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Venta de fasćıculos: Oficina Española de Patentes y Marcas. C/Panamá, 1 – 28036 Madrid

E
S

2
18

3
00

6
T

3



1 ES 2 183 006 T3 2

DESCRIPCION

Sistemas para generar y analizar matrices de
señales de salida est́imulo-respuesta.
Ámbito de la invención

El ámbito de la invención es la generación y el
análisis de perfiles de señales est́ımulo-respuesta
adaptados a sistemas de inteligencia artificial ba-
sados en ordenadores, tales como las redes neura-
les y los sistemas expertos, y su uso como modelos
para respuestas sistémicas.
Antecedentes

Los sistemas de Inteligencia Artificial (AI)
pueden integrar las funciones de acumulación, re-
conocimiento y almacenamiento de datos con pro-
tocolos de análisis y decisión de orden superior.
Los sistemas de AI, tales como los sistemas ex-
pertos y las redes neurales, hallan una amplia
aplicación en el análisis cuantitativo. Los siste-
mas expertos, t́ıpicamente, generan una estruc-
tura de datos individuales que se analiza según
una base de conocimientos, trabajando en con-
junto con una base de datos residente; véase, p.
ej., Holloway et al. (1993) patente de EE.UU.
N◦ 5.253.164, que fue sometida a una reciente
revisión judicial; GMIS Inc., 34 USP Q2d 1389
(1995) “MYCIN”, otro ejemplo, es un protocolo
de ordenadores que utiliza evaluaciones cĺınicas
individuales para generar una estructura de da-
tos personales que se analiza según una base de
conocimientos para predecir o diagnosticar el in-
farto de miocardio, y para determinar la admisión
hospitalaria (Goldman et al. (1988) New England
Journal of Medicine 318, 797-803).

Los sistemas de redes neurales son redes
de elementos de procesamiento interconectados,
cada uno de los cuales puede tener múltiples
señales de entrada, pero genera sólo una señal de
salida. Una red neural se entrena introduciendo
un conjunto de señales de entrenamiento, y co-
rrelacionando las respuestas. La red entrenada
se utiliza entonces para analizar señales nuevas.
Por ejemplo, las redes neurales han sido amplia-
mente usadas en aplicaciones de reconocimiento
de caracteres ópticos y de voz (p. ej., Colley et
al. (1993) patente de EE.UU. N◦ 5.251.268).

Los análisis de sistemas complejos tales co-
mo los organismos biológicos están especialme-
nte bien adaptados a los sistemas de AI. Comple-
jos patrones de est́ımulo-respuesta, inmanejables
de otra manera, pueden ser eficazmente analiza-
dos utilizando protocolos de deducción aplicados
a través de sistemas de AI. El desarrollo farma-
céutico, por ejemplo, requiere estudios a gran es-
cala de respuestas sistémicas a las modificaciones
de la estructura, la forma o la administración de
un medicamento. Actualmente, tal información
sistémica se suministra, habitualmente, por me-
dio de modelos animales vivos que son costosos
y que ofrecen señales de salida limitadas relati-
vamente nada informativas (muerte, pérdida de
peso, etc.), y que a menudo enmascaran las nu-
merosas inhibiciones y activaciones de las rutas
bioqúımicas que subyacen en la respuesta medida
de los organismos. Se han descrito múltiples pro-
cedimientos basados en cultivos celulares o in vi-
tro para identificar los compuestos con un efecto
biológico particular mediante la activación de un
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informador unido (p. ej., Gadski et al. (1992) do-
cumento EP 92304902.7 describe procedimientos
para sustancias que regulan la śıntesis de una apo-
lipoprotéına; Evans et al. (1991), en la patente
de EE.UU. N◦ 4.981.784, describe procedimien-
tos para identificar el “ligando” (una molécula pe-
queña que se une a una molécula grande) para un
receptor, y Farr et al. (1994) WO 94/17208 des-
cribe procedimientos y equipos que utilizan po-
tenciadores del estrés para determinar la toxici-
dad de un compuesto.

La presente invención combina estos enfoques
para ofrecer un análisis in vitro, o basado en cul-
tivo celular, de patrones de respuesta sistémicos.
En particular, la invención incluye procedimien-
tos sofisticados para generar y analizar patrones
de respuesta sumamente informativos de la inhi-
bición y la activación est́ımulo-sistémicos.
Resumen de la invención

La invención proporciona sistemas y procedi-
mientos para generar una base de datos de ma-
trices de señales de salida y para analizar una
matriz de señales de salida por comparación con
una base de datos de matrices de señales de sa-
lida, para correlacionar candidatos con est́ımulos
y respuestas.

La generación de una base de datos de matri-
ces de señales de salida según la invención incluye:
(i) construir una matriz f́ısica estimulada; (ii) de-
tectar una señal f́ısica en cada unidad de la matriz
f́ısica; (iii) transducir cada señal f́ısica para gene-
rar una correspondiente señal de salida eléctrica;
(iv) almacenar cada señal de salida en una es-
tructura de datos matriciales de señales de salida,
asociando cada señal de salida con las coordena-
das X e Y de la correspondiente unidad matricial
f́ısica y el est́ımulo; y (v) repetir las etapas (i) -
(iv) para almacenar iterativamente las estructu-
ras de datos matriciales de señales de salida para
múltiples est́ımulos, a fin de formar una base de
datos matriciales de señales de salida, indexando
por est́ımulos las estructuras de datos matriciales
de señales de salida.

El análisis de una matriz de señales de sa-
lida por comparación con una base de datos
de matrices de señales de salida, según la pre-
sente invención, incluye: (a) construir una ma-
triz f́ısica estimulada; (b) detectar una señal f́ısica
en cada unidad de la matriz f́ısica; (c) transducir
cada señal f́ısica para generar una correspondiente
señal de salida eléctrica; (d) almacenar cada señal
de salida en una estructura de datos matriciales
de señales de salida, asociando cada señal de sa-
lida con las coordenadas X e Y de la unidad co-
rrespondiente de la matriz f́ısica y el est́ımulo; y
(e) comparar la estructura de datos matriciales de
señales de salida de la etapa (d) con una base de
datos de matrices de señales de salida producida
mediante el procedimiento precedente de generar
una base de datos de matrices de señales de sa-
lida.

Las matrices f́ısicas estimuladas comprenden
una formación ordenada de unidades que tienen
coordenadas X e Y. Cada unidad encierra (1) un
respondedor distinto de un ser viviente o bien
una sonda que corresponde a un tal respondedor
distinto y (2) un identificador para el responde-
dor o sonda. Al ser viviente se le proporciona
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un est́ımulo capaz de reprimir los respondedores
de múltiples unidades, y el identificador propor-
ciona una señal f́ısica correspondiente a la inhi-
bición de tal respondedor distinto. Las forma-
ciones pueden comprender la gama completa de
respondedores del organismo, que pueden ser ge-
nes, elementos reguladores de genes, transcripcio-
nes de genes o traducciones de genes, o una clase o
subconjunto funcional predeterminado de la gama
completa del organismo. En una realización pre-
ferida, la formación comprende un conjunto sufi-
ciente de respondedores para deducir la acción de
un est́ımulo, no importa cuál sea su mecanismo
de acción.
Breve descripción de las figuras

La Figura 1 es una vista general de un sistema
de análisis matricial.

La Figura 2 es un diagrama de flujo que repre-
senta las etapas llevadas a cabo al generar
una base de datos matriciales de señales de
salida.

La Figura 3 es un diagrama que representa una
matriz f́ısica estimulada.

La Figura 4 es un diagrama de flujo que re-
presenta las etapas llevadas a cabo al ge-
nerar una estructura de datos matriciales
de señales de salida y comparar dicha es-
tructura de datos con una base de datos de
matrices de señales de salida.

La Figura 5 es un esquema de un sistema experto
de diseño, que puede utilizarse para analizar
un perfil de señal de salida.

La Figura 6 es un diagrama de flujo que repre-
senta las etapas llevadas a cabo al generar
un perfil de respuesta de salida de matriz in-
formadora genética para un est́ımulo desco-
nocido, las tablas de regulación, los perfiles
de respuesta de referencia basal, los perfiles
de respuesta qúımica conocidos, y los perfi-
les de respuesta genética conocidos.

La Figura 7 es un diagrama de flujo que repre-
senta las etapas llevadas a cabo al analizar
un perfil de respuesta de salida de matriz
informadora genética para un est́ımulo des-
conocido.

Descripción detallada de la invención
La presente invención se refiere a procedimien-

tos para generar y analizar patrones biológicos de
est́ımulo-respuesta utilizando protocolos de dedu-
cción aplicados a través de sistemas de AI, tales
como los sistemas expertos y las redes neurales.
Los sistemas pueden usarse, por ejemplo, como
sustitutos de sistemas in vitro o de cultivo celular
para estudios de animales vivos sobre la eficacia
de fármacos. La Figura 1 muestra una visión ge-
neral de un sistema según la invención. El sistema
100 incluye una unidad central de procesamiento
110, una memoria de ordenador 122, una inter-
faz de usuario 114, un bus de comunicaciones del
sistema 112 y el subsistema 116 de transducción
de señales de salida de la matriz f́ısica. El subsis-
tema 116 incluye una matriz f́ısica estimulada 120
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y un detector y transductor de señales de salida
de la matriz f́ısica 118. La memoria del orde-
nador 122 contiene estructuras reunidas de datos
matriciales de señales de salida en forma de una
base de datos matriciales de señales de salida 124,
una función de comparación 126 y, a menudo, una
base de conocimientos 128.

La Figura 2 proporciona una representación
esquemática de las etapas llevadas a cabo al ge-
nerar una base de datos matriciales de señales
de salida que indexa N estructuras de datos ma-
triciales de señales de salida según los est́ımulos
correspondientes. La primera etapa 205 incluye
la asignación a N del valor entero 1 para la ge-
neración de la primera estructura de datos ma-
triciales de señales de salida, correspondiente al
primer est́ımulo.

La segunda etapa 210 del procedimiento mos-
trado en la Figura 2 incluye la construcción de
una matriz f́ısica estimulada. La Figura 3 pro-
porciona una representación esquemática de una
matriz f́ısica estimulada. La matriz f́ısica estimu-
lada 310 comprende una formación ordenada de
unidades que tienen coordenadas X e Y. Mien-
tras que la Figura 3 representa cuatro unidades
ilustrativas 312, en la práctica, la matriz tendrá,
t́ıpicamente, alrededor de cien o más unidades.
Las unidades son generalmente una región de un
sustrato sólido, tal como una porción bidimen-
sional de la superficie de una oblea con base de
silicio, una celda de una placa de microtitulación,
etc. Cada unidad encierra un respondedor dis-
tinto 314 de un ser viviente, o bien una sonda 316
que corresponde a tal respondedor distinto y a
un identificador 318 para el respondedor o sonda.
Generalmente, todas las unidades de una matriz
dada emplearán un respondedor, o todas tendrán
una sonda. Además, para una detección y pro-
cesamiento de datos más convenientes, todas las
unidades de una matriz dada, generalmente, usan
el mismo identificador.

Al ser viviente (u organismo) se le propor-
ciona un est́ımulo capaz de inhibir los responde-
dores 314 de múltiples unidades 312, y el identi-
ficador 318 proporciona una señal f́ısica que co-
rresponde a la inhibición de tal respondedor dis-
tinto 314. Las respuestas, habitualmente celula-
res, ante una amplia variedad de est́ımulos, pue-
den controlarse. Los ejemplos de est́ımulos in-
cluyen agentes farmacológicos candidatos, agen-
tes patógenos sospechosos, ácidos nucleicos tran-
sfectados, enerǵıa radiante, etc. El est́ımulo in-
duce la inhibición de múltiples respondedores de
la matriz, con respecto a su estado de inducción
previo al est́ımulo, según se mide por la señal de
salida previa al est́ımulo en la unidad correspon-
diente. T́ıpicamente, el est́ımulo proporciona un
complejo patrón de respuesta de inhibición, si-
lencio e inducción sobre la matriz. El perfil de
respuesta refleja los ajustes transcripcionales de
las células para mantener la homeostasis en pre-
sencia del fármaco. Por lo tanto, mientras que
una amplia variedad de est́ımulos pueden ser eva-
luados, es importante ajustar las condiciones de
incubación (p. ej., la intensidad del est́ımulo, el
tiempo de exposición, etc.) para impedir el estrés
celular, y, por tanto, asegurar las mediciones de
perfiles de respuesta farmacéuticamente relevan-
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tes. Las formaciones pueden comprender la gama
completa de respondedores del organismo, que
pueden ser genes, elementos reguladores de genes,
transcripciones de genes o traducciones de genes
(protéınas), o una clase funcional o subconjunto
predeterminados de la gama completa del orga-
nismo. Al incorporar al menos el 0,5 %, preferi-
blemente al menos el 5 %, más preferiblemente al
menos la mitad, muy preferiblemente, esencial-
mente todos los respondedores (p. ej., regiones
reguladoras de genes) del organismo, puede obte-
nerse un modelo in vitro o de cultivo celular del
organismo (p. ej., un animal). En una realización
preferida, la formación comprende un conjunto
suficiente de respondedores a fin de modelizar la
respuesta sistémica del organismo, y de deducir
la acción de un est́ımulo, no importa cuál sea su
mecanismo de acción.

La naturaleza del enlace 320 entre el respon-
dedor y el identificador variará con la aplicación
de la matriz. Como ejemplos: cada unidad de
una matriz que informa de la expresión genética
podŕıa encerrar una célula que tiene una estruc-
tura de un gen informador operativamente unido
a un promotor transcripcional distinto; como al-
ternativa, cada unidad de una matriz que in-
forma de la expresión genética podŕıa encerrar
una sonda de oligonucleótidos distinta, capaz de
hibridizar con un correspondiente transcripto dis-
tinto de informador; cada unidad de una ma-
triz que informa de la interacción protéına-ADN
podŕıa encerrar una célula que tiene una primera
estructura de un gen informador, unido opera-
tivamente con una posición ligada al factor de
transcripción dirigido, y una segunda estructura
h́ıbrida que codifica un dominio de activación de
la transcripción fusionado con un gen estructural
distinto (una matriz de sistema unidimensional
monoh́ıbrido); cada unidad de una matriz que in-
forma de interacciones protéına-protéına podŕıa
encerrar una célula que tiene una primera estruc-
tura de un gen informador operativamente unido
a una posición ligada al factor de transcripción
diana, una segunda estructura h́ıbrida que codi-
fica un dominio de activación de la transcripción
fusionado con un gen de expresión constitutiva
distinta, y una tercera estructura que codifica un
dominio ligado al ADN fusionado con otro gen
de expresión constitutiva distinta (una matriz de
sistema bidimensional bih́ıbrido).

La tercera etapa 212 del procedimiento mos-
trado en la Figura 2 incluye la detección de una
señal f́ısica en cada unidad de la matriz f́ısica.
La señal f́ısica dependerá de la naturaleza del
respondedor y/o identificador. T́ıpicamente, la
señal es un cambio en una o más propiedades elec-
tromagnéticas, en particular, propiedades ópticas
en la unidad. Como ejemplos, un gen informa-
dor puede codificar una enzima que cataliza una
reacción en la unidad que altera las propiedades
de absorción de la luz en la unidad, los nucleótidos
marcados con marcajes fluorescentes o radioacti-
vos pueden incorporarse a los transcriptos nacien-
tes, que se identifican entonces cuando se ligan
a sondas de oligonucleótidos, etc. Los detecto-
res electrónicos para señales ópticas, radiactivas,
etc., están comercialmente disponibles. Por ejem-
plo, la Figura 1 muestra un detector colorimétrico
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multicelular automatizado 118, similar a los lec-
tores automatizados ELISA, que leen una matriz
f́ısica de tipo placa de microtitulación residente
120. Generalmente, el procedimiento incluye la
detección de una señal del informador en cada
unidad de la matriz en respuesta al est́ımulo o
est́ımulos candidatos en una primera intensidad,
y nuevamente en una segunda intensidad. Fre-
cuentemente, una de las intensidades será cero,
o al menos estará por debajo del umbral nece-
sario para un efecto en cualquiera de las células.
Por ejemplo, una señal puede detectarse antes y
después de que las células de la matriz sean in-
cubadas con un agente farmacológico candidato
durante un tiempo y en condiciones suficientes
para que las células respondan a la presencia del
agente. La señal también puede controlarse en
función de otras variables tales como la intensi-
dad o la duración del est́ımulo, el tiempo (para
análisis dinámicos de respuesta), etc.

La cuarta etapa 214 del procedimiento mos-
trado en la Figura 2 incluye la transducción de la
señal f́ısica en cada unidad para generar una co-
rrespondiente señal de salida eléctrica. General-
mente, la transducción de señal es una conversión
electrónica lineal en una señal digital. Los con-
vertidores electrónicos capaces de transducción li-
neal de señales están comercialmente disponibles.
El detector y transductor de señales de salida de
matriz f́ısica 118 mostrado en la Figura 1 aloja
esta función transductora.

La quinta etapa 216 del procedimiento mos-
trado en la Figura 2 incluye el almacenamiento
en memoria de cada señal de salida en una estruc-
tura de datos matriciales de señales de salida, que
asocia cada señal de salida con las coordenadas X
e Y de la unidad de matriz f́ısica correspondiente
y el est́ımulo. Según se muestra en la Figura 1, la
estructura de datos puede almacenarse en forma
de una base de datos matriciales de señales de sa-
lida 124 en la memoria 122 de un ordenador 110.

Después de la quinta etapa del procedimiento
procedimiento en la Figura 2, la rutina avanza
hasta un bloque de decisión 218. Si no se han
completado todas las estructuras de datos reque-
ridas, la rutina avanza hasta la etapa 220, donde
se incrementa n y se repiten las etapas 210-216 de
generación de estructuras de datos para la n+1-
ésima matriz f́ısica estimulada. Si, después de la
quinta etapa del procedimiento mostrado en la
Figura 2, se han completado todas las estructu-
ras de datos requeridas, la rutina avanza hasta la
etapa 222. La etapa 222 incluye la formación de
una base de datos matriciales de señales de sa-
lida que indexa estructuras de datos matriciales
de señales de salida según est́ımulos. Esta etapa
de compilación generalmente incluye la digitali-
zación de una señal analógica correspondiente a
la señal informadora en cada unidad, el apareo
de cada señal digitalizada con un identificador de
unidad matricial y el almacenamiento de dichos
pares como una base de datos de señales de salida
en la memoria de un ordenador.

La Figura 4 proporciona una representación
esquemática de las etapas llevadas a cabo al gene-
rar una estructura de datos matriciales de señales
de salida y comparar dicha estructura de datos
con una base de datos matriciales de señales de
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salida, indexando N estructuras de datos matri-
ciales de señales de salida según los est́ımulos co-
rrespondientes.

Las primeras cuatro etapas 410, 412, 414 y 416
son según se describe para las etapas 210, 212,
214 y 216 de la Figura 2. En particular, la etapa
410 del procedimiento incluye la construcción de
una matriz f́ısica estimulada; la segunda etapa
412 incluye la detección de una señal f́ısica en
cada unidad de la matriz f́ısica; la tercera etapa
414 incluye la transducción de cada señal f́ısica
para generar una correspondiente señal de salida
eléctrica; y la cuarta etapa 416 del procedimiento
incluye el almacenamiento en memoria de cada
señal de salida en una estructura de datos matri-
ciales de señales de salida. La quinta etapa 418
del procedimiento incluye la comparación de la es-
tructura de datos matriciales de señales de salida
de la etapa (d) con una base de datos de matri-
ces de señales de salida producida por el procedi-
miento precedente de generar una base de datos
de matrices de señales de salida. La etapa de com-
paración, generalmente, se lleva a cabo por medio
de un sistema informático que emplea tecnoloǵıa
de AI. Por ejemplo, el sistema 100 de la Figura
1 muestra una unidad central de procesamiento
y una interfaz de usuario 114 que trabajan con-
juntamente con una memoria 122 que almacena
la base de datos de matrices de señales de salida
124 y la función de comparación 126. Aqúı, la
función de comparación 126 proporciona la tec-
noloǵıa de AI para comparar, por ejemplo, una
matriz de señales de salida desconocidas con una
base de datos 124, para deducir el mecanismo de
acción y las caracteŕısticas del est́ımulo respon-
sable. Por ejemplo, puede utilizarse un sistema
experto que utiliza una base de conocimientos de
entrada, de reglas de comparación, o una red neu-
ral adiestrada sobre una población de pares cono-
cidos est́ımulo-respuesta.

En particular, la Figura 5 proporciona una re-
presentación esquemática de un sistema experto
500 que puede usarse para comparar una estruc-
tura de datos matriciales de señales de salida de
la etapa con una base de datos de matrices de
señales de salida. Tal sistema puede implemen-
tarse en hardware o en software. La base de co-
nocimientos 510 comprende una base de datos de
matrices de señales de salida y una serie de reglas
de comparación. La interfaz del sistema 514 per-
mite la entrada de estructuras de datos de biblio-
teca para la base de datos, y consultar estructuras
de datos o est́ımulos. El motor de inferencia 512
es un programa de ordenador que procesa estruc-
turas de datos para su comparación con la base
de datos de conocimientos residente, según las
reglas de la base de conocimientos para generar
correlaciones y análisis de deducción cualitativos
y/o cuantitativos. Tales análisis son convenien-
temente producidos como un conjunto priorizado
de coincidencias, incluyendo cada coincidencia un
identificador y un puntaje de afinidad, como en
los informes de búsqueda del Transformador de
Cadenas de Alineación Local Básica (Basic Local
Alignment String Transformer - BLAST), Alts-
chul et al. (1990) Basic Alignment Search Tool
(Herramienta Básica de Búsqueda de Alineación),
J. Mol. Biol. 215, 403-410.
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Una realización particular de la invención es
una matriz de informadores genéticos, de alcance
sustancialmente amplio, o matriz informadora del
genoma. Tal matriz, de alcance sustancialmente
amplio, incluye al menos una mayoŕıa de los ge-
nes del organismo y, en una realización preferida,
todos los genes distintos, esencialmente, del or-
ganismo de destino. Debido a que la levadura,
tal como la Saccharomyces cerevisiae, es un euca-
riota fiable, hay una conservación sustancial de la
función bioqúımica entre la levadura y las células
humanas en la mayoŕıa de las rutas, desde la
ruta biosintética del esterol hasta el oncogén Ras.
En efecto, la ausencia de muchos compuestos an-
tifúngicos eficaces ilustra lo dif́ıcil que ha sido
hallar objetivos terapéuticos que mataran, pre-
ferentemente, células de hongos, pero no células
humanas.

Un ejemplo de una ruta de respuesta compar-
tida es la biośıntesis de esterol. En las células hu-
manas, el fármaco Mevacor (lovastatina) inhibe la
HMG-CoA reductasa, la enzima reguladora clave
de la ruta biosintética del esterol. Como resul-
tado, el nivel de un esterol regulador particular
disminuye, y las células responden con la tran-
scripción aumentada del gen que codifica el re-
ceptor de LDL. En la levadura, Mevacor también
inhibe la HMG-CoA reductasa y disminuye el ni-
vel de un esterol regulador clave. Las células de
levadura responden de manera análoga a la de
las células humanas. Sin embargo, la levadura no
tiene un gen para el receptor de LDL. En cambio,
el mismo efecto se mide mediante la transcripción
aumentada del gen ERG10, que codifica la acetoa-
cetil CoA tiolasa, una enzima también implicada
en la śıntesis del esterol. De esta manera, la res-
puesta reguladora se conserva entre la levadura y
los humanos, aún cuando la identidad del gen que
responde es distinta.

La matriz informadora del genoma se ilus-
tra a continuación con un sistema informador de
productos genéticos basado en células; sin em-
bargo, pueden utilizarse los demás tipos de ma-
trices f́ısicas estimuladas descritos en la presente
memoria. Una matriz informadora del genoma,
que comprende una amplia colección de genes in-
formadores para los alrededor de 6.000 genes de
la levadura, emite señales de respuesta regula-
dora de un único gen a esencialmente cualquier
cosa que influya sobre la función de la célula.
Por ejemplo, una producción aumentada del in-
formador ERG10 emitiŕıa una señal de presencia
de un inhibidor de la śıntesis de esterol. En la
práctica, una matriz informadora del genoma de
la levadura puede hacerse con una colección de
varios miles de estirpes de levadura, cada una de
los cuales contiene una única fusión genética de
un gen de levadura con un gen informador. En
una realización, las fusiones informadoras serán
genes h́ıbridos en los cuales el gen lacZ está fu-
sionado con un gen de levadura, por lo que la
actividad del promotor del gen de levadura dirige
la śıntesis de la β-galactosidasa. Estas estirpes de
fusión que contienen genes se disponen convencio-
nalmente en placas de microtitulación en cultivo
ĺıquido, y una colección permanente se mantiene
a -80◦C. Pueden hacerse copias de esta colección,
y propagarse mediante mecánicas simples, y auto-
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matizarse con robótica comercial. La adición de
un inhibidor a la colección completa de estirpes
da como resultado ningún cambio en la expresión
del informador en algunas estirpes, una expresión
aumentada en algunas estirpes y una expresión
disminuida en otras. Conociendo la identidad del
gen informador en cada linaje, se interpreta la
respuesta a nivel de genoma.

Los puntos fuertes de este procedimiento se
ilustran mejor con ejemplos. Se considera la di-
ferencia entre un ensayo in vitro para inhibido-
res de la HMG-CoA reductasa, según se practica
actualmente en la industria farmacéutica, y un
ensayo para inhibidores de la biośıntesis de es-
terol, según describe el informador ERG10. En
el caso de aquél, la información se obtiene sólo
para aquellos raros compuestos que inhiben esta
enzima. Por el contrario, en el caso del informa-
dor ERG10, cualquier compuesto que inhiba casi
cualquiera de las aproximadamente 35 etapas de
la ruta biosintética del esterol inducirá la śıntesis
del informador. De esta manera, el informador
puede detectar una gama mucho más amplia de
objetivos que pueden ser la enzima purificada; en
este caso, 35 veces más que el ensayo in vitro.

Los fármacos a menudo tienen efectos secun-
darios que se deben, en parte, a la falta de espe-
cificidad del objetivo. Sin embargo, el ensayo in
vitro de la HMG-CoA reductasa no proporciona
ninguna información sobre la especificidad de un
compuesto. Al contrario, una matriz informadora
del genoma revela el espectro de otros genes en el
genoma, también afectados por el compuesto. Al
considerar dos compuestos distintos, cada uno de
los cuales induce el informador ERG10, si un com-
puesto afecta la expresión de otros 5 informado-
res y un segundo compuesto afecta la expresión
de otros 50 informadores, es más probable que
el primer compuesto,a priori, tenga menos efec-
tos secundarios. Debido a que las identidades de
los informadores son conocidas o determinables,
la información sobre otros informadores afecta-
dos también informa en cuanto a la naturaleza
del efecto secundario. Puede utilizarse un panel
de informadores para ensayar derivados del com-
puesto principal, a fin de determinar cuál de los
derivados tiene mayor especificidad que el primer
compuesto.

Como otro ejemplo, se considera el caso de un
compuesto que no afecta al ensayo in vitro para la
HMG-CoA reductasa, ni induce la expresión del
informador ERG10. En el enfoque tradicional del
descubrimiento de fármacos, un compuesto que
no inhibe el objetivo que se está ensayando no
ofrece ninguna información útil. Sin embargo,
un compuesto que tiene cualquier efecto significa-
tivo sobre un proceso biológico generalmente tiene
alguna consecuencia sobre la expresión del gen.
Una matriz informadora del genoma puede, por
tanto, proporcionar dos clases distintas de infor-
mación para la mayoŕıa de los compuestos. En al-
gunos casos, la identidad de los genes informado-
res afectados por el inhibidor da pruebas de cómo
funciona el inhibidor. Por ejemplo, un compuesto
que induce un promotor dependiente de AMPc en
levadura puede afectar a la actividad de la ruta
Ras. Incluso cuando el compuesto afecta a la ex-
presión de un conjunto de genes que no muestran
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evidencias de la acción del compuesto, la matriz
proporciona una evaluación de amplio alcance de
la acción del compuesto que puede almacenarse en
una base de datos para análisis posteriores. Una
biblioteca de tales perfiles de respuesta puede in-
vestigarse continuamente, igual que los “Compen-
dios Espectrales” de qúımica son continuamente
citados en las ciencias qúımicas. Por ejemplo, si
la base de datos revela que el compuesto X altera
la expresión del gen Y, y se publica un art́ıculo
que informa de que la expresión del gen Y es sen-
sible a, por ejemplo, la ruta de señalización del
fosfato de inositol, el compuesto X es un candi-
dato para modular la ruta de señalización del fos-
fato de inositol. En efecto, la matriz informadora
del genoma es un traductor de información, que
lleva información sobre un gen directamente a un
compuesto del que es posible que ya se haya des-
cubierto que afecta a la expresión de ese gen. Esta
herramienta debeŕıa acortar radicalmente la fase
de investigación y descubrimiento del desarrollo
de fármacos, e influir eficazmente sobre el valor
de los documentos de investigación públicamente
disponibles sobre todos los genes. Al contrario
que los enfoques existentes, que requieren el de-
sarrollo continuo de distintos ensayos, la matriz
informadora del genoma mide el efecto de todos
los inhibidores con el mismo ensayo.

Una matriz informadora del genoma puede
consistir en tres clases de informadores: cien fu-
siones de genes informadores construidos con tec-
noloǵıa PCR para ese subconjunto de genes que
se conocen, y cuya expresión es sumamente re-
veladora de los cambios fisiológicos en toda la
célula; una biblioteca dispuesta aleatoriamente lo
suficientemente compleja para incluir una fusión
para la mayoŕıa de los genes de levadura; e infor-
madores para los genes clave en una colección de
estirpes genéticamente sensibilizadas que contie-
nen mutaciones que sensibilizan esa estirpe ante
los efectos sobre una cierta ruta. Por ejemplo, la
primera clase de informadores se diseña como per-
fectas fusiones traductoras de lacZ, en las cuales
la secuencia de codificación de la β-galactosidasa
se fusiona con el codon de iniciación del gen de
interés. Tales fusiones son capaces de detectar
cambios en el nivel de expresión, debidos ya sea
a los cambios en la transcripción o a los cambios
en la traducción. Los genes detectados mediante
este procedimiento incluyen el gen HO, para con-
trolar efectos sobre la función del ciclo celular;
el gen FUS 1, para detectar cambios en una de
las cascadas de MAP quinasa; ERG10 y HMG-
CoA reductasa para informar de cambios en la
ruta biosintética del esterol; GCN4, para infor-
mar de niveles de aminoacil-ARNt cargados; Ty1,
para informar de los niveles de expresión de retro-
posón; expresión de HIS3 para informar de efec-
tos sobre el oncogén homólogo de JUN de la le-
vadura; HMG2 para informar de la inhibición de
la biośıntesis de hemo; genes que informan de la
actividad de la ruta RAS, otras cascadas de MAP
quinasa, el nivel de actividad de fosfoĺıpidos, etc.

En muchos casos, un fármaco de interés ope-
raŕıa sobre objetivos de protéınas cuyo impacto
sobre la expresión del gen no se conoceŕıa a priori.
Por ejemplo, se piensa que el taxol, un reciente
avance en las terapias de cáncer de mama po-
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tencial, funciona interfiriendo con elementos ci-
toesqueléticos basados en tubulina. Incluso sin
conocimientos de qué genes en la matriz informa-
dora del genoma son inducidos o inhibidos por
los inhibidores del citoesqueleto microtubular ba-
sado en tubulina, la matriz informadora del ge-
noma puede utilizarse para determinarlo. Es-
pećıficamente, una forma mutante dominante de
la tubulina se introduce en todos las estirpes de
la matriz informadora del genoma y el efecto del
mutante dominante, que interfiere con el citoes-
queleto microtubular, se evalúa para cada infor-
mador. Este ensayo genético nos informa de qué
genes seŕıan afectados por un fármaco que tuviera
un mecanismo de acción similar. En el caso del ta-
xol, el mismo fármaco podŕıa utilizarse para obte-
ner la misma información. Sin embargo, el ejem-
plo demuestra que, incluso si el mismo taxol no es-
tuviera disponible, puede usarse la genética para
predeterminar cuál seŕıa su perfil de respuesta en
la matriz informadora del genoma. Además, no es
necesario saber la identidad de ninguno de los ge-
nes que responden. En cambio, el control genético
con la tubulina mutante clasifica el genoma entre
aquellos genes que responden y aquellos que no
lo hacen. Por tanto, si se desearan fármacos que
perturban el citoesqueleto de actina, los mutan-
tes de actina dominantes introducidos en la ma-
triz informadora del genoma revelan qué perfil de
respuesta cabe esperar para tal agente.

Entre los avances más importantes en el de-
sarrollo de fármacos, ha habido avances en la
śıntesis combinatoria de las bibliotecas qúımicas.
En la verificación convencional de fármacos con
objetivos de enzimas purificadas, las qúımicas
combinatorias pueden ayudar frecuentemente a
crear nuevos derivados de un compuesto principal
que también inhibirán la enzima objetivo, pero
con alguna propiedad distinta y deseable. Sin
embargo, los procedimientos convencionales fra-
casaŕıan en reconocer una molécula que tenga una
especificidad sustancialmente divergente. La ma-
triz informadora del genoma ofrece una solución
sencilla para reconocer nuevas especificidades en
las bibliotecas combinatorias. Espećıficamente, se
prueban colecciones de nuevos compuestos como
mezclas por toda la matriz. Si la colección tiene
alguna nueva actividad no presente en el com-
puesto principal original, los nuevos genes son
afectados entre los informadores. La identidad
de ese gen ofrece una gúıa hacia el objetivo
del nuevo compuesto. Además, la matriz ofrece
un añadido extra que compensa una debilidad
común en la mayoŕıa de las śıntesis qúımicas. Es-
pećıficamente, la mayoŕıa de las śıntesis producen
el producto deseado en suma abundancia, y una
colección de otros productos asociados como con-
taminantes, debido a las reacciones secundarias
en la śıntesis. Tradicionalmente, la solución para
los contaminantes es purificar separándolos. Sin
embargo, la matriz informadora del genoma ex-
plota la presencia de estos contaminantes. Las
śıntesis pueden ajustarse para hacerlas menos es-
pećıficas, con un mayor número de reacciones se-
cundarias y más contaminantes, para determinar
si algo en la śıntesis total afecta a la expresión
de los genes objetivo que interesan. Si hay un
componente de la mezcla con la actividad de-
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seada sobre un informador particular, ese infor-
mador puede usarse para ensayar la purificación
del componente deseado de la mezcla. En efecto,
la matriz informadora permite una investigación
focalizada del efecto sobre genes individuales para
compensar la impureza de la mezcla que se está
ensayando.

Los isoprenoides son una clase especialmente
atractiva para la matriz informadora del genoma.
En la naturaleza, los isoprenoides son las campeo-
nas entre las moléculas señalizadoras. Los iso-
prenoides son derivados del compuesto isopreno
de cinco carbonos, que se forma como un com-
puesto intermedio en la biośıntesis del esterol.
Los isoprenoides incluyen muchas de las más fa-
mosas fragancias, pigmentos, y otros compues-
tos biológicamente activos, tales como los sesqui-
terpenoides antifúngicos. Hay aproximadamente
10.000 derivados caracterizados del isopreno y
muchos más potenciales. Debido a que estos com-
puestos se utilizan en la naturaleza para indicar
procesos biológicos, es probable que incluyan al-
gunas de las mejores moléculas permeadoras de
membranas.

Los isoprenos poseen otra caracteŕıstica que
se presta bien al descubrimiento de fármacos a
través de la matriz informadora del genoma. Los
compuestos isoprenoides puros pueden ser trata-
dos qúımicamente para crear una amplia mez-
cla de distintos compuestos de manera rápida y
fácil, debido a la disposición particular de los do-
bles enlaces en las cadenas de hidrocarburos. En
efecto, los isoprenoides pueden ser mutagenizados
desde una forma a muchas formas distintas, igual
que un gen de tipo silvestre puede ser mutageni-
zado a muchos mutantes distintos. Por ejemplo,
la vitamina D usada para fortalecer la leche se
produce por irradiación ultravioleta del derivado
del isopreno conocido como ergosterol. Los nue-
vos isoprenoides biológicamente activos se gene-
ran y analizan con una matriz informadora del
genoma de la siguiente manera. eN primer lugar,
se ensaya un isoprenoide puro como el limoneno
para determinar su perfil de respuesta en toda
la matriz. Luego, el isoprenoide (p. ej., el li-
moneno) se altera qúımicamente para crear una
mezcla de distintos compuestos. Esta mezcla se
ensaya luego por toda la matriz. Si se observa
alguna nueva respuesta, entonces la mezcla tiene
nuevas especies biológicamente activas. Además,
la identidad de los genes informadores ofrece in-
formación con respecto a lo que hace la nueva
especie activa, una actividad a utilizar para con-
trolar su purificación, etc. Este enfoque puede
practicarse en otras familias qúımicas mutables
distintas, además de los isoprenoides.

Los hongos son patógenos importantes en las
plantas y animales, y tienen un impacto impor-
tante sobre la producción de muchos cultivos ali-
menticios y sobre la salud animal, incluyendo la
humana. En el desarrollo de compuestos an-
tifúngicos, uno de los objetivos principales ha
sido determinar qué objetivos son espećıficos del
hongo infeccioso. La matriz informadora del ge-
noma ofrece una nueva herramienta para resolver
este problema. Espećıficamente, se crea una bi-
blioteca informadora a partir del patógeno diana,
como Criptococcus, Candida, Aspergillus, Pneu-
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mocystis, etc. No es necesario conocer la identi-
dad de cada gen informador, ni que se secuencie
el genoma de la especie diana. Los compuestos
se ensayan para determinar aquellos que tienen
un efecto sobre la expresión de cualquier gen en
el hongo. Estos compuestos positivos se ensayan
luego para determinar aquellos que tienen muy
poco, o ningún efecto sobre Saccharomyces. Se-
cuenciando los genes informadores afectados es-
pećıficamente en el hongo de destino, y compa-
rando la secuencia con otras en Genbank, se pue-
den identificar rutas bioqúımicas que son únicas
para la especie diana. Los productos identificados
útiles incluyen no sólo los agentes que matan el
hongo diana, sino también la identificación de ob-
jetivos espećıficos en el hongo para otros ensayos
de revisión farmacéutica.

La identificación de compuestos que matan
bacterias ha sido exitosamente perseguida por la
industria farmacéutica durante décadas. Es bas-
tante sencillo identificar un compuesto que mata
bacterias en un ensayo puntual sobre una placa
Petri. Sin embargo, hay mucha complejidad en la
fisioloǵıa y ecoloǵıa bacterianas, que podŕıa opo-
ner resistencia al desarrollo de terapias de combi-
nación para las bacterias, incluso para compues-
tos que no matan eficazmente la célula bacteriana.
Se consideran, por ejemplo, las bacterias que inva-
den la uretra y que persisten alĺı mediante la ela-
boración de anexos superficiales conocidos como
fimbrae. Los antibióticos en el flujo urinario tie-
nen acceso limitado a las bacterias, debido a que
el flujo urinario es de corta vida e infrecuente. Sin
embargo, si se pudiera bloquear la śıntesis de los
fimbrae para desligar las bacterias, las terapias
existentes se haŕıan más efectivas. Similarmente,
si el mecanismo de quimiotactismo de las bacte-
rias se dañara, la capacidad de las bacterias para
establecer una infección efectiva quedaŕıa com-
prometida en algunas especies. Una matriz infor-
madora del genoma para un patógeno bacteriano
que contiene informadores para la expresión de
genes involucrados en el quimiotactismo o en la
śıntesis de fimbrae, como ejemplos, identifica no
sólo los compuestos que matan las bacterias en
un ensayo puntual, sino también aquellos que in-
terfieren con las etapas clave en la bioloǵıa del
patógeno. Estos compuestos seŕıan sumamente
dif́ıciles de descubrir por los medios convenciona-
les.

Una matriz informadora del genoma basada
en las células humanas proporciona muchas apli-
caciones importantes. Por ejemplo, una apli-
cación interesante es el desarrollo de compuestos
antiv́ırales. Cuando las células humanas son in-
fectadas por una amplia gama de virus, las células
responden de manera compleja, en la cual sólo
unos pocos de los componentes han sido identi-
ficados. Por ejemplo, se inducen ciertos inter-
ferones aśı como una ARNsa de doble cadena.
Ambas respuestas ofrecen individualmente cierta
protección. Una matriz que informa de la in-
ducción de genes de interferón y de ARNsa de do-
ble cadena es capaz de detectar compuestos que
podŕıan proteger profilácticamente a las células
antes de la llegada del virus. Otros efectos pro-
tectores pueden inducirse en paralelo. La incor-
poración de un panel de otros genes informadores

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

en la matriz se utiliza para identificar aquellos
compuestos con el más alto grado de especifici-
dad.

Los procedimientos implicados al utilizar una
matriz informadora del genoma, según lo actual-
mente descrito, son, esencialmente, como se ha
descrito anteriormente. Espećıficamente, las eta-
pas llevadas a cabo al generar y analizar tal base
de datos de señales de salida de matrices infor-
madoras del genoma que indexa N estructuras de
datos matriciales de señales de salida según los
correspondientes est́ımulos, repiten las etapas del
procedimiento general esbozadas en las Figuras 1
y 4. Las etapas primera y segunda incluyen la
asignación a n del valor entero 1 para la gene-
ración de la primera estructura de datos matri-
ciales de señales de salida, y la construcción de
una matriz, informadora del genoma, f́ısica esti-
mulada, respectivamente. En esta realización, la
matriz f́ısica estimulada, t́ıpicamente, comprende
una placa de microtitulación que tiene 96 pocillos
ordenados en coordenadas X e Y. Cada pocillo en-
cierra una célula o una colonia de células que tiene
la estructura de un gen informador unido operati-
vamente a un promotor transcripcional distinto.
A las células se les proporciona un est́ımulo ca-
paz de inhibir a los promotores y, de esa manera,
reducir la expresión del informador en múltiples
pocillos. La tercera etapa del procedimiento de la
matriz informadora del gen incluye la detección
de una señal f́ısica que resulta de la expresión
del informador en cada pocillo. Generalmente,
el gen informador codifica una enzima, como la
lacZ, que proporciona un producto de reacción
convenientemente detectado mediante espectros-
coṕıa. La cuarta etapa incluye la transducción
lineal de la señal informadora óptica en cada po-
cillo para generar una correspondiente señal de
salida eléctrica digital, y la quinta etapa incluye el
almacenamiento de cada señal de salida eléctrica
en la memoria del ordenador, como una estruc-
tura de datos matriciales de señales de salida del
informador del gen, que asocia cada señal de sa-
lida con las coordenadas del correspondiente po-
cillo de la placa de microtitulación y el est́ımulo.
Después de la quinta etapa, la rutina avanza hasta
un bloque de decisión: si no se han completado
todas las estructuras de datos requeridas, N se
incrementa y se repiten las etapas uno a cinco
de generación de la estructura de datos para la
N+1-ésima matriz informadora del genoma esti-
mulada. Si, después de la quinta etapa, se han
completado todas las estructuras de datos reque-
ridas, la rutina avanza hasta la etapa de formar
una base de datos de matrices de señales de sa-
lida, indexando las estructuras de datos matri-
ciales de señales de salida según los est́ımulos.
Para el análisis de un est́ımulo desconocido (p.
ej., un fármaco candidato), se usa un sistema de
AI como el previamente descrito para comparar,
habitualmente, una serie de dilución de respues-
tas al est́ımulo desconocido con la base de datos.

La Figura 6 muestra las etapas llevadas a cabo
al generar un perfil de respuesta de salida de la
matriz informadora del gen para un est́ımulo des-
conocido, las tablas de regulación, los perfiles de
respuesta de referencia basal, los perfiles de res-
puesta qúımica conocidos y los perfiles de res-
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puesta genética conocidos.
Para generar una matriz informadora del ge-

noma 610, se construye un conjunto de fusiones de
lacZ para un conjunto de amplio alcance de genes
de levadura. Las fusiones se construyen, gene-
ralmente, en una célula diploide de tipo de apa-
reamiento A/A, para permitir la introducción de
mutaciones dominantes por apareamiento, aun-
que las estirpes haploides también pueden utili-
zarse con informadores particularmente sensibles
para ciertas funciones. Las fusiones se disponen
sobre una rejilla que separa fusiones distintas en
unidades que tienen coordenadas X-Y definidas.
La función de identificación del gen 612 se lleva a
cabo determinando, para cada gen marcado por
el informador, una secuencia corta adyacente a la
posición de la fusión. Esa secuencia se compara
luego con la base de datos genómicos de la leva-
dura a fin de establecer la identidad del gen. Se
estable una tabla de ı́ndices 614 para ligar cada
gen en la matriz con la coordenada X-Y de la es-
tructura de fusión para ese gen.

La función de determinación de respuesta ba-
sal 616 se lleva a cabo midiendo la respuesta basal
de cada célula de la matriz en diversas condicio-
nes f́ısicas, tales como la temperatura y el pH, el
medio y la osmolaridad. Esta información se in-
dexa con respecto a la matriz para formar el con-
junto de perfiles de respuesta de referencia 618,
que se utilizará para determinar la respuesta de
cada informador para cada medio en el cual pueda
proporcionarse un est́ımulo.

La función de tratamiento de compuestos 629
se lleva a cabo poniendo en contacto cada uni-
dad de la matriz con un compuesto de ensayo.
Generalmente, se transfiere una copia de la ma-
triz completa a un nuevo medio que contiene el
primer compuesto de interés, y se obtiene la res-
puesta para la matriz completa. En una función
de retirada de referencia 622, se retira el perfil
de respuesta de referencia adecuado del perfil de
respuesta, y la diferencia se almacena en la base
de conocimientos como el primer perfil de res-
puesta qúımica 624. Como alternativa, el perfil
de respuesta se divide entre el perfil de referencia
adecuado para dar como resultado una razón de
inducción. El proceso se repite para los compues-
tos, o mezclas de compuestos, 2 a N.

La función de mutación de genes 626 deter-
mina la respuesta de la matriz a la pérdida de
función de cada protéına o gen o ARN en la
célula, introduciendo un alelo dominante de un
gen a cada célula informadora, y determinando la
respuesta del informador como una función de la
mutación. Con este fin, se prefieren las mutacio-
nes dominantes, pero pueden utilizarse otros ti-
pos de mutaciones. Las mutaciones dominantes se
crean por mutagénesis in vitro de genes clonados,
seguida por una comprobación en las células di-
ploides de los alelos mutantes dominantes. Como
alternativa, la matriz informadora puede desarro-
llarse en una estirpe deficiente para las funciones
genéticas UPF, en las cuales la mayoŕıa de las
mutaciones sin sentido causan un fenotipo domi-
nante, permitiendo que se construyan mutaciones
dominantes para cualquier gen. Los datos ob-
tenidos identifican los perfiles 628 de respuesta
genética 1-N. Se observa que N puede ser mayor
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que el número total de genes en una especie.
Estos datos están sujetos a una función de

ordenamiento 630, que ordena por respuesta
genética individual a fin de determinar la espe-
cificidad de cada gen para un est́ımulo particu-
lar. Se establece una matriz de ponderación 632,
que pondera las señales proporcionalmente a la
especificidad de los correspondientes informado-
res. La matriz de ponderación se revisa dinámi-
camente, incorporando datos de cada revisión a
la matriz de ponderación N+1. Una función de
regulación de genes 634 se utiliza luego para cons-
truir tablas de regulación 634, 636, que identifican
qué celdas de la matriz responden a qué mutación
en un gen indexado, y qué mutaciones afectan a
qué células de la matriz.

La función de revisión de la matriz de est́ımulo
desconocido 636 prueba secuencialmente nuevas
sustancias qúımicas, o compuestos desconocidos,
o mezclas desconocidas, para identificar perfiles
de respuesta de salida 642.

La Figura 7 muestra las etapas llevadas a cabo
al analizar un perfil de respuesta de salida de la
matriz informadora del gen para un est́ımulo des-
conocido. Un perfil de respuesta de salida 710,
creado para un nuevo est́ımulo, se muestra su-
jeto a dos rutas de análisis alternativas. En la
ruta mostrada a la izquierda, de los elementos
712-732, el nuevo perfil de respuesta a est́ımulos
710 está sujeto a una función de comparación 712
que compara los nuevos perfiles de respuesta a
est́ımulos con los perfiles de respuesta a est́ımulos
qúımicos conocidos. La función de comparación
712, t́ıpicamente, proporciona un análisis de com-
paración en forma de un informe indexado de las
coincidencias con los perfiles de respuesta qúımica
de referencia, o los perfiles de respuesta genética,
clasificados según el valor ponderado de cada in-
formador coincidente, la calificación de evaluación
de la respuesta de salida (CALIFICACIÓN ERS).
La comparación puede continuar a lo largo de
un árbol de decisión lineal: la primera consulta
714 es si hay una coincidencia; si la hay (es de-

cir, una CALIFICACIÓN ERS perfecta), el per-
fil de respuesta de salida identifica un est́ımulo
con el mismo objetivo 716, o una ruta señalada
como objetivo, como uno de los compuestos co-
nocidos sobre los cuales se construye la base de
datos de perfiles de respuesta. En caso contra-
rio, la segunda consulta 718 es si el perfil de
respuesta de salida es un subconjunto de células
en la matriz estimulado por un compuesto cono-
cido. En ese caso, entonces el nuevo compuesto
es un candidato 720 para una molécula con ma-
yor especificidad que el compuesto de referencia.
En particular, si los informadores que responden
uńıvocamente a la sustancia qúımica de referen-
cia tienen un valor bajo de respuesta ponderada,
se concluye que el nuevo compuesto es de mayor
especificidad. Como alternativa, si los informado-
res que responden uńıvocamente al compuesto de
referencia tienen un alto valor de respuesta pon-
derada, se concluye que el nuevo compuesto es
activo aguas abajo en la misma ruta. Si el perfil
de respuesta de salida no es un subconjunto de
células en la matriz estimulado por un compuesto
conocido, la tercera consulta 722 es si la salida se
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solapa con el perfil de respuesta de un compuesto
de referencia conocido. De ser aśı, el solapamiento
se somete a una función de ordenamiento 724, en
la cual se evalúa cuantitativamente con la ma-
triz de ponderación para dar como resultado los
informadores común 726 y único 728. Los infor-
madores únicos se ordenan 730 según las tablas
de regulación 618, 620, y las mejores coinciden-
cias se usan para deducir el objetivo candidato
732. Si el perfil de respuesta de salida no se so-
lapa, o bien no coincide con un perfil de respuesta
qúımica, entonces la base de datos es inadecuada
para inferir la función, y el perfil de respuesta de
salida puede añadirse a los perfiles de respuesta
qúımica de referencia.

En la ruta mostrada a la derecha de la Figura
7 (los elementos 736-750), el perfil de respuesta
de salida de un nuevo est́ımulo qúımico se com-
para 736 con el perfil de respuesta genético para
el gen de destino. La primera consulta 738 es si
hay una coincidencia entre los dos perfiles de res-
puesta. De ser aśı, la deducción 740 es que el gen
de destino es el presunto objetivo de la sustancia
qúımica. En caso contrario, la segunda consulta
742 es si el perfil de respuesta qúımica es un sub-
conjunto de un perfil de respuesta genética. De
ser aśı, la deducción 744 es que el objetivo del
fármaco está más abajo del gen mutante, pero
en la misma ruta. En caso contrario, la tercera
consulta 746 es si el perfil de respuesta de salida
incluye como subconjunto un perfil de respuesta
genética. De ser aśı, la deducción 748 es que el
objetivo de la sustancia qúımica está en la misma
ruta que el gen de destino, pero más arriba. En
caso contrario, la deducción 750 es que el perfil
de respuesta qúımico es nuevo y define una ruta
huérfana.

Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de
ilustración, y no a modo de limitación.
Ejemplos
1. Matriz de genes promotores-informadores
transcripcionales

A) Construcción de una matriz f́ısica estimu-
lada con el fármaco Mevinolin (lovastatina)

El Mevinolin es un compuesto conocido por
inhibir la biośıntesis del colesterol. Inicialmente,
se determinó que la concentración máxima no
tóxica (según lo medido por el crecimiento y la
viabilidad celular) de Mevinolin en las células,
mediante dilución en serie, era de 25 µg/ml. Para
producir una matriz estimulada por Mevinolin,
cada placa de microtitulación de 60 pocillos se
rellena con 100 µl de medio de cultivo que con-
tiene Mevinolin 25 µg/ml en una solución de eta-
nol al 2 %. Se añade una aĺıcuota de cada miem-
bro de la matriz informadora a cada pocillo, ad-
mitiendo una dilución de aproximadamente 1:100.
Los pocillos se incuban en el medio hasta que la
turbidez del informador promedio aumenta 20 ve-
ces. Cada celda se cuantifica luego en cuanto a la
turbidez como medida de crecimiento, y se trata
con una solución de lisis para permitir la medición
de la β-galactosidasa de cada fusión.

B) Generación de una estructura de datos ma-
triciales de señales de salida

Tanto la turbidez como la â-galactosidasa se
leen en contadores de placa de microtitulación co-
mercialmente disponibles (p. ej., BioRad) y los
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datos se capturan como un fichero ASCII. De este
fichero, se retira el valor de los pocillos indivi-
duales en la matriz informadora en una solución
de etanol al 2 % en el perfil de respuesta de re-
ferencia. La diferencia corresponde al perfil de
respuesta del Mevinolin. Este fichero se convierte
en el ordenador en una tabla indexada por la res-
puesta de cada pocillo al inhibidor. Por ejemplo,
los genes que codifican la acetoacetil-CoA tiolasa
y la escualeno sintasa aumentan 10 veces, mien-
tras que SIR3 y LEU2, dos genes no relacionados
entre śı, permanecen invariables. La respuesta de
la matriz informadora a otros compuestos se de-
termina de manera similar, y se almacena como
perfiles de respuesta de salida.

C) Comparación de la estructura de datos de
la Matriz de Señales de Salida con una base de
datos de la Matriz de Señales de Salida

Se construye una matriz f́ısica según se des-
cribe más arriba, excepto que el Mevinolin se re-
emplaza por un compuesto de ensayo descono-
cido. El perfil resultante de respuesta de salida
se compara con los perfiles de respuesta de una
biblioteca de compuestos bioactivos conocidos, y
se analiza según se describe anteriormente. Por
ejemplo, si el perfil de salida del compuesto de
ensayo muestra tanto la acetoacetil-CoA tiolasa
como la escualeno sintasa inducidas por gen, en-
tonces el perfil de salida coincide con el esperado
de un inhibidor de la śıntesis del colesterol. Si el
perfil de respuesta de salida tiene menos células
afectadas que el perfil de respuesta al Mevinolin,
el compuesto desconocido es un candidato para
mayor especificidad. Si el perfil de respuesta de
salida de la nueva sustancia qúımica afecta a me-
nos informadores que el perfil de respuesta al Me-
vinolin, y si los demás informadores afectados por
el Mevinolin tienen un menor valor ponderado,
entonces el compuesto es un candidato para una
mayor especificidad. Si el perfil de respuesta de
salida tiene más células distintas afectadas que el
perfil de respuesta alMevinolin, entonces el com-
puesto es un candidato para una menor especi-
ficidad. En el caso en que se ensayen mezclas
de compuestos, se evalúan las mayores respuestas
ponderadas para determinar si pueden ser desa-
rrolladas hacia el perfil de respuesta de dos com-
puestos distintos, o de dos perfiles de respuesta
genética distintos.
2. Matriz de sondeo de hibridación transcrip-
cional de oligonucleótidos de informador: cons-
trucción de la matriz f́ısica estimulada y gene-
ración de una estructura de datos matriciales de
señales de salida

Las sondas de hibridación de oligonucleótidos
no marcadas, complementarias con el ARNm de
transcripción cada gen de levadura, se disponen
sobre un sustrato de śılice grabado con técnicas
estándar (p. ej., Fodor et al. (1991) Science 252,
767). Las sondas son de una longitud y secuencia
tales como para asegurar la especificidad para el
correspondiente gen de la levadura, t́ıpicamente,
de alrededor de 24-240 nucleótidos de longitud.
Se trata un cultivo celular HeLa confluente con
Mevinolin 15 µg/ml en etanol al 2 % durante 4
horas, mantenido en una atmósfera de CO2 con
humedad al 5 % a 37◦C. Se extrae el ARN mensa-
jero, transcrito en notación inversa y marcado con
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un fluoróforo según los procedimientos estándar
(Sambrook et al., Molecular Cloning [Clonación
Molecular], 3a

¯ ed.). El ADNc resultante se hi-
brida para la formación de sondas, la formación
se lava hasta liberarla de ADNc marcado no hi-
bridado, se cuantifica la señal de hibridación en
cada unidad de la formación usando un escáner
microscópico confocal (Dispositivos Moleculares)
y los datos de respuesta matricial resultantes se
almacenan en forma digital.
3. Matriz bi-h́ıbrida bidimensional

A) Construcción de una matriz f́ısica estimu-
lada

La matriz bi-h́ıbrida bidimensional se diseña
para comprobar los compuestos que afecten es-
pećıficamente la interacción de dos protéınas, p.
ej., la interacción de un transductor de señal y ac-
tivador de transcripción (TSAT) humano con un
receptor de interleuquina. Se generan dos fusio-
nes h́ıbridas mediante procedimientos estándar:
cada estirpe contiene una porción del gen humano
TSAT diana, fusionado con una porción de un gen
de levadura o bacteriano que codifica un dominio
ligado a ADN (p. ej., GALA:1-147). La secuencia
de ADN reconocida por el dominio ligado a ADN
(p. ej., UASG) se inserta en lugar de la secuen-
cia potenciadora 5’ en el informador seleccionado
(p. ej., lacZ). La estirpe también contiene otra
fusión que consiste en una porción intracelular
del gen receptor diana, cuyo producto protéınico
interactúa con el TSAT. Este gen receptor está
fusionado con un fragmento de gen que codifica
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un dominio de activación transcripcional (p. ej.,
GAL4:768-881).

B) Generación de estructura de datos matri-
ciales de señales de salida

Tanto la turbidez como la galactosidasa se leen
en contadores de placa de microtitulación comer-
ciales (BioRad), y los datos se capturan como un
fichero ASCII.

C) Comparación de la estructura de datos ma-
triciales de señales de salida con la base de datos

Los datos se analizan buscando aquellos com-
puestos que bloquean la interacción de las dos
protéınas humanas, reduciendo la señal produ-
cida desde el informador en las diversas estirpes
que contienen pares de protéınas humanas. La sa-
lida se procesa para identificar compuestos con un
gran impacto sobre un informador cuya expresión
es dependiente de un único par de protéınas hu-
manas que interactúan. Se usa una matriz de
ponderación invertida para evaluar estos datos,
ya que los compuestos preferidos no afectan ni si-
quiera a los informadores menos espećıficos en la
matriz.

Aunque la invención precedente ha sido des-
crita en bastante detalle por medio de ilustra-
ciones y ejemplos con fines de claridad y com-
prensión, será inmediatamente evidente para los
expertos en la técnica, a la vista de las enseñanzas
de esta invención, que pueden hacerse ciertos
cambios y modificaciones en ella sin apartarse del
alcance de las reivindicaciones adjuntas.

11



21 ES 2 183 006 T3 22

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para analizar una ma-
triz de señales de salida por comparación con una
base de datos matriciales de señales de salida,
útil en sistemas expertos y redes neurales para
correlacionar est́ımulos candidatos y respuestas
sistémicas de un ser viviente, que comprende las
etapas de:
(a) construcción de una matriz f́ısica estimulada
que comprende una formación ordenada de uni-
dades que tienen coordenadas X e Y, encerrando
cada unidad un respondedor distinto de un ser
viviente que comprende múltiples respondedores
distintos o una sonda que corresponde a dicho
respondedor distinto, y un identificador para di-
cho respondedor distinto o dicha sonda, propor-
cionando a dicho ser viviente un est́ımulo que in-
hibe dicho respondedor distinto de dichas múlti-
ples unidades, suministrando dicho identificador
una señal f́ısica correspondiente a la inhibición
de dicho respondedor distinto, y comprendiendo
dicha formación una clase funcional predetermi-
nada de dichos múltiples respondedores distintos;
(b) detección de la señal f́ısica en cada citada uni-
dad de la matriz f́ısica;
(c) transducción de cada dicha señal f́ısica para
generar una correspondiente señal de salida eléc-
trica.
(d) almacenamiento de cada señal de salida eléc-
trica en una estructura de datos matriciales de
señales de salida que asocia a cada señal de sa-
lida las coordenadas X e Y de la correspondiente
unidad de la matriz f́ısica y dicho est́ımulo;
(e) determinación del efecto de dicho est́ımulo so-
bre dicho ser viviente, comparando la estructura
de datos matriciales de señales de salida de la
etapa (d) con una base de datos matriciales de
señales de salida producida por un procedimiento
que comprende las etapas:
(i) construcción de una matriz f́ısica estimulada
que comprende una formación ordenada de uni-
dades que tienen coordenadas X e Y, encerrando
cada unidad un respondedor distinto de un ser
viviente que comprende múltiples respondedores
distintos, o una sonda que corresponde a dicho
respondedor distinto, y un identificador para di-
cho respondedor distinto o dicha sonda, propor-
cionando a dicho ser viviente un est́ımulo que in-
hibe dicho respondedor distinto de dichas múlti-
ples unidades, suministrando dicho identificador
una señal f́ısica correspondiente a la inhibición
de dicho respondedor distinto, y comprendiendo
dicha formación una clase funcional predetermi-
nada de los citados múltiples respondedores dis-
tintos;
(ii) detección de la señal f́ısica en cada dicha uni-
dad de la matriz f́ısica;
(iii) transducción de cada dicha señal f́ısica para
generar una correspondiente señal de salida eléc-
trica;.
(iv) almacenamiento de cada señal de salida eléc-
trica en una estructura de datos matriciales de
señales de salida que asocia cada señal de salida
con las coordenadas X e Y de la correspondiente
unidad de matriz f́ısica y dicho est́ımulo;
(v) repetición de las etapas (i) - (iv) para al-
macenar iterativamente las estructuras de datos
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matriciales de señales de salida para múltiples
est́ımulos, a fin de formar una base de datos ma-
triciales de señales de salida que indexe las es-
tructuras de datos matriciales de señales de salida
según los est́ımulos.

2. Un procedimiento según la reivindicación
1, comprendiendo dicha etapa de comparación la
comparación de la estructura de datos matriciales
de señales de salida de la etapa (d) con dicha base
de datos matriciales de señales de salida, según las
reglas de comparación contenidas en una base de
conocimientos.

3. Un procedimiento según la reivindicación
1, comprendiendo dicha etapa de comparación el
uso de una red neural entrenada sobre dicha base
de datos de señales de salida para comparar la es-
tructura de datos matriciales de señales de salida
con dicha base de datos de señales de salida.

4. Un procedimiento según la reivindicación
1, siendo dicha señal f́ısica una señal óptica.

5. Un procedimiento según la reivindicación 1,
comprendiendo dicha clase funcional un conjunto
suficiente de todos los respondedores distintos de
dicho ser viviente para deducir en dicha etapa de
comparación (e) la ruta por la cual dicho est́ımulo
deduce dicha estructura de datos matriciales de
señales de salida.

6. Un procedimiento según la reivindicación 1,
comprendiendo dicha clase funcional una mayoŕıa
de todos los respondedores distintos de dicho ser
viviente.

7. Un procedimiento según la reivindicación 1,
comprendiendo dicha etapa de construcción una
matriz f́ısica estimulada que comprende una for-
mación ordenada de unidades que tienen coorde-
nadas X e Y, encerrando cada unidad una célula
que contiene una estructura recombinante que
comprende un gen informador, estando la ex-
presión de dicho gen informador operativamente
ligada a la expresión de un gen endógeno distinto
de un único organismo que comprende múltiples
genes endógenos distintos, proporcionando a cada
una de las células citadas un est́ımulo que inhibe
la expresión de dicho gen endógeno distinto en
dichas múltiples unidades, suministrando la ex-
presión de dicho gen informador una señal f́ısica
correspondiente a la inhibición de la expresión
de dicho gen endógeno distinto, y comprendiendo
dicha formación una clase funcional predetermi-
nada de dichos múltiples genes endógenos distin-
tos.

8. Un procedimiento según la reivindicación 7,
comprendiendo dicha clase funcional un conjunto
suficiente de todos los dichos genes endógenos dis-
tintos de dicho organismo para deducir en dicha
etapa de comparación (e) la ruta por la cual dicho
est́ımulo deduce dicha estructura de datos matri-
ciales de señales de salida.

9. Un procedimiento según la reivindicación 7,
comprendiendo dicha clase funcional una mayoŕıa
de todos los citados genes endógenos distintos de
dicho organismo.

10. Un procedimiento según la reivindicación
1, comprendiendo dicha etapa de construcción la
construcción de una matriz f́ısica estimulada que
comprende una formación ordenada de unidades
que tienen coordenadas X e Y, encerrando cada
unidad una célula que contiene una estructura re-
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combinante que comprende un gen informador,
estando la expresión de dicho gen informador ope-
rativamente ligada a la función de una protéına
endógena distinta de un único organismo que
comprende múltiples protéınas endógenas distin-
tas, proporcionando a cada una de las citadas
células un est́ımulo que inhibe la función de dicha
protéına endógena distinta en dichas múltiples
unidades, suministrando la expresión de dicho
gen informador una señal f́ısica correspondiente
a la inhibición de la función de dicha protéına
endógena distinta, y comprendiendo dicha for-
mación una clase funcional predeterminada de di-
chas múltiples protéınas endógenas distintas.

11. Un procedimiento según la reivindicación
10, comprendiendo dicha clase funcional un con-
junto suficiente de todas las citadas protéınas
endógenas distintas de dicho organismo para de-
ducir en dicha etapa de comparación (e) la ruta
por la cual dicho est́ımulo deduce dicha estructura
de datos matriciales de señales de salida.

12. Un procedimiento según la reivindicación
10, comprendiendo dicha clase funcional una ma-
yoŕıa de todas las citadas protéınas endógenas dis-
tintas de dicho organismo.

13. Un procedimiento según la reivindicación
1, comprendiendo dicha etapa de construcción
una matriz f́ısica estimulada que comprende una
formación ordenada de unidades que tienen coor-
denadas X e Y, encerrando cada unidad un hibri-
dante espećıfico para una transcripción endógena
distinta de un ser viviente que comprende múl-
tiples transcripciones endógenas distintas, o para
una sonda correspondiente a dicha transcripción
endógena distinta, proporcionando al citado ser
viviente un est́ımulo que inhibe la expresión de
dicha transcripción endógena distinta de dichas
múltiples unidades, suministrando dicho hibri-
dante una señal f́ısica correspondiente a la in-
hibición de la expresión de dicha transcripción
endógena distinta, y comprendiendo dicha for-
mación una clase funcional predeterminada de di-
chas múltiples transcripciones endógenas distin-
tas.

14. Un procedimiento según la reivindicación
13, comprendiendo dicha clase funcional un con-
junto suficiente de todas las citadas transcripcio-
nes endógenas distintas de dicho ser viviente para
deducir en dicha etapa de comparación (e) la ruta
por la cual dicho est́ımulo deduce dicha estructura
de datos matriciales de señales de salida.

15. Un procedimiento según la reivindicación
13, comprendiendo dicha clase funcional una ma-
yoŕıa de todas las dichas transcripciones endóge-
nas distintas de dicho ser viviente.

16. Un procedimiento para generar una base
de datos de matrices de señales de salida, útil para
correlacionar est́ımulos candidatos y respuestas
sistémicas, que comprende las etapas de:
(a) construcción de una matriz f́ısica estimulada
que comprende una formación ordenada de uni-
dades que tienen coordenadas X e Y, encerrando
cada unidad un respondedor distinto de un ser
viviente que comprende múltiples respondedores
distintos o una sonda que corresponde a dicho
respondedor distinto, y un identificador para di-
cho respondedor distinto o dicha sonda, propor-
cionando el citado ser viviente un est́ımulo que
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inhibe dicho respondedor distinto de dichas múl-
tiples unidades, suministrando dicho identificador
una señal f́ısica correspondiente a la inhibición
de dicho respondedor distinto, y comprendiendo
dicha formación una clase funcional predetermi-
nada de dichos múltiples respondedores distintos.
(b) detección de la señal f́ısica en cada dicha uni-
dad de la matriz f́ısica;
(c) transducción de cada dicha señal f́ısica para
generar una correspondiente señal de salida eléc-
trica;
(d) almacenamiento de cada señal de salida eléc-
trica en una estructura de datos matriciales de
señales de salida que asocia cada señal de salida
con las coordenadas X e Y de la correspondiente
unidad de la matriz f́ısica y dicho est́ımulo;
(e) repetición de las etapas (a) - (d) para al-
macenar iterativamente las estructuras de datos
matriciales de señales de datos para múltiples
est́ımulos, a fin de formar una base de datos ma-
triciales de señales de salida que indexe las es-
tructuras de datos matriciales de señales de salida
según los est́ımulos.

17. Un procedimiento según la reivindicación
16, en el que dicha señal f́ısica es una señal óptica.

18. Un procedimiento según la reivindicación
16, comprendiendo dicha clase funcional un con-
junto suficiente de todos los respondedores distin-
tos de dicho ser viviente para deducir la ruta por
la cual dicho est́ımulo deduce dicha estructura de
datos matriciales de señales de salida.

19. Un procedimiento según la reivindicación
16, comprendiendo dicha clase funcional una ma-
yoŕıa de todos los respondedores distintos de di-
cho ser viviente.

20. Un procedimiento según la reivindicación
16, comprendiendo dicha etapa de construcción
la construcción de una matriz f́ısica estimulada
que comprende una formación ordenada de uni-
dades que tienen coordenadas X e Y, encerrando
cada unidad una célula que contiene una estruc-
tura recombinante que comprende un gen infor-
mador, estando la expresión de dicho gen infor-
mador operativamente ligada a la expresión de un
gen endógeno distinto de un único organismo que
comprende múltiples genes endógenos distintos,
proporcionando a la citada célula un est́ımulo que
inhibe la expresión de dicho gen endógeno distinto
en dichas múltiples unidades, suministrando la
expresión de dicho gen informador una señal f́ısica
correspondiente a la inhibición de la expresión
de dicho gen endógeno distinto, y comprendiendo
dicha formación una clase funcional predetermi-
nada de dichos múltiples genes endógenos distin-
tos.

21. Un procedimiento según la reivindicación
20, comprendiendo dicha clase funcional un con-
junto suficiente de todos los genes endógenos dis-
tintos de dicho organismo, a fin de deducir la ruta
por la cual dicho est́ımulo deduce dicha estructura
de datos matriciales de señales de salida.

22. Un procedimiento según la reivindicación
20, comprendiendo dicha clase funcional una ma-
yoŕıa de todos los genes endógenos distintos de
dicho organismo.

23. Un procedimiento según la reivindicación
16, comprendiendo dicha etapa de construcción
la construcción de una matriz f́ısica estimulada
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que comprende una formación ordenada de uni-
dades que tienen coordenadas X e Y, encerrando
cada unidad una célula que contiene una estruc-
tura recombinante que comprende un gen infor-
mador, estando la expresión de dicho gen infor-
mador operativamente ligada a la función de una
protéına endógena distinta de un único organismo
que comprende múltiples protéınas endógenas
distintas, proporcionando a la citada células un
est́ımulo que inhibe la función de dicha protéına
endógena distinta en dichas múltiples unidades,
suministrando la expresión de dicho gen infor-
mador una señal f́ısica correspondiente a la in-
hibición de la función de dicha protéına endógena
distinta, y comprendiendo dicha formación una
clase funcional predeterminada de dichas múlti-
ples protéınas endógenas distintas.

24. Un procedimiento según la reivindicación
23, comprendiendo dicha clase funcional un con-
junto suficiente de todas las protéınas endógenas
distintas de dicho organismo para deducir la ruta
por la cual dicho est́ımulo deduce dicha estructura
de datos matriciales de señales de salida.

25. Un procedimiento según la reivindicación
23, comprendiendo dicha clase funcional una ma-
yoŕıa de todas las protéınas endógenas distintas
de dicho organismo.

26. Un procedimiento según la reivindicación
16, comprendiendo dicha etapa de construcción la
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construcción de una matriz f́ısica estimulada que
comprende una formación ordenada de unidades
que tienen coordenadas X e Y, encerrando cada
unidad un hibridante espećıfico para una trans-
cripción endógena distinta de un ser viviente que
comprende múltiples transcripciones endógenas
distintas, o para una sonda correspondiente a di-
cha transcripción endógena distinta, proporcio-
nando el citado ser viviente un est́ımulo que in-
hibe la expresión de dicha transcripción endógena
distinta de dichas múltiples unidades, suminis-
trando dicho hibridante una señal f́ısica corres-
pondiente a la inhibición de la expresión de di-
cha transcripción endógena distinta, y compren-
diendo dicha formación una clase funcional pre-
determinada de dichas múltiples transcripciones
endógenas distintas.

27. Un procedimiento según la reivindicación
26, comprendiendo dicha clase funcional un
conjunto suficiente de todas las transcripciones
endógenos distintas de dicho ser viviente para de-
ducir la ruta por la cual dicho est́ımulo deduce
dicha estructura de datos matriciales de señales
de salida.

28. Un procedimiento según la reivindicación
26, comprendiendo dicha clase funcional una ma-
yoŕıa de todas las transcripciones endógenas dis-
tintas de dicho ser viviente.

NOTA INFORMATIVA: Conforme a la reserva
del art. 167.2 del Convenio de Patentes Euro-
peas (CPE) y a la Disposición Transitoria del RD
2424/1986, de 10 de octubre, relativo a la aplicación
del Convenio de Patente Europea, las patentes euro-
peas que designen a España y solicitadas antes del
7-10-1992, no producirán ningún efecto en España
en la medida en que confieran protección a produc-
tos qúımicos y farmacéuticos como tales.

Esta información no prejuzga que la patente esté o
no inclúıda en la mencionada reserva.
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