
Puntos clave

Las técnicas 

proteómicas están 

siendo utilizadas para 

la identiicación de 

proteínas que tienen una 

expresión diferencial 

en las células, tejidos 

o luidos biológicos de 

pacientes con carcinoma 

hepatocelular respecto a 

los individuos sanos. 

 Las técnicas 

proteómicas 

más utilizadas para 

la identiicación de 

biomarcadores son: 

a) la electroforesis 

bidimensional 

combinada con la 

espectrometría de masas; 

b) la cromatografía 

líquida acoplada a 

espectrometría de masas, 

y c) la cromatografía 

multidimensional. 

 Para muestras de 

suero se utiliza 

frecuentemente la 

comparación de periles 

proteicos obtenidos 

mediante MALDI-TOF o 

SELDI. 

 Las técnicas 

proteómicas 

están permitiendo la 

clasiicación correcta 

entre individuos sanos 

y enfermos a partir de 

los análisis de periles 

proteicos de muestras de 

suero. 

 Se han identiicado 

proteínas presentes 

en el suero de pacientes 

de hepatocarcinoma 

que se expresan 

diferencialmente respecto 

a los individuos sanos 

como BDNF, calreticulina 

y la citoqueratina 8, y que 

permiten ser utilizados 

como biomarcadores.
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la proteómica comprende el conjunto de técni-
cas que se utilizan para el estudio de las proteí-
nas. Sus objetivos son describir el conjunto de 
proteínas que se expresan en los distintos tipos 
celulares, tejidos o luidos biológicos e identii-
car sus funciones. Actualmente, estas técnicas se 
utilizan también para dilucidar los mecanismos 
implicados en el desarrollo de las enfermeda-
des, para descubrir nuevos biomarcadores para 
el diagnóstico y el pronóstico, así como para la 
identiicación de nuevas dianas terapéuticas1. 
En este artículo se revisa brevemente la utilidad 
de la proteómica en el descubrimiento de bio-
marcadores en el hepatocarcinoma (HCC).

Biomarcadores del 
hepatocarcinoma

El HCC es el tipo de cáncer más común en el 
hígado, siendo su aparición más frecuente en 
personas que padecen otras patologías graves 
del hígado, como la cirrosis hepática o las in-
fecciones por los virus de las hepatitis B (VHB) 
o C (VHC). El desarrollo del HCC suele ser 
silencioso y sólo cuando éste ya está avanzado 
se maniiesta alguna disfunción como la icte-
ricia, la pérdida de peso o la saciedad precoz, 
que suelen ir acompañadas de una masa palpa-
ble en exploraciones abdominales. Así pues, el 
diagnóstico precoz del HCC es una asignatura 
pendiente y es en este aspecto en el que la pro-
teómica puede ser una herramienta para el des-
cubrimiento de biomarcadores de los estadios 
precoces del HCC2,3. Para la identiicación de 
biomarcadores se parte de muestras de tejidos 
(del tumor y sanos), de cultivos celulares y de 

luidos biológicos, especialmente el suero. Este 
último tipo de muestras tiene el valor añadido 
de una mayor facilidad de obtención. 
Para la identiicación de biomarcadores la técnica 
más utilizada ha sido la electroforesis bidimen-
sional (2D) combinada con la espectrometría de 
masas (MS)4. El protocolo básico es separar las 
proteínas por electroforesis, seguidamente re-
cortar individualmente cada proteína del gel, di-
gerirla con una proteasa (generalmente tripsina) 
para obtener péptidos y inalmente analizar éstos 
mediante MS para identiicar la proteína bien por 
determinación de la huella peptídica, bien por se-
cuenciación de los péptidos5. 
En general, estos estudios comparan mues-
tras de personas sanas con las de pacientes con 
HCC, o bien muestras de tumores y tejido 
sano del mismo paciente. El objetivo siempre 
es identiicar las proteínas que presentan una 
expresión diferencial entre las muestras control 
y tumorales. Esta estrategia es muy útil ya que 
la electroforesis 2D permite separar las proteí-
nas con gran facilidad y también observar sus 
modiicaciones postraduccionales (fosforila-
ciones, etc.). Esta técnica tiene limitaciones, 
como la baja sensibilidad y la diicultad para 
detectar proteínas grandes, muy hidrofóbicas, 
con puntos isoeléctricos extremos o también 
proteínas presentes en bajas concentraciones. 
Recientemente, la introducción de técnicas 
electroforéticas utilizando proteínas marcadas 
con luorocromos (DIGE, 2-D fluorescence dif-
ference gel electrophoresis)6, el enriquecimiento de 
la muestra con microdisección por láser7, o el 
fraccionamiento subcelular, han permitido me-
joras en la detección. 
la cuantiicación de las variaciones de los ni-
veles de proteínas entre muestras ha mejorado 
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Lectura rápida

La proteómica comprende 

el conjunto de técnicas que 

se utilizan para el estudio de 

las proteínas. Sus objetivos 

son describir el conjunto de 

proteínas que se expresan 

en los distintos tipos 

celulares, tejidos o luidos 

biológicos e identiicar sus 

funciones.

Actualmente, las técnicas 

proteómicas se utilizan 

también para dilucidar los 

mecanismos implicados 

en el desarrollo de 

las enfermedades, 

para descubrir nuevos 

biomarcadores para 

el diagnóstico y el 

pronóstico, así como para 

la identiicación de nuevas 

dianas terapéuticas.

El desarrollo del 

hepatocarcinoma (HCC) 

suele ser silencioso y 

sólo cuando éste ya está 

avanzado se maniiesta 

alguna disfunción clínica. 

Así pues, el diagnóstico 

precoz del HCC es un 

aspecto importante a 

resolver. Las diversas 

técnicas proteómicas son 

extremadamente útiles 

para el descubrimiento 

de biomarcadores de los 

estados precoces del HCC.

La técnica más utilizada 

para la identiicación 

de biomarcadores ha 

sido la electroforesis 

bidimensional combinada 

con la espectrometría de 

masas (MS). El protocolo 

básico es la separación de 

las proteínas de la muestra 

mediante electroforesis, 

digerir con tripsina cada 

proteína y, a partir de 

los péptidos obtenidos, 

identiicar la proteína por 

MS. 

ostensiblemente con las técnicas cuantitativas 
como el ICAT (isotope-coded affinity tags) u 
otras. En estas técnicas se marcan los péptidos 
de las distintas muestras con diferentes molécu-
las que diieren en uno o varios daltons de masa, 
lo cual permite detectarlos diferencialmente por 
MS con resultados más precisos y reproduci-
bles8. 
la cromatografía líquida utilizando lujos 
de nanolitros acoplada a MS (HPlC/lC-
MSMS) ha permitido mejorar la detección. 
Esta técnica no necesita de la separación previa 
de las proteínas mediante electroforesis 2D, lo 
cual simpliica el procedimiento de análisis. la 
incorporación de diferentes separaciones de los 
péptidos mediante distintas columnas de 
cromatografía dispuestas de manera secuen-
cial (cromatografía multidimensional, MudPIT 
MS/MS) ha permitido mejoras sustanciales9.
Una estrategia más reciente en la identiicación 
de biomarcadores es la utilización de microar-
rays de proteínas. Se trata de imprimir un nú-
mero variable de anticuerpos en microarrays de 
vidrio y posteriormente sobre éste se incuban 
las muestras. Utilizando los protocolos adecua-
dos, se determina la expresión de las proteínas 
que interaccionan con estos anticuerpos10.
la proteómica también está empezando a en-
trar en el ámbito de la visualización de patrones 
proteicos de los órganos (IMAGING-MS). 

Para ello, se realizan cortes histológicos muy 
inos con criomicrótomos que se analizan por 
MS. los análisis nos dan información de qué 
moléculas varían en el tejido patológico frente 
al normal y dónde se localizan estas variaciones. 
A partir de esta información se genera un banco 
de datos de espectros que permite deinir qué 
moléculas son las que se acumulan o desapa-
recen en los tejidos y que correlacionan con la 
enfermedad. Además, la nueva generación de 
espectrómetros de masas permite su identii-
cación11. Un esquema de las técnicas utilizadas 
para la identiicación de biomarcadores está re-
presentado en la igura 1. 

Técnicas de 
identiicación de 
biomarcadores en 
suero mediante 
periles proteicos
En este caso se trata de generar periles protei-
cos de sueros mediante MS tipo MAlDI-TOF 
(matrix assisted laser desorption/ionization-ti-
me of flight) o SElDI (surface-enhanced laser 
desorption/ionization) (ig. 1). los periles se 
comparan y ello permite identiicar diferencias 

Figura 1. Esquema de los flujos de trabajo dependiendo del tipo de muestra (líquida/sólida) o metodología 
usada. Líneas continuas: tratamiento de muestras sólidas. Líneas discontinuas: tratamiento de muestras 
líquidas. 2-DE: Electroforesis bidimensional; DIGE: fluorescencia diferencial en geles bidimensionales; 
ICAT: marcaje isotópico con afinidad a tags;  iTRAQ: tag isobárico para cuantificación absoluta;  
LC-MS/NS: cromatografía líquida acoplada a la espectrometría de masas; MALDI: desorción/
ionización láser asistida por matriz; MS: espectrometría de masas; SDS-PAGE: electroforesis en geles 
de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico; SELDI: deserción/ionización por láser de superficie; TMT: 
tandem mass tags.
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que, mediante un análisis estadístico, deinen 
patrones concretos para pacientes que presen-
tan una patología respecto a los controles. Esta 
técnica tiene la ventaja de poder hacer análi-
sis masivos en un periodo de tiempo relativa-
mente corto, con lo que se plantea como una 
herramienta técnicamente aplicable en hospi-
tales. Una desventaja es que el patrón sólo da 
una idea de los posibles biomarcadores, pero 
no los identiica12,13. Así pues, hay que diseñar 
metodologías proteómicas para su identiica-
ción, utilizando las herramientas descritas an-
teriormente. 

Biomarcadores 
especíicos obtenidos 
a partir de muestras 
de tumores

Actualmente se ha descrito un número signii-
cativo de proteínas cuya expresión está modii-
cada en las muestras de tejidos tumorales. Estas 
proteínas se pueden agrupar en relación con 
las funciones isiológicas que realizan. Algunos 
ejemplos son:

proteínas implicadas en biotransformación
Recientemente, se ha descrito que varios miem-
bros de la familia de las chlordecone reductasas, 
concretamente las aldo-keto reductasas C2, C3 
y B10, se encuentran sobreexpresadas en mues-
tras de HCC. Estas proteínas pueden desem-
peñar un papel protector contra los aldehídos 
tóxicos derivados de la peroxidación lipídica y 
pueden afectar la proliferación y la diferencia-
ción cuando se acumulan en la célula14,15.

proteínas del metabolismo de los carbohidratos
Diversos estudios han encontrado una baja ex-
presión de la fructosa-bifosfato aldolasa B, una 
enzima reguladora del metabolismo de la fruc-
tosa, en HCC poco diferenciados15.

proteínas implicadas en la proliferación celular
Se ha descrito que la proteína PCNA (antí-
geno nuclear de células en proliferación) y la 
stathmin 1 se encuentran sobreexpresadas en 
el HCC14,16. El PCNA es una proteína que 
ya se utiliza como marcador de proliferación 
en oncogénesis debido a su participación en la 
replicación del ADN. la stathmin 1 también 
participa en la proliferación a través de su inte-
racción con la tubulina.

proteínas implicadas en transporte
Dentro de este grupo se han detectado dos pro-
teínas cuya expresión está elevada en el HCC. 

Por un lado, la proteína ClIC-1 (chloride intra-
cellular channel 1), un miembro de la familia de 
los canales de cloro implicados en el transporte 
iónico, pero también en la proliferación celular 
y la apoptosis17; por otro lado, el receptor de la 
transferrina (TfR), implicada en el transporte 
y el almacenaje de hierro18. Este hecho puede 
estar relacionado con la evidencia de que un 
exceso de hierro en el hepatocito está asociado 
con un mayor riesgo de HCC19.

Biomarcadores 
especíicos obtenidos 
a partir de muestras 
de suero

los análisis proteómicos de muestras de suero 
de pacientes afectados de HCC han permitido 
identiicar un cierto número de biomarcadores. 
Aquí presentamos algunos ejemplos:

Factores de crecimiento y citoquinas
El factor tróico BDNF (factor neurotróico 
derivado del cerebro), un miembro de la familia 
del factor de crecimiento nervioso, se encuentra 
sobreexpresado no sólo en suero, sino también 
en el tejido tumoral de pacientes con HCC20,21. 
Otra proteína candidata a biomarcador es el 
glypican-3 (GPC3), un miembro de la familia 
de los heparan sulfatos que participa en la pro-
liferación y diferenciación celulares, así como en 
la migración22,23.

autoanticuerpos y proteínas relacionadas con  
el sistema inmunitario
En sueros de pacientes con HCC se han en-
contrado anticuerpos contra la calreticulina y 
contra la citoqueratina 8 que pueden ser utili-
zados como biomarcadores24,25. la proteína del 
complemento C3a se encuentra también sobre-
expresada en el suero de pacientes con HCC 
relacionada con el VHC, pero no en aquellos 
pacientes con VHB26.

Detoxiicación y oxidorreducción
los niveles del inhibidor de proteasas a1 an-
titripsina se han encontrado incrementados en 
sueros de pacientes con HCC y se postula como 
biomarcador de esta enfermedad27. 

la identiicación de éstos y otros biomarcado-
res mediante técnicas proteómicas nos ha de 
permitir en un tiempo cercano la mejora de los 
procesos de diagnóstico y pronóstico, así como 
la identiicación de nuevas dianas terapéuticas 
que permitan el diseño de nuevas estrategias 
antitumorales. 

Lectura rápida

En general, se realizan 

estudios comparativos entre 

muestras de pacientes 

con HCC y muestras de 

individuos sanos con el 

objetivo de identiicar 

proteínas que se expresen 

diferencialmente en las 

muestras de los pacientes. 

Estas proteínas serán 

consideradas biomarcadores 

para la enfermedad.

Más recientemente se han 

desarrollado técnicas como el 

ICAT, que permiten una mejor 

cuantiicación de los niveles 

de expresión de las proteínas 

en las distintas muestras 

biológicas. Estas técnicas 

consisten en el marcaje con 

distintas moléculas que 

diieren en un dalton de las 

muestras de los pacientes y 

las muestras control. 

La cromatografía  

líquida acoplada a MS  

(HPLC/LC-MSMS) no 

necesita de la separación 

previa de las proteínas 

mediante electroforesis 

2D, lo cual simpliica 

el procedimiento 

de identiicación de 

biomarcadores. 

La cromatografía 

multidimensional,  

que consiste en la 

separación de los péptidos 

mediante distintas 

columnas de cromatografía 

dispuestas de manera 

secuencial antes de ser 

analizados por MS, ha 

permitido incrementar 

sustancialmente la 

resolución.

Los microarrays de 

proteínas que consisten 

en la hibridación de las 

muestras sobre un chip de 

anticuerpos especíicos 

permiten determinar la 

expresión diferencial de 

proteínas entre muestras 

de pacientes y controles de 

manera muy efectiva. 
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En este artículo se revisan 
las estrategias proteómicas 
actuales destinadas al análisis 
cuantitativo de los posibles 
biomarcadores presentes en el 
plasma sanguíneo.
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Revisión dedicada al análisis 
de los biomarcadores del 
carcinoma hepatocelular. 
Revisa la información 
obtenida con diferentes 
técnicas proteómicas y agrupa 
los biomarcadores en relación 
a sus actividades funcionales.


