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RESUMEN

Los bio-arreglos son una tecnologia versatil y de amplias posibilidades para el avance cientifico en el siglo XXI. Su
aplicacién se ha acrecentado enormemente en los Ultimos afos y con ello los andlisis genéticos en las investigaciones
cientificas. Los bio-arreglos le han proporcionado velocidad al desarrollo de la biologia molecular y la ciencia en
general. Esta tecnologia se basa en la deposicion de miles de muestras de forma organizada sobre un soporte
sélido y, debido a que tiende a ser utilizada de forma miniaturizada, seré posible interrogar el genoma completo
en un solo experimento de bio-arreglos. La hibridacién de estos soportes permite monitorear la expresion y la
secuencia de los genes en ellos organizados. Los resultados son procesados e interpretados a través de programas
muy potentes, sensibles y de alta velocidad, disefados para estos fines. La mayoria de las aplicaciones actuales de
esta tecnologia estan relacionadas con la biomedicina y la agropecuaria y su uso futuro es de dimensiones
inimaginables para la ciencia actual.
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de proteinas, microarreglos de tejidos, genémica, SNP
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ABSTRACT

Technology, analysis and applications of the bio-arrays. The bio-arrays are a versatile technology with wide
possibilities for the scientific advance in the XXI century. lts application had shown a significant growth in the last
years and, together with this, the genetic analysis on the scientific research. In the same way that the microchip had
impressed velocity to the development of the computerized science, the bio-arrays give velocity to the molecular
biology and the science in general.

These represent thousands of samples contained on a support in an organized way and, due to the tendency to be
use it as a miniaturized form, will be possible interrogate the genome in only one bio-arrays experiment. The
hybridization of these supports of bio-array allows monitor the expression and the sequence of the genes in them
organized, being processed and interpreted its results through software’s designed for these ends. Most of the
current applications of this technology are related with the biomedical science, but their future use is of unimaginable
dimensions for the current science.

Keywords: DNA microarrays, bio-arrays, gene expression, protein microarray, tissue microarray, genomic, SNP

Introduccién

El conocimiento del genoma es mucho mas que el des-
cubrimiento del orden de las bases nucleotidicas en su
secuencia. Su lectura ha logrado marcar una nueva era
en las investigaciones cientificas y ha permitido un
acelerado avance al desarrollo de la biomedicina, la
agropecuaria, la industria y la bioinformatica, entre
otras multiples disciplinas.

El desarrollo vertiginoso de la era post-gendmica de-
pendera en gran medida de lo eficiente que sea la comu-
nidad cientifica mundial en desarrollar y validar
herramientas biologicas relacionadas con el estudio del
genoma. Entre estas herramientas se encuentran los bio-
arreglos, tecnologia que permite el estudio de sistemas
biologicos complejos y la generacion masiva de datos
experimentales. Su utilizacion permite hacer analisis
abarcadores y de amplias dimensiones sobre los eventos
que estan involucrados en los procesos patologicos y
fisiologicos del desarrollo de los animales y las plantas.

Los bio-arreglos pueden ser disefiados para conte-
ner en un mismo soporte el genoma completo de los
microorganismos o miles de genes eucariontes.

En los laboratorios donde se aplique esta tecnolo-
gia se hace imprescindible el desarrollo e implementa-
cion exitosa de algoritmos de trabajo, disponer de
equipos especifico y de las estrategias de normaliza-
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cion de las senales quimioluminiscentes, fluorescentes
o radioactivas. Estos aspectos garantizaran los bue-
nos resultados a obtener con esta tecnologia de alta
complejidad en su disefio, que necesita un sistema efi-
ciente de analisis de la expresion génica, asi como
reproducibilidad entre experimentos.

Todo el proceso de analisis de la expresion de genes se
desarrolla a través de diferentes etapas entre las que se
encuentran la fabricacion y disefio del bio-arreglo, la pre-
paracion de la sonda a utilizar en la hibridacion del sopor-
te, la coleccion de las muestras, su procesamiento y la
lectura e interpretacion de las intensidades de las sefales.
El proceso en su conjunto se realiza con un equipamiento
cada vez mas sofisticado y costoso que no muchos labo-
ratorios poseen, pero existen variantes comerciales que
permiten a los investigadores acceder a distintas etapas
de esta tecnologia y realizar a menor costo estudios sobre
la variabilidad de la expresion y la estructura génica.

Seglin el disefio y las posibilidades de cada labora-
torio, es necesario tener sistemas robotizados para la
aplicacion de forma masiva de miles de muestras sobre
los soportes de bio-arreglos en el menor tiempo posi-
ble, lo que siempre debe ocurrir con la misma
reproducibilidad. También es importante contar con
equipos que controlen con exactitud la temperatura y
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el tiempo de hibridacion y un escéaner lector de fluo-
rescencia, quimioluminiscencia y/o radiactividad de gran
sensibilidad y altamente programable (Figura 1). Los
resultados de los bio-arreglos son procesados con
potentes e inteligentes programas bioinformaticos que
permiten normalizar, reducir la dimensionalidad e in-
terpretar el perfil de expresion de los genes.

La Tecnologia de los bio-arreglos:
definicion

Se entiende por bio-arreglos, la disposicion de forma
organizada de muestras individuales sobre un soporte
solido de forma tal que sea posible su analisis en para-
lelo. La eficiencia y la novedad de los bio-arreglos son
completamente dependientes de la densidad del anali-
sis y la miniaturizacioén que alcanzan.

Segun el tipo de muestra aplicada en los soportes,
los tipos de soportes, la densidad y la miniaturizacion
que alcanzan, se encuentran en la literatura diferentes
tipos de denominaciones para esta tecnologia, las mas
citadas son: cDNA microarrays, DNA chip, Gene array,
Genome array, Genome chip, Protein chip, Gene chip
v Bio chip (todas en inglés) [1].

Varias etapas componen la preparacion y analisis
de los bio-arreglos [2]. La mayor parte de este proce-
so necesita de una eficiente y potente base bioinfor-
matica, la cual se inserta de forma predominante dentro
de las diferentes etapas que conforman esta tecnolo-
gia. El uso de la bioinformatica permite almacenar y
obtener los datos necesarios para el diseflo experi-
mental mediante la creacion de potentes bases de da-
tos de facil uso, de alta seguridad y confiabilidad para
almacenar en ellas informacion valiosa obtenida de la
investigacion cientifica [3].

La creacion de programas inteligentes para el anali-
sis e interpretacion de los resultados obtenidos duran-
te la etapa de hibridacion y revelado de sefales del
bio-arreglo, son de vital importancia para el éxito y
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Figura 1. La figura representa los cinco componentes
fundamentales para el disefo, hibridacién, cuantificacion y
andlisis de los bio-arreglos.
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desarrollo de esta tecnologia. Estos programas deben
realizar la interpretacion de los miles de resultados
numéricos que son generados en un solo experimento
de bio-arreglos, deben realizar diseflos experimenta-
les, mostrar las mejores opciones para el desarrollo de
la investigacion (seleccionar el tipo de muestra y su
localizacion en el soporte), el procesamiento de la
imagen y la cuantificacion del resultado, la normaliza-
cion de los datos obtenidos en la cuantificacion, el
analisis estadistico y la reduccion de la dimensionalidad
del sistema [4].

En la Figura 2 se representan las etapas que com-
ponen el proceso de obtencion y andlisis de los arre-
glos de ADN.

En este trabajo que revisa la informacion esencial
publicada entre los aflos 1999 al 2002, se exponen
cada una de estas etapas con mayor profundidad.

Sistema de Manejo
de la Informacién
del Laboratorio (LIMS)

Uno de los problemas mas importantes de la era
post gendmica es que el desarrollo de tecnologias de
alto flujo de tamizaje han provocado un vertiginoso
crecimiento de la informacion. Como caracteristica
general, el ritmo de crecimiento de los bancos de
datos biologicos es superior al ritmo de procesa-
miento de datos. De aqui se comprende la necesidad
de contar con sistemas automatizados para el ma-
nejo de datos que permitan la integracion de la in-
formacion generada por los grupos de investigacion
con la informacién anterior que existe en los bancos
de datos. Todo este proceso permite que se man-
tenga la informacion organizada de forma tal que se
facilite su analisis y se garantice su integridad y
seguridad [5].

Los bio-arreglos son una de las tecnologias que per-
miten llevar a cabo experimentos masivos. En cada
experimento de bio-arreglos pueden ser evaluadas mi-
les de muestras individuales frente a un estimulo de-
terminado.

La informacion que se genera en un experimento de
bio-arreglos se puede dividir en tres clases: disefio
experimental y procedimientos que permiten repro-
ducir el experimento, informacion relativa a las mues-
tras y controles utilizados en el ensayo y, por tltimo,
el analisis de los resultados y las conclusiones deriva-
das del experimento.

Esta informacion generada por los bio-arreglos es
sumamente heterogénea. Para cada experimento se
deben almacenar las caracteristicas de disefio de los
bio-arreglos usados, las condiciones de preparacion
de las muestras de hibridacion y de su marcaje para
ser utilizadas como sonda; el registro y cuantificacion
de las imagenes de los arreglos y el analisis de los
resultados, entre las mas importantes. (Figura 3). La
forma mas racional de almacenar este volumen de
informacion ha sido heredada de los sistemas de ma-
nejo de datos del laboratorio (LIMS, siglas en inglés)
que se emplean desde la década de los afios 80 en el
control de la calidad y en los procesos de produccion
de las industrias quimicas, farmacéuticas y metalur-
gicas, entre otras.

E1 LIMS es una metodologia que ha sido adaptada a
la plataforma investigativa con no pocos esfuerzos.
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En el area que corresponde a la bioinformatica, el LIMS
esta llamado a resolver el problema causado por la
reciente explosion de datos derivados de la amplia
utilizacion por los investigadores de las tecnologias de
tamizaje de alto flujo.

Un LIMS disefiado para bioinformatica debe in-
cluir informacion especifica referida a la documenta-
cion que fundamenta cada experimento, ya sea su
disefio como sus conclusiones, informacion que per-
mita relacionar los resultados de un experimento con
los datos que existen en bancos de datos de secuen-
cias de proteinas y acidos nucleicos, de estructura
de proteinas, en bancos de datos especificos como
pueden ser datos de enzimas, de rutas metabolicas,
de anticuerpos, de antigenos y muchos mas que de-
penden fundamentalmente de los objetivos del ex-
perimento [6].

El deposito de los datos experimentales de los mi-
croarreglos de ADN se estd convirtiendo en una con-
dicion para la publicacion de los resultados en varias
de las mas importantes revistas cientificas y es proba-
ble que otras muchas otras comiencen a exigirlo [7].
Algunas de las bases de datos ptblicas donde se pue-
den depositar los resultados experimentales son por
ejemplo ArrayExpress del Instituto Europeo de
Bioinformatica (http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress),
CIBEX en Japon y GEO de los Institutos Nacionales
de Salud de EE.UU.

Blancos e interacciones
en los soportes de bio-arreglos

En los soportes de bio-arreglos pueden estar organi-
zadas muestras de origen biologico o sintético. Es-
tas muestras, las cuales van a funcionar como blancos
de union de sus moléculas complementarias en for-
ma de ARN, ADN y proteinas, van a generar dife-
rentes interacciones moleculares entre los blancos y
las sondas utilizadas en cada experimento de bio-
arreglos (Tabla 1)

Sonda experimental

Una de las etapas mas importante para el éxito y
confiabilidad del resultado es la seleccion adecuada
del tipo de muestra a estudiar y la preparacion de la
sonda a utilizar en los experimentos de hibridacion.
En lo posible la sonda debe proceder de poblacio-
nes celulares homogéneas [10], de las cuales se aisle
un ARN integro y abundante que permita generar
un ARN mensajero verdaderamente representativo
del ambiente celular que se esta estudiando. La ho-
mogeneidad de la muestra, garantiza que se esté ana-
lizando una poblacion celular completamente
transformada por la accion de alglin agente quimico,
fisico o bioldgico.

Las fuentes de muestras para la obtenciéon de ADN
gendmico y ARN total, pueden ser a partir de cultivo
de tejidos, de microorganismos bajo diferentes condi-
ciones experimentales, biopsias obtenidas a partir de
organos y tejidos las cuales pueden ser procesadas
mediante la técnica de microdiseccion de tejidos a la-
ser (LCM, siglas en Inglés).

De todas las fuentes anteriores, la mas confiable,
pero también la mas costosa y laboriosa es la de
LCM [11]. Esta técnica permite el aislamiento de
células de interés a partir de tejidos heterogéneos
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Figura 2. Diferentes etapas conforman un experimento en bio-arreglos. Desde el disefio y la ubicacion
de los blancos sobre el soporte, hasta la aplicacién de herramientas bioinformaticas para el andlisis de

los resultados.
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Figura 3. El LIMS proporciona estructuras que aseguran la integridad de los datos, que garantizan la
integracién de estos datos a los bancos de datos publicos y privados e implementa herramientas de

andlisis de datos.

prefijados Tiene diferentes etapas de trabajo como
son: la ubicacion individual de los blancos de interés,
el disparo a laser sobre estos blancos, la adhesion de
las células al film de transferencia y la separacion de
las células de interés del tejido necrdtico y el estroma.
Es asi como de forma pura se pueden aislar placas de
Alzheimer del cerebro, glomérulos del rifion, células
neoplasicas de cancer de mama, y otras. Se evita, en
todas las ocasiones, seleccionar células no relaciona-
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das con el dafio o transformacion celular que se
desea estudiar [12].

Material de soporte,

disefo e hibridaciéon

El material de soporte para el disefio del bio-arreglo
puede ser rigido o flexible, lo que le imprime caracte-
risticas propias a algunas de las etapas de su prepara-
cion (Tabla 2).

Segun el soporte: nylon, vidrio o plastico, se defi-
nen las caracteristicas del bio-arreglo, como son la na-
turaleza y la densidad de muestras, el didmetro del
punto de aplicacion, la dimensionalidad y la miniaturi-
zacion, asi como el tipo de procesamiento de la seiial,
ya sea fluorescencia, radioactividad o quimioluminis-
cencia (Figura4).

Cuando se utilizan los filtros de nylon, que es la
forma menos costosa de disefio de los bio-arreglos, s6lo
se puede aspirar a una baja densidad de clones en cada
filtro. Los aplicadores comerciales para este tipo de
bio-arreglos, permiten obtener un diametro de la aplica-
cion dentro de los limites de la clasificacion como bio-
macroarreglos. Sin embargo, a pesar de que este disefio
no favorece la dimensionalidad, ni la miniaturizacion,
se puede considerar facil de realizar y de reproducir en
laboratorios con pocos recursos. Quizas su disefio sea
limitado y no permita descubrir nuevos genes, ni tener
una imagen global de como responde el genoma ante los
cambios, pero es posible su aplicacion en la generacion
de métodos de diagnostico con la utilizacién de genes
relacionados con funciones especificas.

En la Figura 5 se muestran los resultados obtenidos
en la hibridacion de un arreglo de ADN, cuyo disefio
experimental posibilito la estandarizacion de esta tec-
nologia en la division de Farmcéuticos del Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB) de La Ha-
bana, Cuba. Los clones de ADN se seleccionaron al
azar de una biblioteca comercial de ADN complemen-
tario (ADNc) de raton de 11 dias de desarrollo
(Clontech, USA). En las columnas C1-C4 del disefio
del arreglo se colocaron un total de 88 plasmidos de
secuencias conocidas, los cuales portaban genes hu-
manos relacionados con factores de crecimiento,
interleucinas e interferones, genes que codifican para
la proteina B amiloide del Alzheimer, quinasas e
inhibidores del ciclo celular, genes que codifican para
las proteinas del citoesqueleto, vectores plasmidicos,
factores transcripcionales y otros. Ademas se tuvo en
cuenta incluir genes expresados de forma constitutiva,
como son el gliceraldehido 3-fosfato deshidroganasa
(GAPDH) y la B actina humana. Se utilizaron como
controles negativos genes de plantas (metil transferasa
de alamo) y vectores plasmidicos sin insertos génicos.
Este filtro con un total de 2304 aplicaciones se hibrido
con una sonda de ADN perteneciente al vector
pGADI10 (Clontech, USA), el cual se utiliz6 para cons-
truir la libreria ADNc. Como se observa en la figura, la
mayoria de los ADN aplicados al filtro, hibridaron
con la sonda de ADN utilizada en la experiencia,
revelandose ademas el reconocimiento de la sonda
marcada con algunos de los 88 plasmidos controles de
secuencias conocidas.

La utilizacion del vidrio como soporte para el di-
sefio de los bio-arreglos tiene multiples ventajas en
relacion con el nylon. Por ejemplo el vidrio es un
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Tabla 1. Posibles interacciones que se generan de la hibridacién de los bio-arreglos,

en dependencia de las muestras ancladas al soporte.

Muestras sobre el soporte

Interacciones

1-ADN (oligonucleétidos, productos de PCR,
bacterias)

2-Proteinas (extractos celulares, enzimas,
anticuerpos, péptidos)

ADN-ADN, ADN-ARN, ADN-proteina

Enzima-sustrato, enzima-efector, enzima-inhibidor,
Antigeno-anticuerpo, anticuerpo-ARN, anticuerpo-

ADN, anticuerpo-superficies celulares, ADN-
proteina, proteina-moléculas pequenas, proteina-
proteina, proteina-receptor

3-Células

Hormona-receptor, anticuerpo-receptor y otros

ligandos especificos

4-ARN (ARN de transferencia, ARN ribosomal,
ARN mensajero, oligonucleétidos)

5-Tejidos [8, 9]

ARN-ADN, ARN-ARN, ARN-proteina

Proteinas-anticuerpos especificos

Inmunohistoquimica, inmunofluorescencia
e hibridacién in situ

Tabla 2. Posibles formatos para el disefio y preparacion de los soportes de bio-arreglos.

Caracteristicas Nylon Vidrio Plastico
Densidad (numero de <20 genes/cm2 10 000-30 000 ~ 100 genes/cm2
genes/cm2) genes/cm?2

Propiedades fisicas
del soporte

Definicion segun

Poroso y blando

Macroarreglos

No poroso y rigido

Microarreglos

No poroso y rigido

Microarreglos

el diér.netrg del punto > 300 micras <250 micras <250 micras

de aplicacién (miniaturizacién)

Tamanio del soporte 8x12cm 8 x 8 mm- 8x12cm
1.28x1.28 cm

Marcaje de la sonda Radioactivo Fluorescencia Radioactivo

y quimioluminiscencia
Fabricacién Mecénica o manual Fotolitografia, Mecénica
“Ink-jet”, mecdnica
Sensibilidad para la Alta Baja Alta

obtencién de la senal

Blancos (muestras
ancladas al soporte)

ADN complementario
(PCR, bibliotecas)
Fosfoimager
y autoradiografia

Obtencién
de la imagen

Oligonucleotidos

Escaner fluorescente

Oligonucleotidos

Fosfoimager
y autoradiografia

material que soporta altas temperaturas, sufre menos
deterioro por su manipulacion, facilita el enlace e in-
movilizacion efectiva de las muestras en su superfi-
cie y no es poroso lo que permite utilizar cantidades
muy pequeiias de solucion de hibridacién que favore-
ce que la cinética de interaccion entre las moléculas
sea mucho mayor. La hibridacion de este tipo de dise-
fio se realiza con moléculas marcadas con fluoréforos
que emiten seflales a diferentes longitudes de ondas,
lo quel permite hibridar un solo bio-arreglo con dife-
rentes fluoréforos simultaneamente, opcidon que no
es posible realizar en los bio-arreglos de soportes de
nylon [1].

Los soportes de plastico a su vez tienen ventajas
sobre el vidrio y el nylon, ya que ademas de ser de un
material rigido y no poroso, permiten realizar la hibri-
dacién con muestras marcadas radioactivamente que
es una forma de deteccion de sefiales mucho mas sen-
sible que la fluorescencia y quimioluminiscencia [13].

Procesamiento y Andlisis de datos

El objetivo de la mayoria de los experimentos de mi-
croarreglos de ADN es interrogar el patron de expre-
sion diferencial de miles de transcriptos en muestras
bioldgicas. Por su complejidad estos experimentos tie-
nen muchas fuentes de variabilidad lo que implica di-
sefios experimentales adecuados que permita a los
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especialistas lograr un ptimo uso de la informacion
obtenida [14]. Esta variabilidad puede dividirse en tres
niveles: la variabilidad bioldgica, intrinseca de cada
organismo y que esta influenciada por factores am-
bientales, genéticos y por la complejidad de la mues-
tra; la variabilidad técnica, introducida durante el
procedimiento de extraccion, marcaje ¢ hibridacion de
las muestras y los errores de la medicion asociados a
las lecturas de las seflales y que puede estar
influenciado por multiples factores.

El proceso de analisis de datos comienza con el
procesamiento de las imagenes que comprende tres
etapas: asignacion de las coordenadas de cada sefial, la
clasificacion de las senales como verdaderas o fondo y
la extraccion de los valores de intensidad por diferen-
tes métodos (media, mediana e integracion de la inten-
sidad). En algunos programas se incluyen ademas
procedimientos estadisticos que permiten evaluar la
calidad de las mediciones. La precision en la identifi-
cacion de las sefiales y los procedimientos de calculo
de las intensidades varia entre los diferentes progra-
mas que se encuentran disponibles de forma publica o
comercial y ain no existe un consenso de cual es la
mejor metodologia para la extraccion de los valores de
intensidad [15].

Una vez calculados los valores de intensidad es
necesario la transformacion de los datos que permita
la eliminacion de los valores cuestionables o de baja
calidad. Tipicamente la primera transformacion que
se realiza se conoce como normalizacion. Este proce-
so es imprescindible para poder comparar intensida-
des entre diferentes hibridaciones.

Existen diferentes métodos para normalizar los
resultados como son: normalizacién de la intensidad
total y el uso de regresiones lineales, entre las mas
usadas. La normalizacion de los datos puede ser tam-
bién global o local. La normalizacién local por ejem-
plo se aplica para las sefiales que han sido aplicadas
con la misma aguja. La segunda transformacion con-
siste en filtrar o eliminar los valores donde las sefia-
les no son estadisticamente diferentes a la del fondo
del soporte o la de los controles negativos. Ademas
se filtran las sefiales saturadas o cuya intensidad es
muy proxima a los valores maximos de deteccion del
equipo [16].

Los experimentos de microarreglos de ADN com-
prenden la medicion de miles de sefales por lo que se
requiere de métodos que permitan reducir los datos a
aquellos genes que son mas variables. En los prime-
ros experimentos de microarreglos de ADN sdlo se
analizaban los genes cuya expresion variaba mas de
dos veces respecto al control. En la actualidad se
estan desarrollando otros métodos de identificacion
de la expresion diferencial fundamentados en varian-
tes de métodos estadisticos conocidos. Generalmen-
te estos métodos se basan en realizar un calculo
estadistico y determinar la significacion de lo obser-
vado [17]. Esta seleccion de los genes mas informati-
vos es el primer paso en la reduccion de la
complejidad de los datos.

Los datos de expresion génica se representan como
una matriz de valores en los cuales los genes se colo-
can en las filas y las condiciones experimentales en las
columnas. Seglin el experimento, los valores de expre-
sion génica pueden ser utilizados para clasificar con-
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Marcaje de las muestras
con fluoréforos,
radioactividad o fosfatasa
alcalina
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diseAado con ADN,
proteinas, células o
fragmentos de tejidos

Hibridaciéon

Resultado de la hibridacién

Figura 4. Etapas del proceso de obtencién y marcaje de la sonda, disefio del soporte del bio-arreglos,

hibridacién y cuantificacién de la sefal.
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Figura 5. En el filtro de nylon (Nytran SuperCharge de Schleicher & Schuell, Germany) se aplicaron un
total de 1152 clones de ADN por duplicados, y posteriormente se hibridaron con una regién de ADN
comun a todos. La figura muestra el resultado de la hibridacién, la cual se revel6 mediante métodos
quimiolumniscentes (Alkphos Direct Labelling Reagents, from Amersham Pharmacia Biotech UK). Con
una flecha aparecen localizados alguno de los controles negativos utilizados en el filtro.

diciones (columnas) o patrones de expresion génica
(filas). En ambos casos un primer paso consiste en
agrupar los genes o las condiciones con patrones de
expresion semejante. Estos procedimientos pueden
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ser no supervisados como los métodos jerarquicos o
supervisados donde los datos son entrenados para
que puedan reconocer patrones [4].

Existen muchas soluciones en dominios publicos y
privados que pueden ser utilizados para agrupar genes.
Una lista muy actualizada de programas de analisis de
arreglos de ADN puede ser encontrada en el sitio http:/
/ihome.cuhk.edu.hk/~b400559/.

La mayor contribucion al conocimiento de las funcio-
nes de los genes se obtendra probablemente de la combi-
nacion de los datos de los arreglos de ADN y de otras
fuentes de informacion gendémica y biomédica. Los
algoritmos capaces de integrar este tipo de informacion
se estan desarrollando aceleradamente. Varios grupos
estan combinando la informacion de microarreglos de
ADN con el analisis de los promotores y la regulacion
génica [18]. Mucha de la informacion relevante acerca de
la funcion de los genes esta contenida en la literatura
medica. Los sistemas de mineria de textos para la extrac-
cion automatizada de informacion seran de un gran valor
para poder arribar a conclusiones exactas [19].

Validacion de los experimentos
de microarreglos de ADN

Existen dos formas de comprobar los resultados de
los experimentos de los microarreglos de ADN: anali-
sis “in silico”y anélisis experimental.

El analisis “in silico” compara los resultados de los
microarreglos de ADN con los resultados publicados en
la literatura y existentes en bases de datos. La concor-
dancia entre los resultados obtenidos por microarreglos
de ADN entre grupos diferentes asi como la informacion
conocida, valida el comportamiento general del sistema
y garantiza la seguridad de los datos obtenidos entre los
que se incluyen los resultados Ginicos de ese experimen-
to. Un ejemplo de validacion “in silico ” 1o constituye el
analisis de cuatro series de experimentos diferentes rea-
lizados en muestras de cancer de prostata que pudieron
confirmar la expresion diferencial de varios de los genes
en todos los estudios realizados [20].

Los métodos de validacion experimentales de los ni-
veles de expresion génica comienzan tipicamente por la
misma muestra utilizada en el estudio de microarreglos
de ADN inicial. Las metodologias que se utilizan varian
y dependen en muchas ocasiones de la disponibilidad de
reactivos apropiados como cebadores y anticuerpos.
Para el estudio de los niveles de transcriptos los méto-
dos mas frecuentes son: la reverso trascripcion semi-
cuantitativa (RT-PCR), RT-PCR en tiempo real, northern
blot, ensayos de proteccion de ribonucleasas y las
hibridizaciones “in situ”. El RT-PCR en tiempo real ha
sido el método de eleccion ya que requiere cantidades
minimas de ARNm, sin embargo requiere significativos
esfuerzos para la optimizacion de las condiciones de
amplificacion. Adicionalmente a la validacion de los re-
sultados en los transcriptos es igualmente importante
su correlacion con las concentraciones correspondientes
de proteinas aunque hasta el momento no existe una
correlacion clara. Para 1a medicion de la abundancia de
las proteinas se utilizan las técnicas de inmunodeteccion
en extractos celulares o en muestras de tejidos [21].

Aplicaciones de los Bio-arreglos

Esta tecnologia tiene dos formas fundamentales de in-
terrogar al genoma, tanto por su secuencia nucleotidica,
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como por su expresion. Estas dos formas son: los estu-
dios de polimorfismo génico individual (SNP, siglas en
Inglés), que es la variacion génica mas frecuentemente
encontrada en el genoma humano y el perfil de expre-
sion de genes (GEP, siglas en inglés) (Figura 6).

E1 SNP puede ser de utilidad para el genotipaje y el
diagnostico de enfermedades. Este posibilitaria el uso
de la terapia génica como método de cura transitoria o
total de estas y la prediccion de la respuesta
farmacogenomica a los medicamentos, asi mismo, per-
mitiria realizar una terapia farmacoldgica personalizada
y efectiva contra diferentes enfermedades [22].

Ampliamente utilizados en los estudios del cancer,
los bio-arreglos de SNP permiten entre otras multi-
ples aplicaciones la clasificacion de tumores, la deter-
minacion de una terapia personalizada para combatirlos
y los métodos de diagndsticos para conocer la predis-
posicion a padecer algin tipo de cancer. Un ejemplo
de lo comentado anteriormente lo constituyen los mi-
croarreglos de ADN destinados a conocer la existencia
de mutaciones en el gen p53. Este gen funciona como
un supresor tumoral que induce a las células a
autodestruirse cuando el dafio de su ADN es irrepara-
ble. El gen p53 se encuentra frecuentemente mutado
en los canceres humanos. Las estadisticas apuntan a
que aproximadamente entre un 30-70% de las enfer-
medades malignas contienen el gen p53 alterado en
algtin punto de su secuencia génica [23]. El progreso
de la enfermedad no es igual para los enfermos de
cancer que tienen esta mutacion en comparacion con
los que tienen el gen normal, los primeros tienen un
prondstico reservado, con una gran tendencia a la me-
tastasis y a la resistencia a terapias con farmacos y
radiaciones ionizantes. La importancia de aplicarles a
los pacientes con cancer una terapia personalizada y
funcional, es vital para su supervivencia y el mejora-
miento de la calidad de vida.

El otro grupo de aplicaciones de los bio-arreglos se
centra en el estudio de la variacion del perfil de expre-
sion de genes (genomica funcional) [24]. Mediante
esta aplicacion es posible conocer como las células
responden ante los cambios fisiologicos, ambientales
y al estrés, mediante la cuantificacion de los patrones
de expresion de sus ARN mensajeros. Lo anterior tie-
ne importantes implicaciones en el descubrimiento de
nuevos medicamentos y blancos terapéuticos. Un
ejemplo muy interesante de esta aplicacion, es su uti-
lizacion en el conocimiento de los genes que varian su
expresion durante el proceso de envejecimiento, y el
efecto que tiene sobre esta variabilidad la utilizacion
de una dieta con restriccion calorica [25]. De esta for-
ma se han podido identificar seis genes los cuales va-
rian su perfil de expresion en ratones viejos alimentados
cony sin restriccion caldrica. Tres de estos genes han
sido relacionados con los procesos de apoptosis (muer-
te celular programada) y los otros tres con la regula-
cion del ciclo celular, la reparacion del ADN y el
recambio proteico. Con estos estudios se pudo cono-
cer que los genes involucrados en los procesos de
apoptosis y de recambio proteico disminuyen su ex-
presion cuando existe restriccion calorica [26].

La gendmica funcional tiene también un amplio cam-
po de aplicacion en la busqueda de terapias mas efec-
tivas contra el cancer. Durante el proceso de division
de las células malignas, se han podido detectar genes
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Enfermedades Sintomas

SNP:
Diagnéstico y clasificacién de enfermedades
Descubrimiento de blancos terapéuticos

Diagnésticos Terapias

GEP:
Descubrimiento de nuevos farmacos
Toxicogenomica
Farmacocinética y farmacodinamica

Figura 6. Mediante el uso de los bio-arreglos, la tendencia al tratamiento de las enfermedades sera por las funciones alteradas y
no por los sintomas del paciente. Con el uso de esta tecnologia se puede llegar a predecir la posibilidad de padecer determinadas
enfermedades, lo cual posibilitaria un tratamiento preventivo y efectivo para evitar su desarrollo.

que aumentan o disminuyen su expresion. En este sen-
tido, los bio-arreglos pueden ser altamente informati-
vos sobre como las células malignas responden ante la
aplicacion de un farmaco determinado. Esto permite
aplicar una terapia personalizada y efectiva para cada
tipo de malignidad celular.

El analisis temporal y espacial de la expresion de
genes ha sido aplicado con éxito al estudio del proce-
so de cicatrizacion de tejidos, tanto en animales como
en humanos. En animales se han valorado un total de
142 genes relacionados con los procesos de cicatri-
zacion y regeneracion de tejidos, los cuales varian su
expresion durante las diferentes etapas de la cicatri-
zacion de heridas (coagulacion, inflamacion, prolife-
racion y remodelacion) en las diferentes cepas de
ratones estudiadas [27]. Los resultados obtenidos en
estos estudios han permitido identificar nuevos genes
implicados en el proceso de cicatrizacion de tejidos,
los cuales aumentan su expresion durante la etapa de
inflamacion.

Sin lugar a dudas, el estudio del perfil de expresion
de genes en diferentes procesos como el estado de
hiperglicemia en el musculo esquelético de diabéti-
cos tipo 2 [28], el dafio tisular producido por quema-
duras [29], el proceso de cicatrizacion en heridas
cornéales [30], el papel funcional de los genes duran-
te el desarrollo de enfermedades inflamatorias como
es la soriasis [31], la identificacion de genes que va-
rian su expresion en el cerebro de las personas
esquizofrénicas, muchos de ellos relacionados con
las sefiales presinapticas [32], la interaccion virus-
hospedero [33] y otras innumerables aplicaciones
biomédicas de la tecnologia de los bio-arreglos, son
una fuente inagotable de resultados cientificos y de
uso potencial en el disefio de métodos de diagnodsti-
cos, terapias génicas y farmacos para la prevencion
y cura de las enfermedades humanas.

Los bio-arreglos de proteinas y péptidos son una
forma mas novedosa del estudio de la gendmica funcio-
nal, su desarrollo ha permitido revolucionar la
protedmica y crear enormes oportunidades en el cam-
po de la investigacion biomédica [34]. La generacion de
un chip de proteinas requiere de mucho mas esfuerzo
que de un chip de ADN, esto es debido a que la molécu-
la de ADN es muy estable durante los procesos de
hibridacion, sin embargo las proteinas son mucho mas
dificiles de producir y de manipular, siendo suscepti-
bles a desnaturalizarse, a perder su estructura
tridimensional, y su actividad especifica durante el
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proceso de extraccion e hibridacion [35]. Mediante la
aplicacion de este tipo de bio-arreglos se pueden cono-
cer funciones proteicas, como la actividad enzimatica,
el reconocimiento proteina-proteina, la especificidad
de anticuerpos ante diferentes antigenos, sus epitopes
de reconocimiento, y la interaccion proteinas-acidos
nucleicos, entre otras [36, 37].

Los microarreglos de tejidos son una herramienta
poderosa para de forma rapida caracterizar el perfil
fenotipico de un gran niimero de muestras. Su mayor
aplicacion hasta el momento esta dirigida a conocer
mediante métodos inmunohistoquimicos e hibrida-
cidn in situ, cdmo varia la expresion de algunos genes
marcadores de malignidad en linfomas de Hodgkin
[38], en células cancerosas del pulmoén [8] y el carci-
noma de colon [39].

Conclusiones

Dentro de la gendmica funcional y estructural, los bio-
arreglos son una tecnologia de avanzada, la cual per-
mite develar los misterios de la biologia (genes y
genomas). La revolucion actual en la tecnologia de los
microarreglos de ADN, la bioinformatica (biologia
computadorizada) y el inminente desarrollo y aplica-
cion de sus analogos en proteinas y tejidos, van a
permitir que de forma acelerada se identifiquen nue-
vos farmacos y blancos terapéuticos. De forma simi-
lar, los avances en la identificacion de los polimorfismos
de nucleotidos (SNP) propiciaran el descubrimiento
de un gran numero de genes candidatos para la pro-
duccion de nuevos métodos de diagnostico y la carac-
terizacion molecular de muchas enfermedades
humanas, de plantas y de animales.

Los experimentos realizados hasta el presente con
la utilizacion de los bio-arreglos, han confirmado el
patron de expresion de genes de funciones conocidas,
y brindado ademas informacion valiosa sobre genes
con funciones desconocidas. El verdadero valor de su
aplicacion es la identificacion de genes que sean signi-
ficativamente sobre expresados o silenciados (en un
10 a un 20% en relacion con el control negativo), los
cuales jueguen un papel primordial en el desarrollo y
progresion de las enfermedades. Por esto es de gran
valor la aplicacion de los avances obtenidos en las
ciencias computadorizadas y la clinica, a la organiza-
cién e interpretacion de los miles de datos generados
en los bio-arreglos.

El uso futuro de esta novedosa tecnologia esta diri-
gido al estudio de la célula como una unidad integral,
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una entidad quimica, para lo cual no basta s6lo con
mirar las sefales del control celular dirigidas a la sinte-
sis del ARN mensajero y la composicion del ADN
gendmico, sino también la cantidad real de proteinas
que existe en la célula en condiciones fisiologicas y/o
patologicas.
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