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AVANCES EN MEDICINA

Microarreglos: herramienta para el conocimiento
de las enfermedades

Guido Lastra L%, Camila Manrique A.

Resumen técnicas que se han utilizado para facilitar la identi-
ficacién y la clasificacion de estas secuencias son

En este articulo analizamos la importancia de )
P los Arreglos de MatriZ.

los microarreglos como herramienta para el co-
nocimiento de las enfermedades, la forma como se Con el nombre de Arreglos de Matriz se ha deno-
estudian, su clasificacion y diferentes tipos, y la minado la técnica de biologia molecular por medio
forma como se analizan los datos y las aplicacio-de la cual es posible inmovilizar en un plato mate-
nes clinicas de los microarreglos de ADN. rial genético conocido y luego hibridizarlo con ma-
terial genético marcado para estudibas técnicas
de arreglos de matriz se desarrollaron inicialmente
como parte complementaria del proyecto genoma

Palabras clave: microarreglos, ADN, ADNc,
ARN, ARNm, oligonucledétidos.

Summary humano con el fin de analizar acido desoxirribo-
In this paper we analyzed the importance of the nucleico (ADN) por hibridizacioh
microarrays like tool for the knowledge of the dis- Las técnicas iniciales de arreglos de matriz han

eases, the form as they are study, its classificationsido remplazadas por los Microarreglos de ABN
and different types, and the form as the data and En 1994 Affymetrix (compafiia de biotecnologia
the clinical applications of the DNA microarrays californiana) desarrolld, por medio de técnicas
are analyzed fotolitograficas, arreglos de ADN de alta densidad.
Arreglos de menor tamafio se idearon ulteriormente
constituyendo los microarreglos de ADN o CHIPS.
Los microarreglos modernos pueden contener
., aproximadamente 20.000 a 30.000 génés cual
Introduccion hace posible que en un Gnico microarreglo se pueda

El proyecto Genoma Humano arroj6 gran Cantp_studiar todo el genoma de especies como la huma-

dad de informacion y de anotaciones sobre el genofify €" platos o losas de 1 a 2*&m

humano; sin embargo el conocer la funcion de cadalLos microarreglos constituyen un importante

una de las secuencias identificadas es un campoag@nce ya que permiten evaluar, en un espacio re-

el que adn se trabaja de forma activa, y una de léscido, la expresion de un gran nimero de genes.
Es posible conocer la expresion génica en una Unica
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célula, comparar la expresion génica entre una célmplicaciones en el analisis de los datos obtenidos,
la sana y una enferma, y también estudiar la expse€n el tipo de conclusiones que se obtendran.

sion genica entre diferentes tejidos. Posterior a la hibridizacion se debe llevar el expe-

A pesar de su reciente introduccién, esta tecntimento a la lectura. La marcacion fluorescente de los
logia ha experimentado un gran auge al proveern@siduos se hace evidente mediante laser, camara y
de una herramienta que permite realizar avances rdicroscopio que crean una imagen digital del arre-
pidos en el conocimiento de diversas patologias d@#o. Estos datos se llevan al computador y un progra-
de el punto de vista de la biologia molecular. ma analiza la emision de colores. Cada punto en el
arreglo se asocia con un gen en particular, y depen-
diendo del tipo de arreglo, los colores obtenidos apor-
taran informacion sobre la expresion génita

Los arreglos de ADN son placas de vidrio, nylon Tipos de Microarreglos
o silicona, compuestas por pozos de 100-300mm, _ . .
en las cuales cientos o miles de secuencias de geneEXISten 3 clases de sondas que pueden ser utili-
se inmovilizan. El material genético fijado a la basg®das para el disefio de microarreglos: dos son
puede ser ADN, ADN complementario (ADNc) ydenomicas (unas pueden detectar pérdida 0 ganan-
oligonucledtidost. El uso de oligonucledtidos, auncias de genes y otras pueden detectar mutaciones en
cuando es mas exigente técnicamente, tiene la vEhADN) y una es transcriptomica (mide los niveles
taja de no requerir para su manufactura la entrad&&ARNM). La diferencia entre cada una de ellas es
grandes librerias de ADNc y de distinguir entre s& tipo de ADN que se inmoviliza en los platos
cuencias con alto grado de similitud y variantes de Microarreglos que detectan cambios en la
splicing; sin embargo su precio es mas eletado  expresion génica

_El proceso de los microarreglos basado en la cyando se desea determinar un cambio en el ni-
hibridizacion utiliza moléculas de acidos nucleicoge| de expresion de cierto gen, debe realizarse un
(ADN, ADNc u oligonucledtidos) que funcionananglisis de expresién por microarreglos, con los lla-
como sondas y se hibridan con acidos nucleicos cOfjados CHIPS de expresion. EI ADN inmovilizado
plementarios provenientes de la muestra en estudigr hibridacion es ADNc producto de ARNm de
los cuales han sido marcados por diferentes metod@§nes conocidos. Este proviene de células de teji-

Generalmente, los blancos se generan a partir @S sanos (control) y enfermos (muestra a estudio).
acido ribonucleico mensajero (ARNm) de la célul®i Un gen se sobreexpresa en cierta enfermedad,
o tejido de interés que se convierte en ADNc. SBayor cantidad de ADNc se hibridizara en el punto
necesitan en promedio 1 a 2 microgramos de ARNHPO) que representa el gen afectado; por consiguien-
o 10 microgramos de ARN para el disefio ddf las intensidades de fluorescencia seran disimiles
microarreglé. Los blancos estan marcados con m&ntre el grupo a estudio y el grupo control. Una vez
terial fluorescente (Cy3, Cy5 o biotina) que lueg@ue se caractericen los genes involucrados en cier-

puede ser detectado mediante fotoimagen o escaf@ enfermedades, el ADNc de las células humanas
de fluorescencia. podra ser hibridizado para determinar si la persona

tiene el patron de expresion génica relacionada con

_La alta re_producibil_idad de los e_xperimentc_)s COQIguna enfermedad, y se lograra un diagnéstico y
oligonucledtidos permite comparaciones precisas t&tamiento oportunos.

las sefales generadas usando muestras hibridizadas
en diferentes arreglos. Lospotted arraysson Los CHIPS de expresion génica también pueden
microarreglos en que un robot coloca en puntosS&r usados para determinar cambios en la expresion
spotsdeterminados el ADNc (al contrario de loglurante un periodo de tiempo, como por ejemplo du-
microarreglos de oligonucleétidos en que el matéante el ciclo celular. Esto representa una importante
rial se sintetizan situ); no permiten, sin embargo, herramienta en la investigacion en cancer, ya que se
una comparacion suficientemente exacta entre difgedrian identificar por este métodos nuevos marcado-
rentes experimentésEstas consideraciones tienemes cancerigenos con propdsitos diagnoésticos.

Microarreglos de ADN
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Adicionalmente proteinas que se expresan en las c&@UADN inmovilizado suele ser un Unico gen; el mate-

las tumorales en ciertas etapas del ciclo podrian coia colocado en otros pozos puede diferir solamente

vertirse en el blanco de nuevas estrategias terapéutiesis.uno 0 en unos cuantos nucleotidos. Un tipo de
secuencia que suele utilizarse para este tipo de anali-

Los CHIPS de expresién también pueden ser usa-

dos para desarrollar nuevos medicamentos, y 243 Son losSingle Nucleotide Polymorphis(8NP) o

) ) . .Polimorfismo de nucleétido Unicqo pequefia varia-
determinar si un medicamento afecta la expresion

. . . cion genética que puede ocurrir dentro del ADN de
de ciertos genes de células cancerigeffas LS . . .
un individuo. En este tipo de experimento se necesita

_ _ ADN genomico derivado de una muestra normal para
Microarreglos que detectan ganancias y ser usado en la mezcla de hibridizacion.
pérdidas de genes (pérdida de

g Una vez que los investigadores han establecido
heterogenicidad)

gue un SNP se relaciona con una enfermedad de in-
g[és, pueden usar la tecnologia para detectar quié-

Ciertas pérdidas o ganancias cromosomicas d . )
gs tienen o son susceptibles de tener la enfermedad.

tan relacionadas con la progresion del cancer y 18
patrones de estos cambios son importantes para es€Cuando el ADN genémico de un individuo se
tablecer un prondstico clinico. Con el uso dbibridiza con un arreglo cargado de varios SNPs, el
microarreglos y el analisis de sus resultados se pdbDN muestra farge?) se hibridizara con mayor fre-
dria predecir cuales regiones cromosémicas conti@encia con los SNPs asociados al individuo a estu-
nen genes que inician y mantienen procesa$o. Estos puntos del microarreglo tendran mayor
tumorales. Los resultados pueden ser visualizadthgorescencia y se demostrara que dicha persona es
en diagramas jerarquicos referidos como “model@sisceptible o tiene determinada enfermedad

en arbol de progresion del tumo Andlisis de datos de microarreglos

La técnica deMicroarreglos de Hibridizacion Hasta el momento no existe un método Gnico
G_enomlgad_(;omparatl\:)e_l permltei V|’suaI|ze:jr ganan- njversalmente aceptado para el andlisis de los da-
cias y pérdidas o cambios en el numero de copias e 'y a(in es controversial lo que se puede aprender

un gen particulgr involugrado en determinada pat@yp e biologia celular usando microarregfds
logia. En este tipo de microarreglos se usan grandes

porciones de ADN genémico que sirven como ADN El investigador puede usar los microarreglos para
inmovililizado en el plato y cada punto o spot de edgsponderse preguntas sobre los problemas bioldgicos
ADN representa una region cromosémica conocfle 2 diferentes manefapor un lado, el sujeto puede

da. La mezcla a hibridizar contendra ADN genomicgstar interesado sélo en encontrar un cambio particular

marcado, proveniente de tejido enfermo y tejido sar@ determinado gen que ayude a explicar cierta altera-
cién en un fenotipo (los chips de expresiébn menciona-

Si el nimero de copias del gen de interés estggs) |o que puede ser visto como una aproximacion
aumentadas, una gran cantidad de ADN de la Mugsea| al analisis de expresion génica. De otro lado, el
tra se hibridizara en los puntos o spots dehjetivo del investigador puede ser el de observar los
microarreglo que representan el gen involucradgatrones globales de la expresién génica para asi en-

mientras que al utilizar muestra proveniente de tefender la organizacion de las redes regulatorias génicas,
do sano solo un pequefio numero se hibridizara €8 decir una aproximacion global.

el mismo punto. Dicha diferencia en la cantidad de
material hibridizado podra reflejarse en fluorescen-
cias disimiles y asi serd detectado por el escéaner ylnicialmente el interés de los cientificos que usa-

Analisis local

por los programas de lectura. ban la tecnologia de los microarreglos se concentré
: , en la identificacion de genes individuales, cuya ex-
Microarreglos que detectan mutaciones en el - . ) 9 . 11€s, cuya €
ADN presién podia explicar un fenbmeno biolégico parti-

cular, pero posteriormente se evidencido que los
Cuando se utilizan los microarreglos para detectaxperimentos de microarreglos eran capaces de pro-
mutaciones o polimorfismos en una secuencia génicaucir largas listas de genes con expresion alterada
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(aumentada o disminuida), pero daban poca informatutaciones y descubrimientos de genes permitira
cion sobre cuales eran los cambios importantes paealizar grandes avances en la deteccién, seguimiento
establecer cierto fenotipo. Un estimulo particular y tratamiento de muchas patologias

estudio podria llevar a cambios en el ARNm de cien-

tos de genes: esto llevaria al investigador a dar impor- . o -
2 . todas las areas de conocimiento médico grandes
tancia so6lo a los genes gque ya tuvieran alguna funmﬁ)n . i ! . .
erramientas; es justo decir que es la oncologia el

0 caracteristica de interés descrita en la literatura; como .
. A ., area que mas provecho y avances ha alcanzado, mas
es de suponer, se introducirian sesgos en el analisis,_ .
T . no la unica.
generando pérdida en la validez de los resultados

La tecnologia de los microarreglos le ofrece a

. . A Por ejemplo, en el estudio de las leucemias agu-
A pesar de los inconvenientes, el analisis local %%

. X . i s se utilizaron los perfiles de expresion de 6817
microarreglos ha arrojado importantes resultados; asi L R
: ; .genes para distinguir entre leucemia linfoide aguda
se han reconocido genes previamente desconoci

gue son blanco de accion de algunos factores eEA) y leucemia mieloide aguda; 36 de 38 mues-

transcripcién oncogénicodMyC., WT1 53)° ras sin clasificar fueron correctamente designadas
P g ’ yp ' usando este método y se logr6 dividir con éxito las

Andlisis de redes de expresion génica poblaciones de Leucemia Linfoide Aguda (LLA)

El verdadero potencial de los microarreglos se fiovenientes de linfocitos Ty las provenientes de
vislumbrado cuando han sido usados para dar aprd{ifocitos B, asi como aclarar la presencia de 50 genes

maciones globales de patrones de expresién génigigdictores de la patogenia de la enfermédad

Se han realizado analisis a gran escala de cambios erEn el campo de la endocrinologia se han utiliza-
la_expresion génica de levadura y de organismos agi los microarreglos con especial interés en el estu-
males para identificar genes con patron de expresidip de la obesidad y la DM2.

similar. Para este fin se han desarrollado interesantes

programas computarizados que le facilitan al investi- >¢ han identificado genes relacionados con la
gador la realizacion del anélisis resistencia a la insulina en ratas; uno de estos genes,

- _ » el Cd36 o translocasa de acidos grasos, se mapeo en
Inicialmente, se deben identificar dentro de logna region cromosémica donde previamente se ha-
resultados del experimento los genes que presen{dg |ocalizado un gen de resistencia a la insulina, vy

cambios significativos. Lo anterior se realiza pogs alteraciones en este gen resultaron en fallas en el
medio de la filtracion de genes y la identificacion dgetapolismo de glucosa vy lipidos

genes activos. Luego de obtener datos depurados se )
aplican métodos de agrupamientclastering Se Nadler y colaboradores usaron los microarreglos
han descrito varios (agrupamiento jerarquico, m&e oligonucledtidos déffymetrixpara estudiar ra-
pas autoorganizantes, k-means), cada uno con végnes delgados y ratones obesos carentes de leptina
tajas y desventaja¥'2 Actualmente se recomienda(0b/ob) y determinaron cambios en el perfil de ex-
utilizar mas de una técnica con cada grupo de dat8sesion genica. Evidenciaron que en los ratones
La idea de identificaclusterso particiones de genesobesos se disminuye la expresion de genes que nor-
es que los genes que tienen patrones de expredgiddmente se expresan durante el periodo de dife-
cercanos contendrian mecanismos regulatorios iguwignciacion del adipocito (factores de trascripcion
les, y eventualmente se podrian crear mapas de c6REBP1, PPAR, C/EBRx y factores involucrados
trol de transcripcion exactos. Adicionalmente, logn el metabolismo lipidico como SCD1, ATP-
genes corregulados pueden ayudar a la asignacitrato liasa y glicerol 3 fosfato deshidrogenasa);
de funciones a genes descubieni@snova. asi mismo encontraron que se sobreexpresan genes
como el colageno proalfa 1, cuya expresion esta
disminuida durante la diferenciacion del adipocito.
Se concluye que el patron de expresion del
adipocito en el ratén obeso es reverso al patrén de
El uso de los microarreglos para desarrollar pegxpresion génica en el periodo de diferenciacion
files de expresion génica, genotipos, deteccion diel adiposito®.

Aplicaciones médicas de los
microarreglos de ADN
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Soukas y colaboradores también usaron micrtes lipolisis (Que se encuentran aumentados), lo que
arreglos de oligonucledtidos para estudiar los perfilse ha relacionado con resistencia a la obesidad

de expresion génica de ratones obesos con Infusion| oq anteriores ejemplos ilustran las posibilidades

de leptina y con restriccién de comida. Basalment&,ue los microarreglos de ADN abren para el mejor
se noto que el ARNm de muchos de 10 genggiendimiento de patologias convertidas hoy en epi-
involucrados en la adipogeénesis se encontraba §fimias mundiales como son la obesidad y la DM2.
menor cantidad al comparar los ratones obesos G88ro no se debe olvidar que habra que solucionar
los ratones delgados. Entre los genes afectados sefplemas como los altos costos que esta técnica
contraban el de la sintetasa de acidos grasos,if@y|ica, lo que puede hacerla de dificil alcance en
escualeno sintetasa y la glicerol 3 fosfato deshidrgaises como el nuestro, y la necesidad perfeccionar
genasa. La infusion de leptina y la restriccion de c@t an4lisis de sus resultados para un mejor aprove-

mida normalizaron solo algunos de los camBfos

Con los anteriores hallazgos se puede proponer
gue la falta de capacidad lipogénica del tejido adi-
poso del obeso recargaria de lipidos a los otros teji-
dos, y especialmente al higado y que si el higado %10
tolera dicha carga el obeso desarrollara diabétes

Shuit y colaboradore¥ usaron los microarreglos 5
de alta densidad para estudiar el papel de la glucosa
sobre la trascripcion génica en la célula beta. Dés
diferentes analisis de microarreglos demostraron que
la glucosa influencia la expresiéon de mdltiples genes
involucrados en metabolismo energético, en la se-
crecion de insulina, en el transporte de membrana,
en la trascripcion génica y en el metabolismo protei-
co. El andlisis funcional de algunos de tbssterso
agrupamientos identificados provee evidencia a fa-
vor del concepto de que la cataplerosis (conversion
de metabolitos mitocondriales a intermediarios
lipidicos) es una importante via en la activacion de
la célula beta independiente de canales de potasio
ATP dependientes. 0.

Castro-Chavez F. y cdfsestudiaron por medio
de microarreglos de ADN el efecto de la ausenciagy.
presencia del gen de la perilipina (plin) en ratones
sobre los perfiles de expresién génica. Los ratonts
sin perilipina son delgados y resistentes a la obesi-
dad. Por medio del uso de la técnica de microarreglos
se noté que en los ratones ppfin- habia una regu-
lacion a la alta cantidad de genes involucrados en Ja
3-oxidacion, en el ciclo de Krebs y en la cadena
mitocondrial de transporte de electrones, al mismig-
tiempo que se evidenciaba un regulacion a la baja
de los genes involucrados en la biosintesis de lipidgs.
Los autores proponen, con estos hallazgos, que en
ausencia de perilipina el tejido adiposo blanco acti-
va vias para gastar energia y librarse de los produc-

chamiento de los mismos.
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