AMBITO FARMACEUTICO

Genética

ProteoOmica

El diserio molecular de la vida

1 término proteoma aparecié en 1994 como
un equivalente lingiiistico del concepto de
genoma. Describe el conjunto completo de
proteinas que se expresan, segun el genoma, y
factores externos, durante la vida de una célula.

El interés de la protedmica se centra en el conoci-
miento del conjunto de las interacciones entre proteinas
para constituir la red de interacciones, que caracteriza el
funcionamiento de los organismos vivos. En otras pala-
bras, la proteémica es el estudio del proteoma.

Una de las diferencias fundamentales entre la proted-
mica y el estudio clasico de las proteinas es su caricter
global. No se centra en el estudio de una determinada
proteina, sino que consiste en un estudio de aproxima-
ci6n al funcionamiento del conjunto de proteinas.

Hoy dia, la investigacién del proteoma se centra,
principalmente, en la puesta a punto de métodos exac-

Sin lugar a dudas, el Proyecto
Genoma Humano es uno de
los acontecimientos cientificos
mas destacados de este nuevo
siglo. Pero la descodificacion
del genoma humano es sélo la
punta del iceberg. Lo mas
complicado e importante sera
conocer el papel bioldgico de
las proteinas. La proteémica es
una tecnologia en desarrollo
que investiga la estructura

y funcién del conjunto de
proteinas que conforman

el proteoma.

tos y relativamente rapidos para identificar y caracteri-
zar el conjunto de proteinas.

Entre las tecnologias clasicas que se utilizan se en-
cuentran la electroforesis bidimensional y la espectro-
metria de masas (fig. 1). Otra técnica mas novedosa
que ya ha proporcionado buenos resultados son los
«chips de proteinas» que, al igual que los «chips de
ADNp, permiten el analisis simultineo de miles de
proteinas. Ademas, gracias a la bioinformatica, existen
programas capaces de determinar las reacciones meta-
boélicas que tiene una determinada proteina con el resto
del proteoma. Y también se puede modelar por com-
putador distintas formas mutantes de una proteina (fig. 2),
e incluso determinar cémo interacttia una proteina con
sus respectivos sustratos.

Las potenciales aplicaciones de la investigacién prote-
6mica son muchas y variadas. Ademis de ampliar el
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conocimiento cientifico basico y conocer mejor nues-
tro organismo, también tendra aplicaciones biomédicas
muy interesantes.

Encontrar la causa de determinadas enfermedades
genéticas o infecciosas y contribuir en nuevas estrate-
gias para el desarrollo de firmacos nuevos serd una ta-
rea dificil, pero sin duda provechosa para los investiga-
dores que se dediquen a la protedémica durante las pro-
ximas décadas.

Sintesis proteica: un proceso clave

Las proteinas constituyen mas de la mitad del peso seco
de la célula. Mientras que el ADN (acido desoxirribo-
nucleico) contiene la informacién necesaria para el de-
sarrollo de la célula, las proteinas son las moléculas ba-
sicas para su ejecucion. Es decir, las proteinas determi-
nan la forma y estructura de la célula, ademas de actuar
como instrumentos de reconocimiento molecular y
como herramientas de catalisis. Es cierto que el ADN
contiene la informacién suficiente para generar una cé-
lula, pero tiene poca influencia directa sobre los proce-
sos celulares. Por ejemplo, el gen de la hemoglobina no
puede transportar oxigeno, esta propiedad es especifica
de la proteina codificada por el gen.

La sintesis de proteinas es un proceso extraordinaria-
mente complejo, en el que la informacién genética co-
dificada en los acidos nucleicos se traduce en el alfabe-
to de 20 aminoacidos.

De forma resumida, el proceso de sintesis proteica se
caracteriza por un primer paso, en el que el ADN se
traduce a ARN (acido ribonucleico) precursor. Una
vez realizado el proceso de splicing, en el que se elimi-
nan las secuencias intronicas (secuencia no codificadora
del ARN) por un proceso de corte y empalme, el
ARN maduro o ARN mensajero abandona el nacleo
de la célula y, en el citoplasma, es traducido por los ri-
bosomas en la cadena primaria de aminoacidos que
conforman las proteinas.

Durante la fase de traduccion de la sintesis de protei-
nas, la incorporacién de cada aminoacido estd especifi-
cada por uno o varios tripletes de nucledtidos que se
denominan codones.

En la traduccién intervienen también los ARN
transportadores (ARNt), un conjunto de moléculas
que acttian como transportadoras de los aminoacidos.
Las interacciones de apareamiento de bases entre codo-
nes y la secuencia de bases de los anticodones de los
ARNTt da lugar a la traduccidn exacta, de los mensaje-
ros genéticos, en una cadena polipeptidica que confor-
ma la estructura primaria de una proteina.

La sintesis proteica implica también un conjunto de
modificaciones, posteriores a la traduccion, que prepa-
ran a las proteinas para su funcion, la ayudan en su
«plegamiento» y la dirigen a su destino especifico. Estas
alteraciones covalentes son el procesamiento proteoliti-
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Fig. 1. Resumen del proceso de sintesis proteica: el ADN (1) se
transcribe a un ARN (2) precursor; una vez eliminadas las secuen-
cias intrénicas por el proceso de splicing, el ARN maduro o mensa-
jero abandona el nucleo de la célula (3) y en el citoplasma es tradu-
cido por los ribosomas en una cadena polipeptidica (estructura pri-
maria de la proteina) (4); a partir de aqui la proteina sufre varias
modificaciones postraduccionales y acaba plegandose para adoptar
la conformacién biolégica funcional (5).

Electroforesis bidimensional*
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La electroforesis bidimensional
(2D) es una técnica comun-
mente utilizada para el analisis
de proteinas. Se basa en sepa-
rar las proteinas de una mez-
cla en dos dimensiones segln
sus propiedades moleculares.
Se separan mediante su carga
eléctrica, en una primera
dimensién (mediante isoelec-

troenfoque), y segiin su peso m'
molecular en una segunda | T e
dimension (mediante electro- [ " N
foresis en poliacrilamida-SDS). a ] T T ]
Uno de los mayores proble- S R T
mas de las electroforesis 2D es : - =

el anélisis y comparacion de
mezclas de proteinas. Actual-
mente, existen bases de datos
de geles bidimensionales capaces de comparar patrones.
Estos sistemas permiten la comparacién automatica de
manchas (spots) para realizar un analisis cuantitativo de
las proteinas a estudiar.

‘Disponible en:
http://www.ub.es/biocel/wbc/tecnicas/page.htm
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Fig. 2. Pasos estratégicos para el analisis del protemoa. La proteémica pretende crear un puente entre los genes y sus productos, las protei-
nas. Para ello, se realiza el siguiente proceso: preparacion de la muestra mediante técnicas de electroforesis en 2D, y cromatrografia (1),
determinacion parcial de la secuencia de aminoacidos (2), identificacion y cuantificacion de las proteinas mediante técnicas biocomputacién
(3) y estudio de las interacciones proteicas, estructura, y localizacién celular (4).

co, la modificacidon de determinadas cadenas laterales
de los aminoacidos y la insercién de cofactores.

Finalmente, uno de los aspectos mas importantes de
la sintesis de proteinas es el plegamiento de su estruc-
tura primaria (cadena simple de aminoicidos) en sus
conformaciones bioldgicamente activas (estructura se-
cundaria, terciaria y cuaternaria). A pesar de décadas
de investigacion sobre las propiedades fisicas y quimicas
de las cadenas polipeptidicas, permanece sin resolver el
mecanismo por el que la secuencia primaria dicta la
conformacién final de la molécula.

En conjunto, mas de 100 moléculas distintas partici-
pan en la sintesis de proteinas. Entre las mas importan-
tes se encuentran las componentes de los ribosomas
(estructuras supramoleculares formadas por ARN y
proteinas que descodifican de forma ripida y precisa
los mensajes genéticos).

Es importante destacar que la sintesis proteica es un
proceso complejo, en el que se suceden numerosas y
distintas etapas —iniciacidn, elongacién, terminacién y
modificacidn postraduccional—; este proceso debe rea-
lizarse con rapidez, puesto que los organismos deben
responder de forma ripida a las condiciones del entor-
no constantemente cambiantes.

La precision de la traduccidn es esencial, debido a
que el plegamiento exacto (por tanto, el funciona-
miento adecuado de cada proteina) viene determinado
por su secuencia primaria.

En definitiva, la funcién biologica de una proteina
viene determinada por su composicién quimica (a su
vez, determinada por una secuencia de aminoacidos) y
por su estructura tridimensional. Ambas caracteristicas
le dan una precision atdmica extraordinaria para reali-
zar su funcién.

Por tanto, uno de los retos de la protedmica es des-
cubrir las leyes que rigen las relaciones de estos tres
planos; secuencia, estructura y funcion.
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Genoma frente a proteoma

La capacidad de las células para mantener un grado de
orden relativamente elevado dentro del universo cadti-
co de una célula deriva de la informacién genética que
es expresada, mantenida y, a veces, mejorada, gracias a
cuatro procesos genéticos basicos: la sintesis de protei-
nas y de ARN; la reparacion del ADN; la replicacion
del ADN, y la recombinacién génica. Estos procesos
son los responsables de producir y mantener las protei-
nas y los acidos nucleicos de una célula y son unidi-
mensonales, es decir, la informacidn lineal de una se-
cuencia de nucleétidos se utiliza para codificar otra ca-
dena lineal de nucle6tidos (ADN o ARN) o una
cadena lineal de aminoacidos (estructura primaria de la
proteina).

Los procesos genéticos son conceptualmente mas
sencillos de entender, comparados con el resto de pro-
cesos celulares, que son el resultado de la informacién
contenida en las complejas estructuras tridimensionales
de las moléculas proteicas. Esta parece ser la razoén por
la que los investigadores comprenden y conocen, por
ahora, mejor los mecanismos genéticos que los meca-
nismos bioldgicos de las proteinas.

Actualmente se sabe que la estructura tridimensional
de una proteina esta codificada en su secuencia de ami-
noacidos, pero por ahora, los cientificos ain no han lo-
grado descifrar este codigo; es decir, conociendo la se-
cuencia polipeptidica de una proteina no se puede de-
terminar su estructura y sus pautas de interaccion.

En definitiva, hasta que no se pueda predecir la es-
tructura y funcién de una proteina, a partir de su se-
cuencia polipeptidica, no se podran disefar pautas para
la modulacién de las posibles actividades anémalas de
una proteina, lo que abriria nuevos caminos en el cam-
po de la biomedicina.
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Plegamiento proteico y enfermedad

A pesar de que la mayoria de las cadenas proteicas
muestran una elevada proporcion de éxito en el
plegamiento correcto dentro de las células, algunas
proteinas eluden los mecanismos de plegamiento y
provocan enfermedades.

Se trata de enfermedades que se caracterizan por
plegamientos y agregaciones erréneas de determi-
nados grupos de proteinas. Se denominan enfer-
medades conformacionales.

Patologias sin aparente relacidén, como la enfer-
medad de Alzheimer (EA), la fibrosis quistica, la

El Alzheimer,
una enfermedad
conformacional

La EA es una enfermedad progresiva y
mortal, que se caracteriza por un
deterioro grave de las funciones mentales
producido por la muerte neuronal de las
regiones del cerebro relacionadas con la
memoria y el conocimiento.

En las autopsias, se observa la
presencia de agregados insolubles de
restos proteicos extracelulares, que se
denominan depdsitos amieloides (o
placas seniles), junto con otras sefiales
anatémicas caracteristicas.

El centro de los depdsitos de
amioloide estd compuesto
principalmente por un péptido de 30-42
residuos, denominados beta-amieloides,
que se agregan por la rotura proteolitica
precursora del amieloide (APP), una
glucopreteina transmembrana cuya
funcién atn se desconoce.

Las mutaciones del gen de la APP (en el
cromosoma 21) producen casos
hereditarios de la EA. Por razones que atin
no estan claras, el beta-amieloide, un
péptido soluble que se produce en la
mayoria de las células debido a una
alteracioén conformacional, se agrega para
formar las fibrillas, virtualmente insolubles,
que caracterizan la enfermedad. B
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Genética

encefalopatia espongiforme (enfermedad de las vacas
locas) y numerosos tumores, resultan del plegamiento
incorrecto de proteinas.

El autoensamblaje anormal comporta deposicion de
material proteico en agregados insolubles ordenados y
fibras amieloides, en el caso de la EA. Se sospecha que
en intermediarios desplegados, o parcialmente plega-
dos, podria encerrarse la causa comin de los desorde-
nes asociados a proteinas amieloides.

La identificacion de la estructura primaria de una
proteina, a través de la secuencia de ADN, es inmedia-
ta, pero la adquisiciéon de datos tridimensionales resulta
todavia lenta y dificultosa. Se requieren, pues, algorit-
mos que traduzcan la informacidn lineal en espacial.

Por ahora, los investigadores buscan un modelo que
permita cuantificar las predicciones acerca de la secuen-
cia de aminoacidos, la topologia de la cadena, el pH, la
concentracion de sal y la temperatura en la cinética y
termodinamica del proceso de plegamiento proteico.

En definitiva, la preedicién de la estructura tridimen-
sional de una proteina desde su estructura primaria
abarca un doble aspecto, describir el estado nativo y
conocer la trayectoria de plegamiento, pero ambas ta-
reas, superan por ahora las posibilidades de las técnicas
actuales de investigacion.

Protedmica, una tecnologia
en desarrollo

La secuenciacién de numerosos genomas, incluyendo
el genoma humano, ha proporcionado informacién de
la secuencia primaria de miles de proteinas. Sin embar-
go, se desconoce la identidad y la funcién de muchas
de estas moléculas.

Ademas, tal como hemos contado, las alteraciones
estructurales de muchas proteinas, por ahora, no pue-
den predecirse solo con la secuencia del ADN o en
ARN, debido al corte y el empalme alternativo de los
ARNmMm o a las modificaciones quimicas que se produ-
cen después de la traduccion.

De este modo, la atencién de algunos bioquimicos y
bidlogos moleculares se centra en intentar comprender
la complejidad de estos procesos, y asi aproximarse al
conocimiento de la estructura y funcién del conjunto
de proteinas que conforman el proteoma.

Los objetivos de la proteémica son, basicamente, dos:

* El estudio de los cambios globales de la expresion de
las proteinas celulares en el tiempo.

* La determinacion de la identidad y las funciones de
todas las proteinas producidas por los organismos.

La investigacién de los proteomas se centra, actual-
mente, en la puesta a punto de métodos exactos, y re-
lativamente rapidos, para identificar y caracterizar las
proteinas. Las técnicas clasicas mas extendidas son la
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Biocomputacion*

Mediante la simulacién por ordenador, a partir de la
estructura de una proteina se pueden mimetizar los dife-
rentes modos en que las cadenas de aminoéacidos se enro-
llan entre si.

‘Disponible en: http://cultura.terra.es/cac/ciencia/
consulta/portada.cfm?consulta_id=438

electroforesis bideimensional en gel y la espectrometria
de masas. Ademas, los expertos también cuentan con las
novedosas técnicas de bioinformatica y biocomputacion,
capaces de analizar millones de datos simultineamente.

A pesar de los extraordinarios avances en las técnicas de
investigacion del proteoma, existen, por ahora, diversos
problemas que suponen un serio obsticulo para llevar a ca-
bo la enorme tarea de caracterizar el proteoma completo.

Por ejemplo, uno de las mayores dificultades es en-
contrar una técnica, equivalente a la proteina C reacti-
va (PCR) (técnica que permite amplificar los genes),
para amplificar aquellas proteinas que se encuentran en
cantidades pequenas.

En resumen, hoy dia los investigadores son capaces de
descifrar un genoma completo, pero ain no compren-
den la funcidn e interacciones globales de la mayoria de
las proteinas. Aun asi, puesto que actualmente las nue-
vas técnicas crecen de forma exponencial, tal vez no es-
temos tan lejos de empezar a comprender el complejo y
extraordinario mundo de las proteinas, responsables en
gran parte del disefio molecular de la vida. B
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