BIOLOGIA MOLECULAR: LA REVOLUCION DE
LOS MICROARRAYS

[ACTUALIZADO MARZO 2012]

1. INTRODUCCION

La biologia molecular dispone de mdltiples técnipasa medir ADN,
ARN, proteinas o metabolitos. En los ultimos af@sirgido la tecnologia
delmicroarray, que pretende ocupar un lugar relevante entrs. ella

Esta nueva metodologia puede suponer un cambionortante en los
analisis clinicos como lo fue en su tiempo la idtrecion de las técnicas de
inmunoandlisis, que representaron una auténticdueon.

La caracteristica novedosa que introduamieloarray no es lo que puede
medir, sino la cantidad de mediciones simultanaas germite realizar
utilizando un formato de reducidas dimensioneso ifaplica aceptar que
se sacrifica la resolucion para poder obtener umegén muy amplia y
compleja, pero capaz de proporcionar mucha infoidnac

Aungue, en sus inicios, se aplicé principalmehtestudio del cancer y de
las enfermedades hereditarias, en la actualidagssise ha extendido no
sé6lo a otras patologias, sino también a otros campda investigacion con
unas posibilidades futuras ilimitadas.



La terminologia utilizada para este tipo de téiea muy variada y se
habla de Biochip”, “DNA Chip”, “gene array” o “gene chip’; pero el
término microarray es el que parece gue cuenta con mayor aceptacion
internacional.

2. FUNDAMENTOS DE LA TECNOLOGIA

Los principios del microarray se asocian con esgigenéticos basados en
la hibridacién molecular: en una matriz de vidrsilicona, o nylon, se
sittan o “anclan” sondas gpots) de oligonucleotidos (fragmentos de
DNA) conocidos, y en una ubicacién precisa. La atumizacion permite
el anclaje, en unos pocos centimetros, de cient®s“gpots” de
oligonucleadtidos, alineados en filas y columnaslacano de los cuales se
corresponde a una secuencia especifica del DNAeSslos se sitian o
“hibridan” fragmentos de DNA desconocido, procedsntle tejidos o
muestras problema de pacientes. Las bases compberasrse reconocen
y se visualiza su hibridacion mediante el uso d#asicias fluorescentes,
aunque también se puede utilizar quimioluminis@nadiadiactividad.

De ésta reaccion se obtiene pmzzleen el que la lectura de los puntos
marcados permite identificar la presencia o ausene los diferentes
fragmentos, y componer un cuadro genomico, o hulatica, para la
muestra problema.
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La identificacion puede ser, en ocasiones, labanopuede precisar de la
ayuda de algoritmos y programas informaticos queidey a la
interpretacion de los resultados.

Esta técnica, aunque en un principio se penso glaestudio del DNA,
también se puede aplicar el estudio de las prateifmadratos de carbono.

Cuando las aplicaciones de esta técnica se desii@teccion basada en
especificidad anticuerpo-antigeno, podemos habéar‘ndicroarray de
anticuerpos”. En cada celdilla se habran dispuesto moléculas de
anticuerpos en lugar de fragmentos de DNA. Trasepam contacto la
muestra problema, cada anticuerpo reconoce y ggaagain solo antigeno

de forma especifica. Después de esta incubaciam gosterior revelado,
obtendremos una imagen que se interpretara a t@dwésn programa
informatico. Hemos aunado las técnicas de ELISAgraarray.
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3. TECNOLOGIAS APLICADAS
Los microarrays mas introducidos en el mercado pennactualmente:

- Medir la expresion de gendMlicroarray expression analysispor
ejemplo, en un tumor.

- Estudiar la mutacion de un genifivbarray for mutation analys)s
por ejemplo, en una enfermedad hereditaria.

- La hibridacion gendmica o CGH Cémparative Genomic
Hybridization es una herramienta de analisis que permite un
escaneado global de segmentos del genoma, o bietadetipo,
para detectar la presencia de ganancias (ampidimas o
duplicaciones) o pérdidas (delecciones o0 nulisonmiespecto a un
patrén conocido.

- El “microarray de anticuerpos” permite efectuantéas de ELISA y
se utiliza para pruebas de alergia, microbiologuma gran cantidad
de estudios en investigacion bioldgica.

4 .UTILIDAD EN EL DIAGNOSTICO CLINICO

4.1 Microarray y diagnostico prenatal.

En las técnicas clasicas de diagndstico prenatatilsgan células fetales en
las que se detectan anomalias diversas que afectarsolo gen (estudios
monogénicos) o bien, mediante el estudio del dpdptalteraciones que
afectan a grandes fragmentos de un cromosoma ¢a®ies, inversiones,
translocaciones) o a su totalidad (aneuploidias).

La utilizacion del microarray, con una matriz dorsgeimprimen las partes
del genoma que se desea investigar y que se camaparan el material
geneético obtenido del feto, permite aumentar Isibdidad de los estudios
de manera extraordinaria, ya que se pueden anakprenos fragmentos
de unas 50.000 bases, frente a la resolucion aatuaho mas grosera, que
alcanza en el cariotipo so6lo a grandes fragmerdgdsadta 5.000.000 bases.



Ademas, se pueden detectar de una sola vez txlesgianes del genoma
que se saben implicadas en cualquiera de las @tires cromosomicas
mas habituales.

La tecnologia microarray esta indicada en los mssisupuestos que el
cariotipo clasico (anomalias ecogréficas, histdaaniliar, abortos de
repeticion, screening bioquimico alterado, edad emat avanzada y
ansiedad materna).

También puede ser muy util en el caso de reordemdas cromosomicos
complejos detectados de novo en el feto por lasidés convencionales.
Su capacidad de resolucion permite en estos casaser el alcance real
del reordenamiento y, en su funcion, ajustar edgoefetal para poder
ofrecer un consejo genético correcto.

En nuestro laboratorio podemos ofrecerlg@hipPrede QgenomicsEsta

prueba no altera el procedimiento estandar de oidierle muestra fetal a
partir de vellosidad corial, amniocentesis o fulocantesis, y es
totalmente compatible con la obtencion del carmtipitogenético

convencional.

También es importante su uso en el diagnésticonptat El estudio
gChipPost de Qgenomicsstudia la totalidad del genoma, con distinta
resolucién en funcion de cada region. Esta pengmda el estudio de
pacientes con retraso del desarrollo, retraso mihtgatico y/o defectos
congeénitos
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4.2 Microarray y cancer

El estudio de las alteraciones genéticas propiasada tipo de cancer esta
adquiriendo cada vez mayor relevancia con la atilim de la tecnologia
de los microarrays.

Esta tecnologia es, en teoria, ideal para conacbuélla genética de un
tumor fingerprint): de la hibridacion de una muestra de tejido tahoon
“spots” de secuencias conocidas se permite dedunw la presencia de
genes activados relacionados con el tumor en diclestra.

Permite conocer, por tanto, la etiopatogenia dgfosesos neoplasicos e
identificar a los individuos con predisposicion éegra al cancer en
entornos familiares con una alta incidencia de Iasogs.

Ademas puede establecer un prondéstico cuando s#aljaosticado un
cancer, al existir correlaciones estrechas entegpgaesion de determinados
genes y el prondstico de la enfermedad.
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Hay en el mercado algunos micorrays comdMeimmaprintde la casa

Agendig que estudia 70 genes relacionados con la pakbdilde que un

tumor vaya a desarrollar metastasis 0 no, persgiesta aun restringido a
situaciones y pacientes muy concretos, ya queftaniacion ain no es
suficientemente robusta como para modificar logeigas médicos

asistenciales.



Igualmente, esta tecnologia puede usarse en nel@strsangre o de orina,
donde es posible detectar polimorfismos asociadonglderentes canceres,
entre ellos el colorectaR@mplexcrio el de préstatéProgensapcal

4.3 Microarray y otros procesos patoldgicos

Las enfermedades cardiovasculares (hipertensidmptrfilia, dislipemia),
la osteoporosis, las enfermedades neurodegenargtisademencia, entre
otras, empiezan a ser candidatas a contar conaloe®ion molecular de
Su etiopatogenia.

Un analisis genético de este tipo puede aportarvigidn general de un
posible problema. Se podrian detectar los indivddaon predisposicion
genética a padecer determinadas patologias, cguel®e podria prevenir,
retrasar su aparicion, o bien tratarla mucho afeague se produzca.

4.4. Microarray en alimentacién y modelos de vida

Gracias a los avances en el conocimiento de lassbgsnéticas de la
obesidad, y de los mecanismos hormonales que lcopémn a la

acumulacion y distribucion de la grasa corporaj@sble un acercamiento
molecular a los mecanismos que regulan el pesco@yrpcomo son: la
adipogénesis, la termogénesis y la lipdlisis.




La obesidad es una patologia de tipo multifact@malue la contribucion
ambiental, como en otros procesos vitales, es i@pi@, pero en la que
también se ha puesto en evidencia un componentgigenLa tecnologia
del microarray permite un primer acercamiento dogstudio de 40 SNPs,
(Single Nucleotide Polimorphisngue se relaciona con la obesidad, en el
kit CIC-nutriGENde CIC Analitica Clinica Especial.

Este tipo de determinaciones permiten ademas moekeéstilo de vida a
nuestra realidad genética, por ejemplo en la aet/deportiva: conocer el
riesgo de padecer segun que tipo de lesiones,astspal estrés oxidativo,
capacidad fisica, combustion de grasa corporal Eatiste comercializado
el kit CIC-sportGEN de CIC Analitica Clinica Especial.

4.5.Farmacogendémica

De todos es sabido que los efectos de los medicamemrian en los
individuos tanto en su potencial terapéutico, canosu capacidad para
producir efectos adversos y toxicidad.

El modelo basico indicaria que la resultante fmafecto de un farmaco en
una persona sera pues la suma de las propiedddasednas de la droga y
Su interaccion con la base genética (poligénicapmglisposicion, que
proporciona al individuo diferencias heredadas @ receptores, en las
proteinas metabolizadoras, transportadores, etc.

La base genética de predisposicion esta constippdaiumerosos genes,
gue varian levemente de una persona a otra (pdismar génico), pero

gue en su combinacion determinan la susceptibilgiética especifica,
en este caso, la respuesta a un farmaco en (harticu




¢,Cudl es la estrategia planteada para enfrentarnnesiva etapa de la
terapéutica farmacolégica?

La respuesta estd enHarmacogendmica:el estudio de la variabilidad en
la expresion génica en respuesta a determinadosdas. Su objetivo es la
creacion de farmacos a medida para cada paciersdagtados a sus
condiciones genéticas.

La Farmacogendmica representa el concepto de "madidividualizada
0 practica de la medicina en donde cada pacieniigerettratamiento mas
apropiado, con la dosis mas adecuada, basado emetimiento de su
genoma.

5. LIMITACIONES

Las principales limitaciones son, por el momenta falta de
reproductibilidad y la dificultad momentanea pawaestandarizacion. A
ello hay que afiadir, también, un elevado precio.

Su uso esta aun restringido por las diferentesrastnaciones, no sélo por
sus limites técnicos, sino sobre todo por las e#nes que su uso
indiscriminado puede producir en el &mbito sociotssio.

Como en otros campos, estamos ante un desafioepanando médico,
pero también para la sociedad en general: el usandepotente arma
diagnaostica. Los riesgos son de dos tipos:

- El primero es de caracter médico: su utilizaa@ynostica en procesos
en los que su utilidad no esta aun claramente lestdh, o en las que los
genes implicados son muchos y sus mecanismos des&xp en el ser

humano estan sujetos a una gran variabilidad, pueldeir a diagnosticos

o0 terapias equivocados.

- El segundo es el aspecto humano: se podra term¥s@ a una
informacion especialmente sensible para el paciersie uso inadecuado,
banal o con fines puramente comerciales, pueder tezpgercusiones
personales enormes: sufrimiento, ansiedad, distaicion...



