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LA BIOLOGIA MOLECULAR EN LA CLINICA

Los microarreglos de DNA y su aplicacion clinica

El formidable avance que ha experimentado la genética
molecular en los Gltimos 25 afios, ha permitido descifrar
mecanismos fundamentales de la accion de los genes y la
codificacion de los mismos, tanto para procesos fisioldgi-
cos, como para condiciones patoldgicas. El descubrimiento
de los oncogenes y antioncogenes representa uno de los
mejores ejemplos que ya encuentran una aplicacioén cli-
nica definida, particularmente en el campo de la oncolo-
gia. Pero indudablemente la descodificacion del genoma
humano hace un par de afos, fue uno de los logros cien-
tificos mas trascendentales de nuestra época y con ello se
ha abierto la puerta para el entendimiento mas fino del
papel que desempefia la codificacion genética en todos
los procesos celulares, tanto en la salud como en la enfer-
medad. Simultdneamente se han desarrollado técnicas
cada vez mas precisas y finas que han permitido hurgar
hasta lo méas recéndito de estas moléculas para entender
mejor los complicados procesos de expresion y regula-
cién del genoma. Aunque estas refinadas técnicas habian
sido del reducto de los laboratorios de investigacion en el
campo de la biologia molecular y sus resultados eran usa-
dos principalmente por los investigadores de esta disci-
plina, rdpidamente muchos de ellos han encontrado ya
aplicaciones en la clinica. La determinacién de las altera-
ciones de algunos genes particulares permite su uso en la
clinica como marcadores especificos de algun trastorno
patoldgico como por ejemplo en los canceres, en proce-
sos inmunes, en infecciones virales y bacterianas e inclu-
sive en sindromes hereditarios.
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No hace mucho tiempo que el estudio de un solo
marcador molecular como por ejemplo el gen N-mycy
su amplificacion era tomado como un indice pronosti-
co en algunos canceres. Lo mismo ocurre con el gen
HER 2-Neu en el caso de cancer de mama o lo que se
sabe de la alteracién de ciertos genes en sindromes
hereditarios como la ataxia telangiectasia, o en los sin-
dromes de cancer hereditario de colon como el gen
APC o en los canceres familiares de mama con los ge-
nes BRCA. Estos son claros ejemplos de lo que el estu-
dio de las alteraciones de genes aislados puede apor-
tar para la clinica. Sin embargo, en los Ultimos afios
ha aparecido una técnica novedosa que permite estu-
diar la expresién de grandes grupos de genes, lo que
se ha bautizado con el nombre de microarreglos de
DNA. Esta técnica, desarrollada desde 1995 también
se encontraba limitada al reducto exclusivo de los la-
boratorios de investigacion gendmica. Sin embargo,
recientemente su utilidad y aplicacién ha transgredido
el ambiente de esos laboratorios y ha incursionado en
la clinica. En las revistas médicas mas prominentes como
el New England Journal of Medicine, British Journal of
Cancer y otras mas, ya han aparecido articulos que usan
esta novedosa tecnologia para descubrir nuevos meca-
nismos, marcadores, e inclusive susceptibilidad a far-
macos en padecimientos definidos. Es por ello muy
importante que el clinico moderno tenga una informa-
cion adecuada para entender este nuevo tipo de in-
vestigacion clinica basada en esa metodologia.

Los microarreglos de DNA constituyen una de las ar-
mas mas poderosas y versatiles de la investigacion geno-
mica y genética. Estos microarreglos permiten usar con
ventaja la creciente informacion de secuencias del ge-
noma para medir en forma paralela y cuantitativa la ex-
presion de los genes a través del RNA mensajero de
decenas de miles de genes simultdneamente. Estos mi-
croarreglos se basan en el principio bien conocido de
que las moléculas de acidos nucleicos se aparean e hi-
bridizan con sus bases complementarias y al hecho de
que los genes activos copian su informacion en forma
de RNA mensajero. En esta forma se ha ideado cons-
truir sistemas pasivos que contienen secuencias de DNA
inmovilizadas en un medio sélido que generalmente es
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de vidrio. Estos pequefios fragmentos de DNA inmovili-
zados que representan a partes muy amplias del geno-
ma normal pueden ser hibridizados con secuencias de
RNA mensajero que provienen de las células o tejidos
cuyos genes quieran ser explorados. Las moléculas del
RNA mensajero se aparearan con su contraparte de DNA
indicando la secuencia génica activada en el tejido pro-
blema. Para lograr la visualizacion de las moléculas que
hibridizan a las secuencias fijas, es necesario marcar a
las moléculas que provienen del tejido en estudio con
marcas fluorescentes. La observacion se realiza bajo luz
fluorescente con laseres de diversa longitud de onda.
En esta forma es posible conocer la concentracion de
algunas de las secuencias y la relacion de concentracio-
nes entre dos muestras y esto puede hacerse con miles
de genes simultdneamente. En esta forma los microarre-
glos se usan para medir la expresion de genes y los cam-
bios de esa expresion tanto en células de cultivo, en
tejidos, en nicleos, en células microdisecadas o aun en
muestras con pequefio ndmero de células. El tipo mas
comunmente usado de microarreglos de DNA es el de
arreglos de alta densidad de oligonucle6tidos que se sin-
tetizan in situ sobre una superficie de vidrio como los
gue produce comercialmente Affymetrix. Estos arreglos
contienen mas de 400,000 secuencias en un area no
mayor de una pulgada cuadrada en donde se pueden
explorar hasta 13,000 genes simultdneamente. La lectu-
ra de la informacién obtenida se realiza por medio de
sistemas de software especificamente disefiados para
analizar la enorme cantidad de datos que se obtienen
de estos microarreglos. Este es uno de los problemas
limitantes de su uso e interpretacion.?

Por ahora la metodologia, aunque en principio sim-
ple, requiere de instrumentos y sistemas complejos de
lectura que hacen el proceso caro y dificil de realizar,
por lo que hasta el momento estas pruebas sélo se lle-
van a cabo en laboratorios de alta tecnologia. Sin em-
bargo, se ha visto que el costo de los microarreglos dis-
minuye afio con afio y que cada dia su uso invade areas
diversas de la genémica y de la clinica. Aunque mu-
chas de las secuencias génicas que se estudian con esta
metodologia no son conocidas, lo que importa es sa-
ber que conjuntos de genes se expresan en forma anor-
mal ya sea por exceso o por defecto en determinadas
condiciones patoldgicas. Con este concepto es posible
encontrar grupos de expresion génica que funcionen
como biomarcadores, o como indicadores de progre-
sién o susceptibilidad a la enfermedad. También se ha
encontrado una gran utilidad en la toxifarmacologia ya
gue es posible definir distintas respuestas individuales
a farmacos, asi como la susceptibilidad adversa a los
mismos.12

Entre los ejemplos maés recientes de la aplicacién de
la técnica de microarreglos de DNA a la clinica se en-
cuentran los de Yeoh y cols,® que realizaron una nueva
clasificacion de subtipos de leucemia linfoblastica agu-
da capaces de predecir su curso y susceptibilidad al tra-
tamiento; el de van de Vijver y cols,* que pudieron de-
finir un patrén de expresién génica para predecir la
sobrevida en pacientes con cancer de mamay los traba-
jos de Bullinger y cols,® y de Valk y cols,® donde descri-
ben la expresion génica en la leucemia mieloide aguda
del adulto identificando subclases de este padecimien-
to con diversas respuestas al tratamiento. Estos dos ulti-
mos trabajos son un buen ejemplo de lo que constituye
el enfoque genomico para el descubrimiento de bio-
marcadores en las pesquisas clinicas. En cada uno de
esos casos, las variables estudiadas, aproximadamente
26,000 y 13,000 genes respectivamente, exceden con
mucho el nimero de pacientes estudiados, 116 y 85
respectivamente. Es claro que el comportamiento espe-
cifico de genes individuales seria menos informativo que
el movimiento compuesto de grupos de genes por lo
gue un agrupamiento especifico de estos genes fue el
utilizado como biomarcador. Esto ejemplifica el poder
de los microarreglos y su habilidad para usar patrones
imprecisos de expresion de genes en vez de los umbra-
les especificos de marcadores individuales. Con estos
resultados, nuestra forma tradicional de enfrentar el
descubrimiento de biomarcadores en estudios clinicos
estd a punto de cambiar dramaticamente. En el futuro
las investigaciones clinicas consistiran en estudios pe-
guefios con un namero reducido de pacientes pero con
una muy alta densidad de datos, estratificacién precisa
de los pacientes de acuerdo al perfil de expresién géni-
ca y un andlisis de alta precision obtenido de los mi-
croarreglos de DNA,

El clinico moderno debera estar preparado para en-
tender el creciente nimero de trabajos que se basaran
en ésta y otras técnicas gendmicas como el andlisis en
serie de expresidn génica (SAGE), la hibridizacion geno-
mica comparativa, el cariotipo espectral y la hibridiza-
cion in situ fluorescente.” No cabe duda que la préctica
médica tendrd que fundamentarse cada vez mas en los
trabajos emanados de la investigacion bioldgica basica para
entender mejor los mecanismos de enfermedad y parti-
cularmente los procesos patofisiolégicos a nivel molecu-
lar. Se prevé que en el campo de la farmacologia aplica-
da la técnica de los microarreglos de DNA desempefara
un papel fundamental para conocer las respuestas y efec-
tos adversos probables en cada paciente que se explore.
Ademas es ya un hecho que la toxicofarmacologia y el
disefio de medicamentos estdn usando esta tecnologia
para la fabricacion de nuevos farmacos.
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