Revista Electrénica Dr. Zoilo E. Marinello Vidaurreta Vol. 39, numero 10
ISSN 1029-3027 | RNPS 1824 octubre 2014

REVISION BIBLIOGRAFICA

Principios de laboratorio y aplicaciones en la practica clinica de las técnicas
moleculares, gendomicas y protedmicas

Laboratory principles and applications of the proteomic, genomic and molecular
techniques in the clinical practice

Dra. Jenny Hernandez Betancourt*, Dr. Orlando R. Serrano Barrera**

*Especialista de Primer Grado en Laboratorio Clinico. Master en Enfermedades Infecciosas. Profesora Asistente.
**Especialista de Segundo Grado en Inmunologia. Master en Enfermedades Infecciosas. Investigador Agregado. Profesor
Asistente. Hospital General Docente “Dr. Ernesto Guevara de la Serna”, Las Tunas, Cuba. Correspondencia a: Dra. Jenny
Hernandez-Betancourt, correo electrénico: jenny@Itu.sld.cu.

RESUMEN

La heterogénea expresién clinica de las enfermedades, la necesidad de la interpretacién de los procesos
fisioldgicos y fisiopatolégicos, asi como la busqueda incesante de nuevas estrategias diagndsticas y
terapéuticas, han conducido al desarrollo de las biociencias, en particular de la genética, la gendmica, la
biologia molecular y las tecnologias asociadas. Han emergido en los Uultimos afios disciplinas como la
trascriptomica, la epigendmica, la protedmica y la metabolémica, cada una con un objeto de estudio
determinado, que deriva de los tipos moleculares especificos y sus relaciones y todas con aplicaciones
potenciales dentro de una nueva medicina con un enfoque personalizado. Hoy se dispone de técnicas
moleculares que se basan en la hibridacién de acidos nucleicos, tanto in situ como el dot-blot, el Southern
blot y el Northern blot. Otros métodos requieren la amplificacion del ADN, como la reaccién en cadena de la
polimerasa, los microarreglos y la secuenciacién. La protedmica se perfila como una potente herramienta
para el estudio de aspectos fisioldgicos y patoldgicos del ser humano; sus técnicas incluyen la electroforesis
bidimensional, la espectrometria de masas y las micromatrices de proteinas. La blUsqueda activa de
biomarcadores a partir de casi todos los liquidos bioldgicos y tejidos de varias naturalezas es una de las
principales aplicaciones de la protedémica. Es importante atender, comprender e introducir estos nuevos
métodos en la practica clinica por sus potencialidades para el diagnostico, el desarrollo de estrategias
terapéuticas, la prediccion y estratificacion de riesgo, de la resistencia al tratamiento y las posibilidades de
supervivencia.
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SUMMARY

The heterogeneous clinical expression of diseases, the need to interpret the physiological and
physiopathologic processes, as well as the endless search of new diagnostic and therapeutic strategies, have
led to the development of biosciences, particularly genetics, genomics, molecular biology and the associated
technologies. New disciplines have emerged in the last years, such as trascriptomics, epigenomics,
proteomics and metabolomics, each one with a particular object of study deriving from the specific molecular
entities and their relationships, and every one with potential applications within a new medicine with a
personalized approach. Nowadays, there are available molecular techniques based in nucleic acid
hybridization, both in situ or dot-blot, Southern blot and Northern blot. Other methods require DNA
amplification, as the polymerase chain reaction, micro-arrays and sequencing. Proteomics is shaped as a
potent tool for the study of physiological and pathological features of the human body; its techniques include
the two-dimensional electrophoresis, the mass spectrometry and the protein microarrays. The active search
of biomarkers in almost every biological fluids and tissues from various sources is one of the main
applications of proteomics. It is important to pay attention, understand and introduce these new methods in
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the clinical practice because of their potentials for the diagnosis, development of therapeutic strategies, risk
prediction and stratification, identification of drug resistance and survival options.
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INTRODUCCION

El enfoque molecular de las enfermedades no es una
tendencia, una alternativa o una novedad, sino el
resultado ineludible e inevitable del desarrollo de las
biociencias y de las tecnologias asociadas. Se
impone, aparejado a los avances y aplicaciones de la
genética y la medicina personalizada, por su
participacion en la interpretacion de los procesos
fisioldgicos vy fisiopatolégicos y en la creacidon y
aplicacibn de nuevas estrategias diagndsticas vy
terapéuticas. (1-3) La gendmica es la disciplina
cientifica encargada del mapeo, la secuenciacién y el
analisis del genoma; facilita la identificacion y Ila
comprensién de la funcidon de los genes a través del
estudio de su naturaleza fisica, expresién,
mecanismos de accidn y regulacién. (3, 4)

El genoma humano estd organizado en 23 pares de
cromosomas Yy una fraccion menor, ubicada en las
mitocondrias, relevante para un grupo de
enfermedades. (2-5) El cddigo genético depende de
combinaciones de los nucledtidos que forman la
hebra del acido desoxirribonucleico (ADN): adenina,
citosina, guanina y timina, cuyas formas
complementarias en el &cido ribonucleico (ARN)
definen los aminoacidos. A su vez, de las cualidades
fisico-quimicas e interacciones de estos Uultimos
dependen todas las propiedades biolégicas de las
proteinas; al conocer la secuencia de un gen,
entonces se pudiera predecir la secuencia de la
proteina y su funcién bioldégica. (2-4, 6) Las pruebas
diagnosticas, basadas en la secuencia del ADN, se
consideran fundamentales hoy en la practica médica,
tanto con fines asistenciales como investigativos.
Permiten, de forma general, la identificacion vy
caracterizacion de un elevado numero de genes,
cuyas variantes o formas mutadas ocasionan
determinadas enfermedades humanas. (3, 4, 7)

DESARROLLO

Las pruebas diagndsticas en el campo genético
pueden clasificarse como directas o indirectas, en
dependencia de si detectan o no el gen o la
secuencia de interés. (4) En las directas es posible
definir el diagndstico tras identificar en los pacientes
las diferentes mutaciones relacionadas con
enfermedades genéticas raras, que presentan
patrones de herencia mendeliana. Las técnicas
indirectas, independiente del conocimiento del gen
causal, se fundamentan en el estudio de la herencia
conjunta de diferentes marcadores y el locus de la
enfermedad estudiada. (4) De esta manera los
estudios de la medicina gendmica, a partir de la

secuencia del genoma humano, aportan Ila
posibilidad de encontrar uno o varios loci implicados
en la herencia de enfermedades complejas, tanto en
las caracteristicas propias de un gen, desde las
variaciones diminutas, Illamadas polimorfismos de
nucleétido simple, como cuantitativamente al
considerar el numero de copias, por las
amplificaciones y deleciones del gen. (3-5, 8, 9)

No obstante, todas las ventajas que la gendmica y
su gran variedad de métodos diagndsticos, que

proporcionan a la medicina opciones para la
deteccién de enfermedades, su prondstico, la
identificacion de individuos asintomaticos, Ila

prediccidn del riesgo de futuras afecciones en
sujetos sanos o0 su progenie, (3, 4) no es siempre
posible ofrecer la certeza o una medida, por minima
que sea, de padecer ciertas enfermedades a partir
del examen del mapa genético de un individuo. (6)

El panorama del diagndstico médico es adn mas
complejo por el confirmado hecho de que muchas
enfermedades se manifiestan en dependencia de la
interaccién con y la exposicion del individuo al
medio. La epigenética, relacionada con las
modificaciones quimicas que experimentan el ADN vy
las proteinas que lo envuelven y que regulan su
expresién, a partir de dos procesos basicos, la
metilacion y la acetilacidon, influye también en la
expresion de rasgos y enfermedades. (4, 5, 8-10)
Por otra parte, la simple enumeracion de los genes
no informa mucho sobre las funciones celulares,
pues ninguna célula los expresa todos
simultaneamente, sino que, dependiendo del tipo
celular, el estadio de desarrollo y de los estimulos
que reciba, expresara una parte de su genoma. (11)

El hecho es que en los 23 pares de cromosomas, que
contienen cerca de 20 000 genes que codifican entre
250 000 y 1 000 000 de proteinas contenidas en 1
300 millones de pares de bases, (3-6) un sutil
cambio en la secuencia de nucleétidos, puede tener
un significado funcional trascendental que puede
predisponer a no desencadenar una enfermedad. (4)
Igualmente, las variaciones en la secuencia de
nucledtidos, presentes en el ADN, puede tener un
gran impacto sobre la forma en que los seres
humanos responden a las agresiones ambientales:
agentes infecciosos, toxinas, compuestos quimicos,
elementos de la dieta y farmacos. (2-4) Ademas, un
mismo gen puede dar lugar a diferentes formas
proteicas y estas, a su vez, pueden interactuar con
otras proteinas, formando complejos moleculares;
tampoco debe olvidarse que las proteinas presentan
distintas modificaciones postraduccionales, que dan
lugar a entidades moleculares diversas que pueden
estar presentes simultdneamente. (11)
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Como resultado del desarrollo de esta area de la
ciencia, de la gendmica emergen otras disciplinas
como la trascriptémica, la epigendémica, la
protedmica, la metaboldmica y la interactémica,
cada una con un objeto de estudio particular que
deriva de los tipos moleculares especificos y sus
relaciones. (2-4, 6, 11) A la par se desarrollan
herramientas  computacionales, que de hecho
surgieron antes del comienzo de la era de internet o
de los proyectos de secuenciacién del genoma. (12,
13) En la década de los afios 60 del pasado siglo, la
creciente cantidad de datos referentes a la secuencia
del ADN y la quimica de las proteinas llevd a los
cientificos a combinar las estrategias de la biologia
molecular, las matematicas y las computadoras. De
esta manera surgen la bioinformética y la biologia
computacional como disciplinas  estrechamente
relacionadas, que buscan y utilizan patrones, sus
relaciones y estructuras inherentes en datos
biolégicos como secuencias génicas, asi como el
desarrollo de nuevas metodologias para el acceso vy
la recuperacion en bases de datos, que también
generan. (5, 12, 13)

Los avances en biologia molecular, la secuenciaciéon
gendmica y la proteica han permitido el desarrollo de
pruebas diagndsticas altamente especificas y de gran
rendimiento, tanto para las enfermedades crdénicas
como para las transmisibles. (4, 7, 11, 14-20)

Diagnéstico molecular

El diagndstico molecular es una disciplina que se
desarrolla con celeridad y nuevos métodos y técnicas
se aplican en los laboratorios, sobre todo para el
diagndstico de enfermedades genéticas e
infecciosas, aunque se expande a otras areas como
la farmacogenética, la medicina personalizada y el
cancer. (7, 16, 20, 21) A través de las técnicas
moleculares se detectan y caracterizan el ADN o el
ARN en muestras bioldgicas para la deteccién de
afecciones cardiacas, el cancer de mama, Ila
enfermedad de Parkinson y la infeccion por el virus
de la influenza A H1N1, por solo mencionar algunos
ejemplos. (7, 16, 18, 22-28)

Estdn, en primer lugar, los métodos sin
amplificacion, que incluyen varias técnicas que se
basan en la hibridacion con sondas de ADN. (1, 7,
16) Todos los ensayos de hibridacion se
fundamentan en la mezcla de hebras sencillas de un
acido nucleico muestra o diana no marcado, con una

sonda de secuencia conocida, marcada, bajo
condiciones experimentales que permitan el
apareamiento entre bases complementarias. Es un

método relativamente simple, pero requiere la
presencia de dianas en altos niveles, por lo que su
uso se limita en algunas muestras bioldgicas.
Cuando la sensibilidad no es una limitacién, Ila
hibridacion es un método excelente, porque es
relativamente sencillo, los resultados se obtienen
rapidamente y no son susceptibles de
contaminaciones, como los métodos de
amplificacion. Los ensayos de hibridacidon se pueden

clasificar en tres grupos: en fase liquida, en soporte
soélido (dot-blot y spot-blot, Southern blot y Northern
blot) e hibridacién in situ. (1, 7) Su aplicacidon en
estudios microbioldgicos es amplia,
fundamentalmente en la identificacion de bacterias y
hongos en los cultivos celulares o después de la
trascripcion por amplificacion. La hibridacién in situ
es usada para detectar duplicaciones y mutaciones
en los genes. (7, 16)

Dentro de los métodos que se basan en la
amplificacién se distinguen, entre otros, la reaccidon
en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés Polymerase Chain Reaction), los microarreglos
(DNA microarrays) y la secuenciacion nucleotidica.
(6, 7, 16-18, 26-31)

La introduccidon de la PCR revoluciond el diagnostico
molecular. (7, 29, 30) Es una herramienta de

inestimable valor, que se extiende de manera
significativa hacia los laboratorios clinicos. Su
aplicacibn gira en torno a la genética, las
enfermedades infecciosas, (7, 27) las

neurodegenerativas como el Parkinson (26) y el
cancer, no solo como método diagnostico, sino
también para el seguimiento y la evaluacién de la
respuesta a la terapéutica. (18, 21, 28, 32-37) Es un
método que permite obtener en poco tiempo varios
millones de copias de una secuencia blanco de ADN.
Los requerimientos son minimos: un molde a base
de una pequeifia muestra de ADN, la enzima ADN
polimerasa, oligonucledtidos o cebadores, sustratos
para copiar las cadenas nuevas a punto de partida
del molde y un amortiguador que se encarga de
estabilizar la reaccién. La técnica consta de tres
pasos: desnaturalizacién, hibridacion y extensién.
Como resultado del proceso se logra amplificar el
segmento deseado en varios 6rdenes de magnitud,
en 107 copias. (17, 29, 30) Tanto la PCR como la
PCR en tiempo real, modificacion de la primera, son
utiles en el campo de las enfermedades infecciosas,
en la deteccion de una amplia gama de patdgenos y
han sustituido a pruebas convencionales por su alta
sensibilidad y la rapidez con que se puede llegar al
resultado, para la identificacibn de Mycobacterium
tuberculosis, papilomavirus humano vy Chlamydia,
entre otras. Particularmente la PCR en tiempo real
permite la cuantificacion de acidos nucleicos con
mayor sensibilidad, especificidad y reproducibilidad.
(7, 27, 29) La PCR también ha enriquecido Ila
determinacién de  huellas genéticas  (genetic
signatures) de ADN. (17)

Los microarreglos, por su parte, son dispositivos
para determinar simultdneamente en una muestra
de ADN Ila presencia de muchas secuencias; se
basan igualmente en el principio de unién
preferencial de secuencias complementarias de
acidos nucleicos de cadena simple. Consisten en una
ldamina de vidrio, sobre la cual se fijan moléculas de
ADN en sitios definidos (spots). En cada matriz
puede haber decenas de miles de puntos, cada uno
con hasta 107-108 moléculas de ADN. La técnica
consiste en fijar las sondas en sitios especificos del
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soporte rigido, proceder al marcaje radiactivo o
fluorescente con mas de un color de la mezcla a ser
analizada, exponer tal matriz a la mezcla o muestra
y luego analizar los sitios fluorescentes. (7) Su
aplicacion es vasta en el campo de la medicina:
diagnéstico y clasificacion de enfermedades,
seleccion de la terapéutica antimicrobiana y en la
investigacion de estados y procesos celulares como
la diferenciacién, la proliferacion y la apoptosis y
signos genéticos de advertencia. (7, 18, 25, 28)

Secuenciacion y tecnologias gendémicas

Si se toma como punto de partida la técnica de
secuenciacién descrita en 1977 por Sanger, que
permite obtener la secuencia de uno o varios
fragmentos determinados de ADN, y se llega hasta la
llamada secuenciacion paralela o de préxima
generacidn (next generation sequencing, NGS), que
establece un salto de varios 6rdenes de magnitud,
en cuanto a Ila longitud de los fragmentos
secuenciados y a la rapidez en su secuenciacidon, es
posible percatarse del avance extraordinario al que
estamos asistiendo en este siglo, en relacion con las
técnicas diagndsticas gendmicas y moleculares. (15)

Para realizar una secuenciacién gendmica o exdmica,
a través de la NGS, se necesitan aproximadamente
10 pg de ADN, que no esté fragmentado ni
contaminado con sustancias organicas. Este ADN,
antes de ser secuenciado, se somete a varios
procesos, que incluyen la segmentacion en cadenas
de ADN de tamafio corto y la captura, cuando se
quiere secuenciar solamente las regiones de interés
del genoma como, por ejemplo, los exones,
mediante array o en disolucién, y su amplificacion.
Una vez realizados estos procesos, se inicia la
secuenciacion, en la que se van a producir
secuencias de tamafio corto (35-400 pares de bases,
segun el dispositivo utilizado) y, posteriormente, las
secuencias obtenidas son alineadas a un genoma de
referencia 0, en el caso de los genomas de novo,
ensambladas mediante regiones solapadas que
compartan. (15)

La superioridad de la NGS sobre la técnica clasica es
innegable; a pesar de que esencialmente a través de
la NGS se secuencian fragmentos de ADN mas
cortos, que pueden contener mas errores y tener
menor sensibiidad con relacion a la tecnologia
clasica de Sanger, al ensamblarse las secuencias a
un genoma de referencia y de modo paralelo, se
multiplican y se llega a conocer con exactitud la
secuencia de millones de pares de bases hasta,
inclusive, secuenciar el genoma completo (15) con
un alto rendimiento diagnostico. Ofrece la
oportunidad de conocer las diferencias
interindividuales y poblacionales y, con tan solo
agregar los genomas de virus, por ejemplo, al
genoma de referencia, es posible detectar las
hepatitis, el virus de la inmunodeficiencia humana o
cualquier otro virus presente en un individuo. (7, 15)

Protedmica y metabolémica

El proteoma constituye un nivel de complejidad
superior al del genoma; en él se incluyen todas las
proteinas presentes en un sistema bioldgico, tanto
las proteinas traducidas directamente a partir del
material genético, como también aquellas sometidas
a modificaciones postranscripcionales y
postraduccionales. (6, 14) Existe, pues, un Unico
genoma, pero multiples proteomas. (3, 11)

La protedmica se perfila como una potente
herramienta para el estudio de aspectos fisiologicos
y patoldgicos del ser humano, por ser una disciplina
altamente dindmica: un Unico gen puede dar lugar a
multiples formas proteicas y estas llegar a conformar
verdaderos complejos, que luego se modifican e
interactian  bajo condiciones postraduccionales
disimiles, ya sean cambios ambientales, exposicién a
gérmenes, a farmacos u otros. Su linea de desarrollo
y aplicacién en el campo de las ciencias médicas esta
muy bien definida: identificacion de marcadores
proteicos o biomarcadores para diagnostico,
prondstico o respuesta a la terapéutica, como en el
caso de la enfermedad de Alzheimer. (3, 6, 11, 14,
39)

Las técnicas Utiles para el estudio del proteoma vy la
metaboldémica incluyen la electroforesis
bidimensional (2-DE), la espectrometria de masas,
las micromatrices o microarrays de proteinas y la
bioinformatica. (3, 6, 12-14, 38) La espectrometria
de masas permite la separacion, identificacion y
cuantificacion de moléculas, basada en su relacidn
masa/carga, en diferentes matrices liquidas o
sélidas, después de su ionizacién. Para biomoléculas,
la masa se puede medir a partir de una pequefa
cantidad de sangre con una exactitud tal, que
permite discernir cambios minimos, por ejemplo,
entre un aminoacido y otro o una modificacidon
postraduccional, eventos que pueden tener tan alta
repercusion en la expresiéon de los genes. (6, 38)
Para algunos, la espectrometria de masas es la
técnica que mas promete en la identificacion de
nuevos biomarcadores. (6, 7, 11, 38) La deteccidon
temprana y eficiente de biomarcadores anormales o
de la elevacién de aquellos que deben mantenerse
en determinados niveles, permitira hacer
diagndsticos precoces, asi como predecir Ila
expresion y evolucion de algunas enfermedades o
ambas.

En el afio 2001 los Institutos Nacionales de Salud
(NIH, por sus siglas en inglés) definieron el término
de biomarcador como una caracteristica que se mide
y evalla objetivamente como indicador de procesos
biolégicos normales, procesos patogénicos o
respuestas farmacolégicas a una intervencidn
terapéutica. (6, 14, 39) La busqueda activa que se
realiza de biomarcadores se sustenta en
investigaciones a partir de varios liquidos bioldgicos;
los mas universales son el plasma y la orina, aunque
se ensayan el liquido cefalorraquideo, el liquido
amnidtico, la saliva y tejidos diversos de varias
naturalezas. (6, 14, 39)
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Las enfermedades en las que la protedmica ofrece
mayores aportes son las oncoldgicas, (6) las
endocrinolégicas y las neuroldgicas, particularmente
las neurodegenerativas como el Alzheimer, (39) el
Parkinson (26) y la esclerosis multiple. (11) Con el
desarrollo de la inmunoprotedmica las enfermedades
infecciosas también se suman, contando con
potentes y numerosos biomarcadores que ayudan
igualmente con el diagndstico, el prondstico, Ila

prediccion y la monitorizacién en el curso de
infecciones tan relevantes como la neumonia
adquirida en la comunidad; (20) se proyecta,

ademas, hacia dianas terapéuticas, que sirvan como
punto de partida para el disefio e implementacion de
inmunoterapias y vacunas. A partir del liquido
cefalorraquideo también se ensayan marcadores
para el diagndstico precoz de enfermedades
prenatales, sin necesidad de recurrir a métodos
invasivos, y a partir de o&rganos especificos en
enfermedades hepaticas, renales y cardiovasculares.
(11, 14, 19, 22, 31)

El cancer constituye un problema de salud a nivel
mundial. (8, 40) Su diagnéstico temprano y la
administracién de la terapéutica acertada son dos de
los pilares fundamentales para combatirlo. (25, 41)
El cancer colorrectal, (8, 9, 42) los tumores
invasivos de mama (18, 21, 24, 32-37, 41, 43) y el
cancer de prostata (10, 44, 45) son ejemplos de
enfermedades de etiologia compleja, en las que el
uso de biomarcadores ha sido reconocido como
necesario para el diagndstico, el desarrollo de
estrategias terapéuticas, la prediccion y
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estratificacion de riesgo, de resistencia al

tratamiento y supervivencia.

En las enfermedades cardiovasculares la aplicacién
de los marcadores esta reportada en el sindrome
coronario agudo, el fallo cardiaco y en varias
cardiomiopatias, entre otros, no solo para el
diagndstico, sino que se expande hacia predicciones
en cuanto a la supervivencia o el riesgo de presentar
nuevos eventos y remisiones, particularmente en los
pacientes con infarto agudo de miocardio, lo que
depende hoy en buena medida del uso de las
troponinas y sus isoformas. (19, 22)

CONCLUSIONES

La extension de las técnicas gendmicas, moleculares
y protedmicas hacia la practica médica habitual
pudiera verse como un fendémeno lejano por la
complejidad de algunos procederes y su elevado
costo; sin embargo, la celeridad con que se abaratan
y la vasta aplicacién y beneficios que su uso traerian
aparejados, aseguran optar por ellas en un futuro
proximo. La integracidn del plano gendmico,
protedmico y metabolémico, con los datos clinicos,
epidemiolégicos y de laboratorio son ya una
necesidad que conducira al ejercicio de una medicina
mas integral, mas predictiva y mas enfocada en las
caracteristicas individuales de cada paciente. Urge
ocuparse de introducir su ensefianza en la educacion
médica, tanto en el pregrado como en el posgrado,
para preparar a la generacién que las aplicard en el
futuro préximo.
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