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Resumen

El melanoma uveal (MU) es el tumor intraocular primario mas frecuente en el adulto
humano. A pesar de los avances relevantes realizados en el diagnostico y tratamiento del
MU durante las Gltimas décadas, el prondstico de los pacientes con MU es todavia malo.
La enfermedad metastasica en el higado es la principal causa de muerte en el MU, lo que
puede ocurrir después de un largo periodo libre de enfermedad, sugiriendo la presencia de
micrometastasis ocultas. La protedmica ha abierto nuevas oportunidades para elucidar los
mecanismos moleculares de enfermedades complejas como el cancer. En este articulo se
revisara la reciente aplicacion de esta tecnologia al estudio del MU y su utilidad en la iden-

tificacion de biomarcadores.
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1. Antecedentes

El melanoma uveal maligno (MU) es el tumor
primario intraocular mas frecuente en la edad adulta,
con una incidencia de aproximadamente 5 casos por
millon de habitantes y afio, y con una mortalidad del
30% a los cinco afos del diagnostico [1]. A pesar de
los avances importantes que se han llevado a cabo en
el diagndstico y tratamiento del MU en las tltimas
décadas, su pronodstico es todavia pobre. Estudios
epidemioldgicos senalan que el MU es mas frecuente
en edades avanzadas y en caucasianos, especialmen-
te aquellos con ojos azules-grisaceos, sin que haya
una predominancia de género ni herencia genética
[2]. Es mas frecuente a nivel de la coroides (90% de
los casos), aunque también puede producirse en el
cuerpo ciliar (5-10%) y en el iris (3%). Los MU de
mejor prondstico son los situados en el iris y los de
peor prondstico los de cuerpo ciliar. La mayor parte
de los melanomas de iris, cuerpo ciliar y coroides son
asintomaticos inicialmente. Cuando el tumor crece,
puede causar deformidad del iris en el caso de los me-
lanomas de iris o disminucion de la agudeza visual
en los de cuerpo ciliar y coroides [3] (Figura 1).

Aunque el MU y el melanoma cutaneo se ori-
ginan a partir de un precursor celular comun, los
melanocitos de la cresta neural, presentan diferencias

importantes en la biologia tumoral y en su compor-
tamiento, incluyendo las caracteristicas moleculares
[4]. A diferencia del melanoma cutaneo, el MU se di-
semina principalmente por la sangre y sus metastasis
se sitiian preferentemente en el higado. Las metastasis
hepaticas son la primera causa de muerte en el MU, y
puede aparecer después de un intervalo largo libre de
enfermedad, lo cual sugiere la presencia de microme-
tastasis ocultas en el momento en que el tumor pri-
mario se diagnostica y trata [5]. Tradicionalmente, la
enucleacion ha sido el tratamiento estandar aceptado
para el melanoma coroideo primario y sigue siendo
el tratamiento de eleccion para los tumores de gran
tamafio. Sin embargo, posteriormente han surgido
tratamientos alternativos para evitar la enucleacion.
Estos incluyen: placa radiactiva, haz de protones o
radioterapia estereotaxica, reseccion trans-escleral
o0 trans-retiniana, y combinaciones de los anteriores
con la termoterapia trans-pupilar. En relacion con el
tratamiento conservador, en 1986 se inicié en EEUU
un estudio prospectivo, multicéntrico y aleatorizado
(COMS, Collaborative Ocular Melanoma Study) con
el objetivo de evaluar la utilidad de los tratamientos
utilizados en ese momento (enucleacion y braquitera-
pia con [125), considerando la supervivencia y el pro-
nostico visual entre otros factores. Se incluyeron en
el estudio 9000 pacientes que fueron diagnosticados
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y tratados en 43 centros de EEUU y Canadé hasta el
31 de julio de 2008. A pesar del gran nimero de nue-
vos datos relevantes aportados - como por ejemplo
la exactitud del diagndstico, o el seguimiento de las
lesiones de pequeiio tamaio - el COMS revel? resul-
tados decepcionantes ya que no encontr6 diferencias
en cuanto a la supervivencia de los enfermos tratados
con enucleacion de aquellos tratados con 1125 [5].
Actualmente, utilizando cualquiera de las opciones
de tratamiento conservador o sus combinaciones, el
control local del MU es mayor del 90% después de
5 afios. Sin embargo, a pesar del éxito conseguido
en el tratamiento del tumor primario en el ojo, las
metastasis ocurren por via hematogena en mas del
50% de los pacientes después de 15 afos [6]. Esta
evidencia sugiere, de manera similar a otros canceres,
la presencia de micrometastasis en el momento del
diagnostico. El especial tropismo de las células de
MU por el higado sigue siendo hoy en dia un enigma.
Es importante sefialar que la extension del MU por
el sistema linfatico no ocurre en el globo ocular; este
hecho diferencia el MU del melanoma cutaneo. En
los casos en los que el higado esta afectado, se apli-
ca quimioterapia sistémica con resultados decepcio-
nantes [7]. El tratamiento sistémico adyuvante en el
momento del diagnostico y el tratamiento del tumor
primario podrian ofrecer mejores expectativas hacia
la supervivencia. Sin duda, el mejor tratamiento para
MU seria aquel que pueda predecir la metastasis en
fases iniciales; sin embargo esto no es posible hoy
en dia. Asi, puede concluirse que la situacion actual
es pesimista en relacion al MU; se sabe que el trata-
miento es capaz de controlar el tumor localmente,
pero esto no excluye la posibilidad de extension a
nivel sistémico y muerte.

Los factores prondstico mas importantes en el
MU son clinicos e incluyen: localizaciéon en cuerpo
ciliar, tamafo y tipo celular, actividad mitética, in-
filtracion linfocitica, extension extraocular y caracte-
risticas de la matriz extracelular y microvascular [8].
La extension extraocular, la recidiva y las metastasis
estan asociadas con un pronoéstico extremadamente
malo. Ademas, otros factores pronostico basados en
las caracteristicas moleculares de las células de MU,
tales como los cambios citogenéticos (pérdida de
cromosoma 3), desregulacion de proteinas del ciclo
celular, pérdida de proteinas de adhesion celular o
sobre-expresion de inhibidores de apoptosis, estan
actualmente comenzando a ser utiles en el manejo
clinico del MU [9-13]. Por tanto, existe un gran inte-
rés en caracterizar mejor los MU en fases iniciales de
acuerdo con su potencial metastasico para mejorar el
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prondstico y aumentar la supervivencia. Como ya se
ha demostrado en otros canceres, un mejor entendi-
miento de los eventos moleculares responsables del
desarrollo tumoral puede mejorar la supervivencia.

Ultimamente, los avances tecnolégicos han
aportado nuevas metodologias para monitorizar la
expresion génica (transcriptomica) y los niveles de
proteinas (protedmica) en el desarrollo de la enfer-
medad. Estas aproximaciones globales proveen una
cantidad de informacion sin precedentes sobre la
patofisiologia molecular de las enfermedades huma-
nas. Ademas estas tecnologias ofrecen una platafor-
ma para el diagnostico y clasificacion de las dolen-
cias como el cancer, permitiendo un pronostico mas
preciso ya que integra mucha mas informacion que
la obtenida mediante técnicas mas convencionales
como la inmunohistoquimica, la citometria de flujo,
o la hibridacion fluorescente in vitro (FISH) [14].

Recientemente, Harbour y cols. han realizado
un esfuerzo importante en la caracterizacion gené-
tica de los MU por expresion génica. Los perfiles
citogenéticos permitieron distinguir MU de bajo
riesgo (clase 1) de los de alto riesgo de metastasis
(clase 2) que ademas presentaban monosomia del
cromosoma 3 [15]. Un trabajo mas reciente permitid
a este grupo subdividir estas clases moleculares en
cuatro subclases de valor prondstico (1A, 1B, 2Ay
2B) basadas en la expresion génica [16].

Los datos anteriores han sugerido la necesidad
de obtener muestras de todos los MU para clasificar-
los en clase 1 y clase 2 y predecir su potencial me-
tastasico en el momento del diagnostico. Sin embar-
go, deben considerarse varios aspectos tales como la
dificultad técnica y el tedrico riesgo de diseminacion
celular al torrente sanguineo, lo cual puede suponer
un conflicto ético. Por otro lado, debe ser tenida en
cuenta la heterogeneidad en la aneuploidia de las
células recogidas, las cuales pueden no representar
el total de la masa tumoral [17]. Bajo este contexto,
seria muy importante el poder identificar biomar-
cadores especificos en el torrente sanguineo para
identificar tumores y clasificarlos segiin su potencial
metastasico. El descubrimiento de biomarcadores
ha sido un desafio para los investigadores en cancer
durante décadas. Desafortunadamente, actualmente
hay muy pocos biomarcadores encontrados que ten-
gan utilidad en la practica clinica, lo cual hace que
sea mas importante la investigacion en este campo.
En relacion con el MU, se han sugerido varios bio-
marcadores, sin potencial diagndstico probado, tales
como el antigeno carcino-embrionario y la gamma
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glutamiltranspeptidasa, la actividad inhibitoria de
melanoma (MIA), S-100 y la osteopontina [18].
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Figura 1: El ojo humano. Esquema representativo de la
anatomia del ojo (A), imagen de fondo de ojo mostrando un
tumor coroideo (B) y ecografia en modo B de un MU (C).

2. Proteomica del melanoma uveal

Los estudios de expresion global de proteinas
mediante protedmica en tumores humanos han apor-
tado mucha informacion acerca de la heterogenei-
dad tumoral y han llevado a la identificacion de
polipéptidos con potencial prondstico [19]. Muchos
cambios de expresion génica que distinguen tumores
benignos de sus formas malignas se deben a modifi-
caciones post-traduccionales (PTMs) que no pueden
ser detectadas mediante el analisis del ARN o ADN.
Los pacientes con MU pueden tener evoluciones
clinicas y respuestas al tratamiento muy variadas
posiblemente debido a la heterogeneidad molecular
de estos tumores. Por esta razon la clasificacion mo-
lecular del MU es muy informativa y clinicamente
muy util. Se ha propuesto que, para ser efectiva, la
terapia en cancer debe ser individualizada, lo cual
requiere un conocimiento detallado de las propie-
dades de cada tumor en relacion a su sensibilidad a
farmacos y su propension a metastatizar [20].

Desafortunadamente los avances en el tratamien-
to del MU no han evolucionado paralelamente a otros
canceres, y la tasa de supervivencia de esta enferme-
dad ha cambiado muy poco en los tltimos afios [1,
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21]. Teniendo en cuenta la baja incidencia del MU, y
el hecho que sdlo un bajo porcentaje de los pacientes
con la enfermedad recién diagnosticada se somete
a enucleacion, la adquisicion de un ntimero signifi-
cativo de muestras de tejido fresco para el analisis
gendmico o protedmico, o para el establecimiento de
nuevos cultivos primarios, ha sido tradicionalmente
problematico en el estudio de este cancer. Quizas por
este motivo la proteémica no ha sido tan aplicada al
estudio del MU como a otros tipos de cancer; sin em-
bargo, en los tltimos afios se ha hecho un gran esfuer-
70 por cambiar esta situacion. La reciente aplicacion
de esta tecnologia en el MU esta permitiendo mejorar
nuestro conocimiento sobre la biologia molecular y
la patofisiologia de estos tumores abriendo nuevas
puertas a la identificacion de biomarcadores [22].

2.1 Proteémica del humor acuoso

La protedmica fue aplicada por primera vez al
estudio del MU para comparar el proteoma del hu-
mor acuoso de pacientes con el de individuos sanos
usando SELDI-TOF [23]. Los autores compararon
los espectros de masas de humores acuosos proce-
dentes de 24 pacientes versus 24 controles usando
un bio-chip array de intercambio i6nico. Como re-
sultado, Missoten y colaboradores pudieron distin-
guir el humor acuoso de enfermos del de individuos
sanos en un 89% de los casos basandose en dos pro-
teinas (con pesos moleculares de 4543,43 y 6853,30
kDa) todavia no identificadas. Aunque los autores
muestran un alto nimero de casos en los cuales
el espectro proteico no pudo ser medido por falta
de muestra, sugieren la utilidad de la combinacion
de herramientas bioinformaticas junto con el perfil
protedmico para la identificacion de marcadores
tumorales potenciales en el humor acuoso del MU.

2.2 Proteoma del melanoma uveal

El primer analisis protedmico de células tumora-
les de MU fue publicado por nuestro grupo desde el
Oxford Glycobiology Institute (University of Oxford,
Reino Unido) [24]. En este trabajo estudiamos el pro-
teoma de un cultivo primario de MU (UM-A) esta-
blecido previamente por nosotros en la Universidad
de Santiago de Compostela. Estas células tenian la
caracteristica de presentar una forma no funcional
hipofosforilada de la proteina antitumoral restinoblas-
toma (Rb) incapaz de inhibir el factor de transcripcion
E2F-1 y por lo tanto incapaz de parar la division ce-
lular [12]. Este trabajo caracterizd por primera vez el
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proteoma de un cultivo primario de MU estableciendo
las bases para el uso de la tecnologia protedmica al
estudio de dichos tumores. Las proteinas procedentes
de las células UM-A fueron separadas mediante elec-
troforesis bidimensional (2-DE) usando un gradiente
de p/3-10NL. De los geles resultantes, tefiidos con la
tincion fluorescente OGT MP17, se cortaron 270 man-
chas al azar con distintas intensidades para ser anali-
zadas mediante LC-MS/MS, lo que permiti6 identifi-
car 683 proteinas codificadas por 393 genes diferentes
(Figura 2). De las proteinas identificadas el 18% se
relacionaron con procesos cancerosos incluyendo la
division celular y la proliferacion (ej. CENP-F, Op18
y p80), invasion (ej. a-actinina 4, ezrina, protomiosina
y vimentina), metastasis (ej. MUCI18), oncogénesis
(ej. DJ-1, EMS1 y oncogen FUS), resistencia a far-
macos (ej. P-glycoprotein, gp94, proteina major vault,
y MGrl-Ag) y otras. El 96% de todas las proteinas
identificadas incluyendo 16 proteinas hipotéticas, no
habian sido descritas en el MU previamente (Figura
2). Las identificaciones y su anotacion en los geles
bidimensionales se pueden consultar la siguiente base
de datos: www.bioch.ox.ac.uk/glycob/index.html.
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Figura 2: Proteoma del melanoma uveal humano. Esquema
mostrando una imagen de 2-DE representativa del proteoma
de un cultivo primario establecido a partir de un fragmento
tumoral de melanoma de wvea (A); diagramas mostrando
la clasificacion funcional (B) y la implicacion con procesos
tumorales de las 683 proteinas identificadas (C). “Adapted
from Expert Review of Proteomics 4(2), 273-286 (2007) with
permission of Expert Reviews Ltd”

2.3 Proteémica en la progresion tumoral del me-
lanoma uveal

Teoricamente, la comparacién de la expresion
proteica de tumores primarios de MU localizados en
el ojo con las células metastasicas, debiera aportar
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luz sobre el papel bioldgico de proteinas implicadas
en el desarrollo de metastasis y en la identificacion
de biomarcadores que podrian ser de gran utilidad
para rastrear pacientes con riesgo de desarrollar
dichas metastasis. Con ese objetivo, Zuidervaart
y colaboradores estudiaron la expresion diferencial
del MU primario y metastasico [25]. Analizaron li-
neas celulares procedentes de tumores primarios de
MU (Mel-270) y dos metastasis del mismo paciente
(OMM-1.3 y 1.5) mediante 2-DE y MS (MALDI-
TOF/TOF). El andlisis diferencial mostroé 29 dife-
rencias de un total aproximado de 1100 manchas. De
estas, se identificaron 24 proteinas que diferenciaban
las células procedentes de tumores primarios de las
procedentes de metastasis. Estas proteinas fueron
asociadas con pasos distintivos y caracteristicos de
la metastasis tumoral como la motilidad, adhesion,
dispersion, regulacion de la apoptosis, y defensa ce-
lular. Ademas, en las lineas celulares metastasicas se
detectd un aumento en la fosforilacion de la proteina
chaperona Hsp27 (implicada en la defensa celular), asi
como niveles altos de galectina-1 y B-hexosaminidasa
(implicadas en la migracion), y niveles mas altos de la
forma fosforilada inactiva de cofilina, proteina relacio-
nada con la migracion. Los mismos autores describen
en las lineas metastasicas una disminucion de la pro-
teina relacionada con la defensa celular, glutatione-
S-transferase (GST), y de proteinas del metabolismo
como la piruvato 3 quinasa y la enolasa. Es necesaria
la validacion de estas proteinas para establecer su pa-
pel y especificidad en los tumores de MU.

De manera independiente, nuestro laboratorio
hizo un analisis similar aplicando la protedmica a la
caracterizacion del fenotipo invasivo del MU [26].
En este trabajo se continuo el estudio de las células
UM-A descritas anteriormente comparando el pro-
teoma del cultivo primario con la linea celular resul-
tante después de siete pases in vitro [12]. El cultivo
primario UM-A después de estos pases presentaba
la inactivacion de Rb por fosforilacion y ademas
presentaba una mayor tasa de proliferacion y un
aumento considerable en su potencial metastasico
ensayado en sistemas de invasion in vitro en Matri-
gel. De manera similar a lo descrito por Zuidervaart,
detectamos unas 1100 manchas en un rango de p/
3-10, pero en este caso, el numero de diferencias
detectadas fue mucho mayor. En concreto encon-
tramos 290 diferencias entre los cultivos con baja
y alta capacidad invasiva; de estas identificamos un
90% por LC-MS/MS. La identificacion de proteinas
reguladas diferencialmente reveld un aumento en
el metabolismo celular de la linea celular UM-Ay,
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asi mismo, la alteracion de proteinas previamente
relacionadas con el cancer al compararlas con el cul-
tivo primario. En concreto identificamos proteinas
relacionadas con la adhesion y migracion celular,
proliferacion, varios oncogenes y otras proteinas,
muchas de ellas descritas por primera vez en el MU.
Una seleccion de estas proteinas fue validada por
Western blot en UM-A y en otras lineas celulares
de MU con diferente potencial metastasico (UW-1,
OCM-1, SP6.5 y 92.1) establecidas por otros gru-
pos. De esta manera encontramos una relacion entre
la expresion de MUC18 y HMG-1 (high mobility
group protein) y el poder invasivo del MU.

MUCI18 (MelCAM/CD146) es una molécula de
adhesion celular que pertenece a la superfamilia de
las inmunoglobulinas y que esta constitutivamente
expresada en el endotelio humano [27]. Se sabe que
MUCI8 esta sobre-expresada durante el desarrollo
del cancer de piel de manera progresiva permitiendo
distinguir entre las células de nevus y los melanoci-
tos tumorales [28]. Ademas de en el cancer de piel,
se ha encontrado una relacion entre la expresion de
MUCI18 y el aumento del potencial metastasico en
otras neoplasias como el cancer de prostata y de
vejiga [29]. En este trabajo nuestro grupo demostro
por primera vez la relacion entre MUC18 y la capa-
cidad invasiva del MU in vitro.

La proteina HMG-1, es un componente no his-
tonico de la cromatina implicado en la regulacion
transcripcional de un niimero de genes que juegan
un papel en diferentes procesos bioldgicos de la
progresion tumoral y metastasis [30]. La mayoria
de las células normales y diferenciadas expresan
niveles muy bajos de HMG-1, y s6lo células trans-
formadas experimentalmente y muchos neoplasmas
se caracterizan por niveles altos de esta proteina
[31]. Nuestro estudio de protedmica y la validacion
mediante Western blot mostré que el HMG-1 esta
presente en los cultivos de MU sugiriendo su parti-
cipacion en el proceso de metastasis. Para completar
nuestro trabajo, necesitariamos llevar a cabo una
mayor validaciéon de MUC18 y HMG-1 mediante
inmunohistoquimica en secciones tumorales con
invasion celular y metastasis.

Nuestro estudio diferencial también mostro la so-
bre-expresion de la oncoproteina DJ-1 en células de
MU. Lo sorprendente fue encontrar que estas células
liberaban esta proteina al medio de cultivo in vitro,
y es interesante destacar que pudimos identificar su
presencia en el suero de ciertos pacientes de MU, indi-
cando su potencial como biomarcador. DJ-1 fue origi-
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nalmente clonado como un oncogén putativo capaz de
transformar células NIH-3T3 en cooperacion con H-
ras [32]. Hay muchas evidencias que demuestran que
DJ-1 juega un papel relevante en la génesis de tumores
humanos, incluyendo el cancer de mama, de pulmén
de células no pequenas y el cancer de prostata [33-35].
Ademas DJ-1 se ha descrito como un antigeno tumo-
ral circulante en el suero del 37 % de pacientes con
cancer de mama recién diagnosticados [35].

Nuestro estudio protedémico fue la primera pu-
blicacion manifestando la participacion de MUC-18
y HMG-1 como marcadores de metastasis y la im-
plicacion de la oncoproteina DJ-1 en el MU, demos-
trando a su vez la capacidad de la protedmica para
estudiar esta neoplasia [26].

2.4 Identificacion de biomarcadores de MU
en suero y analisis del secretoma

Las células cancerigenas liberan proteinas a la
matriz extracelular secretando péptidos intactos o
fragmentos. Ademas, los marcadores cancerigenos
circulantes pueden ser liberados al micro-ambiente
tumoral por células vecinas hospedadoras del tumor
como fibroblastos y macrofagos. Estos productos
secretados pueden acabar en el torrente sanguineo y
servir como potenciales marcadores en el suero y/o
plasma. Asi, el secretoma de las células y tejidos re-
presenta una fuente de biomarcadores importante. La
identificacion de proteinas secretadas, normalmente
a partir de fluidos bioldgicos, es bastante inaccesible
porque estas proteinas estan frecuentemente ocultas
entre otras de mayor abundancia que no se secretan
por las células a estudio. Para solventar este proble-
ma se recurre a la eliminacion de las proteinas mas
abundantes; sin embargo, con este proceso puede
haber problemas como la falta de especificidad y la
eliminacién de proteinas de interés [36].

En este momento no hay marcadores con la
adecuada especificidad y sensibilidad para el diag-
nodstico precoz del MU. La protedmica del suero pa-
rece ser un area prometedora para la identificacion
de biomarcadores, pero no se han descrito estudios
de suero por protedmica en el MU hasta la fecha.
En nuestro laboratorio hemos realizado un analisis
diferencial comparando el suero de pacientes de MU
con individuos sanos tras la inmunoeliminacion de
las 12 proteinas mas abundantes (aproximadamente
el 96% de proteinas totales) y hemos encontrado
muy pocas diferencias y aparentemente poco re-
levantes [37] (Figura 3). Igual que ha ocurrido en
otros canceres, a pesar de las esperanzas iniciales,
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la caracterizacion protedmica del suero o plasma
como herramienta diagndstica conlleva problemas
técnicos que necesitan ser mejorados debido al
amplio rango dinamico de la concentracion de las
proteinas que componen estas muestras. Ademas,
los potenciales biomarcadores se ven enmascara-
dos por la gran abundancia de relativamente pocas
proteinas. La eliminacion de dichas proteinas no
es una solucion del todo satisfactoria debido a que
su eliminacion puede arrastrar otras proteinas poco
abundantes de interés.

Una alternativa al proteoma del suero y el plas-
ma es el estudio de los secretomas de MU como
una fuente rica de biomarcadores. Es bien conocido
que las células tumorales alteran e interactian con
su micro-ambiente secretando proteinas, entre las
cuales hay factores de crecimiento, proteinasas
que degradan la matriz extracelular y factores de
motilidad, que fomentan migracién y metéstasis.
Otros factores son citoquinas inmunoreguladoras,
moléculas de interaccion célula-sustrato y célu-
la-célula, relacionadas con el no reconocimiento
inmune, invasion y angiogénesis [38]. De esta
forma, los secretomas de células y tejidos pueden
reflejar una gran variedad de condiciones patolo-
gicas. Recientemente, en nuestro grupo nos hemos
centrado en el estudio de proteinas especificas de
MU liberadas en la cercania del tumor incluyendo
aquellas liberadas en el suero de los pacientes.
Primero caracterizamos el secretoma de un linea
celular establecida por nosotros (UM-A) y de otras
lineas establecidas por otros grupos (SP6.5, UW-1,
92.1, OCM-1) [37]. Esta investigacion nos llevo a
la identificacién de 133 proteinas secretadas por
células de MU, algunas de ellas relacionadas con
la angiogénesis (ej. semaphorin 5A), la adhesion
celular (ej. N-CAM-L1), invasion (ej. MIF), mi-
gracion, etc. Mas de la mitad de las proteinas iden-
tificadas no habian sido detectadas anteriormente
en el estudio del proteoma global. Este hecho se
debe a la diferente naturaleza de la muestra y del
abordaje experimental; la simplicidad de los secre-
tomas comparado con los extractos celulares, y las
conocidas limitaciones de la 2-DE para resolver
proteinas hidrofébicas poco solubles y proteinas
acidas [39]. Sin embargo, las proteinas MUC-18
y DJ-1 fueron encontradas de nuevo. Ademas se
pudieron detectar proteinas de membrana como
el receptor del factor de crecimiento del higado
(HGFR/c-met protooncogen) y el receptor para el
factor de crecimiento de la insulina 2 (IGF-2R).
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Analisis diferencial del suero sin las
12 proteinas mas abundantes
melanoma uveal vs individuos sanos
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—
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Suero
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o o Western biot
) ot L7
Células metastasicas

IDENTIFICACION DE BIOMARCADORES

Figure 3: Estrategias para la identificacion de biomar-
cadores de melanoma uveal humano. Se representan las
diferentes estrategias aplicadas por nuestro grupo para el
estudio e identificacion de nuevos biomarcadores especificos
del MU. El primer paso fue el estudio del proteoma del MU
a partir de cultivos primarios del mismo. Posteriormente se
realizaron andlisis diferenciales comparando los proteomas
de células con menor o mayor capacidad invasiva, y los pro-
teomas del suero (sin las 12 proteinas mas abundantes) de
individuos sanos vs. pacientes con MU. Estos trabajos, junto
con el estudio de la secrecion in vitro o secretoma de células
de MU permitio identificar proteinas de MU ya conocidas
y también numerosas proteinas no relacionadas con este
tumor hasta la fecha. Algunas de estas proteinas se han
validado por otras técnicas (Western blot) en el tumor, en
su secretoma y en el vitreo. Es relevante destacar que hemos
podido detectar estos potenciales biomarcadores en el suero
de pacientes con MU. En la actualidad se esta trabajando
sobre la deteccion de estos biomarcadores candidatos a
gran escala correlacionando su presencia en el suero con
el estadio clinico y su capacidad para predecir el potencial
metastasico de estos tumores precozmente. “Adapted from
Expert Review of Proteomics 4(2), 273-286 (2007) with
permission of Expert Reviews Ltd”

De las proteinas mencionadas, basandose en la
bibliografia, se seleccionaron tres proteinas relacio-
nadas con el cancer para su validacion: la sintenina,
la catepsina D y la gp100, las cuales estan impli-
cadas en la progresion tumoral [40, 41]. Mediante
Western blot con anticuerpos especificos se pudieron
identificar las tres proteinas en los extractos celula-
res y secretomas de las células de MU y su ausencia
en los melanocitos normales. Ademas, se pudieron
identificar la catepsina D y gp100 en el suero de
algunos pacientes con MU [37]. Asi, podemos decir
que ya hemos identificado varios biomarcadores po-
tenciales secretados por las células MU in vitro que
también pudieron ser identificados en el suero de
los pacientes (Figura 3). En la actualidad, se estan
determinando estos biomarcadores en el suero y el
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vitreo de una muestra estadisticamente significati-
va de pacientes con MU, que ademas estan siendo
correlacionados con los hallazgos en los estadios
clinicos del tumor. Tenemos la esperanza de que en
un futuro proximo una combinacion de un grupo de
biomarcadores con suficiente especificidad permitira
al oftalmologo predecir tan s6lo con una muestra de
sangre qué pacientes son de alto riesgo y por lo tanto
desarrollaran metastasis; de esta forma, se podrian
ajustar mejor los rastreos y tratamientos con el fin
de aumentar la supervivencia.

Nota de la autora:

Partes de este articulo han sido adaptadas a partir
de la revision publicada en Expert Review of Proteo-
mics 4(2), 273-286 (2007) con permiso de Expert Re-
views Ltd. “Parts of this text have been adapted from
Expert Review of Proteomics 4(2), 273-286 (2007)
with permission of Expert Reviews Ltd”
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