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RESUMEN. El objetivo del presente trabajo consiste en realizar una actualizacién
de los ultimos desarrollos llevados a cabo en la tecnologia relacionada con los micro-
arreglos de ADN y su aplicacién en la medicina. Los microarreglos de ADN surgen
de la necesidad de analizar la cantidad de informacién procedente de los grandes
proyectos de secuenciacién de genomas. Los “chips” o microarreglos de ADN son
una serie de sondas de ADN unidas a un soporte sélido en una disposicién regular y
prefijada. El acido nucleico diana que sera detectado puede ser ADN o ARN y previa-
mente a la hibridacién debe ser marcado con una sustancia fluorescente o radiactiva.
La principal ventaja con respecto a las técnicas de biologia molecular como la reaccién
en cadena de la polimerasa es que pueden detectarse en un Unico procesamiento
miles de genes. Sus aplicaciones clinicas estan en fase de desarrollo. Sin embargo,
cabe especular con algunas posibles aplicaciones futuras. Por ejemplo, Cancer, Aler-
gia, Inmunodeficiencias primarias, Enfermedades autoinmunes y Enfermedades
infecciosas. La posibilidad de poder medir simultdneamente la expresién de todos los
genes de un genoma, o al menos de una parte considerable de este, abre un abanico
de nuevas posibilidades muchas de las cuales atn estan por explorar.

ABSTRACT. The aim of the current work has been to do an updated review of the
last years in the development carried out in the technology of the DNA arrays and
their application in medical research. The DNA arrays emerge because the necessary
of analyzes the quantities information from the projects of the genomics sequences.
The DNA arrays or microchips are sets of DNA probes bound to a solid support in
a prefixed and regular disposition. The target nucleic acid that can be detected is
either DNA or RNA, which is previously labeled with a fluorochrome or a radioactive
compound. The main advantage with regards to other molecular biological tools, such
as polymerase chain reaction, is that thousands of genes can be detected in a single
procedure. The applications of the DNA arrays in the clinical field are in the phase
of research and development. However we can see some possible applications in
the future. For example: cancer, allergy, primary immunodeficiencies, autoimmune
diseases and Infections diseases. The possibilities of measuring simultaneously the
expression of all genes in the genome or at least great part of this, opens new pos-
sibilities, however, many of them are still unexplored.

INTRODUCCION

Un microarreglo de ADN (tam-
bién denominado DNA chip, oligo-
nucleotide DNA chip o gene chip)
consiste en multiples fragmentos
de ADN complementario (cada uno
de los cuales representa un gen
diferente) adheridos a un soporte
fisico concreto (vidrio, plastico,
silicona, etc.) y agrupados de manera
ordenada (filas y columnas) segun

su funcién (receptores, hormonas,
factores de transcripcién, citocinas,
etc.). Los microarreglos de ADN hoy
enusoincluyen entre 9000y 40 000 frag-
mentos de ADNc (genes) por cm?.
Por tanto, disponen virtualmente
de la expresiéon de todo el genoma
en estudio.!?

Utilidad de un microarreglo de
ADN

Un microarreglo de ADN sirve
para determinar la expresién gené-
tica completa de un tejido en un
momento determinado. Esta “foto
genética transversal” de un tejido
concreto se denomina “transcrip-
toma”. El transcriptoma, al con-
trario que el genoma (conjunto de
todos los genes existentes en una
célula), cambia continuamente en
respuesta a cambios en las condi-
ciones microambientales celulares
o tisulares (temperatura, pH, PO,,
citocinas, hormonas, etc.). Por tanto,
la interpretacién del transcriptoma
objeto de estudio requiere necesa-
riamente de su comparacién con el
de un tejido control. El microarreglo
de ADN permite esta comparacion,
que se conoce con el nombre de di-
fferential display.?

Metodologia del microarreglo
de ADN

El procedimiento para comparar
el transcriptoma del tejido o cultivo
celular objeto de estudio con el trans-
criptoma control es relativamente
simple (Fig. 1). En primer lugar,
se debe aislar el ARNm de ambos
tejidos y, a partir de cada uno de
ellos, obtener sus correspondientes
ADNc. Estas moléculas de ADNc
deben marcarse con un compuesto
fluorescente, que sera diferente en
los tejidos objeto de estudio y el
control. En general, el ADNc del
tejido objeto de estudio se marca
con el compuesto fluorescente Cy3
(que emite fluorescencia a una
longitud de onda de 588 nm, lo que
en el espectro corresponderia a un
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Fig. 1. Metodologia basica de un microarreglo de ADN.

color cercano al rojo) y el del tejido
control con el compuesto Cy 5 (que
emite fluorescencia a una longitud
de onda de 680 nm, lo que en el
espectro corresponderia a un color
entre naranja y amarillo).

A continuacién, se mezclan am-
bos ADNc marcados y se incuban
juntos en el microarreglo de ADN,
para que cada especie de ADNc hi-
bride (se una) especificamente a su
ADNc complementario inmovilizado
en el microarreglo de ADN. Cuanto
mayor sea la hibridacién de una es-
pecie determinada de ADNc marca-
do con el ADNc del microarreglo de
ADN, mayor sera la expresion tisular
original del ARNm correspondiente
(expresoma). Pero, ¢cémo se evalia
la cantidad de hibridacién exis-
tente? Se calcula determinando la
longitud de onda emitida por cada
uno de los dos ADNc incubados.
Para ello, el sistema lector del ADN
microarreglo de ADN asigna un
codigo informatico de colores a la
cantidad de fluorescencia emitida.
Si hay mayor hibridacién del ADNc
de la condicién patolégica (roja), el
componente rojo de la emisién pre-
dominarg, y viceversa, cuando sea
mayor la hibridaciéon del ADNc de
la condicién control, el componente
amarillo de la emisién sera el que

predomine (Fig. 1). Cuando la hibri-
daciéon del ADNc de los dos tejidos
estudiados sea similar, el programa
informatico asignara un cédigo de
color verde (Fig. 1). Hay que tener
en cuenta que esta diferencia de
emisién debe evaluarse en cada
uno de los pocillos del microarreglo
de ADN (es decir, para cada uno de
los ADNc genes evaluados). De esta
manera, se compara la expresiéon de
todos los genes representados en el
microarreglo de ADN (hasta 40 000)
en el tejido estudio frente al tejido
control (differential display).!

6Como interpretar la infor-
macion proporcionada por un
microarreglo de ADN?

El microarreglo de ADN propor-
ciona informacién sobre los genes que
han variado su expresion (tanto en el
sentido de su sobreexpresién como
en el de su represién) en respuesta
a unas condiciones experimentales
o fisiopatolégicas determinadas. En
definitiva, el microarreglo de ADN
proporciona el transcriptoma car-
acteristico de dichas condiciones. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que
la alteracién en la expresién de estos
genes puede ser causa o consecuencia
de la enfermedad estudiada. Elinves-
tigador debera, entonces, elaborar

nuevas hipétesis de trabajo para
diferenciar ambas posibilidades. Por
consiguiente, la tecnologia del mi-
croarreglo de ADN debe considerarse
como una tecnologia “generadora de
hipétesis” y no como una tecnologia
capaz de cerrar definitivamente
cuestiones pendientes. No obstante,
permite que dichas hipétesis se con-
creten sobre un niimero reducido de
genes y, lo que es mas importante,
que dichas hipoétesis se basen sobre
datos objetivos (el transcriptoma
especifico para esas condiciones
experimentales), y no sobre la inter-
pretacion de la bibliografia cientifica
o en las preferencias subjetivas de
cada investigador.’*

APLICACIONES POTENCIALES
DEL MICROARREGLO DE ADN EN
ENFERMEDADES EN HUMANOS

Esta es una tecnologia tan re-
ciente que todavia se encuentra
circunscrita al &mbito de la inves-
tigacién. Sus aplicaciones clinicas
estan en fase de desarrollo. Sin em-
bargo, cabe especular con algunas
posibles aplicaciones futuras.

Cancer

Uno de los campos de mayor
aplicabilidad del microarreglo de
ADN es el estudio de las neoplasias
en areas tales como:

a) La comprensién de las bases
moleculares de la carcinogénesis:
los microarreglos de ADN han fa-
cilitado enormemente el estudio
global de los patrones de expresiéon
génica que conducen a la pérdida
de laregulacién del ciclo de divisién
celular y de la muerte celular progra-
mada (apoptosis), como mecanismos
esenciales de control involucrados
en la transformacién maligna. Par-
ticularmente, en neoplasias indu-
cidas por virus, los microarreglos
de ADN han permitido dilucidar
algunas de las vias de senalizacién
que ellos emplean para inducir la
transformacién.*?

b) La clasificacién y el pronéstico:
Las metodologias que existen actual-
mente para clasificar y establecer
un pronoéstico en muchos tipos de
neoplasias (por ejemplo leucemias)
aun son de dificil interpretaciéon y
en algunos casos no ofrecen mayor
informacién. El estudio y clasifi-
cacién de estos tumores mediante el
uso de micromatrices ha facilitado la
definicion de patrones de expresiéon
diferenciales que hacen posible un
acercamiento méas profundo a su
origen molecular. La comparacién
de estos resultados con los obtenidos
por métodos convencionales como la
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citometria de flujo para marcadores
de membrana y la citogenética, han
permitido establecer no sélo una
excelente correlacién diagnéstica,
sino que han impactado en aspectos
como la clasificacién, el tratamiento
y el pronédstico. Se espera que esta
tecnologia simplifique en tiempo y
en costos el diagnéstico, el manejoy
la determinacién del pronéstico de
muchos tipos de neoplasias.®

Un marcador tumoral es cual-
quier indicador bioquimico cuya de-
teccién en tejido o liquido biolégico
pueda indicar la presencia de un
tumor. Las matrices también han
permitido hallar potenciales mar-
cadores tumorales especificos. Las
células en un tejido normal expresan
diferentes genes cuya expresion es
afectada por el proceso de transfor-
macién maligna (antigeno asociado
atumor) que genera moléculas “Uni-
cas” en forma anémala.”

Un ejemplo de ello es el cancer
de préstata en el cual el estudio con
micromatrices ha facilitado la iden-
tificacién de genes que se expresen
sélo en prostata, pero que alteran su
expresiéon Unicamente en el tejido
neoplasico y no en otras alteraciones
como hipertrofia prostatica o pros-
tatitis.

c) Seguimiento de metastasis:
en tumores tales como en el mela-
noma se ha podido determinar la
expresion diferencial negativa de
genes relacionados en la adhesién
celular y con el complejo mayor de
histocompatibilidad, que hacen po-
sible diferenciar los melanomas con
potencial metastatico.”

Alergia

Aunque son pocos los trabajos
publicados acerca del uso de mi-
croarreglo de ADN en esta area,
estudios preliminares en primates
han revelado perfiles de expresiéon
diferencial de genes obtenidos de
células del fluido bronquial, luego
de estimulacién con alérgenos e
interleuquina 4. En este estudio, se
pudo determinar el pico maximo de
expresion génica 4 h después de la
inhalacién del alérgeno especifico y
expresion diferencial de quimioquinas,
asicomo de factores de remodelacion
tisular y agentes antioxidantes. Estos
estudios y otros que utilicen modelos
de expresiéon global podran mejorar
el entendimiento de la fisiopatologia
de las enfermedades alérgicas.??

En el campo del diagnoéstico aler-
golégico, el microarreglo de ADN
brinda la posibilidad de detectar in-
munoglobulina IgE especifica para
los alérgenos sensibilizantes. Es de

esperarse que en las enfermedades
alérgicas se intensifiquen los estu-
dios con esta tecnologia, pues el
hallazgo de nuevos blancos terapéu-
ticos para estas enfermedades tiene
una amplia relacién costo-beneficio.

Inmunodeficiencias primarias

En anos recientes el estudio mo-
lecular de las inmunodeficiencias
primarias ha permitido conocer en
detalle el funcionamiento de mul-
tiples componentes del sistema
inmune. No obstante, el empleo
del microarreglo de ADN promete
ofrecer una visién global de los
trastornos celulares que resultan de
la ausencia de un producto critico
para el adecuado funcionamiento
del sistema inmune. En un estu-
dio reciente con dos pacientes que
sufrian inmunodeficiencia com-
binada severa de origen molecular
desconocido se traté de determinar
el origen y consecuencia de la acti-
vaciéon defectuosa de los linfocitos T.
Los resultados no sélo permitieron
establecer las posibles vias de acti-
vacién de los linfocitos que estaban
comprometidas sino que también
lograron demostrar la complejidad
y las posibilidades de cambios en
la expresion génica durante la acti-
vacion de las células T.

En otro estudio se comparé la
expresién génica por medio de mi-
croarreglo de ADN de linfocitos B
transformados provenientes de un
paciente con gammaglobulinemia
congénita y un control sano, se en-
contr6 una expresién disminuida en
9 secuencias de funcién descono-
cida y expresiéon aumentada de los
genes Fyn, Hck y CyplB1. Estos
hallazgos demostraron la posibilidad
de utilizar esta metodologia para
estudiar la influencia de las muta-
ciones del gen Btk en los linfoctios
B de estos pacientes.!’

Enfermedades autoinmunes

El amplio espectro de genes
involucrados en la patogenia de las
enfermedades autoinmunes y que
potencialmente afectan el curso de
estas, hace que el microarreglo de
ADN sea practico para el analisis de
estas afecciones. En casos tales como
la artritis reumatoidea, en la que se
observa una respuesta inflamatoria
cronica del tejido sinovial y cartilagi-
noso, los estudios realizados con el
microarreglo de ADN han revelado la
sobreexpresién de genes, tales como
la interleuquina 3, la quimioquina
GROa, la metaloproteasa de matriz
metaloelastasa, el inhibidor de la
metaloproteasa 1y la cadena liviana

de la ferritina. Se postula que estos
genes podrian participar en el desa-
rrollo inflamatorio caracteristico de
esta enfermedad.!!

Enfermedades infecciosas

En el estudio de las enferme-
dades infecciosas el microarreglo de
ADN ha sido de gran utilidad ya que
es posible visualizar la manera cémo
los diferentes genes se modulan del
sistema inmune simultdneamente
en respuesta al reto infeccioso. Asi,
se han encontrado patrones de ex-
presiéon génica diferenciales en las
células afectadas por microorgan-
ismos como: Helicobacter pilory,'?
Bordetella pertussis,’* Toxoplasma
gondii,** Tripanosoma cruzi,' virus
coxsackie B3,'% citomegalovirus,!”
papilloma virus humano 3 y virus
del sarampién,’® entre otros. Estos
estudios han permitido dilucidar
la forma en la cual las células hos-
pederas son influenciadas por los
diferentes tipos de infeccién y la
respuesta que ellas generan.

Estos estudios no sélo han per-
mitido conocer la interaccién entre
el hospedero y los microorganismos;
sino que también han facilitado la
identificacién de nuevos blancos de
vacunas' e incluso el reconocimien-
to de nuevos factores de virulencia.?
La identificacién molecular de
microorganismos?! y una mayor pre-
cision de las pruebas seroldgicas,?
constituyen otras de las aplicaciones
del microarreglo de ADN que en un
futuro cercano se beneficiaran de
esta tecnologia.

CONCLUSIONES

Las promesas que surgieron hace
unos anos respecto a la tecnologia
de microarreglo de ADN con apli-
caciones en la salud humana se
han cumplido con creces y hoy por
hoy, supone una herramienta im-
prescindible en cualquier proyecto
de gendémica y proteémica. Resulta
de especial importancia no solo el
mayor numero de investigaciones
que emplean esta tecnologia, sino
las diferentes aplicaciones que han
surgido de ella.
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