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1. Introduccion:

En los ultimos afios las ciencias de la salud han tenido grandes avances que han ayudado al
desarrollo de tecnologias para el descubrimiento de nuevos farmacos. Dentro de estas
ciencias se encuentran las ciencias dmicas las cuales son disciplinas que explican las bases
del funcionamiento bioquimico de un organismo a través de la caracterizacion y
comparacion de grupos de moléculas bioldgicas (Campos, 2019).

Cada ciencia dmica se centra en el estudio de una clase particular de biomoléculas:
gendmica (genes), lipidémica (lipidos), transcriptomica (ARNm), protedmica (proteinas) y
metaboldmica (metabolitos) (Puchades y Pineda, 2015).

La protedmica es el estudio a gran escala de las proteinas, incluida su estructura y funcion
dentro de una célula, sistema u organismo. Mientras que el enfoque de la metaboldmica
consiste en identificar y determinar el conjunto de metabolitos en muestras bioldgicas
(tejidos, células, fluidos u organismos) en condiciones normales en comparaciéon con
estados alterados causados por alguna enfermedad, tratamiento farmacoldgico o
intervencién dietética (Klassen y Tedesco, 2017).

El descubrimiento de estas ciencias ha facilitado el entendimiento de la causa de ciertas
enfermedades y su aplicacion en el area de la salud puede ser de gran ayuda para realizar
diagndsticos en menor tiempo o para prevenir el desarrollo de alguna enfermedad; ya que
con ellas es posible entender la red de moléculas y procesos bioldgicos involucrados en las
actividades del organismo o de alguna enfermedad (Frigolet y Gutiérrez, 2017).

En el caso del area farmacéutica resultan Utiles para realizar tratamientos personalizados
ya que, a pesar de los avances significativos en el descubrimiento de farmacos, no todos los
pacientes responden favorablemente a ellos. Con la aplicacién de la protedmica y
metaboldmica se puede lograr que la terapia sea mas eficaz, segura y asimismo una posible
disminucion de interacciones farmacoldgicas y reacciones adversas presentes durante un
tratamiento. De igual manera tienen un enfoque en el desarrollo de medicamentos mds
especificos que podran servir en el tratamiento de enfermedades que hasta el momento no
presentan cura o para mejorar los tratamientos existentes.

Es importante que un Licenciado en Farmacia cuente con los conocimientos y habilidades
en ciencias dmicas debido a que se espera un futuro prometedor y un sinergismo entre ellas
y las ciencias farmacéuticas. Es entonces fundamental que el farmacéutico tenga acceso a
suficiente informacion sobre el beneficio que tendrd en la salud de los pacientes la
utilizacidon en conjunto de estas ciencias y sobre todo que los conocimientos sean utilizados
de manera ética y racional. Por dicho motivo en el presente proyecto se pretende realizar
una recopilacién de las aportaciones que han tenido la protedmica y la metabolémica en

1
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las ultimas décadas y sus aplicaciones dentro del area farmacéutica ya que al ser ciencias
nuevas se encuentran en pleno auge y tienen un campo de aplicacidon ascendiente que
contribuye a una mejor comprensiéon de la salud humana y de las enfermedades.



2. Objetivo General:

Realizar una Investigacién sobre las aplicaciones que tiene la metaboldmica y protedmica
en el drea farmacéutica mediante una recopilacion de informacién bibliografica,
hemerografica y electrénica para conocer el crecimiento y contribuciones que han tenido
estas ciencias en el desarrollo de nuevos medicamentos y terapias farmacoldgicas.



3. Generalidades

3.1 Antecedentes de las Ciencias Omicas

Las “Omicas” son las ciencias que permiten estudiar un gran nimero de moléculas,
implicadas en el funcionamiento de un organismo. En las ultimas décadas, el avance
tecnoldgico ha permitido el estudio a gran escala de muchos genes, proteinas y metabolitos,
permitiendo la creacidn de la genémica, protedmica, metabolémica, entre otras.

Anterior a estas ciencias surgieron diferentes conceptos que hoy en dia son base para su
entendimiento. En 1944, Oswald Avery, Colin MacLeod y MacLyn McCarty descubrieron
que el ADN es el “principio de transformaciéon” o material genético. Sin embargo, la
comunidad cientifica de aquella época exigia mas informacion sobre dicho material
genético, por lo cual, diversos investigadores continuaron en la busqueda de pruebas y
fueron Alfred Hershey y Martha Chase en 1952 quienes demostraron definitivamente que
el ADN es la molécula que guarda la informacién genética heredable.

Posteriormente en la gran revolucién del siglo XX se enfocaron en resolver el enigma de la
naturaleza del gen en una entidad quimica especifica. Lo cual se resolvié en 1953 cuando
Watsony Crick realizaron un ensayo sobre la doble hélice, investigacién basada en la famosa
fotografia 51, en la que Rosalind Franklin captura la estructura de la doble hélice del acido
desoxirribonucleico (ADN) mediante la difraccién de rayos X, con esta fotografia fue posible
el descubrimiento de la estructura del ADN, como molécula que contiene toda la
informacién genética de los seres vivos. En este modelo, dos cadenas de polinucledtidos se
enrollan una sobre otra para formar una estructura en doble hélice. Ambas cadenas se
mantienen unidas por medio de enlaces de hidrégeno entre pares de bases. La adenina se
enlaza con la timina, y la citosina con la guanina. La presencia de estos pares de bases
significa que la secuencia de las dos cadenas no es idéntica sino complementaria (Watson,

2008).
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Figura 1. Cadena de doble hélice del ADN.
Obtenida de Hoy, 2019.

Anos después a parte de la estructura del ADN se establecio a través del dogma central que
la informacion del ADN fluye a ARN (acido ribonucleico) y de éste a proteinas y que la
transformacién se logra mediante los procesos de replicacién, transcripcién y traduccion
del ADN.

En el afio 1977 se logré decodificar o secuenciar por primera vez el ADN, lo cual quiere decir
gue se establecié el orden de los nucledtidos de un fragmento de ADN. Esto asentd los
fundamentos para el andlisis y secuenciacion del genoma humano, que se concluyé en el
ano 2001.

El surgimiento de las ciencias dmicas comenzo con los avances en la secuenciacidon del ADN
que dio lugar al nacimiento de la gendmica, posteriormente surgieron avances tecnoldgicos
de ARN, proteinas, lipidos, carbohidratos y metabolitos. En los anos posteriores al
surgimiento de estas disciplinas, el término “émica” se ha adoptado en otras areas
cientificas para denotar estudios realizados a gran escala en todo el genoma permitiendo la
creacion de la genédmica y a su vez resulta en mds de 1000 enfoques diferentes (Stagljar,

2016).



Las ciencias 6émicas estan dirigidas principalmente a la deteccidon de genes (gendmica),
ARNm (transcriptdmica), proteinas (protedmica) y metabolitos (metabolémica) en una
muestra bioldgica especifica (Bedia, 2018). Estas ciencias actualmente se aceptan como
parte metodoldgica esencial de los sistemas bioldgicos y forman parte fundamental de la
cascada dmica, que consiste en el acomodo de los procesos biolégicos ascendentemente y
que incluyen a las biomoléculas fundamentales de los procesos biolégicos en una red
bioldgica de genes, transcripciones, proteinas y metabolitos. Una representacién de la

cascada dmica se muestra en la figura 2.
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Figura 2 Representacion de la cascada dmica.
Modlificada de Bedia, 2018.
Las ciencias 6dmicas y las diferentes tecnologias para la interpretacion de sus datos, en la
actualidad han mostrado un gran desarrollo, por lo cual se ha invertido considerablemente
en instalaciones para la investigacion de las mismas y la aplicabilidad de estas tiene diversos
campos ya que han impactado considerablemente en las ciencias de la vida y el medio

ambiente y han generado importantes conocimientos para aumentar nuestra comprension
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en muchas dreas de investigacidon, como son en medicina, nutricién, farmacologia y disefio

de medicamentos.

El flujo de trabajo tipico de los estudios dmicos presenta diversos pasos. La primera etapa
es el disefio experimental, en el que el investigador, después de la formulaciéon de la
hipdtesis molecular, evalia diferentes aspectos como el tipo de muestra, el tamaio de esta,
la replicacidn, los controles de calidad, los recursos analiticos disponibles, el costo, el
tiempo y los recursos humanos. Todas estas condiciones experimentales tienen un claro

impacto en el analisis de datos y los resultados (Bedia, 2018).

Posteriormente se realiza la obtencién y preparacion de muestras, seguido del andlisis de
éstas utilizando diversas tecnologias analiticas, dependiendo del campo émico y los
compuestos objetivo-estudiados. Una vez que se obtienen los datos experimentales, el
siguiente punto es el analisis de datos para extraer informacién relevante que pueda ser
aplicada en los estudios. Luego se evaltua la importancia de la informacidn resultante v,
finalmente, el investigador realiza una interpretacion biolégica de los resultados en el

contexto del caso estudiado (Bedia, 2018).

Las técnicas analiticas que son esenciales para los analisis protedmicos y metaboldmicos,

asi como para la interpretacidn de los resultados de estos se muestran en la siguiente tabla:



Tabla 1. Tecnologias analiticas utilizadas para la protedmica y metaboldmica.

Basada en los datos de Kumar, et. al, 2014

Ciencia 6mica Tipo de técnica Métodos/técnicas
Técnicas de separacion Electroforesis Capilar
Cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC)
Cromatografia liquida de ultra eficacia
Protedmica (UPLC)
Técnicas de deteccion Espectrometria de masas (MS)
Combinacidn de técnicas  HPLC-MS
UPLC-MS
Técnicas de separacion Cromatografia de Gases (GC)
Cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC)
Cromatografia liquida de ultra eficacia
(UPLC)
Técnicas de deteccion Resonancia magnética nuclear (NMR)
Metabolémica Espectrometria de masas (MS)
Combinacidn de técnicas  GC-MS
HPLC-MS
UPLC-MS
Tanto la protedmica y metaboldmica se diferencian entre si por las técnicas establecidas y
por los resultados obtenidos de cada estudio, sin embargo, es posible que durante una
misma investigacion se utilicen ambas ciencias édmicas para que juntas establezcan una
vision mas amplia tanto de la huella protedmica y metabolémica de cada individuo, asi
como de las interacciones que pudieran presentarse entre proteinas y metabolitos que

impacten en la salud de los individuos.



3.2 Protedmica

3.2.1 Generalidades
La protedmica es el estudio y caracterizacién del proteoma, término acuiiado por primera
vez por Marc Wilkins en 1994, para describir el conjunto completo de proteinas expresadas

por un genoma, célula, tejido u organismo (Hoofnagle y Bystrom, 2018).

El proteoma es un elemento altamente dindmico porque sus componentes varian segun el
tejido, la célula o el comportamiento celular estudiado, y estos, a su vez, pueden cambiar
debido a alteraciones en su entorno, como situaciones de estrés, acciéon de farmacos,
requerimientos energéticos o su estado fisioldgico (normal o patolégico) (Ballesté, 2018),
es aqui donde la protedmica juega un papel fundamental ya que puede brindar la
descripcién del proteoma para la obtencién de una imagen dindmica de todas las proteinas

expresadas, en un momento dado y bajo ciertas condiciones concretas de tiempo y entorno.

Asi mismo la protedmica proporciona informacién sobre la fosforilacion de proteinas,
trafico de proteinas, localizacidn de proteinas e interaccidn entre proteinas (Bedia, 2018) y

trata de establecer la estructura, la actividad bioldgica y modo de accién de las proteinas.

Las proteinas son moléculas organicas complejas, formadas por aminodcidos dispuestos en
largas filas o cadenas de polipéptidos mantenidas por enlaces peptidicos. Las proteinas se
encuentran en todos los organismos vivos, conforman una gran proporcion de las células y
asi mismo son los componentes principales de las vias metabdlicas. Por lo tanto tienen
diversas funciones, pueden ser enzimas que son necesarias para catalizar todas las
reacciones metabdlicas; receptores o canales idnicos importantes en el transporte de
moléculas desde el exterior hacia el interior de la célula; proteinas estructurales que forman
el tejido conectivo, musculos, huesos y la maquinaria de divisién celular; anticuerpos los
cuales son la base del sistema inmune, y por Ultimo se pueden encontrar en los procesos

macromoleculares con moléculas de ADN, ARN y carbohidratos (Littlechild, 2013).

Las proteinas contienen un amplio grupo de grupos funcionales, estos grupos incluyen
alcoholes, tioles, acidos carboxilicos, carboxiamidas, y una gran serie de grupos basicos. La

mayoria de estos grupos son quimicamente activos. Esta diversidad de grupos funcionales,



combinada en distintas secuencias es la responsable del amplio espectro de funciones de
las proteinas (Berg, et. al, 2009), lo cual hace que la protedmica tenga un extenso campo de
investigacidn, haciendo que, en diversos casos el analisis y caracterizacion de las proteinas
resulte complejo debido a las combinaciones e interacciones de las proteinas. Para facilitar
la comprensidon de los datos generados la protedmica se ha clasificado de la siguiente

manera:

Tabla 1. Clasificacion de la protedmica
Autoria propia.

Proteémica funcional Estudio y caracterizacién de un grupo
de proteinas

Identificacion de la secuencia de
proteinas
Funcidn de las proteinas

Caracterizacion de proteinas

Protedmica estructural Mapa celular
Protedmica Interacciones proteina-proteina

Localizacidn subcelular

Estructura de las proteinas

Protedmica de expresion Estudio cuantitativo de los patrones
de expresion de proteinas
Expresion proteica

Descripcidn del proteoma

Diagndstico clinico

Independientemente de los objetivos del estudio, el enfoque de la proteémica debe
contener los pasos secuenciales de flujo de trabajo. Dicho flujo se presenta en el siguiente

diagrama:
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Figura 3. Flujo de trabajo de los andlisis proteémicos. Modificado de Corrales y Odriozola, 2020.
3.2.2 Tecnologias protedmicas

3.2.2.1 Electroforesis en gel

La electroforesis es una técnica de separacion de moléculas cargadas por migracién bajo la
influencia de un campo eléctrico. Las moléculas se separan en funcidn de su carga eléctrica
y migran hacia el catodo o anodo (electrodos - y +), en dependencia de una combinacion de

su carga, peso molecular y estructura tridimensional.
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Para los estudios protedémicos generalmente se utiliza electroforesis en gen bidimensional
(2D), cuya técnica clasifica a las proteinas de acuerdo con dos propiedades independientes
gue son su punto isoeléctrico y su peso molecular. Existen dos técnicas de electroforesis
bidimensional: electroforesis en gel de poliacrilamida bidimensional (2D-PAGE) vy

electroforesis en gel bidimensional diferencial (2D-DIGE) comunmente utilizados.

La electroforesis bidimensional 2D-PAGE permite separar hasta miles de proteinas en un
solo experimento, y constituye actualmente el método mas eficiente para la separacién de
mezclas muy complejas de proteinas. En la primera dimensién del gel, las proteinas se
separan de acuerdo con su punto isoeléctrico (pl) a lo largo de un gradiente de pH usando
tiras de gradiente de pH inmovilizado (IPG). En la segunda dimensién, las proteinas
desnaturalizadas se separan de acuerdo con sus pesos moleculares usando electroforesis
en gel de dodecilsulfato sédico-poliacrilamida (SDS-PAGE). Una vez que se aplica la carga,
las proteinas migran de la tira al gel y se separan segun su tamaino (Meleady, 2017). Las
proteinas cargadas negativamente migraran hacia el polo positivo (dnodo). Mientras que
las moléculas cargadas positivamente migraran hacia el polo negativo (catodo). Finalmente,
las proteinas se pueden visualizar y cuantificar mediante diferentes procedimientos de
tincidn, como: Coomassie, plata o fluorescencia y posteriormente se pueden identificar

utilizando espectrometria de masas (MS, por sus siglas en inglés) (May, et. al, 2012).

La electroforesis 2D-DIGE es la técnica modificada de 2D-PAGE y representa un enfoque
valioso para la protedmica ya que utiliza el etiquetado diferencial de muestras de proteinas
con hasta tres etiquetas fluorescentes, por ello ofrece una mayor sensibilidad y
reproducibilidad sobre los geles convencionales de 2D-PAGE para el analisis cuantitativo
diferencial de la expresién de proteinas entre grupos experimentales (Pasquali, et. al, 2017).
Este sistema permite la separacion de dos o tres muestras de proteinas marcadas con
fluorescencia (Cy2, Cy3 y Cy5) en el mismo gel, minimizando asi la variacién de gel a gel. Los
colorantes fluorescentes DIGE (Cy2, Cy3 y Cy5) se combinan para masay carga, pero poseen

espectros de excitacién y emision distintos (Meleady, 2017).
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En 2D-PAGE y 2D-DIGE, el area y la intensidad de las manchas indican los niveles de
expresion de proteinas en la muestra. Esta medida se utiliza para comparar
cuantitativamente los niveles de concentracién de proteinas entre dos muestras diferentes.
Ademas, la digestion en gel de proteinas con tripsina previene cualquier pérdida debido a
la manipulacion de la muestra y simplifica la identificacidn de proteinas, ya que los péptidos

son mas faciles de analizar por MS que las proteinas (Shen, 2019).
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Figura 4. Electroforesis 2D-DIGE. Obtenida de Beckett, 2012.

3.2.2.2 Espectrometria de masas

Mediante la espectrometria de masas (MS, por sus siglas en inglés) es posible obtener
informacién del peso molecular de los compuestos analizados lo cual ayudard a la
identificacidn de la estructura quimica del mismo. Dicha informacién resulta de gran apoyo
para la identificacion de proteinas en los estudios proteémicos. A través de esta

herramienta se puede obtener un analisis tanto cuantitativo y cualitativo de las proteinas.

La MS es la técnica clave en todos los analisis protedmicos. En un espectrometro, primero
se ionizan las muestras de proteinas y se producen iones en fase gaseosa, luego estos iones
se separan de acuerdo con relacidn de masa a carga y finalmente los iones se detectan para
la generacion de datos de MS. Las tres partes principales de un espectrémetro de masas
son la fuente de iones, el analizador de masas y el detector de iones (Yadav, et. al, 2018).
La fuente de iones divide las muestras en iones, mientras que el analizador de masas

clasifica los iones de acuerdo con sus masas aplicando campos electromagnéticos. El
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detector mide el valor de una cantidad indicadora, lo que permite el calculo de la

abundancia de cada ion presente (Xu, et. al, 2012).

3.2.2.3 Cromatogradfia liquida

La Cromatografia liquida (LC) es una técnica que se emplea para separar y cuantificar los
componentes de una mezcla de acuerdo con sus caracteristicas quimicas, como polaridad,
pKa y peso molecular. En la LC los componentes de la mezcla se separan por la distribucién
y afinidad de los analitos entre una fase movil y una estacionaria. Durante el proceso de
cromatografia, la fase moévil transporta a los componentes a lo largo de la columna que
contiene la fase estacionaria. A medida que la fase movil fluye por la estacionaria, los
analitos se distribuyen entre ambas fases, cada uno de ellos avanzarda a lo largo del sistema
con una velocidad que dependera de su afinidad por cada una de las fases, finalizado el
proceso se podra visualizar la separacién en los cromatogramas obtenidos, en donde se
encontrardn los diferentes tiempos de retenciéon de cada uno de los componentes de la

mezcla.

Actualmente se suele utilizar mds ampliamente la Cromatografia Liquida de Alto
Rendimiento (HPLC, por sus siglas en inglés) en aplicaciones protedmicas y su uso esta
dirigido para separar complejos en fracciones menos complejas, lo que a menudo permite
la identificacién, cuantificacidon y purificacion de los componentes individuales de la

muestra (Xu, et. al, 2012).

Los componentes mas importantes de un sistema HPLC incluyen una bomba para
proporcionar la presion requerida para mover la fase movil y el analito a través de la
columna empaquetada, una fase estacionaria que separa los analitos de la mezcla y un
detector del analito separado. La deteccién de analitos depende de la intensidad de las
interacciones del analito con la fase estacionaria, la composicién de los solventes utilizados
como fase moévil y la velocidad de flujo de esta. El mismo fundamento es utilizado para la
Cromatografia liquida de ultra alto rendimiento (UPLC, por sus siglas en inglés) la cual estd
dando como resultado un mayor uso dentro de la proteémica y otros campos, ya que

aumentan la velocidad de separacion de los componentes de una mezcla y mejoran la
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sensibilidad y la resoluciéon de las proteinas detectadas en los pasos posteriores (Xu, et. al,

2012).

Asi mismo para obtener mayores resultados en la identificacidon y caracterizacién de las
proteinas de forma masiva, la protedmica emplea la cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas (LC-MS, HPLC-MS, UPLC-MS). De esta forma la mezcla compleja
de proteinas (que puede llegar a englobar el proteoma completo de un tejido, célula u
organelo) se digiere enzimaticamente, se separa mediante cromatografia liquida,
normalmente HPLC y se analiza en un espectrémetro de masas acoplado en linea al
cromatdgrafo. Este tipo de combinacidn permite la identificacion masiva de proteinas de
forma rapida, automatica, reproducible y con una cobertura y rango dindmico superiores

(Gomez, 2017).

——

Recoleccidn de Extraccion de Digestion de Separacion
muestras proteinas proteinas cromatogréfica

4=

ﬂfm‘h«l-_mlun,__dJH.
Identificacion de
Analisis de datos proteinas MS

Figura 5. Técnica para identificacion de proteinas utilizando LC-MS. Autoria propia.
3.2.2.4 Microarreglos de proteinas
La caracterizacidn del proteoma puede ser un proceso complejo ya que las proteinas que lo
componen presentan muchas caracteristicas y niveles de expresion diferentes, ademas de
gue la misma proteina en diversos casos puede presentar isoformas o modificaciones

postraduccionales que varian en su funcidn, localizacién y/o estructura subcelular. Esta
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complejidad inherente constituye un desafio para la caracterizacién del proteoma. Los
microarreglos de proteinas puede ser una herramienta importante para la identificacién de
proteinas ya que actualmente se han convertido en una herramienta para la medicina
personalizada, descubrimiento de biomarcadores y nuevos farmacos (Fernandez, et.al,

2019).

La tecnologia de microarreglos de proteinas proporciona una plataforma utilizada para la
caracterizacion de miles de proteinas de manera muy paralela. Los microarreglos de
proteinas tienen amplias aplicaciones en el estudio de las interacciones entre proteinas y

ligandos, asi como en sus funciones y actividades (Liu, et. al, 2019a).

En su forma mas simple, los microarreglos se pueden considerar como herramientas de
laboratorio en chip que consisten en multiples biomoléculas diferentes como anticuerpos,
que se inmovilizan en ubicaciones direccionables espacialmente en una superficie
(portaobjetos) y que pueden funcionar como sondas discretas en ensayos posteriores,
altamente miniaturizados y multiplexados (Duarte y Blackburn, 2017). La disposicién de
sondas de captura sobre el soporte, incubacién de muestras y deteccidn éptica de la unién

del analito son el concepto general de un microarreglo.

Se pueden diferenciar dos tipos de microarreglos dependiendo de la molécula inmovilizada.
En el primer tipo, miles de objetivos potenciales se inmovilizan en el portaobjetos y luego
se incuban con una muestra que contiene de una a miles de moléculas. Esta tecnologia se
aplica para identificar anticuerpos en los fluidos corporales de los pacientes (Abel, et. al,

2014).

El segundo tipo de microarreglo se conoce como de fase inversa, en el cual, en lugar de
inmovilizar objetivos potenciales, miles de muestras se inmovilizan en una superficie y se
incuba con una molécula objetivo potencial. Usando este método, cientos de muestras de
tejidos diferentes se pueden inmovilizar en el portaobjetos e incubar un objetivo especial
para diferencial el tejido enfermo del tejido sano o para determinar el estado de progresion
de un tipo de cancer especifico, también este tipo de microarreglo es muy adecuado para

el descubrimiento de farmacos (Abel, et. al, 2014) ya que se pueden inmovilizar diferentes
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muestras e incubarlas con el fdrmaco de estudio para observar cdmo interacciona con las

mismas.

Figura 6. Representacion de un andlisis con microarreglos de proteinas. Obtenida de Abel, et. al, 2014.

3.2.2.5 Etiquetado isotopico de péptidos
La espectrometria de masas cuantitativa de proteinas proporciona una gran comprensién
de la abundancia y funcién de las proteinas, pero algunas caracteristicas moleculares
relacionadas con la dindmica de las proteinas no se obtienen tan facilmente (Terzi y
Cambridge, 2017). Por ello se han desarrollado diversas técnicas mas avanzadas que pueden
adaptarse facilmente a los estudios protedmicos, estas estrategias principalmente son
técnicas de etiquetado isotdpico o isobarico, que luego pueden diferenciarse mediante
analisis de MS. Los métodos de etiquetado (SILAC, ICAT e iTRAQ) se usan generalmente para
comparar niveles de abundancia de proteinas o péptidos entre muestras (Husi y Albalat,

2014).

Las técnicas cuantitativas mediante etiquetado utilizan compuestos isotépicos para un
posterior analisis mediante MS, obteniendo una cuantificacidn relativa. El etiquetado de las
proteinas puede efectuarse durante el crecimiento celular o una vez realizada la extraccién

de estas (Quero, et. al, 2016).

iTRAQ (multiplexed isobaric tagging chemistry: etiquetado isobarico multiplexado quimico)
representa una técnica que se utiliza para cuantificar las proteinas de muestras bioldgicas,
en ella se utilizan reactivos isobaricos para marcar las aminas primarias de los péptidos y
proteinas. Los reactivos iTRAQ generalmente consisten en un grupo de N-metilpiperinaza,

un grupo de equilibrio y un grupo éster de N-hidroxisuccinimida que es reactivo con las
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aminas primarias de péptidos. Una vez que se marcan las muestras se realizan técnicas de

separacion de proteinas y finalmente se analizan mediante espectrometria de masas.
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Figura 7. Flujo de trabajo de identificacion de proteinas con iTRAQ
Modlificada de Creative proteomics, 2019.
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ICAT (isotope coded affinity tagging: marcaje por afinidad con codificacién isotépica), en
donde se utiliza el marcaje quimico diferencial de las cisteinas de las proteinas. En general
se estima que tan solo el 10% de los péptidos de un proteoma tienen cisteina. Debido a que
los residuos de cisteina no estan presentes en todas las proteinas, esta metodologia no da
como resultado un etiquetado global y, por lo tanto, es un enfoque intrinseco para reducir

la complejidad de la muestra (Husi y Albalat, 2014).

SILAC (stable isotope labeling by/with amino acids in cell culture: Etiquetado de is6topos
estables por / con aminoacidos en cultivo celular) es una técnica de cuantificacion mediante
etiquetado que se basa en la incorporacién de diferentes aminoacidos marcados con
isdtopos que se han agregado al medio de crecimiento y se incorporaron durante la sintesis
normal de proteinas en células cultivadas. El etiquetado da como resultado una diferencia
de masa especifica en todos los péptidos que contienen los aminodacidos SILAC. La

comparacion de las intensidades de sefal por MS de los péptidos marcados
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diferencialmente de dos o mas poblaciones celulares permite la cuantificacidn relativa de
las proteinas de las que se derivaron esos péptidos. SILAC es un enfoque simple y poderoso
para la protedmica cuantitativa basada en MS y puede proporcionar una cuantificacion
relativa precisa sin necesidad de derivatizacidn quimica adicional o manipulacién excesiva

de la muestra (Lanucara y Eyers, 2011).

Las técnicas de cuantificacion mediante marcaje tienen ciertas limitaciones, como es el
incremento de la complejidad en la preparaciéon de la muestra (por el tratamiento
independiente de la muestra), la necesidad de una gran concentracién de ésta, los costos
elevados de los reactivos, marcajes incompletos que distorsionan el resultado y la

necesidad de software especifico para la cuantificacion (Quero, et. al, 2016).

3.2.2.6 Técnicas para confirmacion de proteinas
Las técnicas para confirmacion de proteinas generalmente se realizan para validar las
proteinas encontradas en las investigaciones, cominmente se realizan en las Ultimas etapas
del flujo de trabajo, y diversos estudios pueden o no aplicarlas, esto dependera del enfoque
de cada investigador. Comunmente se utilizan técnicas como Western Blot y ELISA para

brindar una mayor sensibilidad a los resultados.

Western Blot o Inmunoblot es una técnica utilizada para la identificacién de una proteina
especifica en una muestra bioldgica, lo cual se logra mediante la utilizacién de un anticuerpo
gue reconoce y se une a un epitopo Unico de la proteina de interés (Gomez, et. al, 2017).
Mientras que ELISA, es un ensayo de bioquimica analitica conocido como ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas, ELISA es un ensayo sensible y especifico utilizado para
la deteccidn y el analisis cuantitativo o cualitativo de un analito sin la necesidad de equipos
sofisticados o costosos. El analito puede ser cualquier sustancia, ya sea una proteina

especifica o una mezcla mas compleja de mas de una proteina (Konstantinou, 2017).

En los andlisis protedmicos es importante seleccionar las técnicas adecuadas dependiendo
del enfoque y objetivo del estudio, en la tabla 2 se muestra un resumen de las ventajas y
desventajas de las técnicas protedmicas que podrian ayudar a enfocar cada una de las

investigaciones para la identificacion y cuantificacion de proteinas.
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Tabla 2. Ventajas y desventajas de las técnicas protedmicas.

Técnicas protedmicas

Electroforesis 2D-PAGE

Electroforesis 2D-DIGE

LC-MS/libre
de etiquetado

Microarreglos
de proteinas

LC-MS/etiquetado
(ICAT, iTRAQ, SILAC)

Modificada de Quero, et. al, 2016.

Ventajas
Separacion de 3,000 a 5,000
proteinas
Alta resolucion
Facil identificacion y
secuenciacion de
biomarcadores
Deteccion de las isoformas de
una proteina

Cuantificacion relativa entre 2
muestras
Ausencia de diferencias inter-

ensayo
Reduccion de la cantidad de
proteinas
Requiere poca cantidad de
proteina

Proceso automatizado
Multidimensional

Elevada sensibilidad y
resolucion

Posibilidad de cuantificacion
Numero ilimitado de
experimentos

Reduccién de costes por
ausencia de marcaje

Menor manipulacidon de la
muestra

Caracterizacion de miles de
proteinas de manera muy
paralela

Se pueden analizar varios
ensayos con una Unica
muestra

Poco tiempo de analisis
Analisis reproducibles
Requiere poca cantidad de
proteina

Proceso automatizado
Multidimensional

Elevada sensibilidad y
resolucion

Elevada precision en la
cuantificacion
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Desventajas
Requiere cantidades
considerables de proteina
Limitacion para proteinas
de baja abundancia e
hidrofébicas
Solapamiento de proteinas
Falta de automatizacion,
laboriosa
Limitacidn en el numero de
experimentos
Elevado coste de los
fluoréforos

Sensible a contaminantes
Baja identificacion de
proteinas poco abundantes
Menor precisién en la
cuantificacién respecto con
marcaje

Costo elevado en |la
adquisicion de
equipamiento
Incompatibilidades  entre
los equipamientos

Limitacién en el nimero de
experimentos

Elevado coste de isétopos y
péptidos sintéticos

Mayor manipulacion de la
muestra



3.3 Metabolomica

3.3.1 Generalidades

La metaboldmica es uno de los ultimos escalones de la cascada dmica, forma parte de la
biologia de sistemas y se refiera al estudio cuantitativo de todos los metabolitos en los seres
vivos y sus cambios temporales causados por diferentes factores exdégenos como
endogenos, tales como la edad, el sexo, la raza, exposicion a farmacos, influencia ambiental,

nutricion, estilo de vida, genética o lo presencia de enfermedades.

Los metabolitos son moléculas pequefias presentes en las células, tejidos, érganos y liquidos
biolégicos y pueden ser lipidos, carbohidratos, péptidos pequeiios, aminodcidos y vitaminas
(Troisi, 2019), los cuales se encuentran formando los bloques de construccion de genes,
transcripciones de acido ribonucleico y proteinas. Los metabolitos impulsan las funciones
celulares esenciales, como la produccién y el almacenamiento de energia, la transduccién

de sefiales y la apoptosis.

Debido a que los metabolitos pueden tener una amplia gama de funciones en la célula y el
organismo, existe una motivacidon creciente para determinar mejor sus funciones
especificas, asi como para comprender sus funciones fisioldgicas (Johnson, et. al, 2016).
Esto se puede hacer implementando varios enfoques metaboldmicos para identificar
metabolitos y vias metabdlicas que estdn asociadas con fenotipos. Lo cual proporcionara
informacidn sobre la suma total de todos los procesos metabdlicos, incluidos el anabolismo
y el catabolismo, y los procesos celulares relacionados, como la absorcion, la distribucidn y
desintoxicacion, transduccion de sefiales y regulacién. La metaboldmica da una imagen
directa de la actividad de la célula y el estado del entorno que la rodea en diversas
condiciones que reflejan la salud, la enfermedad y los efectos de los fadrmacos y los factores

ambientales (Kumar, et. al, 2014).

La comparacion de los metabolitos presentes en una persona sana y enferma genera
informacién sobre los cambios que ocurren en el metabolismo y modificaciones de las rutas

metabdlicas indispensables para el funcionamiento adecuado de los procesos celulares. Los

21



metabolitos se pueden mapear y analizar dentro de las rutas metabdlicas para relacionar
los metabolitos entre si, y dentro de las rutas bioldgicas interconectadas, proporcionando

objetivos potenciales para futuros estudios con diferentes enfoques (Johnson, et. al, 2016).

En un organismo sano, las vias metabdlicas deben estar reguladas cuidadosamente para
que se lleven a cabo todas las reacciones que le dan vida al cuerpo humano. La produccién
de energia y productos intermedios deben ser suficientes para satisfacer las necesidades de
cada célula en particular, y también los requerimientos energéticos se deben ajustar
debidamente para evitar consecuencias en la homeostasis del organismo, la cual puede
verse comprometida por la presencia de alguna enfermedad, lo que lleva a un deterioro

funcional y una falla en las funciones celulares.

Gracias a la metaboldmica, se han identificado diversos metabolitos para el diagndstico de
varias enfermedades cardiovasculares, como la presion arterial alta, insuficiencia cardiaca,
enfermedad coronaria, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
esquizofrenia, cadncer de ovario y de mama (Kumar, et. al, 2014). Asi mismo los estudios
metaboldmicos pueden enfocarse en los campos de la fisiologia, medicina, gendmica

funcional, farmacologia, toxicologia y nutricion.

Existen dos principales enfoques para los estudios metaboldmicos, enfoque no dirigido cuyo
objetivo es medir el rango mds amplio de metabolitos presentes en una muestra extraida
sin tener conocimiento previo del metaboloma, y el enfoque dirigido que se utiliza para
monitorear las rutas especificas o metabolitos de eleccién (Astarita, et. al, 2019), este
enfoque proporciona una mayor sensibilidad y selectividad que la metaboldmica no
dirigida.

En ambos enfoques se utilizan tecnologias de metabolémica basadas en dos plataformas
analiticas principales: la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR por sus
siglas en inglés) y la MS, esta ultima generalmente se combina con tecnologias de
separacion cromatografica. En el campo del desarrollo de farmacos, se utilizan ampliamente
cuatro tecnologias: NRM, la combinacién de cromatografia liquida con espectrometria de

masas (LC-MS o HPLC-MS), cromatografia liquida de ultra rendimiento combinada con
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espectrometria de masas (UPLC-MS) y cromatografia de gases acoplada a espectrometria

de masas (GC-MS) (Amberg, et. al, 2017).

3.3.2 Tecnologias metabolémicas

Debido a la complejidad de los metabolitos y de sus diversas propiedades, ninguna
plataforma analitica sola puede aplicarse para la deteccién de los metabolitos en una
muestra bioldgica. El uso combinado de enfoques analiticos instrumentales modernos
facilita encontrar los resultados ideales en metabolémica y es beneficioso para detectar los
metabolitos que no se pueden encontrar mediante técnicas de analisis individual. La
combinacidon de las técnicas permite la separacién, deteccidn y cuantificacion de

metabolitos y rutas metabdlicas relacionadas (Zhang, et al., 2012)

3.3.2.1 Cromatografia acoplada a Espectrometria de masas

La espectrometria de masas basada en metabolémica es una plataforma analitica que
proporciona una alta sensibilidad y reproducibilidad. A través de ella se puede obtener el
peso molecular de los metabolitos presentes en las muestras para su posterior
identificacion. Al igual que en la protedmica, se pueden utilizar técnicas de separacién
utilizando cromatografia liquida o cromatografia de gases. Sin embargo, como miles de
iones pueden estar presentes en los experimentos metabdlicos, la separacion
cromatografica antes de ingresar al espectrémetro de masas minimiza la supresion de la
sefial y permite una mayor sensibilidad vy, al proporcionar un identificador de tiempo de

retencién, puede ayudar aun mas a la identificaciéon del metabolito (Johnson, et. al, 2016).

Los andlisis no dirigidos son mas efectivos cuando se implementan en un espectrofotémetro
de masas de alta resolucidn, para facilitar la caracterizacion estructural de los metabolitos.
Su principal ventaja es que ofrece un medio imparcial para examinar la relacién entre
metabolitos interconectados de multiples vias. Dependiendo del pH, el disolvente, la
guimica de columna y la técnica de ionizacion utilizada, la metaboldmica no dirigida puede
proporcionar una evaluacion detallada de los metabolitos en una muestra, revelando una

amplia gama de clases de metabolitos (Johnson, et. al, 2016).
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Para que la identificacién de los metabolitos sea eficiente por MS, los analisis
metaboldmicos se apoyan de las técnicas cromatografica para separar los metabolitos
presentes en las muestras de acuerdo con sus caracteristicas fisicoquimicas y a la afinidad
con las fases moviles y estacionarias. Se suelen realizar andlisis por GC, HPLC y UPLC
acoplados a MS los cuales han contribuido significativamente a la metabolémica. En la
Figura 9 se muestra cémo se acopla un sistema HPLC a un espectrémetro de masas para el

analisis metabolomico.

Sistema HPLC

Figura 8. Diagrama LC-MS. Obtenida de Saavedra, et. al, 2015.

3.3.2.2 Resonancia Magnética Nuclear

La espectrofotometria de Resonancia Magnética Nuclear (NMR, por sus siglas en inglés) es
una técnica que ha sido utilizada ampliamente en los estudios metaboldmicos. El objetivo
de su utilizacién es obtener una visién mas completa y precisa de todo el metaboloma. Con
la NMR es posible estudiar el perfil de metabolitos mas abundantes en una muestra
biolégica y asi mismo se puede obtener informacién estructural importante sobre

metabolitos desconocidos (Leenders y Frédérich, 2015).
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Una de las principales ventajas de la NRM es su capacidad para proporcionar una imagen
metabdlica rapida de la muestra con un pretratamiento minimo, no es destructiva y las

muestras pueden investigarse varias veces.

La NRM investiga una muestra a escala atdmica. La muestra se coloca en un campo
magnético estatico, y los nucleos atdmicos del metabolito son excitados por una radiacién
electromagnética de una fuente pulsada a una frecuencia dada (la "frecuencia de
resonancia"). Cuando se apaga la radiacién, los nucleos regresan ("se relajan") al estado
fundamental emitiendo una onda electromagnética caracteristica, que se registra. La
transformacién de esta sefal produce la traza clasica del dominio de frecuencia. La posicion
(el "cambio quimico") de cada linea (la "resonancia") en un espectro depende del entorno
del nucleo correspondiente, y los parametros que caracterizan esa linea (frecuencia,
divisién, ancho de linea y amplitud) pueden usarse para determinar la estructura molecular,

la conformacién y la dindmica de la molécula (Paris, et. al, 2018).
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Figura 9. Flujo de trabajo de andlisis metabolémicos aplicando NMR. Autoria propia.
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Las ventajas y desventajas de los andlisis metaboldmicos se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 3. Ventajas y desventajas de las técnicas metabolomicas
Modificada de Yanes, 2015.

Técnicas metabolomicas Ventajas Desventajas
e Alta reproducibilidad y e Solo aplicable a
GC-MS sensibilidad analitica compuestos  volatiles y
e Facilidad en la identificacion térmicamente estables
de metabolitos
e Ofrece muchas variantes e Importantes
cromatograficas (HPLC, UPLC) requerimientos
LC-MS e Gran cobertura de bioinforméticos para el
metabolitos detectados analisis de datos
e Alta sensibilidad e la identificacion de

metabolitos no es directa

e Altamente cuantitativa vy e  Poca sensibilidad
NMR reproducible
e Minima preparacion de la
muestra

3.4 Aplicaciones clinicas de la proteémica y metabolomica
Actualmente las terapias farmacoldgicas de los pacientes resultan no ser satisfactorias en
la mayoria de los casos, ya que no se obtienen los resultados esperados en la salud de la

poblacién.

Una de las practicas clinicas comunmente utilizadas para el tratamiento de los pacientes es
la medicina basada en evidencias o conocida como MBE, por sus siglas en inglés (evidence-
based medicine) cuyo proceso consiste en la busqueda de evidencias que proporcionen
informacién sobre la enfermedad para tomar la mejor decisién en la aplicacion del
tratamiento. Sin embargo, ello resulta en un enfoque fallido del tratamiento ya que no se
toman en cuenta los factores intrinsecos y extrinsecos de cada persona por lo cual hay una
constante modificacion del tratamiento terapéutico, que puede desencadenar en mayores

reacciones adversas o interacciones farmacoldgicas en el paciente.

Para que las terapias medicamentosas se puedan beneficiar es importante considerar los
factores genéticos, fisioldgicos, metabdlicos y protedmicos del individuo a tratar, con ello

se puede garantizar una terapia personalizada y dirigida incorporando las técnicas dmicas
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para la prevencion, diagndéstico y tratamiento de la enfermedad. En algunas especialidades
médicas como la oncologia al amparo de estas nuevas tecnologias se esta desarrollando lo
que se ha venido a llamar medicina personalizada de precisiéon (MPP) (De la Figueroa y

Sanchez, 2018) o mejor conocida como medicina personalizada.

La MPP, se trata de un enfoque emergente sobre la prevencién y el tratamiento de las
enfermedades que considera la variabilidad individual determinada por el medio ambiente,
los estilos de vida, los genes y las proteinas de cada persona (De la Figueroa y Sanchez,

2018).

El objetivo principal de la MPP es contribuir en la prevencidn, diagndstico, prondstico y
tratamiento de las enfermedades de cada individuo. Este enfoque tendra mayores
beneficios en la salud del paciente en comparacién con la MBE, ya que desde un inicio se
brindara la atenciéon y tratamiento adecuado considerando las caracteristicas del organismo

de cada persona.

Medicina basada en la evidencia (enfoque en el fallo del tratamiento)

 EEEEE— )
Tratamiento A Tratamiento B Tratamiento...
Llegada del L. . )
. - Seguimiento — Seguimiento |
paciente
—

Medicina personalizada

.
Tratamiento Personalizado

Llegada del —
paciente — Seguimiento —

Perfil predictivo

del paciente

i

Datos clinicos y estilo de vida
Perfil metabolomico
Perfil protedmico

Figura 10. Comparacion MBE Vs. MPP. Elaborada en base a De la Figueroa y Sdnchez, 2018.

La protedmica y metaboldmica en los ultimos anos han demostrado ser de gran utilidad en
la practica clinica contribuyendo en la salud de los pacientes directa e indirectamente y

pueden servir de gran utilidad en la MPP. Ambas son disciplinas que se encuentran en pleno

27



desarrollo y cada dia a través de la investigacion surgen nuevas aplicaciones que

contribuirdn ain mas en las terapias de los pacientes.

A través de la protedmica y metabolémica se han desarrollado nuevas terapias enfocadas
en la MPP, lo cual ha brindado una mejora en la calidad de vida del paciente al establecerse
una terapia especifica acorde a su historial clinico, estilo de vida, perfiles protedmicos y
metaboldmicos ya que la salud y la enfermedad del paciente se estudian éptimamente

desde una perspectiva de sistemas.

Si lo miramos con una cierta perspectiva este afdn de personalizar la atencién a los
pacientes viene de lejos, ya Hipdcrates, en uno de sus aforismos decia: “Es mas importante
conocer al paciente que tiene una enfermedad que la enfermedad que tiene el paciente”
(De la Figueroa y Sdnchez, 2018) por lo cual a través de las herramientas protedmicas y
metaboldmicas se puede llegar a conocer al paciente. Y ciertamente en muchos casos, el
conocimiento de la composicidon quimica del organismo puede brindar una deteccion mas
rapida de la enfermedad y una terapia dirigida mas eficaz lo que conllevara a una mejora

drasticamente en la salud de los pacientes y en muchos casos la supervivencia de éste.

A continuacién, se describirdn brevemente las aportaciones clinicas que han tenido estas
ciencias, incluyendo su utilizacidn para el seguimiento de las terapias medicamentosas,
diagnéstico de enfermedades y poniendo especial énfasis en su aporte en diversos tipos de

Cancer, Diabetes, Alzheimer y Trisomia 21.

3.4.1 Protedmica y metaboldmica en las terapias farmacoldgicas

Principalmente la protedmica y metaboldmica pueden beneficiar las terapias
farmacoldgicas gracias al uso de biomarcadores que reflejan la informacidn sobre el estado
de salud de la persona que se analiza y permiten identificar las proteinas y metabolitos

asociados con la patologia en cuestion.

Los biomarcadores son biomoléculas que se determinan en un tejido o fluido corporal para
definir una enfermedad a nivel molecular (Ballesté, 2018). Se han definido como "una

caracteristica que se mide y evalla objetivamente como un indicador de procesos

28



biolégicos normales, procesos patogénicos o respuestas farmacoldgicas a una intervencién

terapéutica" (Scalbert y Ferrari, 2020).

Los biomarcadores pueden ser mutaciones o niveles de un gen, una proteina, un ARN,
ARNmi, una molécula metabdlica o un conjunto de varias de ellas. En este ultimo caso, se
trataria de un perfil de biomarcadores, es decir, marcadores para asignar a cada paciente la

terapia mas adecuada (Carnero, 2019).

En un entorno clinico, tanto los biomarcadores proteicos y metabdlicos pueden usarse para
el diagndstico temprano, clasificacion y estratificacion de la enfermedad, prondstico,
monitoreo del paciente y medicina personalizada (Wilson, et. al, 2015). El uso de
biomarcadores mejora la confiabilidad del diagnéstico y asegura que los pacientes reciban

tratamientos efectivos y seguros (Scalbert y Ferrari, 2020).

A través de la protedmica se pueden determinar cuales proteinas se encuentran
relacionadas con alguna enfermedad, debido a la ausencia o sobreexpresién de estas que
pueden conllevar al desarrollo de diversas patologias y que pueden servir como

biomarcadores potenciales.

Los biomarcadores de proteinas ideales para la rutina clinica son aquellos que se pueden
detectar en el suero ya que este contiene informacion sobre el proteoma, que
potencialmente refleja lo que ocurre en cada tejido del cuerpo (Ballesté, 2018). Sin
embargo, la protedmica no se limita a la obtencién de estos biomarcadores, existen diversas
muestras bioldgicas utilizadas en la practica clinica, tales como el liquido cefalorraquideo,

la orina, saliva, lagrimas, células sanguineas o muestras de tejido sdlido.

Por otra parte, muchos biomarcadores utilizados para el diagndstico de enfermedades son
metabolitos de bajo peso molecular ya que estas moléculas forman parte esencial de los
procesos bioldgicos y es mediante el estudio de la concentracién de los metabolitos
presentes en el organismo que se pueden generar patrones o perfiles metabdlicos.
Comparando los perfiles metabdlicos de organismos sanos y enfermos se pueden identificar
aquellos metabolitos que pueden actuar como indicadores del proceso bioldgico que esta

experimentando el organismo o del riesgo de padecer determinadas enfermedades.
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La metaboldmica desempefia un papel importante para seguir el estado de salud del
individuo aportando informacidn sobre los metabolitos presentes en el organismo de los
pacientes y por lo tanto tiene el potencial de proporcionar biomarcadores de diagndstico
para la deteccidn y el prondstico de enfermedades, y la prediccidn de la eficacia y seguridad
de las intervenciones farmacéuticas. La metaboldémica también puede proporcionar
informacién sobre los mecanismos bioquimicos de las enfermedades y la modulacién por

farmacos (Ramateur y Berger, 2013).

En la practica clinica, se han utilizado durante décadas una cantidad muy limitada de
metabolitos pequefios, como glucosa, colesterol, creatinina, urea, etc., para evaluar la
condicidn (pre) enfermedad de un individuo (Ramateur y Berger, 2013). Sin embargo, la
meta de la metabolémica es encontrar mayor cantidad de metabolitos para que exista un

campo mas amplio de enfermedades con las que se pueda interactuar.

Comprender los procesos moleculares de las enfermedades a través de estas ciencias
Omicas ayudard a que las terapias medicamentos sean mas efectivas y por lo tanto se tendra

un mayor impacto en la salud de la poblacion.

3.4.2 Aplicacion de la protedmica y metaboldmica en el tratamiento de enfermedades

3.4.2.1 Proteémica y Metabolémica en el cancer:

El cancer es una de las enfermedades de mayor mortalidad en la actualidad. Segin la OMS
el cancer es un proceso de crecimiento y diseminacién incontrolado de células. Puede
aparecer practicamente en cualquier lugar del cuerpo. El tumor suele invadir el tejido
circundante y puede provocar metdastasis en puntos distantes del organismo (Murshed,

2019).

El cdncer es considerado actualmente una enfermedad genética dada la evidencia de las
mutaciones que se producen en el ADN. En el cancer se llevan a cabo una serie de cambios
genéticos que involucran divisidn celular, inestabilidad genética, apoptosis, invasién local y
distante y evasién del sistema inmune del cuerpo, lo que lleva a cambios fundamentales de

las propiedades normales de las células y tejidos (Murshed, 2019).
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Los mecanismos que pueden conducir a alteraciones en los genes pueden ser genéticos,
errores producidos en la divisién celular o inducidos por exposicién a sustancias que dafan
el ADN, como son ciertas sustancias quimicas, exposicidn a radiaciones, etc. o epigenéticos,

por alteraciones en las enzimas o sustratos de estas.

Existen dos clases de genes relevantes que son afectados por estos mecanismos, los
protooncogenes, cuyas mutaciones en ellos pueden hacer que se conviertan en oncogenes,
los cuales pueden favorecer el crecimiento y/o la invasividad tumoral; y los genes
supresores de tumores, que limitan el crecimiento tumoral. La importancia de estos dos
grupos de genes radica en su papel de control de la carcinogénesis a través de la reparacion

del ADN y la apoptosis o “muerte celular programada” (Lozano, 2017).

El desarrollo de las células tumorales es un proceso conocido como carcinogénesis el cual
consta de multiples etapas que involucra el inicio, progresion y metastasis del cancer. En la
siguiente figura se muestra el mecanismo que describe el desarrollo de la metastasis
tumoral cuando las células malignas viajan desde el tumor primario a un érgano diferente

y crean tumores adicionales (Murshed, 2019).
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Figura 11. Representacion de las multiples mutaciones en el cdncer
Obtenida de Murshed, 2019.
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Los tejidos cancerosos y los fluidos corporales como la sangre (suero y plasma), los fluidos
de los senos y la saliva transportan diversas proteinas potenciales, ADN, ARN y metabolitos
que proporcionan la visién para detectar alteraciones celulares (Khurshid, et. al, 2018).
Aplicando los perfiles protedmicos y metaboldmicos de un paciente se pueden desarrollar
planes de tratamiento y garantizar la mayor probabilidad de remisidn de la enfermedad, asi
mismo los biomarcadores detectados en las alteraciones celulares pueden ser clave parala
temprana deteccidn y prondstico adecuado del cdncer ya que con ellos se pueden
comprender las bases moleculares del inicio, la progresion y el tratamiento eficaz del
cancer, es aqui donde se resalta el papel de la protedmica y metabolémica con la

identificacion de biomarcadores unicos.

La protedmica ha demostrado que se puede extraer y proporcionar informacién util sobre
la biologia del cancer, cientifica y clinicamente ya que las proteinas son posiblemente las
biomoléculas que gobiernan funcionalmente los procesos celulares. La posibilidad de
cuantificar sistematica y simultdneamente la abundancia de proteinas posiciona
estratégicamente a la protedmica para rastrear alteraciones en multiples vias y mecanismos

que impulsan la transformacién del fenotipo maligno (Tan, et. al, 2012).

El desarrollo de técnicas de protedmica ha permitido el andlisis confiable de proteomas
complejos, lo que lleva a la identificacidon y cuantificacién de miles de proteinas en células,
tejidos y sueros de diferentes tipos de cancer, lo cual ayuda a conocer los mecanismos
moleculares de las células malignas y el microambiente tumoral en pacientes con céncer.
La protedmica ha brindado informacion util sobre las perturbaciones de las vias de
sefializacion dentro de las células tumorales, lo que permite encontrar nuevos objetivos
para la accién del farmaco, posibles biomarcadores de diagndstico e indicadores

prondsticos del resultado y la respuesta a la terapia (Toss, et. al, 2013).

La protedmica se puede considerar como una parte integral de la terapia para el cancer ya

que:

1. Se utilizan biomarcadores de proteinas para detectar pacientes en la etapa inicial,

2. Sus resultados sirven para el monitoreo de la respuesta de los tumores a la terapia,
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3. Conduce a comprender la patogénesis del cancer y cdmo se pueden mejorar o
disefiar nuevas terapias
4. Aborda las diferencias de todo el proteoma en el perfil del oncoproteomay

compara los tejidos tumorales con los controles de sujetos sanos

Con el objetivo de obtener una comprensidon completa de los determinantes moleculares
gue impulsan el cdncer gdstrico, muchos estudios han adoptado cada vez mds tecnologias
protedmicas avanzadas que pueden ayudar a identificar biomarcadores de proteinas y

dilucidar los mecanismos moleculares del cancer géstrico (Kang, et. al, 2016).

Algunos biomarcadores candidatos a metastasis de cancer gastrico se han identificado
mediante protedmica cuantitativa. Un estudio compard lineas celulares de cancer géstrico
metastdsico y no metastasico utilizando electroforesis 2D y MS. Los autores descubrieron
que la proteina caldesmon estaba regulada negativamente en lineas celulares derivadas de
metastasis, lo que fue confirmado por un analisis adicional de siete lineas celulares de
cancer gastrico. En este estudio, la eliminacidn de caldesmon en las células de céncer
gastrico conduce a un aumento en la migracién e invasién celular, mientras que la
regulacién positiva de caldesmon resulté en una disminucidn en el fenotipo. Este trabajo ha
resultado en la identificacién y verificaciéon de caldesmon como un objetivo potencial

involucrado en la metastasis de cancer gastrico (Hou, et. al, 2013).

El caldesmon es una proteina de unidn a actina y miosina implicada en la regulacién de las
interacciones de actomiosina en el musculo liso y las células no musculares (podria actuar
como un puente entre los filamentos de miosina y actina). Estimula la unién a la actina de
la tropomiosina, lo que aumenta la estabilizacién de la estructura del filamento de actina.
También juega un papel esencial durante la mitosis celular y la proteccién del receptor.
Actualmente se estdn realizando mas estudios funcionales para establecer el papel exacto

de la pérdida de caldesmon en la metastasis de cancer gastrico (Hou, et. al, 2013).

El enfoque de la protedmica en el estudio del cancer de mama también ha progresado y
arrojado resultados prometedores con aplicaciones diagndsticas y terapéuticas. Se obtuvo

un ejemplo de enfoques combinados in vitro e in vivo que implican un analisis profundo de
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lineas celulares de cancer de mama cultivadas a partir de tumores de etapas definidas de
cancer de mama (Sallam, 2015). El objetivo del estudio fue identificar biomarcadores
moleculares y procesos celulares caracteristicos de etapas especificas en el proceso de
transformacién en lugar de una linea celular particular o un paciente individual (Geiger, et.

al, 2012).

Se incluyeron 2 a 3 lineas celulares de cada etapa, derivadas de los tumores de diferentes
pacientes con cancer que no fueron tratados previamente. Se cuantificé el proteoma de
cada una de las lineas celulares a través de un analisis protedmico basado en SILAC. Los
niveles de expresién de proteinas involucradas en muchas funciones celulares basicas, tales
como procesos metabdlicos, expresiéon de proteinas y adhesion celular, cambiaron
drasticamente, reflejando las pronunciadas diferencias celulares entre las células. Los
perfiles protedmicos globales, asi como las proteinas caracteristicas en las lineas celulares
y los tejidos, reflejan el colapso general de la arquitectura tisular normal, que es una
caracteristica conocida del desarrollo de carcinomas. Los cambios mas dramaticos en las
proteinas de adhesidon se producen entre las células tumorales en estadio Il y estadio lll,
destacando su importancia para el desprendimiento de las células tumorales del tejido
original. Se mostré una regulacion aumentada de integrina a6 en células derivadas de
metastasis de derrame pleural. Este resultado concuerda con estudios previos que
muestran sobreexpresion de integrina a6 en sitios metastasicos de canceres de mama

(Geiger, et. al, 2012).

Ademas, otra forma de comprender el surgimiento del cancer es a través de la medicidn del
metaboloma. La metabolémica es la nueva ciencia préxima en el campo de las édmicas con
el potencial de aumentar ain mas nuestro conocimiento de la biologia del cancer (Claudino,
et. al, 2012). Actualmente el cancer se cataloga cada vez mas como un trastorno
metabdlico, debido a que una de las principales caracteristicas de las células tumorales
malignas es que su metabolismo energético se encuentra alterado, ya que en los tumores
cancerigenos se llevan a cabo diferentes reacciones metabdlicas para la produccién de la

energia necesaria para el crecimiento y proliferacion de las células malignas. El
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entendimiento de los cambios metabdlicos que ocurren en esta enfermedad, pueden ser

clave para un mejor diagndstico y tratamiento del cancer.

En 1942 el investigador Otto Warburg descubrid que las células cancerigenas metabolizan
la glucosa de manera distinta a las células normales, su teoria actualmente es conocida
como el efecto Warburg. Dicha teoria indica que en la mayoria de los tumores el
metabolismo esta dirigido hacia la glucolisis, a través de la captacion de glucosa vy la

produccién de lactato aun en presencia de altos niveles de oxigeno.

En células normales, en presencia de suficiente oxigeno, la glucosa se procesa por una serie
de reacciones que incluyen al ciclo de Krebs, fosforilacién oxidativa, transporte de
electrones y la quimiosmosis, generando 36 moléculas de ATP (38 si se incluyen 2 ATP
producidos en la glucolisis) por cada molécula de glucosa. Por el contrario, en condiciones
bajas de oxigeno el producto final de la glucolisis es el lactato, el cual es generado por la
reduccion de piruvato por la enzima lactato deshidrogenasa (LDH), este proceso se conoce

como glucolisis anaerdbica en donde se obtienen 2 moléculas de ATP.

Sin embargo, este mecanismo no ocurre en las células cancerosas. Se ha demostrado que
estas células producen altos niveles de lactato derivado de la glucosa, independientemente
de la disponibilidad de oxigeno, lo cual se conoce como glucdlisis aerobia, que es la via

dominante que utilizan las células tumorales para la obtencién de energia.

En las células cancerosas la LDH cataliza la conversion de piruvato a L-Lactato en lugar de
gue el piruvato entre al ciclo de Krebs y se obtenga la energia a través de la fosforilacidon
oxidativa. Aunque esta ruta metabdlica no es tan eficiente como la fosforilacion oxidativa
en la generacién de ATP, es un medio mucho mas rapido de produccién de ATP, necesario
para soportar multiples divisiones celulares y es capaz de cubrir las demandas energéticas
de los tumores. Asi mismo a través de la glucolisis se obtienen numerosos compuestos
metabdlicos necesarios para la sintesis de macromoléculas, como la ribosa de los acidos
nucleicos, que resultan importantes para mantener la elevada tasa proliferativa que

caracteriza a las células tumorales (Vernieri, et. al, 2016).
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La conversién de glucosa a L-lactato tiene varios inconvenientes, como la alteraciéon de
niveles de LDH que dirige la formacién de especies reactivas de oxigeno. El medio
extracelular se acidifica porque la célula expulsa acido lactico del interior de las células, en
lugar de ser oxidado en la mitocondria, lo que promueve factores de respuesta a la
inflamacién, que atrae macréfagos (células que degradan material celular), los cuales

secretan sustancias que promueven el desarrollo celular y metastasis (Liu, et. al, 2019b).

A. Normal Cell B. Tumour Cell
Glucose Glucose
ATP <—Glycolysisl ATP <€— Glycolysis l
Pyruvate Pyruvate
Lactate Acetyl-CoA Lactate Acetyl-CoA
TCAiVCIB TCA cycle
NADH NADH
OXPHOS OXPHOS
A*P o

Figura 12. El efecto Warburg.

A. En las células normales, la glucosa se metaboliza a piruvato a través de la glucdlisis. Algunos piruvatos se convierten en lactato, pero
la mayoria se dirige al ciclo TCA a través de acetil-CoA. El ciclo TCA genera NADH, que dona electrones a la cadena de transporte de
electrones mitocondrial para que OXPHOS pueda progresar. B. En las células tumorales, el perfil metabdlico cambia de OXPHOS a glucdlisis
aerdbica, conocido como el efecto Warburg. ATP: trifosfato de adenosina; PDH: piruvato deshidrogenasa; Acetil-CoA: acetil coenzima A;
Ciclo TCA: ciclo del dcido tricarboxilico, NADH: nicotinamida adenina dinucledtido; OXPHOS: fosforilacion oxidativa.
Obtenida de Liu, et. al, 2019b.

Debido a los efectos metabdlicos a medida que el ciclo de las células avanza durante la
transformaciéon neoplasica y la posterior proliferacion, o mediante una respuesta
inflamatoria o inmunoldgica a la neoplasia maligna, los metabolitos que se forman como
subproductos de la actividad celular difieren de los que se encuentran en el recambio
celular normal y no maligno (McCartney, et. al, 2018). La aplicacién de la metaboldmica a
través de los perfiles de metabolitos dara a conocer la presencia de metabolitos malignos y
serd posible la confirmacién de la enfermedad permitiendo desarrollar inhibidores de estos

para disminuir el crecimiento celular.
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Al mismo tiempo, una comparacion de los perfiles metabdlicos de las células enfermas y
sanas brinda la posibilidad de establecer puntos en la red metabdlica que son importantes
para las células enfermas pero que son menos relevantes para células sanas en un
organismo. Con este enfoque se espera que los efectos secundarios se reduzcan al hacer un

tratamiento mas efectivo y dirigido (Cuperlovic-Culf, et. al, 2012).

Por otra parte, la metabolémica también se ha aplicado para la prevencion, diagndstico
temprano, estadificacién, caracterizacion tumoral y tratamiento de los diversos tipos de
cancer incluidos cancer de mama, de pulmén, pancredtico, higado, y prdstata, asi mismo

puede servir para predecir biomarcadores de respuesta.

El objetivo de los estudios de diagndstico es caracterizar la proliferacién descontrolada de
las células a través de los cambios de los metabolitos presentes en el organismo de los
pacientes enfermos. Varios estudios han demostrado que las regiones especificas de los

espectros de NRM pueden diferir entre pacientes con cancer y pacientes sanos.

En un experimento se descubrié que la sarcosina puede ser un metabolito de interés para
el cancer de préstata, ya que permite la discriminacidn de las condiciones benignas de la
prdstata del carcinoma invasivo y no invasivo, ya que el derribo de la enzima que produce
sarcosina (glicina N-metil-transferasa) perjudicé la invasividad celular del cancer, lo que
apunta posible objetivo terapéutico, determinado directamente por las mediciones de la
metaboldmica. Asi mismo se ha detectado que la glicina-N-metil-transferasa puede
funcionar como un gen susceptible a tumores con posible aplicacién como objetivo
terapéutico y posible marcador de progresion maligna y en el cédncer de prostata

(Cuperlovic-Culf, et. al, 2012).

Respecto al cancer de pulmodn la aplicacion de la metaboldmica comenzé alrededor del afio
2000. Estos estudios han demostrado que existen diferencias en el metaboloma entre los
pacientes con cancer de pulmdn y el grupo de control, y se han descubierto gradualmente
algunos biomarcadores confiables y posibles vias metabdlicas bioldgicas para el diagndstico
de cancer de pulmédn (Tang, et. al, 2019). Se ha demostrado que entre los biomarcadores se

encuentran los involucrados con la biosintesis de valina (Val), leucina (Leu) e isoleucina (lle);
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metabolismo de alanina (Ala), aspartato (Asp) y glutamato (Glu); y vias de metabolismo de

glicina (Gly), serina (Ser) y treonina (Thr), respectivamente (Tang, et. al, 2019).

Estudios previos han informado que la concentracidon de Val, lle y Leu en pacientes con
cancer de pulmén es mayor que la de los controles sanos. La valina es un aminodcido
esencial involucrado en muchos procesos metabdlicos y también es un aminodcido
glucogénico para biosintetizar macromoléculas como las proteinas y los lipidos, que son
esenciales para el crecimiento de las células cancerosas. Esta puede ser la razén por la cual
la valina exhibié mayor contenido en los grupos de casos que en los controles. Los tres
aminodcidos esenciales (Val, lle y Leu), conocidos como aminodcidos de cadena ramificada
(BCAA), estan involucrados en el estrés, la energia y el metabolismo muscular con diferentes
vias metabdlicas. Los BCAA estan involucrados en varios tipos de cdncer que regulan
diversas vias de sefalizacidon, como la sintesis de proteinas, la sintesis de lipidos, el
crecimiento celular y la autofagia (Tang, et. al, 2019). Asi mismo la L-glutamina es esencial
para la proliferacion y supervivencia de las células cancerosas y participa en la sintesis del

metabolismo, proteinas, lipidos y nucledtidos.

La aplicacién de la metaboldmica también ha generado datos acerca del descubrimiento de
“oncometabolitos” los cuales son metabolitos enddgenos y suacumulacion inicia o sostiene
el crecimiento tumoral y la metdstasis. El primer oncometabolito que se descubrié fue el 2-
hidroxiglutarato (2-HG), un metabolito natural que se encuentra en altas concentraciones
en los gliomas. Este compuesto parece alterar indirectamente los patrones de metilacion

de histonas, lo que finalmente conduce a la tumorigénesis (Wishart, 2016).

El fumarato, un metabolito producido como parte de la funcidon normal del ciclo de Krebs
en las mitocondrias, también se ha propuesto como un posible oncometabolito cuando estd
presente en altas concentraciones (Yang, et. al, 2012). El fumarato se acumula como
resultado de mutaciones en la hidratasa de fumarato. Se ha demostrado que las células y
los tumores deficientes en fumarato hidratasa acumulan fumarato a niveles muy altos con
multiples consecuencias, incluida la activacion de vias oncogénicas. Aunque el fumarato se

indica como un oncometabolito, es decir, una molécula promotora de tumores, en algunos
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ejemplos su presencia parece ser citoprotectora. Se ha informado que el fumarato es
citoprotector después del daiio al ADN y altamente elevado después del daiio por radiacion.
Los roles opuestos podrian depender de las concentraciones exactas o la

compartimentacion celular.

El Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos de América, los cientificos, los
médicos y la industria ya estan en camino de expandir el uso de la metabolémica para la
evaluaciéon de la eficacia terapéutica de los medicamentos. Se ha propuesto que los
intermedios del metabolismo de los fosfolipidos de colina son un posible biomarcador para
la evaluaciéon y el monitoreo de la eficacia terapéutica de varios medicamentos contra el

cancer (Kumar, et. al, 2014).

3.4.2.2 Proteémica y Metabolémica en Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus (DM) se ha convertido en una de las epidemias de salud publica mas
alarmantes del siglo XXI, con un estimado de 552 millones de personas en todo el mundo
con diabetes para 2030, y 398 millones de personas seran consideradas en alto riesgo de

desarrollar la enfermedad (Lam, et. al, 2019).

La DM es un trastorno metabdlico caracterizado por una pérdida total o parcial de la
secrecion de insulina y / o resistencia a la accidn de la insulina que conduce a un estado
cronico de hiperglucemia en la sangre. La DM puede tener etiologia multiple y casi
inevitablemente implica alguna forma de desregulacion en el metabolismo de

carbohidratos, grasas y / o proteinas (Habtemariam, 2019).

Esta enfermedad se clasifica en diabetes mellitus tipo 1 (DM1) y diabetes mellitus tipo 2
(DM2). La DM1 ocurre cuando el cuerpo no puede producir insulina debido a la destruccién
de las células productoras de insulina en el pancreas. La DM2 es la forma mas frecuente de
diabetes en adultos, que representan del 90% al 95% de los casos en todo el mundo. Se
caracteriza por una deficiencia relativa en la secreciéon de insulina de las células B
pancreaticas y una disminucién de la capacidad de respuesta de los tejidos a la accién
normal de la insulina (es decir, resistencia a la insulina). Ambas clasificaciones estan

asociadas con periodos de hiperglucemia crénica, que contribuyen a complicaciones micro
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y macrovasculares como retinopatia, nefropatia, neuropatia, enfermedad cardiovascular,

enfermedad vascular periférica y accidente cerebrovascular (Lam, et. al, 2019).

Debido a que los efectos clinicos de esta enfermedad son perjudiciales en el estado de salud
de los pacientes es necesario detectar nuevas perspectivas para ayudar en el control de los

niveles de glucosa en los pacientes con esta enfermedad.

Las vias de senalizacidn de la insulina, pueden ser clave para la comprension y tratamiento
de la enfermedad, ya que en ella se involucran diversas proteinas y metabolitos que forman
parte fundamental para la cascada de reacciones indispensables en el funcionamiento de la

insulina en el organismo.

La insulina es una hormona liberada por las células beta de los islotes pancreaticos de
Langerhans, su presencia afecta de manera directa o indirecta a la funcién de practicamente
todos los tejidos en el cuerpo, provocando una notable variedad de respuestas bioldgicas;
su principal funcidn es regular la cantidad de glucosa en sangre, favoreciendo la entrada y
almacenamiento de este nutriente en musculo y tejido adiposo en donde promueve su
conversion a glucégeno vy triglicéridos, respectivamente, inhibiendo al mismo tiempo su
degradacion. Ademads, en el higado inhibe la gluconeogénesis, la glucogendlisis y la
cetogénesis, y promueve la sintesis de proteinas principalmente en el musculo (Gutiérrez,
et. al, 2017). Asi mismo regula el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas y
promueve la divisién y el crecimiento celular a través de sus efectos mitogénicos (Olivares
y Arellano, 2008). El entendimiento de estas funciones es fundamental ya que si llega a
ocurrir una falla en las funciones de esta hormona se puede desencadenar el surgimiento

de resistencia a la insulina, obesidad y DM2.

Las acciones bioldgicas de la insulina se inician cuando se une con su receptor (IR), una
glucoproteina integral de membrana, el cual estd formado por dos subunidades alfa y beta.
La subunidad alfa contiene el sitio de unidén a la insulina, estdn unién genera cambios
conformacionales que inducen su activacion catalitica y la autofosforilaciéon de varios
residuos. Los residuos autofosforilados son reconocidos por diferentes proteinas

adaptadoras, entre las que se incluyen miembros de la familia del sustrato del receptor de
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insulina (IRS), de los cuales el IRS-1 y el IRS-2 constituyen los dos principales sustratos e
intermediarios mas comunes en la etapa inicial de propagacion de la sefial de insulina. El
IRS actia como una molécula adaptadora que organiza la formacién de complejos

moleculares y desencadena cascadas de sefializacion intracelular (Gutiérrez, et. al, 2017).
Las dos vias de sefializacion por las cuales la insulina ejerce sus funciones son las siguientes:

e Via de la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI13K/Akt): Principal mecanismo por el cual la
insulina ejerce sus funciones en el metabolismo de glucosa y de lipidos.
e Via de las cinasas activadas por mitogeno/Ras (MAPK/Ras): Responsable de la

regulacién de la expresidn genética y los efectos mitogénicos asociados a la insulina

Ins

Receptor
de insulina

Trarg1|su ‘:::st: ga Adipogénesis
", R
- -
l Sintesis de Sintesis de
Expresion génica glucégeno proteinas

Proliferacion
Diferenciacion
Crecimiento celular

Figura 13. Vias de sefializacion de la insulina. A través de estas vias la insulina puede ejercer sus funciones en el
transporte de glucosa, sintesis de glucégeno y de proteinas, adipogénesis, expresion génica, proliferacion y crecimiento
celular. Obtenida de Gutiérrez, et. al, 2017.

Para que la insulina ejerza un adecuado funcionamiento en sus acciones metabdlicas,
promotoras del crecimiento y proliferacion celular, deben regularse sus acciones de manera
precisa. Las acciones metabdlicas y promotoras del crecimiento y proliferacion celulares de

la insulina son reguladas a través de mecanismos de autorregulacién (regulacién
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homdloga), en donde las enzimas activadas por la propia via inhiben la actividad de
proteinas claves de la sefalizacién de la insulina. Adicionalmente, existen mecanismos
moleculares homeostaticos, no relacionados con los activados por la insulina, que pueden
inhibir también la sefalizacién de esta hormona (regulacién heterdloga). Ambos
mecanismos son de suma importancia, ya que mantienen el estado de homeostasis celular,
definiendo la duracién y el alcance de la seial y las acciones de la insulina. Se han
identificado diferentes mecanismos de regulacion homeostatica a nivel del receptor, del IRS
y de proteinas localizadas rio abajo de ambas, entre las que se encuentran PI3K, Akt o GLUT-

4 (Gutiérrez, et. al, 2017).
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Figura 14. Regulacion de las acciones de la Insulina

A través de los perfiles protedmicos y metaboldmicos se pueden dirigir estudios para
detectar si se encuentra alguna alteracion en los procesos de las vias de sefializacion vy
regulaciéon de la insulina que pudieran provocar la DM2. La investigacion en esta
enfermedad es realmente amplia ya que las reacciones involucradas en la resistencia a la

insulina y la acumulacion de glucosa en sangre son extensas.

Como se muestra en la Figura 14 en la regulacion de la insulina, existe un participante
conocido como PTEN (fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa), esta molécula es un

regulador negativo de la via PI3K/Akt, lo que lo hace un modulador importante de la
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sefializacion de insulina. En los principales drganos diana de la insulina, principalmente el
higado, los musculos y las grasas, la deficiencia de PTEN afecta el metabolismo de la glucosa
y produce resistencia a la insulina, lo que sugiere que el PTEN juega un papel importante en
la accién de la insulina y puede ser considerado como biomarcador en un futuro (Gutiérrez,

et. al, 2017).

Por otra parte, un estudio realizado en México detectd diversas proteinas asociadas ala DM
y obesidad. En el estudio se compararon perfiles del proteoma en suero de pacientes
mexicanos con cuatro grados de obesidad bien definidos: peso normal, sobrepeso,
obesidad | y obesidad Il / Ill, empleando técnicas protedmicas (Gomez, et. al, 2017). Las

proteinas relacionadas con la diabetes fueron 14-3-3, ApoH, ZAG y OTOP3.

En mamiferos, la familia de proteinas 14-3-3 son reguladores cruciales de las vias de
sefializacion intracelular. Diversos estudios bioinformdaticos han demostrado que las
proteinas 14-3-3 se asocian con la DM2. La asociacidon dependiente de insulina de 14-3-3
con AS160 juega un papel importante en el trafico de GLUT4 en adipocitos. De acuerdo con
los resultados de este estudio, la proteina 14-3-3 mostré asociacién con la diabetes porque
esta proteina aumento significativamente en pacientes diabéticos en comparacién con el

grupo control (Gémez, et. al, 2017).

La apoliproteina H (ApoH) es una proteina plasmatica, sus concentraciones plasmaticas
estan fuertemente asociadas con alteraciones del sindrome metabdlico y enfermedades
vasculares en pacientes con DM2 y podrian considerarse como un marcador clinico de
riesgo cardiovascular. Se detectd que esta proteina se acumula en relacién con el indice de
masa corporal (IMC), mostrando diferencias estadisticas en los grupos con sobrepeso y

grupos con obesidad (Gomez, et. al, 2017).

ZAG es una glicoproteina zinca2, que se expresa altamente en la sangre de pacientes
obesos, lo que indica que ZAG posiblemente estd asociado con la obesidad (Wang, et. al,
2018). En el estudio ZAG mostrd un aumento en grupos con sobrepeso y obesidad, pero el

aumento fue significativo solo en el grupo obesidad Il / lll (Gomez, et. al, 2017).
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Otopetrin 3 (OTOP3) mostré una disminucién significativa en los grupos obesidad | y
obesidad Il / lll. OTOP3 define un objetivo Unico de la sefializacion de citocinas que atenua
la inflamacion del tejido adiposo inducida por la obesidad y desempefia un papel adaptativo
en el mantenimiento de la homeostasis metabdlica en la obesidad. Los resultados también
sugieren que OTOP3 podria actuar como un biomarcador relacionado con la obesidad en

humanos (Gomez, et. al, 2017).

Es importante considerar que no solo con la protedmica se puede abordar el entendimiento
de la DM. La metaboldmica también juega un papel importante y existen diversos estudios

que demuestran su utilidad en esta patologia.

En la aparicién y desarrollo de la DM existen diferentes cambios en los metabolitos que
pueden ser medidos con las técnicas metabolédmicas y pueden proporcionar informacion de
las vias metabdlicas y vias de sefializacidn relevantes en la patologia (Wang, et. al, 2018). La
caracterizacion de los cambios metabdlicos es clave para la deteccién temprana, el

tratamiento y la comprensién de los mecanismos moleculares de la diabetes.

Durante la Ultima década, varios grupos que usaron técnicas metabdlicas han identificado
un agente causal inesperado relacionado con la DM: los aminoacidos. En particular, se
pueden encontrar niveles séricos altos de BCAA, aminoacidos aromaticos como fenilalanina
(Phe) y tirosina (Tyr) y un acido amonio como el 4cido aminoadipico para identificar a las

personas en riesgo de desarrollar la DM2 (Wishart, 2016).

Los niveles de estos biomarcadores son relevantes hasta 15 afios antes del inicio de la
enfermedad. Los niveles altos de estos aminodcidos pueden provenir de la dieta, pero el
microbioma intestinal también parece afectar la abundancia de estos aminoacidos,
especialmente aminoacidos esenciales como lle, Leu, Val y Phe. Estos aminoacidos actlan
especificamente en la diana de rapamicina en células de mamiferos o mTOR por sus siglas
en inglés (mammalian Target of Rapamycin) y regulan con ello las mismas vias y procesos
fisioldgicos de la insulina. Si existen niveles crénicamente altos de un analogo de insulina,

esto podria conducir a resistencia a la insulina y diabetes (Wishart, 2016).
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Figura 15. Via de sefalizacion de carbohidratos y aminodcidos. Obtenida de Wishart, 2016.

Otros aminodcidos como la glicina (Gly), la glutamina (GlIn) y el glutamato (Glu) también se
han relacionado con la prediabetes y el riesgo de DM2 (Guasch-Ferré, 2016). Por lo cual las
concentraciones de los de aminodcidos investigados pueden ser a futuro predictores

confiables de la resistencia a la insulina entre los pacientes con DM2 (Arneth, et. al, 2019).

Asi mismo, con la metabolémica también se han encontrado cambios en el metabolismo de
los nucledtidos, incluido el de N-metilnicotinamida y N-metil-2-piridona-5-carboxamida,
(Zhang, et. al, 2014). Ademas, se han detectado altas concentraciones de lipidos bajos en
carbono, tales como glicerofosfolipidos y esfingomielinas, y aumento de los niveles de
acidos grasos, como los acidos dodecanoico y miristico en individuos que padecen DM2 por
lo cual la identificacién y el perfil de estas biomoléculas pueden facilitar la prediccién y el

manejo de la DM2 (Arneth, et. al, 2019).

La identificacién de metabolitos en la DM revela que diversas macromoléculas se
encuentran afectadas en este tipo de pacientes, la metabolémica tiene un futuro
prometedor en esta drea, con sus resultados se puede obtener una amplia comprensién de

la base metabdlica de la DM1y DM2.
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3.4.2.3 Proteémica y metabolomica en el Alzheimer
La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad progresiva, irreversible, incurable,
neurodegenerativa y el mds comun de los trastornos demenciales. Por lo general, comienza

después de los 60 afios y puede abarcar de 8 a 12 afios (Zvérova, 2019).

Se cree que esta enfermedad comienza 20 afios 0 mas antes de que aparezcan los sintomas
con pequeiios cambios en el cerebro que son imperceptibles para la persona afectada. Solo
después de afios de cambios cerebrales, las personas experimentan sintomas notables,
como pérdida de memoria y problemas de lenguaje. Los sintomas ocurren porque las
células nerviosas (neuronas) en partes del cerebro involucradas en el pensamiento, el
aprendizaje y la memoria (funcién cognitiva) se han dafiado o destruido (Alzheimer’s

Association, 2019).

La acumulacion de proteinas amiloides y tau se considera el sello distintivo patoldgico
central de la enfermedad de Alzheimer, pero otros factores como la genética, el estrés
oxidativo, la inflamacion y el estilo de vida contribuyen al complejo mecanismo de esta

enfermedad (De Leeuw, et. al, 2017).

En las ultimas tres décadas, se han investigado a las proteinas asociadas en los cambios
cerebrales de la EA, ya sea la acumulacién del fragmento de proteina beta-amiloide fuera
de las neuronas y la acumulacién de una forma anormal de la proteina tau dentro de
las neuronas. Las placas beta-amiloides pueden contribuir a la muerte celular al interferir
con la comunicacién de neurona a neurona en las sinapsis, mientras que los enredos tau
bloguean el transporte de nutrientes y otras moléculas esenciales dentro de las neuronas. A
medida que aumenta la cantidad de beta-amiloide, se alcanza un punto de inflexién en el

gue la tau anormal se extiende por todo el cerebro (Alzheimer’s Association, 2019).

En la investigacidn preclinica se ha detectado que las personas tienen cambios mesurables
en el cerebro, liquido cefalorraquideo y sangre los cuales indican los primeros signos de la
EA que pueden ser utilizados como biomarcadores, es aqui donde la protedmica vy
metaboldmica implementan sus tecnologias para que en esta etapa de investigacion se

genere informacion que pueda servir para el diagndstico temprano de la enfermedad.
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Durante los ultimos afos, el desarrollo de tecnologias protedmicas basadas en
espectrometria de masas ha ofrecido un enfoque eficiente para el estudio intensivo de los
cambios relacionados con la EA en los niveles de proteinas en muestras de liquido

cefalorraquideo, plasma vy tejidos cerebrales (Sancesario y Bernardini, 2018).

Un perfil proteémico se aplicé con el objetivo de mapear la desregulacién del proteoma
durante la progresion de la enfermedad del Alzheimer en regiones cerebrales con una clara
susceptibilidad a la neurodegeneraciéon (Mendonga, et. al, 2019). Para ello se utilizaron
cerebros humanos postmortem de personas que tuvieron enfermedad de Alzheimer y las
muestras fueron analizadas mediante LC-MS. Se emplearon dos enfoques en el estudio: el
perfil de proteoma comparativo durante la progresidon de la enfermedad para detectar
proteinas/vias alteradas en diferentes regiones del cerebro y el perfil de proteoma
comparativo de diferentes regiones del cerebro en sujetos sanos y enfermos para investigar

la vulnerabilidad de las regiones del cerebro en la enfermedad de Alzheimer.

Entre las regiones investigadas, la corteza entorrinal y la corteza parahipocampal que
pertenecen al l6bulo temporal medial se ven afectadas en las primeras etapas, mientras
que las regiones neocorticales: corteza temporal (TC) y corteza frontal se ven afectadas por

la patologia tau solo en las etapas tardias de la enfermedad de Alzheimer (Figura 17).

Asi mismo entre las proteinas asociadas a la enfermedad de Alzheimer se encontraron 11
proteinas, algunas de ellas estan involucradas en procesos metabdlicos (CTNND1, FLNA,
AUH, RNPEP y NUMBL) y en la adhesion celular (CTNND1, FLNA y NUMBL), mientras que
CTNND1, FLNA y SH3GL1 se expresan en la unidn celular. En el estudio se realizd una
agrupacion jerarquica de las 11 proteinas alteradas en tres regiones del cerebro y se generd
un mapa de calor considerando su expresién durante la progresion de la enfermedad en

todas las dreas del cerebro (Figura 18).
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Figura 16. Perfil comparativo del proteoma durante la progresion de la EA. Los perfiles proteémicos que se muestran
corresponden a sujetos sanos, con enfermedad temrana y enfermedad tardia. Obtenida de Mendonga, et. al, 2019.
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Figura 17. Agrupacion de 11 proteinas alteradas en 3 regiones del cerebro con EA. Grupo en rojo: proteinas reguladas
positivamente durante el curso de la enfermedad de Alzheimer; grupo en verde: proteinas reguladas negativamente
durante el curso de la enfermedad del Alzheimer. Obtenida de Mendonga, et. al, 2019.
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Este estudio demuestra que la protedmica puede ser utilizada para el diagndstico temprano
de la enfermedad, conociendo los cambios que ocurren en la fase temprana y tardia de la

enfermedad.

Respecto a la metabolémica ha demostrado un enfoque util para conocer el fenotipo del
organismo en la enfermedad de Alzheimer. Estudios recientes de metaboldémica han
identificado algunas rutas metabdlicas alteradas en la enfermedad de Alzheimer, como la
ruta de la poliamina, el metabolismo de la lisina, el ciclo del acido tricarboxilico, el
metabolismo de los lipidos, la neurotransmisién y la inflamacion (Wilkins y Trushina, 2018),
asi como el deterioro de algunos niveles de metabolitos como son tirosina, glicilglicina,
glutamina, acido lisofosfatico, factor activador de plaquetas, acidos orgéanicos, isoprostanos

y prostaglandinas (De Leeuw, et. al, 2017).

Otro estudio dio a conocer que el sistema colinérgico, el metabolismo energético y las rutas
de aminodcidos y lipidos pueden estar involucrados en el desarrollo temprano de la
enfermedad del Alzheimer. Mediante el perfil metabolémico de muestras de suero de
pacientes enfermos se demostréd que la colina es un biomarcador prometedor en el
diagndstico temprano ya que se encontraba en niveles elevados en los pacientes del
estudio. La colina es un metabolito precursor en la sintesis de acetilcolina, neurotransmisor
importante implicado en el almacenamiento de memoria, control motor y otras funciones.
Ademas, es un componente clave en algunos lipidos con funciones cerebrales relevantes,
como la fosfatidilcolina principal constituyente de las bicapas lipidicas de las membranas
celulares. El aumento de este metabolito podria explicarse por el hecho de que en las
primeras etapas de la enfermedad la transmisién colinérgica se reduce y, como respuesta

compensatoria, aumentaria la produccion de colina (Pefia, et. al, 2019).

Existe aln un campo amplio de aplicacidn de las tecnologias dmicas para el entendimiento
de la enfermedad de Alzheimer. Su utilizaciéon desencadenara que los pacientes con esta
enfermedad tengan una calidad de vida mejor, ya que los sintomas de esta patologia

dificultan que el paciente pueda desarrollarse en su entorno de manera usual. El
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conocimiento de las proteinas y metabolitos alterados en esta enfermedad puede llevar a
un diagndstico temprano y mejora en el tratamiento del paciente para el control de la

enfermedad.

3.4.2.4 Proteémica y Metabolémica aplicada en Trisomia 21

En el sindrome de Down (SD), un individuo nace con tres copias del cromosoma 21 (Hsa21)
en lugar de dos, lo cual se debe a la falla de la segregacidn cromosémica normal durante la
meiosis. La sobreexpresion de algunos o todos los genes Hsa21, resulta en niveles de
proteinas alterados que son al menos en parte responsables del fenotipo SD. La
neuropatologia del SD generalmente se caracteriza por defectos estructurales, celulares y
anatémicos en areas especificas del cerebro. En particular, las estructuras neocorticales, el
hipocampo y el cerebelo son todos desproporcionadamente pequenos. Estos cambios

cerebrales se vuelven mas pronunciados con la edad (Vacano, et. al, 2018).

El SD es la causa genética mas comun de discapacidad intelectual significativa, las personas
con SD tienen la mayor incidencia de demencia en personas menores de 60 afios en todo el
mundo, y las personas con SD constituyen el grupo mds grande y bien definido de personas
afectadas por la enfermedad de Alzheimer de inicio temprano (Hartley, et. al, 2015).
Diferentes estudios han demostrado que las personas con SD tienen mayor riesgo de
desarrollar la enfermedad de Alzheimer debido a que el cromosoma 21 incluye el gen que
codifica la produccion del gen APP, el cual proporciona informaciéon para sintetizar una
proteina llamada proteina precursora amiloidea, que en las personas con Alzheimer se corta
en fragmentos de beta-amiloide que se acumulan en placas. Tener una copia extra del
cromosoma 21 puede aumentar la produccién de fragmentos beta-amiloides producidos en
el cerebro. Segun la Sociedad Nacional del Sindrome de Down, alrededor del 30 por ciento
de las personas con SD que estan en sus 50 afios tienen demencia de Alzheimer (Alzheimer’s

Association, 2019).

Los cambios neurodegenerativos en las personas con SD representan un problema de salud
cada vez mas importante, por ello es necesario implementar diferentes enfoques para

prevenir, retrasar o mejorar los tratamientos para el SD. Diversos estudios se han realizado
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para saber cudles son los factores de riesgo para tener un hijo con SD, se ha hablado de la
relacion que existe entre el metabolismo de folato/homocisteina y la deficiencia de la

vitamina B12 para que se presente el padecimiento.

El folato (vitamina B9) y la cobalamina (vitamina B12) juegan un papel vital en la sintesis de
acido nucleico, el metabolismo de metionina (en el cual se encuentra como intermediario
la homocisteina) y en el traslado de unidades de un carbono esenciales para la divisién y
crecimiento celular adecuado (Ghasemzadeh y Hossein Riazi, 2019). Estas vitaminas
también son componentes importantes de las vias metabdlicas en humanos. Los derivados
de estas vitaminas a menudo funcionan como coenzimas vy, por lo tanto, son elementos

criticos de numerosas vias bioquimicas (Krupenko, 2020).

La deficiencia de estas vitaminas se ha implicado en varios trastornos neurolégicos, como
depresion, demencia y enfermedades desmielinizantes como el Alzheimer que puede
presentarse en los pacientes con SD. De hecho, un estudio experimental ha demostrado
que la deficiencia en acido félico y la acumulacion de homocisteina induce a la muerte
neuronal programada o apoptosis neuronal en el hipocampo (drea cerebral relacionada con
la memoria) y aumenta la susceptibilidad al péptido B-amiloide generado en la enfermedad

de Alzheimer (Kruman, et. al, 2002).

En general una disminucién de los folatos celulares da como resultado una metilacién
inadecuada en el ADN, roturas de la cadena del ADN, recombinacién cromosémica
defectuosa y segregacién cromosémica anormal. En 1999 se informd por primera vez que
las alteraciones en el metabolismo del folato/homocisteina, debido a los polimorfismos
genéticos de las enzimas metabdlicas, podrian aumentar el riesgo de tener un bebé con SD

(Coppedé, 2009).

Actualmente el conocimiento sobre los factores de riesgo del SD es amplio, sin embargo, la
protedmica y metaboldémica han aportado informacidn complementaria de proteinas y
metabolitos asociadas a la enfermedad que proporcionan un panel mas amplio en el

entendimiento de este padecimiento.

51



. ]
Un estudio reciente implementd un andlisis protedémico utilizando electroforesis 2D vy

espectrometria de masas para comparar las proteinas presentes en cerebros fetales con SD
y cerebros sanos. La tropomodulina-2 se encontré aproximadamente tres veces mayor en
el cerebro fetal con SD mientras que la proteina de unién a acidos grasos, la cadena de

tubulina alfa-1Ay la alfa-internexina mostraron una expresion mas baja (Sun, 2011).

La tropomodulina forma parte del citoesqueleto de las células y es importante para la union
de la actina y tropomiosina, ademds desempeiia funciones importantes en el aprendizaje o
memoria, contraccion muscular, desarrollo del sistema nervioso, y transmisidn sinaptica
neurona-neurona. Los ratones que carecen de esta proteina muestras cambios en el
comportamiento como hiperactividad, disminucidon de la activacién sensoriomotora y
dificultades de aprendizaje. Aparentemente esto se constata con el hallazgo de una
sobreexpresidn triple en el cerebro fetal con SD, pero deben tener en cuenta las diferencias

de especies (Sun, 2011).

La proteina alfa-internexina es un componente estructural del citoesqueleto y esta
involucrada en la morfogénesis de las neuronas. Puede formar una red estructural
independiente sin la participacién de otros neurofilamentos. Con los datos encontrados en
el estudio se puede sugerir que esta proteina podria representar un candidato a
biomarcador temprano para la neurodegeneracion inevitablemente desarrollada en el SD

que ocurre desde el final del periodo fetal (Sun, 2011).

De igual modo los estudios metabolédmicos pueden enfocarse para detectar las alteraciones
en las vias metabdlicas en los pacientes con SD. Los cambios metabdlicos de la trisomia 21
incluyen la sobreexpresion de la proteina amiloide que da como resultado un mayor riesgo
de Alzheimer, asi como la sobreexpresién de la superdxido dismutasa que da como
resultado el aumento del estrés oxidativo observado en individuos con SD (Orozco, et. al,

2019).

En otro estudio se realizaron perfiles metabdlicos de plasma de nifios con diferentes
enfermedades neurodegenerativas entre ellas el SD, el estudio revelé una modificacién en

las vias del metabolismo de carbono, se encontré que especificamente el ciclo de la
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metionina se ve afectado en estos pacientes, lo cual se sabe que es debido a las deficiencias
de acido félico y vitaminas. Asi mismo se identificaron niveles significativamente elevados
de colina y N, N-dimetilglicina, ademas de creatinina y urea en comparacién con los
controles, los ultimos dos metabolitos sugieren una posible reduccidon de la filtracién
glomerular renal. Curiosamente, la nefropatia es una complicacién comun de la cardiopatia
congénita (una afeccidn que afecta aproximadamente al 40-50% de las personas con SD) y

puede desempeiiar un papel contribuyente (Orozco, et. al, 2019).

La colina es un micronutriente esencial que interviene en el desarrollo del cerebro, la
funciéon cerebral, la integridad estructural de las membranas celulares, el transporte vy el
metabolismo de los lipidos y es un precursor de la acetilcolina (ACh). Es proporcionado por
la dieta o producido endégenamente a partir de fosfatidilcolina. La colina se oxida a betaina,
un donante directo de metilo para la remetilacion de homocisteina (Hcy). Las
concentraciones plasmaticas de homocisteina total (tHcy) y el bajo nivel de vitamina B12
son biomarcadores importantes que predicen el desarrollo o la presencia de demencia en
la poblacién general (Obeid, et. al, 2012). La vitamina B12, actia como coenzima en el
metabolismo de la metionina y de la homocisteina, razén por la que se refleja una estrecha
relacién entre los niveles plasmaticos de esta y los niveles de homocisteina. Si existe una
deficiencia en esta vitamina puede haber una insuficiente disponibilidad de grupos metilo,
obstaculizando asi el correcto metabolismo de metionina, neurotransmisores y fosfolipidos

de membrana, que posteriormente se vera reflejado como deterioro cognitivo.

Otro estudio metabolémico basado en NMR se realizé para conocer cuales son los
biomarcadores metabdlicos que pueden distinguir el SD de los embarazos normales
durante el primer trimestre de gestacién. Se encontraron cambios significativos en las
concentraciones de los metabolitos 3-hidroxibutirato, 3-hidroxiisovalerato y 2-

hidroxibutirato.

El 3-hidroxibutirato es una fuente indispensable de energia para tejidos extrahepaticos
como el cerebro, también es un sustrato importante para la sintesis de fosfolipidos y

esfingolipidos que se requieren para el crecimiento cerebral y la mielinizacién. El 3-
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hidroxibutirato y otros cuerpos ceténicos se utilizan en la sintesis de cerebrésidos durante
el periodo de mielinizacién activa en el cerebro. Los estudios cerebrales desde las 17
semanas hasta la infancia han confirmado la mielinizacion tardia en el SD en comparacion
con los controles normales. En general la disminucién de la mielinizacién se asocia con

retraso mental (Bahado-Singh y Akolekar, 2013).

El compuesto 3-hidroxiisovalerato es un metabolito que generalmente se excreta en la
orina. Las deficiencias multiples de enzimas, incluidas las de carboxilasa y biotinidasa, dan
como resultado niveles elevados de 3-hidroxiisovalerato. Este compuesto es en si mismo un
biomarcador ampliamente utilizado para la deficiencia de biotinidasa. Ademads, el uso
prolongado de anticonvulsivos como la fenitoina puede estar asociado con la elevacién del
3-hidroxibitrato. La deficiencia de biotina (vitamina B7) resulta del fracaso de la liberacion
de biotina (una funcién de biotinidasa) de las proteinas de la dieta y puede provocar
hipotonia, problemas de aprendizaje, trastornos convulsivos y atrofia cerebral, todas las

cuales son caracteristicas del SD (Bahado-Singh y Akolekar, 2013).

El 2-hidroxibutriato es un acido organico que se eleva en estados de estrés oxidativo. Los
trastornos metabdlicos que afectan el desarrollo del cerebro neonatal, como la acidosis
l[actica, a menudo se asocian con niveles elevados de 2-hidroxibirato (Bahado-Singh y

Akolekar, 2013).

A través de los enfoques de la protedmica y metaboldmica es posible mejorar la
comprensién sobre las consecuencias patoldgicas del SD en el desarrollo del cerebro, lo que
lleva a creer que ambas ciencias émicas tienen un gran potencial y campo de investigacién
muy prometedor ya que han demostrado aportar conocimiento significativo para este

padecimiento.
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3.5 Desarrollo de farmacos

El desarrollo de farmacos es un proceso complejo que inicia con la identificacion de
compuestos que se unen a un blanco terapéutico o que muestran actividad biolégica en un
ensayo de tamizaje (Saldivar y Prieto, 2017). Este proceso surge de la necesidad de obtener
nuevos farmacos para enfermedades de las cuales aln no existe una cura o que ofrecen
ventajas adicionales sobre los tratamientos actuales, como son disminucidn de reacciones
adversas, mayor eficacia terapéutica, menos interacciones farmacoldgicas y a su vez una

mejora en la calidad de vida de los pacientes.

Se estima que el periodo de tiempo para el desarrollo de una Nueva Entidad Molecular
(NME; molécula que emerge del proceso de descubrimiento que no ha sido evaluada
previamente en ensayos clinicos) o una Nueva Entidad Bioldgica (NBE; un anticuerpo,
proteina, terapia génica u otra medicina biolégica) abarca entre 10 a 15 afios y el costo
supera los S 1 mil millones y, en promedio puede ser alrededor de los $ 2.6 mil millones

(DiMasi, et. al, 2016).

El desarrollo de farmacos consta de diferentes etapas secuenciales (Figura 19) que son
necesarias para que el farmaco pueda comercializarse asegurando que cuenta con niveles

de eficacia y seguridad aceptables y que no provocara dafios en los pacientes.

Las etapas constan de una investigacién para la obtencidn de diferentes dianas
terapéuticas, posteriormente se optimiza la sintesis quimica y su formulaciéon y los
compuestos seleccionados se someten a las fases de investigacion preclinicas y clinicas. Una
vez que se obtienen resultados favorables y que el farmaco en prueba ha demostrado
cumplir con los requisitos necesarios para su distribucién se aprueba por entidades
regulatorias como pueden ser la Food and Drug Administration (FDA) en Estados Unidos, o

la Comision Federal para la Proteccion Contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) en México.
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Figura 18. Etapas el desarrollo de fdrmacos. Obtenida de Mohs y Greig, 2017.

3.5.1 Descubrimiento y disefio del farmaco

El descubrimiento de farmacos es un proceso destinado a identificar una molécula sintética
pequefia o una biomolécula grande para una evaluacidn exhaustiva como posible candidato
afarmaco. El descubrimiento implica una serie de procesos como identificacion y validacion
de objetivos, generacién y optimizacion de candidatos clinicos vy, finalmente, la

identificacidon de un candidato para un mejor desarrollo (Sinha y Vohora, 2018).

Para obtener moléculas que demuestren su potencial farmacoldgico es necesario conocer
su estructura molecular y la funcién que ejerce en los procesos bioldgicos. Para ello se
utilizan herramientas para facilitar el descubrimiento y disminuir los costos de desarrollo a
las industrias farmacéuticas, como pueden ser el modelaje computacional que ayuda a la
seleccion de las moléculas para evaluacidén experimental, con esta herramienta es posible
conocer a detalle la forma y estructura de la molécula, sus enlaces quimicos, composicion
atémica y, en el caso de farmacos, la manera como la molécula actuaria de manera
terapéutica en un determinado objetivo terapéutico, aquellas moléculas resultantes que

muestren actividad bioldgica son llamadas hits.
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Asi mismo el descubrimiento de farmacos se puede realizar basdandose en el conocimiento
de un objetivo terapéutico, el cual es una entidad a la que se une un ligando endégeno o un
farmaco, lo que resulta en un cambio en su comportamiento o funcién. Las enzimas, los
receptores y las proteinas de transporte junto con el ADN y el ARN son los principales
objetivos de los medicamentos a nivel molecular (Sakharkar, et. al, 2018), los cuales estan
involucrados en los procesos biolégicos que se consideran disfuncionales en los pacientes
con alguna enfermedad especifica (Mohs y Greig, 2017). Conociendo la diana terapéutica
se pueden identificar compuestos activos con la misma y se puede optimizar su actividad
bioldgica. Estos ensayos se hacen in vitro con blancos moleculares aislados de las células

(Saldivar y Prieto, 2017).

Un compuesto debe demostrar las siguientes propiedades para la seleccion como candidato

clinico o “leads-cabezas de serie”:

1. Propiedades quimicas: debe ser una molécula estable cuya sintesis sea simple y se
pueda ampliar facilmente

2. Propiedades fisicoquimicas: debe cumplir con la regla de 5 de Lipinski y debe tener
una solubilidad aceptable

3. Propiedades farmacoldgicas: debe unirse al sitio objetivo con alta afinidad, debe
demostrar selectividad por su objetivo molecular y debe producir un potente efecto
funcional in vitro. La eficacia del compuesto debe ser demostrable en el modelo
animal de enfermedad humana.

4. Propiedades farmacocinéticas: debe poseer una biodisponibilidad aceptable, una
vida media adecuada y una distribucion adecuada en animales. Las vias metabdlicas
del compuesto deben estar bien caracterizadas y se deben evaluar las actividades
de los metabolitos.

5. Seguridad y potencial de toxicidad: debe estar desprovisto de toxicidad cardiaca,
genotoxicidad y hepatotoxicidad, y debe demostrar un perfil aceptable para la
induccioén e inhibicion de las enzimas del citocromo P450. En ultima instancia, debe

estar desprovisto de cualquier toxicidad animal grave (Sinha y Vohora, 2018).
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3.5.2 Fase preclinica

La fase preclinica abarca todas las actividades que actuan como un puente entre el
descubrimiento de farmacos y el inicio de los primeros estudios en humanos, en este
periodo se empieza a estudiar la actividad biolégica de los farmacos, tanto en modelos in

vitro como en animales de experimentacion.

Asi mismo es en esta fase donde se realizan los estudios de formulacién para la fabricacién
de la forma farmacéutica adecuada para la administracién del farmaco en estudio, lo cual
se realiza considerando las caracteristicas fisicoquimicas del farmaco y los atributos criticos
para la calidad del medicamento que toman en cuenta la via de administracién, las
propiedades farmacoldgicas, los excipientes, el sistema de cierre del envase, cualquier
dispositivo de dosificacion relevante, el tipo de paciente y el proceso de fabricacién (Singh,

2018).

Una vez obtenida la forma farmacéutica se realizan estudios farmacocinéticos y de
metabolismo. La Farmacocinética es una disciplina que estudia la evolucion temporal de las
concentraciones de un farmaco y/o metabolitos en un organismo (fluidos, tejidos,
compartimentos extracorporales) y de las relaciones matemadticas necesarias que permitan

interpretar los datos a través de modelos definidos (Gibaldi y Perrier, 2006).

En general los estudios farmacocinéticos aportan informacidn del proceso ADME que sufre
un farmaco una vez administrado al organismo. El conocimiento de este proceso
desempeiia un papel importante en el disefio de farmacos para identificar mejores

candidatos de una manera mas eficiente (Zhang y Tang, 2018).

Asi mismo es importante conocer cdmo se metabolizan los medicamentos en el organismo.
El metabolismo de los medicamentos o la biotransformacion es el proceso mediante el cual
los xenobidticos se modifican enzimaticamente para que la excrecion de estos sea mas
factible. En la mayoria de los casos, esto implica modificaciones en el fdrmaco original o la
adicién de grupos funcionales que hacen que la molécula del farmaco original sea mas
hidrdfila y susceptible de eliminacidn. El higado es el érgano principal donde se produce el

metabolismo de los medicamentos, seguido en gran medida por el intestino y los rifiones y
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una variedad de érganos adicionales en menor grado (por ejemplo, sangre, piel y cerebro)

(Sane y Sinz, 2017).

Los estudios de metabolismo se realizan tipicamente utilizando métodos in vitro para
exponer microsomas hepdticos, fracciones citosdlicas, cultivos de hepatocitos, etc.,
derivados de diferentes especies. Ademas de generar perfiles de metabolitos de farmacos,
los estudios de metabolismo también se utilizan para evaluar el potencial de interacciones

farmacoldgicas y la inhibicién o induccién del CYP P450 (Singh, 2018).

La importancia de detectar la induccidn o inhibicidn del CYP P450 en esta fase del desarrollo
de medicamentos radica en que pueden presentarse interacciones farmacoldgicas debido
a que, si dos farmacos administrados conjuntamente usan la misma via metabdlica, pueden

afectarse entre si (Stocks, 2013).

En esta fase también debe considerarse los polimorfismos asociados a los genes
involucrados en las fases de metabolismo de los farmacos, ya que en el caso de existan
pacientes con algun polimorfismo se puede alterar la respuesta del medicamento en el

organismo.

Posteriormente de los estudios de farmacocinética y metabolismo se realizan estudios de
seguridad farmacoldgica y toxicoldgica para establecer las concentraciones maximas
seguras en animales y determinar el potencial de efectos adversos del farmaco en
desarrollo. Los estudios toxicolégicos tanto en animales y humanos deben determinar la
dosis en la que el farmaco no causa un efecto, es decir la dosis maxima a la cual un efecto
tdéxico no se presenta, la dosis letal minima la cual es la dosis mas baja en la cual el farmaco
administrado produce la muerte, y la dosis letal media o DL50, que representa la dosis que

ocasiona la muerte en el 50% de los animales de experimentacion.

La siguiente tabla 4 proporciona una lista de estudios en animales que deben realizarse

como parte del paquete de toxicologia:
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Tabla 4. Estudios de toxicidad aplicados en desarrollo farmacéutico.
Modificada de Singh, 2018.

Estudios de Toxicidad Sistémica Estudio de toxicidad de dosis Unica

Estudios para el rango de dosis

Estudios de Toxicidad Local Estudio de toxicidad dérmica
Fotoalergia o fototoxicidad dérmica
Prueba de toxicidad vaginal
Prueba de tolerancia rectal
Estudios de toxicidad ocular
Estudios de toxicidad por inhalacién

Estudios de toxicidad reproductiva Desarrollo reproductivo femenino
Estudios de fermtilidad femenina
Estudios de Estudios de teratogenicidad
toxicidad en Estudios perinatales
desarrollo

P Estudios de fertilidad masculina
farmacéutico

Estudios de carcinogenicidad
Estudios de inmunotoxicidad
Estudios de mutagenicidad y genotoxicidad

Estudios de hipersensibilidad

Es importante considerar que todas las pruebas realizadas en la fase preclinica deben
cumplir con las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL), Buenas Practicas de Fabricacion (BPF)
y Buenas Practicas Clinicas (BPC) ya que segun la normatividad se requiere que todos los
estudios que impliquen el desarrollo de un medicamento deben realizarse siguiendo
protocolos establecidos y procedimientos operativos estandar, y deberan ser realizados
por personal debidamente capacitado y calificado utilizando equipos calibrados y
estandarizados de tamafio y capacidad adecuados. Cualquier enmienda / desviacién debe
documentarse. Todo el proceso debe ser retrospectivamente verificable para asegurar la

calidad del producto final.

3.5.3 Fase clinica
En la fase clinica de desarrollo de medicamentos el objetivo principal es realizar ensayos
clinicos en humanos ya que en la fase preclinica el farmaco de interés ha demostrado la

seguridad y eficacia adecuada. Durante esta fase tras las primeras dosificaciones del
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farmaco sera posible encontrar nuevos usos y formas de administracidn, asi como

reacciones adversas que no se evidenciaron en la fase preclinica.

Un ensayo clinico es cualquier estudio de investigacién que asigne prospectivamente
participantes humanos o grupos de humanos a una o mas intervenciones relacionadas con
la salud para evaluar los efectos sobre los resultados de un medicamento en el estado de
salud de los pacientes. Segln los requisitos reglamentarios, los ensayos clinicos son
obligatorios antes de que los medicamentos sean aprobados y comercializados (Sambandan

y Turcu-Stiolica, 2019).

Ademas, para que puedan llevarse a cabo los estudios, los voluntarios deberan conocer toda
la informacién de los ensayos clinicos a los que se someteran, asi como los riesgos en caso
de se presenten y beneficios directos e indirectos de su participacion, dicha informacién
debera incluirse en una carta de consentimiento informado que serd otorgada a todos los
participantes por parte de los investigadores y que debera ser aceptada y firmada por cada

voluntario.

Una vez que el farmaco nuevo posee la autorizacion gubernamental para su investigacion
en humanos, y que los voluntarios han aceptado su participacién se inicia el estudio clinico

a través de las fases de investigacidn descritas a continuacion:

e Fase I: Los estudios son realizados principalmente en un pequefio grupo de
voluntarios sanos (20-80). Todos los ensayos deben ser realizado por investigadores
capaces de evaluar datos farmacoldgicos y toxicolégicos, y para dicha evaluacién se
realizan estudios de muestras de sangre, orina, heces y otros fluidos bioldgicos de
los voluntarios antes y después de la administracién del farmaco en estudio, con la
finalidad de evaluar la farmacocinética a través de los valores de absorcion,
distribucién, metabolismo y excrecidn, asi como los efectos que tienen en la salud
de los voluntarios. La informacion recopilada servira para evaluar la seguridad del
farmaco ya que es aqui donde se pueden presentar los primeros efectos dafinos en
humanos y por ende sera posible establecer los valores de dosis clinicas seguras para

un tratamiento determinado.
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Existen casos en los que los farmacos en estudio no pueden ser administrados en
voluntarios sanos ya que se espera una toxicidad del farmaco, como es el caso de
los farmacos citotoxicos, en estos casos se deberan realizar los ensayos clinicos en
voluntarios enfermos para evitar exponer a sujetos sanos a los efectos téxicos que

provocarian consecuencias graves en ellos.

e Fase Il: Esta fase maneja un numero considerablemente mayor de pacientes en
comparacion con la fase I. Los nimeros pueden aumentar gradualmente a 100 o
mas. A diferencia de los ensayos de fase |, estos ensayos estan destinados a tratar
voluntarios con una enfermedad especifica, y se prefiere que no presenten otros
procesos patolégicos asociados y que no estén recibiendo ningun otro tipo de
tratamiento medicamentoso. La finalidad de esta fase es descubrir problemas de
seguridad del medicamento como el objetivo principal. Por ello a esta etapa también
se le denomina fase terapéutica exploratoria. La seguridad del medicamento se
evalla con prioridad, seguida de su eficacia (Sambandan y Turcu-Stiolica, 2019).
Para evaluar la seguridad y eficacia se debe contar con un grupo control al cual se le
administrara placebo o en su caso un medicamento aprobado que haya demostrado

tener actividad y efectividad terapéutica similar.

e Fase lll: En esta fase se realizan ensayos para determinar la eficacia y seguridad del
farmaco. Estos son ensayos de fase confirmatoria terapéutica. Generalmente se
llevan a cabo en un numero relativamente alto (100 a 3000) de pacientes,
dependiendo de las areas terapéuticas, en varios centros, por lo tanto, se llaman
ensayos multicéntricos. Estos ensayos generalmente se llevan a cabo durante un
periodo mas prolongado (pocos afios) para analizar los niveles de dosificacion
exactos que resultarian beneficiosos en un menor grado / grado de eventos

adversos (Sambandan y Turcu-Stiolica, 2019).
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Fase IV: Lafase IV puede considerarse una etapa continua donde los farmacos son
monitorizados después de ser aprobados para su uso comercial. En esta fase ya se
conoce la eficacia y la relacién dosis-respuesta del farmaco, si bien su perfil de
efectos secundarios suele ser incompleto y se sigue recopilando informacién sobre
aquellas reacciones confirmadas o probablemente relacionadas con el
medicamento, es de suma importancia contar con un sistema de farmacovigilancia
para monitorear la seguridad de los medicamentos ya que en diversos casos las
reacciones adversas se presentan varios afios después de haber tenido la exposicién
al farmaco.

La farmacovigilancia es una ciencia que se encarga de deteccidn, identificacién,
evaluacidn, comprension, prevencién y sospecha de reacciones adversas o cualquier
otro problema relacionado con el uso de medicamentos y vacunas. En México el
Centro Nacional de Farmacovigilancia (CNFV) forma parte de la Comisién de
Evidencia y Manejo de Riesgos (CEMAR) dentro de la Comisidn Federal para la
Proteccién contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) desde el 2001 y tiene como
finalidad recibir informacién de Sospechas de Reacciones Adversas de los
Medicamentos, vacunas y dispositivos médicos, por parte de los integrantes de la
Farmacovigilancia en el pais, asi como la evaluacion, el andlisis y la retroalimentacién
de la informacién (COFEPRIS, 2017).

Asi mismo en esta fase se puede conocer la efectividad estadistica del medicamento
ya que se obtendra mas informacién de diversos grupos de pacientes y se pueden
estimar las interacciones farmacoldgicas, ya que personas con una enfermedad
secundaria pueden participar en estos ensayos clinicos (Sambandan y Turcu-Stiolica,

2019).

Toda la informacion recopilada durante la fase clinica debe ser transmitida a las agencias
regulatorias para la aprobacién de los compuestos para uso clinico. La COFEPRIS o la FDA
tienen la responsabilidad de asegurar que todas las fases del desarrollo de los
medicamentos se realizaron conforme a la normatividad aplicable y que demuestran que

los medicamentos son eficaces y seguros para uso clinico cotidiano.
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3.5.4 Impacto de la protedmica en el desarrollo de farmacos
La utilizacién de la protedmica en la investigacion y desarrollo de nuevos farmacos con los
afios ha tenido mayor impacto debido a que cada vez mas laboratorios utilizan esta

herramienta para obtener resultados a menores costos y tiempos.

La protedmica se usa ampliamente en varias etapas, incluyendo ADME, toxicologia,
fabricacidon y ensayos clinicos. Las tecnologias analiticas como MS se utilizan para la
cuantificacion e identificacién de proteinas especificas en todas las secciones antes

mencionadas.

Para el descubrimiento de farmacos, la protedmica identifica nuevos objetivos
farmacoldgicos para disefiar nuevas terapias que demuestren éxito clinico (Tan, et. al,
2012). La protedmica se ha utilizado para dilucidar con éxito los mecanismos moleculares
precisos de los farmacos descubiertos en los andlisis fenotipicos y ha contribuido junto con
la modificacidn postraduccional y el andlisis de complejos de proteinas a la identificacién y

validaciéon de objetivos terapéuticos en el descubrimiento de farmacos (Yokota, 2018).

El perfil de expresién de proteinas se aplica para descubrir nuevos biomarcadores que
ayuden a la prediccién de la seguridad del farmaco en los estudios de toxicologia realizados
durante la fase preclinica y clinica, ya que se han empleado tanto en modelos animales,
como en seres humanos, con la finalidad de evaluar la eficacia y seguridad de los nuevos
farmacos. A estos biomarcadores se les conoce como biomarcadores de seguridad y su
medicidon proporciona informaciéon sobre los mecanismos moleculares de toxicidad

(Boekelheide y Schuppe-Koistinen 2012).

Para la industria farmacéutica los biomarcadores se aplican preclinicamente para la
deteccién temprana de toxicidad, la seleccién del candidato a farmaco que demuestre
mayor seguridad, el monitoreo de seguridad sensible en estudios de toxicidad reguladoray

la seleccién de regimenes de dosificacion (Marrer y Dieterle, 2010).

En la fase preclinica el objetivo principal de utilizar biomarcadores es ayudar a seleccionar

candidatos a fdrmacos que sean mas propensos a ser tolerados en humanos, ademas de
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explorar y caracterizar todos los mecanismos biolégicos que median la toxicidad y los

efectos secundarios de los medicamentos (Anadodn, et. al, 2019).

Un ejemplo de esto es el estudio con enfoque protedmico que se utilizd para comprender
la hepatotoxicidad idiosincrdsica causada por la troglitazona, la cual es una tiazolidindiona
de primera generacion utilizada para el tratamiento de la DM1, este medicamento en las
primeras evaluaciones de seguridad e incluso en estudios a largo plazo no causd
hepatotoxicidad en roedores ni en monos sanos, sin embargo se retird del mercado debido
a que tras su comercializacion se encontraron riesgos inaceptables de hepatotoxicidad. Esto
resalta las deficiencias de los ensayos preclinicos que se realizaron para este medicamento
y la notable dificultad para predecir la hepatotoxicidad en las pruebas preclinicas en
animales. En el estudio se caracterizaron las proteinas mitocondriales en la hepatotoxicidad
inducida por troglitazona en un modelo de ratdn y los autores demostraron la presencia de
lesiones hepaticas a la cuarta semana de la exposicidn al farmaco. Ademas, a través de un
mapeo de proteinas especificas de ratdn se reveld que las proteinas asociadas a los lipidos
contribuyen a la lesidn mitocondrial y hepdtica evidente cuando se encuentran bajo la

exposicion prolongada de la troglitazona (Lee, et. al, 2013).

Aunque el estudio fue realizado después de que los efectos hepatotéxicos se presentaran,
la investigacion puede servir como ejemplo para que muchas industrias farmacéuticas

opten por realizar estudios protedmicos durante la fase preclinica.

Respecto a la fase clinica, los biomarcadores pueden aplicarse para el seguimiento de los
ensayos clinicos en humanos, monitoreo de seguridad, desarrollo de atencién médica
personalizadas y vigilancia de seguridad postcomercializacion (Marrer y Dieterle, 2010). La
protedmica es una tecnologia que puede facilitar mucho la optimizacién de los ensayos
clinicos, no ayudando a la caracterizacién del fdrmaco, sino identificando biomarcadores no
invasivos de diagndstico y pronéstico de la respuesta del paciente a la administraciéon del
farmaco. Por lo tanto, puede servir para comparar el perfil protedmico de los pacientes
incluidos en los ensayos clinicos antes y después de la administracion del farmaco, con ello

se podran diferenciar aquellos individuos que respondan favorablemente al farmaco, los
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que presenten un nivel alto de toxicidad y aquellos en los que el fdrmaco no ha presentado

niveles de actividad eficaces.

Los ensayos clinicos actuales que utilizan protedmica para el descubrimiento y / o
evaluacién de biomarcadores estdn en curso en muchos tipos de canceres y otras
enfermedades. Actualmente, la FDA recomienda la aplicacién de un biomarcador verificado
y validado para la identificacién de la subpoblacién clinica objetivo cuando se emplea un
medicamento, esta informacién debe incluirse como parte del registro del medicamento.
La prueba inicial que identificaba la subpoblacién amplificada de HER-2 fue requerida para
la aprobacién de la FDA antes de que Trastuzumab recibiera la aprobacidon para el
tratamiento adyuvante de mujeres con cancer de mama que expresa HER-2 con ganglios
linfaticos positivos. La incorporacién de biomarcadores predictivos en los ensayos clinicos
durante el proceso de desarrollo del farmaco se traducira en una mayor precision en la

seleccion de subgrupos de pacientes objetivo (Lee, et. al, 2019).

Por otra parte, un estudio de fase Il presentado recientemente, demostré que los
tratamientos de cancer de pulmédn dirigidos, a medida de biomarcadores pueden mejorar
el resultado del paciente. Este estudio identificd subgrupos de pacientes con cancer de
pulmén avanzado que tenian mas probabilidades de beneficiarse de uno o mas agentes
especificos, segun los andlisis de biomarcadores realizados con biopsias de tejidos frescos.
En general, no produjo un beneficio clinico dramatico, el 46% de los pacientes tenian
enfermedad estable o respuesta parcial después de 8 semanas de tratamiento con una
mediana de supervivencia general de 9 meses en comparacion con el 30% de la
guimioterapia tradicional para el cancer de pulmén avanzado. Sin embargo, este estudio
demuestra que se han realizado progresos en la estratificacién de pacientes basados en
biomarcadores. Por lo tanto, los perfiles protedmicos integrales para los canceres
avanzados son prometedores al abordar los objetivos de los biomarcadores predictivos para

seleccionar pacientes y terapias dirigidas y eficaces (Lee, et. al, 2019).

En lafase IV correspondiente a la postcomercializacion los biomarcadores se pueden utilizar

para garantizar la seguridad del producto en la poblacién general. Con ellos se les puede
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dar seguimiento a la generacion de reacciones adversas, ya que los efectos adversos graves
y raros a menudo se observan solo después de la comercializacién del medicamento, ya que
en los ensayos clinicos el numero de pacientes es limitado a comparacién de cuando se

distribuye el medicamento.

3.5.5 La metaboldmica en investigacion y desarrollo de medicamentos

La metabolémica tiene un papel potencial en la investigacidon y el desarrollo farmacéutico
desde el descubrimiento de farmacos hasta el desarrollo clinico. La metaboldmica se puede
utilizar para la seleccién del farmaco, la optimizacidn del fadrmaco, las pruebas toxicolégicas
in vivo tempranas y la deteccién de eficacia in vivo. Otras aplicaciones de la metaboldmica
incluyen la identificacion de biomarcadores preclinicos, el mecanismo de la enfermedad y
la validacion de modelos animales para la enfermedad, y el descubrimiento de
biomarcadores para evaluar la seguridad y eficacia clinicas. Las técnicas avanzadas que
implican el uso de perfiles metabdlicos pueden acelerar el proceso de descubrimiento y
desarrollo de farmacos mediante la identificacién temprana y la eliminacidn de candidatos

falsos y mejorando la seguridad de los nuevos farmacos (Kumar, et. al, 2014).
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Figura 19. Aplicaciones de la metabolomica en investigacion farmacéutica. Los circulos pequefios corresponden a
pacientes especificos. Los colores mds representativos (blanco, rojo, verde) indican individuos sanos, enfermos y
respondedores, respectivamente. Obtenida de Puchades y Pineda, 2015.

Tradicionalmente, los datos de expresion de genes y proteinas han sido la fuente preferida
para el descubrimiento de objetivos farmacoldgicos bajo el supuesto de que los genes o

proteinas expresados de manera mas diferencial en una enfermedad podrian proporcionar
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objetivos terapéuticos interesantes (Puchades y Pineda, 2015). Sin embargo, también los
metabolitos pueden ofrecer ventajas para la seleccién de un objetivo terapéutico debido a
que los procesos de las enfermedades pueden estar asociados con cambios metabdlicos en
el organismo y por lo tanto pueden identificarse nuevos objetivos enzimdticos para una
posible intervencién farmacoldgica (Beyoglu e Idle, 2013) asi como los factores que influyen
en las enzimas y en su expresidn o activacion ya que estos intervienen indirectamente en el

metabolismo.

Potencialmente, la metabolémica ofrece una herramienta econdmica y conveniente para
controlar la dosificacién y la eliminacidon del fdrmaco en los pacientes y también para
rastrear la toxicidad del fdrmaco y sus reacciones adversas. Asi como la identificacién del
organo objetivo de toxicidad, la identificacién de varios posibles mecanismos involucrados
en la toxicidad, la identificaciéon de biomarcadores para medir la toxicidad, el monitoreo de

los perfiles de toxicidad y la toxicocinética (Kumar, et. al, 2014).

Asi mismo la identificacién de metabolitos o vias metabdlicas y redes en sistemas bioldgicos
gue se ven afectados por enfermedades o patégenos puede conducir a desarrollo de nuevos
farmacos. La identificacion de los cambios que se producen en las vias metabdlicas de los
pacientes puede ser utilizado para determinar puntos criticos en la via metabdlica y estos
se pueden explorar en el desarrollo del tratamiento. De esta manera, es posible reducir aun
mas el nimero de objetivos terapéuticos y también seleccionar regiones en la red que son
mas significativas para una patologia particular (Cuperlovic-Culf, et. al, 2012). Por ello, la
metaboldmica puede proporcionar una mayor comprension de la accién del candidato a
farmaco y a una mejor selecciéon de moléculas objetivo, asi como la seleccion de la poblacién

de estudio.

Actualmente los inhibidores metabdlicos como objetivos terapéuticos, la consideracién de
redes metabdlicas y datos de metaboldmica en el andlisis de objetivos esta conduciendo a
una reduccién del nimero de objetivos potencialmente significativos (Harrold y
Ramanatham, 2013). Lo cual beneficia asombrosamente a la industria farmacéutica ya que

se puede ahorrar tiempo y la inversidn monetaria de la investigacién podria reducirse.
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Con el uso del perfil de metabolitos es posible entender el proceso ADME durante la etapa
preclinica y clinica. El sistema ADME se preocupa por identificar las moléculas que son
potencialmente dafiinas, con la aparicion de la metabolémica, los farmacos que
probablemente fracasen debido a la toxicidad pueden identificarse facilmente en las etapas
de desarrollo preclinico, por lo cual se podran desarrollar medicamentos con mayor

seguridad, y se disminuiran los fracasos por los imprevistos de toxicidad.

La seguridad de los medicamentos puede verse afectada por interacciones farmacoldgicas
y propiedades quimicas de los compuestos. Existe una gran variacién en las interacciones
farmacoldgicas entre los individuos (dependiendo de su edad, sexo y genotipo) y también
las dosis que se consideran seguras en un individuo pueden ser letales para otro. Por lo
tanto, es necesario controlar los niveles séricos y el aclaramiento urinario de farmacos y
metabolitos de farmacos en pacientes individuales. La metaboldmica tiene un gran
potencial en toxicologia (especialmente estudios de toxicidad preclinica) (Kumar, et. al,

2014).

Los métodos metabdlicos avanzados proporcionan una imagen mas precisa y detallada de
lo que realmente esta sucediendo dentro del cuerpo en un periodo de tiempo muy corto.
Las aplicaciones de la metaboldmica son ampliamente utilizadas por las industrias
farmacéuticas para realizar los estudios ADME. Ademads, la FDA planea realizar estos
estudios de metaboldmica como parte integral de las nuevas aplicaciones de medicamentos

(Kumar, et. al, 2014).

La contribucidn de la metabolémica al descubrimiento del objetivo de la enfermedad se

puede dividir libremente en tres grupos:

a) Andlisis de redes metabdlicas de importancia y determinacidn de puntos de cuello
de botella para posibles objetivos;

b) Determinacion de redes de efectos fuera del objetivo de importancia en un
sistema particular;

c) Determinacion de metabolitos cuya concentracién cambia
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Aunque las aplicaciones para la metaboldmica en el descubrimiento de objetivos de
farmacos contra diversas enfermedades se encuentran en las primeras etapas, se han
logrado diversas contribuciones importantes; de las cuales mencionaremos a continuacion

algunas de ellas:

En la industria farmacéutica, una importante aplicacién inicial de la metabolémica fue en
toxicologia. Un consorcio de compafiias farmacéuticas intenté encontrar biomarcadores
para la toxicidad renal y hepdtica inducida por farmacos (Rabinowitz, et. al, 2011). El
proyecto COMET (Consortium on Metabonomic Toxicology), iniciado en el Imperial Collage
de Londres, es un ejemplo de cémo la metaboldmica podria entrar en este proceso. Los
objetivos de este proyecto de colaboracion fueron evaluar el uso de NMR enfocado a la
metaboldmica para estudiar tempranamente la toxicidad de los farmacos candidatos en las
etapas preclinicas y construir sistemas predictivos para la toxicidad de drganos diana. Con
esto COMET ha demostrado la aplicabilidad de la metabolémica en las etapas de desarrollo

preclinico (Leenders y Frédérich, 2015).

En otro estudio se destacd que la metaboldémica basada en NMR y LC-MS permite la
interrogacion de las concentraciones de los metabolitos a medida que aumentan y
disminuyen en un estado de enfermedad en particular, mediante estudios sobre las
respuestas metabdlicas a la infeccidn por virus. El virus de la influenza A (IVA), el virus del
herpes simple tipo 1 (HSV-1) y el citomegalovirus humano (HCMV) se probaron en
fibroblastos humanos y se realizé un andlisis del metaboloma por LC-MS. Los tres virus

provocaron importantes perturbaciones en el metaboloma (Beyoglu e Idle, 2013).

El mayor cambio en las células infectas con IVA fue el aumento en el acido
acetilneuraminico, que es consistente en la farmacologia de oseltamivir (Tamiflu), un
medicamento lider para la gripe, que se dirige a la neuraminidasa viral, un objetivo
preferido para el tratamiento de esta enfermedad. Por su parte HSV-1 produjo cambios en
los desoxinucledtidos DTTP y Dmtp. El Aciclovir, un tratamiento principal para la infeccién
por HSV-1, se dirige a la timidina quinasa viral que sintetiza DTTP y Dtmp. Asi mismo el

HCMV aumentd principalmente las concentraciones de los compuestos intermedios del
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ciclo de Krebs y los acetilaminodcidos (Beyoglu e Idle, 2013). Estos resultados demuestran
que a través de la metabolémica se puede conocer los metabolitos afectados en las
enfermedades y por lo tanto serd posible desarrollar nuevos farmacos que se dirijan a la

inhibicion de estas moléculas.

En el cancer resulta fundamental la comprensién detallada de los mecanismos implicados
en el metabolismo y la produccién de energia en las células cancerosas ya que esta
informacidn resulta util para disefiar nuevas moléculas de farmacos antineopldsicos. Se han
propuesto objetivos enzimaticos potenciales que podrian estar dirigidos a interrumpir el
efecto Warburg en las células cancerosas, como bloquear la enzima glucolitica hexoquinasa
en la via de la glucolisis, con 3-bromopiruvato (3-BrPA), que detuvo el crecimiento de las
células de cancer de colon in vitro (Beyoglu e Idle, 2013). El 3- BrPA es un agente alquilante
irreversible que puede inhibir muchas enzimas metabdlicas como la fosfoglicerato kinasa
(PGK), la succinato deshidrogenasa (SDH) o la gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasa

(GAPDH), todas ellas involucradas en la glucdlisis (Beyoglu e Idle, 2013).

Muchos estudios han explorado una diversidad de huellas de metabolitos para evaluar la
toxicidad aguda de los 6rganos mediante el uso de metodologias analiticas. En uno de estos
estudios sobre la nefrotoxicidad inducida por D-serina (farmaco para tratar la
esquizofrenia), se encontré que los niveles de lactato y aminoacidos: fenilalanina,
triptéfano, tirosina y valina estaban elevados en la orina. Mientras que, en otro estudio, se
descubrid que la toxicidad renal inducida por gentamicina se asociaba con niveles elevados
de glucosa y niveles reducidos de N-6xido de trimetilamina (TMAO), acido xanturénico y
acido quinurénico en la orina. La metabolémica junto con la toxicogendmica revela el
mecanismo responsable del dafio hepatico inducido por la administracidn de altas dosis de
pentametil-6-cromanol (PMCol), un medicamento contra el cancer. Se ha encontrado que
los mecanismos responsables de este dafio son la inhibicidn de la sintesis de glutation y la

alteracion de las vias del metabolismo de los farmacos (Kumar, et. al, 2014).

De igual manera mediante un analisis de NRM de biofluidos en varios modelos de roedores

condujo al hallazgo de nuevos biomarcadores metabdlicos de toxicidad de farmacos
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especificos en érganos. El daifo papilar renal inducido por farmacos se asocia con niveles
alterados de dimetilamina, trimetilamina, N-6xido, N, N-dimetilglicina y succinato en la
orina. El espectro de NRM proporciona informacion sobre los metabolitos asociados con la

toxicidad especifica de 6rganos (Kumar, et. al, 2014).

Respecto a la fase clinica la incorporacién de la metabolémica puede acortar el tiempo de
los ensayos clinicos para agilizar la disponibilidad de los medicamentos en el mercado, asi
mismo mediante la aplicaciéon del perfil del metaboloma en los voluntarios es posible
aumentar la seguridad de los medicamentos, lo cual resulta de gran interés para la

regulacion y la salud publica.
La metaboldmica se puede utilizar en ensayos clinicos para:

a) Medir los metabolitos y el metabolismo de los farmacos en los voluntarios;

b) Supervisar el cumplimiento o incumplimiento de los pacientes con los tratamientos
a través de la deteccidn de los niveles en plasma del farmaco;

c) Evaluar silos pacientes estan consumiendo alguna droga ilicita o alcohol durante el
tratamiento;

d) Seguir el cumplimiento de la dieta, en caso de que existan restricciones de alimentos
gue no se puedan consumir, o cantidad en exceso;

e) Medir la respuesta terapéutica a través de biomarcadores asociados a farmacos o
enfermedades;

f) Disefio de ensayos clinicos seleccionando o dirigiéndose a los subconjuntos
especificos de la poblacién en pacientes:

g) Monitoreo de reacciones adversas, aplicando los biomarcadores de toxicidad;

h) Determinar las dosis 6ptimas del medicamento, a través de mediciones de los
niveles de los medicamentos;

i) Estratificar a los pacientes para la seleccién del tratamiento adecuado segun en la
fase de la enfermedad en que se encuentre;

j) Distinguir los farmacos de metabolizacién rdpida y metabolizacion lenta.
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En los ensayos clinicos puede darse el caso de que los pacientes no cumplan con el
tratamiento especifico al que aceptan someterse. Un estudio metabdlico se aplicé para la
deteccion de mas de 40 farmacos antihipertensivos o metabolitos de farmacos en orina
comunmente recetados en pacientes con hipertensién. En el estudio se encontré que el
25% de los pacientes no cumplian con el tratamiento, y que los niveles de presion arterial
del paciente se correlacionaban directamente con el grado de incumplimiento de la
medicacién (Wishart, 2016). Por ello con la metabolémica se pueden aplicar estudios
similares para verificar la trazabilidad del tratamiento en los voluntarios y con ello se puede
prevenir un gasto innecesario para la industria farmacéutica, dado a que el costo asociado
con las fallas del tratamiento o retiros de farmacos en etapa tardia resulta en una pérdida
monetaria muy grande, la cual puede evitarse al monitorear el cumplimiento del

tratamiento de los pacientes.

3.5.6 Protedmica y Metaboldmica en productos biofarmacéuticos:

El término biofarmacéutico fue acufiado en la década de 1980 especificamente para
referirse a productos para la salud humana generados o producidos por medio de métodos
biolégicos moleculares modernos que utilizan organismos disefiados, y para distinguir estos
de productos bioldgicos tradicionales directamente extraidos de fuentes bioldgicas

naturales como proteinas obtenidas de plasma o plantas (Castilho, 2017).

Los productos biofarmacéuticos incluyen anticuerpos monoclonales (mAbs), hormonas,
factores de crecimiento, proteinas, citocinas, enzimas terapéuticas, factores sanguineos,
vacunas recombinantes y anticoagulantes (Severson, et. al, 2018). Los sistemas basados en
células también pueden considerarse biofarmacéuticos para aplicaciones de terapia celular.
Por lo tanto, podemos agrupar la naturaleza amplia de los productos biofarmacéuticos en

distintas clases (Walsh, 2002).

El primer producto biofarmacéutico recombinante aprobado en los EE. UU. en 1982 fue la
insulina humana (Samanen, 2013) y actualmente es uno de los medicamentos proteicos
mds comunes y se usa para el tratamiento de algunos tipos de diabetes. Los primeros

tratamientos utilizaron insulina porcina, pero mas recientemente se utilizdé principalmente
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insulina humana; se produce a partir del gen clonado y se sobreexpresa para la produccién

a gran escala (Littlechild, 2013).

La produccion de proteinas mediante procesos biotecnoldgicos involucra inicialmente la
clonacion de un gen especifico en el laboratorio, o la construccién de un gen sintético, con
la subsiguiente insercion en una célula llamada hospedero. La clonacion del organismo o
cultivo celular precede en general al desarrollo del proceso en escala piloto para optimizar

el proceso a escala industrial (FEUM, 2014).

Los productos biofarmacéuticos, como cualquier otro medicamento requieren la validacién
del proceso de fabricacion, control y aseguramiento de la calidad, los cuales son muy
similares a los procesos farmacoquimicos. Sin embargo, la complejidad de los procesos
biotecnoldgicos es mayor porque involucra metodologias para la propagacion celular,
purificaciéon y control analitico especificos para garantizar la homogeneidad, consistencia

lote a lote y seguridad (FEUM, 2014).

Segun la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM) dentro de los criterios que
se evalian en las metodologias de los biofarmacéuticos para garantizar la calidad del
producto se requiere conocer el contenido de proteinas, esta cantidad usualmente es critica
para productos bioldgicos y biotecnolégicos y debe determinarse usando un método
apropiado, comunmente de naturaleza fisicoquimica. Cuando es aplicable, algunos
métodos sencillos tales como la absorbancia UV se pueden usar para determinar la cantidad
absoluta de proteina. Métodos como Lowry, Biuret, contenido de aminodcidos y Bradford
también dan buenos resultados (FEUM, 2014). En esta etapa de los procesos, en un futuro
se podrian aplicar las diferentes técnicas analiticas de la proteédmica, como la MS, HPLC,

etc., para la cuantificacion de proteinas como métodos alternativos.

En la actualidad los productos biofarmacéuticos tienen una mayor tasa de crecimiento,
siendo los mAbs la categoria mas grande, constituyendo aproximadamente el 39% de las

ventas de medicamentos biolégicos (Aggarwal, 2014).

Los mAbs son moléculas de proteinas hechas de células de hibridoma mediante tecnologia

de ADN recombinante. Asi mismo pueden definirse como "anticuerpos monoespecificos
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que estan hechos por células inmunes idénticas que son todos clones de una célula madre

Unica" (Quinteros, et. al, 2017).

Los mAbs se pueden producir principalmente de dos formas dependiendo de si son de
origen humano o murino. Para el caso de los anticuerpos murinos se obtienen de linfocitos
del bazo de ratones o ratas previamente sensibilizados. El linfocito se fusiona entonces con
una célula transformada de mieloma, dando lugar a un hibridoma. Las células se clonan

selectivamente y se usan para producir el mAb deseado, como se muestra en la figura 21.
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Figura 20. Produccion de anticuerpos monoclonales. Obtenida de [https://encrypted-
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Uno de los primeros mAbs aprobados por la FDA es Trastuzumab el cual se une de manera
selectiva y eficiente al receptor de HER-2. Este receptor estd presente en grandes
cantidades en la superficie de algunas células cancerosas, estimulando su crecimiento.
Cuando Trastuzumab se une al HER-2, se frena el crecimiento de estas células y por tanto

el desarrollo tumoral.

En general los enfoques protedmicos han permitido la generacién de conjuntos de datos de
alta calidad utiles para aplicaciones que van desde el descubrimiento de anticuerpos
monoclonales, hasta la optimizacion de bioprocesos. Asi mismo desempena un papel
importante al identificar aquellos factores que mejoran la capacidad de las células utilizadas
para la generacion de mAbs lo que conlleva a obtener altos rendimientos de proteinas

terapéuticas (Heffner, et. al, 2014).
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Actualmente las células CHO (células de ovario de hdmster chino) y Escherichia coli son las
que principalmente se utilizan en el desarrollo biofarmacéutico, sin embargo, la fisiologia
de estos tipos de células ain no se ha establecido completamente. Los enfoques
protedmicos pueden proporcionar nuevos conocimientos sobre estos tipos de células,
ayudando en la produccidon de proteinas recombinantes, la regulacién del crecimiento
celular y la formulacién del medio. La optimizacién de las preparaciones de muestras y los
desarrollos de bases de datos de proteinas estan mejorando la cantidad y la precisién de
los resultados protedmicos. De esta manera, las innovaciones en protedmica estan
enriqgueciendo la investigacion en biotecnologia y bioprocesamiento en un amplio espectro

de aplicaciones (Heffner, et. al, 2014).

Un andlisis protedémico recientemente publicado de las células CHO (Baycin-Hizal, et. al,
2012) ha aumentado el conocimiento de las proteinas y vias de las células CHO y
probablemente formara la base para futuros estudios de ingenieria celular destinados a
mejorar las caracteristicas de la linea celular. Este estudio es el primero en determinar el
proteoma de las células CHO, aplicando espectrometria de masas. Ademds del proteoma se
analizo el secretoma y glucoproteoma, y se observé que el procesamiento de proteinas y

las vias de apoptosis se enriquecen en estas células.

La protedmica comparativa se puede utilizar para identificar proteinas expresadas
diferencialmente asociadas con propiedades celulares clave que incluyen produccién de
proteinas, crecimiento celular, apoptosis reducida, glicosilacidon favorable y formulaciones

de medio optimizadas (Figura 22).
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Figura 21. Cuantificacion de proteinas de cultivos celulares de mamiferos. Obtenida de Heffner, et. al, 2014.

Al igual que la proteémica, la metaboldmica también puede aplicarse para el
descubrimiento de mAbs. Se ha demostrado que las células CHO que producen anticuerpos
monoclonales experimentan cambios metabdlicos cuando se disefan para producir altos
titulos de proteinas recombinantes (Ghorbaniaghdam, et. al, 2014). Por lo cual resultaria
interesante que se realizaran estudios metaboldmicos para identificar dichos cambios en
las células, lo cual serd un método clave para la optimizacién del rendimiento de la

produccién de mAbs.

La investigacion en biofarmacéuticos continua y los avances técnicos relacionados con la
terapia génica, terapia celular, gendmica, protedmica y metaboldmica probablemente
respaldaran el desarrollo y la aprobacién de una gama mas diversa de productos

biofarmacéuticos a largo plazo (Walsh, 2005).

3.6 Aspectos Bioéticos

El desarrollo de medicamentos es un proceso que tiene un gran impacto en la salud de la
poblacién. Si un medicamento se comercializa aun cuando se sabe que no cumple con la
seguridad esperada conllevara a diversas consecuencias en la salud de los pacientes. Por
ello la bioética tiene un papel importante en la investigacion de sujetos humanos, asi como

de animales de experimentacién.
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La bioética comprende los problemas relacionados con valores, conductas y principios que
surgen en todas las profesiones de la salud, y son aplicados a las investigaciones biomédicas,
asi como las tecnologias asociadas a ellas; abordan cuestiones sociales relativas a la salud
publica y amplian su marco hasta la experimentacién animal y los problemas del

medioambiente (Garcés, 2012).

El campo de estudio de la bioética es realmente grande, puede aplicarse a la biologia, la
biotecnologia, la genética y, particularmente en sus modernas expresiones, la gendmica, la
protedmica, la metaboldmica, etc., las cuales estan relacionadas con los seres humanos, los
sistemas bioldgicos y las opciones éticas. El equilibrio nacido de esta relacion constituye una

garantia de los limites en los cuales la ciencia progresa (Hernandez, 2019).

El enfoque bioético en las ciencias dmicas se aplica de diversas maneras. Como se ha
mencionado los estudios protedmicos y metaboldmicos se encuentran estrechamente
relacionados con el trato animal y el paciente, en estos estudios se debe considerar que
estos sujetos de experimentacidn sean tratados debidamente y bajo condiciones que no

dainen o alteren su estado fisico, mental y emocional.

Durante la fase preclinica es importante considerar que la obtencion de muestras
provenientes de fluidos animales no debe perjudicar al animal de experimentacion, se les
debe brindar un trato digno, y se debe plantear como objetivo principal minimizar cualquier
dolor o angustia que dichos animales puedan sufrir. Con ello se abordard el punto
humanitario, asi como el cumplimiento de los requisitos con la legislacion sobre la
proteccion animal. En general se puede decir que una investigacion dmica es éticamente
aceptable si se aplica el principio de las 3 R de la experimentacion humanizada con animales,
gue estd dirigida a todos los cientificos que utilicen modelos animales en sus estudios. La 3
R incluyen: Reemplazo, siempre que sea posible se pueden reemplazar los animales de
laboratorio por otro modelo experimental, se puede optar por utilizar métodos que eviten
o ayuden a reemplazar el uso de animales; reduccién, se debera disminuir al maximo el
numero de animales cuando sea posible, se pueden implementar métodos que ayuden a

reducir el nUmero de animales que se usan en experimentos; y refinamiento, en esta etapa
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se busca refinar los métodos y técnicas utilizados de modo que produzcan al animal el
menor sufrimiento posible. Los ejemplos de refinamiento incluyen garantizar que los
animales reciban un alojamiento que permita la expresion de comportamientos especificos
de la especie, el uso de anestesia y analgesia apropiadas para minimizar el dolor, y entrenar
a los animales para que cooperen con los procedimientos para minimizar cualquier

angustia.

La investigacidn cientifica con seres humanos constituye una discusidn ética que existe
desde los origenes de la bioética, precisamente cuando el médico Henry K. Beecher,
profesor de anestesiologia de la Escuela de Medicina de la Universidad de Harvard,
publicara un articulo revelador titulado Ethics and Clinical Research (1966). En el escrito, el
médico estadounidense presenta casos de investigacion en los que la ética del investigador
estuvo ausente. En efecto, “uno de ellos consistia en privar de penicilina a un grupo testigo
de sifiliticos negros durante un periodo prolongado de tiempo para estudiar los efectos de
otros medicamentos; veinticinco pacientes contrajeron fiebres reumaticas: varios afios mas
tarde, en 1997, los tribunales fallaron a favor de los sobrevivientes perjudicados,

indemnizandolos econdmicamente (Quesada, 2013).

Para evitar este tipo de situaciones, es necesario que a todos los sujetos que se encuentren
en las investigaciones se les brinde un trato digno, independientemente del enfoque del

estudio.

En los estudios protedmicos y metaboldmicos realizados en la fase clinica se tendra
contacto directo con los voluntarios para la obtencién de muestras bioldgicas, igualmente
se debe asegurar que los métodos no sean invasivos y se debe informar a los voluntarios de
todos los métodos y pruebas a los que serdn sometidos, se les debera entregar una carta
de consentimiento informado en donde se especifiquen todas las caracteristicas del
estudio, asi como los beneficios y riesgos que pueden presentarse durante la investigacion,
sin la aceptacidn de la participacidn de los voluntarios en los ensayos clinicos ningun estudio
podréd ser realizado en ellos. Para la investigaciéon de pacientes con enfermedades

neuroldgicas, que requieran especificamente explorar el “cerebro” solo se podran realizar
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estudios postmortem ya que resultaria realmente invasivo que en un paciente consiente se
realicen este tipo de estudios. En este proceso se pone en prdctica el principio bioético de
respeto por las personas y su autonomia. El consentimiento informado tiene cardcter
juridico porque se recoge la firma de los investigadores y de los voluntarios o de un

representante legal o tutor en los casos requeridos.

Para garantizar que un ensayo clinico se ha efectuado siguiendo un protocolo cientifica y
éticamente adecuado, respetando los derechos de los pacientes y garantizando la validez
de los datos y resultados obtenidos, se deben seguir las BPC actualmente delineadas a
escala internacional por la ICH (International Conference on Harmonization) conformada
por las autoridades reguladoras de la Unidn Europea (CPMP), de los Estados Unidos de
Norteamérica (FDA) y del Japdn (MHW), mas las asociaciones de la industria farmacéutica
de estos mismos paises; las BPC representan un estandar internacional de calidad éticay
cientifica para disefiar, realizar, registrar y reportar ensayos que involucren la participaciéon
de sujetos humanos. El cumplimiento de esta norma garantiza al publico que los derechos,
la seguridad y el bienestar de los sujetos de prueba estan protegidos, de conformidad con
los principios que tienen su origen en la Declaraciéon de Helsinki, y que los datos de los

ensayos clinicos son creibles (ICH E6, 2016).

La informacién obtenida en los estudios dmicos no debe ser divulgada de manera que afecte
la integridad de los voluntarios, solo sera con fines de investigacion y contribucién a la
mejora de la salud de los seres vivos. Los resultados de la investigacidon pueden usarse para
controlar el riesgo individual, desarrollar nuevos conocimientos, contribuir a intervenciones
personalizadas o la comprension de como interactia el entorno con la fisiologia de un
individuo (Ferranti, et. al, 2017). Por lo tanto, la realizacién de investigaciones en sujetos
humanos que involucren métodos dmicos requiere la adhesién a los principios bioéticos
subyacentes a las politicas federales e institucionales (Williams y Anderson, 2018). Tanto la
FDA y la COFEPRIS se encargan de vigilar que las investigaciones se realicen conforme a la
normatividad, contemplando que los datos generados deben respetar los aspectos éticos y

legales establecidos por la legislacion del pais. Asi mismo se encargan directamente de
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prohibir algln ensayo en el que no se actle éticamente y de asegurar que los medicamentos

desarrollados sean seguros para la poblacion.

Ademas, fue necesario la creacion de biobancos tales como el de UK Biobank en Reino
Unido, o el biobanco Institucional de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn en México,
debido a existe un aumento del nimero de moléculas analizadas mediante estudios dmicos.
Los biobancos son establecimientos que conservan una coleccién de muestras bioldgicas
concebida con fines de diagndstico o investigacién biomédica. Su finalidad es ayudar a las
diversas disciplinas dmicas en el estudio de las enfermedades para mejorar el diagndstico,
prevencion y tratamiento de estas (Frigolet y Gutiérrez, 2017). En un futuro, los sistemas de
salud podran utilizar la informacion obtenida a partir de los estudios dmicos para tratar los

padecimientos mas frecuentes de una poblacién utilizando la medicina personalizada.
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4. ANALISIS DE RESULTADOS

Los avances tecnolégicos en las disciplinas de la salud han proporcionado diversos
beneficios a la poblacidn, desde el descubrimiento del ADN hasta el desarrollo de
biofarmacéuticos. Los conocimientos adquiridos de las investigaciones han contribuido al
entendimiento de diversas patologias que anteriormente no presentaban una cura y que
representaban una alta tasa de mortalidad. Hoy en dia contamos con una amplia gama de
medicamentos que han beneficiado a la salud de la poblacién, sin embargo aun existen
problemas relacionados con medicamentos en la practica clinica que se necesitan abordar,
como inadecuada prescripcion de medicamentos, surgimiento de reacciones adversas,
interacciones farmacoldgicas, respuesta inadecuada al tratamiento, resistencia bacteriana,
resistencia tumoral, etc., lo cual ha generado cierta preocupacién en el area de la salud, por
ello cada dia se presentan nuevas investigaciones que permiten adquirir conocimientos
para el entendimiento de los problemas existentes, asi mismo se han presentado posibles

soluciones en las que la protedmica y metaboldmica juegan un papel fundamental.

Sin duda alguna la protedmica y metabolémica son disciplinas que han revolucionado el
area bioldgica y farmacéutica, ya que a partir de sus resultados se ha generado diferente
informacién benéfica para la poblacidn. Estas ciencias ofrecen formas prometedoras para
acelerar la comprensién de la biologia de los sistemas que se presentan en las

enfermedades y con ello pueden ayudar al desarrollo de nuevas terapias.

Los estudios dmicos tienen como objetivo principal contribuir a la mejora de la salud de la
poblacién, abordando un margen amplio de estudios de diversas enfermedades, como las
que se ejemplificaron en el presente trabajo. El cancer, la diabetes, el Alzheimer y el
Sindrome de Down representan solo algunos casos del campo de estudio de las ciencias
Omicas que han generado informacién relevante sobre posibles biomarcadores
protedmicos y metaboldmicos que cuentan con potencial para que en un futuro sean

implementados en la practica clinica.

Se decidid realizar la investigacion del cancer y diabetes mellitus debido a su alta tasa de

prevalencia y mortalidad que existe actualmente, ademas de la complejidad y

82



complicaciones de las enfermedades. Por otra parte, aunque el Alzheimer y el Sindrome de
Down no representan un indice alto de muertes a comparacién de las dos primeras, es
importante posicionar a estas patologias como un problema de prioridad a nivel mundial,
ya que se tiende a descuidar a los pacientes con estos padecimientos y simplemente se les
brindan medicamentos paliativos para el control de sus enfermedades. Es indispensable
brindarles una mayor calidad de vida, ya que ambas patologias empeoran conforme el
tiempo, por lo cual resulta importante encontrar nuevas oportunidades para disminuir o
retrasar la aparicidon de los problemas cognitivos que ocurren conforme el desarrollo de
estas enfermedades; la protedmica y metabolémica han permitido detectar variaciones
sutiles en los perfiles de proteinas y metabolitos de los individuos y han identificado los
factores de riesgo de estos padecimientos, lo cual las posiciona en disciplinas de eleccién

para profundizar y reforzar las investigaciones de estas enfermedades.

Sin duda, en el cancer las investigaciones protedmicas y metaboldmicas tienen enormes
oportunidades y desafios por enfrentar. A través de estas ciencias se ha obtenido una
cantidad elevada de resultados, se ha demostrado que diferentes proteinas y metabolitos
tienen un alto potencial de ser biomarcadores, que podrian ser utilizados con fines
predictivos, diagndsticos, prondsticos, o para la estratificacién de la enfermedad y seleccion
de tratamiento. Aunque actualmente ya se utilizan biomarcadores con fines terapéuticos,
se espera que en un periodo corto los estudios protedmicos y metabolémicos sean incluidos
con mayor frecuencia en los estudios bdsicos de los pacientes oncoldgicos ya que debido a
los diferentes cambios en el organismo y complicaciones de esta enfermedad es de
fundamental importancia conocer la cantidad mayor de procesos involucrados en la
patologia, para brindarles un mejor tratamiento y con ello garantizar en la mayoria de los

casos la supervivencia del paciente.

Desde luego, la obtencion de los datos de proteinas y metabolitos presentes en los
organismos no podrian producirse sin la utilizacion de las técnicas analiticas, las cuales
facilitan el analisis de datos de los perfiles dmicos. Los estudios varian en la seleccién de las
técnicas, sin embargo, en la mayoria se utiliza una técnica de separacidon seguida de

espectrometria de masas. En la protedmica evidentemente se han desarrollado técnicas
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complementarias como ITRAQ y los microarreglos, los cuales facilitan la cuantificacién e
identificacion de las proteinas debido a la amplia cantidad en el organismo de estas
biomoléculas. Asi mismo, la innovacién de los equipos también ha evolucionado, nuevos
equipos mas modernos y con mayor sensibilidad surgen en el mercado, lo cual brinda un
soporte con mayor robustez, rapidez, selectividad y confiabilidad en los resultados. Cada
una de las técnicas tiene sus limitantes, algunas solo aplican para compuestos volatiles,
otras requieren mayor cantidad de muestra y un mayor procesamiento, por ello es
importante que dependiendo del enfoque de estudio se seleccionen correctamente las
técnicas para facilitar el analisis de los datos. En un futuro el avance tecnoldgico sumado
con el conocimiento de la proteédmica y metaboldmica podran desarrollar nuevos

tratamientos y farmacos a medida de las necesidades de cada individuo.

De acuerdo con la investigacion realizada en general se requieren obtener nuevos
biomarcadores para las enfermedades, a partir de las investigaciones se han revelado un
gran numero de biomarcadores para el cancer, la Diabetes Mellitus, el Alzheimer y el
Sindrome de Down, sin embargo, aun queda por indagar la validacién de estos para
asegurar que efectivamente los cambios en sus niveles de expresién indican la presencia de
alguna enfermedad. Ademads, existe un porvenir en donde se pretende incluir estos
biomarcadores en la medicina personalizada. Tradicionalmente se considera que la
gendmica es el enfoque mds importante para determinar la variaciéon individual y el
desarrollo de la medicina personalizada, sin embargo se ha demostrado que dicha variacién
también depende de otros factores, como la edad, sexo, estilo de vida y de las
modificaciones de ciertas biomoléculas, como es el caso de las proteinas y metabolitos, por
ello actualmente ha surgido un especial interés en integrar estas ciencias dmicas en los
estudios de cada paciente, ya que se tendrd un panorama mas amplio de los procesos
biolégicos de cada individuo y sera posible identificar los mecanismos, similitudes o
cambios que ocurren en el organismo durante una patologia, con la intencién de desarrollar

nuevos enfoques dirigidos para el diagnéstico y tratamiento de las enfermedades.

Aunque este enfoque integrativo y personalizado seria lo ideal, su implementacion

representa un cambio radical y mayores inversiones monetarias en el sector salud e
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industrias farmacéuticas, las cuales se veran forzadas a generar nuevos medicamentos
especificos, que en algunos casos solo un cierto grupo de individuos los utilizard. Como
consecuencia la industria farmacéutica intentard recuperar los costos de desarrollo del
producto elevando los precios de los medicamentos, lo cual hard que la poblacién implicada

tenga un menor acceso a estos.

Esta situacion se ha presentado con los medicamentos huérfanos, en términos monetarios,
en la industria farmacéutica no resulta idéneo producir un medicamento que este enfocado
solo a un porcentaje de la poblacidn, ya que las ganancias no seran las mismas que un
medicamento para la poblacién general, por lo cual las industrias no se ven dispuestas a
comercializarlos bajo las condiciones habituales de mercado. El desarrollo de un
medicamento destinado para el tratamiento de una enfermedad poco comun no permite,
recuperar el capital invertido para su investigacion, por ello las industrias tienen poco
interés en su produccién. En algunos casos, el gobierno provee capital a las industrias para
la investigacidn y desarrollo de estos productos, sin embargo, se ve limitado. Esta postura
puede presentarse también en la medicina personalizada, debido a que algunos pacientes
necesitaran medicamentos mas especificos y sera necesario que sean desarrollados por las
industrias, por ello antes de su implementacién es importante proponer los beneficios de
estas terapias, imponer el costo-beneficio y enfrentar diversos desafios éticos y legales para
los profesionales del sector, asi como crear conciencia para que este enfoque pueda estar
disponible para toda la poblacién, sin importar el nivel socioecondmico. En este aspecto las
investigaciones dmicas son clave para la implementacién de la medicina personalizada, se
espera que los avances y resultados de estas ciencias apoyen y demuestren que el enfoque
personalizado beneficia de diferentes maneras a la salud de los pacientes y que la

protedmica y metabolémica son contribuyentes valiosos para esto.

En este sentido, el Licenciado en Farmacia tiene un gran campo de aplicacién, en primer
lugar cuenta con la capacidad y conocimientos para realizar los estudios protedmicos y
metaboldmicos para la busqueda de biomarcadores en cada paciente, los cuales serviran
como apoyo para la prediccidon, diagndstico, prondstico de la enfermedad y seleccién de

medicamentos con base a los requerimientos de cada paciente, lo cual hara que se reduzcan
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las reacciones adversas, interacciones farmacoldgicas y tratamientos innecesarios durante
la terapia, por lo tanto, el farmacéutico podrd desenvolverse dentro de la Farmacia
Hospitalaria y Oncoldgica tras la implementacién de los perfiles dmicos en cada caso clinico

para aumentar el éxito de las terapias farmacoldgicas.

En el desarrollo farmacéutico tanto la protedmica y metaboldmica son disciplinas que
actualmente se han estado implementado. De acuerdo con los estudios previos los
biomarcadores se utilizan cada vez mas para ayudar al desarrollo y regulacion de
medicamentos. Se espera que al igual que se ha considerado el seguimiento de
biomarcadores gendmicos en las guias ICH, en un futuro también se haga con los
protedmicos y metaboldmicos cuyos resultados pueden servir como estdndares para
enfermedades especificas y para apoyar al desarrollo del farmaco, la aprobacién regulatoria
del medicamento y la practica clinica. Es importante alentar a los profesionales de la salud
en el uso de estas herramientas dmicas para que se obtengan los frutos esperados. En este
aspecto el papel del farmacéutico es indispensable, ya que es el experto en medicamentos
y puede contribuir al desarrollo de nuevos objetivos terapéuticos, desde su descubrimiento
hasta su regulacion, aplicando las ciencias dmicas. En particular el farmacéutico en la etapa
de descubrimiento de farmacos puede realizar estudios in silico para evitar el uso de
animales de experimentacién, asi mismo puede utilizar las bases de datos de protedmica y
metaboldmica para descubrir las proteinas o metabolitos afectadas en alguna patologia
para dirigir el desarrollo farmacéutico a estos objetivos terapéuticos, utilizando los modelos
computacionales como prediccién de la actividad terapéutica de las moléculas. Asi mismo
puede desempefiarse en los estudios preclinicos y clinicos utilizando métodos analiticos con
enfoques protedmicos y metaboldmicos para detectar los cambios de las proteinas y
metabolitos en las muestras bioldgicas que ayudaran a la evaluacién de la seguridad y

eficacia de los nuevos medicamentos.

En México actualmente se cuenta con varios laboratorios dedicados a la investigacion
protedmica, metabolémica y medicina personalizada, estas entidades han generado
informacién valiosa de cientificos mexicanos, en donde el farmacéutico puede participar

ampliamente. En Estados Unidos, se implementé un programa en donde el gobierno
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financié la investigacion para la medicina personalizada, aunque la situacién actual en
México se encuentra en una gran revolucion no debemos olvidarnos de la salud de la
poblacién, ya que nuestro pais se encuentra entre los primeros lugares de la poblacion que
padece Diabetes Mellitus, hipertensién, obesidad, entre otras. En este aspecto, la inversidon
en México en las ciencias dmicas puede brindarle a la poblacién mexicana una mayor
calidad de vida, en donde la participacidon de los profesionales de la salud, como son
médicos, farmacéuticos y enfermeras es esencial para el seguimiento adecuado de las

terapias de cada paciente.
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5. CONCLUSIONES

1. Los avances tecnoldgicos en las Ultimas décadas han contribuido significativamente
al conocimiento de los sistemas biolégicos a nivel molecular. La protedmica y
metaboldmica han experimentado mejoras increibles y proporcionan herramientas
para conocer la variacidn que existe en las composiciones proteicas y de metabdlicas
presentes en los individuos.

2. La protedmica y metabolémica desempefian un papel clave en el desarrollo de la
medicina personalizada, a través de los biomarcadores que surgen de las
investigaciones, se pueden detectar cambios en las proteinas y metabolitos durante
una enfermedad o durante la exposicidn a xenobidticos, al identificarlos serd posible
entender los mecanismos y el surgimiento de las enfermedades para brindarles a los
pacientes un tratamiento personalizado.

3. La protedmicay metabolémica se han aplicado ampliamente en la investigacién de
diferentes enfermedades como el Cancer, la Diabetes Mellitus, el Alzheimer vy el
Sindrome de Down, en las cuales han demostrado que diversas proteinas y
metabolitos tienen potencial de ser biomarcadores para el diagndstico, pronéstico
y tratamiento de estas enfermedades.

4. El desarrollo farmacéutico es un proceso en el que se puede aplicar ampliamente la
protedmica y metaboldmica, desde el descubrimiento y seleccion del farmaco hasta
su evaluacidn clinica en seres humanos lo cual puede reducir tiempos y costos en la
produccién de farmacos.

5. El farmacéutico desempefia un papel fundamental en la implementacién de la
protedmica y metabolémica dentro del area de la salud, la combinacién de sus
conocimientos en ciencias dmicas y farmacéuticas son clave para el desarrollo de la

medicina personalizada y el surgimiento de nuevos farmacos.
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