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Historia del grupo

Los miembros del equipo de investigacion en
Protedmica de la Universidad de Vigo trabajan en
los laboratorios del Area de Bioquimica y Biologia
Molecular ubicados en la Facultad de Biologia de
dicha Universidad. Estan integrados en un grupo
méas amplio que investiga desde el afio 1994 en
temas relacionados con Biomarcadores Molecu-
lares, y cuyo principal objetivo es la obtencion de
nuevas pruebas de diagnostico, de pronostico y de
seguimiento para distintos tipos de cancer. Nues-
tros primeros estudios seguian un enfoque clasico
evaluando el valor como marcadores de moléculas
de las que ya se conocia o sospechaba su relacion
con los procesos tumorales. De este modo hemos
investigado tanto glicoproteinas como monosaca-
ridos mediante valoraciones enziméticas, métodos
electroforéticos e inmunolégicos. Con este tipo de
estudios comprobamos, por ejemplo, que algunas
moléculas, como el CD26, tienen utilidad para el
diagndstico y el prondstico en el cancer colorrec-
tal mientras que otras, como la alfa-L-fucosidasa,
podrian ser utilizadas tanto en el prondstico como
durante el seguimiento postoperatorio de pacientes
de céncer de cabeza y cuello, permitiendo la detec-
cion de recidivas.

Sin embargo, es cada vez mas evidente que la
deteccidn y el seguimiento de los procesos tumora-
les requieren no un Gnico marcador, sino una com-
binacion de varios. Esta se considera la opcion ideal
en la actualidad, ya que la valoracion de un conjunto
de moléculas posibilita una mejora tanto de la sensi-
bilidad como de la especificidad de una prueba. Las
técnicas protedmicas, que incluyen varias tecnolo-
gias de separacion de proteinas a gran escala, son
adecuadas para este tipo de estudios, no sélo porque
permiten la observacion y comparacion de miles
de proteinas a la vez, sino porque permiten realizar
los anélisis sin un conocimiento a priori de las pro-
teinas que finalmente van a presentar un potencial
valor clinico. Esto incrementa las probabilidades de
hallar nuevas moléculas, cuya relacion con el cancer
no se hubiera demostrado previamente.

En la busqueda de marcadores tumorales por
comparacién de mapas proteicos obtenidos me-
diante electroforesis bidimensional, nuestro grupo
ha seguido distintas aproximaciones. Una de ellas
consiste en la deteccion de proteinas que presenten
diferencias en sus niveles de expresion (mayor o
menor cantidad de proteina) entre individuos sanos
y enfermos. Este tipo de estudios lo hemos llevado a
cabo en pacientes de cancer colorrectal, analizando
tanto proteinas presentes en el suero como proteinas
de membrana de los tumores de pacientes. En ambos
casos hemos identificado numerosas proteinas cuya
expresion se altera en relacion con la patologia,
siendo la mayoria de ellas proteinas relacionadas
con la proliferacién celular, la apoptosis y la sefia-
lizacion celular, por lo que en principio todas ellas
son candidatas a marcadores tumorales.

En relacion a esta aplicacion clinica de la pro-
tedmica, es evidente que la deteccidn de proteinas
alteradas en pacientes no garantiza su utilidad como
marcadores tumorales, por lo que es preciso llevar
a cabo su validacion. Esto supone en la actuali-
dad un cuello de botella en este tipo de estudios.
Aunque actualmente existen numerosos trabajos
en los que se identifican proteinas alteradas en dis-
tintas enfermedades, son muy escasos, por no decir
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inexistentes, aquellos en los que se comprueba la
utilidad de esas proteinas como marcadores de la
enfermedad. Ademas, estas pruebas de validacion
se realizan en suero o plasma y muchas veces no
confirman los resultados obtenidos en los estudios
protedbmicos. Pensamos que, en parte, esto se debe
a la existencia de isoformas que corresponden a
una misma proteina con diferentes modificaciones
post-traduccionales. En nuestro laboratorio, de los
potenciales marcadores tumorales identificados en
los estudios anteriores, elegimos para su validacién
la proteina clusterina. Esta proteina presenta formas
tisulares citoplasmaticas y nucleares, siendo tam-
bién secretada a fluidos bioldgicos como el suero.
El interés de esta proteina radica en su implicacion
en diversos procesos neoplasicos, ejerciendo fun-
ciones tanto pro- como antiapoptoticas. Por ello, y
aprovechando las técnicas protedmicas disponibles,
hemos estudiado las diversas isoformas séricas de
la clusterina (Rodriguez-Pifieiro et al., 2006), obser-
vando un complejisimo patron en individuos sanos
que difiere del que existe en suero de pacientes con
cancer colorrectal. Asi, detectamos una expresion
alterada de, al menos, 16 N-glicoformas y el aumen-
to, exclusivamente en pacientes, de una forma de
clusterina, constituida por al menos 5 isoformas, y
probablemente con una glicosilacién aberrante. Ac-
tualmente tratamos de identificar, separar y purificar
las isoformas que estén alteradas por la enfermedad
con el objetivo adn lejano de generar anticuerpos
especificos para su deteccion.

Una segunda aproximacion protedmica para la
busqueda de marcadores tumorales consiste en utilizar
los propios mapas bidimensionales como herramienta
diagnostica. En este sentido hemos empleado, por un
lado, pruebas estadisticas multivariantes aplicadas a
los niveles de expresion proteica y, por otro, un mé-
todo morfométrico-geométrico denominado analisis
de deformaciones relativas, que permite la deteccion
de cambios casi inapreciables en la posicion de algu-
nas proteinas en los mapas bidimensionales. Estos
cambios son el reflejo de pequenias variaciones en el
punto isoeléctrico y la masa molecular, que pueden
ser debidas a modificaciones post-traduccionales
aberrantes producto del proceso tumoral. Hemos com-
probado que todas estas técnicas, aplicadas a los mapas
bidimensionales, pueden servir como herramienta
diagndstica, puesto que permiten la discriminacion
entre individuos sanos y enfermos. Ademas, en el Ul-
timo caso, el método permite detectar la contribucion
de cada proteina a la distincion de los grupos, por lo
gue a posteriori pueden seleccionarse las proteinas
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con mayor importancia y llevar a cabo su validacion
como marcador tumoral.

Finalmente, comentar que nuestro grupo cola-
bora también con un grupo de Genética de la Uni-
versidad de Vigo aplicando técnicas protedmicas
para realizar estudios de especiacion en moluscos.
En estos trabajos la mayor dificultad estriba en la
préctica inexistencia de secuencias de estas especies
en las bases de datos, lo que complica la identifi-
cacion de proteinas, obligando en muchos casos
a su secuenciacion. Acostumbrados a trabajar con
proteinas humanas, todavia sorprende el poco avan-
ce alcanzado en protedémica en relacion con estos
organismos marinos.
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