. Las princi-
pales matrices empleadas son acidos orgénicos insaturados
que absorben en el UV, como los acidos sinapinico, dihidro-
xibenzoico o alfa-ciano-4-hidroxi-cinamico.

En ambos métodos, la ionizacién tiene lugar por captura o
pérdida de protones, lo que produce iones positivos o nega-
tivos, respetivamente. La gran mayoria de los espectros de
masas de péptidos y proteinas se obtienen en el modo positi-
vo. En el MALD], los iones generados son fundamentalmente
monocargados, o sea, capturan un solo protén, pero en el
Electrospray son multicargados. En péptidos y proteinas, la
adicién de protones ocurre en el extremo N-terminal y en las
cadenas laterales de arginina, lisina e histidina.

En ambos casos solo se produce la ionizacién de los pépti-
dos sin que ocurra fragmentacién de la cadena peptidica. Por
tanto, al analizar una mezcla de péptidos solo se observan
los iones moleculares, y la Unica informacién que se obtiene
(aunque muy valiosa) es la masa molecular de cada péptido.
Por esta razén es preciso utilizar un procedimiento adicional
para estimular la fragmentacién de los péptidos y poder de-
ducir la secuencia. Los dos métodos mas conocidos son la
fragmentacion inducida por colisiones (CID) y la HCD (High
Energy Collision Dissociation) (Wells & McLuckey 2005).

La combinacién de HPLC y espectrometria de masas se ha

convertido en la herramienta més poderosa para el anélisis
de proteinas. Permite estudiar mezclas complejas de pro-
teinas, sin previa separacion, e identificar y cuantificar va-
rios miles de proteinas en un solo experimento (Mann et al.,
2013). Algunas aplicaciones de la protedémica estan resumi-
das en el Cuadro 1.

En el caso de levaduras es posible identificar y cuantificar
mas del 80 % del proteoma y en células de mamiferos se
pueden identificar y cuantificar méas de 7 000 proteinas, in-
cluidas las de baja abundancia como las citosinas y factores
de transcripcién que estén presentes en menos de 100 co-
pias por célula (Picotti et al., 2009; Nagaraj et al., 2012).

La sensibilidad actual se encuentra en el orden de los pocos
femtomoles o incluso atomoles (10™"° y 10" moles, respecti-
vamente) y la exactitud de la medicién de la masa molecular
de los péptidos esta en el orden de 1 a 10 ppm (Nagaraj et
al., 2011; Mann et al., 2013).

Por otra parte, es bien conocida la importancia de las modi-
ficaciones postraduccionales (PTM) en los sistemas celulares
y su influencia en los mecanismos de regulacién, estabilidad
y localizacién de las proteinas, entre otras funciones. La MS
es la Gnica herramienta disponible en la actualidad para iden-
tificar, localizar y cuantificar las PTM, aunque se requieren
procedimientos especificos de enriquecimiento debido a que
muchas modificaciones postraduccionales no modifican a las
proteinas estequiométricamente y los péptidos modificados
pueden estar en muy poca abundancia (Olsen & Mann 2013).

Existen dos tipos de abordajes en los experimentos de pro-
tedmica: los de proteémica para el descubrimiento y los
experimentos de proteémica dirigida por hipétesis. En el
primero, proteémica para el descubrimiento, se trata de
identificar y cuantificar la mayor cantidad de proteinas en
diferentes condiciones. Este tipo de abordaje tiene un ca-
racter prospectivo y generalmente para su aplicacion no se
parte de una hipétesis previa definida. El objetivo es explorar
e identificar las proteinas méas importantes relacionadas con
un determinado proceso y, a partir de los resultados, existe el
potencial de generar diversas hipétesis.

El segundo es la proteémica dirigida por hipotesis, que bus-
ca una informacién cuantitativa muy confiable de un grupo
de proteinas relacionadas con un proceso biol6gico determi-
nado. En este caso se parte de la seleccién previa de un gru-
po de proteinas que pueden ser cuantificadas en un nimero
diverso de condiciones, entre ellas las variaciones tempo-
rales. Con esta segunda alternativa es posible alcanzar una
sensibilidad de 10 a 100 veces mayor, pues el espectrometro
de masas solo se ocupa de medir los péptidos especificos
de este grupo de proteinas y no del total. Ademés, se puede
tener una interpretacién biolégica de mayor significacién del
proceso en estudio.
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Cuadro 1. Algunas aplicaciones de la proteémica

Identificacion de

Estudios basicos sobre el
funcionamiento celular y la
organizacion molecular

marcadores moleculares
para diagndstico y
pronostico de

Identificacion de nuevos
blancos para disefio de
farmacos

enfermedades.

Estudio de resistencia a
factores bidticos y abioticos
en plantas

En la actualidad, estos dos enfoques (proteémica para el
descubrimiento y dirigida por hipotesis) son excluyentes, es
decir, es necesario realizar experimentos separados, aunque
se espera que con el desarrollo tecnoldgico, asi como el in-
cremento cualitativo y cuantitativo de las bases de datos de
espectros y la creacién de programas computacionales mas
eficientes sea posible reunir los dos enfoques en un solo ex-
perimento.

DESARROLLO DE LA PROTEOMICA EN AMERICA LATI-
NA Y SITUACION ACTUAL

En América Latina, Cuba y Brasil son los dos paises que han
alcanzado mayor desarrollo en proteémica, gracias a la in-
version tecnoldgico en las Ultimas dos décadas. En 1987,
Cuba fue el primer pais latinoamericano donde se instalé un
espectrémetro de masas para el andlisis de péptidos y protei-
nas, varios anos antes de que apareciera el término “proteo-
ma”. Era un equipo de doble sector con fuente de ionizacion
por FAB.

La espectrometria de masas se integré rapidamente al ana-
lisis y caracterizacién de las proteinas recombinantes pro-
ducidas en el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia
(CIGB). Un ejemplo sobresaliente fue el aporte de esta téc-
nica al establecimiento del proceso de produccién del in-
terferén alfa-2 recombinante humano. Con el auxilio de la
EM se pudo identificar que el extremo N-terminal de la pro-
teina (alrededor del 40 %) estaba acetilado, y que una parte
considerable de la proteina no tenia los enlaces de disulfuro
correctamente formados. Los procesos de fermentacion, re-
naturalizacién y purificacion del interferén alfa 2 fueron mo-
nitoreados por HPLC y EM hasta que se logré reducir la ace-
tilacién a menos del 10 % y tener mas del 90 % de la proteina
con los puentes de disulfuro correctos. Ademas, se disend
un proceso de purificacién que elimina estos subproductos

Interaccion entre hospedero
y patdgenos en animales y
plantas

Estudio de los mecanismos
de accidn y efectos
secundarios de farmacos.
Prediccion de respuesta
(farmacoprotedmica)

y que permite obtener el interferén alfa 2 con mas del 99 %
de pureza. De esta forma quedo establecido el uso de la EM
para la caracterizacién de todas las proteinas recombinantes
producidas en el CIGB. Estos estudios fueron la base para el
desarrollo de la proteémica en Cuba.

Brasil es el pais latinoamericano con un ndmero mayor de
grupos dedicados a la proteémica y donde estén instalados
la mayoria de los espectrometros de masas para estudios de
proteinas en la regién. México es el tercer pais con mayor
desarrollo y también existen grupos en Venezuela, Uruguay,
Argentina y Costa Rica. En otros paises hay grupos que han
realizados estudios de proteémica en colaboracién con la-
boratorios de fuera o dentro de la regién. No obstante, el
desarrollo de la proteémica en América Latina ha sido lento
y desigual. El nimero de publicaciones es muy bajo en com-
paracién al total de publicaciones en este campo, y la gran
mayoria corresponden a grupos de los tres paises con mayor
desarrollo, principalmente a Brasil (Revisado por Padron &
Domont, 2014).

PRINCIPALES APLICACIONES DE LA PROTEOMICA EN
AMERICA LATINA

A diferencia de lo que ocurre en otras regiones, en América
Latina las aplicaciones en células y tejidos humanos y de ma-
miferos no son preponderantes. Solo en Cuba constituyen
casi la totalidad de las aplicaciones, donde sobresalen los
estudios sobre los mecanismos de accién de nuevos me-
dicamentos (Padrén et al., 1989). En el resto de los paises
los estudios de proteémica estan distribuidos entre plantas,
paraésitos y sus vectores, bacterias, humanos y otros mamife-
ros, y venenos (fundamentalmente de serpientes).

Veamos esta distribucion en los tres paises de més desarro-
llo, considerando solamente las publicaciones de 2015 don-
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de los investigadores tienen una participacién sobresaliente,
sin tener en cuenta los articulos de revision. El objetivo no es
hacer una evaluacién detallada, sino dar una idea de cuéles
son los principales campos de aplicacion.

En Cuba, todas las publicaciones tratan de aplicaciones en
humanos o mamiferos, con la excepcién de trabajos dedi-
cados al desarrollo metodolégico. En Brasil aproximada-
mente el 47 % estédn dedicadas a trabajos en humanos y
otros mamiferos, mientras que el 53 % restante tiene una
distribucion relativamente uniforme entre plantas, bacterias
y hongos, parésitos y sus vectores y venenos, con una ligera
ventaja en las aplicaciones en plantas. En México los trabajos
estén igualmente distribuidos entre aplicaciones en plantas
y humanos y otros mamiferos con un Gnico ejemplo en ve-
nenos y otro en parasitos. Aunque Brasil lidera ampliamente
las aplicaciones en el estudio de los parésitos en la region,
como se menciond anteriormente, el nimero de publicacio-
nes es bajo con respecto al total mundial, y a grupos brasile-
fos corresponden mas del 50 % de todas las publicaciones
de la regién.

Las causas del poco desarrollo de la proteémica en la regién
son variadas, aunque la insuficiencia tecnolégica parece ser
la principal. Hay grupos e investigadores altamente califica-
dos, pero el acceso a espectrémetros de masas de Ultima
generacién es muy limitada. Esta situacion puede ser extra-
polada a otras 6émicas y por tanto al avance en las investiga-
ciones biolégicas.

Delante de las limitaciones en la inversién en ciencia y tec-
nologia en la regién, los grupos interesados en explotar las
potencialidades de la proteémica para responder sus pre-
guntas bioldgicas necesitan articularse con grupos que de-
tengan las mas recientes tecnologias en paises mas desarro-
llados. Aunque esta es una via para avanzar individualmente,
es deseable que, para fortalecer este desarrollo, los grupos
interactien entre si en la propia regién, mejorando las capa-
cidades locales, intercambiando informacién y tecnologias
para que podamos responder a los desafios locales en las
distintas areas de investigacién y contribuir al conocimiento
y avance en el entendimiento de problemas que afectan ex-
clusivamente a la poblacién de nuestra regién y que han sido
histéricamente relegados.
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