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RESUMEN
Los microarreglos de ADN han emergido como la tecnología más utilizada para la cuantificación masiva de la
expresión de genes y han sido aplicados a temas muy diversos entre las investigaciones biológicas en los últimos
años. Un elemento fundamental para la aplicación exitosa de esta tecnología es el conocimiento de los pasos a
seguir para la obtención y análisis de los datos de expresión. En el presente trabajo se hace un recuento del
surgimiento de la tecnología, su evolución y algunas de sus aplicaciones más comunes, se subraya la necesidad de
definir claramente en el diseño, los objetivos del experimento y se exponen las diferentes fuentes de variabilidad
a tener en cuenta en el diseño y los tipos de diseño más comunes.
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ABSTRACT
Analysis of DNA microarray data. Part I: Technological background and experimental design. DNA
microarrays have emerged as the most widely used technology for the massive quantification of gene expression
and have been applied to a very diverge range of topics in molecular biology research over the last several years.
One key element for a successful application of this technology is a thorough understanding of the steps to be
followed in order to obtain and analyze expression data. In the present article we review the origins of the technology,
its evolution and some of its more common applications, highlighting the importance of a clear definition of the
objectives for the design of the experiment, the different sources of variability to be considered and the most
common experimental setups.
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Introducción
La secuenciación completa de genomas ha develado la
estructura primaria de las cadenas de ADN de los
cromosomas que contienen todos los genes de un
organismo, así como todos los componentes que
intervienen en su regulación. Ello constituye la
información primaria, cuyas variaciones entre
individuos definen la forma diferenciada en que estos
interactúan con el entorno, por lo que resulta de vital
importancia el estudio de estas diferencias en la
solución de problemas relacionados con la salud
humana, la salud animal y la agricultura. Por otro lado,
la disponibilidad de la secuencia completa de genomas
ha permitido el desarrollo de tecnologías capaces de
analizar en un solo experimento todos los elementos
identificados de un genoma. Una de estas tecnolo-
gías es la de microarreglos de ADN, colecciones de
segmentos de ADN que son fijados a una superficie
sólida para su utilización en la cuantificación de ni-
veles de ARN o ADN en muestras biológicas. Estos
segmentos o sondas de ADN se diseñan de forma que
sean complementarios a las regiones del ADN o ARN
que se desea cuantificar, lo que permite medir los
niveles de expresión de cada gen de acuerdo con la
cantidad de ADN o ARN que se hibridan con las sondas
impresas en el arreglo.

Los microarreglos de ADN se han convertido en la
tecnología más ampliamente utilizada para generar
perfiles de expresión a escala genómica. Sin embargo,
su uso no se ha limitado al estudio de perfiles de ex-
presión de genes, sino que se ha extendido a estudios
sobre la variabilidad genética entre individuos, con el

empleo de microarreglos diseñados para el estudio de
Polimorfismos genéticos de un solo nucleotido (SNPs,
del inglés Single Nucleotide Polymorphisms) [1]. Por
otra parte, su combinación con técnicas como la in-
munoprecipitación de cromatina ha permitido la
identificación de regiones reguladoras reconocidas por
factores de transcripción, mediante el uso de arreglos
que contienen sondas complementarias a las regiones
promotoras de todos los genes conocidos de un
organismo [2]. Otra aplicación de esta tecnología ha
sido el estudio del empalme diferencial mediante el
diseño de arreglos con sondas específicas a los
diferentes exones que contiene cada gen [3].

La tecnología de referencia, al permitir el cono-
cimiento de la expresión de los genes en diferentes
condiciones experimentales, ha posibilitado el estudio
de las bases y mecanismos moleculares de múltiples
enfermedades tales como: infecciones virales [4, 5], es-
quizofrenia [6-10], cáncer de próstata [11-15] y cáncer
de mama [16, 17]. También se han realizado experi-
mentos de farmacogenómica dirigidos al estudio de los
cambios a nivel molecular inducidos por el uso de medi-
camentos en diferentes afecciones. Algunos ejemplos
son: el estudio de la resistencia al tamoxifeno en cáncer
de mama [18] y el efecto de IL2 en cáncer [19-22].

La aplicación de los microarreglos ha demostrado
además ventajas sobre otros métodos tradicionalmente
usados para el diagnóstico de enfermedades comple-
jas. Alizadeh et al. [23] identificaron dos subtipos de
linfomas de células B, que resultaban muy difíciles de
diferenciar a partir de pruebas histológicas, las que a
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su vez definían un conjunto de genes cuyos perfiles de
expresión mostraban un claro patrón asociado a la
supervivencia.

A la par del desarrollo de la tecnología ha sido
inevitable la continua evolución, la adaptación y el
desarrollo de métodos estadísticos y matemáticos para
garantizar los análisis de las matrices de valores de
expresión, que son generadas como resultado de su
aplicación y tienen como característica que el número
de variables o genes (g) es mucho mayor que el número
de muestras o tejidos (n) que se analizan; g << n.

El tipo de método estadístico que se utiliza en el
análisis depende de los objetivos definidos en el
experimento, aunque muchas veces para realizar la
interpretación de los resultados se hace necesario usar
combinaciones de métodos por la complejidad de los
sistemas biológicos. La comparación, la predicción y
el descubrimiento de clases experimentales [24-26]
son los objetivos más frecuentes que se plantean en
este tipo de experimentos.

En el presente trabajo se aborda el uso de los
microarreglos de ADN en el estudio de los perfiles de
expresión de genes a escala de genomas completos y
se hace énfasis en los antecedentes de la tecnología y
en la etapa de diseño experimental.

Antecedentes de la tecnología

Surgimiento
Los comienzos de la tecnología de referencia pueden
ubicarse a mediados de los 90 con los estudios de
Schena et al. [27] y Lockhart et al. [28].

Schena et al. [27] describieron por primera vez el
desarrollo de un microarreglo para el monitoreo de la
expresión de múltiples genes en paralelo. Las muestras
de una placa de 96 pocillos fueron impresas en crista-
les de microscopia en una área de 3.5 x 5.5 mm. Las
muestras una vez depositadas sobre el cristal fueron
tratadas química y térmicamente para fijar el ADN a la
superficie y desnaturalizarlo. Se estudió la expresión
de un total de 45 genes de Arabidosis thaliana, más 3
genes control de otros organismos. Cada muestra se
duplicó en pocillos adyacentes para validar la repro-
ducibilidad de los procesos de impresión e hibridación.
A partir del ARN total de A. thaliana, por transcripción
reversa se obtuvo ADN complementario (ADNc) mar-
cado por fluorescencia. Se usaron dos colores de mar-
caje para poder cuantificar 2 muestras a la vez. Las
muestras analizadas, provenientes de tejidos de hojas
y raíces, reportaron un total de 27 genes diferencial-
mente expresados entre las 2 muestras. En este trabajo
pionero, se expusieron algunos de los principios fun-
damentales que dieron lugar al desarrollo de esta tec-
nología, en particular, los microarreglos de ADNc y el
uso de la doble fluorescencia en la cuantificación re-
lativa de 2 muestras en un solo experimento.

Lockhart et al. [28] desarrollaron una tecnología que
permitía medir la expresión de miles de genes en parale-
lo. El método desarrollado se basa en la cuantificación
de la proporción relativa del ARNm por hibridación de
poblaciones enteras de ARNm sobre arreglos de alta
densidad de sondas de ADN. Los microarreglos con-
tenían miles de oligonucleótidos de longitud 20, los
que fueron diseñados como sondas específicas a regio-
nes 3’ de genes humanos conocidos. La síntesis se rea-

lizó in situ sobre la superficie de placas de vidrio,
combinando métodos de la química de ácidos nuclei-
cos y de fotolitografía [29, 30], similares a los usados
en la industria de la microelectrónica, que permiten la
síntesis en paralelo de todos los oligonucleótidos del
arreglo. Cada reacción de síntesis se realizó en un área
de 50 μm de lado, por lo que en una superficie de poco
más de 1.6 cm2 se imprimieron más de 65 000 sondas
diferentes. Los oligonucleótidos fueron sintetizados
en pares. Cada par lo constituye una secuencia de 20
nucleótidos donde la primera es una secuencia comple-
mentaria perfecta a un segmento de un ARN mensajero
(ARNm) y se conoce como PM (Perfect Match) y el
segundo componente del par es otra secuencia de 20
bases que se diferencia de la primera en solo un nu-
cleótido en una de las posiciones centrales y por tanto
su complementariedad respecto al mensajero no es
perfecta, se conoce como MM (Mis Match). El análisis
de los pares PM-MM representa un control interno,
ya que en caso de una correcta hibridación, el compo-
nente PM del par debe ofrecer una señal más intensa
que el componente MM. La forma más simple utilizada
para estimar el nivel de expresión de cada gen es pro-
mediar las diferencias PM-MM después de haberle
realizado una corrección del fondo a cada valor de PM
y MM, aunque otros métodos se han utilizado para
estimar estos valores [31-33].

En el trabajo de Lockhart et al. [28], para la obten-
ción de las imágenes de los microarreglos se usó un mi-
croscopio de barrido confocal especialmente diseñado
al efecto. Las imágenes se obtuvieron con una resolución
de 7.5 μm, lo que permite obtener como promedio unos
45 valores de intensidad en el área de 50 x 50 μm que
corresponde a cada sonda impresa. Estos valores de in-
tensidad se combinan para obtener un valor por cada
celda o sonda impresa en el arreglo. Mientras más valores
sean colectados por cada celda, mayor será la precisión
de la intensidad resultante. El número de valores de
intensidad que se obtendrán por cada celda depende del
tamaño de la celda y de la resolución del equipo que se
emplee para su lectura. En la figura 1 se ilustra la in-
fluencia de la relación tamaño de la celda/resolución del
escáner. En el caso de que esta relación sea de 10:1

Figura 1. Ilustración de la lectura de la señales de un microarre-
glo con diferente resolución del escáner. En ambos casos se
representa una señal de aproximadamente 50 μm de diáme-
tro, en a) se ilustra la lectura a una resolución de 5 μm y en b)
se ilustra la lectura a una resolución de 10 μm. En ambos casos
las lecturas que corresponden a los bordes de las manchas no
reflejarán un valor que corresponda solo con la intensidad de la
señal sino con el área que ocupa la señal dentro del cuadrado
donde se efectuó la lectura. Ello indica que los valores más
exactos de intensidad corresponden a los valores en el interior
de la celda, por lo que se evidencia que en el caso de una ma-
yor resolución se obtiene una lectura mucho más exacta de la
intensidad de la señal.
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(Figura 1a), el promedio de valores o píxeles que se ob-
tiene por cada sonda en el arreglo, es de 100, mientras
que si esta relación es de 5:1 este promedio será de 25.
Los valores que van a reflejar mejor la intensidad de la
señal, serán aquellos que se encuentran más cercanos al
centro de la mancha, que tendrán señal en el total del
área de la cuadrícula que ocupan. La proporción de estos
valores será mayor al usar una mayor resolución como
se evidencia en la figura 1.

En un experimento inicial, Lockhart et al. [28]
diseñaron cientos de pares de sondas por cada uno de
los genes que evaluaron, con la intención de medir su
sensibilidad y especificidad cuando son usados en una
muestra compleja de ARN celular. De este estudio se
derivaron reglas para la selección de las sondas. En un
segundo estudio donde se analizó la expresión de 118
genes, se diseñaron un promedio de 300 pares PM-
MM de sondas por gen, que fueron seleccionadas de
los extremos 3’ de las regiones codificadoras. Del total
de sondas de cada gen se seleccionaron al azar 10
conjuntos de 20 pares PM-MM. Los cambios en los
patrones de hibridación fueron comparados en los 10
conjuntos aleatorios y en el total de sondas diseñadas;
se concluyó que un conjunto de 20 sondas es suficiente
para medir cambios de expresión incluso para ARN de
baja expresión. Este trabajo sentó las bases para el
desarrollo de la tecnología de la firma Affymetrix [34],
líder en la producción de microarreglos de ADN. Estas
tecnologías han tenido un continuo desarrollo, con un
aumento paulatino de la densidad de los chips, que en
la actualidad es de 5 micras, y de la resolución del
escáner para su lectura.

El uso de microarreglos a escala genómica
DeRisi et al. [35] utilizaron microarreglos que con-
tenían aproximadamente 6400 secuencias diferentes
de ADN correspondientes a igual número de marcos
abiertos de lectura, identificados en el genoma de la
levadura Saccharomyces cerevisiae. En ese trabajo se
estudió la expresión de casi la totalidad de los genes de
este organismo en un cultivo con medio rico en glucosa.
El cultivo incluyó un periodo inicial de fermentación
anaeróbica en el cual, a medida que era agotada la glu-
cosa como fuente de carbono, se iniciaba un proceso
aeróbico que empleaba etanol como fuente de este
nutriente.

La expresión de los genes fue medida en intervalos
de 2 horas. Durante la fase anaeróbica, el patrón de
expresión de los genes fue bastante estable, con muy
pocos genes que mostraban expresión diferencial. Sin
embargo, a medida que la concentración de glucosa en
el medio disminuyó se observó un mayor número de
genes con cambios significativos en sus niveles de
expresión, alrededor de 710 genes mostraron un au-
mento de al menos dos veces en su expresión mientras
que en aproximadamente 1030 se observó una re-
ducción de al menos un factor de dos. De estos genes
diferencialmente expresados, aproximadamente la
mitad eran de función desconocida. Los conjuntos de
genes como aquellos relacionados al citocromo C y los
involucrados en el ciclo del ácido tricarboxílico (TCA)/
glioxilasa se indujeron de forma coordenada según se
agotaba la glucosa, mientras que otros genes como los
involucrados en la síntesis de proteínas presentaron
una reducción coordinada de sus niveles de expresión.

En este trabajo se pudo observar que los conjuntos de
genes funcionalmente relacionados podían ser agrupa-
dos por la similitud de sus perfiles de expresión e in-
cluso dentro de estos conjuntos de genes fue posible
inferir mecanismos de regulación comunes al identificar
secuencias reguladoras presentes en sus promotores.

Los resultados obtenidos evidenciaron el valor del
uso de métodos de agrupamiento (clustering) en el
análisis de datos de microarreglos. Otros aspectos
evidenciados fueron la correspondencia de los perfiles
de regulación de los genes con la presencia de patrones
de regulación comunes en las regiones promotoras y
la influencia de genes reguladores en los niveles de
expresión de los genes que estos regulan.

Diseño experimental
A continuación se abordan los aspectos relacionados
con la definición de la pregunta biológica y la ela-
boración del diseño del experimento. El diagrama que
representa los diferentes pasos en el diseño y el análisis
de datos de experimentos de microarreglos se muestra
en la figura 2.

Definición de la pregunta o interés biológico
El uso de los microarreglos, como es común en las
investigaciones, requiere formular las preguntas que
se desea responder con cada uno de los experimentos.
Una de estas preguntas puede ser, por ejemplo, qué
conjunto de genes están diferencialmente expresados
entre dos o más condiciones experimentales o si es
posible relacionar las muestras experimentales de
acuerdo con diferencias o similitudes de sus perfiles
de expresión. Tener claridad sobre la pregunta es im-
portante para definir el tipo y el número de muestras
por grupos experimentales y llegar a establecer una
estrategia de análisis. A continuación debe evaluarse
la necesidad de usar esta tecnología y no otra. Esta

Figura 2. Esquema general para la realización de un experimento de microarreglos y el análisis de sus
datos. En rojo se enmarcan los pasos de la primera etapa que requiere: la definición de la pregunta
biológica, la elaboración del diseño experimental y la realización del experimento. En azul se enmarca la
segunda etapa que comienza con  el análisis de las imágenes y concluye con la interpretación de los
resultados y la propuesta de verificación biológica.

17.  Van de Vijver MJ, He YD, Van’t Veer LJ,
Dai H, Hart AA, Voskuil DW, et al. A gene-
expression signature as a predictor of
survival in breast cancer. N Engl J Med
2002;347:1999-2009.

18.  Jansen MP, Foekens JA, van Staveren
IL, Dirkzwager-Kiel MM, Ritstier K, Look
MP, et al. Molecular classification of
tamoxifen-resistant breast carcinomas by
gene expression profiling. J Clin Oncol
2005;23:732-40.

19.  Diehn M, Alizadeh AA, Rando OJ, Liu
CL, Stankunas K, Botstein D, et al. Genomic
expression programs and the integration
of the CD28 costimulatory signal in T cell
activation. Proc Natl Acad Sci USA 2002;
99:11796-801.

20.  Mao M, Biery MC, Kobayashi SV, Ward
T, Schimmack G, Burchard J, et al. T lym-
phocyte activation gene identification by
coregulated expression on DNA micro-
arrays. Genomics 2004;83:989-99.

21.  Panelli MC, White R, Foster M, Martin B,
Wang E, Smith K, et al. Forecasting the cy-
tokine storm following systemic interleukin
(IL)-2 administration. J Transl Med 2004;
2:17.

22. Kovanen PE, Young L, Al-Shami A,
Rovella V, Pise-Masison CA, Radonovich
MF, et al. Global analysis of IL-2 target
genes: identification of chromosomal
clusters of expressed genes. Int Immunol
2005;17:1009-21.

23.  Alizadeh AA, Eisen MB, Davis RE, Ma
C, Lossos IS, Rosenwald A, et al. Distinct
type of diffuse large B-cell lymphoma
identified by gene expression profiling.
Nature 2000;403:503-11.

24.  Allison DB, Cui X, Page GP, Sabripour
M. Microarray data analysis: from disarray
to consolidation and consensus. Nat Rev
Genet 2006;7:55-65.

25.   Simon R, Radmacher MD, Dobbin K.
Design of studies using DNA microarrays.
Genet Epidemiol 2002;23:21-36.

Pregunta Biológica
Descubrimiento, comparación, Predicción de clases...

Diseño

Experimento Microarreglo

Agrupamiento Comparación Discriminante

Minería de Datos:
Propuesta de hipótesis sobre
la interpretación biológica

de los resultados

Verificación e
interpretación biológica

Análisis de Imagen

Almacenamiento

Pre-análisis de los datos

Filtrado y Normalización

Preprocesamiento

(Rtg. Rbg) (Gtg. Gbg)

R  , G Datos primarios

...
Datos de expresión de genes



 Jamilet Miranda and Ricardo Bringas Microarreglos de ADN: antecedentes y diseño

Biotecnología Aplicada 2008; Vol.25, No.285

necesidad se justifica cuando se requiere realizar ex-
perimentos a escala genómica donde por lo general se
conoce poco del comportamiento individual de los
genes y se pretende identificar procesos celulares o
metabólicos asociados a la pregunta definida. Los
resultados que se obtengan dependen en buena medida
de la capacidad de análisis e interpretación de datos,
en los que deben desempeñar un papel fundamental
el uso del enfoque de la Biología de Sistema.

Diseño
En la planificación de un experimento de microarreglos
hay diferentes factores que deben tenerse en cuenta
para lograr el diseño más apropiado de acuerdo con las
preguntas que se desea responder y los recursos de
que se dispone. Como regla general, los experimentos
de microarreglos analizan gran número de variables
(miles de genes) en un reducido número de condiciones
(decenas o cientos de muestras), lo cual obliga a ser ri-
gurosos en la etapa de diseño para aumentar la proba-
bilidad de éxito en los análisis de sus datos. Además,
existen varias fuentes de variabilidad de los datos que
deben considerarse en el diseño, como son aquellas
derivadas de las propias diferencias entre individuos y
las asociadas a posibles errores en los múltiples pasos
requeridos para el uso de la tecnología. Otro aspecto a
considerar es la elección de la tecnología más adecua-
da, ya que existen tecnologías que se adecuan mejor a
un diseño que otras, aunque el análisis costo/beneficio
es también determinante. Por estas razones, en el uso
de los microarreglos resulta de suma importancia la
adecuada planificación y diseño del experimento.

Definición de los objetivos del estudio
de acuerdo con la pregunta biológica
La pregunta biológica que se propone responder el
experimento es la base para definir los objetivos del
estudio. En el caso de estudios por microarreglos se
han identificado tres objetivos frecuentes, que se expo-
nen seguidamente asociándolos a posibles preguntas
biológicas para su mejor comprensión.
Pregunta 1: ¿Cuales genes se expresan diferencialmente
entre dos o más grupos de muestras?
Objetivo: Comparación de clases

Con mayor frecuencia se comparan muestras de
tejido sano y tejido enfermo, muestras de células tra-
tadas y no tratadas con un medicamento o muestras
de células salvajes y células mutadas. Para responder
este tipo de pregunta debe plantearse como objetivo
la comparación de clases, que consiste en comparar los
perfiles de expresión de diferentes grupos de muestras.
Las clases que serán comparadas deben definirse
previamente con independencia de los perfiles de ex-
presión. Un ejemplo donde se ilustra este tipo de inte-
rrogante es el experimento de Lapointe et al. [36], en
el cual se estudiaron tejidos sanos y tumorales de pa-
cientes con cáncer de próstata. A partir de clases defi-
nidas de acuerdo con características clínicas conocidas
tales como grado del tumor, etapa y recurrencia de la
enfermedad, los autores obtuvieron conjuntos de genes
que cambiaron su expresión significativamente al rea-
lizar comparaciones entre estas clases.

En el presente estudio, se realizó un análisis de los
datos de este experimento que se obtuvo de la base de
datos de microarreglos de Stanford (SMD; http://smd.

26. Golub TR, Slonim DK, Tamayo P,
Huard C, Gaasenbeek M, Mesirov JP,
et al. Molecular classification of cancer:
class discovery and class prediction by
gene expression monitoring. Science
1999;286:531-7.

27.   Schena M, Shalon, D, Davis RW, Brown
PO. Qunatitative monitoring of gene ex-
pression patterns with a complementa-
ry DNA microarray. Science 1995;270:
467-70.

28. Lockhart DJ, Dong H, Byrne MC,
Follettie MT, Gallo MV, Chee MS, et al.
Expression monitoring by hybridization
to high-density oligonucleotide arrays.
Nat Biotechnol 1996;14:1675-80.

29.  Fodor SP, Rava RP, Huang XC, Pease
AC, Holmes CP, Adams CL. Multiplexed
biochemical assays with biological chips.
Nature 1993;364:555-6.

30.   Pease AC, Solas D, Sullivan EJ, Cronin
MT, Holmes CP, Fodor SP. Light-generated
oligonucleotide arrays for rapid DNA se-
quence analysis. Proc Natl Acad Sci USA
1994;91:5022-6.

31.   Efron B, Tibshirani R, Storey JD, Tusher
V. Empirical bayes analysis of a microarray
experiment. J Am Stat Assoc  2001;96:
1151-60.

32.   Li C, Wong WH. Model based analy-
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index computation and outlier detection.
Proc Natl Acad Sci USA 2001;98:31-6.

stanford.edu/ ). Primeramente se definieron como cla-
ses los tipos de tejidos: sano, tumoral y metástasis. A
continuación se realizaron comparaciones de tumores
vs tejido sano y se determinaron un conjunto de genes
diferencialmente expresados a los que se aplicaron
métodos de agrupamiento (Figura 3). Posteriormente
en comparaciones de clases dos a dos se encontraron
genes que van disminuyendo paulatinamente su expre-
sión de tejidos sanos a tumor y de tumor a metástasis.
Un ejemplo es el caso del gen SYNPO2, reportado an-
teriormente como reprimido en cáncer de próstata
avanzado [37] y más recientemente como predictor
de metástasis en cáncer de próstata [38].
Pregunta 2: ¿A partir del conocimiento del perfil de
expresión de un conjunto de genes en diferentes tipos
de muestras puede conocerse si una nueva muestra
pertenece a uno u otro tipo?
Objetivo: Predicción de clases

La pregunta asociada al objetivo de predicción de
clases, se propone encontrar una función multivariada
basada en la expresión de genes que permita clasificar
con determinada precisión una nueva muestra o tejido
en los grupos predefinidos sobre la base de los niveles
de expresión de genes clave. Estos trabajos, como regla
general, identifican una firma molecular o predictor
representada por un conjunto de genes cuyo perfil de
expresión permite discriminar con alta probabilidad si
una muestra pertenece a uno u otro grupo y limitar el
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Figura 3. Agrupamiento bidimensional de 242 genes expresados diferencialmente entre tejidos
sanos y tumorales de próstata. Los datos fueron obtenidos del estudio de Lapointe et al. [35]. Este aná-
lisis exploratorio muestra cómo los genes del conjunto A se reprimen en las etapas tempranas del tumor
y luego vuelven a aumentar su expresión con el avance de la enfermedad. Los genes del conjunto B
muestran un comportamiento contrario.
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análisis a los perfiles de expresión de solo aquellos
genes incluidos en el predictor, lo que contribuye a su
abaratamiento mediante el diseño de arreglos a la me-
dida. Esto constituye una herramienta importante en
el diagnóstico y pronóstico de enfermedades. Uno de
los ejemplos más elocuentes lo constituye su empleo
para predecir el desarrollo de metástasis a partir de la
expresión en tumores primarios de mama [39]. Un
predictor también puede ser usado para tomar otras
decisiones clínicas como la selección de un tratamien-
to y definir grupos de riesgo.
Pregunta 3: ¿Se pueden definir nuevos subtipos en
muestras estudiadas a partir de los patrones de ex-
presión, que puedan asociarse a características en-
contradas en ellas?
Objetivo: Descubrimiento de clases

El tipo de pregunta asociada al descubrimiento de
clases, consiste en la identificación de nuevos subtipos
dentro de una población. La diferencia fundamental
con los demás objetivos descritos es que en este caso
no se usan clases predefinidas. Un ejemplo ilustrativo
fue el de Alizadeh et al. [23] que estudiando diferentes
muestras de limfoma grande y difuso de células B
(DLBCL, del inglés Difusse large B-cell lymphoma)
lograron distinguir dos subgrupos o subclases de
DLBCL a partir de la expresión diferencial de cientos
de genes diferentes, estas diferencias a nivel molecular
estaban acompañadas de diferencias clínicas entre
estos subgrupos. Ello sugirió que los dos subgrupos
se debían considerar como enfermedades diferentes.

Selección de la plataforma experimental
apropiada
Antes de definir el tipo de diseño experimental es
recomendable decidir el tipo de plataforma o mi-
croarreglo que será utilizado porque ello determina-
rá el número de variables (genes) cuyos perfiles de
expresión serán estudiados. Este número influye di-
rectamente en el diseño experimental y de forma
particular, en la definición del número mínimo de
muestras a incluir.

El uso de microarreglos de cobertura genómica, es
decir, aquellos que incluyen todos o la mayoría de
los genes de un genoma, solo se justifica si la pregun-
ta que se desea responder requiere un análisis masivo
de todos los genes del organismo en estudio. Si por el
contrario, solo interesa el análisis de un número li-
mitado de genes, otras tecnologías pueden resultar
más económicas y precisas, como pudiera ser Reac-
ción en cadena de la polimerasa con transcripción
reversa (RT-PCR, del inglés Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction).

Otra alternativa sería emplear arreglos que inclu-
yeran un número menor de genes, pero relacionados
con la pregunta biológica que se pretende responder.
Este tipo de arreglos se ofrece por varias firmas co-
merciales e incluye conjuntos de genes previamente
identificados por su relación con una enfermedad, vía
metabólica u otra función biológica. Su empleo tiene
ventajas por el menor número de variables a analizar
y la segura reducción de costos del experimento, su
desventaja principal es que el estudio se reduce a un
número de genes previamente identificados por su re-
lación con el hecho en estudio y limita las posibilidades
de obtener resultados originales. Es también posible

hacer un diseño propio de un arreglo de genes, definido
con las herramientas de análisis del investigador, pero
este tema no será abordado en el presente trabajo.

Breve descripción de las tecnologías
más empleadas
A pesar de que existen varias tecnologías para la
producción de microarreglos, las de ADNc [27] y
Affymetrix [28, 34] son las más utilizadas por los in-
vestigadores.

ADNc. Las sondas de ADN de cada gen se impri-
men en un soporte sólido, más comúnmente vidrio, en
forma de arreglo bidimensional mediante el uso de
robots. Se usan 2 muestras de ARN, cada una con un
marcaje fluorescente diferente (usualmente con los
fluoróforos Cy5 y Cy3). Ambas muestras se hibridan
simultáneamente en el arreglo. Una vez efectuada la
lectura de la señal, los valores de intensidades genera-
dos son una medida de los niveles de expresión de los
genes que están representados. Las 2 muestras uti-
lizadas pueden corresponder a dos condiciones que se
deseen comparar para determinar la expresión relativa
entre ellas o se pueden parear las muestras de interés
con una única muestra control. De esta forma se obtiene
la expresión de cada una respecto al control, lo que
permitirá a su vez comparar la expresión de cualquier
par de muestras. Existen también tecnologías ADNc
que utilizan sondas impresas sobre membranas de
nylon y marcaje radioactivo de la muestra.

Affymetrix. Por cada gen se selecciona un conjunto
de sondas representativas y por cada una de estas son-
das se imprime un par PM-MM como se describió an-
teriormente. En este caso, la impresión ocurre sobre un
chip de silicona [40]. Cada muestra a analizar es marcada
e hibridada individualmente en un arreglo. Después de
un proceso de lavado, el nivel de expresión de cada gen
es estimado por un algoritmo que analiza las intensi-
dades de los conjuntos de pares PM-MM correspon-
dientes a cada gen. En esta tecnología, la longitud de las
sondas empleadas es más pequeña que en los arreglos
de ADNc. La firma Affymetrix, en unos de sus productos
más recientes, el Human Gene 1.0 ST Array, emplea
sondas de 25 pb para cerca de 29 000 genes humanos,
cada uno representado por aproximadamente 26 son-
das diferentes distribuidas a lo largo del gen corres-
pondiente, lo que hace un total de mas de 750 000 son-
das diferentes. Cada sonda se imprime en un área de 5
micras de lado (http://www. affymetrix.com/).

Para decidir el uso de una u otra plataforma debe
tenerse en cuenta las ventajas y desventajas de ambas.
La tecnología Affymetrix es más confiable pero más
costosa que la de ADNc. Además, la posibilidad de
doble marcaje en ADNc puede abaratar el experimento
si se reduce el número de arreglos en dependencia del
tipo de diseño que se seleccione. Affymetrix es más
precisa y reproducible que ADNc. Las sondas en los
arreglos de Affymetrix son más homogéneas y menos
variables que en los arreglos ADNc y logra menor
variabilidad entre arreglos debido a que minimiza los
efectos por la distribución de las muestras dentro del
arreglo durante la hibridación, mientras que en ADNc
esta distribución no es uniforme. Estos elementos
hacen que varios laboratorios se propongan los prime-
ros experimentos con la tecnología Affymetrix sobre
un chip con cobertura del genoma completo, hacen
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una selección de cientos de genes, que luego analizan
con otras tecnologías más baratas y menos precisas,
como la de ADNc, en mayor número de replicas, pre-
feriblemente biológicas.

Selección del tipo de diseño

Una vez establecida la pregunta biológica, el objetivo
del experimento y el tipo de plataforma es posible
seleccionar el diseño experimental que mejor corres-
ponda. Hay una diferencia importante entre, por
ejemplo, utilizar microarreglos del tipo Affymetrix y
del tipo ADNc de doble marcaje. En el primer caso,
cada muestra es marcada e hibridada en arreglos
independientes mientras que en arreglos de ADNc,
generalmente se usa doble marcaje de manera que en
un mismo arreglo se combinan 2 muestras diferentes
que pueden ser una de las muestras en estudio y una
muestra control o dos muestras provenientes de con-
diciones que se desee comparar.

En los experimentos de ADNc, a causa de la dife-
rencia de eficiencia en el marcaje de los dos fluorófo-
ros [41, 42] ( al evaluar una misma muestra con dos
marcadores, las intensidades de expresión difieren
según el fluoróforo utilizado) se hace necesario hacer
replicas con marcaje reverso. Dobbin et al. [41, 43]
plantean que no es necesario hacerlas para cada par
de muestras A y B, sino que puede hacerse el reverso
usando replicas biológicas de A y B, es decir, un mar-
caje balanceado para ganar en eficiencia. Posterior-
mente al realizar una normalización a partir del marcaje
reverso se eliminan los sesgos promedios por marcaje
aunque pueden quedar sesgos específicos a genes en
particular.

Existen varios tipos de diseños de experimentos
que se repiten en los estudios con microarreglos de
ADNc, el más usado y recomendado es el de referen-
cia. A continuación se describen brevemente los más
importantes.

Diseño de referencia. Se basa en el uso de una
muestra de referencia, preferiblemente universal, que
se hibrida en cada arreglo al igual que la muestra de
interés (Figura 4a). Para facilitar la posterior compa-
ración entre experimentos, se recomienda que los
laboratorios usen la misma muestra de referencia en
todos los experimentos [44, 45]. Este tipo de diseño
facilita la inclusión de nuevas muestras pasado un
periodo de tiempo. Su mayor desventaja es que la
mitad de las hibridaciones se realizan con la muestra
de referencia, lo que aumenta los costos.

Diseño en bloque balanceado. Esta es una alter-
nativa de diseño propuesta por Dobbin y Simon [46]
que consiste en aplicar una muestra diferente de cada
grupo en cada arreglo, alternando el orden de la asig-
nación de fluoróforos a las muestras según el grupo a
que pertenecen (Figura 4b). Este diseño puede uti-
lizarse en situaciones simples donde se quieren com-
parar 2 tipos de muestras. Es un diseño muy eficiente
en cuanto al número de arreglos a emplear, por cada
par de muestras a comparar se utiliza un solo arreglo,
pero tiene como desventajas que se dificultan el uso
de los métodos de agrupamiento y las comparaciones
de perfiles de expresión entre diferentes arreglos y
grupos experimentales.

Diseño en lazo. Propuesto por Kerr y Churchill [47],
en este diseño los pares de muestras a comparar se

distribuyen de forma tal que cada muestra se hibrida en
dos arreglos diferentes, en cada caso con un fluoróforo
diferente, en la forma que se muestra en la figura 4c.
Este diseño requiere del doble de arreglos que el de
bloque balanceado, dificulta el uso de métodos de
agrupamiento y requiere métodos de análisis más
complejos que el del diseño de referencia. Por estas
razones es poco usado.

Fuentes de variabilidad en el diseño
Algunas fuentes de variabilidad a tener en cuenta en el
diseño de experimento de microarreglos ya se han re-
ferido. A continuación se enumeran las que se conside-
ran más importantes:

-   La heterogeneidad biológica de la población y las
muestras en estudio.

-  El proceso de colección y de manipulación de
muestras.

-   La extracción de ARN y la amplificación de ARN
en el caso de que se realice.

-   El marcaje de las muestras (eficiencia del marcaje,
propiedades físicas del fluoróforo).

-   La hibridación y lectura en dependencia del voltaje
PMT y potencia del láser.

Pequeñas variaciones en las condiciones señaladas
pueden inducir cambios significativos en los valores
de expresión de los genes en estudio, que darían como
resultado predicciones erróneas. Sin embargo estos
sesgos en los datos de microarreglos pueden atenuarse
con controles adecuados, un número de replicas en
correspondencia con los niveles de variabilidad esti-
mados y la normalización estadística [48].

La contaminación del tejido que será analizado
también es una fuente de variabilidad a tomar en
consideración. Con el objetivo de obtener una mayor
precisión en la selección del tejido de las muestras a
estudiar se han utilizado técnicas como el LMM (Laser
Microbeam Microdissection) [13].

Figura 4. Tipos fundamentales de diseños de experimentos.
a) Diseño de referencia; b) Diseño en bloque balanceado;
c) Diseño en lazo. Ax, Bx representan dos conjuntos de muestras
en estudio y R representa una muestra de referencia. En el caso
a) siempre en cada chip se combina una muestra de interés con
una de referencia, mientras que en b) y c) se proponen alter-
nativas de diseños donde las mismas muestras en estudios
pueden funcionar como referencia.
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 Existe una relación de dependencia muy estrecha
entre el tipo de diseño, el objetivo y el método esta-
dístico para el análisis de los datos generados a partir
del diseño. En la tabla se puede observar una propuesta
para la elección del tipo de diseño de acuerdo con el
objetivo que se propone el experimento.

Selección de las muestras
El principio de homogeneidad es el principio básico
para la selección del material biológico en experimentos
de microarreglos [49], que se satisface si se construye
una población de controles como una muestra
aleatoria extraída de la misma población que los casos.
También se debe ser cuidadoso al seleccionar los casos
que serán incluidos en el estudio de manera que sus
características queden representadas. Estos estudios
de expresión de genes además deben conducirse de
manera que se cumpla el principio de comparabilidad
de la exactitud de las mediciones entre casos y contro-
les, por ejemplo, tumores vs tejidos sanos. Este prin-
cipio trata de disminuir los sesgos por errores en las
mediciones, es decir, que puedan ser diferentes en ca-
sos y controles.

Otro aspecto importante es la realización de un nú-
mero adecuado de replicas, que pueden ser técnicas o
biológicas. Las replicas técnicas van dirigidas a medir
la variabilidad experimental, realizadas ya sea ubi-
cando múltiples copias de un mismo gen en el arreglo
o evaluando una muestra en varios arreglos, pero no
están relacionadas con el fenómeno biológico en in-
vestigación. Por otra parte, las replicas biológicas se
proponen medir la variabilidad biológica entre los in-
dividuos de una población. A pesar de que las replicas
técnicas son importantes para aumentar la precisión,
no dan una medida de la variabilidad biológica, por
lo que varios autores plantean que es más provecho-
so y eficiente hacer replicas biológicas que técnicas
[50, 51]. Existen casos particulares en los que la re-
plicas técnicas serían de mucha utilidad, por ejemplo,
al evaluar un predictor de genes para el diagnostico
médico de un paciente.

En el presente trabajo no se aborda el tema de la de-
terminación del tamaño de muestra, que debe definirse
dentro del diseño del experimento por estar amplia-
mente divulgado en la literatura existente[52-56].

Realización del experimento de microarreglos

Pasos fundamentales
Con independencia de la tecnología utilizada, hay pa-
sos comunes que son imprescindibles en la realización

de un experimento, estos son: extracción de ARNm de
las muestras, hibridación de cada muestra en uno o
varios arreglos, lectura del arreglo y obtención de la
imagen, localización en la imagen del área correspon-
diente a cada uno de los pocillos y asignación de las
intensidades a cada gen como medida de su expresión
en la muestra hibridada.

En la figura 5 pueden observarse las principales
etapas para la obtención de los datos primarios de un
experimento de microarreglos. Si se considera que se
cuenta con chips impresos previamente, el experimento
consiste en la realización de procesos continuos de
marcaje, hibridación y lectura de las muestras en si-
milares condiciones experimentales y a continuación
cada chip se somete al análisis de imagen, que permite
conocer las intensidades de cada elemento del chip en
las muestras hibridadas.
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Figura 5. Principales etapas para la obtención de los datos pri-
marios de un experimento de microarreglos. Se ilustran las dos
tecnologías más utilizadas, ADNc a la izquierda y Affymetrix a
la derecha. Ambas tecnologías requieren de: la impresión del
chip, el marcaje de las muestras, hibridación de las muestras
en cada chip, lectura de las placas y empleo de un escáner para
los análisis de las imágenes. La diferencia fundamental entre
ellas está en el diseño e impresión de los chips.
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Tabla. Tipo de diseños de experimento recomendado según los objetivos del  experimento 

*Pue de observarse cómo el d iseño de referenc ia  funciona bien  para todos los objetivos definidos, además de permitir futuras 
comparacione s ent re experimentos. 

 

Objetivos / 
 Tipo de Diseño 

Referencia* Bloque balanceado Lazo 

Comparación  
de clases  

Se recomienda es te tipo  de 
dise ño para comparar más de 
dos cla ses 

Se recomienda este tipo  
de diseño para comparar 
dos clas es 

El d iseño en Lazo  es menos eficiente 
que el b loque balanceado y requiere 
métodos de aná lisis más complejos 
que el de referenc ia , generalmente 
no se recomie nda su uso 

Predicc ión  
de clases  

Se recomienda un dis eño de 
referenc ia para  predicc ión 

No se recomie nda No se recomienda 

Descubrimiento  
de clases  

Se recomienda un dis eño de 
referenc ia para  ejecu tar 
métodos de clust ering 

No se recomie nda No se recomienda 
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Otras recomendaciones
-  Debe ser realizado cada experimento por un único

investigador.
-  Debe aleatorizarse la asignación de arreglos en

cada hibridación.
-  Es necesario antes de aplicar un tratamiento

conocer las diferencias de base entre los tejidos a
comparar.

-   Considerar que si la variabilidad de la población
es alta, se obtiene poca ventaja al usar un tipo de
diseño que no sea el de referencia.

Conclusiones
En el resumen de las diferentes etapas involucradas
en el diseño y la realización de un experimento de
microarreglos, en el que se describen brevemente las
principales tecnologías y los objetivos fundamentales
que han tenido los experimentos de microarreglos en

las investigaciones biomédicas, se ha destacado la im-
portancia de la etapa de diseño experimental y dentro
de ella, la necesidad de la definición de la pregunta
biológica para establecer los objetivos del experi-
mento y el diseño más adecuado. Se han expuesto
además algunas ideas y recomendaciones sobre esta
etapa que pueden ayudar al investigador a obtener
resultados más precisos y confiables. También se ha
propuesto el uso de datos públicos de microarreglos
para integrar este conocimiento a la búsqueda de los
mecanismos moleculares de enfermedades complejas
como el cáncer. Este punto se ejemplificó mediante
un análisis realizado con datos públicos de cáncer de
próstata. Es previsible el futuro desarrollo de la tec-
nología, que implicará una mayor precisión y gene-
ración de información, lo que sin dudas modificará
aspectos del diseño experimental y ampliará sus po-
sibles aplicaciones.

54.   Zien A, Fluck J, Zimmer R, Lengauer T.
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Comput Biol 2003; 10:653-67.

55.  Dobbin K, Simon R. Sample size de-
termination in microarray experiments for
class comparison and prognostic classifi-
cation. Biostatistics 2005;6:27-38.

56. Pawitan Y, Michiels S, Koscielny S,
Gusnanto A, Ploner A. False discovery ra-
te and sample size for microarray studies.
Bioinformatics 2005;21:3017-24.
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