Protedmica — NUmero 6 — Diciembre 2010

40

Sesion de proteémica microbiana y de parasitos

S.0.S,, ¢nos podéis ayudar?

!Aida Pitarch, Antonio Marcilla, *Ana Oleaga y “Manuel J. Rodriguez-Ortega

1 Departamento de Microbiologia 11, Facultad de Farmacia, Universidad Complutense de Madrid e
Instituto Ramdén y Cajal de Investigacion Sanitaria (IRYCIS)

2 Departamento de Biologia Celular y Parasitologia, Facultat de Farmacia, Universitat de Valéncia
3 Laboratorio de Parasitologia Animal, IRNASA, CSIC, Salamanca
4 Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Veterinaria, Universidad de

Cordoba

Con este titulo se inicio la sesion 5 de las
Il Jornadas Bienales de Jovenes Investigadores
en Protedmica. A pesar de realizarse a primera
hora de la mafana siguiente a la cena de la
reunion, por cierto en un ambiente excelente,
logramos una audiencia nutrida y participativa.
El formato con el que planteamos la sesion fue
innovador: presentar los problemas protedmicos
de jovenes investigadores en el campo de la
microbiologia y parasitologia, y esperar una
respuesta dinamica de los expertos presentes en
la sesion. Desde luego el devenir de la sesién no
decepcion0, siendo la mas participativa con 7
comunicaciones orales y 16 en poster. Con esta
féormula hemos salido de las presentaciones
clasicas de resultados (que por cierto se pueden
seguir en las respectivas publicaciones), y llegar
a la discusion de problemas en un ambiente
distendido, refiriendo cada cual las dificultades
con las que se encuentra a diario. Creemos, no
sin poca inmodestia, que esta sesion ha traido
una bocanada mas de aire fresco a unas jornadas
de por si interesantes, agiles y participativas. Y
la guinda del pastel fue el reconocimiento por
parte de la organizacion a dicho esfuerzo
concediéndonos el premio a la mejor sesion de
dichas jornadas. Antes de nada muchisimas
gracias al jurado y a Thermo Scientific,
patrocinadora de dicho premio.

1. Las enfermedades desatendidas, ¢también
en proteémica?

Como introduccion a la sesién, y para
despertarnos un poco (la conciencia, y también
de la resaca de la noche anterior), Antonio
Marcilla nos introdujo en la problemaética de las
enfermedades  desatendidas, o0  también
denominadas olvidadas. Hizo hincapié en que
estas enfermedades definidas asi por la
Organizacién Mundial de la Salud carecen de
atencion tanto en los medios de comunicacion
como en la implementacion de programas de
control y en la dotacion de fondos para
investigacion. Remarc6 ademas que el que estén
causadas en su mayor parte por organismos
huérfanos (asi se les denomina a aquéllos que
carecen de proyecto de secuenciacion de su
genoma) hace aun mas arduo y dificil su
estudio, en especial el protedmico. Pensamos
que los avances en ciencia y tecnologia deben
tener como objetivo final ayudar a las personas
a tener una vida mejor, y precisamente aquellos
afectados por estas enfermedades desatendidas
merecen, si cabe, un mayor esfuerzo por
aquéllos que disfrutamos de las ventajas de vivir
en el “primer mundo”. Es por ello que, unido a
nuestro interés investigador, encontramos la
gratificacion de poder ayudar a aquéllos que
mas lo necesitan. En este cambio de época que
estamos viviendo, los avances en la ciencia y la
tecnologia deben disminuir la distancia entre
ambos mundos acercando a los paises en
desarrollo y haciendo posible su incorporacion
al progreso cientifico, econémico y social.
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2. ¢Qué problemas se han abordado en la
sesion de protedmica de microorganismos y
parasitos?

Tras despertar nuestras conciencias, la
sesion continud con una comunicacion en la que
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microorganismos y parasitos huérfanos. Esta fue
sequida de tres grandes bloques de
comunicaciones en los que se abordaron los
principales problemas relacionados con el
analisis protedmico de bacterias, hongos y
parésitos. Todos ellos se detallan a continuacion

se introdujo uno de los problemas méas comunes

en el estudio protedmico de estos

y se resumen en la Tabla 1.

Tema Problemas proteémicos abordados Posibles soluciones o sugerencias propuestas Ponente —
Nombre Afiliacion
- Escasez de secuencias en las bases de |- Herramientas bioinformaticas que aumenten el Maria Luz Valero |Laboratorio de Protedmica,
datos para microorganismos y parasitos.  [numero de secuencias (ej. ESTSs). Centro de Investigacion
Principe Felipe, Valencia.
Aspectos generales Espectros de fragmentacion de pésima |- Guanidacion de los residuos de lisina y sulfonacion
lcalidad y mala asignacion de los mismos a [N-terminal de péptidos.
secuencias peptidicas.
- Identificacion de glicoproteinas de - Empleo de resinas de afinidad especificas para la Alfonso Olaya Dpto. de Bioquimica y
superficie bacterianas. captura de las mismas a través de sus residuos Biologia Molecular,
sacaridicos. Universidad de Cérdoba.
- Eliminacion de contaminantes (azdcares, |- Didlisis, ultrafiltracion (para azlcares y ADN),
IADN,...) que puedan interferir en la precipitacion selectiva de ADN y/o digestion con
Icaptura selectiva de glicoproteinas. nucleasas.
- Enfoque deficiente de proteinas en zona |- Empapar los papeles que se colocan sobre los Mario Ferrer Institut de Biotecnologia i de
Prote6mica de bésica de pH. lelectrodos con tampdn urea/tiourea Navarro Biomedicina (IBB),
bacterias - Empleo de DeStreak como reductor en el Universitat Autonoma de
isoelectroenfoque. Barcelona.
- Baja presencia de proteinas de - Uso de ASB-14 en el tampdn de rehidratacion.
membrana en los geles bidimensionales.
- Fenomeno de “lagrimas™ en - Debido a la eliminacion del SDS en la segunda
determinadas zonas del gel. dimension.
- Contaminacion por ADN. - Aumento del tiempo e intensidad de sonicacion para
la extraccion de proteinas.
- Variabilidad analitica y biolégica entre |- Uso de técnicas microbiolégicas mas reproducibles, y|Francisco Javier Laboratorio de Microbiologia,
réplicas independientes. de cepas monoconidiales y/o de la misma generacion. |Fernandez Acero  |Facultad de Ciencias del Mar
- Transformacion raiz cubica de los datos. Ambientales, Universidad de
de Cédiz.
plantas |- Extraccion de la relevancia biolégica a |- Empleo de diferentes herramientas bioinformaticas.
J_— artir de listas de proteinas.
Proteomica - Obtencion de extractos proteicos de - Modificacion de protocolos de extraccion de
de hongos : P P P
hongos filamentosos. roteinas.
- Normalizacion de muestras con diferente |- Igualar el nimero de células de partida en todos los |Jose Antonio Reales|Dpto. Microbiologia 11,
de cantidad de protel’ng enel cm_)ntrol_y enel [casos y resuspender en el mismo volumen final antes  (Calderén Fac_ultaq de Farmacia,
humanos problema para analizar mediante iTRAQ. |de marcar con FFRAQ:, Unlve_r5|dad Complutense de
- Igualar la concentracion de las muestras antes de Madrid.
marcar con iTRAQ.
- Contaminacion con proteinas de la linea |- Uso de columnas desaladoras. Virginia Marugdn  [SALUVET, Dpto. Sanidad
celular hospedadora en estudios de Hernandez lAnimal, Facultad de
interaccion parasito-hospedador. eterinaria, Universidad
Complutense de Madrid.
- Contaminacion con proteinas de otras |- Empleo de gradientes de sacarosa y
organelas en estudios de fraccionamiento [ultracentrifugacion.
subcelular. - Uso de otros protocolos de fraccionamiento.
- Realizar estudios posteriores de validacion de los
subproteomas obtenidos.
- Contaminacion con proteinas de otros |- Desarrollo de una nueva metodologia para purificar y
estadios invasivos del parasito laislar los bradizoftos de los taquizoitos de N. caninum.
de (especialmente con taquizoitos). - Comparar el (sub)proteoma de la mezcla de zoitos
(taquizofto y bradizofto) con el de los taquizoftos solos.
Protedmica protozoos Extrapolacion de manchas proteicas - Identificar solamente aquellas manchas que se
de parésitos lentre geles bidimensionales al variar correlacionen correctamente (mediante asignacion
condiciones (ej., geles analiticos vs. lautomatica y posterior revision manual).
preparativos, IPGs de rango amplio vs. - Optimizar la técnica.
lestrecho,...).
- Valor estadistico de la abundancia - Utilizar una relacion constante con significado
relativa de una proteina al comparar biolégico para comparar abundancia proteica.
diferentes condiciones mediante 2D-
- Bases de datos cuyas anotaciones son |- Revisar cada cierto tiempo las identificaciones
incompletas o se actualizan cada poco lobtenidas para determinar si han variado las
tiempo. lanotaciones previas debido a la actualizacion de las
mismas.
de - Escasez de informacion en las bases de [ Buscar en Ia_l Web eI_rpayo_r namero posible de bases |Javier Gonzalez Laboratorio de Para_sitologia,
nematodos datos. de datos con informacion (til y volcar en ellas los Miguel Facultad de Farmacia,
resultados. Universidad de Salamanca.

Tabla 1. Resumen de los principales problemas protedmicos abordados en la sesion de microorganismos y parasitos,
asi como de las posibles soluciones o sugerencias propuestas.
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2.1. Aspectos generales.

Maria Luz Valero nos introdujo en la
problematica de los estudios proteémicos con
organismos “raros”, como ella misma les
denomin6. Maria Luz nos expuso que los
métodos actuales de identificacion de proteinas
se basan generalmente en la comparacién de la
informacién de MS (o MS/MS) obtenida con la
informacién de secuencias de proteinas que
existe en diferentes bases de datos.
Precisamente, éstas son uno de los “cuellos de
botella” de dichos estudios. Asi por ejemplo,
aunque la base de datos del NCBI cuenta con
aproximadamente 8.500.000 secuencias, no
todos los organismos estdn representados por
igual. Asi, de ellas, 508.911 son de proteinas
humanas y 110.313 de rata. Pero el nimero es
considerablemente menor para otros organismos
de gran interés como paréasitos (como ejemplo
54.542 entradas para helmintos trematodos). Es
por ello necesario en muchos casos recurrir a la
secuenciacion de novo, la cual requiere de
espectros de MS/MS de gran calidad, siendo
ademas costosa tanto en cantidad de muestra
como en el tiempo de analisis, por lo que su
aplicabilidad es limitada.

2.2. Protedmica de bacterias.

Alfonso Olaya nos mostrd
acerca de los problemas para identificar
glicoproteinas en bacterias. Hasta hace muy
poco, se pensaba que los procariotas no
presentaban este tipo de modificacion
postraduccional. Sin embargo, se ha demostrado
la existencia de proteinas glicosiladas tanto en
arqueas como en bacterias Gram-negativas y
Gram-positivas. En los procariotas, las
glicoproteinas son casi sin excepcion proteinas
ligadas a la superficie o secretadas al exterior,
por lo que, en el estudio de organismos
patégenos, a priori son buenos candidatos para
nuevas vacunas. Alfonso nos mostro el abordaje
planteado para la identificacion protedmica de
estas moléculas, consistente en el empleo de tres
tipos de cromatografia de afinidad: (i) la basada
en la quimica de la hidrazida, mediante la cual
los grupos cis-diol de los residuos de azlcares
de las glicoproteinas, tras ser oxidados
irreversiblemente con peryodato, reaccionan con

su trabajo
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dicho grupo hidrazida formando un enlace
covalente hidrazona; (ii) la de las lectinas,
proteinas que reconocen especificamente
residuos monosacaridicos u oligosacaridicos
unidos a proteinas; y (iii) la del éacido
aminofenilborénico (APBA), mediante la cual
dicho grupo forma un enlace covalente
reversible de tipo diéster con los cis-dioles de
los azucares (Figura 1). Dicho enlace se puede
revertir, liberando por tanto el ligando, y
aumentando el pH. Los dos primeros tipos
pueden usarse asimismo para la deteccion en
geles. Los resultados preliminares en los
eluidos, tras digerir en solucion con tripsina,
evidenciaron una gran cantidad de proteinas
citoplasmaticas identificadas por LC-MS/MS, lo
cual en principio no era lo esperado, indicando
asi una posible inespecificidad de las técnicas
tal y como habian sido usadas. La presentacion
de Mario Ferrer Navarro recibid el premio a la
mejor comunicacion oral individual, haciendo
que sobre esta sesién recayeran todos los
honores de la presente edicion de las Jornadas.
Mario nos hablé acerca de la utilidad de la
protedmica para diferenciar entre distintos
aislados clinicos de una bacteria Gram-negativa,
Stenotrophomonas maltophilia, asociada a una
incidencia creciente de infecciones
nosocomiales en pacientes inmunodeprimidos.
La caracterizacion y diferenciacion de estirpes
de una determinada especie puede llevarse a
cabo mediante pruebas microbioldgicas y
bioquimicas, tales como ensayos de motilidad,
sensibilidad a sueros humanos, capacidad de
formacion de biofilms o de adhesion celular. Sin

embargo, estas pruebas no siempre dan
resultados claramente diferenciadores. La
distincion entre estirpes puede abordarse

también desde el punto de vista proteémico,
caracterizando el proteoma de la bacteria. Para
ello, realizd una extraccién de proteina total
(con presencia de ASB-14 en el tampon de
rehidratacion, para maximizar la presencia de
proteinas de membrana) con el fin de resolverla
mediante DIGE. En los primeros intentos, se
top6 con el problema de un enfoque no
demasiado eficiente tras realizar la primera
dimension en tiras de intervalo de pH 3-10: la
zona de pH bésico estaba mal enfocada y
contaba en general con pocas proteinas.
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Figura 1. Diferentes aproximaciones para identificar glicoproteinas de superficie celular o secretadas al exterior en
procariotas mediante cromatografia de afinidad. APBA, acido aminofenilborénico.

+ 2H,0

Ademas, la eliminacion del SDS en la
segunda  dimension  conllevd que en
determinadas zonas del gel, apareciera el
fenomeno de “lagrimas”. Sugirid6 que esto
también podria estar ligado a la presencia de
demasiado ADN como contaminante. Las
pruebas fueron entonces encaminadas a resolver
estos problemas.

2.3. Protedmica de hongos.

Tras la exposicion de algunos de los
principales escollos encontrados en la
proteOmica  bacteriana, Francisco  Javier
Fernandez Acero nos introdujo en el estudio
proteOmico  de hongos  fitopat6genos,
especialmente el del hongo filamentoso Botrytis
cinerea, indicando los problemas mas relevantes
que se pueden hallar. Destaco entre ellos (i) la

gran variabilidad analitica y bioldgica existente
entre replicas independientes; (ii) la extraccion
de la relevancia bioldgica a partir de la gran
informacion generada en estudios de abundancia
diferencial (donde se forjan grandes listas de
proteinas) sin aplicar un prisma sesgado, puesto
que se puede correr el riesgo de perder la
informacion relativa a otros procesos biologicos
y/o  funciones moleculares paralelos vy
posiblemente de gran importancia; (iii) la falta
de bases de datos de proteinas para hongos
filamentosos, a pesar de que en la actualidad se
estdn concluyendo unos 25 proyectos de
secuenciacion de genomas fungicos, y (iv) la
dificultad de obtener extractos proteicos de
hongos filamentosos, debido principalmente a
las caracteristicas fisicoquimicas de la pared
celular (alto porcentaje de polisacaridos vy
elevada resistencia mecanica, entre otros).
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Jose Antonio Reales Calderon nos
mostrO su trabajo sobre el andlisis de
abundancia diferencial de proteinas del
citoesqueleto del macrofago tras su interaccion
con Candida albicans, el principal agente
etioldgico de las candidiasis humanas. Su
estudio es de gran interés ya que la fagocitosis
conlleva alteraciones substanciales en el
citoesqueleto de actina, tubulina y miosina y de
las proteinas asociadas a ellas. Jose Antonio nos
presentd un método especifico para extraer
dicho subproteoma y los problemas asociados al
mismo. DestacO entre ellos el aumento
significativo de la cantidad de proteina tras la
interaccion en comparacién con el control
(Figura 2).

—

Cnt Int Cnt Int Cnt Int

Figura 2. Gel de poliacrilamida de muestras
enriquecidas en proteinas de citoesqueleto de macréfago.
Cnt: macréfagos control; Int: macréfagos tras su
interaccion con el hongo C.albican.

Indicé que esta peculiaridad dificulta
considerablemente la normalizacion de las
muestras a analizar mediante la técnica
cuantitativa sin gel “iTRAQ” (isobaric tag for
relative and absolute quantitation), donde se
iguala la concentracién de las muestras antes de
marcar. Nos planteé que si las muestras se
igualasen de este modo, podria acarrear un
problema serio, o al menos cierta incertidumbre,
ya que se aumentaria las concentraciones de las
proteinas de la muestra de macréfagos control,
modificando los resultados del analisis de
abundancia diferencial, y por tanto la fiabilidad
y consistencia del experimento protedmico.
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2.4. Protedmica de parasitos.
Virginia Marugdn Hernandez  nos
presentd  varios  problemas  protedmicos

relacionados con la identificacion de proteinas
de Neospora caninum implicadas en invasion y
virulencia como posibles nuevas dianas
diagndsticas y/o vacunales. N.caninum, un
protozoo intracelular obligado, es el agente
etiolégico de la neosporosis bovina, una de las
principales causas de fallo reproductivo (aborto)
en el ganado bovino. Entre los problemas que
planted, asociados a la obtencion de muestra,
despuntan principalmente posibles
contaminaciones: (i) con proteinas de la linea
celular hospedadora en estudios de interaccion
parasito-hospedador; (ii) con proteinas de otras
organelas en experimentos de fraccionamiento
subcelular (para el estudio de organelas
implicadas en invasion-proliferacion) y (iii) con
proteinas de diferentes estadios invasivos del
parésito en el ganado bovino, el de taquizoito
(forma de la fase aguda de la infeccion y de
rapida multiplicacion) y el de bradizoito (forma
de persistencia, acantonamiento y evasion del
sistema inmunitario) (Figura 3). Por otro lado,
entre los problemas relacionados con la
identificacion de proteinas que expuso,
destacan: (i) la dificultad de extrapolar manchas
proteicas entre geles bidimensionales analiticos
y preparativos o entre aquéllos que utilizan tiras
de gradiente de pH inmovilizado de rango
amplio y estrecho; (ii) el conflicto de determinar
cudl es la relacion que se deberia establecer para
considerar la abundancia de una proteina
significativamente  diferencial cuando se
comparan distintas condiciones mediante 2D-
DIGE vy (iii) el problema asociado a las bases de
datos cuyas anotaciones no son completas y que
se van actualizando cada muy poco tiempo,
modificAndose en ciertas ocasiones las
anotaciones previas.
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TAQUIZOITO

Invasion-proliferacion
Fase aguda de la infeccidn

Figura 3. Diferentes estadios de

Javier Gonzélez Miguel nos expuso su
trabajo sobre el estudio de las relaciones
parasito-hospedador en la dirofilariosis animal y
humana. Dirofilaria immitis es un nematodo
parasito  causante de la  dirofilariosis
cardiopulmonar canina y felina y de la
dirofilariosis pulmonar humana. Sefiala que la
inmunoprotedmica clasica (la combinacion de
electroforesis bidimensional, western blot y
espectrometria de masas) es una herramienta
muy atil para poder conocer las bases
moleculares de los procesos patoldgicos que
causa este pardsito en cada uno de los
hospedadores (Figura 4).

invasion  del
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QUISTE
TISULAR

BRADIZOITO

Persistencia
Fase cronica de la infeccion

protozoo  N.caninum en el ganado bovino.

Sefiald las siguientes ventajas de las
técnicas empleadas: (i)proporcionan una amplia
informacidn en, relativamente, poco tiempo, (ii)
son técnicas reproducibles y (iii) no han sido
muy utilizadas en el campo de las filarias. Los
inconvenientes o problemas que encuentra son:
(i) poca informacion en las bases de datos sobre
las proteinas de D. immitis, (ii) alto coste del
proceso de identificacion proteica por
espectrometria de masas, y (iii) se genera una
gran cantidad de informacién que precisa de
mucho tiempo para ser correctamente
relacionada.
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Figura 4. Distintos patrones bidimensionales de proteinas inmunogénicas del nematodo D.immitis reconocidos por sus

diferentes hospedadores (perro, gato y ser humano).

3. ¢Qué posibles soluciones o sugerencias se
han propuesto durante esta sesion?

En todas las comunicaciones que se han
seflalado  anteriormente  se  propusieron
soluciones o sugerencias durante nuestra sesion,
bien por parte de los mismos ponentes o bien
por parte de los mas instruidos presentes en la
misma, que a continuacion se detallan
brevemente y se recopilan en la Tabla 1.

3.1. Aspectos generales.

Maria Luz no quiso pecar de pesimista,
aun a sabiendas gque hay pocas estrategias que se
estan aplicando en la actualidad en el caso de
disponer s6lo de informacion parcial de MS y
MS/MS. Nos sefial6 que en algunos casos
pueden utilizarse herramientas quimicas para la
mejora de los espectros de MS/MS. En este
contexto presentdé como ejemplo el resultado de
procesos de guanidacion y sulfonacién que
logran aumentar la sefial de los péptidos y
mejorar los espectros de fragmentacion
obtenidos consiguiéndose una mejor asignacion
a secuencia, respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Herramientas quimicas para la mejora de los
espectros de masas (MS y MS/MS). Analisis MALDI-
TOF/TOF (MS-MS/MS) de un digerido de BSA en
condiciones estdndar (arriba) y con guanidacion y
sulfonacion (SPITC) (abajo). La guanidacién de los
residuos de lisina aumenta la intensidad de sefial de estos
péptidos. La sulfonacién N-terminal de los péptidos
mejora los espectros de fragmentacién obtenidos,
consiguiéndose una mejor asignacion a secuencia.

Asimismo, y como posibles soluciones,
también se estan desarrollando herramientas
bioinformaticas, citando como ejemplo la que
presentd en las jornadas y que puede ayudar a
traducir informacién de ESTs en secuencias
aminoacidicas  (http:scsie.uv.es/bio/fastamgr).
Informacion acerca de dicha herramienta se le
puede solicitar a ella misma (lvalero@cipf.es).

3.2. Protedmica de bacterias.

Alfonso respondié por si mismo a
algunos de los problemas por él planteados. Con
respecto a la presencia de proteinas
citoplasmaticas en las fracciones de elucion de
las cromatografias de afinidad, se lanzo la
hipbtesis de la competencia con otros azucares
(libres o asociados a otras estructuras) de la
misma muestra, por lo que se sugirio la
conveniencia de eliminarlos. Para ello, se
pueden usar métodos de dilisis o ultrafiltracion.
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Con respecto a la aproximacion basada en geles,
la gran cantidad de ADN presente en muestras
bacterianas suele dificultar una Optima
focalizacion de las muestras en electroforesis
bidimensional, por lo que se sugirio la
eliminacion de dicho material. Una forma
simple es precipitar con &cido tricloroacético o
con kits comerciales de limpieza de muestras,
pero la pérdida de proteinas es importante. Otra
forma consiste en la digestion del ADN con
nucleasas, un método comodo y rapido, pero
que requiere la obtencion de la muestra en un
tampon no desnaturalizante. Otra forma puede
consistir en precipitar selectivamente el ADN,
por ejemplo con espermina. Pero ésta, al ser una
poliamina, por tanto con carga, seria
incompatible para la separacion mediante
isoelectroenfoque, por lo que habria que
eliminarla previamente (por ejemplo, dializando
o ultrafiltrando muy bien), afadiendo por
consiguiente un paso adicional en el proceso.

Mario planted las siguientes soluciones
al problema de la menor calidad del enfoque en
determinadas zonas de los geles, principalmente
en la de pH basico: empapar los trocitos de
papel que se colocan sobre los electrodos (en el
lado bésico) en tampdn urea/tiourea; por otro
lado, para mejorar el enfoque en la zona basica,
usar DeStreak como agente reductor en el
isoelectroenfoque (Figura 6). Para contribuir a
reducir la cantidad de ADN en la muestra,
propuso aumentar la intensidad y el tiempo en la
sonicacion cuando se lleva a cabo la rotura
mecéanica de las células para la extraccion de las
proteinas. Con todo esto, logré aumentar la
calidad de los geles y por tanto el nimero de
proteinas  bien  enfocadas en geles
bidimensionales en los que el intervalo de pH de
la primera dimension fue de 3 a 10. Tras llevar a
cabo un analisis DIGE entre la estirpe de
referencia ATCC 13637 y el aislado clinico
M30, logro determinar diferencias a nivel de
abundancia de proteinas, concluyendo que la
protedmica puede ser Util para la diferenciacion
de estirpes bacterianas. En su grupo, han
obtenido los mutantes para algunas de las
proteinas identificadas que se expresan
diferencialmente, y estan llevando a cabo la
caracterizacion de dichos mutantes.
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Figura 6. Posibles soluciones y/o propuestas para la mejora de la resolucién de los geles bidimensionales.

3.3. Protedmica de hongos.

Francisco Javier propuso algunas
soluciones a los problemas que presento.
Sugiri6 que para disminuir la variabilidad
analitica y  biolégica entre  replicas
independientes se podrian usar protocolos y/o
técnicas microbiolégicas mas reproducibles asi
como cepas monoconidiales y/o de la misma
generacion, entre otras. También se planted
posteriormente, como un posible recurso, la
transformacion raiz cubica de los datos para
disminuir la variabilidad entre las intensidades
obtenidas con manchas proteicas de gran

tamafio. Respecto a la relevancia bioldgica de
las proteinas identificadas en  estudios
protedmicos, Francisco Javier nos coment6 que
PANTHER (“Protein  ANalysis THrough
Evolutionary Relationships”, disponible en
www.pantherdb.org) es una herramienta (Util
para clasificarlas en funcion de los procesos
bioldgicos y funciones moleculares en las que
estdn implicadas siguiendo las anotaciones de
“Gene Ontology” (Figura 7). Ademas indico que
existen algunos algoritmos disponibles para
identificar posibles dianas terapéuticas a partir
de estos datos protedmicos.
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Figura 7. Extraccion de relevancia biologica de una lista

de proteinas en base a las anotaciones de “Gene
Ontology”.
El problema, o més bien el

rompecabezas, que plante6 Jose Antonio
recibi6, como era de esperar, una respuesta
activa y esmerada por parte de los mas versados
presentes en la sesion, creando una gran
polémica al florecer dos tendencias bastante
diferenciadas. Una de éstas se basd
principalmente en igualar el numero de células
de partida en todos los casos y resuspender en el
mismo volumen final antes de marcar con los
reactivos de iTRAQ. En cambio, la otra se
decantd en igualar la concentracion de las
muestras antes de marcar, como es propio de
dicha técnica. Ante esta dualidad y sin llegar a
un consenso definitivo, se comentd finalmente
que para determinar cudal de ellas era mas viable,
se deberia abordar el problema con ambas
opciones, y decidir posteriormente con los
resultados obtenidos la fiabilidad de ambas.
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3.4. Protedmica de parasitos.

Respecto a los problemas que expuso
Virginia, se indicé que para eliminar posibles
contaminaciones con proteinas propias de las
celulas hospedadoras se podian emplear
columnas desaladoras. Este abordaje da buenos
resultados, ya que se identifican muy pocas
proteinas de la linea hospedadora. También se
sefialo que los gradientes de sacarosa seguidos
de ultracentrifugacion son una  buena
herramienta para el enriquecimiento de
organelas, pero que son necesarios poner a
punto otros protocolos de fraccionamiento asi
como realizar apropiados estudios de validacién
de los subproteomas obtenidos. Aungue se
propuso desarrollar una nueva metodologia para
aislar o purificar los bradizoitos de los
taquizoitos de N.caninum, también se barajo la
posibilidad de trabajar con mezclas de zoitos y
comparar el (sub)proteoma de éstas con el de
los taquizoitos solos. En cuanto a los problemas
en la identificacion de proteinas dificiles de
extrapolar entre geles, se sugirio que se deberian
identificar solamente aquéllas que fuesen
seguras 0, mas bien, optimizar la técnica.
También se insinud que se deberia utilizar una
relacién constante con significado bioldgico
para comparar abundancia proteica mediante la
técnica de 2D-DIGE con el fin de alcanzar
resultados consistentes. Por dltimo, se apunt6
que se deberia revisar cada cierto tiempo las
identificaciones llevadas a cabo con bases de
datos cuyas anotaciones no son completas, con
el objetivo de determinar si se han variado las
anotaciones previas debido a la actualizacion de
las mismas.
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En relacion con los problemas que
sefiald Javier se le comentd que parte de ellos
son problemas inherentes a la propia técnica.
Con respecto a la escasez de informacion en las
bases de datos (tema abordado por Maria Luz),
se volvié a matizar que es un problema muy
comun en los parasitos ya que la mayor parte de
sus genomas no estan secuenciados. Otro
aspecto que se comentd es que la informacion se
genera a una gran velocidad, pero sin embargo
la capacidad para organizarla es mucho mas
lenta. Puede estar dispersa por lo que es
importante seleccionar adecuadamente las bases
de datos en las que se vuelcan los resultados.

4. Una sesion innovadora pero susceptible de
mejoras.

Aunque durante el transcurso de nuestra
sesion se abordaron varios  problemas
proteémicos y posibles soluciones que podrian
ser de interés para cualquier joven (0 no tan
joven) investigador, una apuesta un tanto
innovadora en este tipo de jornadas, siempre
este tipo de eventos es susceptible, sin lugar a
dudas, de mejoras. Algo que se podria enmendar
para futuros eventos seria disponer de mas
tiempo para que se pudiesen dar mas propuestas
a los problemas que se presenten, lo cual
previsiblemente haria ain mas dindmica, Util y
practica la sesion. Nuevos formatos no tendrian
sentido si no se promoviese el debate asi como
la busqueda de nuevas ideas o soluciones a los
problemas protedbmicos que se pudiesen
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plantear, que al fin y al cabo, son a los que los
joévenes investigadores (a quienes van
principalmente, pero no Unicamente, dirigidas
estas jornadas) se enfrentan dia a dia en su
poyata de trabajo.
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