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Prologo a la monografia:

“"GENOMA Y MEDICINA” de Genoma Espana

La publicacién, en abril de 2003, de la secuencia del genoma humano ha
estimulado enormemente la investigacion sobre las aplicaciones médicas de
la gendmica. Sin embargo, es a partir de ahora cuando se debe poner el
énfasis en conocer las diferencias entre nuestros genomas individuales y
estudiar porqué esas diferencias nos hacen distintos, no sélo en términos de
apariencia fisica, sino en relacién a nuestro riesgo de padecer enfermedades
o en la respuesta que presentamos tras la administracién de un
medicamento. La comunidad cientifica estd adentrandose en aspectos
relacionados con las variaciones de los genes, su estructura y funcién y se
profundizarad en el estudio de los intrincados mecanismos moleculares que
determinan el desarrollo de las enfermedades complejas. La gendmica, al ser
aplicada en medicina, ofrece la posibilidad de avanzar en una medicina mas
personalizada, que haga un uso eficiente del conocimiento de las diferencias
genéticas individuales, de las causas moleculares de las enfermedades y de
la influencia de factores ambientales en el desarrollo de las mismas.

Este potencial se concreta en oportunidades para llevar a cabo un mejor
diagndstico, incluso presintomatico, desarrollar terapias mas seguras y
eficientes adaptadas a grupos de poblacidon con caracteristicas genéticas
diferenciadas, reclasificar algunas enfermedades atendiendo a sus causas
moleculares y posibilitar nuevos enfoques para la epidemiologia y salud
publica.

Sin embargo una serie de aspectos han de ser resueltos antes de que la
medicina gendmica forme parte de los procedimientos clinicos de rutina. Sin
voluntad de exhaustividad, se necesita incrementar la formacién de
pacientes y profesionales de la salud en estas materias, garantizar la equidad
(tanto social como geografica) en el acceso a estas tecnologias, definir
sistemas de acreditacién de laboratorios y garantia de calidad de los tests
genéticos, garantizar la proteccidon de los datos personales y desarrollar
legislacion que evite la discriminacidn por razones genéticas.

El presente trabajo enriquece el ambito de las publicaciones en castellano
sobre las implicaciones de la investigacidon gendmica en Medicina y puede
contribuir a abordar algunas de las cuestiones planteadas. El texto realiza un
recorrido, a través de nueve capitulos firmados por diferentes expertos,
desde las bases tedricas de la gendmica, hasta los aspectos éticos legales,
sociales y econdmicos de las aplicaciones de esta disciplina en Medicina,
pasando por los aspectos tecnoldgicos basicos (bioinformatica, genémica y
protedmica) y las nuevas aproximaciones experimentales (farmacogenética
y farmacogenodmica, caracterizacion molecular de las enfermedades).

Hay que destacar que los coordinadores han conseguido reunir un plantel de
autores de reconocido prestigio en muy diversas disciplinas (investigacion,
practica clinica, tecnologia, servicios de salud, industria), como exige un
tratamiento riguroso de un area, la medicina basada en la gendmica, cuyas
fronteras no estan todavia claramente trazadas.

Por todo ello, animamos a los profesionales sanitarios a los que este libro
esta dirigido, a adentrarse entre sus paginas para incrementar y actualizar
sus conocimientos en una de las nuevas fronteras de la moderna medicina.

Francisco Gracia Navarro

Director del Instituto de Salud Carlos II1I
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Introduccion

La publicacion hace aproximadamente 50 afios, de la estructura de la molécula del ADN,
por Watson y Crick, supuso un hito en la historia del conocimiento y marcé el inicio de un
proceso, cada vez mas acelerado, de descubrimientos en los campos de la Biologia y la
Medicina. En estos afios en los laboratorios de Biologia Molecular y Celular se aprendié a
identificar, aislar y manejar los genes que contienen la informacién para las mas variadas
estructuras y funciones celulares y, en Ultima instancia, para la formacién de un ser vivo
y su complejo funcionamiento.

También se hicieron significativos avances en asociar alteraciones de genes con el
desarrollo de enfermedades, es decir, en la comprension de las bases moleculares de las
enfermedades. En este aspecto, ha resultado de gran importancia la posibilidad de
generar animales transgénicos, en general ratones, en los que bien se induce o se
reprime la actividad (expresidon) de un gen predeterminado, o se introducen en sus
genes alteraciones (mutaciones) definidas, en general sospechosas de estar asociadas a
patologias. Aunque con la limitaciéon que representa la diferencia de especies, estos
animales son con frecuencia excelentes modelos donde investigar las causas moleculares
de las enfermedades humanas, asi como identificar nuevos blancos y ensayar nuevas
estrategias terapéuticas.

A lo largo de los afios 2001 a 2003 fueron haciéndose publicas sucesivas versiones, cada
vez mas completas, de la secuencia del genoma humano, sin duda otro hito del
conocimiento humano. Desde entonces, ha sido publicada la secuencia de varios animales
superiores (ratén, rata, la del chimpancé esta a punto de ser publicada, etc.) y es
conocida la de numerosos organismos inferiores entre ellos importantes organismos
modelos experimentales, tales como la mosca D. melanogaster y el gusano nematodo C.
elegans, y la de un alto numero de microorganismos patégenos.

Estos estudios nos han permitido estimar cuantos genes tenemos (aproximadamente
30.000, un numero bastante inferior al por muchos esperado) y su posicidon en los
cromosomas. También hemos aprendido que el genoma de dos humanos se diferencia en
un 1 por 1000 de sus bases (es decir los cuatro nucleétidos representados por las letras
A, T, G, C), lo que implica unos 3 millones de variaciones, parte de las cuales estan
relacionadas con nuestras diferencias interindividuales, otra parte son silenciosas (no
tienen efectos fenotipicos) y otras, quizas las mas interesantes para la presente
publicacion, estan asociadas a las enfermedades que padecemos o a nuestra disposicion o
resistencia a contraerlas. También hemos recibido algunas lecciones de humildad. Por
ejemplo, que nuestro genoma se diferencia tan sélo un 1,2% del de los chimpancés y que
el 99% de los genes de ratdn tienen homologos en humano.

Sin duda, la secuenciacién del genoma humano es un gran logro que facilitara
enormemente el desarrollo de la Biomedicina. Sin embargo, lo mas dificil queda aun por
hacer: encontrar la funcion de estos genes, lo que se conoce como gendmica funcional,
su asociacion con las enfermedades y como podemos utilizarlos para prevenir o curar
éstas. Estos son los objetivos de la llamada “era post-gendmica” y, aunque sabemos
que alcanzarlos costara mucho mas tiempo y esfuerzo de lo que costd secuenciar
nuestro genoma, existen pocas dudas de que se acercan grandes cambios y nuevas
posibilidades en el prondstico, diagndstico y tratamiento de las enfermedades, asi como
en la generacién de medicamentos mas eficaces y con menores efectos secundarios.
Por todo ello, se empieza a decir que estamos saliendo de una era en la que se habla un
idioma de dos “letras” (el 0 y el 1 del lenguaje digital de los ordenadores) y entrando en
otra en la que aquellos paises que quieran prosperar deberan hablar un nuevo idioma
de cuatro “letras” (los cuatro nucledtidos A, T, G, C del ADN).

Estos cambios seran posibles porque al amparo del Proyecto Genoma Humano se estan
desarrollando una serie de tecnologias, denominadas de alto rendimiento, que por
primera vez nos permiten analizar el comportamiento de todos los genes (técnicas
genomicas), proteinas (técnicas protedmicas) o metabolitos (técnicas metabolomicas) de
una célula o tejido en respuesta a una enfermedad o un tratamiento. La ingente cantidad
de datos que el uso de estas tecnologias esta generando, lo que constituye el proceso de
acumulacion de informacion mas rapido de toda la historia de la Humanidad (terabytes),
ha requerido el desarrollo de una nueva disciplina, la bioinformatica, para ser capaces de
almacenarlos y explotarlos adecuadamente. Con el desarrollo de la bioinformatica se
espera llegar a tener la posibilidad de hacer predicciones “in silico” acerca de aspectos tan
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relevantes para la industria farmacéutica como la estructura tridimensional de las
proteinas y sus interacciones con pequefias moléculas (potenciales medicamentos) que
regulen su actividad. O la integracion de los datos del genoma de los pacientes, con sus
historiales clinicos y los resultados de los laboratorios de investigacion, para acelerar
nuestro conocimiento de, por ejemplo, las causas moleculares de las enfermedades o la
respuesta individual a los farmacos.

Aunque la secuenciacion por primera vez del genoma humano requirié un esfuerzo de
varios afios, millones de ddlares y un alto nimero de laboratorios de todo el mundo, en el
momento presente existen métodos, llamados de genotipacidén, que permiten analizar, de
una manera progresivamente mas rapida y barata, las diferencias que existen entre los
genomas de los individuos. Por otra parte, se espera que, para el ano 2010, existan
métodos que permitan secuenciar el genoma de una persona en tiempo real (unas horas)
y a un precio econdmicamente asumible (1.000 - 10.000$). Esto permitira que, al poder
comparar los genomas de poblaciones, podamos avanzar mucho mas rapidamente en el
conocimiento de las causas genéticas de las enfermedades, en particular de las
enfermedades mas prevalentes (cancer, cardiovasculares, neurodegenerativas, etc.) que
son complejas, ya que dependen de multiples genes y de la interaccién con el medio
ambiente, asi como de la respuesta individual a los tratamientos. Esto permitird predecir
la sensibilidad de una persona a padecer enfermedades en nimero creciente de ocasiones
y de su respuesta a los medicamentos y constituye la base de poder pensar en el futuro
en una “medicina personalizada”.

Por otra parte, los microarrays o chips de ADN, las técnicas protedmicas y las
metaboldmicas estdn mejorando sensiblemente nuestras capacidades diagndsticas y
prondsticas. En los microarrays, secuencias del ADN que en su conjunto representan
varias veces todos los genes del genoma, se depositan de una manera ordenada en un
vidrio especial de unos pocos cm?. Esta técnica permite analizar el comportamiento, es
decir, la induccion o represion, de todos los genes que se expresan en un tejido, como
consecuencia de, por ejemplo, una enfermedad o un tratamiento. A partir de ello, se
puede determinar un nimero mucho mas reducido de genes, tipicamente 20-100,
denominados “firma genética”, que permite clasificar las enfermedades y predecir su
evolucion (por ejemplo, tiempo libre de enfermedad tras un tratamiento o tiempo libre
de metastasis) de una manera mas precisa que los métodos hasta ahora utilizados. En
el momento presente, estan empezando a ser comercializados chips para el diagnédstico
de linfomas y canceres de mama, y estan en fase experimental otros relacionados con
cancer de préstata, vejiga y colon, y con enfermedades neurodegenerativas. También
son comerciales chips para la hipercolesterolemia o para medir el efecto téxico de
farmacos. Por otra parte, siguiendo el mismo concepto que con el ADN, se estan
desarrollando microarrays de proteinas, anticuerpos, tejidos...

De una manera similar a la utilidad de la “huella genética” obtenida a partir de los chips
de ADN, a través de las técnicas protedmicas y metabolémicas, se estan determinando
conjuntos de un namero reducido de proteinas o metabolitos, cuyos patrones de alta o
baja expresion sean de utilidad diagndstica y/o prondstica. Se esta poniendo especial
interés en desarrollar estas técnicas utilizando suero de los pacientes. Por otra parte, la
capacidad de medir parametros en suero (proteinas o metabolitos, respectivamente) es
de varios miles por muestra ya en el momento presente, es decir, muy superior a los
métodos mas sofisticados de que ahora disponemos.

Finalmente, desde el punto de vista de tratamiento es evidente que el uso de la
ingenieria tisular, la terapia génica o las células madre (adultas o embrionarias,
utilizadas directamente o previa diferenciacion hacia tipos celulares predeterminados)
ofrecen nuevas alternativas para la recuperacion o regeneracion de tejidos dafados
(por ejemplo, el tratamiento de quemaduras extensas, el dafo éseo o de cartilagos, de
la diabetes tipo I, del infarto de miocardio o de las enfermedades neurodegenerativas)
o el tratamiento de enfermedades prevalentes (cancer, cardiovasculares, diabetes tipo
II, etc.). Aun en el caso de que estas promesas no lleguen a plasmarse en su totalidad
0 que cueste un esfuerzo y unos plazos temporales mayores de los inicialmente
estimados, existen pocas dudas de que, en un futuro cercano, asistiremos a profundos
cambios en los métodos de prevenir, diagnosticar y curar las enfermedades.

En el nuevo paradigma de la medicina molecular, una enfermedad viene definida por
una matriz de genes alterados. Esto permitird a la industria farmacéutica crear una
nueva generacion de medicamentos, farmacos disefiados racionalmente para modular
la funcidn de esos genes que estan alterados en cada patologia. La importancia de este
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fendmeno es incalculable. La industria farmacéutica mundial mueve 350.000 millones
de € anuales, una cifra similar al sector del automovil. Pero a diferencia de dicho sector,
son las arcas publicas las que costean buena parte de los medicamentos. La Gendmica
quiza pueda reducir los costes actuales, ya que podrd predecir quién se puede
beneficiar de un medicamento y evitar su administracion a quién sélo le provoque
efectos secundarios indeseables. Permite identificar los genes responsables de las
diferentes respuestas al tratamiento, y disefiar nuevos farmacos para personas que no
respondan ahora. El estudio del genoma, predecira también la susceptibilidad del
individuo a una determinada enfermedad. Y se podran detectar los genes alterados
antes de que se produzca la misma.

Las promesas de la gendmica son muchas y en general se enfatizan las positivas. Por otra
parte, las posibilidades de comprender las causas bioldgicas del comportamiento humano
han aumentado y también las capacidades de posibles manipulaciones. El problema de
como regular la produccién y difusidon de estas nuevas tecnologias es de envergadura.
Otro tema, en absoluto baladi es el que ocupa a la llamada personalizacién de la
medicina. En su practica esperemos que los tratamientos mas individualizados puedan
reservarse a un numero reducido de pacientes que no respondan satisfactoriamente a los
tratamientos generales. Los problemas de una medicina atomizada pueden compensarse
por los beneficios de la especializacion médica y por las mejoras de los sistemas de
informacién que faciliten una atencién en tiempo real y con todos los datos clinicos del
paciente. Una mejor educacion y capacitacion del paciente en el manejo de sus problemas
clinicos mejoraria con la integracidon de la informacién sobre el manejo de dichos
problemas por parte del propio paciente. La formacién de los médicos deberia ser mas
integradora. Estamos a tiempo de minimizar la paradoja de la terapia individual: muy
apreciada por los individuos y muy poco coste-efectiva desde el punto de vista social. Las
politicas de salud, via regulacién, pueden incentivar estrategias mas eficientes de
actuacion sobre las enfermedades.

Todo lo relativo al genoma esta inmerso, por tanto, en un intenso debate social, ecoldgico,
politico, etc. Este debate, a nuestro entender no incluye apropiadamente a los
profesionales de la salud en lo que deberia ser la asimilacion y difusion de conocimientos
que proporcionen una opinidn fundada y unas expectativas comedidas. Precisamente éste
es el objetivo de la publicacién que tienen en sus manos: difundir y acercar los
conocimientos basicos de estas nuevas tecnologias que sean Utiles para los profesionales
de la medicina y, en particular, para los médicos que trabajan en centros hospitalarios.

La necesidad del presente libro surgié tras el Informe realizado por Genoma Espafia, en
colaboracién con el OPTI (Observatorio de Prospectiva Tecnoldgica Industrial) sobre el
Impacto de la Biotecnologia en el Sector Sanitario: Primer informe de prospectiva
tecnoldgica, cuyo objetivo era identificar y valorar las tendencias de investigacion y
desarrollo tecnoldgico en biomedicina, y asi conocer el futuro en el sector y establecer
‘medidas’ que incidan en el 6ptimo desarrollo. En este estudio, se partid de un exhaustivo
estudio de documentos internacionales, a partir de los cuales se seleccionaron 30
tecnologias, cuya relevancia para nuestro pais fue analizado en el panel de 12 expertos
que las redujo a 16 tecnologias criticas. Las conclusiones del documento se basan en las
opiniones de este panel y en las respuestas de 111 investigadores y expertos, tanto de
centros publicos como privados, a un cuestionario que intentaba valorar el grado de
importancia de las tecnologias seleccionadas como criticas, asi como estimar su fecha de
implantacion y la posicidon competitiva de Espafia respecto a ellas. El 55% de los expertos
de hospitales evaluaron como bajo su conocimiento sobre las tecnologias encuestadas.
Este porcentaje es significativamente mayor que el del resto de profesionales consultados
e indica un déficit de conocimiento por parte de los médicos clinicos de nuestro pais en las
biotecnologias encuestadas.
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Las tecnologias explicitadas por los expertos encuestados con mayor grado de

importancia son:

TECNOLOGIAS
CON MAYOR GRADO
DE IMPORTANCIA

[ TERAPIAS DE CELULAS PLURIPOTENCIALES.

] AUTOMATIZACION EN LA SEPARACION E IDENTIFICACION DE PROTEINAS.

] MICROARRAYS DE ADN BIOCHIP PARA DIAGNOSTICO MOLECULAR Y CLINICO.

[ ANALISIS DE INTERACIONES PROTEINA-PROTEINA O LIBRERIA COMBINATORIA.
0 ULTRA-SECUENCIACION GENOMICA.

) FARMACOGENETICA.

[ PREDICCION Y ESTABLECIMIENTO DE ESTRUCTURA TERCIARIA DE PROTEINAS.
] ALTO RENDIMIENTO EN PRODUCCION DE MODELOS ANIMALES TRANSGENICOS.

/

Las areas de mayor impacto en Biotecnologia en el sector de la salud, son las
denominadas tendencias tecnoldgicas, y se han estructurado en cuatro grupos,
atendiendo a su objetivo final:

« DIAGNOSTICO MOLECULAR Y PRONOSTICO DE ENFERMEDADES.
« DESARROLLO DE FARMACOS.

« TERAPIA CELULAR E INGENIERIA GENETICA DE TEJIDOS.

« TERAPIA GENICA Y VACUNAS GENICAS.

R

La investigacién y desarrollo en estas areas supondra uno de los grandes retos de nuestra

era.

DIAGNOSTICO MOLECULAR

Y PRONOSTICO
DE ENFERMEDADES

DESARROLLO
DE FARMACOS

TERAPIA CELULAR

La inclusién de parametros genéticos y moleculares en el
andlisis clinico nos llevara a diagndsticos mas concretos,
terapias mas efectivas y con menores efectos secundarios e
incluso a conocer los riesgos de padecer ciertas patologias.

El desarrollo de herramientas de validacion de las dianas
terapéuticas, sobre las que se ensayan compuestos candidatos
a farmacos, es una de las metas de la industria farmacéutica.
Estas herramientas permitirdan una importante reduccion de
costes asociados al descubrimiento de farmacos.

El avance en el conocimiento molecular y celular permitiréd que
en los préximos afios algunos tratamientos con
medicamentos sean sustituidos por terapias celulares, ya sean

E INGENIERIA GENETICA —< del propio paciente o de un donante, o incluso la

DE TEJIDOS

TERAPIA GENICA
Y VACUNAS GENICAS

reconstruccion o regeneracion completa de tejidos y 6rganos.
El desarrollo de tecnologias capaces de producir estas terapias
tendrd un importante valor afiadido en el futuro.

>~

La correccion de defectos génicos o la lucha contra
enfermedades mediante insercion o expresion de genes en el
paciente es una prometedora via para solucionar

—< enfermedades congénitas o patologias adquiridas. Es
importante destacar que el futuro desarrollo de vacunas
génicas permitira una expresion mas estable y dirigida del
anticuerpo en el individuo a inmunizar.

N—
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Los temas abordados en el libro son de interés para profundizar en el conocimiento de
lo que la Gendmica y Protedmica pueden aportar a la practica de la medicina.

En el capitulo 1, Juan del Llano y José Luis Jorcano hacen una introduccién al texto que
muestra la interaccién entre medicina y gendémica, apuntan las razones que les llevaron
a su elaboracién, y presentan lo sustantivo de cada capitulo.

Jesus Millan y Joaquin Arenas, en el capitulo 2, nos acercan a las aplicaciones clinicas que
ya tienen las nuevas tecnologias sobre Gendmica y Protedmica. El gran progreso en el
estudio (diagnostico y tratamiento) de poblaciones o individuos con riesgo de padecer
enfermedades tiene su base, generalmente, en el estudio de los genes que se expresan y
en el estudio de los polimorfismos debido a que ambas cosas son las que tienen auténtica
trascendencia funcional. La expresion de los genes (mas que la propia dotacidon génica) y
los polimorfismos existentes en ellos es lo que explica y condiciona las diferencias de los
individuos en términos de susceptibilidad a las enfermedades o de respuesta a los
tratamientos.

En el capitulo 3, Jesus Frias y Beatriz Tabares nos auguran que gracias a los avances de la
Gendmica y Protedmica llegaremos, posiblemente no en el tiempo inicialmente previsto y
con dificultades de todo tipo, al desarrollo y utilizacién de farmacos mas seguros y
eficientes, y a la creacidn de terapias a la carta. La farmacogenética contindia siendo una
disciplina médica joven. Muchos aspectos tedricos y practicos siguen requiriendo su
clarificacion antes de que se alcance su completo desarrollo y maximo beneficio. Sin
embargo, durante los Ultimos anos se han producido avances sin precedentes en nuestro
conocimiento sobre la importancia del polimorfismo genético en la determinacién de la
susceptibilidad personal a desarrollar diversas enfermedades y en el grado de eficacia y
tolerancia de los medicamentos utilizados en diversas areas terapéuticas. Aunque existen
algunas sombras en el camino, la practica de la farmacogenética es un reto para la
industria farmacéutica, las autoridades reguladoras, la comunidad médica, los pacientes y
la sociedad como un conjunto, con nuevas preguntas y temas. Se espera que la
farmacogenética tenga un amplio impacto no sélo sobre el desarrollo de farmacos vy el
proceso regulatorio de aprobacién para su uso, sino también sobre como se prescriben y
administran los medicamentos a los pacientes, y existen, por qué no decirlo,
consideraciones éticas que afectan a pacientes, médicos y sociedad que deberan
estudiarse con detenimiento a medida que los conocimientos farmacogenéticos y sus
consecuencias vayan cambiando los habitos médicos.

Rubén Moreno, en el capitulo 4, nos acerca a la importancia de la Gendmica y Protedmica
en el desarrollo de los nuevos farmacos. Los descubrimientos en investigacion basica
dinamizados por el Proyecto Genoma Humano estan revolucionando la capacidad para
determinar las bases moleculares de las enfermedades. Sin embargo, en muchos casos,
estas bases son enormemente complejas y el resultado de la interaccién de numerosas
proteinas y factores bioldgicos. Las nuevas tecnologias que nos pueden ayudar en el
manejo de tan vasta informacion, estan teniendo un gran impacto en cada una de las
fases del desarrollo de farmacos. Esto incluye la influencia de la gendmica y de la
gendmica funcional en la identificacidon y validacidon de dianas moleculares, cribado de alto
rendimiento para el descubrimiento de “hits”, disefio de fadrmacos basado en estructura y
quimica combinatoria para la optimizacién de compuestos cabeza de serie, y estrategias
nuevas “in vivo” e “in vitro” para acelerar la optimizacion final y el analisis preclinico de
los farmacos candidatos. Todas estas tecnologias ya han permitido una revolucién en el
tratamiento del SIDA, y seran la base de la préxima generacion de nuevos medicamentos
para grandes problemas de la humanidad como cancer, diabetes, o enfermedades
neurodegenerativas, de una forma eficaz y eficiente en el futuro mas inmediato.

Enrique Castellén, Milagros Gonzalez, JesUs Francisco Bermejo y M2 Angeles Mufioz, en el
capitulo 5, nos presentan una panoramica desde la enfermedad del interfaz entre la
tecnologia y la investigacion clinica experimental. Los proximos afios nos traeran sin duda
grandes avances en la investigacién de las células pluripotenciales a nivel molecular. Ello
permitird identificar los genes implicados en la autorenovacion, perpetuacién y
diferenciacion. De modo analogo, los genes implicados en la reprogramacion celular de
células adultas seran identificados para poder convertirse en otro tipo celular. Las
posibilidades son muchas, pero habra que decantarse por las que sean mas factibles de ser
aplicadas en los pacientes, todo sobre un fondo de debate ético segun el cual habra que
valorar la balanza riesgo-beneficio de su aplicacién.
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Mariano Esteban, Angel Zaballos, Juan Albar y Alfonso Valencia, en el capitulo 6, apuntan
las futuras aplicaciones de la Gendmica, Protedmica y Bioinformatica en el campo de la
salud, desde la optica de la investigacion basica. Los avances espectaculares de los
meétodos bioinformaticos junto con las tecnologias gendmica y protedmica, han puesto de
manifiesto que es posible abordar el complejo funcionamiento de nuestros genes y sus
consecuencias para el crecimiento normal o anormal de las células que componen los
tejidos de un organismo. La pregunta de si la secuenciacién completa del genoma
humano supone que vamos a conocer rapidamente como funcionan nuestros genes,
debido a su limitado numero (con anterioridad a la secuenciacién del genoma se
estimaron unos 100.000 genes, luego después de la secuenciacién este nimero se redujo
a 40.000 genes y actualmente después del refinamiento de la secuencia dicho nimero se
considera que esta entre 20.000 y 30.000 genes), parece que no es tan facil de responder
y va a llevar muchos afios elucidar la funcionalidad de todos nuestros genes. El genoma
contiene toda la informacion pero leerlo no basta para decodificarla.

Julian Ruiz, en el capitulo 7, relata las implicaciones que de todo tipo traeran estas nuevas
tecnologias empleadas como pruebas genéticas. El debate cientifico, juridico y ético en
torno a dichas pruebas no ha hecho mas que empezar, y alcanzara su punto algido a lo
largo de la segunda década de este siglo cuando los avances en gendmica, hagan posible
el despistaje genético de muchas enfermedades frecuentes y de gran impacto en la
morbimortalidad de la poblacién de forma rapida, fiable y coste-efectivo.

José Luis de Sancho y Jordi Gol, en el capitulo 8, nos informan de los costes y beneficios
potenciales de las tecnologias de la gendmica y protedmica en el sector sanitario.
Comentan los aspectos clave de su priorizacion y financiacion publicas. El grado de
desarrollo de estas tecnologias y su aplicabilidad es materia que preocupa a los entes
financiadores y ciertamente a las autoridades responsables, quienes revisan el estado de
la situacion de forma dindmica y la actualizan. En el caso de Espafia destacan al
Observatorio de Prospectiva Tecnoldgica Industrial, del Ministerio de Ciencia y Tecnologia,
y a la Fundacion Genoma Espafia. Estos organismos han identificado una serie de
tecnologias, clasificando a algunas de ellas como criticas, desde el punto de vista de su
impacto estratégico para el desarrollo cientifico espaiol.

Enrique Castellén, en el capitulo 9, nos habla finalmente de la transferencia de las
tecnologias en Espafa y su problematica. Nos ayuda a reflexionar sobre preguntas tales
como: épor qué no aparecen mas empresas biotecnoldgicas en el campo de la salud
humana y por qué las que aparecen tienen grandes dificultades en prosperar?, y épor qué
razoén la investigacién translacional es quiza el punto mas débil de la I+D+i espafiola?
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Impacto del conocimiento genético en la clinica

Los dos meses que van desde el 28 de febrero de 1953, fecha en la que se oye la frase
“Hemos encontrado el secreto de la vida” en el pub “"The Eagle” en Cambridge, y el 25 de
abril, fecha en la que James Watson y Francis Crick publican en “Nature” la propuesta de
estructura de doble hélice del ADN con un enfrentamiento espacial constante entre las
bases adenina-timina y guanina-citosina pueden ser considerados los pilares de la obra
arquitecténica que se ha levantado en genética molecular.

El nivel de conocimiento biomédico actual, y su potencial contribucién a la salud del ser
humano, nunca habia alcanzado cotas tan elevadas (1). El punto de partida de la
biomedicina en el siglo XXI es el acceso a la secuencia completa del genoma humano. El
objetivo de la medicina se traslada ahora a cuestiones como estructura, funciones e
interacciones de genes y proteinas, y al estudio de las vias fisioldgicas y sistemas
bioldgicos como causas de aplicacién médica de los conocimientos estructurados
mencionados. La genética, la bioquimica y la biologia estructural estédn acelerando asi el
proceso de investigacién hacia un control mas racional de las enfermedades humanas.

Para la moderna medicina clinica, la aportacién de la gendémica y protedmica esta
resultando critica a la hora de entender mejor las situaciones fisiopatoldgicas, en la mayor
disponibilidad de métodos de diagndstico mas precoces y precisos, y en el desarrollo de
nuevos farmacos y estrategias terapéuticas (2).

El principal objetivo de estas disciplinas es el entendimiento integrado del funcionamiento
de las células y los organismos, estudiando las numerosas interacciones entre genes y
proteinas para generar un todo funcional, y sus posibles alteraciones en circunstancias
patoldgicas, para poder asi disenar nuevas estrategias diagndsticas y terapéuticas.

O Bases de la enfermedad molecular

El genoma humano (3, 4) es una secuencia de unos tres mil millones de nucledtidos
presentes en el ADN. El genoma es el conjunto de genes de un organismo. Un gen es un
segmento de la secuencia de ADN que codifica un producto (habitualmente una proteina)
de funcién bien definida y que se encuentra localizado en un cromosoma concreto. Los
acidos nucleicos son las moléculas constitutivas del ADN y del ARN. La molécula de acidos
nucleicos condiciona la sintesis de proteinas; es, sencillamente, su precursor natural
imprescindible.

1. ADN

El ADN (acido desoxirribonucleico) estd constituido por tres elementos quimicos: un
azUcar de 5 atomos de carbono (desoxirribosa), un fosfato, y una base nitrogenada, que
puede ser purica (adenina o guanina) o pirimidinica (citosina o timina). La union del
azUcar (pentosa) con la base nitrogenada constituye el nucledsido; y de éste con el grupo
fosfato, el nucledtido. Asi, las cadenas de acidos nucleicos estan formadas por la unién de
numerosos nucleétidos.

El ADN estad formado por dos cadenas de nucledtidos, unidas estructuralmente de una
forma estable gracias a que se mantiene la distancia de los enlaces entre las dos cadenas.
Ambas cadenas llevan un sentido opuesto, por lo que una de ellas se conoce como
complementaria de la otra. La disposiciéon espacial de la doble cadena es la de doble
hélice, de tal forma que las bases nitrogenadas se disponen hacia el interior de la
estructura, mientras que las pentosas y fosfatos se disponen hacia el exterior. Los enlaces
se establecen, por tanto, entre las bases nitrogenadas de tal forma que en el ADN la
complementariedad viene determinada por enlaces entre adenina y timina (A-T) o entre
guanina y citosina (G-C).
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2. ARN

La estructura basica del ARN (&cido ribonucleico) es similar, salvo que en lugar de
timina contiene uracilo, y que la pentosa contiene un grupo OH en el carbono 2, siendo
asi una ribosa. Ademas, el ARN estd constituido por un solo filamento o cadena de
nucleétidos, formados -a su vez- por nucledsidos (ribosa + base nitrogenada) y el
grupo fosfato.

El ARN puede ser: mensajero (ARNm), ribosémico (ARNr) y de transferencia (ARNt).
AUn teniendo la misma composicidn, sus funciones son bien diferentes, tal y como se
esquematizara a continuacion.

3. Duplicacion, transcripcién de seiial, y sintesis de proteinas

Los acidos nucleicos tienen las propiedades de duplicarse (replicacion), transcribirse
(transcripcion) y sintetizar proteinas (traslacion).

El proceso de duplicacién permite copiar exactamente las dos cadenas de
ADN. Con este objetivo, el primer paso es el desenrollamiento

(o estiramiento) de la doble hélice, y la separacion de las dos cadenas gracias
a la accién del enzima helicasa. Posteriormente se producira la sintesis

de nuevas cadenas de ADN acopladas a cada una de las cadenas anteriores,
gracias a la accion del enzima ADN-polimerasa.

DUPLICACION

No toda la cadena de ADN contiene informacién Util desde el punto de vista genético. En
efecto, la secuencia de nucledtidos en el ADN es tal que se alternan zonas o secuencias
que si que son capaces de codificar proteinas (exones) con otras que -situadas entre los
exones- no codifican proteinas (intrones). El nimero de exones e intrones en cada
cadena de ADN es muy variable.

Un gen no es mas que una parte de la cadena de ADN constituida por una secuencia de
exones e intrones, en numero variable, y que es capaz de codificar la sintesis de una
proteina concreta. Cada gen, por tanto, tiene una dimensiéon y una composicidon variable
en funcién de su propia secuencia de exones e intrones. La parte mas préoxima al primer
exon del gen, rica en guanina y citosina, es conocida como el promotor del gen debido a
que sera capaz de iniciar la transcripcidon una vez que se una a un complejo enzimatico
activador. Si las citosinas de la zona del promotor del gen se encuentran metiladas
(incorporacion de grupos metilos CH3) el complejo enzimatico activador no podria actuar
y, por tanto, no se podria iniciar la transcripcion de la informacion genética.

Sobre la cadena de ADN duplicada se formara una cadena de ARNm a
través de la sintesis de nucledtidos complementarios. La cadena de ADN

TRANSCRIPCION servird de molde para la sintesis de la de ARNm. La reaccion es catalizada
por el enzima ARN-polimerasa. Como ya queda sefialado, en la cadena de
ARNmM se sitUa el uracilo en lugar de la timina.

La cadena de ARNm asi formada (ARNm primario) se separa de su molde de ADN, y es
metilada en el extremo 5’ (fendmeno de “camping”) y poliadenilada en el extremo 3’
(polyA). Estas modificaciones le confieren proteccién frente a las nucleasas que
pudieran llegar a degradar la cadena de ARNm formada, y favorecen el transporte del
ARNmM a los ribosomas citoplasmaticos. Ademas, tales cambios favorecen la pérdida de
intrones (sin informacidon genética atil) en el ARNm (fendmeno conocido como
“splicing”), quedando asi una molécula estable, que puede desplazarse desde el nlcleo
hasta los ribosomas del citoplasma celular (donde se sintetizaran las proteinas) y que
contiene de forma cifrada toda la informacidn para la sintesis de proteinas, que
posteriormente sera descifrada.
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Este es el fendmeno por el que se traducen las secuencias de nucleétidos
del ARNm formado como se sefala previamente al lenguaje operativo de
sintesis de proteinas. Es decir, conduce al ensamblaje de los diferentes
aminoacidos en cadena, caracteristicos de cada una de las proteinas que se
han de sintetizar.

TRADUCCION

Para que esto tenga lugar es preciso, no sélo el concurso del ARNm, sino también del
ARNt (de transferencia) y del ARNr (ribosémico).

TRANSCRIPCION DEL ARNm

0 ARNm. Cada molécula o
cadena de ARNm esta
compuesta de nucledtidos,
tal y como queda sefialado.
Cada conjunto de tres
nucledtidos, estructura que
se conoce como coddn, es
capaz de codificar un
aminoacido. En otras
palabras, cada codén lleva
la informacién sobre cual es
el aminoacido que codifica.
De acuerdo, por tanto, con
la secuencia de codones en
la molécula del ARNm podra
descifrarse una determinada
secuencia de aminoacidos
hasta la sintesis completa
de una proteina. El hecho
fundamental sobre el que
asienta este proceso es que
hay una correspondencia
entre el codon codificador
(con las tres bases
presentes en sus tres
nucledtidos) y un
aminoacido determinado.

[J ARNt. Los ARNt son las
moléculas “adaptadoras”
que portan los aminoacidos
hasta los ribosomas, donde
se decodifica la informacion
procedente del ARNm. Los
ARNt estan formados por
secuencias de entre 60 y
95 nucledtidos que se
pliegan formando “loops”,
uno de los cuales se
denomina anticodén por
tener una secuencia
complementaria al codén.

[J ARNr. EI ARNr permite la
unién entre el ARNm vy el
ARNt. Se encuentra
constituido por una
secuencia de nucledtidos y
aminodcidos, que se
configuran en dos
unidades de distinto
tamafio: una mayor (60S)
y una menor (40S). En la
primera existen tres
espacios de unién al ARNt:
zona peptidica, zona
aminoacidica, y zona
“exit”.

Para una correcta traduccion genética, la
zona peptidica del ARNr se enfrenta al
codon de iniciacion del ARNm y a
continuacion se coloca el ARNt que es
complementario. Como quiera que el ARNt
porta el aminoacido concreto, el
alineamiento progresivo entre las
moléculas provoca, asimismo, el
alineamiento progresivo entre los
diferentes aminoacidos y éstos quedan
enlazados mediante uniones peptidicas.

\_/_

El fendmeno esta facilitado por un
movimiento sucesivo del ribosoma sobre el
ARNmM lo que implica que las moléculas de
ARNt vayan siendo desplazadas por otras,
también de ARNt, con nuevos y distintos
aminodacidos. Asi se ird formando la cadena
de aminoacidos enlazados hasta la sintesis
completa de la proteina. El proceso se
interrumpe gracias a la aparicion de un
codon que no codifica ninglin aminoacido
(coddn de paro), significando que la
proteina se ha formado completamente y
puede ser liberada al citoplasma.

\_/-

4. Lesiones del material genético

Se conoce como “lesién del ADN” (*"DNA damage”) las modificaciones que puede sufrir
el ADN como consecuencia de mutaciones.

Ejemplo de estas circunstancias son las alteraciones en la composicién molecular del
ADN, como es el caso de la pérdida de bases puricas y/o pirimidinicas en la cadena de
ADN, la deaminacién de las bases puricas y/o pirimidinicas (pérdida del grupo amino en
las bases), la posible dimerizacion de las bases lo que puede provocar una distorsion de
la doble hélice, la modificacion quimica de las bases por transferencia de grupos metilo
e etilo lo que altera el fendmeno de la transcripcidén de la informacion genética; etc.
Tales situaciones pueden surgir de manera espontanea o merced a la accidon de factores
ambientales de distinta naturaleza (por ejemplo, radiaciones ultravioleta, agentes
alquilantes, etc).
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Ante una “lesion del ADN”, los posibles patrones de respuesta son tres:

o LA CELULA “REPARA” LA LESION, PARA LO QUE DISPONE DE MECANISMOS PROPIOS (“DNA
REPAIR”).

o LA CELULA SE AUTODESTRUYE (APOPTOSIS) SI LA LESION DEL ADN NO PUEDE SER REPARADA.

o LA LESION EN EL MATERIAL GENETICO PERSISTE Y EL DANO SE TRANSMITE A TRAVES
DE LA DUPLICACION DEL ADN.

/

Por tanto, la respuesta a la lesién del ADN puede no tener consecuencias si se produjera
una inversion de la lesion (“reversal od DNA damage”), un corte de la lesiéon (“excision od
DNA damage”) o una tolerancia (“tolerance of DNA damage”). En caso contrario nos
encontrariamos con una alteraciéon del ADN permanente y transmisible, con las
consecuencias légicas que pudiera acarrear.

0 Medicina clinica y medicina molecular

Tradicionalmente, el proceso diagndstico abarcaba tres partes: la anamnesis, la
exploracion clinica, y la realizacion de exploraciones complementarias. El conocimiento
de las alteraciones moleculares que subyacen a las enfermedades puede permitir un
gran avance al transformar lo que hasta ahora era conocida como “deteccion clinica” de
la enfermedad en una “deteccidn subclinica” (Cuadro 1). El gran objetivo ha sido, y lo
es en este momento, alcanzar el diagndstico en los estadios mas precoces de la
enfermedad v, si ello fuera posible, en una fase previa a la aparicion de las alteraciones
clinicas, las anomalias estructurales, o las modificaciones bioquimicas que caracterizan
al cuadro clinico en los primeros momentos de su expresividad.

La deteccién de anomalias genéticas (5) caracteristicas de una enfermedad puede afectar
a tres niveles (Cuadro 2):

o ALTERACIONES EN EL ADN (MODIFICACIONES DEL GENOMA).
o ALTERACIONES EN LA TRANSCIPCION DEL ARNM (MODIFICACIONES DEL TRANSCRIPTOMA).
 ALTERACIONES EN LA CONSTITUCION DE LAS PROTEINAS (MODIFICACIONES DEL

PROTEOMA).
/

Estos tres niveles reflejan las tres fases constitutivas de la forma en la que se manifiesta la
carga genética del individuo:

e SITUACIONES C,LiNICAS/ENFERMEDADES QUE SE ACOMPANAN DE ALTERACIONES EN EL
MATERIAL GENETICO.

° SITUACIONES,CLfNICAS/ENFE,RMEDADES,QUE SE ACOMPANAN DE ALTERACIONES EN LA
TRANSCRIPCION Y REGULACION DE LA SINTESIS DE LOS PRODUCTOS.

e SITUACIONES CLINICAS/ENFERMEDADES QUE SE ACOMPANAN DE ALTERACIONES EN LA
EXPRESION PROTEICA DE LOS PRODUCTOS.

S —

La identificacion de una enfermedad se podra hacer no sélo al describir los genes del
enfermo, sino también segln qué genes se expresan o se encuentran reprimidos en
comparacién con el resto de los individuos (6). Eso nos puede dar una idea sobre la carga
genética y sobre la contribucion a la enfermedad de cada gen y de la proteina que
codifica.

Por tanto, las anomalias pueden afectar tanto al genoma como a su expresion. Y en tal
sentido es preciso sefialar que la expresidon se encuentra, también, directamente
relacionada con el ambiente, de tal forma que las manifestaciones fenotipicas son
consecuencia de la interaccion entre el genoma y el ambiente en el que éste se desarrolla.
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1. Influencia en la practica clinica

Surge asi el concepto de “susceptibilidad” para la enfermedad como una resultante de la
carga genética y de los factores externos condicionantes. Los factores externos pueden no
modificar el genoma (el mapa de genes) (7), pero si pueden alcanzar a la tanscripcion y a
la sintesis proteica. Se produce, asi, un cambio en los genes transcritos (transcriptoma) y
en la composicion de las proteinas traducidas por ellos (proteoma) en los tejidos
afectados.

La consecuencia es que una enfermedad o situacion clinica determinada con base
genética es un conjunto de datos clinicos producidos por defectos en el genoma, en la
regulacién de la sintesis de los productos genéticos, o en los productos genéticos mismos.
Y detras de esta situacion podria identificarse una susceptibilidad o predisposicién con
caracter hereditario, y un desencadenante de caracter ambiental. El reto que todavia
tenemos por delante es, por una parte, el conocimiento mas avanzado de los genes que
subyacen en la susceptibilidad a las enfermedades y, por otra, el mejor conocimiento de
los factores del componente ambiental.

El ambiente tiene una gran capacidad de influencia sobre la expresidon genética y modifica
los productos genéticos de forma que se puede iniciar, abortar, acelerar o retrasar el
desarrollo del proceso patoldgico.

El conocimiento progresivo de los tres elementos: genoma, transcriptoma, y proteoma
puede aportar elementos moleculares decisorios a la hora de realizar un diagndstico y un
tratamiento mas preciso de ciertas enfermedades (8). Por una parte, el proyecto Genoma
Humano nos ha permitido aproximarnos con un elevado grado de verosimilitud a la carga
genética del ser humano. Por otra, ya es posible estudiar cual es el “panorama molecular”
consecuencia del genoma por cuanto podemos aproximarnos al “fenotipo molecular” del
individuo gracias al estudio del nivel de expresién de un determinado gen, y del resultado
final del perfil proteico. Para alcanzar un nivel de conocimientos que permita una
generalizacién en la practica clinica tenemos un importante obstaculo que no es la falta de
tecnologia sino la carencia de muestras de una cantidad suficiente de individuos
clinicamente bien definidos.

En los ultimos afios se han hecho esfuerzos por abordar este problema. Contamos con
una identificacion de la secuencia del genoma humano muy préxima al 100%, con un
grado de verosimilitud superior al 99% (9). Contamos con una base de datos que reune
los mas de seis millones de polimorfismos de nucleétidos Unicos que, probablemente,
sigan aumentando. Se han hecho notables progresos en el estudio de la expresion de los
genes en diferentes situaciones clinicas para conocer el “fenotipo proteico”, pero el
camino por delante todavia requiere de importantes esfuerzos hasta llegar a aplicar
evidencias de una forma generalizada.

Pero no cabe duda que el gran avance tecnoldgico nos va a permitir mejorar la
comprensidon y definicion, a nivel molecular, de la patogenia y fisiopatologia de las
enfermedades. Ademas, va a condicionar la estrategia terapéutica de las mismas. La
nueva medicina molecular va a permitir, seguramente, realizar diagndsticos moleculares
y tratar las enfermedades antes de que se manifiesten clinicamente. Va a revolucionar,
en suma, la practica clinica, que va a estar marcada por la nueva medicina de base
molecular.

2. Influencia en la relacion médico-enfermo

Son numerosas las ventajas que, tanto el enfermo como el médico, pueden obtener de
este nuevo concepto de la medicina. Algunas de ellas son de indole muy practica puesto
que afectan al conocimiento de la causa Ultima de la enfermedad, al diagnéstico, al
prondstico, al tratamiento, y a la prevencion de la enfermedad (Cuadro 3).

El individuo podra recibir consejos y recomendaciones que, basados en su carga genética,
le permita eludir influencias ambientales deletéreas o prevenir riesgos especificos. Surge
asi la solucién al diagnodstico del “riesgo individual” tan largamente acariciado por la
medicina para una personalizacién de las recomendaciones. Es probable que podamos
pronosticar el porcentaje de probabilidad de padecer una determinada enfermedad,
gracias al estudio del genoma, al mismo tiempo que evaluar la influencia de las
modificaciones ambientales sobre esa probabilidad de enfermar.
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Podremos estar mas atentos a los sintomas o signos “guia” para el diagnéstico de ciertas
enfermedades, asi como a los indicios precoces del desarrollo de futuras enfermedades,
merced al estudio del transcriptoma y del proteoma (6). Nuestra capacidad para el
diagnéstico preclinico de la enfermedad serd muy superior a la actual (otra aspiracion
permanente de la medicina), gracias al diagndstico de patrones conocidos en el
transcriptoma y en el proteoma asociados a la enfermedad, incluso antes de que surjan
las alteraciones estructurales o funcionales en los tejidos y, desde luego, antes de que
surjan los sintomas.

Nuestra relacidn con el enfermo va a cambiar (10). Estara presidida por un conocimiento
mas particular de su enfermedad. El enfermo se nos va a presentar, en general, con un
cuadro sindrémico cuya causa puede ser diversa por cuanto un mismo sindrome puede
ser la expresion de diferentes enfermedades moleculares. Muchas enfermedades
pasaran a ser consideradas como sindromes, en el mas puro concepto clasico, hasta no
disponer de un diagndstico molecular. La medicina tendra una gran parte de diagnéstico
sindrémico, pero no alcanzara el diagndstico de enfermedad si no llega al ambito
molecular. Pasaremos del sindrome clinico a la enfermedad molecular en el proceso
diagnéstico.

Podremos individualizar los tratamientos y reconocer las razones por las que un mismo
tratamiento en enfermedades aparentemente idénticas tiene un resultado distinto. Esto
significa disefiar una estrategia personalizada basada en un determinado perfil genético.
Podremos, incluso, comenzar un tratamiento antes de que la enfermedad tenga un curso
clinico, decision que el enfermo podra tomar o no, ponderando los aspectos favorables o
desfavorables de disponer de ésta informacion.

Pero también la relacion médico-enfermo va a estar influenciada por otros aspectos
derivados de un mayor y mejor conocimiento de su enfermedad, y de la base genética
que la sustenta. Los problemas éticos y los problemas legales son expresion de esto. La
disponibilidad de una “informacion sensible” y especialmente propia del individuo obliga
a establecer cautelas en su utilizacion por los profesionales, y garantias para la persona
de tal forma que no deba influir en otros aspectos de su vida (laboral, familiar, etc.) que
no sea el estrictamente relacionado con la salud. Pero aun asi, esta informacion en
manos de su legitimo propietario, que no es otro que el individuo, puede llegar a tener
una influencia decisiva en su toma de decisiones legales, religiosas, etc. Pudiera,
ademas, condicionar su libertad de eleccion y su capacidad de decisién, una vez que
fuera conocedor de una parte importante de su porvenir, con la pérdida de expectativas
que ello puede arrastrar. El miedo al conocimiento y la légica dificultad de entendimiento
de estos problemas en el individuo han de ser muy tenidas en consideracion.

Asi las cosas, la informacién genética se presenta en la relacién médico-enfermo como
una fuente de poder, pero también como una carga que ha de ser administrada (11). La
sensacion que queda es que el ejercicio de la profesion médica va a requerir un enfoque
distinto y que se vislumbra un cambio necesario en el perfil del profesional.

0 Las nuevas tecnologias en la clinica

Desde el comienzo de las investigaciones sobre el genoma humano, uno de los objetivos
ha sido que las nuevas tecnologias y los resultados provenientes de su aplicaciéon se
encuentren disponibles rapidamente para la comunidad cientifica, en beneficio de los
individuos. En otras palabras: servir al interés publico a través del conocimiento de la
biologia humana.
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Esto explica que el desarrollo de nuevas tecnologias se haya centrado en (12, 13):

o LA SECUENCIACION DEL GENOMA PARA ALCANZAR UNA VISION PREDICTIVA DE LA ENFERMEDAD.
o LA PROTEOMICA, PARA COMPRENDER MEJOR LA ENFERMEDAD Y SUS MANIFESTACIONES.

o LAS TECNICAS DE DIAGNOSTICO MOLECULAR (BIOCHIPS) PARA IDENTIFICAR LA ANOMALIA
PRIMORDIAL DE LA ENFERMEDAD Y ALCANZAR EL DIAGNOSTICO.

o LA AE’LICACION DEL CONOCIMIENTO SOBRE LA POTENCIALIDAD CELULAR DEBIDA A SU CARGA
GENETICA, PARA LAS NUEVAS TERAPIAS CON CELULAS PLURIPOTENCIALES.

o LA FARMACOGENETICA Y LA FARMACOGENOMICA, PARA LA INDIVIDUALIZACION DE LOS
TRATAMIENTOS.

o LA UTII’_IZACI(')N DE LA INF’ORMACI(’)N SOBRE LAS FUNCIONES DE LOS GENES, COMO REMEDIO
TERAPEUTICO (TERAPIA GENICA).

A S —

En este sentido, los esfuerzos se han encaminado hacia cuatro grandes areas:

 EL DIAGNOSTICO MOLECULAR DE LAS ENFERMEDADES.
 EL DESARROLLO DE FARMACOS.
o LA TERAPIA CELULAR.
« LA TERAPIA GENICA.
/

Las técnicas de biologia molecular van a permitir investigar en profundidad sobre el
binomio estructura-funcion y, eventualmente, trasladar a la clinica la aplicacidén de tales
conocimientos, tanto provenientes del campo de la gendmica funcional (transduccion de
sefiales, control de la transcripcion, apoptosis, ciclo celular, interacciones celulares...)
como del de la protedmica funcional (estructura de proteinas, interacciones de proteinas y
receptores,...)

El beneficio que cabe esperar de la aplicacion de las nuevas tecnologias se aglutinara en
las siguientes areas (14):

» CONOCIMIENTOS SOBRE LA CONTRIBUCION DE LA CARGA GENETICA A LAS
ENFERMEDADES MAS FRECUENTES.

» NUEVOS METODOS PARA EL DIAGNOSTICO PRECOZ DE LAS ENFERMEDADES.

e CONOCIMIENTO DE LAS BASES MOLECULARES ("GENETICA QUIMICA") DE LA
FISIOPATOLOGIA DE LAS ENFERMEDADES.

« MEJORIA DE LOS TRATAMIENTOS, SENALIZANDO NUEVAS DIANAS TERAPEUTICAS Y
ACELERANDO EL DESCUBRIMIENTO DE NUEVAS DROGAS.

« POSIBILIDAD DE CONOCIMIENTO INDIVIDUAL DEL GENOMA DE FORMA RAPIDA Y A BAJO
COSTE.

— /

La consecuencia de la aparicion de nuevos marcadores bioldgicos de enfermedad puede
aportar valor a lo largo de toda la historia natural de la enfermedad (15):

o COMO NUEVO METODO DIAGNOSTICO.

« COMO MARCADOR PRONOSTICO.

o COMO MARCADOR-MONITOR DE LA EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD.
« COMO PREDICTOR DE LA RESPUESTA TERAPEUTICA.
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En otra dimensién, la identificacidon de nuevas dianas terapéuticas puede permitir (16):

* LA DISPONIBILIDAD DE ANTICUERPOS MONOCLONALES DE USO
TERAPEUTICO.

o LA IDENTIFICACION DE PROTEINAS DE APLICACION TERAPEUTICA.
« LA SINTESIS DE NUEVOS FARMACOS.

o LA TERAPIA GENICA.

Sin embargo, la disponibilidad de nuevas técnicas no es sindnima de aplicacion inmediata
y universal. Algunas limitaciones para la aplicacién de un test genético son las siguientes:

o LA EFICIENCIA O RENTABILIDAD DIAGNOSTICA DE LA PRUEBA O EL TEST
UTILIZADO.

o LA AUTENTICA VALIDEZ PREDICTIVA QUE TENGA EL TEST.
o LA SELECCION DE GRUPOS DE POBLACION O INDIVIDUOS A LOS QUE VA
DIRIGIDO (FAMILIAS, GRUPOS O INDIVIDUOS DE RIESGO).

S —

A modo de ejemplo, se pueden citar casos en los que la aplicabilidad de una nueva
técnica podria estar limitada. Es el caso de una probabilidad pre-test préoxima a cero, una
prevalencia de la anomalia extremadamente baja, o una enfermedad intratable. En la
practica, por tanto, la aplicacion de un test genético viene determinada por la utilidad o
valor afladido que aporte y no meramente por la disponibilidad de la técnica.

O Impacto del conocimiento genético en la clinica

Un campo de particular interés biomédico en la era posgenoma es el estudio del espectro de
variacion genética (17) y su relacion con enfermedades en estudios de asociacion clinica. La
iniciativa de identificacion sistematica de las variantes mas comunes en los genes humanos
y en sus regiones promotoras (lo que se han denominado “single nucleotide polymorphism”
o SNP) y su analisis en poblaciones de pacientes bien fenotipificados podra llevar a
identificar factores genéticos de riesgo o combinaciones de los mismos relevantes para el
desarrollo de enfermedades de causas complejas, como las cardiovasculares, la diabetes, o
la enfermedad de Alzheimer. Nuestro carné de identidad de SNP podra condicionar los
habitos recomendados de vida, asi como determinar nuestra sensibilidad a farmacos o a sus
efectos secundarios, lo que abre la puerta a un nuevo tipo de ensayos clinicos mas
estratificados que tengan en cuenta la dotacion génica de los pacientes, en lo que se ha
denominado farmacogenética. Todo ello sera decisivo en las nuevas etapas de la medicina
molecular y predictiva. Este campo constituye un ejemplo evidente de la necesaria
colaboracion basica/clinica, ya que incorpora desde la historia clinica de los pacientes, los
bancos de sangre y tejidos, equipamientos de genotipificacion de alto rendimiento y la
caracterizacion funcional de los polimorfismos identificados en modelos experimentales.

Otros campos esenciales en el ambito de la gendmica funcional son el estudio del
“transcriptoma” y del “proteoma”, el conjunto de ARN mensajeros (ARNm) y de proteinas,
respectivamente, que se expresan en una célula determinada (18). A diferencia del
genoma, que es independiente de contexto, la expresién de ARNm y proteinas depende
del tipo celular y de las circunstancias fisioldgicas o patoldgicas concretas. Se trata, pues,
de abordar la descripcion sistematica de los programas de expresion génica en distintos
tipos celulares, y de su regulacién en distintos estados fisiopatoldgicos y durante el
desarrollo. En el caso de las proteinas, el objetivo se extiende a entender su localizacion y
dinamica celular, sus interacciones mutuas y su estructura tridimensional. Todo ello va a
suponer también un gran esfuerzo en el mejor conocimiento de los mecanismos de
modulacion de la transcripcién génica, asi como de los mecanismos de sefializacion
celular que los gobiernan y en cuya disfuncidén tienen su raiz un gran nimero de
enfermedades. Un objetivo esencial es entender mejor las redes de interacciones de
proteinas que estan implicadas en el mantenimiento y la modulacién de las principales
funciones celulares, como la proliferacion celular, la respuesta a diversas sefiales
fisioldgicas (transduccién de sefales), o la adquisicidn y mantenimiento del estado de
diferenciacion y de las funciones especificas de tejido.
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El mejor conocimiento del funcionamiento de estas redes a nivel celular, asi como de la
repercusion fisioldégica a nivel del organismo completo de cambios en la expresion o
funcion de genes, mediante el desarrollo de modelos animales, son también nuevas
fronteras de la investigacidn posgenoma esenciales para construir hipdtesis sobre la
etiologia de enfermedades y para desarrollar nuevos métodos diagndsticos y terapéuticos.

Este panorama presenta varios aspectos que merece la pena destacar. Por una parte, la
indudable potencialidad de las aplicaciones futuras de estos conocimientos y
metodologias. Por ejemplo, la caracterizacidn fenotipica a nivel molecular de enfermos de
cancer u otras enfermedades, que pueda dar informacién sobre su prondstico y aconsejar
estrategias terapéuticas; los nuevos farmacos que se derivaran del mejor conocimiento
de los sistemas de sefializacién celular, o las posibles aplicaciones de la utilizaciéon de
células precursoras para la reparacion de 6rganos y tejidos dafiados. Por otra, destaca la
importancia creciente de las aproximaciones multidisciplinarias (19). La complejidad de
los problemas que hoy aborda la investigacion en biomedicina va a requerir, cada vez
mas, la colaboracién de, entre otros, bidlogos moleculares, especialistas en genética
humana, epidemiologia molecular, biologia celular, transduccidén de sefales, modelos
animales, biologia del desarrollo, neurobiologia, y en las nuevas metodologias gendmicas,
asi como, de nuevo, acceso a excelentes bancos de tejidos y muestras de pacientes bien
caracterizados.

La gendmica y protedmica van a permitir profundizar en el conocimiento de los
mecanismos moleculares, bioquimicos, celulares, genéticos, fisiopatoldgicos vy
epidemioldgicos (epidemiologia molecular) de las enfermedades y problemas de salud, y
establecer estrategias para su prevencion y tratamiento. La informacion generada con la
secuencia del genoma humano y de otros organismos, y la expansion de las tecnologias
para el analisis de proteinas, expresidon de genes y sus variantes posibilitan redefinir la
organizacion de los sistemas bioldgicos y profundizar en los mecanismos implicados en el
desarrollo de la enfermedad. Los conocimientos basicos alcanzados por la medicina
gendmica abren oportunidades para su traslacién en la mejora del diagndstico vy
caracterizacion de los pacientes, y en el planteamiento de nuevas dianas terapéuticas.
Mediante estas herramientas, la investigacion biomédica ha de satisfacer la demanda
social y clinica de una medicina mas personalizada y eficaz. En otra area de investigacion
especialmente activa, el reconocimiento de la plasticidad de las células madre para la
regeneracion y diferenciacion posibilita su uso en medicina reparadora.

Estos avances en el conocimiento fundamental sélo se traduciran en calidad de vida y en
bienestar para las personas cuando puedan ser aplicados para mejorar la prevencién, el
diagndstico y tratamiento de las enfermedades, lo cual supone la necesidad de
coordinacién con el sector industrial.

En un repaso breve sobre los grupos de enfermedades de mayor morbimortalidad, se
podrian definir los siguientes aspectos en los que la gendmica y proteémica va a resultar
de especial trascendencia.

1. Cancer

Como es bien conocido, el cancer constituye uno de los mayores problemas de salud en el
mundo desarrollado y su impacto negativo incide de manera especial en los grupos
humanos mas desfavorecidos a nivel econdémico. En nuestro pais el cancer afecta a unos
150.000 espafioles anualmente, de los cuales la mitad sobrevivirdn a su enfermedad mas
de cinco afios. En términos del riesgo individual, uno de cada tres espafioles y una de
cada cinco espafolas seran diagnosticados de cancer en un momento de su vida.
Finalmente, aunque la supervivencia del cancer haya mejorado significativamente en
nuestro pais en los Gltimos veinte afios, con datos procedentes de los registros de
tumores de poblacién, queda mucho por hacer para mejorar su prevencion, diagnostico y
tratamiento tanto en el ambito de la organizacién sanitaria como también en el ambito de
la investigacion.
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Las areas en las que la gendmica y protedmica va a realizar aportaciones trascendentes a
la Oncologia Clinica son (20, 21):

[ Elucidacion de los
mecanismos moleculares y
celulares en el desarrollo y
progresion del cancer.

[0 Desarrollo y analisis de
rastreos genémicos y
protedmicos masivos para
caracterizar procesos
tumorales e identificar
patrones de utilidad en
diagnéstico, prondstico y
tratamiento.

0 Explotacion de modelos
murinos para analisis de
bases genéticas y
moleculares de la
enfermedad, identificacion
de factores involucrados en
la progresion tumoral,
identificacion de nuevas
dianas de potencial
terapéutico y ensayos
preclinicos. Desarrollo de

nuevos modelos

alternativos que emulen de
manera mas apropiada la
enfermedad humana y
permitan un mejor control

de la activacion o inactivacion
génica in vivo.

Aplicacion de tecnologia
molecular y celular al analisis
de grandes series de
pacientes para diagndstico
inicial de mutaciones,
confirmacién de la remision
clinica (deteccion de
enfermedad minima residual)
y diagndstico de mutaciones
en recaidas.

[ Desarrollo y estandarizacion

de las metodologias y
protocolos utilizables en
epidemiologia molecular,
diagndstico y prevencion de
cancer familiar y esporadico,

y caracterizacion genotipica
de susceptibilidad a
diferentes tipos de tumores y
programas de consejo
genético.

[ Desarrollo y evaluacion de

nuevos agentes
farmacoldgicos
antitumorales, con especial
énfasis en la seleccién de
agentes activos en estadios
iniciales de desarrollo
tumoral, la incorporacion de
tecnologias de apoyo (e.g.
farmacogendmica,
protedmica) para el éptimo
desarrollo preclinico y clinico
de los agentes seleccionados,
y la individualizacion del
tratamiento farmacoldgico
segun factores prondsticos.

2. Enfermedades Cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares constituyen la primera causa de morbi-mortalidad en
Espafia. Los avances terapéuticos, en el conocimiento epidemioldgico, de la fisiopatologia
y la biologia vascular han contribuido de forma muy significativa a la generacién de
conocimiento nuevo en biologia y biomedicina durante las dos Ultimas décadas. Se han
sentado las bases del conocimiento molecular de procesos fisioldgicos y fisiopatologicos
tales como la regulacién del tono vascular, la inflamacidn o la arteriosclerosis.

La elevada prevalencia de factores de riesgo de cardiopatia isquémica como la
hipertensidn, la diabetes, el consumo de tabaco o la hipercolesterolemia son un hecho
constatado. Es importante sefalar asimismo la insuficiencia cardiaca, derivada en parte
de la decreciente letalidad por cardiopatia isquémica, que trae como consecuencia su
cronificacidon y aumento de incidencia en la poblacion de mas de 65 afios.

Las areas de influencia mas importantes de la gendmica y protedmica en la Medicina
Cardiovascular podrian ser (22):

[ Contribucién al desarrollo de
modelos experimentales,
celulares y animales de
enfermedad cardiovascular.

0 Disfuncién endotelial como
sustrato comun de
arteriosclerosis, hipertension
y diabetes.

[J El proceso de arteriosclerosis:

modificacion de lipoproteinas
nativas, mecanismos
moleculares del inicio,
progresion y establecimiento
de la placa de ateroma.
Mecanismos de inestabilidad
de la placa y formacion de
trombo.

[ Hipertension esencial, con

sus bases genéticas y
mecanismos moleculares de
su génesis y dafio
multiorganico.

[1 Establecimiento de las bases

genéticas y moleculares de
las miocardiopatias y de las
arritmias.

[0 Regeneracion de tejido

vascular y miocardico por
células totipotentes

[0 Marcadores genéticos y

proteicos de aplicacion en
cribado poblacional de la
enfermedad cardiovascular.

[0 Marcadores bioquimicos,

genéticos y clinicos de la
cardiopatia isquémica.

[J Diabetes y enfermedad

arterial. Sindrome metabdlico
y resistencia a la insulina
como factores criticos de
desarrollo de enfermedad
vascular.

[0 Nuevas estrategias

terapéuticas en la
insuficiencia cardiaca,
arritmias, cardiopatia
isquémica, hiperlipidemia y
obesidad.
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3. Enfermedades del Sistema Nervioso y Mentales

La morbi-mortalidad por enfermedades del Sistema Nervioso ha experimentado un gran
incremento en los Ultimos afios. Las enfermedades neurodegenerativas, especialmente las
enfermedades de Alzheimer y Parkinson, son enfermedades de caracter crénico que
presentan una alta prevalencia y ocasionan un elevado grado de incapacidad. Sus
repercusiones a nivel humano y los costes econdmicos y sociales que generan su manejo
diagndstico y el tratamiento son de enormes dimensiones. Estos ultimos iran creciendo al
aumentar el niumero de individuos afectos asociado al envejecimiento progresivo y rapido
de nuestra poblacion. La patologia cerebrovascular aguda o ictus constituye un problema
asistencial complejo y creciente. En la actualidad representan una de las dos primeras
causas de mortalidad, pero sobre todo, la primera causa de incapacidad en el adulto y la
segunda de demencia; su impacto social esta en aumento debido al incremento de edad
de la poblacion y al cambio de la forma de vida rural a la urbana. El dolor es la primera
causa de busqueda de ayuda médica, y es un problema social de primera magnitud que
tiene repercusiones que trascienden al mundo médico y se extienden al ambito
socioeconomico. Las enfermedades neuromusculares producen en una elevada proporcion
de los casos invalidez por debilidad muscular progresiva y crénica y son un problema
sociosanitario importante. Los trastornos mentales y del comportamiento también han
experimentado un incremento sustancial en los ultimos tiempos y constituyen un
problema médico y socioeconémico especialmente relevante, con un 25% de la

discapacidad y un 9% de la carga total de enfermedad.

Las aportaciones mas relevantes en esta area se han de producir en (23, 24):

[ Bases celulares, moleculares,
genéticas y farmacoldgicas
de las enfermedades
neurodegenerativas,
especialmente en la
enfermedad de Alzheimer y
otras demencias, asi como en
la enfermedad de Parkinson y
otros trastornos del
movimiento.

[J Alteraciones moleculares,
celulares, diagndstico y
prondstico en el ictus.

[ Bases celulares y
moleculares de la
regeneracion axonal.

] Bases genéticas y
moleculares de las epilepsias.

[J Enfermedades
neuromusculares: bases
celulares, moleculares, y
genéticas.

[] Bases genéticas, celulares y
moleculares de la
neuroinmunologia.

[J Mecanismos celulares,
moleculares y farmacologia
del dolor.

[1 Bases moleculares y
genéticas de las alteraciones
del desarrollo y evolucion del
sistema nervioso, con
especial énfasis en el retraso
mental y los trastornos del
aprendizaje y la
comunicacion en el nifio.

[ Trastornos psicoticos: bases
genéticas, celulares y
moleculares.

[J Trastornos del espectro
ansioso: bases moleculares,
genéticas y farmacoldgicas.

[] Bases genéticas y
moleculares de las conductas
adictivas y trastornos
alimentarios.

[J Trastornos afectivos: bases
moleculares, genéticas, y
farmacoldgicas.

] Bases moleculares de los
componentes dimensionales
de la personalidad

[J Modelos animales y celulares
para el estudio de
enfermedades neuroldgicas y
psiquiatricas. Aislamiento y
manipulacion de células
progenitoras orientadas al
analisis e intervencion del
programa de diferenciacion
hacia tejido nervioso y
muscular; modelos
experimentales de
trasplantes de células y
tejidos. Desarrollo de
vectores.

00 Farmacogendmica y
farmacogenética en el
tratamiento de las
enfermedades neuroldgicas y
psiquiatricas. Desarrollo de
nuevos farmacos en
neurofarmacologia y
psicofarmacologia. Barrera
hematoencefalica y
vehiculizacién.

4. Enfermedades Infecciosas y SIDA

Las enfermedades infecciosas son la principal causa de morbilidad en paises
industrializados y de morbi-mortalidad en paises en via de desarrollo, y tienen un enorme
impacto econdmico y social. Ademas, la emergencia de nuevas enfermedades como el
SIDA y la reemergencia de otras enfermedades consideradas infrecuentes o controladas
en nuestro ambito suponen un desafio cientifico, sanitario y social. Por ello, en este
campo se han de priorizar determinadas patologias, pero también deben organizarse
estructuras que permitan una rapida respuesta a las nuevas enfermedades emergentes y
re-emergentes desde los enfoques epidemioldgico, de investigacion basica, diagnostico y
de desarrollo de farmacos y vacunas.
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En el campo de las enfermedades infecciosas, los enfoques de la gendmica vy
protedmica se van a centrar en los siguientes aspectos:

[0 Genémica comparada de [] Estudio de la respuesta ] Estudio de las bases
microorganismos de especial inmune innata y adaptadora moleculares de la resistencia
relevancia para la salud frente a los distintos a farmacos.
humana. gérmenes.  memmsomoooooo--o----o-
____________________________________________ [ Estudio de los mecanismos

[J Estudio molecular de las [ Desarrollo de técnicas de toxicidad de farmacos.
interacciones moleculares para diagndstico @ ========-------c-------
microorganismo-hospedador. rapido microbioldgico. O Desarrollo de vacunas y de
____________________________________________ moléculas

[1 Determinacion de los [J Establecimiento de nuevas inmunomoduladoras.
factores de virulencia. dianas de accién de farmacos.

5. Enfermedades genéticas, Modelos de enfermedad y Terapia

Los genes responsables de las principales enfermedades monogénicas han sido
identificados durante los Ultimos 20 afios de investigacidn gendmica, pero existen todavia
mas de ocho mil rasgos genéticos, de los que los genes y las mutaciones responsables de
enfermedad todavia no han sido identificados. En muchos casos se trata de procesos que
afectan a pocos pacientes, en lo que se ha llevado a denominar como “enfermedades
raras” (ER). La mayoria de las ER son de origen genético. La identificacion de los genes y
mutaciones responsables de estas enfermedades es fundamental para establecer el
conocimiento de las bases fisioldgicas de muchas vias metabdlicas y para avanzar en el
desarrollo de nuevas formas de tratamiento, que impliquen no sélo a estas enfermedades
sino que se extiendan también a enfermedades comunes que afectan a gran parte de la
poblacién. Mucho mas relevantes para la salud publica, desde el punto de vista del
numero de personas afectadas, son las enfermedades multifactoriales, que son la mayoria
de las enfermedades del adulto, incluyendo las enfermedades auto inmunes,
cardiovasculares, respiratorias, psiquiatricas, neurodegenerativas y el cancer, entre otras.
En estas enfermedades, una o mas variantes genéticas en determinados loci condicionan
diferentes grados de susceptibilidad a la enfermedad en cada individuo, modificables
también por efectos ambientales. La identificacion de dichas variantes genéticas vy la
relevancia especifica de su contribucién al desarrollo de la enfermedad es actualmente
posible con los recursos gendmicos existentes (25).

Para entender la fisiopatologia de las enfermedades es necesario desarrollar modelos a
nivel celular o de organismo. El tratamiento de algunas enfermedades precisa de la
modificacién de genes especificos o de la reprogramacion de los perfiles de expresién
génica. Es necesaria la produccion de vectores virales y no virales para terapia génica y de
estrategias basadas en el empleo de oligonucledtidos u otro tipo de interceptores de la
expresion génica. Las investigaciones con células madre que se han realizado en el ratén
han mostrado que puede producirse la regeneracion de tejidos u 6rganos de un modo
eficaz. A medida que se tenga una mayor capacidad para reconducir la diferenciacion
celular de células madre de la médula 6sea y de otros tejidos, sera posible plantear su
empleo en la regeneracion celular en patologias de elevada prevalencia.
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Las areas de mayor interés en el ambito de las gendmica y protedmica de las
enfermedades metabdlicas-hereditarias serian:

0 Identificacion de la funcidén de
los genes y las proteinas; la
variabilidad de secuencias; la
variabilidad de expresién a
nivel de RNA y proteina en el
desarrollo, a nivel tisular y en
situaciones patoldgicas; la
localizacion subcelular; las
interacciones moleculares de
las proteinas; y la modulacion
de la actividad proteica en un
contexto de redes
interactivas.

0 Investigacion de los
mecanismos moleculares de
las enfermedades: regulacién
del ciclo celular, sefializacion
inter- e intracelular, apoptosis
u otro tipo de muerte celular
con relevancia en procesos
patoldgicos, diferenciacion
celular y senescencia,
reparacion de DNA, y
resistencia a farmacos.

[ Aislamiento y manipulacion
de células progenitoras
orientadas al analisis e
intervencion del programa de
diferenciacién hacia diversos
tejidos; modelos
experimentales de
trasplantes de células y
tejidos.

[ Desarrollo y caracterizacion
de modelos experimentales
(animales y celulares) para el
estudio de enfermedades
humanas (sobreexpresion,
cambio de aminoacidos,
knockouts, knockins y
knockouts condicionales).

[J Desarrollo de intervenciones
terapéuticas en modelos
animales in vivo.

[ Estudios fisioldgicos,
farmacoldgicos, genéticos y
moleculares en modelos
animales de enfermedad que
ya estan establecidos.

[J Estudio de factores
ambientales en modelos de
enfermedades humanas.

(] Desarrollo de vectores virales
y no virales para la correccion
de defectos genéticos o de
sus consecuencias a nivel
celular, tisular o de
organismo.

[ Desarrollo de tecnologias de
interferencia de RNA (RNAI)
para identificar la funcion de
genes, desarrollar modelos
de enfermedad y correccion
terapéutica.

[0 Desarrollo de métodos de
analisis de variantes
genéticas implicadas en
susceptibilidad a
enfermedades comunes
humanas y enfermedades
genéticas especificas.

[ Identificacion de los genes y
mecanismos moleculares
responsables de
enfermedades hereditarias
raras.

6. Enfermedades cronicas e Inflamacion

Las Enfermedades crénicas incluyen diversas entidades nosoldgicas de alta prevalencia,
que son causas relevantes de morbi-mortalidad y coste socioeconémico. Entre estos
procesos se encuentran enfermedades endocrinas como la diabetes, digestivas como la
cirrosis, respiratorias como la enfermedad pulmonar obstructiva crénica y osteoarticulares
como las enfermedades reumaticas y la osteoporosis. La inflamacion constituye el
mecanismo patogénico comun, subyacente a la mayoria de estos procesos. En los ultimos
afios se han producido avances sustanciales en el conocimiento fundamental de los
mecanismos celulares, moleculares y genéticos de la inflamacién. Los conocimientos
basicos alcanzados por la medicina genémica abren oportunidades para su traslacion a
mejorar el diagndstico y caracterizacidon de los pacientes, y a plantear nuevas estrategias
terapéuticas.

A medida que se identifica la estrecha relacién entre determinados genes y
enfermedades, es posible definir la evolucion y respuesta al tratamiento de subgrupos de
pacientes. El conocimiento de las interacciones genético-ambientales ofrece la posibilidad
de identificar desencadenantes del inicio o la reactivacion de los procesos en huéspedes
susceptibles. La viabilidad futura de esta area requiere de abordajes tematicos integrales
y de la transferencia rapida y eficaz de resultados desde el laboratorio al diagnédstico y
tratamiento de los pacientes y a la industria.
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Las mayores aportaciones de la Gendmica y protedmica en los aspectos clinicos de estas
enfermedades se podrian realizar en los siguientes epigrafes:

[J Mecanismos implicados en la [J Mecanismos genéticos, [ Mecanismos de rechazo y

activacion, control de
crecimiento y apoptosis,
migracién y recirculacion de
células inflamatorias en
modelos experimentales y en
enfermedades humanas.

[1 Mecanismos desencadenantes

de lesion tisular inducidos por
células inflamatorias. Pautas
de reprogramacion e
inmunomodulacién
terapéutica.

moleculares y celulares de la
fibrogénesis, y de los
mecanismos de progresion a
cirrosis.

[1 Mecanismos moleculares y

celulares de fracaso en la
biocomunicaciéon hormonal y
su relevancia patogénica y
terapéutica. Bases genéticas
y moleculares de la diabetes
mellitus y obesidad.

control de la tolerancia del
injerto. Trasplante de 6rganos
y tejidos: control del
crecimiento y diferenciacion
de células madre empleadas
en medicina reparativa y en
terapia génica.

) Medicina reparativa con

células y moduladores de la
respuesta bioldgica para la
prevencion y recuperacion del
dafio tisular tras inflamacion.

[J Mecanismos del
envejecimiento y senescencia
celular y sus implicaciones en
la patologia.

[0 Farmacogendmica y
farmacogenética en el
tratamiento de las
enfermedades crdnicas y en
la modulacion de los procesos
inflamatorios.

[ Alteraciones producidas en
los mecanismos de
presentacion y de activacion
tras el reconocimiento de los
autoantigenos.

[J Mecanismos celulares y
moleculares de dafio del
tejido éseo y sus
implicaciones etiopatogénicas
y diagndsticas.

[0 Mecanismos involucrados en
la activacién de las
respuestas frente a agentes
infecciosos y sus
implicaciones en procesos
inflamatorios crénicos.
Caracterizacion de las
alteraciones de las células T
reguladoras implicadas en el
control de los procesos
autoinmunes e infecciosos.

[J Desarrollo de nuevos
marcadores bioldgicos para la
estimacion del riesgo, el
diagndstico y la valoracion
prondstica en estadios
subclinicos y clinicos de la
enfermedad.

0O Biologia celular aplicada al diagndstico y tratamiento

El gran progreso en el estudio (diagndstico y tratamiento) de poblaciones o individuos
con riesgo de padecer enfermedades tiene su base, generalmente, en el estudio de los
genes que se expresan y en el estudio de los polimorfismos debido a que ambas cosas
son las que tienen auténtica trascendencia funcional. La expresién de los genes (mas
que la propia dotacidn génica) y los polimorfismos existentes en ellos es lo que explica
y condiciona las diferencias de los individuos en términos de susceptibilidad a las
enfermedades o de respuesta a los tratamientos.

1. Expresion de los genes

No todos los genes de los que el individuo es portador se expresan; sdlo lo hace una
fraccion de ellos. La expresidon génica es el mecanismo por el que la informacién
contenida en el ADN da lugar al ARNm vy, finalmente, este proceso se traduce en la
sintesis de una proteina.

La expresidn génica permite a la célula adaptarse y responder a los estimulos procedentes
de otras células o del ambiente. La importancia que tiene conocer cudles son los genes
“activos” es trascendental para explicar el perfil genético de cada enfermedad (26).

No ha sido facil disponer de técnicas que permitan estudiar muchos genes al mismo
tiempo. Las técnicas de “Southern blot” y de “Northern blot” (hibridaciéon de una sonda
con ADN y ARN, respectivamente) permiten estudiar un conjunto de genes. Pero las
nuevas técnicas de “microarrays” permiten analizar miles de genes en un Unico
experimento (27). La técnica se fundamenta en la complementariedad de las dos cadenas
de los acidos nucleicos. El microarray es un soporte al que se han unido fragmentos de
genes, oligonucledtidos (fragmentos cortos de ADN), o productos procedentes de PCR,
por lo que el “encuentro” con material procedente del tejido del enfermo permite
identificar (gracias a la complementariedad) aquellos genes que estan presentes. Asi se
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consigue la identificacion de genes presentes en tejidos normales o enfermos,
comparando la carga y la expresividad de cada una de las muestras.

Mediante esta técnica es posible detectar pérdidas o ganancias cromosdmicas,
polimorfismos, mutaciones y cambios en los niveles de expresién de los genes. Estos
resultados nos pueden permitir establecer si una persona tiene un “patréon” o “perfil” de
enfermedad, es susceptible de desarrollarla, o puede responder o no a un tratamiento.

2. Polimorfismos

Aunque la mayor parte de la secuencia del genoma es homogénea (28), alrededor de uno
de cada 100-1.500 nucledtidos es polimérfico (tiene una base en un cromosoma distinta a
la del otro cromosoma). Tales polimorfismos tienen consecuencias sobre la expresion de
la proteina o sobre su estructura lo que hace que, en la practica, sélo los gemelos
monocigodticos tengan una carga genética altamente semejante, mientras que hay
diferencias muy notables entre los individuos de la especie humana.

En la practica seria posible definir cual es la variacidn gendmica que contribuye a la
susceptibilidad de la enfermedad o a la respuesta/resistencia al tratamiento (29). La
variacion genética, traducida en la funcidn o expresion de la proteina, puede actuar como
reguladora o modificadora del riesgo de desarrollar la enfermedad. Es la influencia del
genotipo sobre el riesgo de enfermedad, si bien el gen sélo actia -generalmente-
modificando el riesgo, siendo necesario el concurso de factores ambientales como
desencadenantes. Ademas un sélo gen no suele ser responsable de todo el riesgo de la
enfermedad, siendo asi que el riesgo genético global es la consecuencia de los
polimorfismos de muchos genes que codifican las proteinas implicadas. Este fendmeno se
corresponde con las enfermedades poligénicas.

Esto que ocurre en términos generales, no tiene lugar en las enfermedades monogénicas
en las que la presencia de un solo gen puede ser suficiente para el desarrollo de la
enfermedad. Aln asi, las condiciones ambientales (o el estilo de vida) pueden influir en la
intensidad de las manifestaciones clinicas. Esta situacion no es la comun, ya que las
mutaciones tienen una frecuencia baja, a diferencia de los polimorfismos.

Estas variaciones también pueden ser Utiles para identificar dianas terapéuticas, de lo que
se ocupa la farmacogendmica, o para explicar (y eventualmente predecir) el grado de
respuesta farmacoldgica en un tratamiento. Este fendmeno se debe a que las enzimas
que metabolizan un farmaco estén codificadas por genes polimérficos, y algunos de estos
genotipos son determinantes para que el individuo metabolice mejor o peor los farmacos.
El estudio de la respuesta farmacoldgica del individuo segun el genotipo del individuo se
conoce como farmacogenética. La aplicacién de la farmacogenética puede permitir
identificar a aquellos que podrian responder mal o bien a un tratamiento determinado, lo
que obligaria a modificar la dosis o el propio farmaco.
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CUADRO 1

INFLUENCIA DE LA BIOLOGIA MOLECULAR
EN EL DIAGNOSTICO DE LAS ENFERMEDADES

ANTES SIGLO XX SIGLO XX (12 PARTE) SIGLO XX (22 PARTE) DESPUES SIGLO XX

Diagnostico Diagnostico Diagnéstico en Diagnostico
Tradicional Diferencial grupos de riesgo Molecular
Diagnéstico de Diagnéstico Diagnéstico de
Laboratorio Individual susceptibilidad

Diagnéstico
por Imagen

DIAGNOSTICO CLINICO DIAGNOSTICO PRECLINICO

CUADRO 2

NIVELES DE DIAGNOSTICO ;
DE LAS ALTERACIONES DE ORIGEN GENETICO

CONCEPTO NIVEL DETECCION
Genoma Carga Genética Gen
Transcriptoma Transcripcion de la Carga Expresion del Gen
Genética
Proteoma Perfil Proteico Definido Proteinas Finales

CUADRO 3

INFLUENCIA DE LOS NUEVOS CONOCIMIENTOS EN ALGUNOS

ASPECTOS CLINICOS (MODIFICADO DE GERLING ET AL)

POSIBILIDAD SINTOMAS DIAGNOSTICO PROTEOMA TRANSCRIPTOMA GENOMA
Deteccion precoz - + ++ +++ ++++
Intervencion preventiva = + ++ +++ ++++
Prediccion de una verdadera
enfermedad +++++ ++++ +++ +++ ++
Tratamiento precoz = + ++ +++ ++++

Eficacia probable de un
tratamiento personalizado + ++ +++ ++++ ++++

Eficacia probable de un
tratamiento personalizado + + ++ +++ ++++
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El desarrollo de nuevos farmacos en la era postgendmica

O Introduccién

Toda investigacion dirigida al descubrimiento y desarrollo de un nuevo farmaco
pretende encontrar una molécula, aln por descubrir, que inhiba o active una enzima o
un receptor por ejemplo, del modo que deseamos y sin efectos secundarios. El primer
paso en el dificil camino hacia el éxito, es elegir una diana apropiada frente a la que
dirigir nuestro futuro farmaco.

Posteriormente, hay que proceder a un costoso y largo proceso de cribado para
encontrar un candidato prometedor entre el vasto universo de compuestos naturales y
sintéticos disponibles. Analizar un gran nimero de compuestos para ver si tienen el
efecto bioquimico o celular apropiado, es uno de los primeros pasos en el desarrollo de
farmacos, por lo que los métodos para hacer los cribados mas rapidos, mas efectivos y
menos costosos estan en continuo desarrollo. Una respuesta positiva en la primera
ronda de cribado identifica los compuestos “hit” primarios. Estas moléculas son
sometidas a varias rondas de cribado para ver si tienen caracteristicas fisicoquimicas y
farmacoldgicas que no sean demasiado incompatibles para hacer un farmaco. Si pasa
este filtro, un “hit” se convierte en un “lead” o compuesto cabeza de serie.

Estos compuestos siguen nuevas rondas de refinamiento y de cribado bioldgico antes
de pasar a la fase de ensayo clinico. Eventualmente, y después de 12-15 afios desde
que se inicia el proceso, y de unos costes de desarrollo cercanos a 1.000 M€, el cabeza
de serie puede aprobarse como farmaco. En este sentido, las prioridades que se ha
establecido la industria farmacéutica son crear nuevas entidades quimicas (NEQ) vy
mejores farmacos (pasando de 0,5 a 2-4 NEQ por afio para el 2005), asegurarse que el
30% de todos los farmacos lanzados al mercado alcancen una facturaciéon de 1.000 M€
anuales, y que el ciclo de I+D se reduzca de 12 a 7 afios o menos. A pesar de que los
métodos de cribado de alto rendimiento y la robotizacién han acelerado el proceso, el
principal cuello de botella para alcanzar estos objetivos es el ritmo necesariamente
secuencial de los experimentos de laboratorio.

El reto principal en el desarrollo de nuevos farmacos en la era postgendmica es la
identificacion de compuestos con la especificidad suficiente para explotar el nuevo
escenario derivado del conocimiento del genoma humano y otros genomas.

0 Eleccion de una enfermedad y una diana bioldgica

1. Seleccion racional de nuevas dianas

El conocimiento de muchas de las bases moleculares de las enfermedades humanas mas
prevalentes, permite la identificacion de dianas moleculares criticas en las rutas que
controlan los procesos bioldgicos que estan alterados. La actividad de estas dianas puede,
en principio, modularse por inhibicion o estimulacién en el caso de una enzima, o
mediante antagonistas o agonistas en el caso de un receptor, segun lo requiera la ruta de
que se trate.

El primer paso en el proceso de descubrimiento de nuevos farmacos es la identificacion
de la diana molecular apropiada que sea critica para el control de la enfermedad de
interés. Tipicamente, esto se hace mediante un cuidadoso estudio de la literatura
cientifica mas reciente. El amplio conocimiento existente sobre las funciones bioldgicas,
que sigue en constante crecimiento, ha abierto una multitud de areas nuevas en el
descubrimiento de farmacos que no existian previamente, incluyendo el campo de los
agentes antiinfecciosos, cardiovascular, metabdlico, oncoldgico, inmunoldgico, urinario, y
neurolégico. El tratamiento oncoldgico, por ejemplo, ha estado dominado durante
décadas por agentes citotdxicos, cuya eficacia dependia del hecho que las células
tumorales proliferan, mientras que la mayoria de las células normales no lo hace. Sin
embargo, la necesaria proliferacién normal de las células de la médula dsea ha hecho
que este tipo de terapia sea a menudo poco efectiva debido a su toxicidad dosis-
dependiente. El conocimiento de los mecanismos moleculares ha llevado al
descubrimiento de una serie de dianas para el cancer que son citostaticas y especificas
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de tumores, por estar dirigidas frente a mecanismos tumorales especificos. Entre los
compuestos frente a dianas que se estan investigando en fase de ensayo clinico, e
incluso ya en el mercado estan:

» INHIBIDORES DE RECEPTORES TIROSINA QUINASA QUE BLOQUEAN LA SENALIZACION INTRACELULAR
QUE LLEVA A LA PROLIFERACION INDEFINIDA Y AUSENCIA DE MUERTE CELULAR [1-3].

* INHIBIDORES DE PROTEOSOMAS QUE NO PERMITEN LA ACTIVACION DE PROTEINAS NECESARIAS
PARA LA PROLIFERACION Y SUPERVIVENCIA DE CELULAS TUMORALES [4].

e INHIBIDORES DE METALOPROTEASAS PARA LIMITAR LA CAPACIDAD DEL TUMOR DE INVADIR EL
ESPACIO EXTRACELULAR [5].

o AGENTES ANTIANGIOGENESIS PARA EVITAR LA VASCULARIZACION DEL TUMOR NECESARIA PARA
SU CRECIMIENTO [6].

» INHIBIDORES DE LA FARNESIL TRANSFERASA PORQUE LA SUPERVIVENCIA DE LOS TUMORES
DEPENDE MUCHO MAS DE LA FARNESILIZACION [7].

« INHIBIDORES DE LA TELOMERASA PARA EVITAR QUE LAS CELULAS TUMORALES SE REPRODUZCAN
INDEFINIDAMENTE [8,9].

e S

El campo de los agentes antivirales también se ha beneficiado de la intensa investigacion
sobre los mecanismos que subyacen en el proceso de infeccidn. Para el virus HIV se han
utilizado dianas como la transcriptasa reversa, proteasa, integrasa, Rev y tat [10].

2. Evaluacion de viejas dianas con las nuevas tecnologias disponibles

El descubrimiento de subtipos de enzimas o receptores ha llevado a la reevaluacion de
muchas dianas moleculares antiguas. En algunos casos, lo que se creia que era una
enzima para un substrato determinado o un receptor para un ligando particular, ha
resultado tener diversas formas de presentacion, que a menudo difieren en el papel
fisioldgico que desarrollan. Los compuestos o farmacos que se habian descubierto y
comercializado para tratar una enfermedad, pueden tener efectos secundarios por la
accién no deseada del compuesto sobre un subtipo particular que es diferente del
responsable del efecto terapéutico. El descubrimiento de un compuesto mas selectivo
sera, por lo tanto, un farmaco mejor y mas seguro.

El descubrimiento de subtipos ha sido, habitualmente, de tipo farmacoldgico, por la
sintesis al azar de un compuesto selectivo que distingue los diferentes subtipos en los
ensayos “in vitro” utilizados en el proyecto. Mas recientemente, los subtipos se estan
descubriendo mediante la investigacion de secuencias homologas de la primera secuencia
del receptor o enzima encontrada. Cuando se encuentran estas secuencias, el siguiente
paso es determinar la distribucion tisular de las proteinas que codifican y otras
caracteristicas que nos orienten sobre la funcién especifica que pueden tener. En estos
casos, el reto sigue siendo encontrar un compuesto selectivo para esa diana. La
determinacion de la estructura tridimensional y el modelado molecular pueden sugerir
como producir un compuesto selectivo para ese determinado subtipo.

Actualmente, son comunes los ejemplos de proyectos selectivos para subtipos. El terazosin,
un antagonista del receptor al-adrenérgico, utilizado como agente antihipertensivo,
también se ha utilizado para el tratamiento de la hiperplasia prostatica benigna (HPB)
cuando se descubrié que esta alteracion era debida a una hiperactividad de este receptor.
Sin embargo, el efecto antihipertensivo puede ser considerado como un efecto secundario
cuando se utiliza para tratar la HPB. El efecto antihipertensivo se debe al subtipo del
receptor alB, mientras que el efecto sobre la HBP se debe al subtipo alA. Por lo tanto, un
compuesto especifico para el subtipo alA, seria un farmaco mejor para el tratamiento de la
HPB, y varios de ellos ya estan fases de desarrollo preclinico y clinico [11].
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3. Genémica

Tradicionalmente, la identificacion de dianas moleculares para el descubrimiento de
farmacos era un proceso “de la funcion al gen.” Una enzima o receptor interesante
implicado en una enfermedad o funcidn fisioldgica, se aislaba y caracterizaba a partir
normalmente de tejidos animales, hasta clonar el gen que lo codificaba. La expresion del
mismo en un vector recombinante permitia confirmar su actividad, y utilizarlo para el
cribado de compuestos, o para el disefio racional de nuevos farmacos. El proceso era
lento, aunque daba lugar a dianas muy bien caracterizadas. La secuenciacién masiva ha
permitido el descubrimiento de nuevos genes, la mayoria sin funcién conocida, lo que ha
llevado al descubrimiento de farmacos mediante un proceso “del gen al cribado” [12].
Uno de los descubrimientos que ha tenido una mayor incidencia en ese proceso ha sido
el desarrollo que hicimos en nuestro laboratorio de los EST (“"Expressed Sequence Tags”)
[13-15], basandonos en la construccién de clonotecas de ADN complementario (ADNc)
de diferentes células y tejidos, en estados patoldgicos vs. normales, y activos vs.
inactivos [16], seguido de la secuenciacion masiva de este ADNc (figura 1). Un ejemplo
prototipico de obtencidn de nuevos farmacos derivado de la gendmica fue el de la
catepsina K [12], un miembro de la familia de las proteasas de la cisteina que se
descubrié analizando ESTs con una clonoteca de ADNc preparada a partir de
osteoclastos. La investigaciéon ulterior mostréd que la inhibicidon de esta proteasa puede
suponer un nuevo tratamiento para la osteoporosis [17].

Otros procedimientos para encontrar genes especificos o loci gendmicos asociados con
una enfermedad de interés es la definicion de SNPs en humanos y ratoén, o la utilizacion
de "microarrays” para determinar la expresion de genes. Los "microarrays” de expresion
génica también se utilizan para definir los mecanismos de accién de nuevos compuestos,
o para estudiar la influencia directa de un agente en una ruta de sefalizacién
determinada, y su actividad.

La integracién
de la gendmica :
en el proceso de masia
descubrimiento de

EST secuenciacion

5 3
- m) | ESTS |# | contigs | q| gen |
nuevos compuestos _j h
costa de cambios en la o
Motivos Genética comparada Desarrollo de ensayos.

Genoma Humano se prevé patldgico vs. normal
actuales a aproximadamente

Figura 1. Ejemplo de proceso “del gen al cribado”
incremento de la informacion sobre

va a permitir avances d;ggtsetggc:a[)nm Fe 1 1 1
con5|derables, aun a aislamiento Construccion de contigs ~ Expresion tisular Expresion recombinante.
Blsqueda de homologias  Localizacion cromosomica Purificacion de proteinas.
totalidad del proceso. . ,
Con el conocingiento del Seleccion de células y tejidos: Knockouts'
secciones de organos l l l cribado
’ . ti . inacti
que el nimero de dianas *"°" ™" — -
potenciales pase de las 500
unas 10.000. Pero este incremento
en el nimero de dianas, junto con el
las redes de sefalizacién celular y su complejidad, va a obligar a mejorar las tecnologias,
entre ellas la de cribado de alto rendimiento.

O Validacion de una diana

Cuando se ha descubierto una diana molecular potencial, hay que validarla o verificar su
utilidad para el control de la enfermedad. Su utilidad puede estar cuestionada por varias
razones. La primera, que el conocimiento de la ruta sea todavia rudimentario. Esto es
especialmente cierto para los descubrimientos mas recientes. Segundo, que la
interaccion de multiples componentes en una ruta bioldgica compleja, como la
senalizacion intracelular, sea tal, que la molécula elegida sea facilmente sustituida por
rutas alternativas en un organismo vivo, y resulte no ser esencial. Validar una diana no
es una tarea facil. Puede requerir una investigacion intensiva, que puede que no sea
asumible en el entorno econdmico de una compafia farmacéutica. Ademas, requiere la
identificacion de un inhibidor, agonista o antagonista, aln no existente y que sea
suficientemente potente como ligando-sonda para poder comprobar cémo afecta al
sistema ese compuesto.
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Para acelerar el proceso de validacién de dianas, se han desarrollado métodos, que en
conjunto se conocen como gendmica funcional. Entre estos métodos esta la tecnologia de
“arrays,” en la que una gran cantidad de oligonucleétidos representando secuencias de
genes diferentes se inmovilizan sobre un soporte y se utilizan para identificar ADNc o ARN
mensajero (ARNm) en determinadas muestras patoldgicas. Otras técnicas implican el
bloqueo o eliminacion de genes (“knocking out”), mediante métodos antisentido,
interferencia de ARN (RNAI), y animales transgénicos, para ver el efecto que produce su
pérdida; o la utilizacién de ribozimas marcadores que permiten la monitorizaciéon de las
interacciones proteina-acido nucleico o proteina-proteina, facilitando la rapida
identificacién de inhibidores para su uso en descubrimiento de farmacos [18].

[0 Cémo conseguir compuestos cabezas de serie para el desarrollo
de nuevos farmacos

La iniciacién del proceso de descubrimiento de un farmaco dirigido a una diana, requiere
el desarrollo de un ensayo primario in vitro. Para una enzima, en general se trata de un
ensayo enzimatico. Para un receptor, uno de unién al receptor. Al ensayo primario le suele
seguir ensayos secundarios para confirmar la funcién de los compuestos, como el ensayo
funcional que acompafa al ensayo de unién a receptor para distinguir agonistas de
antagonistas.

Los ensayos se pueden dividir en dos clases basicas: ensayos funcionales y ensayos de
afinidad [19]. Los ensayos funcionales comprenden distintas medidas de actividad,
incluyendo ensayos enzimaticos, ensayos funcionales para receptores, ensayos celulares,
de expresidon génica, y muchos otros. Los métodos de deteccidn incluyen densidad éptica,
fluorescencia, radiactividad, etc. Los ensayos basados en fluorescencia tienen una
relacion sefial-ruido alta respecto a la radiactividad, dando unos resultados de mayor
calidad. El grado de éxito depende de los diferentes tipos de dianas. Los mejores
resultados suelen conseguirse con inhibidores de enzimas, y con receptores que tienen
lechos de unidn definidos. Las peores ratios se obtienen cuando el compuesto debe
interferir la interaccién entre proteinas.

Los métodos de afinidad mas comunes son la unidn a receptores y la deteccién directa de
la unién de ligandos. También se incluye la utilizacién de la propia proteina diana para
seleccionar el compuesto de mayor afinidad a partir de una mezcla de numerosos
compuestos combinados con la diana, denominado “seleccién por afinidad”.

La eleccion del tipo de ensayo dependera de la velocidad de analisis necesaria,
tipicamente de 10-30 compuestos por semana. El ensayo debe ser ademas, robusto,
seguro y reproducible, dado que de sus resultados dependera la decision de sintesis de
nuevos compuestos.

Una de las primeras aplicaciones de un ensayo en el desarrollo de un proyecto sera la
identificacién de un compuesto cabeza de serie sobre el que realizar modificaciones para
optimizarlo.

1. Posibles origenes de compuestos cabeza de serie

1.1. Sustratos o ligandos naturales

El candidato mas obvio para una diana de caracter enzimatico serd un andlogo de su
sustrato. El sustrato mismo rara vez es un buen cabeza de serie, porque es metabolizado
rapidamente por la enzima vy, por lo tanto, es labil. Sin embargo, una simple modificaciéon
puede convertir al sustrato en un inhibidor. Esta modificacidn se ha utilizado, por ejemplo,
para la inhibicidn del sistema renina en el caso de la hipertension, o de la proteasa del HIV
para el tratamiento del SIDA.

Con las enzimas que requieren cofactores como ATP, NADH, acido tetrahidrofdlico,
S-adenosil-metionina, etc., se puede empezar con los cofactores mismos o con sus
analogos. Tiene la desventaja de que muchas enzimas suelen utilizar el mismo cofactor; lo
que, en principio, puede crear problemas de especificidad. Sin embargo, sus sitios de
union a las distintas proteinas suelen ser muy diferentes, por lo que puede conseguirse la
adecuada especificidad.
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Cuando la diana terapéutica es un receptor, la mayoria de los cuales se encuentran en la
membrana, el ligando natural es el comienzo mas razonable. Sin embargo, hay algunas
caracteristicas de estos ligandos que hay que tener en cuenta. Un ligando natural es
tipicamente un agonista. Si se desea un antagonista, hay que encontrar una modificacion
que convierta la funcion del compuesto en antagonista. Otro de los problemas de un
ligando natural es que suele unirse con una afinidad similar a todos los subtipos del
receptor. Cuando se quiere una especificidad para un subtipo determinado, hay que
conseguir una modificacidon que dé esa especificidad. Finalmente, algunos de los ligandos
naturales son proteinas, por ejemplo eritropoyetina o insulina, ambas utilizadas como
farmacos; o péptidos, como la hormona liberadora de gonadotropina. Sin embargo, el
farmaco deseado suele ser una molécula pequefia para conseguir una actividad por via
oral. El dificil proceso de reduccién de un péptido o proteina natural a una pequena
molécula se denomina peptidomimética.

1.2. Compuestos previamente descritos

Los compuestos previamente descritos pueden ser un buen punto de partida cuando las
series originales se abandonaron porque tenian algun problema que quedd sin resolver, o
porque se han descubierto nuevos datos, tales como la especificidad de un subtipo, y se
desean compuestos especificos. En ambos casos, hay que desarrollar una buena
estrategia para apartarse de esas series y conseguir las caracteristicas o especificidad
deseadas. Ademas, hay que asegurarse de que las nuevas series no estén protegidas por
las patentes sobre los compuestos publicados. Para que un compuesto pueda tener un
desarrollo clinico y se pueda comercializar, es esencial que sea patentable.

1.3. Péptidos sintéticos, peptidomiméticos

Cuando un ligando cabeza de serie es un péptido natural o derivado de un péptido
natural, suele ser deseable modificarlo para eliminar sus propiedades peptidicas. La razén
es que los péptidos son muy labiles “in vivo”, y generalmente tienen una biodisponibilidad
oral muy pobre. No obstante, en los Ultimos afios el nimero de péptidos naturales y no
naturales con aplicaciones farmacoldgicas ha aumentado considerablemente [20], y en
algunos casos, su gran selectividad de accidn y su actividad farmacoldgica han instado a
la utilizacion de vias de administracion alternativas a la via oral. Un buen ejemplo es el
Enfuvirtide o T-20, farmaco aprobado por la FDA en marzo 2003 para el tratamiento anti-
HIV, que es un péptido lineal de 36 aminoacidos que inhibe la entrada del virus en la
célula [21, 22].

La transformacién de un péptido cabeza de serie en una pequefia molécula es un proceso
que requiere un considerable esfuerzo, y que se denomina peptidomimética [23]. Se han
descrito algunos resultados en el campo de los inhibidores de la proteasa del HIV, con una
serie de compuestos activos por via oral [24-26].

Aun considerando esta via abierta, las moléculas mas deseadas en el desarrollo de
farmacos son todavia las organicas de bajo peso molecular. Dada la dificultad para crear
un peptidomimético dirigido a una diana que se une a un péptido, en un periodo de tiempo
y con un esfuerzo razonable, la mejor estrategia es cribar la diana con una quimioteca de
pequefias moléculas para identificar “hits” y proceder a su desarrollo por quimica médica,
sorteando completamente el trabajo con péptidos.

1.4. Compuestos basados en la relacion estructura-actividad

El método de analisis de la relacion estructura-actividad (SAR) denominado “SAR por
RNM”, se basa en el perfil del espectro generado por resonancia nuclear magnética (RNM)
por una proteina diana, que permite saber cuando se le une un compuesto, y los residuos
sobre los que ese compuesto se esta uniendo. Con este método se puede detectar
compuestos con uniones débiles del orden de los 1-10 mM [27], y permite el analisis de
unos 10.000 compuestos muy pequefios que son realmente fragmentos de farmacos
tipicos. Si consideramos un caso en el que subgrupos de estos fragmentos pueden unirse
potencialmente a cada uno de tres subsitios de un sitio activo de una diana, el cribado
mediante SAR por RNM equivale a un cribado con una quimioteca virtual de todas las
combinaciones posibles de los 10.000 fragmentos en cada uno de esos tres subsitios. Es
decir, el equivalente a un cribado con una quimioteca tradicional de un billon de
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compuestos. La potencia del método se basa en el hecho de que esos 10.000 compuestos
se pueden analizar actualmente por RNM en mezclas de 10-50 compuestos, al mismo
tiempo y en el plazo de varias semanas. Ademas, la RNM permite identificar no sélo el
fragmento que se une, sino cerca de qué residuos se une ese fragmento. El método de
SAR por RNM ya se ha utilizado para encontrar nuevos ligandos para diversas proteinas,
como la proteina de unién a FK, papiloma virus E2, y estromelisina.

El hecho de que el SAR por RNM permita conocer no sélo qué fragmentos se unen a un
sitio de interés, sino también informacién estructural respecto al lugar de la diana al que
se unen, puede utilizarse para unir estos fragmentos quimicamente entre ellos de forma
racional. El resultado de la unién cooperativa de estos fragmentos da lugar a un gran
incremento en la afinidad de unidn. Por lo tanto, este es un método muy potente no sélo
para encontrar un compuesto cabeza serie, sino para mejorar también la potencia del
mismo gracias a la informacion estructural que ofrece.

1.5. Compuestos generados por quimica combinatoria

La sintesis combinatoria hace referencia a la sintesis de mezclas de compuestos,
tipicamente cientos de miles en un vial [28]. En general, la sintesis combinatoria se
realiza sobre resinas soélidas. Por ejemplo, tres reactivos A, B y C se unen a resinas en tres
viales separados. Las resinas se mezclan y se dividen en tres alicuotas. Cada una de las
tres alicuotas se hacen reaccionar con tres nuevos reactivos D, E y F. De nuevo se
mezclan las tres resinas y se separan en tres alicuotas, que se hacen reaccionar con tres
nuevos reactivos G, H, e 1. Los tres viales finales se mantienen separados, y cada uno de
los cuales tiene nueve compuestos, hasta un total de 27. La ventaja de este proceso
denominado “mezcla y divide” es que con 9 reacciones, se generan 27 compuestos
distintos. Si se utilizan 50 reactivos en cada fase, con 150 reacciones tendriamos 125.000
compuestos, que es una tasa muy eficiente. Si elegimos diversos sustituyentes en cada
fase, los compuestos resultantes seran bastante distintos, y ademas podemos generar un
gran numero de ellos. Sin embargo, este sistema no estd exento de dificultades [29].
Primero, cribar mezclas de miles de compuestos en un vial es un reto extraordinario, para
el que se han tenido que desarrollar nuevas tecnologias. Segundo, dadas las limitaciones
en los tipos de quimica que son susceptibles de sintesis combinatoria, las restricciones de
todos los compuestos en una quimioteca particular que tiene el mismo ndcleo, y la
necesidad de poner tres sustituyentes en cada fase para que el sistema sea eficiente,
hace que los compuestos resultantes no sean tan diversos como seria deseable.

1.6. Quimica basada en sintesis multiple/paralela

Si la sintesis combinatoria hace referencia a la sintesis de mezclas de compuestos,
tipicamente cientos de miles en un vial, cuando se sintetizan muchos compuestos de
forma simultanea pero uno por vial, se denomina sintesis paralela. La sintesis paralela se
esta haciendo cada vez mas comun en el entorno industrial. Actualmente se pueden
preparar 10-20 compuestos en el mismo tiempo que antes se necesitaba para sintetizar
uno. Ello es posible gracias a la robdtica y automatizacién, con una relativa reduccién en
la versatilidad quimica. Aunque hoy aun requiere a un grupo de quimicos dedicados
exclusivamente a ello, con el tiempo y el aumento de la robotizaciéon y automatizacion, la
sintesis paralela podra incorporarse a la rutina del quimico médico.

Si la quimica médica sigue siendo el procedimiento principal para el descubrimiento de
farmacos, aplicable a todas las fases del proceso, y el mas versatil desde el punto de vista
quimico, es sin embargo, el que produce un menor nimero de compuestos. La sintesis
paralela se sitla en una zona intermedia, con la capacidad de aplicarse de forma
rutinaria, pero sin poder aprovechar la quimica mas compleja, lo que permite utilizarla en
todas las fases del proceso excepto quizad en las Ultimas, en las que se requiere una
quimica mas sofisticada. Permite, sin embargo, sintetizar un mayor nimero de
compuestos y por lo tanto, tiene una mayor eficiencia. El mayor nimero de compuestos
puede hacerse con quimica combinatoria, pero requiere que la quimica utilizada sea
simple, general, y susceptible de realizarse sobre resinas sélidas, lo que la limita a su
utilizacién entre las primeras y las fases intermedias del proceso de descubrimiento de
farmacos.
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1.7. Quimica "“in silico”

El descubrimiento de farmacos “in silico”, o centrado en la informatica, estd basado en la
integracion y analisis de la informacién bioldgica (bioinformatica) y quimica
(quimioinformatica), con el objetivo de acelerar y mejorar el descubrimiento de nuevos
medicamentos. Estos experimentos “digitales” sobre informacién de secuencias,
expresion, toxicologia, y rutas y mecanismos, tienen el potencial para reducir el proceso
secuencial limitante de los experimentos de laboratorio [30]. El mayor peso que han
adquirido los experimentos “in silico” se debe al reconocimiento de que la distancia entre
el gen y el fdrmaco es mayor de lo que pronosticaban los proponentes de la revolucion
genomica. Irénicamente, la gendmica puede tener el mismo efecto que tuvo la quimica
combinatoria, “ha aumentado el tamafio del pajar donde hay que encontrar la aguja”
Otra de las razones de este mayor peso es que se ha alcanzado una masa critica de
informacion de alta calidad que hay que manejar, especialmente alimentada por el
Proyecto Genoma Humano, e incrementada por la informacién derivada de la tecnologia
de “microarrays” sobre expresidn génica. Y finalmente ha contribuido a esta mayor
importancia de la experimentacion “in silico”, el desarrollo de programas analiticos fiables
que ademas permiten la conectividad entre bases de datos heterogéneas.

2. Cribado

La técnica mas comun para encontrar compuestos cabezas de serie es el cribado [31]. Las
caracteristicas del cribado han evolucionado de forma sustancial durante las Ultimas
décadas. Comenzo6 con el cribado de decenas a cientos de compuestos en modelos “in
vivo”. Después se desarrollaron ensayos "in vitro” para miles de moléculas en un periodo
de tiempo que iba de 6 meses a un afio. El trabajo basico de cribado se realiza en placas
de microtitulacion. Con la llegada de la tecnologia de placas de 96 o de 384 pocillos, las
mezclas de compuestos, la automatizacion, paralelizacion, y la robdtica, se pueden cribar
de forma rutinaria varios cientos de miles de compuestos en periodos de 3 a 6 meses. La
metodologia de cribado de alto rendimiento se ha traducido, por lo tanto, en el
descubrimiento de un mayor nimeros de compuestos activos (“hits”), mas rapidamente,
y para un mayor nimero de dianas. Se ha llegado a utilizar unidades de mayor capacidad
(1.536 e incluso 3.456 pocillos), pero de forma menos frecuente por los problemas
asociados con el manejo de volumenes tan pequeios.

La capacidad para descubrir “hits” utilizando el cribado de alto rendimiento depende en
gran medida de la calidad del ensayo de cribado. Transformar un ensayo rutinario en uno
de alto rendimiento requiere un esfuerzo especial para hacerlo mas robusto y conseguir
que soporte condiciones mas rigurosas en términos de relacidon ruido-sefial. Ademas,
debe estar cuidadosamente bien disefiado para poder detectar “hits” que efectivamente
respondan a la diana molecular o al mecanismo de accion deseado.

El nimero vy la calidad de los “hits” obtenidos dependen en gran medida de la naturaleza
de la quimioteca utilizada para el cribado. Cuanto mayor sea la diversidad de los
compuestos de la quimioteca, mejor. La mayoria de las quimiotecas de las compaiiias
farmacéuticas son el resultado de la acumulacién de compuestos de los proyectos
especificos desarrollados internamente durante afios, y por lo tanto, consisten en un
grupo de compuestos bastante similares. La adquisicion de compuestos a partir de otros
proveedores comerciales o de instituciones académicas es una buena forma de enriquecer
la quimioteca propia.

Tanto la sintesis combinatoria como la paralela, exigen la utilizacién rutinaria de medios
informaticos para el manejo de los compuestos, un campo del cribado cuya
automatizacion no se ha fortalecido suficientemente. La sintesis regular de 20-100
analogos a un tiempo, por ejemplo, obliga a seleccionar los sustituyentes adecuados para
conseguir la diversidad adecuada, y otras caracteristicas quimicas, fisicas o
farmacoféricas. También obliga a recibir, identificar, ordenar, preparar y purificar cientos
de materias primas. Ademas, hace necesario registrar cada sintesis, su pureza, las
caracteristicas de cada compuesto, y registrar los compuestos automaticamente en la
quimioteca.
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Pero los medios informaticos también se utilizan para realizar el cribado “in silico”. Este
cribado virtual nos permite eliminar aquellos compuestos con caracteristicas no deseables
para un farmaco potencial, antes de llegar al cribado primario. Por lo general estos
procedimientos toman como punto de partida la estructura tridimensional de la proteina
definida como diana farmacoldgica, o de alguna proteina homdloga que pueda ser
utilizada para llevar a cabo el denominado modelado por homologia. A continuacién se
puede seleccionar un determinado sitio de interés de la proteina, por ejemplo, el sitio de
unidon con otra proteina si se pretende identificar inhibidores de la interaccién
proteina/proteina. Este sitio de interés se define como diana para el cribado virtual de
colecciones de compuestos. Para ello, se suelen utilizar programas potentes de ‘docking’ y
durante el proceso, por lo general, se permite a las moléculas distintos modos de
interaccion con el sitio diana con objeto de identificar, no sélo las moléculas que mejor
puedan ocupar dicho sitio, sino también su orientacién. Por otro lado, también existen
programas informaticos especificos para, una vez identificada una molécula virtualmente
activa, proceder a la optimizacion de su orientacion en la diana, proceso que genera una
informacién de gran utilidad para posteriores etapas de sintesis de analogos de la
molécula cabeza de serie. En un ejemplo reciente de la aplicacién de estos métodos [32]
se perseguia la identificacion de inhibidores de la proteina antiapoptdsica Bcl-2, que se
modeld por homologia a partir de la estructura de la proteina homdloga Bcl-xL. La base de
datos inicial consistié en 194.000 moléculas. De éstas, 1.000 pasaron el primer cribado de
interaccion y orientacion. Estas se analizaron posteriormente de forma individualizada por
métodos de modelado molecular y pardmetros clasicos de quimica médica. Finalmente, se
seleccionaron 28 que pasaron a ensayos “in vitro”. Se identificd un cabeza de serie que
inhibia Bcl-2 “in vitro” e inducia una marcada inhibicion de la proliferacién de células
tumorales.

3. Verificacion de un compuesto cabeza de serie auténtico

Cuando se identifica un “hit” mediante un cribado, hay que reconfirmar su actividad
mediante ensayos “in vitro” primarios y secundarios. Si se confirma su actividad, la
siguiente decision es si se sigue su desarrollo mediante quimica médica. Esto depende de
una serie de factores. El compuesto debe ser suficientemente potente, debe ser una
molécula pequena estable, y con un cierto nimero de sitios que puedan reemplazarse
para permitir la sintesis de un analogo. Una vez comienza el proceso de quimica médica
no todos los “hits” daran lugar a cabezas de serie productivos que merezca la pena
perseguir. Cuando virtualmente cada cambio en la molécula lleva a la pérdida de la
actividad, la serie debe abandonarse y hay que continuar con otro “hit”. Es importante
reconocer cuanto antes un “hit” no productivo y terminar con la serie para pasar a otro
mas atil. Una buena serie producird, habitualmente, un incremento de potencia o
actividad de 10 veces la original con los primeros 30-50 compuestos preparados,
demostrando que se trata de un compuesto cabeza de serie auténtico, que tiene potencia,
y que debe ser sometido a un programa completo de optimizacién por quimica médica.

00 Optimizacidon de un compuesto

1. Quimica médica tradicional

Cuando se ha encontrado un “hit” adecuado, el siguiente paso es desarrollar la serie y
optimizar los compuestos. En este proceso se tienen que sintetizar habitualmente miles
de compuestos, durante un periodo de tiempo de 2-4 afios, para conseguir uno o un
pequefio nimero que tengan las caracteristicas deseadas para llevarlo a ensayos clinicos
Yy que se convierta en un farmaco. Estas caracteristicas criticas son: potencia; estructura
nueva y patentable; especificidad; estabilidad metabdlica; actividad oral; buena absorcidon
oral; formulacién en una forma de dosificacién sélida; buena farmacocinética; y ausencia
de toxicidad. Tradicionalmente, esto se ha hecho mediante quimica médica. La quimica
médica analiza cuidadosamente las estructuras quimicas que se producen y los datos de
actividad bioldgica obtenidos en ensayos primarios y secundarios, y utiliza las relaciones
estructura-actividad que se deducen de estos analisis para decidir qué tipo de compuestos
se sintetizaran luego. Este es un proceso lento y consecuentemente, uno de los mayores
retos que existe actualmente en el descubrimiento de farmacos es la aceleracion de la
fase de optimizacion de compuestos.
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2. Moléculas organicas disefiadas de novo basandose en la estructura
tridimensional de la diana de interés

Un método que se esta utilizando de forma muy extendida en la industria farmacéutica
para acelerar el proceso de disefio de farmacos, es aquel que se basa en el conocimiento
detallado de las interacciones y relaciones espaciales de los compuestos cabeza de serie
con el sitio activo de la proteina diana [33]. Para ello hay que determinar la estructura
tridimensional de la proteina diana, bien experimentalmente por cristalografia de rayos X,
RNM, o mediante modelado por homologia.

Los compuestos cabeza de serie se analizan en el sitio activo para ver como se unen. La
naturaleza de los grupos que forman el sitio activo permite el disefio de nuevos
compuestos que se sintetizan y analizan para ver su actividad biolégica. Cuando se
dispone de las nuevas estructuras, se puede analizar, mediante cristalografia o RNM, si
los compuestos se unen como se habia predicho. Basandose en esas estructuras, se
disefia un nuevo grupo de compuestos, se sintetiza, analiza y examina estructuralmente,
y el proceso continlia hasta que se encuentran los compuestos adecuados. Dado que se
estd produciendo de forma continua informacién de tipo estructural muy detallada, se
pueden corregir los errores, y optimizar mas rapidamente la verdadera relacion
estructura-actividad. Ademas, esta informacion estructural puede permitir el disefio de
compuestos nuevos basandonos en la geometria y naturaleza de las interacciones que se
pueden hacer con los grupos criticos del sitio de unién del ligando. Uno de los ejemplos
mas extendidos del disefio de farmacos basado en estructura es el de los inhibidores de la
proteasa del HIV [24].

Por lo tanto, el disefio de farmacos basado en estructura puede utilizarse tanto para
descubrir nuevos compuestos cabeza de serie, punto de partida significativo de nuevas
series, como para disefiar series nuevas que son modificaciones de otras existentes, o
para acelerar la optimizacién de un compuesto dentro de una serie.

0 Transformacion de un compuesto biolégicamente activo en un farmaco

El proceso de optimizacion de un compuesto comienza con la mejora de la potencia
basada en ensayos “in vitro”, tipicamente la medida de la actividad enzimatica o de la
unién a receptor. Sin embargo, hay muchos otros factores que determinan la
transformacién de compuesto en un farmaco, como su actividad “in vivo”,
biodisponibilidad oral, farmacocinética y metabolismo, formulacion, y toxicidad.

La actividad bioldgica en el animal de experimentacion depende no sélo de la potencia
intrinseca del compuesto, sino también de su biodisponibilidad a través de la ruta de
administracion seleccionada y de la farmacocinética del compuesto. Muchos farmacos
terminan pronto en la fase de experimentacion clinica debido a problemas de formulacion,
o farmacocinética o biodisponibilidad inadecuadas, dando lugar a un derroche innecesario
de esfuerzo y de recursos. Por lo tanto, es esencial comenzar pronto a analizar estas
caracteristicas de una serie quimica, incluso antes de que la potencia intrinseca deseada
aun no se haya conseguido. Para conseguir un farmaco de éxito, es preferible optimizar
una segunda serie que sea menos potente pero que cumpla con las rigurosas exigencias
farmacocinéticas y de biodisponibilidad.

Por otro lado, el coste de produccién de un compuesto puede ser un factor critico en la
decision de continuar con su desarrollo mediante ensayos clinicos, por lo que esta
caracteristica del compuesto debe quedar establecida tan pronto como haya que tomar la
decisidn de elegir un candidato para desarrollo clinico. El andlisis de compuestos “in vivo”
exige grandes cantidades del producto, en relacién con los experimentos “in vitro”. En
cada estudio hay que preparar decenas a cientos de miligramos, debido a que para cada
dosis hay que utilizar al menos tres animales, a veces mas, y a menudo hay que hacer
estudios de dosificacion para determinar la dosis minima efectiva, asi como la dosis
Optima eficaz. Algunos estudios pueden hacerse en breve tiempo, pero para algunas
enfermedades, o para estudios de seguridad, pueden ser necesarios dias o semanas de
administracion del producto. El nimero de animales a los que se les puede administrar el
producto y estudiar, suele ser muy limitado.
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Por todo ello, los estudios “in vivo” suelen ser caros y largos en el tiempo. Esto unido a
que desde hace afios hay una presidn cada vez mayor para que se utilice el menor
nimero de animales posible antes de comenzar las fases clinicas, hace necesario el
descubrimiento de métodos nuevos que permitan reducir estas fases de
experimentacion “in vivo” al minimo.

Si la integracion de la gendmica en el proceso de descubrimiento de nuevos compuestos
va a permitir avances considerables, aun a costa de aumentar la complejidad del
proceso, mucho mas compleja sera incluso la integracién de la genémica en el desarrollo
de esos compuestos hasta llegar al farmaco. Es improbable que los compuestos
disefiados para modificar el comportamiento de una diana tengan el mismo efecto en
todos los pacientes diagnosticados con la misma enfermedad, dado que ésta es el
resultado de multiples eventos secundarios, y en muchos casos, de mas de un evento
molecular inicial.

En consecuencia, el proceso tradicional de estudiar un grupo de pacientes amplio con el
mismo diagnostico, tendrd que sustituirse por el estudio de subgrupos de pacientes
susceptibles de un tratamiento basado en una diana molecular particular. Y no sélo eso,
los modelos “in vivo” e “in vitro” tradicionales tendran que ser complementados o
sustituidos por modelos genotipicos que permitan evaluar los efectos de la alteracion de
una diana particular en las distintas rutas y procesos fisioldgicos y patofisioldgicos en
los que esta implicada.

0 Otras estrategias terapéuticas

1. Anticuerpos monoclonales terapéuticos

Desde su descubrimiento a mediados de los 70, los anticuerpos monoclonales han
supuesto una gran aportacion al diagndstico y la investigacion biomédica [34]. En 1986 la
FDA aprobd el primer monoclonal terapéutico OKT3, un anticuerpo frente al antigeno T3
de las células T humanas, utilizado para tratar el rechazo agudo de érganos
trasplantados. Pero hubo que esperar a la humanizaciéon o quimerizacion de los
anticuerpos murinos en los afios 90, para que su aplicacidn como farmacos se extendiera
a procesos como el cancer de mama (Herceptin) o linfomas (Rituxan).

Actualmente, estos monoclonales, solos o en combinacién con otros tratamientos,
representan una fuente muy importante de nuevos ensayos clinicos. La mayoria de ellos
se pueden agrupar en dos categorias. Una de ellas utiliza anticuerpos desnudos no-
conjugados, en la que el efecto terapéutico es el resultado directo de su unién a
superficies celulares para desencadenar apoptosis o muerte celular mediada por el
sistema inmune. Entre los monoclonales humanizados no-conjugados estan el Herceptin y
el OKT3; los que se unen a la integrina vascular ab3 en los vasos tumorales; al factor de
necrosis tumoral (infliximab); y a la proteina CD52 de los leucocitos (alemtuzumab).

Herceptin, por ejemplo, es un triunfo de la farmacogenética. La FDA autorizd su
utilizacion frente al cdncer de mama en septiembre de 1998. Herceptin se une a la
proteina producida por el gen del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico (HER-
2), también conocido como oncogen neu. HER-2 se sobreexpresa en el 25-30% de los
canceres de mama, los cuales son mas agresivos, tienen mayor tasa de recurrencia,
peor prondstico, y aproximadamente una esperanza de vida que es la mitad que en las
mujeres con cancer de mama HER-2 negativo. Los ensayos clinicos han demostrado que
el tratamiento con herceptin, sélo o combinado, da lugar una mayor supervivencia y en
algunos casos a la remisidn del cancer en este grupo de pacientes.

Otro ejemplo de anticuerpo contra el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), de la familia de receptores tirosina quinasa tipo I o receptores ErbB, es el
anticuerpo quimérico (hombre ratén) llamado cetuximab [35]. El cetuximab es un
anticuerpo monoclonal que esta en la fase mas avanzada de desarrollo clinico (fase III), y
tiene actividad en cancer de cabeza, cuello y colon. El cetuximab se une al receptor EGFR
con alta afinidad, compite con la unién del ligando y bloquea la activacion del receptor
tirosina quinasa por EGF o factor de crecimiento transformante alfa. Ademas, cetuximab
induce la dimerizacién del receptor, resultando en la inhibicion del mismo.
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Como resultado de sus efectos sobre el receptor y sefializaciéon dependiente del mismo,
cetuximab interfiere con un nimero de funciones celulares clave reguladas por el primero,
lo que explica sus efectos antitumorales. Son efectos del cetuximab: 1) La parada del ciclo
celular en la fase 1 debido a los altos niveles de p27 que da lugar a la hipofosforilacion de
la proteina Rb (retinoblastoma); 2) la potenciacion de la apoptosis por induccién de Bax y
activacion de caspasa 8; 3) el bloqueo de la activacidn del EGFR que da lugar a un
descenso en las células tumorales, de factores de crecimiento angiogénico (el factor de
crecimiento fibroblastico basico, el factor de crecimiento endotelial vascular y la
interleuquina-8); 4) la inhibicion de la invasién de las células tumorales “in vitro” y la
inhibicion del crecimiento del tumor y metastasis, debido al efecto inhibitorio de
cetuximab sobre la expresion y actividad de varias metaloproteasas de la matriz, que
juegan un papel basico en los fendmenos de adhesion de las células del tumor; 5) la
potenciacion de los efectos antitumorales de la quimioterapia (cis-platino, doxorubicina,
paclitaxel y topotecan) y de la radiacidon; y 6) la citotoxicidad celular contra las células
tumorales por el sistema inmune dependiente de la presencia de cetuximab.

Dado que el modo de accidon de los monoclonales es distinto al de los agentes
quimioterapicos tradicionales, se estan utilizando en terapias combinadas para que los
efectos que los primeros ya han probado por si solos, puedan incrementar de forma
significativa el de los farmacos mas tradicionales en el tratamiento del cancer.

La otra categoria es la de los monoclonales que transportan compuestos citotéxicos o
radioisdtopos para destruir células “in situ” minimizando la exposicion de las células sanas
a dichos compuestos [36]. Entre estos ensayos se encuentra en fase I el Mylotarg (un
inmunoconjugado con la toxina calicheamicina, dirigida contra el antigeno CD33
encontrado en células leucémicas) en pacientes con determinadas hemopatias malignas;
y en fase II el SGN-15 (un inmunoconjugado anti-cBR96-doxorrubicina) en pacientes con
cancer de ovario. Entre los ensayos actuales de monoclonales utilizados para
inmunoterapia radiactiva estan los monoclonales conjugados con 1131 dirigidos contra la
enascina en tumores cerebrales malignos, y los conjugados con Yb90 frente a las células
de cancer de mama que expresan el antigeno B3.

En diciembre 2002, la FDA aprobd el adalimumab para el tratamiento de la artritis
reumatoide moderada a severa [37]. El adalimumab, que se une especificamente al factor
de necrosis tumoral a, es el primer anticuerpo totalmente humano (no quimérico)
aprobado con una finalidad terapéutica, y podria representar el primer ejemplo de la
sustitucion de los anticuerpos quiméricos y humanizados utilizados hasta ahora.

Por lo tanto, los ensayos clinicos con anticuerpos monoclonales estan extendiéndose a
otros procesos, ademas del cancer, como el asma, lupus, esclerosis multiple, psoriasis,
artritis reumatoide, incluso frente a otras dianas como la toxina del carbunco (ABthrax).
Pero ademas, el desarrollo de la farmacogendmica y la metabondémica, permitiré nuevas
aplicaciones terapéuticas de los monoclonales contribuyendo a tratamientos mejores vy
mas personalizados.

2. Interferencia terapéutica por ARN

La interferencia por ARN (RNAi) fue descubierta en 1998 como una potente inhibicion
de un gen diana producida por moléculas de ARN de doble cadena en C. Elegans [38],
aunque no funcionaba en células de mamifero porque su sistema inmune destruia el
ARN. El trimado de las moléculas a 21-23 nucleétidos permitié que estas moléculas de
ARN de interferencia cortas (siRNA) sortearan el sistema inmune, funcionando también
en las células de mamifero [39]. El potencial clinico de esta tecnologia se puso de
manifiesto cuando los siRNA pudieron detener la infeccidon por HIV en cultivos celulares
[40, 41]. Posteriormente se demostré que dosis masivas intravenosas de siRNA frente a
Fas, que induce la apoptosis en hepatocitos cuando se sobreexpresa, protegian a éstos
de los efectos de una hepatitis fulminante inducida quimicamente en ratones [42]. Mas
recientemente se ha comprobado que los siRNA pueden inhibir la replicacion del virus
de la hepatitis C en cultivos celulares, y que la RNAI incluso podria tener un papel en las
infecciones naturales, abriendo la posibilidad a su utilizacidén terapéutica [43].
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La idea de bloquear el ARN no es nueva. Durante mas de 10 afios se ha intentado silenciar
el ARN con moléculas antisentido (“antisense”), moléculas de ADN de cadena simple
modificadas quimicamente, y disefladas para unirse a las moléculas de ARNm
relacionadas con una enfermedad, bloqueandolas. Sin embargo, la tecnologia “antisense”
ha tenido muchos problemas y soélo se ha aprobado un farmaco de este tipo por la FDA
(Vitravene) para tratar infecciones oculares en pacientes con SIDA. En la mayoria de
casos, los compuestos “antisense” se degradan rapidamente, por lo que su efecto es
temporal y su potencia baja. Ademas, su eficacia parece arbitraria, y hay que
determinarla basandose en prueba y error. Como los compuestos “antisense”, el siRNA
interfiere el ARNm, pero tiene importantes diferencias. Mientras los “antisense” son
moléculas sintéticas, los siRNA existen de forma natural en muchas especies. En los
experimentos de RNAI, se disefian siRNA especificos para unirse al ARNm. Una vez se
introducen en la célula son reconocidos por la maquinaria intracelular y se unen a
determinadas proteinas formando complejos que desactivan miles de moléculas de ARNm
especificas, lo que les da una gran ventaja sobre los “antisense” en términos de potencia.

Ademas de su posible utilidad terapéutica, la RNAi tendrd un efecto inmediato en
gendmica funcional [44]. Silenciar genes de forma rapida y simple puede servir para
averiguar como un gen participa en un proceso celular, como una ruta de sefializacion, o
nos puede permitir descubrir genes implicados en el desarrollo embrionario, o puede
ayudar a dilucidar la funcidén desconocida de nuevos genes. La RNAI es equivalente a los
meétodos de “knockout” de genes para identificar y validar dianas, pero no es tan costoso
en términos econdmicos y de tiempo como es la utilizacidon de animales transgénicos. Por
ejemplo, con RNAI, un laboratorio académico de tamafio medio, no sélo puede hacer el
“knockout” de 100 quinasas en un mes (algo imposible con ratones transgénicos), sino
que puede silenciar varios genes simultdneamente. Esto es importante porque las
enfermedades habitualmente implican a redes complejas de genes trabajando en tandem
a través de una serie de rutas interconectadas. Recientemente se ha descrito el
silenciamiento, por un solo equipo, de mas de 2.700 dianas génicas por RNAi en tan soélo
16 meses, lo que da idea de la capacidad de este método [45].

La RNAI ha sido considerada el descubrimiento mas importante de la década, quiza de las
ultimas décadas [46]. Sin embargo, a pesar de su potencial, el principal problema para
que sea Util terapéuticamente es su vehiculizacion. Actualmente los siRNA se utilizan con
lipidos catidnicos sobre cultivos celulares, pero no es aplicable al ser humano. Cuando se
ha utilizado “in vivo”, el volumen de las inyecciones en tres dosis equivalian a la mitad de
la volemia del animal. La utilizacidon de lentivirus que se esta explorando tendria los
mismos problemas que la terapia génica con retrovirus. Otro de los problemas actuales es
el coste de su sintesis, que en el ser humano, representaria unos 1.000 € por inyeccion.
En cualquier caso, la RNAi es una nueva area en biologia que ya ha demostrado su valor
en la validacion de dianas moleculares.
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O Conclusion

Los descubrimientos en investigacién basica dinamizados por el Proyecto Genoma
Humano estan revolucionando nuestra capacidad para determinar las bases moleculares
de las enfermedades. Sin embargo, en muchos casos, estas bases son enormemente
complejas y el resultado de la interaccion de numerosas proteinas y factores bioldgicos.
Las nuevas tecnologias que nos pueden ayudar en el manejo de tan vasta informacion,
estan teniendo un gran impacto en cada una de las fases del desarrollo de farmacos. Esto
incluye la influencia de la gendmica y de la gendmica funcional en la identificacion y
validacion de dianas moleculares, cribado de alto rendimiento para el descubrimiento de
“hits”, disefio de farmacos basado en estructura y quimica combinatoria para la
optimizacién de compuestos cabeza de serie, y estrategias nuevas “in vivo” e “in vitro”
para acelerar la optimizacién final y el analisis preclinico de los farmacos candidatos.
Todas estas tecnologias ya han permitido una revolucion en el tratamiento del SIDA, y
seran la base de la proxima generacién de nuevos medicamentos para grandes problemas
de la humanidad como cancer, diabetes, o enfermedades neurodegenerativas, de una
forma eficaz y eficiente en el futuro mas inmediato.
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Farmacogenética: Hacia una terapia personalizada mas
segura y eficiente

0O Introducciéon

Uno de los principales problemas al que se enfrenta la Farmacologia Clinica es la gran
variabilidad interindividual que existe en la respuesta a los medicamentos. El desarrollo
en las Ultimas décadas de la Biologia Molecular y de sus técnicas, asi como la
profundizacién en el conocimiento del genoma humano han permitido el desarrollo de
dos nuevas disciplinas dentro de la Farmacologia capaces de abordar el problema
mencionado: la Farmacogenética y la Farmacogendmica.

La Farmacogenética se ocupa del estudio de los factores genéticos que influyen en la
variabilidad interindividual en la respuesta farmacoldgica, tanto en la eficacia como en la
tolerancia. Aunque generalmente es un término utilizado para referirse al estudio de los
genes relacionados con el metabolismo de los farmacos, en la actualidad se extiende
también a todos los factores involucrados en su farmacocinética y farmacodinamica
(receptores, transportadores, enzimas, canales idnicos...). El objetivo declarado de la
farmacogénetica es la individualizacion o personalizacion de los tratamientos. No se debe
confundir la farmacogenética con terapia génica, ingenieria genética, manipulacién
genética, clonacién o transgénicos.

La confluencia de la farmacogenética y de los rapidos avances en gendmica humana ha
dado como resultado a la Farmacogendmica, que se ocupa del estudio de la variabilidad
individual en la expresion de los genes relevantes para las enfermedades asi como de la
respuesta farmacoldgica (1). Se encarga de comprender las bases genéticas de la
enfermedad y asi poder definir nuevas dianas terapéuticas y marcadores moleculares que
evallen la eficacia de nuevos farmacos. El objetivo final es conseguir nuevos y efectivos
farmacos para las enfermedades comunes que carecen de tratamiento adecuado en la
actualidad. Si bien en sentido estricto pueden distinguirse ambos conceptos, para muchos
autores los términos son intercambiables.

Estas nuevas disciplinas han generado grandes expectativas médicas, sociales y
financieras que deben plasmarse en los proximos afios en nuevos medicamentos mas
especificos y cuya eficacia y tolerancia pueda determinarse a priori para cada paciente.

0 Historia de la farmacogenética

Puede decirse que la primera observacion escrita relacionada con la farmacogenética se
remonta, segun algunos autores, al afio 510 a.C., cuando Pitagoras observé que la
ingesta de habas producia en algunos sujetos una reaccion potencialmente fatal. Con el
tiempo se reconocié que se trataba de una anemia hemolitica que aparecia en individuos
con deficiencia en la enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), siendo el primer
informe de la farmacogenética moderna el publicado a principios de 1930 por Snyder
sobre la incapacidad para saborear la feniltiourea, que presentaba una herencia
autosémica recesiva.

Pero no fue hasta entrado los afios 50 cuando la farmacogenética se establecié como campo
de estudio, al tomar diversos investigadores en consideracién que algunas reacciones
adversas a medicamentos podian estar causadas por variaciones en la actividad enzimatica
genéticamente determinadas. Asi se interpretaron los casos de hemolisis causadas por el
antipaludico primaquina en los soldados afro-americanos durante la II Guerra Mundial, que
mas tarde se asociaron con la deficiencia de la G6PDH (2).

Fue Motulsky en 1957 quien primero documentd el concepto de que los defectos
heredados en el metabolismo de farmacos podian explicar las diferencias individuales en
la respuesta a los medicamentos (3). Por ejemplo, la relajacion muscular prolongada tras
la administracion de suxametonio fue explicada por una deficiencia congénita de una
colinesterasa plasmatica (4).

De la misma forma, los cambios heredados en la capacidad del paciente para acetilar la
isoniacida -por la N-acetiltransferasa- (5) fueron considerados responsables de la
neuropatia periférica ocasionada por este farmaco, asi como de la distribucién bimodal
de las concentraciones plasmaticas de la isoniacida en sujetos con tasas genéticamente
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determinadas de acetilacion rapida o lenta. El que primero propuso el término
“farmacogenética” fue Friedrich Vogel en 1959, y en 1962 Kalow escribié la primera
monografia sobre el tema.

El campo de la farmacogenética fue estimulado en los afios 70 cuando Vesell y sus
colaboradores demostraron que las vidas medias plasmaticas de muchos farmacos eran
menos divergentes entre parejas de gemelos monocigotos que entre parejas de
gemelos dicigotos (6), concluyéndose con sus estudios que la herencia multifactorial
podia determinar el metabolismo farmacoldgico individual (herencia multigénica). En el
transcurso de los afios posteriores, se fueron afiadiendo ejemplos de respuestas
exageradas, desconocidas, o ausencia de efectividad a farmacos como manifestacion de
patrones hereditarios individuales.

Mas recientemente, han recibido mucha atencidon los polimorfismos genéticos comunes
del metabolismo de farmacos como el de la debrisoquina/esparteina, mefenitoina, y el
polimorfismo acetilador ya que afectan el metabolismo de numerosos farmacos
clinicamente Utiles y que involucran a una proporcion de pacientes considerable.

Un hito en la farmacogenética fue la descripcidn que Robert Smith hizo en 1977 de la
deficiencia en el metabolismo de la debrisoquina, cuando personalmente experimentd
una importante hipotensidn ortostatica tras tomar el medicamento (7). Antes, en 1975,
Eichelbaum presentd en una tesis que la deficiencia en el metabolismo de la esparteina
ocasionaba nauseas, diplopia y vision borrosa (8); actualmente se conoce que ambos
defectos son debidos a la deficiencia de la enzima Citocromo P450 2D6.

En el orden farmacodinamico se ha conocido muy recientemente que los receptores
farmacoldgicos, como el beta 2-adrenoreceptor, o los transportadores farmacoldgicos, como
el MDR1, responsable del gen de resistencia a farmacos, también estan sujetos a variacion
genética.

Las bases genéticas moleculares de estos patrones hereditarios se han empezado a
dilucidar a finales de los 80, con la clonacién y caracterizaciéon de un gen humano
polimérfico que codifica la enzima metabolizadora de farmacos debrisoquina hidroxilasa
(CYP2D6) (9, 10), y ahora se ha extendido a numerosos genes humanos, incluyendo
mas de 20 enzimas metabolizadoras de farmacos, receptores y varios sistemas de
transporte farmacoldgicos (Tabla 1).

EFECTO FARMACOLOGICO

GEN FARMACOS LIGADO AL POLIMORFISMO

ENZIMAS METABOLIZADORAS DE FARMACOS

Betabloqueantes, antidepresivos,
antipsicéticos, codeina, Disquinesia tardia con
debrisoquina, dextrometorfan, antipsicoticos; efectos secundarios
encainida, flecainida, guanoxan, narcéticos, eficacia y
CYP2D6 ) - . o
metoxiamfetamina, dependencia; requerimientos de
N-propilajmalina, perhexilina, dosis de imipramina; efecto de los
fenacetina, fenformina, betabloqueantes.
propafenona, esparteina.
Tolbutamida, warfarina, fenitoina, Efecto anticoagulante de la
CYP2C9 " . ) .
antiinflamatorios no esteroideos. warfarina.

DIHIDROPIRIMIDINA-DH ‘ Neurotoxicidad por Fluorouracilo.

Fluorouracilo. ‘

TIOPURIN- Mercaptopurina, tioguanina, Toxicidad y eficacia; riesgo de
METILTRANSFERASA azatioprina cancer secundario.

CANALES DE POTASIO

HERG Quinidina. Induccién sindrome QT largo.
Cisaprida. InduccionTorsade de pointes.

KvLQT1 Terfenac?lna, disopiramida, Induccién sindrome QT largo
meflaquina

hKCNE2 ‘ ’ Claritromicina ‘ ’ Induccion arritmia

ECA= Enzima Convertidota de la Angiotensina.

Tabla 1. Ejemplos de polimorfismos genéticos clinicamente relevantes que influyen en el metabolismo de farmacos y en
sus efectos. Una lista mas completa se puede encontrar en http://www.sciencemag.org/feature/data/1044449.shl (11).

58


http://www.sciencemag.org/feature/data/1044449.shl

0O Principios de la farmacogenética

Hoy se estima que la genética es responsable de grandes diferencias en la respuesta
farmacoldgica y que, en términos de disposicién de farmacos, puede representar desde
un 20 hasta un 95% de la variabilidad en la disposicién y en el efecto de los
medicamentos.

A pesar de que el efecto de un farmaco conlleva un fenotipo complejo que depende de
muchos factores, ejemplos como los de la isoniacida y la succinilcolina facilitaron la
aceptacion del hecho de que la herencia podia tener una influencia importante en el efecto
de un medicamento. De hecho, la farmacogenética tuvo su impacto inicial en la medicina a
través del descubrimiento de reacciones farmacoldgicas inesperadas, en individuos y en
familiares que revelaban la posible existencia de un patréon hereditario de las mismas
(12, 13). El prototipo de dicho fendmeno lo representa el sindrome de anemia hemolitica
inducida por farmacos en personas con deficiencia genética de la G6PDH en sus eritrocitos.

Hasta ahora la mayor parte de los estudios farmacogenéticos comenzaban con el
reconocimiento de una gran variabilidad en la respuesta o en las concentraciones del
farmaco en sangre o en orina entre los individuos de una poblacién, seguido del
entendimiento de que los rasgos bioquimicos que llevan a esta variacion eran heredados,
con la consiguiente busqueda de los fundamentos genéticos de la misma. Es mas tarde,
cuando son identificadas las enzimas metabolizadoras del farmaco, los genes que
codifican estas proteinas y la variacién en la secuencia del DNA en estos genes, cuando se
asocia con un rasgo hereditario.

Los objetivos de la investigacién en farmacogenética son:

o LA IDENTIFICACION DE VARIACIONES CONTROLADAS GENETICAMENTE RELACIONADAS CON LA
FARMACOCINETICA Y FARMACODINAMIA.

« EL ESTUDIO DE LOS MECANISMOS MOLECULARES CAUSANTES DE ESTAS VARIACIONES.

o LA EVALUACION DE SU SIGNIFICACION CLINICA.

 EL DESARROLLO DE METODOS SIMPLES DE ANALISIS DEL DNA GENOMICO PARA IDENTIFICAR
INDIVIDUOS QUE PUEDAN SER SUSCEPTIBLES A RESPUESTAS ANORMALES O INFRECUENTES ANTES

DE QUE LOS FARMACOS LES SEAN ADMINISTRADOS Y CONSEGUIR AST MAYOR EFICACIA Y MENOR
TOXICIDAD EN LOS TRATAMIENTOS.

/

Para conseguirlos, generalmente se siguen los siguientes pasos:

o SE ANALIZA LA DISTRIBUCION DE LA POBLACION PARA LA)/ARIACIéN EN ESTUDIO, UTILIZANDO UNA
SONDA VALIDA PARA DETECTAR EL POLIMORFISMO FENOTIPICO (QUE AFECTA A >1% DE LA POBLACION),

e SE IDENTIFICA EL GEN RESPONSABLE Y SUS VARIANTES,

» SE REALIZAN ESTUDIOS FAMILIARES Y DE GEMELOS PARA CONFIRMAR SUS CARACTERISTICAS
GENETICAS (HERENCIA DOMINANTE, RECESIVA, MENDELIANA, MATERNA,...),

o SE DESARROLLAN ENSAYOS GENETICOS PARA LAS DISTINTAS VARIANTES DEL DNA,
o SE REALIZA LA CORRELACION ENTRE EL GENOTIPO Y EL FENOTIPO Y POR FIN
o SE APLICA EN LA PRACTICA CLINICA.

/

En el momento actual, la mayoria de los estudios farmacogenéticos estan basados en
correlacionar la respuesta del paciente con las variaciones en los genes involucrados en
el mecanismo de accidon del farmaco (por ejemplo, genes de receptores) o de su
metabolismo (por ejemplo, genes de las enzimas del sistema citocromo P450) con el fin
de determinar el “gen candidato”.

La genética molecular y la gendmica han transformado la farmacogenética en la Ultima
década. Los avances en la tecnologia de secuenciaciéon molecular, permiten ademas una
investigacion sistematica para encontrar variaciones funcionales significativas en las
secuencias de DNA de los genes que influyen en los efectos de diversos farmacos, para
después estudiar su repercusiéon fenotipica (14). Los dos alelos -versién especifica de
un gen- que porta un individuo en un locus -posicion del alelo en el cromosoma-
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forman parte del genotipo que puede ser facilmente caracterizado a nivel del DNA. Su
influencia en la cinética de un farmaco o sobre una funcidn especifica de un receptor, el
fenotipo, puede ser medido por métodos analiticos avanzados para la deteccidon de
metabolitos o por sofisticadas investigaciones clinicas, como por ejemplo estudios de
densidad de receptor por tomografia de emision de positrones.

Gracias a la publicacién de la secuencia completa del genoma humano, conocemos
cuantos nucledtidos se necesitan para constituir los 23 pares de cromosomas, el nimero
de genes que los constituyen, y el porcentaje de la secuencia genética no codificante. De
este anadlisis se pueden destacar dos resultados: que el 99,9% de nuestros 3 billones de
nucledtidos son idénticos en dos seres humanos cualesquiera, y que el restante 0,1% de
la diversidad genética es la responsable de la mayoria de las diferencias que existen entre
los individuos. Esta variaciéon comin se denomina polimorfismo definido como la
coexistencia de genomas que muestran variaciones alélicas en la poblacién. Las
observaciones en la variabilidad de la respuesta farmacoldgica genéticamente
determinada tienen que ver con polimorfismos en genes especificos.

Los polimorfismos genéticos pueden ser definidos cuando existen variaciones
monogénicas en la poblacion normal con una frecuencia mayor del 1% (15). El ambito
de estas variaciones es amplio e incluye polimorfismos de un Unico nucledtido (SNP, del
inglés “single nucleotide polymorphism”), inserciones o delecciones que pueden incluir el
gen completo, y repeticiones. La forma mas comun de todas es la variacion en una sola
base o SNP. Las caracteristicas mas importantes de los SNPs son su simplicidad, amplia
distribucidn, estabilidad y alta frecuencia a lo largo del genoma (se estima que existen
7.5 SNPs por cada 10 kb nucledtidos), lo que hace de ellos unos marcadores genéticos
ideales.

En la actualidad, el Consorcio SNP, grupo sin animo de lucro formado por compaiiias
farmacéuticas, compafiias procesadoras de informacion, instituciones académicas, vy
fundaciones de investigacion, ha determinado un mapa de alta densidad con 4 millones
de SNPs (http://snp.cshl.org). Cientos de miles de polimorfismos se pueden ahora
identificar y ordenar de forma precisa dentro del mapa de alta densidad.

El analisis de los SNPs puede utilizarse como complemento a la determinacién del gen
candidato mediante la localizacidn de las regiones cromosdmicas en donde se encuentran
los determinantes genéticos relevantes asociados a una enfermedad y de esta forma,
correlacionar la informacion genética de un paciente con su probable respuesta a un
medicamento, o a una reaccion adversa rara y grave al mismo (Figura 1).

Los individuos portadores de un

determinado alelo, probablemente son Respuesta a un Seccién de un perfil de SNP
portadores de variantes especificas con medicamento en los (n° de SNPs debajo)
varios marcadores de SNPs. Segln e

esta aproximacién, para predecir la i
Pacientes con i

respuesta a un medicamento no sera respuesta
necesario identificar los verdaderos eficaz/sin RAM
) . ; p 2 6 424 5 32 5 3
genes y alelos implicados; seria
suficiente con detectar los SNPs. )
| o Pacientes e
Los avances tecnologicos sin eficacia/
i Ati con RAM
asomgdos con Ia_1 robotica y [as ) . P A A
reacciones multiples reduciran
significativamente el coste del
analisis de varios cientos de hrevisible
. . eficacia/No e
miles de SNPs por paciente en aparicién RAM
los ensayos clinicos. Los
programas bioinformaticos Previsible
ips g ;. ineficacia/
permitiran la rapida aparicion RAM -
comparacion de  estos
patrones (;Ie SNPs entre Figura 1. Representacion esquematica de un perfil
los paC|eqtes que abreviado SNP-LD para predecir las respuestas de los
presenten diferencias pacientes a un medicamento. Gracias a este “perfil de
fenotipicas en la respuesta farmacoldgica” se identifican a aquellos pacientes
respuesta a un que presentaran eficacia y no presentaran RAM (16).

farmaco. De tal manera que cuando la

informacidn de las diferencias en la respuesta farmacoldgica sea ostensible, los perfiles de
los SNPs podran ser relacionados con los actuales chips diagnodsticos y asi determinar o
anticipar la respuesta a un farmaco por un paciente determinado (16).
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1. Variaciones en la respuesta farmacolégica monogénicas y multigénicas

Hetereogeneidad en los

La ma Yy or |, a d e I 0os ras g os Polimorfismo Genético Polimorfismq anético en
fa rmacogeneticos que fueron de la Exposicion al Farmaco + dela Sgnﬂbllldad Al Efectos Farma'c_ologlcos

. o . .. al Farmaco Regulada Genéticamente
identificados al principio eran - -

. - sy Genotipos en el Genotipos de Receptores Respuesta
pO|Im0rf|Sm05 geneticos que Metabolismo del Farmaco (Eficacia) Efecto Toxicidad
involucraban a un solo gen o (Degradacion) ~— Terapéutico (%) (%)

s T et —
monogénicos, donde hay una alta A

. . it
correlacion entre la presencia del i ] L &
gen alterado y la presencia de la - i B u 8
alteracién. Una de las razones y i . mr— . 5

por las que la farmacogenéticase @ = o eeresessseceeees
centraba en los genes unicos es T
que eran faciles de estudiar con .
las técnicas genéticas clasicas y 8
que muchos de ellos eran 15
clinicamente importantes.
Algunos de estos polimorfismos s
genéticos que afectan a un 0
nucledtido Unico ya se han B
B0

asociado con cambios
sustanciales en el
metabolismo o en el efecto de

los medicamentos, y algunos
son ahora utilizados para
predecir la respuesta clinica
(17,18).

Sin embargo, la mayoria de
las diferencias entre los
individuos en su respuesta
a los farmacos son
multigénicas
multifactoriales. Esto es
debido a que los efectos
de los medicamentos
estan determinados por
la interaccion de varios

Figura 2. Determinantes poligénicos de la respuesta a los medicamentos.
Se ilustran los efectos potenciales en individuos de dos polimorfismos
genéticos, uno en la enzima metabolizadora del farmaco (izquierda) y el
segundo en el receptor del mismo (en el centro), tras la administracion
de la misma dosis. En las graficas de la izquierda se observan los
diferentes aclaramientos (AUC o area bajo la curva de las
concentraciones plasmaticas vs tiempo) y en la del medio la combinacion
de la primera y de la diferente sensibilidad del receptor en pacientes que
son homocigotos para el alelo silvestre (wt/wt), heterocigotos con una
variante alélica (wt/mut), o que tienen las dos variantes alélicas para los
dos polimorfismos (mut/mut). En la tabla de la derecha se pueden
observar el resultado de las nueve posibles combinaciones de los
distintos polimorfismos entre el metabolismo y el receptor, dando un
rango de indices terapéuticos (ratio eficacia: toxicidad) desde un
favorable 13 en el paciente con genotipos wt/wt para el metabolismo y
los receptores del farmaco (65%:5%) hasta 0,125 (10%:80%) en el
paciente con genotipos mut/mut para el metabolismo y los receptores

del farmaco (11,14).

productos genéticos que
influyen en la farmacocinética y
la farmacodinamica de los farmacos. La potencial naturaleza poligénica de la respuesta

farmacoldgica se ilustra en la Figura 2, en la que se muestran los efectos hipotéticos de
dos genes polimorficos, uno que determina la proporcion de inactivacion del farmaco y

otro la sensibilidad del receptor al mismo.

2. Farmacogenética y poblaciones

La investigacion farmacogenética mas temprana examinaba las diferencias entre sujetos
individuales, pero en su desarrollo, también se ha ocupado de las diferencias genéticas

entre las poblaciones (19).

Este es otro aspecto importante de la farmacogenética, comprender que todas las
variaciones farmacogenéticas estudiadas hasta hoy aparecen con diferentes frecuencias
en las distintas subpoblaciones de diferentes origenes raciales o étnicos. Por ejemplo,
existen diferencias llamativas entre razas en la frecuencia de aparicidn de acetiladores
lentos de isoniacida debido a las mutaciones de la N-acetiltransferasa 2 (NAT2) (de
hecho, se sospech6 el origen genético de esta deficiencia por la diferente frecuencia en
la neuropatia inducida por la isoniacida observada en Japon frente a la observada en
Estados Unidos de América. También existen diferencias raciales entre los
metabolizadores pobres de la warfarina debido a mutaciones del CYP2C9, del omeprazol
por los polimorfismos del CYP2C19, y los metabolizadores ultrarrapidos por duplicacion
de genes del CYP2D6 (10, 11, 20). Incluso algunas de las mutaciones de estos genes
ocurren Unicamente en ciertas subpoblaciones étnicas y trazan los origenes y
movimientos de las poblaciones en nuestro planeta. Esta diversidad étnica, también
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llamada geografia del gen, farmacoantropologia o etnofarmacologia, implica que las
diferencias poblacionales y el origen étnico tienen que ser considerados en los estudios
farmacogenéticos y en la farmacoterapia.

00 Farmacogenética en la practica clinica

1. “El farmaco correcto para el paciente indicado”

La experiencia en la practica clinica nos revela que la administracién de un mismo
medicamento a diferentes pacientes a las dosis de prescripcién “recomendadas” produce
distintas respuestas: eficaz en la mayoria de ellos, sin efecto en otros, e incluso efectos
téxicos -incluso fatales— en un tercer grupo. Es relevante el hecho de que la mayoria de
los tratamientos actualmente autorizados no son efectivos en todos los pacientes. Por
ejemplo, el 20-40% de los pacientes con depresion presentan poca o nula respuesta al
tratamiento antidepresivo, y porcentajes de pacientes similares o superiores son
resistentes al efecto de antiasmaticos, antiulcerosos, o hipolipemiantes (21) (Tabla 2).

A POBRES/NO
ENFERMEDAD FARMACO RESPONDEDORES (%)
Agonistas Beta-2 adrenérgicos, _
Asma 5-L0, LTD4 40-75
Céncer (mama, pulmén, cerebro) ‘ ’ Varios ‘ ’ 70-100
y Inhibidores de la Recaptacion de _
Depresion Serotonina, Triciclicos, MAOs 20-40
Diabetes Sglfonilureas, biguanidas, 50-75
glitazonas
Ulcera duodenal Antagonistas H2, Inhibidores de 20-70
la Bomba de Protones
Hiperlipidemia HMGCoA reductasa, Resinas, 30-75

Niacina

Diuréticos tiacidicos,
Hipertensién Betabloqueantes, Inhibidores 10-70
ACE, todos los Antagonistas

Migrafia Triptanos, AINEs, ergotaminas 30-60

Osteoartritis/

Artritis reumatoide AINEs, COX-2, antimetabolitos 20-50

Dibenzodiacepinas triciclicas,

bencisoxazoles, butirofenonas 25-75

Esquizofrenia

Tabla 2. Ejemplos de poco respondedores o no respondedores (eficacia) a la terapia farmacoldgica (21).

En cuanto a la importancia de los efectos tdxicos producidos por los farmacos podemos
resefiar un metaanalisis de 39 estudios prospectivos realizados en hospitales
norteamericanos que sugiere que el 6,7% de los pacientes hospitalizados presentan
Reacciones Adversas a Medicamentos (RAMs) graves y el 0,32% fatales, causando estas
Gltimas unas 100.000 muertes al afio en EEUU. Sélo en el afio 1994 en ese pais se
contabilizaron 2.216.000 pacientes hospitalizados con RAMs serias y 106.000 con RAMs
fatales, situando a las RAMs entre la cuarta y sexta causa de muerte en EEUU (22). Los
gastos ocasionados por las consecuencias de una terapia ineficaz y por los efectos
adversos en EEUU se estiman entre 30 y mas de 100 billones de ddlares anuales (23). De
estos datos se desprende la gran importancia de intentar mejorar la efectividad de los
farmacos y de reducir o controlar sus efectos secundarios.
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Aunque existen muchos factores no genéticos que influyen en los efectos farmacoldgicos
(Tabla 3).

FISIOLOGICOS PATOFISIOLOGICOS GENETICOS MEDIOAMBIENTALES
Enzimas Tratamientos
Edad Funcién renal metabolizadoras de -
. concomitantes
farmacos
L - Transportadores de
Sexo Funcidn hepatica fArmacos Tabaco
Peso Funcion cardiovascular Canales idnicos Alcohol
Enfermedades Dianas L.
Grasa corporal : - Nutricion
concomitantes farmacoldgicas

Vias de transduccion

o~ Contaminantes
de sefales

Tabla 3. Factores determinantes de la variabilidad individual en la respuesta a los farmacos.

Aunqgue existen muchos factores no genéticos que influyen en los efectos farmacoldgicos
(Tabla 3), como son el medio ambiente, el estilo de vida (alimentacion, consumo de alcohol
y tabaco), la edad, el sexo, la funcién de los érganos, los tratamientos concomitantes, las
interacciones farmacoldgicas, y la propia naturaleza de la enfermedad, existen en la
actualidad numerosos ejemplos donde las diferencias interindividuales en la respuesta a
medicamentos se deben a variaciones en la secuencia de los genes que codifican enzimas
metabolizadoras de farmacos, transportadores de los mismos o dianas farmacoldgicas (11,
17, 18). Estos polimorfismos pueden tener o no una importancia clinica clara dependiendo
de las bases moleculares del mismo, de la importancia relativa de la via metabdlica
afectada sobre la eliminacidén global del farmaco, del indice terapéutico del mismo, de la
expresion de otras enzimas metabolizadoras de farmacos en el paciente, la presencia de
enfermedad o tratamientos concomitantes, y otros factores clinicos poligénicos que afectan
a la respuesta farmacoldgica. A diferencia de otros factores que influyen en la respuesta a
los farmacos, los determinantes hereditarios generalmente permanecen estables a lo largo
de la vida del individuo.

La farmacogenética puede cambiar la forma de prescribir en la practica clinica diaria. En
vez de seguir el método actual de “ensayo y error”, de manera que los pacientes prueban
diferentes dosis de un mismo farmaco, y/o diferentes opciones terapéuticas, los ensayos
farmacogenéticos pueden ayudar al clinico en la seleccion del farmaco y la dosis mas
apropiada para cada paciente en particular.

Las pruebas de genotipado y fenotipado para predecir los requerimientos de dosis estan
siendo introducidos cada vez mas en el desarrollo preclinico de los medicamentos y en la
rutina clinica, por ejemplo, para el eleccion y determinacion de la dosis inicial de los
antidepresivos (24). Ademas, los médicos tendran disponibles perfiles farmacogenéticos
(para seleccionar a aquellos pacientes que tengan una gran posibilidad de responder
positivamente, y seleccionar aquellos que tengan bajo riesgo de presentar RAMs)
especificos de respuesta a un farmaco concreto antes de que un medicamento sea
prescrito. De esta forma se evitaran los retrasos en la administracion de la terapia efectiva,
los riesgos innecesarios de presentar reacciones adversas y los grandes gastos en
tratamientos no efectivos. En la Tabla 4 se muestran algunos de los campos de desarrollo
de la farmacogenética en la medicina actual.
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POLIMORFISMO

ENFERMEDAD FARMACO GENETICO RESULTADO
Variaciones en la mejoria de
Enfermedad de Tacrina APOE las funciones cognitivas en el
Alzheimer tratamiento de la enfermedad

de Alzheimer con tacrina.

Variacion en la eficacia de estos
Receptor 5-HT2A farmacos en el tratamiento de
la esquizofrenia.

Clozapina y otros

Esquizofrenia P
neurolépticos

Variacion en la eficacia de la

Ateroesclerosis Pravastatina CETP pravastatina en el tratamiento

coronaria } .
de la aterosclerosis coronaria.

) Los metabolizadores lentos del

Ulcera gastrica o Omeprazol y CYP2C19 responden mejor a

Lo CYP2C19 : ;

duodenal Amoxicilina la terapia combinada que los
metabolizadores rapidos.

Asma Zileuton y Genotipo ALOX5 Respuesta reducida en

Montelukast heterocigotos.

APOE= Apolipoproteina E; 5-HT= 5-Hidroxitriptmina; CETP= cholesteryl| ester transfer protein;
LDL= lipoproteina lipasa; CYP= citocromo P-450; ALOX5= 5-Lipoxigenasa.

Tabla 4. Algunos de los campos de desarrollo de la Farmacogenética en la Medicina (25).

2. Factores hereditarios determinantes de la respuesta farmacologica

Tras la administracion de un farmaco, entre los procesos que este sufre se encuentran su
absorcion, distribuciéon hasta el lugar de accidn, interacciéon con dianas (receptores y
enzimas), metabolismo, y por Ultimo, su eliminacion. Cada uno de estos procesos puede
involucrar una variacion genética.

3. Enzimas metabolizadoras de farmacos

El metabolismo suele producir metabolitos mas hidrosolubles y mas faciles de excretar,
pero también puede dar lugar a compuestos terapéuticamente activos a partir de
profdrmacos, e incluso puede originar metabolitos téxicos. Asi, el polimorfismo que
conlleva una disminucion en la actividad de la enzima puede producir una gran toxicidad
en farmacos con un estrecho indice terapéutico (mercaptopurina, azatioprina, tioguanina,
y fluorouracilo) o una disminucién en la eficacia de medicamentos que requieren ser
metabolizados para ser activos (codeina).

Las reacciones metabdlicas se clasifican en reacciones de fase I o sintéticas (por ejemplo.
oxidacion, reduccion e hidrodlisis), o de fase II, llamadas reacciones de conjugacion (por
ejemplo acetilacion, glucuronizacién, sulfatacién y metilacion). En la actualidad podemos
identificar variantes genéticas que codifican enzimas metabolizadoras de farmacos. Estas
variantes hacen que podamos distinguir subgrupos en una poblaciéon segun su diferente
capacidad para llevar a cabo estas reacciones de biotransformacién. Los subgrupos con
una deficiente capacidad para metabolizar cierto farmaco se denominan metabolizadores
pobres o lentos o fenotipo PM (del inglés “poor metabolizers”) en comparacién con los
metabolizadores “normales” o rapidos o fenotipo EM (del inglés “extensive metabolizers”)
y los metabolizadores ultrarrapidos o fenotipo UM (del inglés “ultra-rapid metabolizers”).
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4. Farmacogenética del metabolismo de farmacos: Reacciones de Fase I

Las enzimas mas importantes que catalizan el metabolismo de farmacos de fase I son las
pertenecientes a la superfamilia de enzimas citocromo P450 (CYP). Uno de los miembros
de esta familia, el CYP2D6, representa uno de los ejemplos de variacién farmacogenética
en el metabolismo de farmacos mejor estudiado. Como se muestra en la Tabla 5, son
muchos los farmacos metabolizados por esta enzima e incluyen aproximadamente el 25%
de los farmacos que se prescriben habitualmente.

BETABLOQUEANTES  ANTIARRITMICOS ANTIPSICOTICOS ANTIDEPRESIVOS MISCELANEA

’ Carvedilol ‘ ’ Encainida ‘ ’ Haloperidol ‘ ’ Desipramina ‘ ’ Codeina ‘
’ Metoprolol ‘ ’ Flecainida ‘ ’ Perfenacina ‘ ’ Fluoxetina ‘ ’ Lidocaina ‘
’ Propanolol ‘ ’ Mexiletina ‘ ’ Risperidona ‘ ’ Nortriptilina ‘ ’ Tramadol ‘
’ Timolol ‘ ’ Propafenona ‘ ’ Tioridacina ‘ ’ Venlafaxina ‘ ’ Tropisetron ‘

Tabla 5. Sustratos seleccionados del CYP2D6 (http://medicine.iupui.edu/flockhart/table.htm).

El polimorfismo genético del CYP2D6 fue descubierto como resultado de las llamativas
diferencias en la farmacocinética y en los efectos terapéuticos de farmacos metabolizados
por esta enzima (26). En la Figura 3, donde se muestra la distribucién de la tasa
metabdlica (MR) de debrisoquina en relacién a su metabolito la 4-hidroxidebrisoquina en
orina de una poblacidén caucésica, se distinguen tres grupos de sujetos, los PM en el
extremo derecho de la grafica, separados por el punto de corte (MR=12.6) de los EM que
se situan en el medio, y los metabolizadores ultrarrapidos (UM) en el extremo izquierdo
de la distribucién de frecuencias.

La debrisoquina, y la esparteina, 120
representan “farmacos prueba
(test)” -esto es compuestos que
pueden utilizarse para clasificar a
los sujetos como
metabolizadores lentos, rapidos
y ultrarrdpidos. Esta estrategia e T Metabolismo
de administracién de un Ultrarrapido | Lento
compuesto test metabolizado ! |' i 1 #
por una enzima genéticamente ol ;| ||| |'| Ml 1
pO|imél"ﬁC3, se ha convertido 0 o001 0.10 1 10

en una técnica estandar

utilizada en muchos estudios

farmacogenéticos. Sin Figura 3. Farmacogenética del CYP2D6. Se muestran las
; i tasas de metabolismo urinario de la debrisoquina a su

fmbafgi’. esta aprtOX|maC|E>n metabolito, 4-hidroxidebrisoquina, de 1011 individuos suecos.

erapeutica no esta exenta La caja “Corte” (MR=12.6) indica el punto de separacion entre

—

®
=]

|- Metabolismo
|| = Rapido

N° de sujetos
8

100

Tasa metaboélica. Debrisoquina: 4-Hidroxidebrisoquina

de “mitadone?: ya que, los sujetos con metabolismo lento, como resultado de una
aunque es util para actividad disminuida o ausente del CYP2DS6, y los sujetos con
propositos de investigacion, metabolismo rapido (27).

no es todavia facilmente

adaptable para la rutina del laboratorio clinico. Actualmente se estan desarrollando
técnicas de alto rendimiento que pueden realizarse con el DNA aislado de una muestra de
sangre, para su uso en el diagnédstico rutinario en los laboratorios clinicos. Una segunda
limitacion deriva de que la mayoria de los datos disponibles provienen de voluntarios
sanos, en los que se han estudiado los polimorfismos tras la administracion de bajas dosis
Unicas y sin medir eficacia, por lo que las consecuencias clinicas reales de estos
polimorfismos aun no se conocen en su totalidad. Hay pues que esperar que estudios
clinicos confirmen los beneficios de los ajustes de dosis en base a la capacidad
metabdlica, al igual que ya se hace, por ejemplo, de acuerdo al aclaramiento de creatinina
en pacientes con insuficiencia renal.
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Aproximadamente de un 5 a un 10% de los caucasicos son PM para los sustratos del
CYP2D6 (28,29), presentando concentraciones mas bajas de metabolitos en orina y
mayores en sangre de los farmacos originales que los metabolizadores rapidos (EM). Se
demuestra ademas que en estos sujetos los farmacos tienen en general un efecto
exagerado, y estudios familiares demuestran que la oxidacion deficiente de la
debrisoquina y la esparteina se heredan con un patrén autosémico recesivo (7,8). Entre
los caucasicos hay un 2 a 3% de UM siendo estos sujetos portadores de duplicaciones e
incluso multiples copias del gen para el CYP2D6. Dichos sujetos pueden tener una
respuesta terapéutica inadecuada con las dosis estandar de los farmacos metabolizados
por el CYP2D6. Aunque la presencia de multiples copias del gen CYP2D6 es relativamente
infrecuente entre los europeos del norte, entre los espafioles llega al 7% y en las
poblaciones del este de Africa la frecuencia alélica puede alcanzar hasta el 29%. El efecto
del nimero de copias del gen CYP2D6 -de 0 a 13- en la farmacocinética del antidepresivo
nortriptilina se muestra en la Figura 4 (30). Esta grafica ilustra muy bien cémo la genética
puede influir en el metabolismo de un farmaco.

De;de un punto de yist_a experimen’ta'l la 0 genes CYP2D6 funcionales
aplicacion de las técnicas de genetica 60 1 gen CYP2D6 funcional
molecular han posibilitado el clonaje del DNA 2 gen CYP2D6 funcionales

complementario (cDNA) y del gen codificante =3 gen CYP2DS6 funclonales

para el CYP2D6 (31), y ya se han descrito E Al
mas de 75 alelos para el CYP2D6 (ver T~ 4
http://www.imm.ki.se/cypalleles). Entre Eg ]

las variantes genéticas responsables de et | \

bajos niveles de actividad o inactividad £2 P‘ [

del CYP2D6, encontramos desde SNPs §5

que alteran la secuencia de aminoacidos £ -

de la proteina codificada, a SNPs que z L -

alteran el corte y empalme del RNA o -

incluso la deleccién del gen para el o .
CYP2D6 (32). Los sujetos 0 24 48 72
metabolizadores lentos o pobres LSS

(PM) heredan las dos copias del gen Figura 4. Farmacogen_ética de I%. Nortripti_lina. Se
para el CYP2D6 que codifican una muestran las concentraciones plasmaticas medias de la

nortriptilina tras la administracion oral de una dosis Unica
de 25 mg. en sujetos con 0, 1, 2, 3, 0 13 genes CYP2D6
funcionales (30).

enzima con actividad disminuida o
una de las copias sin actividad.

Conocer el genotipo del CYP2D6 puede

ser importante tanto para ajustar la dosis del farmaco, como para seleccionar un
medicamento para un paciente concreto, maxime cuando se sabe que las fichas técnicas
de los medicamentos generalmente recomiendan dosis que se han obtenido de
poblaciones genéticamente mixtas y no seran las éptimas para todos los subgrupos
genéticamente definidos. En la practica clinica se podran utilizar tablas con
recomendaciones especificas y cuantitativas de la dosis a administrar ajustada a los
distintos genotipos de los CYP, (CYP 2C9, 2C19 y 2D6) basadas en el impacto que estos
tienen sobre la disposicion de una amplia variedad de farmacos (33). Como ejemplo
podemos ver en la Tabla 6 unas recomendaciones de dosis especificas de genotipo para el
CYP2D6 (34).
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DOSIS DE CYP2D6

| Flecainida | 200 | 80% 0% || 110% || |
’ Propafenona ‘ ’ 450 ‘ ’ 40% ‘ ’ (80%) ‘ ’ 130% ‘ ’ ‘
’ Amitriptilina ‘ ’ 150 ‘ ’ 50%%* ‘ ’ (90%)* ‘ ’ 120% ‘ ’ ‘
| Clomipramina | | 150 | eowr || oow)r || 120% | |
’ Tropisetrén ‘ ’ 10 ‘ ’ 30% ‘ ’ (80%) ‘ ’ 130% ‘ ’ (150%) ‘
| Haloperidol | | 5 | sowr || 100%x | 110%+ || |
’ Zuclopentixol ‘ ’ 25 ‘ ’ 70%%* ‘ ’ 80%* ‘ ’ 120%%* ‘ ’ ‘
’ Metoprolol ‘ ’ 100 ‘ ’ 30%%* ‘ ’ 60%* ‘ ’ 140%%* ‘ ’ ‘
’ Codeina ‘ ’ 60 ‘ ’ No recomendado ‘ ’ (110%) ‘ ’ (90%) ‘ ’ Dosis Baja ‘

Tabla 6. Tabla de recomendaciones de ajuste de dosis de farmacos metabolizados por el CYP2D6 basadas en
estudios publicados utilizando el analisis del genotipo o del fenotipo.

e Estos datos son preliminares y no son una recomendacion médica para pacientes individuales. La dosis
debera ser ajustada en cada paciente por el médico considerando todos los parametros relevantes. Ver (33).
*Recomendaciones basadas en datos en el equilibrio estacionario. () Recomendaciones que son estimaciones
basadas en la analogia. ** La dosis de referencia es la dosis tipica que ha sido utilizada como referencia para
realizar los ajustes especificos de dosis dependientes de genotipo.

PM metabolizador lento; IM metabolizador intermedio; EM metabolizador répido; UM metabolizador
ultrarrapido (34).

Para ilustrar la importancia del genotipo en la seleccién de un farmaco podemos utilizar el
ejemplo de la codeina: aproximadamente el 10% de la codeina administrada por via oral
es O-demetilada por el CYP2D6 a morfina, que es el compuesto activo andlgesico principal
de la codeina (35). No serd pues recomendable administrar codeina como agente
analgésico en aquellos pacientes que sean metabolizadores lentos para el CYP2D6, pues
no produciran morfina suficiente, por el contrario, su administracién puede ser peligrosa
en metabolizadores ultrarrapidos, pues la rapida formacién de morfina puede producir
efectos adversos severos (36).

El polimorfismo del CYP2D6 representa un ejemplo excelente tanto de las potenciales
implicaciones clinicas de la farmacogenética como del proceso por el cual la investigacion
farmacogenética condujo desde el fenotipo al entendimiento de los mecanismos
moleculares a nivel del genotipo.

Aproximaciones similares se han ido aplicando después a otras isoformas del citocromo
P450, incluyendo el 2C9, que metaboliza la warfarina, el losartén y la fenitoina; el 2C19,
que metaboliza el omeprazol; y el 3A4-5, que metaboliza un gran nimero de farmacos
(37-39). Ahora conocemos que otras muchas enzimas metabolizadoras de fase I
presentan variacion genética que puede influir en la respuesta de un sujeto a un farmaco.
La Tabla 7 muestra ejemplos seleccionados de estas enzimas con variaciones
farmacogenéticas clinicamente relevantes.
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ENZIMA EFECTO DEL
FENOTIPO METABOLIZADO
LISl D g Solelid METABOLIZADOR LENTO REPRESENTATIVO Fefbl-Jelia i)
Debrisoquina Aumento del efecto
CYP2D6 5-10% Caucasicos Esparteina Aumento del efecto
1% Asiaticos Nortriptilina Aumento del efecto
Codeina Disminucion del efecto
(- Warfarina Aumento del efecto
~ 30
CYP2C9 3% Caucasicos Fenitoina Aumento del efecto
3-5% Caucasicos
CYP2C19 15-20% Asiaticos Omeprazol Aumento del efecto
- — T —
D|h|d.rop|r|m|d|na 1% dg la poblacién son 5_FU Aumento del efecto
Deshidrogenasa heterocigotos
Butlrllcolln_esterasa ~1 en 3500 europeos Succinilcolina Aumento del efecto
(Pseudocolinesterasa)

CYP = Citocromo P-450; 5-FU = Fluorouracilo.

Tabla 7. Farmacogenética del Metabolismo de Farmacos: Reacciones de Fase I. Se muestran ejemplos de
enzimas de fase I genéticamente polimdrficas, junto con una seleccidén de farmacos sobre los que presentan
variaciones clinicamente relevantes en sus efectos (40).

Otro ejemplo en la farmacogenética del metabolismo de farmacos de fase I es el que
involucra al agente antineoplasico fluorouracilo. A mediados de los afos 80, se describid
toxicidad fatal en el sistema nervioso central de varios pacientes tras el tratamiento con
fluorouracilo a dosis estandar (41, 42). Los pacientes presentaban una deficiencia
heredada de la dihidropirimidina dehidrogenasa (DPD), enzima que metaboliza el
fluorouracilo y pirimidinas enddégenas. Seguidamente, se describieron una serie de
variantes alélicas para el gen que codifica esta enzima que conllevaban alta probabilidad
de padecer efectos toxicos con dosis estandar de fluorouracilo.

La farmacogenética de la DPD, y su efecto en el metabolismo del fluorouracilo, asi como la
de la tiopurina, sirven para ilustrar otro principio general: que la variacion
farmacogenética en la respuesta a los farmacos ha sido mas frecuentemente observada
en drogas con estrecho indice terapéutico -medicamentos para los que la diferencia entre
la dosis téxica y terapéutica es relativamente pequeiia.

Las mismas estrategias en la investigacion que han sido utilizadas para identificar
variaciones genéticas en las reacciones comunes clinicamente significativas de fase I, se
han aplicado en las reacciones de fase II.

5. Farmacogénetica del metabolismo de farmacos: Reacciones de Fase II

La N-acetilacion de la isoniacida (Figura 5) fue uno de los primeros ejemplos de variacion
heredada de las reacciones de fase II. El desarrollo de una neuropatia periférica asociada
a isoniacida se puede presentar en pacientes acetiladores lentos del farmaco que son
portadores de ciertos alelos del gen polimérfico para la enzima hepatica
N-acetiltransferasa 2. 24

Estos individuos presentan un riesgo
aumentado de sufrir neuropatia periférica P
o dafo hepatico porque las concentraciones
de isoniacida en su sangre se mantienen
elevadas por mas tiempo que en otros
individuos con otros genotipos.

Tasa rapida de acetilacion

124 Tasa lenta de acetilacion

N° de sujetos

Estudios posteriores de clonacidn
molecular demostraron que
existen dos genes de la N-

acetiltransferasa (NAT) en 0

0 4 8 12
humanos, NAT1 y NAT2. Isoniacida en plasma (ugr/ml)

Figura 5. Farmacogenética de la Acetilacién. Las
concentraciones plasmaticas de isoniacida fueron medidas
en 267 sujetos seis horas tras una dosis oral. La distribucién
bimodal en la tasa de acetilacién se debe al polimorfismo
genético en el gen de la N-acetiltransferasa 2 (5).
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El polimorfismo genético comun responsable de la variacién farmacogenética del
metabolismo de la isoniacida ilustrado en la figura involucra al gen NAT2. Este
polimorfismo presenta una llamativa variacion étnica (43), con el resultado de que la
mayoria de los sujetos del este de Asia son acetiladores rapidos de la isoniacida y de otros
medicamentos metabolizados por la NAT2.

Aunque el polimorfismo genético de la NAT2 fue uno de los primeros ejemplos
descubiertos de variante farmacogenética en las enzimas de fase II, fue un polimorfismo
genético comun que implica otra enzima de la conjugacion la que se ha convertido en uno
de los primeros test farmacogenéticos clinicamente aceptados. Los farmacos tiopurinicos
6-mercaptopurina y azatioprina —un profdrmaco que pasa a mercaptopurina in vivo— son
antimetabolitos de la purina utilizados en la clinica como inmunosupresores y para el
tratamiento de neoplasias como la leucemia linfoblastica aguda infantil (44). Las
tiopurinas son metabolizadas en parte por S-metilacién catalizada por la enzima Tiopurina
S-metiltransferasa (TPMT). La actividad de la TPMT estd afectada por polimorfismo
genético, teniendo el 89% de los caucasicos actividad elevada, el 11% son heterocigotos
y presentan una actividad intermedia, y aproximadamente 1 de cada 300 caucdsicos
tienen una actividad muy baja de la TPMT. Se han descrito al menos 10 alelos diferentes
de la TPMT asociados con actividad disminuida (45). Un paciente que tenga niveles de
actividad bajos o que no tenga actividad de la TPMT (TPMTL/TPMTL) y que reciba dosis
estandar de tiopurinas presentara concentraciones muy elevadas de nucleétido 6-
tiogunina (6-TGN), bien correlacionados con eficacia terapéutica pero también con el
riesgo de padecer mielosupresion (46), uno de los efectos secundarios mas temidos de las
tiopurinas y que puede llegar a ser letal.

Como resultado, el ensayo fenotipico del nivel de actividad de la TPMT en los globulos
rojos y, seguidamente, los ensayos basados en el DNA, han sido los primeros ensayos
farmacogenéticos utilizados en la practica clinica. Son un buen ejemplo de la
individualizacion del tratamiento en base a datos farmacogenéticos, recomendandose el
ensayo de la TPMT previo a iniciar el tratamiento con estos farmacos tiopurinicos,
especialmente si se van a administrar a dosis elevadas o por via parenteral. Los pacientes
con genotipo de baja actividad para la TPMT tendran que ser tratados con dosis muy
reducidas, si se quiere evitar la toxicidad (47) y en los pacientes con niveles muy altos de
actividad, la eficacia de estos farmacos tiopurinicos estara disminuida a dosis habituales
(48).

Otros ejemplos de variaciones farmacogenéticas en reacciones de fase II del metabolismo
de farmacos se muestran en la Tabla 8.

FRECUENCIA DEL

FARMACO

ENZIMA EFECTO DEL
FENOTIPO METABOLIZADO
METABOLIZADORA  yrrABOLIZADOR LENTO REPRESENTATIVO AR )
- Isoniacida Aumento del efecto
N-Acetiltransferasa 2 40-70% Caucasicos Hidralacina Aumento del efecto

10-30% Asiaticos

Procainamida

Aumento del efecto

Uridin difosfato-

10,9% Blancos

O-metiltransferasa

’ . Irinotecan Aumento del efecto
glucuronosiltransferasa 1A1 | | 4% China o : ; .
(polimorfismo TATA-box) 1% Japén Bilirrubina Sindrome de Gilbert
Tiopurin 0,3% Caucésicos Mercaptopurina Aumento del efecto
S-metiltransferasa 0,04% Asiaticos Azatioprina (toxicidad)

Catecol ~25% Blancos Levodopa Aumento del efecto

Tabla 8. Farmacogenética del metabolismo de farmacos: Reacciones de fase II.

Se muestran ejemplos

de enzimas de fase II genéticamente polimdrficas, junto con una seleccion de farmacos sobre los que
presentan variaciones clinicamente relevantes en sus efectos (40).

69

VYNIDIAIW A YWONFD



GENOMA Y MEDICINA

6. Transportadores de farmacos

Las proteinas transportadoras tienen un importante papel en la regulacién de la
absorcion, distribucién y excrecion de muchos medicamentos. Un determinante
fundamental de la biodisponibilidad de un farmaco tras la administracién oral es su
capacidad para ser sustrato de la glicoproteina-P (gp-P). La gp-P es una proteina integra,
perteneciente a la familia de transportadores de membrana adenosin trifosfato, que es
codificada por el gen ABCB1 (también llamado MDR1 -Multidrug Resistance-).
Basicamente actia como una bomba de eflujo dependiente de energia. Este transportador
se expresa en varios organos (intestino, rifidn, higado) lo que sugiere que su funcién puede
ser la excrecién de xenobidticos y metabolitos a la orina, bilis y luz intestinal (49). Entre
sus sustratos se encuentran la bilirrubina, varios agentes anticancerigenos, glicésidos
cardiacos, agentes inmunosupresores, glucocorticoides, inhibidores de la proteasa del VIH,
y otras muchas medicaciones (50, 51). En el intestino la funcién de la gp-P conlleva una
disminucién en la biodisponibilidad, al bombear los farmacos hacia el intestino. En el
cerebro limita la acumulacién de muchos farmacos (p.e. digoxina, vinblastina,
dexametasona, ciclosporina, domperidona, y loperamida) constituyendo una parte
importante de la barrera hematoencefalica.

2,8 ==

En un estudio en voluntarios sanos se identifico un ——
polimorfismo de la MDR-1 en el exon 26 (C3T) s

que se ha asociado con una expresion variable de S 204

la gp-P en el duodeno en pacientes homocigotos 3 - = e
para el alelo T, donde la expresién fue menos de 8 g

la mitad que en pacientes con el genotipo CC E

(52, 53). 2 129

Como se puede observar en la Figura 6, la E 0,8 =

digoxina, tiene una biodisponibilidad o

superior en sujetos con el genotipo 0,4

3435TT. u . "
Como es tipico de muchos rasgos cC TT
farmacogenéticos  existe  una (n=7) (n=7)
considerable variabilidad racial en la Figura 6. Impacto del polimorfismo del
frecuencia del SNP C3*T (54). MDR-1 eri la cinética de la digoxina. Se
Alrededor de un 25% de la muestra la concentracién maxima (Cmax)
poblacién caucasica estudiada es alcanzada de digoxina en funcién del
homocigota para el genotipo TT. Tos Box plots muestran Ia mecia, 61 rango
Las mutaciones de, . es_te intercuartﬁico, y los intervalos de ’confianga
transportador pueden asi influir al 95%. Los portadores del genotipo TT
no sdlo en la dosificacion de tienen una Cmax mayor en comparacion
muchos férmacos, sino con los portadores del genotipo CC

también en la concentracién (p<0.01). Las concentraciones plasmaticas
provienen de un estudio en voluntarios

efectiva que se alcance en sanos tras la administracion oral de 0,25 mg
el compartimento del de digoxina en el equilibrio estacionario (52).
dérgano diana. Ademas, su

actividad no sélo esta

regulada genéticamente, sino que existe un amplia variedad de sustancias capaces de
actuar como inhibidores o activadores de la gp-P (55), y parece tener implicaciones en las
interacciones farmacoldgicas a nivel de transportadores.

7. Farmacogenética de dianas farmacoldgicas

Los datos publicados sobre la farmacogenética de receptores y proteinas efectoras son
escasos Yy tienen un origen reciente (a mediados de los afios 90) si los comparamos con
los del metabolismo de farmacos, debido a la dificultad de demostrar de forma precisa un
fenotipo de respuesta farmacoldgico valido. Sin embargo en un corto periodo de tiempo,
numerosos estudios han demostrado que los polimorfismos en las dianas farmacoldgica
(receptores/efectores) contribuyen también a la variabilidad en la respuesta
farmacoldgica (14). Las areas mejor estudiadas en el momento actual en relacién a la
farmacogenética de los receptores/efectores farmacologicos son la psiquiatria, la
neurologia, el sistema cardiovascular y el asma. Ya se han identificado unos 25 ejemplos
de variantes en la secuencia genética con un efecto directo sobre la respuesta a los
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farmacos, algunos de los cuales se muestran en la Tabla 9, como el gen del receptor beta-
2 adrenérgico, que afecta la respuesta de los beta-2 agonistas (56-59); de la
araquidonato 5-lipooxigenasa (ALOX5), que modifica la respuesta a los inhibidores de la
ALOX5 (60); y la enzima convertidora de angiotensina (ECA), que afecta a los efectos
renoprotectores de los IECAs (61).

GEN O PRODUCTO , RESPUESTA ASOCIADA AL
DEL GEN RESUIAED POLIMORFISMO
Inhibidores de la ECA Efectos renoprotectores, indices
ECA (Enalapril, lisinopril, cardiacos, reduccion presion arterial,
captopril) reduccién masa ventricular izquierda

Cambios lipidicos (reduccion en la
LDH y apolipoproteina B),
progresion o regresion de la
aterosclerosis coronaria

Fluvastatina

Araquidonato 5-lipooxigenasa

’ Inhibidores de leucotrienos

’ Mejoria del FEV;

Broncodilatacion, susceptibilidad
Receptor beta-2 Beta-2 Agonistas a la desensibilizacién inducida por
adrenérgico (p.e. albuterol, formoterol) los agonistas, efectos
cardiovasculares.

Receptor beta-2

de la bradiquinina IECA Tos inducida por IECA

Respuesta antipsicotica (D2, D3,
Receptores de dopamina Antipsicéticos D4), disquinesia tardia inducida
(D2, D3, D4) (p.e. haloperidol, clozapina) por antipsicéticos (D3), acatisia
aguda inducida por antipsicéticos (D3)

Incremento de la densidad

R r rogéni If Estrogen nj ; 4
eceptor estrogenico alfa strogenos conjugados mineral ésea

’ Terapia hormonal sustitutiva ‘ ’ Aumento del colesterol HDL

Glicoproteina IIIa subunidad Aspirina o inhibidores de la

de la glicoproteina IIb/IIla glicoproteina IIb/IIla Efecto antiplaquetario

Antidepresivos (p.e.
clomipramina, fluoxetina,
paroxetina)

Transportador de la
serotonina

Neurotransmision de la 5-HT,
respuesta antidepresiva

* Los ejemplos que se presentan son ilustrativos y no representan todos los estudios publicados. ECA = Enzima
Convertidora de Angiotensina; IECA = Inhibidores de la ECA; FEV1 =Flujo espiratorio forzado en 1 segundo;
5-HT = 5-hidroxitriptamina (serotonina).

Tabla 9. Polimorfismos genéticos en genes de dianas farmacoldgicas que pueden influir en la respuesta a
los medicamentos (14)*.

Las diferencias genéticas pueden tener también un efecto indirecto sobre la respuesta
farmacoldgica que no tiene que ver con el metabolismo o el transporte, como la metilacién
del promotor del gen de la metilguanina metiltransferasa, que afecta a la respuesta de los
gliomas al tratamiento con carmustina (62). Sin embargo practicamente no existen
ejemplos con un nivel de evidencia tal que permita ser utilizado para la toma de decisiones
en la aplicaciéon de los tratamientos en la practica clinica. Algunos autores sefialan que las
causas de esta situacién son los datos ambiguos publicados y que los polimorfismos Unicos
contribuyen en un porcentaje muy escaso sobre la variabilidad de la respuesta global (63).

8. Polimorfismos genéticos con efectos indirectos sobre la respuesta farmacolégica

Existen polimorfismos en genes que codifican proteinas que ni son dianas directas de
farmacos ni estan involucradas en su disposicion pero que si producen una alteraciéon en
la respuesta al tratamiento en determinadas situaciones. En la Tabla 10 se muestran
algunos ejemplos, como las diferencias hereditarias en los factores de la coagulacién que
pueden predisponer a las mujeres que toman anticonceptivos orales a padecer trombosis
venosa profunda o trombosis cerebral (64), o los polimorfismos en el gen que codifica la
proteina transferente del ester de colesterol que se han asociado a progresion de la
aterosclerosis en el tratamiento con pravastatina (65).
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GEN O ENFERMEDAD O FARMACO RESPUESTA ASOCIADA
PRODUCTO DEL GEN RESPUESTA ASOCIADA AL POLIMORFISMO
. , Progresion c!e la . Estatinas (p.e. Aumento de la
Apolipoproteina E aterosclerosis, accidentes simvastatina) supervivencia
isquémicos cardiovasculares P
Apolipoproteina E ‘ ’ Enfermedad de Alzheimer ‘ ’ Tacrina ‘ ’ Mejoria clinica
- ) Reaccion de
HLA Toxicidad Abacavir hipersensibilidad
Enlentecimiento en la
CETP Progresién de aterosclerosis Estatmas_(p.e. progresion d_e la
pravastatina) aterosclerosis con
pravastatina
- Eritromicina )
Canales idnicos . S ) Incremento de riesgo de
(HERG, kvLQT1, Mink, fé?\d?rmz del QT largo E?;i?gﬂ%?&:sapnde’ torsade de pointes
MiRP1) 9 L ' inducido por farmacos
quinidina
Metilguanina i
metiltransferasa Glioma Carmustina rz{aezgr&lniit:ti?wil glioma a
(MGMT)
Aumento de riesgo de
Protrombina y Trombosis venosa profunda . . trombosis venosa .
) Anticonceptivos orales | | profunda y trombosis
Factor V y trombosis cerebral
cerebral con
anticonceptivos orales
Mejoria clinica y
Parkin Enfermedad de Parkinson Levodopa disquinesias inducidas
por levodopa

* Los ejemplos que se presentan son ilustrativos y no representan todos los estudios publicados. CETP=
cholesteryl ester transfer protein.

Tabla 10. Polimorfismos genéticos en genes modificadores de enfermedad o modificadores del tratamiento
que pueden pueden influir en la respuesta a los medicamentos (14)*.

Las variaciones genéticas en los transportadores de iones celulares pueden tener también
un papel indirecto en la predisposicién de los pacientes a padecer efectos adversos. Por
ejemplo, los pacientes portadores de variantes alélicas para los transportadores de sodio
o potasio pueden presentar una morbilidad o mortalidad sustancial como resultado del
sindrome del QT largo inducido por farmacos. El polimorfismo genético en el gen de la
apolipoproteina E (APOE) parece poder predecir la respuesta al tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer y de los farmacos hipolipemiantes (66-68).

00 Farmacogenética en el desarrollo de farmacos. Eficacia y seguridad

“El medicamento ideal es aquel que trata o previene de forma efectiva la enfermedad y no
produce efectos adversos” (16). Sin embargo, a pesar de estar muy regulado el proceso
de investigacion y registro de un nuevo medicamento, en la actualidad un farmaco
comercializado raramente es eficaz y seguro en todos los pacientes. Hemos pasado del
antiguo paradigma de la homogeneidad -todos somos iguales, un farmaco se ajusta a
todo tipo de pacientes- al actual de la medicina personalizada. Hoy un programa tipico de
desarrollo de un farmaco generalmente se lleva a cabo bajo la premisa de que los
pacientes son grupos homogéneos con una pequefa variabilidad interindividual. Sin
embargo, no todos los pacientes responden a los mismos medicamentos de la misma
manera. Parte de esta problematica podra ser resuelta gracias a la aplicacién de la
farmacogenética y la farmacogendmica en el descubrimiento y desarrollo de farmacos.
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Existen diferencias importantes entre el descubrimiento y el desarrollo de farmacos. El
descubrimiento es un proceso que lleva consigo la investigacion de los mecanismos de la
enfermedad, la seleccidn de dianas bioldgicas, y la identificacion de compuestos que
modulen la enfermedad. En este dmbito juega un papel primordial la farmacogendmica, a
la que se dedica un capitulo aparte en este libro. En cambio, el desarrollo de farmacos
esta enfocado a establecer la eficacia y la seguridad de un compuesto dado a través de
distintos ensayos clinicos hasta conseguir los conocimientos suficientes para conseguir la
aprobacion para su comercializacion. Como resultado del avance en el conocimiento de la
farmacogenética es probable que se produzcan cambios en la forma de desarrollar
medicamentos.

La farmacogenética en el desarrollo preclinico de medicamentos puede contribuir a la
seleccion de moléculas para continuar su investigaciéon en fase clinica, puesto que al
realizar estudios de metabolismo y de toxicogenética se puede priorizar la serie de
moléculas en estudio en funciéon del posible balance beneficio/riesgo seleccionando
aquellas con menor probabilidad de sufrir metabolismo polimérfico o menor frecuencia de
interacciones.

Los ensayos clinicos mas tempranos, los fase I, tienen como objetivo establecer la
tolerabilidad y la seguridad del compuesto (definir la dosis maxima tolerada, conocer la
naturaleza de los efectos adversos,...) describir sus caracteristicas farmacocinéticas
(absorcién, distribucion, metabolismo y eliminacion), establecer una pauta de dosis
orientativa, estudiar las interacciones con alimentos u otros farmacos y avanzar en el
estudio de caracteristicas farmacodinamicas. Sin embargo, las conclusiones que se
derivan de estos estudios, debido al reducido niimero de voluntarios que participan en
ellos, dependen sobremanera de sus caracteristicas individuales. Con frecuencia en esta
fase se obtienen datos aberrantes que podrian quizas ser explicados gracias a la
farmacogenética, como en los casos de diferente capacidad metabdlica entre unos sujetos
y otros debido al polimorfismo genético, distinta actividad de los transportadores del
farmaco, etc.... Asi en los primeros estudios en humanos, cuyo objetivo es obtener la
maxima informacion con la exposiciéon del minimo numero de sujetos, el conocer el
genotipo de los sujetos para las enzimas que metabolizan el farmaco en desarrollo puede
ayudar a explicar la variabilidad interindividual en la farmacocinética, en los efectos
adversos y en la farmacodinamia. Se obtendria también informacidén previa para los
disefios de pautas ascendentes en la blUsqueda de la dosis maxima tolerada
(conoceriamos de antemano qué individuos son metabolizadores rapidos, lentos o
ultrarrapidos), y se podria asi aumentar la dosis de forma mas o menos escalonada.
También se podria iniciar la busqueda de genotipos o subgrupos de poblacion que se
asocien a efectos adversos.

La variabilidad en el genotipo metabolizador de la poblaciéon de voluntarios sanos que
participan en distintas unidades de ensayos clinicos puede tener un impacto significativo
en los ensayos de fase I, ya que los resultados pueden no ser comparables dependiendo
del porcentaje de metabolizadores lentos que existan en cada estudio o en las distintas
areas geograficas que participen en el desarrollo del medicamento. Es por ello importante
genotipar a los voluntarios de forma prospectiva. También seria de interés estratificar a
los voluntarios participantes en los ensayos de fase I de acuerdo al genotipo de la
glicoproteina-P, para asi minimizar la variabilidad farmacocinética, pues como hemos visto
antes, este transportador se expresa en muchos tejidos y sus mutaciones pueden influir
en la biodisponibilidad de los medicamentos.

Las autoridades reguladoras de la investigacion y desarrollo de medicamentos son tan
conscientes de lo anteriormente mencionado que la Agencia Europea del Medicamento
(EMEA, European Medicinal Evaluation Agency) ha publicado a través de su 6rgano
competente, el CPMP (Commitee on Proppietary Medicinal Products), una serie de
directrices haciendo referencia a la necesidad de evaluar factores genéticos durante el
desarrollo de nuevos medicamentos. Asi, se requiere que los estudios metabdlicos
realizados indiquen si el metabolismo del farmaco puede ser modificado sustancialmente
en pacientes con deficiencia de una enzima genética, o si puede ocurrir saturacion del
metabolismo y cinética no lineal en los rangos de dosis utilizados habitualmente (CPMP -
Guidelines on Pharmacokinetic studies in man). En otra recomendacién se indica
claramente que los sujetos que participan en los estudios de interaccion in vivo deben ser
adecuadamente genotipados y fenotipados si alguna de las enzimas implicadas en su
metabolismo se distribuyen de forma polimérfica en la poblacion (CPMP - Note for
guidance on the investigation of drug interactions 1997). En otra directriz se sefala que el
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fenotipo y/o genotipo de los participantes se debe considerar en todos los estudios
exploratorios de biodisponibilidad y en todos los estudios con un disefio paralelo. También
se debe considerar en los estudios cruzados por razones de seguridad o farmacocinética.
Por ultimo, en la recomendacion que se refiere a estudios de biodisponibilidad y
bioequivalencia, por ejemplo, para el estudio de formulaciones con medicamentos
genéricos, se sefiala que si se sabe que un farmaco estd sujeto a un polimorfismo
genético mayor, los estudios pueden realizarse en subgrupos de sujetos con un fenotipo o
genotipo conocido para el polimorfismo en cuestion [CPMP - Note for guidance on the
investigation of bioavailability and bioequivalence (2001)].

También otras autoridades han regulado estos aspectos, y la Conferencia Internacional
para la armonizacion sobre requerimiento de datos para el desarrollo de medicamentos
(ICH, International Conference on Harmonization) ha hecho recomendaciones expresas
en similar sentido que la EMEA en diversos documentos [ICH - Dose response information
(1994), ICH - Ethnic factors in the acceptability of foreing clinical data (1998)].

Los ensayos en fase II y III tienen como objetivo definir la actividad terapéutica del
medicamento y establecer mediante estudios comparativos sus indicaciones en una
determinada patologia. Todavia no hay directrices para la realizacion de estudios
farmacogenéticos en estas fases del desarrollo de farmacos, pero es obvio que el
progresivo conocimiento de la variabilidad en la respuesta de causa farmacogenética va a
influir significativamente.

No esta claro si influird en el nUmero de pacientes a estudiar, pero pareceria que la
necesidad de estudiar poblaciones con polimorfismos conocidos de las enzimas
metabolizadoras del farmaco para encontrar los marcadores de polimorfismo que puedan
predecir la respuesta supondria una necesidad de aumentar el nUmero de enfermos en
estudio. A cambio, parece claro que la farmacogenética puede elevar el balance
riesgo/beneficio para muchas medicinas, gracias a una mejor estratificacion de los
pacientes segun sean sus marcadores, perfiles de respuesta y riesgo de padecer una
RAM. Asi, un analisis retrospectivo de estos perfiles de respuesta y marcadores de
toxicidad de los pacientes incluidos en la fase II puede ayudar a seleccionar a los
pacientes que se deben incluir en la fase III de manera que sean necesarios un menor
numero de pacientes. Después, en los ensayos en fase III se podria utilizar el genotipo
prospectivamente como criterio de seleccién, al igual que se eligen normalmente
poblaciones homogéneas en base a sexo, edad y otros factores, para seleccionar
subpoblaciones en las que la eficacia fuera superior, excluyendo a aquellos pacientes que
responden a placebo o no susceptibles a la enfermedad y a aquellos con riesgo de
toxicidad grave (Figura 4).

Alternativamente el mapa de SNPs del genoma humano puede que evite la necesidad de
evaluar el farmaco en pacientes con polimorfismos ya conocidos. Otra posibilidad puede
ser genotipar a los pacientes que son retirados del estudio por falta de eficacia o por
efectos adversos.

En cuanto a la evaluacidon de la seguridad, el problema radica en que a pesar del gran
numero de individuos que tipicamente entran en los ensayos clinicos para evaluar la
eficacia y seguridad de nuevos farmacos, las RAMs raras (menos de 1 en 1.000) tienden a
identificarse sélo cuando el medicamento ha sido utilizado en una poblacién de pacientes
mucho mas extensa, por ejemplo en la fase inicial de comercializacion, de ahi que un
desarrollo dirigido podra evitar problemas en subgrupos de pacientes y anticipar la toma
de decisiones.

En todo caso, es importante tener expectativas realistas sobre la informacién que la
farmacogenética puede aportar. Hay quien piensa que la farmacogenética va a cambiar
radicalmente el proceso de desarrollo de medicamentos, acortando el tiempo medio de
desarrollo de un farmaco, que hoy se estima entre 10 a 15 afios, disminuyendo el niimero
total de pacientes estudiados antes de la comercializaciéon y abaratando los costes.
Mientras que otros autores estiman que la farmacogenética va a permitir el desarrollo de
farmacos mas especificos para subgrupos de poblacién, y con ello se conseguird un uso
mas seguro, aunque los farmacos seran mas caros al ser dirigidos a una menor poblacion,
la que tiene un genotipo concreto, pero que seran bien aceptados por la sociedad por su
alto valor intrinseco.
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En cuanto a su uso como herramienta clinica también hay posturas divergentes, desde
quienes piensan que la utilizaciéon de la farmacogenética serd muy util porque permitira
tratar solamente a los pacientes que se sabe que van a responder favorablemente, sin
exponer a los no respondedores ni a los que pueden tener efectos adversos, hasta
quienes senalan que el analisis de un grupo amplio de marcadores genéticos sélo puede
mostrar que un subgrupo genotipicamente definido de pacientes con una cierta
enfermedad puede tener una mayor probabilidad de responder de una cierta manera a un
cierto farmaco, pero nada mas. A este respecto, hay quien compara los analisis
farmacogenéticos con la valoracion de la tensidon arterial o los niveles plasmaticos de
lipidos, considerandolos otros indicadores o factores de riesgo de enfermedad.

En todo caso, cabe pensar que los avances en el Genoma Humano y su aplicacion a la
farmacogendmica y la farmacogenética representan una clara oportunidad para mejorar
la eficiencia del proceso de desarrollo de farmacos, y también para racionalizar la gestidn
del tratamiento de las enfermedades en lo que se ha denominado “"medicina
personalizada”: el farmaco correcto, a la dosis correcta para el paciente indicado. La
aplicaciéon de la farmacogenomica se prevé que permitira desarrollar nuevos farmacos en
un periodo de 6 a 12 afios. Por el contrario, la aplicacién de la farmacogenética en la
racionalizacién y personalizacion de los tratamientos es ya una realidad que se
consolidara en los préximos 5 afios.

75

VYNIDIAIW A YWONFD



GENOMA Y MEDICINA

0 Epilogo

La farmacogenética continlia siendo una disciplina médica joven. Muchos aspectos
tedricos y practicos siguen requiriendo su clarificacién antes de que se alcance su
completo desarrollo y maximo beneficio. Sin embargo, durante los Ultimos afios se han
producido avances sin precedentes en nuestro conocimiento sobre la importancia del
polimorfismo genético en la determinacion de la susceptibilidad personal a desarrollar
diversas enfermedades y en el grado de eficacia y tolerancia de los medicamentos
utilizados en diversas areas terapéuticas.

El desarrollo de la farmacogenética puede contribuir a mejorar nuestra capacidad de
manejar las enfermedades y la calidad de vida de los pacientes. También se espera que
haciendo disminuir las reacciones adversas y los tratamientos innecesarios antes de que
sean prescritos, se podran alcanzar grandes ventajas en términos de coste-efectividad.

Con la finalizacién del Proyecto Genoma Humano, se acerca el momento en que
conoceremos las secuencias de practicamente todos los genes que codifican enzimas
metabolizadoras de farmacos. A medida que nuestro conocimiento sobre variaciones
genéticas de proteinas involucradas en la absorcion, distribucion, metabolismo y accion
de varios medicamentos se incrementa, también aumenta nuestra capacidad para
examinar esa variacion y como resultado, para seleccionar el mejor farmaco a la dosis
optima para cada paciente (40). Lo mismo sera aplicable para los genes que codifican
transportadores, receptores y otras dianas de los farmacos.

No obstante existen algunas sombras en el camino, la practica de la farmacogenética es
un reto para la industria farmacéutica, las autoridades reguladoras, la comunidad médica,
los pacientes y la sociedad como un conjunto, con nuevas preguntas y temas. Se espera
que la farmacogenética tenga un amplio impacto no sélo sobre el desarrollo de farmacos
y el proceso regulatorio de aprobacién para su uso, sino también sobre cdmo se
prescriben y administran los medicamentos a los pacientes, y existen, por qué no decirlo,
consideraciones éticas que afectan a pacientes, médicos y sociedad que deberan
estudiarse con detenimiento a medida que los conocimientos farmacogenéticos y sus
consecuencias vayan cambiando los habitos médicos.

También es cierto que necesitaran dar varios pasos antes de que la farmacogenética se
integre en la practica clinica diaria. Primero se deberan investigar a fondo los ajustes de
dosis basados en el genotipo. Segundo, la aplicacién de estos ajustes de dosis deberan
ser investigados en ensayos clinicos prospectivos. En estos ensayos, se deberan
establecer criterios clinicos de evaluacion relevantes para verificar el valor del genotipado
antes de ser introducido en la practica clinica. Tras dar estos pasos satisfactoriamente, el
genotipado farmacogenético podra ser algo rutinario en la practica clinica, y quizas llegue
un dia en que se pueda realizar en todos los pacientes un pasaporte genético que
registrara los genotipos relevantes, y que permita seleccionar el fdrmaco adecuado a su
dosis 6ptima de acuerdo al diagndstico del paciente, sus caracteristicas y su pasaporte
genético especifico siendo la medicina del futuro dirigida hacia la prevencion vy la
individualizacion (34). Para ello serd necesario ademas que se desarrollen analisis
genotipicos rapidos y con bajos costes. Cuando esto ocurra, podremos pasar de la
estrategia actual de “un farmaco a una dosis para una enfermedad” a una mas
individualizada.

Por ultimo tampoco hay que olvidar que es el fenotipo el que determina la respuesta
farmacoldgica, y que este fenotipo es el resultado de unas complejas interacciones entre
los genes y el ambiente, y no sélo resultado de los genes.
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Desde la enfermedad: Una vision de la tecnologia
y la investigacion clinica experimental

0O Introducciéon

La infinidad de procesos y reacciones bioquimicas que subyacen en la fisiopatologia
humana no es conocida hasta un dltimo término. A medida que la tecnologia avanza, por
los descubrimientos en otras disciplinas cientificas (matematicas, fisica, quimica, etc.), se
descubren cada afio elementos moleculares que estan detrds de procesos nosoldgicos
conocidos y muchas veces englobados en conjuntos sindrémicos.

Entre las diferentes etapas del proceso de investigacién biomédica, la investigacion
traslacional responde a la necesidad de que la tecnologia desemboque rapidamente en
aplicaciones a la cabecera del enfermo. En direccién opuesta, del conocimiento de las
enfermedades en la esfera de la actividad clinica se extraen aportaciones que encaminan
la investigacién hacia la consecucion de respuestas mas eficaces. En todo ello, tiene
mucho que ver la proximidad intelectual y fisica de médicos asistenciales e investigadores
basicos y clinicos y la convergencia de grupos y centros. Todo esto requiere apoyos firmes
e inteligentemente dirigidos, que sean producto de una politica cientifica que se tornara
eficaz respecto al proceso descrito mas arriba.

Creemos que una forma de acercarse al conocimiento de la tecnologia, para el conjunto
de médicos y facultativos que atienden al paciente, es introducir-presentar enfermedades
cuyas causas estan siendo investigadas gracias a la disponibilidad de la tecnologia
identificada por la Fundacion Genoma Espafia. De esta forma, mas que abordar una
explicacion de como las tecnologias funcionan, que requeriria un compendio fuera del
objetivo de esta publicacién, pretendemos presentar como se aplican para tratar de
responder a las hipotesis que se establecen sobre la etiologia o fisipatologia de las
enfermedades. Para ello hemos seleccionado algunos trabajos recientes que muestran la
utilizacién de las tecnologias criticas.

00 Desde la miocardiopatia dilatada: Una vision de la protedmica

La miocardiopatia dilatada (MCD) es la causa mas frecuente de transplante cardiaco, su
incidencia anual es de 5-8 pacientes por 100.000. Su etiologia es desconocida, aunque
parece estar asociada a multiples factores, entre ellos los de causa genética. El
diagndstico mediante ecografia, cateterismo, etc. se hace mas preciso con el estudio
anatomopatoldégico del musculo cardiaco mediante biopsia. Pero la pregunta seria
¢podemos llegar a conocer algin marcador mas, que diferencie lo que esta sucediendo en
la célula cardiaca enferma y que no sucede en la célula sana? En la revision realizada por
Vivanco y cols. (1) se describe como la utilizacion de la tecnologia de separacion e
identificacion de proteinas! ha permitido describir que en tejido de MCD se presenta un
nivel menor de expresion de 88 proteinas en comparacion con lo encontrado en muestras
de cardiopatia isquémica. A su vez se describe un incremento en la expresion de diversas
enzimas del sistema ubiquitina hidrolasa C-terminal, que permite establecer una hipotesis
del mecanismo patoldgico que contribuye a la transicién de una hipertrofia compensada al
fallo cardiaco de la MCD. De esta forma ademas, se identifica la posible diana terapéutica
en esta enfermedad cardiaca. Como se describe en esta revisidn, gracias a la tecnologia
se puede definir el perfil proteico de la célula cardiaca enferma, que no es mas que el
conjunto de las proteinas expresadas y sus cambios en la muestra estudiada o patoldgica
frente a una muestra control. Aunque todas las células de un organismo, poseen una
carga genética comun, sélo se expresan aquellos genes cuyas proteinas proporcionan
funciones esenciales celulares y aquellos que proporcionen las funciones que le son
especificas a cada tipo celular. Esto es el proteoma celular, que es un conjunto dinamico
de proteinas cambiantes sintetizadas en un tipo de célula y bajo unas circunstancias
especificas. La tecnologia permite realizar lisados celulares y mediante técnicas de

! Tecnologia 1. Automatizacion de la separacién e identificacion de proteinas, mediante cromatografia
multidimensional combinado con el uso de espectrometros de masas y herramientas eficientes para el analisis de
datos.
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separacion como son la electroforesis bidimensional o la cromatografia multidimensional
realizar un aislamiento de la ingente cantidad de proteinas que contiene una célula. Estas
proteinas, una vez separadas se someten a las digestiones necesarias para presentar una
muestra adecuada a las condiciones de andlisis del espectrometro de masas, en sus
diferentes versiones. La espectrometria de masas (MS) permite determinar las masas
moleculares de las unidades proteicas mas pequenas (péptidos), de forma que tras la
busqueda en bases de datos se determine la identidad de la proteina analizada. Esta
tecnologia requiere el apoyo de herramientas de analisis masivo de datos. En concreto en
la patologia descrita, se estan estableciendo las bases de datos de las proteinas del
miocardio, siendo accesibles por internet.

O Desde la enfermedad de alzheimer: Una visidon de la estructura
de proteinas y modelos Knock-out

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas frecuente de demencia en mayores de
65 afos, afectando a un 10% de esta poblacién y aproximadamente a un 50% de los
mayores de 85 aflos. Su incidencia se estd incrementando de forma exponencial.
Clinicamente se caracteriza por la pérdida progresiva de las capacidades cognitivas. El
diagnédstico basado en el examen neuroldgico, test neuropsicoldgicos y técnicas de
imagen cerebral, sélo es definitivo (excluyendo asi otras causas de demencia) cuando se
detectan los hallazgos neuropatoldgicos caracteristicos: 1) depdsitos de amiloide o placas
seniles extracelulares, 2) haces neurofibrilares intraneuronales, 3) angiopatia amiloide
cerebral y 4) pérdida de sinapsis. Aunque estos hallazgos estan bien definidos, los
mecanismos responsables del proceso patogénico no han sido claramente determinados.
Se conoce la EA familiar de comienzo precoz, con implicacion de al menos tres genes,
pero el 95-98% de los casos de EA son de comienzo tardio (>65 afios) sin un patron de
herencia mendeliana. Mdltiples son los estudios que implican diferentes genes (APOE,
etc.) asi como factores ambientales, lo que sugiere una etiologia compleja. A lo largo de
la Ultima década se ha estudiado la formacion de la placa de amiloide a partir de la
proteina precursora de amiloide (APP) y se ha definido la hipotesis de la cascada
amiloidea (2). Segun los autores que proponen esta patogenia, la agregacion de placas
amiloideas desencadena la cascada neurotdxica e inmunoldgica que dar lugar a las
manifestaciones clinicas y patoldgicas propias de esta demencia. La Enfermedad de
Alzheimer de causa hereditaria y comienzo en edad temprana estd asociada a un
incremento del péptido AB42, que es un producto de la proteolisis del APP a través de la
via de las B-secretasas. Aun cuando la EA no familiar no esté producida por un
incremento del péptido AR42, parece que, en todo caso, éste juega un papel central (3)
en la cascada de produccién de la placa amiloidea. En la revisién realizada por Citron (4)
se describe el camino de investigacion experimental seguido hasta la identificacion de las
enzimas que catalizan la proteolisis del APP, llegando a la identificaciéon de la BACE1
como la B-secretasa mas importante en neuronas. El estudio de esta enzima llevd al
conocimiento de su secuencia de aminoacidos, sus sitios cataliticos y a la prediccién de
su estructura secundaria. Parecia que si se conseguia una inhibicién de esta enzima, la
APP no seria escindida por la via de las B-secretasas impidiendo la formacion del Ap42.
La pregunta en este caso era ¢como disefar un inhibidor de la BACE1? La aplicacion de
la tecnologia de estudio de la estructura terciaria de proteinas? permitiria conocer cual es
la conformacién en el espacio de una proteina como la BACEL y asi deducir la forma de
interaccién con sus sitios cataliticos, detalles del sitio activo (5) y disefar un inhibidor
eficaz.

Existen varias formas de abordar este estudio: cristalizacién proteica y la difraccion de
rayos X, la resonancia magnética nuclear (RMN) o los modelos de prediccion matematicos
a partir del conocimiento de la secuencia proteica. La cristalizacion de proteinas no es una
tarea sencilla, muchas proteinas altamente hidrofébicas no pueden ser cristalizadas. El
cristal a conseguir debe ser Unico y de calidad perfecta para obtener un buen mapa de
difraccion. La irradiacion de rayos X sobre el cristal genera un patrén o imagen
tridimensional de nubes electrénicas que se interpreta al construir un modelo de la
proteina, que posteriormente se refina teniendo en cuenta otras variables (temperatura,

2 T2 Prediccidon y establecimiento de la estructura terciaria de proteinas por métodos de alto rendimiento en
cristalizacion y difraccion y obtencion de modelos de prediccion de estructura terciaria de proteinas a partir de la
secuencia.
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movimiento térmico, etc.). La RMN determina estructuras de proteinas en solucién, pero
esta limitada a moléculas pequefias, no mas de 30 kD. Se suele utilizar para proteinas
pequefias que no pueden ser cristalizadas. El resultado del analisis de RMN es, en
realidad, un conjunto de modelos alternativos de estructura, en contraste con el modelo
Unico que se obtiene por la cristalografia.

Los resultados empiricos de estos métodos experimentales describen adecuadamente la
estructura tridimensional de la molécula en el estado en el cual se realizaron las
cuantificaciones. Los cristales de proteina que se utilizan en los estudios de difraccién
estan altamente hidratados, por lo que las estructuras determinadas a partir de estos
cristales no son muy diferentes de las estructuras de proteinas solubles en solucion
acuosa. Algunas moléculas se han estudiado tanto por cristalografia como por RMN en
solucidn, en estos casos la correlacion es excelente.

Los resultados obtenidos en el estudio de proteinas son compartidos por el mundo
cientifico gracias a la existencia de grandes bases de datos? Protein Data Bank (PDB),
donde se depositan las secuencias de aminoacidos, datos de cristalizacion, de difraccidon
y RMN pudiendo asi predecir funcionalidad y comportamiento de otras proteinas sobre
las que surjan nuevas preguntas. Las estructuras asi obtenidas, lo son por modelaje. Un
tipo de modelaje denominado modelaje de homologia, ajusta una secuencia conocida a
la estructura tridimensional obtenida experimentalmente de una molécula de secuencia
similar.

Los datos tridimensionales de estructuras macromoleculares depositados en el PDB han
sido obtenidos por alguno de los siguientes métodos: cristalografia de rayos X (en su
mayoria), RMN en solucién o modelaje molecular. Pocas estructuras se han determinado
por otros métodos (difraccion de rayos X en sincrotrén, difraccién de electrones,
microscopia electrdnica, difraccién de fibra, difraccion de neutrones o fluorescencia de
transferencia).

Volviendo a la enfermedad que nos ocupa, se ha conseguido la estructura cristalina de
la BACE1 unida a un péptido inhibidor y esta informacion estd disponible para asi
facilitar el desarrollo de los inhibidores.

Si se desarrollan inhibidores eficaces de la BACE1, parece que se podrian ofertar
tratamientos eficaces contra la enfermedad de Alzheimer, pero éen qué otros procesos
fisioldgicos estaria implicada la BACE1?

Se conoce que las secretasas como la aqui estudiada tienen otras localizaciones y se
supone que estas enzimas tendran otros sustratos ademas de la APP, tendran otras
funciones que no solamente la patogénica. La pregunta a resolver es équé sucederia si
se produjera una inhibicidn de las Bsecretasas?, {qué otras repercursiones tendria en
otras partes del organismo? Para resolver este tipo de preguntas, la aplicacién de la
tecnologia de generacién de animales transgénicos* resuelve en tiempo aceptable
enigmas que necesitarian ensayos clinicos en fase I.

Citron (4) y otros autores generaron ratones modificados genéticamente de forma que
el gen de la BACE1 estuviera suprimido; esto es lo que se denomina el ratéon knockout
BACE1. Con ello comprobaron, por un lado, que este ratéon no segregaba el péptido
AB42, y por otro lado, que el fenotipo murino era normal sin afectacién aparente
morfoldgica, anatémica, histoldgica, de pardmetros hematoldgicos y bioquimicos y de
las funciones fisioldgicas y neuroldgicas basales.

Los animales modificados genéticamente (o transgénicos) son aquellos en los que se ha
insertado material genético extrafio o bien a los que se les ha eliminado uno o varios
genes (estos son conocidos como “knockout” por la terminologia inglesa). La transgénesis
es una tecnologia radicalmente nueva que altera las caracteristicas de los animales al
cambiar directamente su material genético. Como el ADN contiene un codigo genético
universal que es comun a todos los organismos vivos, en principio, puede transferirse
entre organismos que no pertenezcan a la misma especie para producir otros con
caracteristicas particulares dirigidas al estudio concreto. La sustitucién de un gen del
animal por otro homdlogo mutado, alterado o humano se conoce como modelo “knockin”,

3 T3 Desarrollo de algoritmos y herramientas de bioinformatica para predecir bioactividad y funcionalidad de proteinas.
4 T8 Métodos de alto rendimiento para la generacion y analisis de modelos de animales modificados genéticamente
(knock-out, knock in).
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de esta forma se puede determinar la susceptibilidad a una determinada enfermedad o la
influencia de las variantes alélicas humanas (6). Los animales modificados genéticamente
permiten mediante el silenciamiento, eliminaciéon o sobreexpresién de un gen,
presumiblemente implicado en un proceso patolégico, crear un modelo de dicha
enfermedad, en lo que se conoce como genética reversa. Es decir se elimina un gen y se
observa el fenotipo deseado y no al contrario (genética clasica) donde a partir de un
determinado fenotipo se identificaba el gen responsable.

Existen muchos ejemplos de las aplicaciones de estos modelos en el estudio de
enfermedades cardiovasculares (7), neuroldgicas (8), mitocondriales (9), reproductivas,
etc. Se prevé que en un futuro cercano, el desarrollo de métodos de alto rendimiento que
puedan generar modelos animales para el estudio de genes humanos y sus variantes
alélicas.

0 La infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana: Una vision
del iRNA

La infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) constituye en la
actualidad una pandemia con implicaciones politicas, econémicas y sociales que
trasciende el campo de la salud publica. De acuerdo a la OMS mas de 40 millones de
personas en todo el mundo estan actualmente infectadas y la fase final de la infeccién,
SIDA ha causado mas de 20 millones de muertes.

El VIH es un retrovirus profusa y profundamente estudiado, lo que ha permitido que, en
menos de una década desde la identificacion de la causa de la enfermedad se hayan
desarrollado diversas pautas de tratamiento con distinta eficacia. Desde la instauracién
de los denominados regimenes de gran actividad (TARGA) en 1996, se ha obtenido una
disminucion de la mortalidad y la morbilidad (10, 11) en los paises occidentales,
facilitando que la infeccion VIH pase de ser una infeccién mortal, a una enfermedad
crénica.

Los farmacos antirretrovirales administrados hasta el momento estan dirigidos a la
inactivacion e inhibicion de las enzimas viricas claves para la replicacion viral (inhibidores
de Transcriptasa Inversa y de la Proteasa). Con este mecanismo de accién no han
conseguido la erradicacion del VIH de las células reservorio. No hay que olvidar que este
virus requiere la integracién de su genoma en el genoma de la célula diana y ademas,
necesita la maquinaria de activacion de la célula huésped para la formacién de nuevas
particulas viricas que perpetlen la especie. Esto implica que una vez el VIH se ha
integrado en el genoma celular puede permanecer quiescente en la célula diana; ademas,
algunos farmacos antirretrovirales no son capaces de atravesar barreras anatomo-
histoldgicas, como la hematoencefdlica conformandose asi dichos reservorios (12). Por
otro lado, estos farmacos no estan exentos de efectos secundarios, su administracion a
largo plazo afecta el metabolismo lipidico y mitocondrial ocasionando patologias
secundarias (hipertrigliceridemias, hiperlactacidemias, lipodistrofia, diabetes, riesgo
cardiovascular, etc.) que afectan al riesgo y la calidad de vida del paciente.

Son multiples las investigaciones encaminadas a encontrar nuevas dianas terapéuticas en
la infeccion VIH, y entre ellas se esta intentando imitar un fendmeno natural descrito por
primera vez en plantas (13) que se denominé “silenciamiento génico postranscripcional
(PTGS)"”. Mediante esta funcidn, la célula establece un mecanismo de defensa natural
contra los intrusos, es una proteccion del genoma celular frente a otros elementos
genéticos, como los virus, mediando la degradaciéon de sus ARN mensajeros. Fire y cols.
(14) describieron esta funcidon en un nematodo y aportaron la denominacidon actual del
PTGS como “"ARN de interferencia”.

El ARN de interferencia (RNAIi) ha provocado un gran impacto en el mundo de la Biologia
Molecular comparable, como ejemplo, al del descubrimiento de la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR). Los RNAI* son pequefios ARNs de cadena doble que son capaces de
inhibir la traduccién de una determinada proteina endégena o exdgena (patégeno) al
inducir la degradacién de su ARN homdlogo. En este sentido, se estan desarrollando RNAi
inhibidores del ciclo replicativo del VIH, bien inhibiendo la sintesis de los receptores

® T9 siRNA (Small Interferente RNA) Para el analisis funcional masivo y validacion de dianas terapéuticas.

86



celulares que utiliza el virus para infectar las células, bien inhibiendo la sintesis de
proteinas propiamente virales (15, 17).

Recientemente, se ha descrito que los ARNs de doble cadena ademas de actuar a nivel
postranscripcional, parece que también, pudieran mediar pasos regulatorios a nivel
transcripcional (metilacion de ADN, formacion de heterocromatina o eliminaciéon de ADN),
operando tanto en el nldcleo como en el citoplasma. Los RNAi parecen desarrollar, por
tanto, un papel clave en la regulacién de la expresidén génica. Consiguientemente surge la
pregunta équé papel desarrollan en la respuesta de plantas y animales ante agentes
infecciosos como virus y priones? ¢Qué papel desempefian en la tumorogénesis?

En los ultimos afios han surgido multiples grupos que investigan el papel de estos ARNs
en el estudio del proteoma: bien sea la modulacion de la expresion de distintas proteinas
celulares por los RNAI, o bien usando RNAi para evaluar la funcién de dichas proteinas
(viendo que es lo que ocurre al suprimir su presencia).

Para facilitar estos objetivos, se ha desarrollado en los ultimos afios una amplia gama
de tecnologias de trabajo con RNAIi. Los RNAi pueden ser sintetizados quimica o
biotecnologicamente mediante plasmidos codificantes de RNAI.

En resumen, el descubrimiento de los RNAi abre todo un mundo de posibilidades de
aplicacién en Biomedicina, que nos llevara a un mejor conocimiento del funcionamiento
de nuestro codigo genético, asi como toda una serie de opciones de actuacién sobre
proteinas implicadas en la patogénesis de distintas enfermedades de origen genético,
infeccioso o tumoral. ¢éPodremos desarrollar RNAiI que actlen como farmacos contra el
VIH, o que supriman una proteina implicada en la génesis de una neoplasia, o que actien
inhibiendo la sintesis de proteinas pridnicas? ¢Podremos lograr RNAI suficientemente
estables para lograr esos objetivos? éQué tolerancia tendria la administracion de los
mismos in vivo? éQué reacciones inmunoldgicas inducirian? ¢Qué biodisponibilidad
intracelular presentarian (probablemente mejorada con la ayuda de vehiculos
transfectantes)? Todas estas preguntas aguardan ser respondidas y constituyen un
desafio para médicos e investigadores en los préximos anos.

O Desde la inmunodeficiencia combinada severa: Una vision de los
vectores para Terapia Génica

Hay enfermedades que claramente estan originadas por la disfunciéon de un gen especifico
(enfermedades monogénicas). Estas enfermedades son por ello susceptibles de
tratamiento mediante la introduccién del gen de forma exdgena mediante el uso de
distintos vehiculos (vectores). La Inmunodeficiencia Combinada Severa (SCID) es un
ejemplo. Se trata de una enfermedad letal de origen hereditario por deficiencia del gen de
la cadena gamma comun (un componente de los receptores de interleucinas), afectando
gravemente al nimero de linfocitos y su funcidon que provoca como su nombre indica una
inmunodeficiencia severa. Tras un gran éxito inicial, los ensayos de Terapia Génica
sustitutiva en pacientes con SCID han tenido que ser suspendidos por la aparicién de
tumores linfoproliferativos al postularse que el vehiculo usado, de naturaleza viral, tiene la
posibilidad de activar proto-oncogenes o inactivar genes esenciales o supresores de
tumores, al insertarse en cualquier zona del genoma (18). En septiembre del 2000 se
produjo el fallecimiento en Estados Unidos de un paciente que habia sido tratado de una
enfermedad metabdlica (la deficiencia de ornitin-transcarbamilasa) mediante terapia
génica utilizando adenovirus como vehiculo. Se sospecha que este adenovirus, inyectado
en grandes dosis, pudiera haber desencadenado una respuesta inmune patogénica. La
utilizacién de vehiculos virales para transfeccidon de genes tiene el incoveniente de que el
virus introduce su material génico en las células humanas; existe una gran controversia
sobre las consecuencias que pudiera tener a largo plazo la incorporaciéon de material
genético no humano. La razon de la utilizacion de virus en Terapia Génica sustitutiva de
un gen defectuoso es que permite la expresion estable de un gen; pero esto no es tan
importante si lo que se desea es inhibir la expresién. Todo ello hace imprescindible
trabajar en el desarrollo de nuevos vehiculos de naturaleza no viral o delimitar mas los
riesgos de los virales para que la Terapia Génica pueda llegar a tener un futuro como tal.
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El concepto de Terapia Génica podemos abordarlo de una forma somera desde diferentes
definiciones como son:

« "ES LA INTRODUCCION DE MATERIAL EXOGENO (NATURAL O RECOMBINANTE) EN SUJETOS
HUMANOS PARA CORREGIR DEFICIENCIAS CELULARES EXPRESADAS EN EL NIVEL FENOTIPICO”.

* "ES UNA ESTRATEGIA TERAPEUTICA BASADA EN LA MODIFICACION DEL REPERTORIO GENETICO
DE CELULAS SOMATICAS MEDIANTE LA ADMINISTRACION DE ACIDOS NUCLEICOS Y DESTINADA
A CURAR TANTO ENFERMEDADES DE ORIGEN HEREDITARIO COMO ADQUIRIDO".

* "ES LA TRANSFERENCIA DE MATERIAL GENETICO NUEVO A CELULAS DE UN INDIVIDUO DANDO
LUGAR A UN BENEFICIO TERAPEUTICO PARA EL MISMO”.

e "LA TRANSFERENCIA IN VIVO O EX-VIVO DE UNA SECUENCIA GENETICA PARA REEMPLAZAR
MATERIAL GENETICO DEFECTUOSO O CONFERIR UNA NUEVA ACTIVIDAD CELULAR".

- —

Existen diferentes tipos de vectores. Los mas clasicos han sido los virales (adenovirus y
retrovirus como los mas frecuentes), previamente citados. Pero ademas de los vectores
virales, hay otras formas de introducir material génico en las células:

METODOS
FISICOS Microinyeccion directa, electroporacion y nucleofeccion, ultrasonidos, etc.
Utilizables en todo caso en terapia génica ex-vivo: tratando células en el

laboratorio con el acido nucleico y reinfundiéndolas luego.

METODOS
QUIMICOS Esencialmente centrados en la utilizacion de sistemas catidnicos capaces
de complejar el ADN, o el ARN neutralizando parcial o totalmente la carga

negativa del acido nucleico (agentes ambifilicos complejantes con el ADN).

Un buen transportador debe reunir caracteristicas de biocompatibilidad, atoxicidad, que
no produzca reaccién inmunolodgica, que disponga de grupos funcionales adecuados para
permitir la fijacion quimica, mantener la actividad del acido nucleico hasta llegar al sitio
de accién y con una limitada acumulacién corporal.

Los sistemas quimicos sintéticos utilizados hasta la fecha son esencialmente de cuatro
tipos:

o LIPOSOMAS CATIONICOS (LIPOPLEXES). EJ: CITOFECTINAS.

o POLIMEROS CATIONICOS (POLIPLEXES). EJ: POLILISINA, POLIETILENIMINAS.
« COPOLIMEROS EN BLOQUE. EJ: PLURONIC P85.

« DENDRIMEROS (DENDRIPLEXES). EJ: PAMAM.

Respecto a los liposomas y otros vehiculos lipoides, los lipidos catidnicos se han usado en
Terapia Génica en ratones; sin embargo, una respuesta inflamatoria a los lipidos limita su
utilizacién (19). Ademas, los vehiculos lipoides presentan baja eficiencia de transfeccion
en presencia de suero; el suero se puede retirar del medio o sobrenadante en el caso de
células en cultivo, pero nunca en un paciente. Con respecto a los polimeros catidnicos,
estos poseen los mismos inconvenientes, ademas de tratarse de sistema polidispersos y
por tanto de estructura no bien definida.

La nanotecnologia (es decir, el desarrollo de dispositivos en escala nanométrica) es un
nuevo campo con aplicaciéon en multiples apartados de la Ciencia (sobre todo en
electronica), siendo los dendrimeros los primeros nanocompuestos con actividad
bioldgica. El interés por los polimeros dendriticos ha aumentado mucho en la década
pasada debido al uso de estas moléculas en numerosas aplicaciones industriales y
biomédicas. Una clase particular de dendrimeros (del griego dendron, ramas) son los
poliamidoaminados (PAMAM), capaces de forman complejos con ADN plasmidico,
oligonucledtidos, ARN linear, y ADN de doble cadena lineal de varios tamanos (20).
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Los nuevos vehiculos deberan superar la dificultad que algunas células presentan para ser
transfectadas con acidos nucleicos (por ejemplo, los linfocitos). En cuanto a la terapia
génica sustitutiva, se debera estudiar la capacidad que presentan para transportar y
lograr que el gen se exprese el suficiente tiempo para que merezca la pena plantearse
una terapia con ellos. Concretamente en SCID, la extraccion de linfocitos y su tratamiento
ex-vivo con reinfusion podria ser una buena opcidn. El concepto clasico de terapia génica
para la sustitucién de un gen defectuoso se ha ampliado para incluir la intervencién sobre
genes tumorales y de patdgenos. Asi, la utilizacion de estos vehiculos para transporte de
ARN de interferencia o de oligonucleétidos antisentido (aquellos con secuencia contraria a
la diana) se convertira en prioritaria en los préoximos anos. Finalmente, la consecucién de
vectores con selectividad por el tejido-6rgano deseado como objeto de la terapia es otro
de los objetivos en este campo: aportamos aqui los ejemplos de un vector adenoviral con
selectividad para células que expresan el marcador CD40 en superficie (21) y de un
retrovirus con selectividad por células hepaticas (22).

De todo lo expuesto se puede extraer que el desarrollo de la Terapia Génica como
herramienta Util en medicina depende en gran grado del desarrollo de estos nuevos
vectores.

[0 Desde el cancer de mama: Una visidn de la tecnologia de los ADN
array y los Anticuerpos Monoclonales

El cancer de mama es la segunda causa de muerte en mujeres en el mundo occidental. La
incidencia se estima en el 11-12% en poblaciéon general. La investigacion clinica de esta
patologia se ha focalizado en métodos efectivos para detectar la enfermedad en los
estadios mas precoces. La deteccion precoz del cancer (CA) de mama mejora el
prondstico y las tasas de supervivencia, sin embargo de un 25 a un 30% de las pacientes
moriran a causa de esta enfermedad. El cancer es el resultado de la combinacion de
muchos factores que incluyen mutaciones o polimorfismos de genes de susceptibilidad,
agentes ambientales que influencian la adquisicidn de cambios genéticos somaticos y
varios factores sistémicos y locales. Un 10% de los canceres de mama son atribuibles a
mutaciones hereditarias en genes de susceptibilidad, dos de los cuales presentan una alta
penetrancia (BCRA 1 y 2). Hay evidencias de la existencia de muchos otros genes
implicados, con menor penetrancia y prevalencia que los anteriores. La mayoria de los
casos de cancer (90%) de mama son esporadicos, sin historia familiar previa y sus bases
moleculares son complejas (23). Una vez que la paciente presenta la enfermedad, la
clasificacion y estadiaje del tumor se realiza atendiendo a la morfologia, histologia,
ganglios linfaticos y marcadores asociados al curso clinico del tumor. Sin embargo existe
una variabilidad en el prondstico del paciente que no es predecible por la actual
clasificacion de los estadios del CA de mama. Esta variabilidad también afecta a la
respuesta de la enfermedad a las distintas pautas de tratamiento.

0 ¢Son todos los tipos histoldgicos y estadios la misma enfermedad?
¢Como abordar esta diferenciacion con la tecnologia disponible?

Una aproximacion es el estudio de la expresion de proteinas en los distintos tipos
celulares (protedmica de las células tumorales), pero otra forma de aproximacién seria
estudiar las diferencias en los precursores proteicos, que son en realidad los ARN
mensajeros cuya traduccién da lugar a las proteinas, es decir realizar el estudio en el nivel
de transcripcién en vez del nivel de traduccién. Van't Veer y cols (24) publico
recientemente la aplicacion de la tecnologia de los microarray® de ADN al estudio del
cancer de mama, buscando marcadores de prondstico de la enfermedad (supervivencia a
5 afios, metastasis a distancia). Los “arrays” son matrices bidimensionales constituidas
por un nimero de muestras de ADN que se fijan a una superficie sélida. Cada muestra o
punto de ADN depositado en el soporte ocupa un espacio menor de 200 uM de didmetro,
de forma que un solo “array” puede contener cientos o miles de puntos de ADN (25).

¢ T14 Plataformas de diagndstico molecular y génico, basadas en oligos o cDNAs y proteinas o anticuerpos monoclonales
(ej. Biochips), para diagndstico clinico y predictivo.
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Generalmente, cuando se maneja un orden de miles, se denominan “microarray”. Los
puntos de ADN se seleccionan en funcion de los genes que se quieren estudiar. La
miniaturizacion facilita el estudio simultaneo de miles de reacciones bioldgicas, que
consisten en enfrentar ARN mensajeros de las muestras patologicas y de referencia,
previamente amplificados y marcados con fluorescencia, con los ADN del array. Se
establece, finalmente una reaccién de hibridaciéon competitiva (muestra patoldgica vs.
muestra de referencia) que da lugar a una sefal fluorescente que es captada e
interpretada automaticamente (26).

En el estudio de Van’t Veer se analizaron conjuntamente 25.000 puntos de ADN que
contenian una representacion de 25.000 genes humanos, cruzados con un total de 98
ARN procedentes de material tumoral de 98 canceres de mama, cuyo estadiaje y
prondstico del paciente estaban perfectamente recogidos y documentados.

El tratamiento matematico de la ingente cantidad de informacion generada requiere de
aplicaciones informaticas especificas (Bioinformatica) y de esta forma, en este estudio se
seleccionaron 5.000 genes que aportaban informacion significativa sobre los tumores
testados. A su vez, la aplicacién de métodos matematicos de clasificacion de la
informacion, identifico finalmente un grupo de 70 genes cuya expresion se correlacionaba
con el prondstico tumoral. Las diferencias que se detectan en la hibridacion de los genes
del array seglin cada muestra de material tumoral ensayado, es lo que define el panel de
expresion asignado a cada tumor y por tanto a su prondstico. La realizacion de un array
de 70 genes sobre el material tumoral de una paciente puede predecir el prondstico de
pacientes con CA mama (ganglios negativos) con mayor eficacia que las clasificaciones
utilizadas hasta ahora.

Esta es la gran aportacidon de esta tecnologia: definir paneles de expresién génica que
permitan la clasificacion de las enfermedades en relacidn a su prondstico y a la eficacia de
los tratamientos, lo que puede modificar las pautas actuales de terapia oncoldgica,
minimizando los efectos adversos.

Uno de los genes relevantes en el CA mama avanzado es el denominado HER2/neu;
erbB2, la sobrexpresion de este gen se produce en un 30% de los casos y esté asociado a
mal prondstico. La biotecnologia ha permitido desarrollar un anticuerpo monoclonal’
dirigido contra el producto de expresion de este gen que estd ensayandose en la
actualidad (trastuzumab) (27).

Hoy en dia, se disponen de procedimientos biotecnoldgicos que permiten producir
cantidades ilimitadas de anticuerpos (Ac) con una sola especificidad derivados de un solo
clon de linfocitos B, denominados anticuerpos monoclonales (Acm). La obtencion de Acm
ha constituido uno de los hitos mas relevantes de la inmunologia moderna, de enorme
repercusion no soélo en el area de la experimentacion basica, sino también en el campo
de la investigacidn clinica con finalidad diagndstica y terapéutica. La utilidad como
agentes quimioterapicos estriba en su enorme afinidad por la proteina especifica contra
la que se dirige y su propiedad efectora, sin embargo el disefio de estos farmacos no
esta exento de problemas. Los Acm frecuentemente son especificos de especie y los
estudios pre-clinicos de toxicologia y eficacia no se pueden realizar siempre de la misma
forma que para moléculas pequefas u otros farmacos. Algunos ensayos clinicos con Acm
han demostrado que son inmunogénicos (inducen una respuesta inmune frente a ellos)
desconociéndose como puede afectar a largo plazo a las propiedades terapéuticas; por
otro lado para demostrar la eficacia en clinica de la mayoria de los Acm, se necesita
realizar ensayos clinicos a largo plazo ya que las terapias a corto plazo pueden inducir
tolerancia a largo plazo. Las inversiones en el campo del desarrollo/aplicacion de los Acm
se han visto limitadas debido a los fallos iniciales, pero la disponibilidad de estas
moléculas en distintos campos clinicos estd generando expectativas: en reumatologia,
para el tratamiento de la Artritis Reumatoide, como antiTNF (Remicade, Infliximab), en
hematologia, para el Linfoma no Hodgkin (Rituximab), en Transplantes, para inactivar el
receptor de la IL-2 (Daclisimab), etc.

7 Desarrollo de quimioterapéuticos y anticuerpos monoclonales contra enfermedades no conquistadas y modulacién de
respuesta inmune.
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0 La reparacidn/sustitucion de tejidos y 6rganos vista en perspectiva

Los primeros intentos de generar materiales sustitutivos que pudieran desempefiar
funciones de tejidos y 6rganos humanos han venido a surgir para solventar necesidades
de tratamiento quirdrgico: como ejemplo, las prétesis de cadera o rodilla, o mas
recientemente las lentes intraoculares sustitutivas de cristalino, las protesis aérticas con
materiales como el Dacron o el ePTFE, o las protesis valvulares cardiacas (mecanicas o
bioldgicas, tratadas estas Ultimas con glutaraldehido para disminuir su inmunogenicidad).
La generacién de protesis cada vez mas funcionales que permitan el control voluntario de
unas cada vez mayores posibilidades de movimiento estda generando importantes
expectativas en el campo de la ortopedia: el desarrollo de biochips que procesan los
impulsos nerviosos procedentes del cerebro traduciéndolos en movimiento de la prétesis
es un campo de plena actualidad.

Si bien la investigacidn sobre materiales biocompatibles sigue su curso con la aparicion de
nuevas opciones como las ceramicas en traumatologia o el titano en cirugia maxilofacial,
ocupando el desarrollo de estos nuevos materiales un lugar prominente para la
consecucién de nuevas terapias en ortopedia, cirugia reconstructiva, etc., las necesidades
de dérganos y tejidos que existen actualmente para transplante han hecho que se planteen
nuevos retos.

Se conoce como ingenieria tisular® al area cientifica interdisciplinaria cuyo fundamento
esencial es el uso de células vivas, manipulacidon del entorno extracelular, creaciéon de
sustitutos bioldgicos y su posterior implantacidén en el cuerpo, con la intencién de reparar,
reemplazar, mantener o mejorar la funcion particular de un 6rgano o tejidos.

Son 4 los campos desde los que se aborda el tema: transplantes, injertos autdélogos,
prétesis y regeneracion tisular (28).

La escasez de d6rganos provenientes de donantes ha impulsado la busqueda de
alternativas; el intento en fechas anteriores de transplantar érganos procedentes de
animales emparentados filogenéticamente con el hombre (babuinos, macacos) no ha
presentado buenos resultados, requiriendo dosis de inmunosupresién importantes.
Algunas de las soluciones planteadas pasan por generar animales transgénicos
“humanizados”. Ya se han conseguido animales modificados genéticamente que secretan
principios activos humanos (vacas cuya leche contiene hormona del crecimiento); el
objetivo siguiente seria conseguir animales con érganos completos humanizados (o por lo
menos con determinantes antigénicos humanos). Esto nos permitiria generar cantidades
“ilimitadas” del érgano o tejido deseado, pero siempre quedaria la duda de la transmision
interespecie de enfermedades animales. Por otra parte, se siguen produciendo avances en
el transplante alogénico de dérganos: el transplante de islotes pancreaticos ha llamado
recientemente la atencion por sus buenos resultados en el control de la Diabetes, (como
muestra el exitoso transplante realizado recientemente en el Hospital Carlos Haya de
Malaga dentro del protocolo de Edmonton), pero el limitado nimero de érganos hace que
sea una técnica no extensible a todos los pacientes. El desarrollo de microcapsulas que
permiten el paso de nutrientes pero no de células inmunoldgicas se prevé como
importante en el caso de estos transplantes celulares (células beta del pancreas en el
caso de la diabetes, hepatocitos en caso de insuficiencia hepatica, células cromafines para
tratamiento del dolor crénico, etc). Existen intentos de expresar proteinas
antiangiogénicas contra el cancer (endostatina) en células inmovilizadas en matrices de
alginato.

Los protocolos de inmunosupresion son cada vez mas eficaces en controlar el rechazo,
pero el factor limitante es, de nuevo, el nUmero de donantes disponibles. Para atender a
estas necesidades se estd intentando generar tejidos en el propio laboratorio. Las
investigaciones del Dr. Jorcano en la generacién de piel a partir de cultivo en laboratorio
(29) o el trabajo del Dr. Avila en el campo de la regeneraciéon axonal en ratas mediante el
transplante de células de la glia olfatoria (30) son ejemplo de generacion in vitro de
tejidos. En este sentido profundizar en el conocimiento sobre los factores troficos que
guian el desarrollo de érganos y tejidos serd clave (factores tréficos como guia para
regeneracion de vias nerviosas como ejemplo). Otra forma de abordaje de la generacion
de tejidos es a partir de polimeros biocompatibles que sirven de “matriz” extracelular para

8 T6 Ingenieria de células y tejidos.
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el sostén y crecimiento de las células, polimeros que son biodegradables. Un ejemplo es el
desarrollo de valvulas cardiacas mediante cultivo de células endoteliales y miofibroblastos
sobre polimeros de acido poliglicdlico en ovejas o los intentos de generacion de
neointestino. En el caso del higado se han probado los denominados biorreactores
hepaticos (membranas multiperforadas sembradas con hepatocitos) (28).

El Instituto Tecnoldgico de Massachussets (MIT) ha desarrollado algo parecido a un higado
artificial: usando una técnica de impresion en tres dimensiones (3DP) originalmente
pensada para piezas metalicas, este equipo logré estructuras compuestas de varias
laminas de polimero (polilactido y poliglicolido) que contenian canales internos de 300
micrometros. Los investigadores sembraron esta matriz con células endoteliales y de
higado de rata, y perfundieron medio nutritivo durante 5 semanas, con lo que lograron
que las células se organizaran en estructuras microscépicas semejantes a las del higado,
y que produjeran albumina.

Es importante para el éxito del desarrollo de un nuevo érgano o tejido la consecucion de
un aporte vascular adecuado: las terapias basadas en factores de que inducen
neoangiogénesis (VEGF) van en esa direccion (31).

Finalmente, citaremos 2 ejemplos de tejidos artificiales que han sido aprobados en EEUU
para uso clinico (derivados de piel y cartilago): El Apligraf de la empresa Organogenesis
consta de dermis y epidermis, y se ha aprobado para tratar Ulceras de piernas que no
curan espontaneamente, como las de los diabéticos. Consta de una capa de células
dérmicas y epidérmicas obtenidas a partir del prepucio de neonatos. Carticel, de Genzyme
Corporation, se ha aprobado para reemplazar cartilago dafiado de la rodilla. A partir de
condrocitos del paciente que crecen en una matriz biodegradable, implantandose en la
rodilla del enfermo.

Otra forma de obtener tejidos y dérganos in vitro en investigacion, es a partir de la
diferenciacién controlada de células pluripotenciales®. Se denominan células
pluripotenciales las células indiferenciadas que son capaces de diferenciarse en distintos
tejidos u dérganos. Existen varios tipos de células dependiendo de su capacidad de
regeneracion: células totipotentes, porque pueden dar lugar a un ser completo, que
derivan tras la fecundacion del évulo, del zigoto o de los primeros estadios de 2 a 4
células y se denominan asi porque pueden dar lugar una de ellas a un ser completo. El
zigoto tras varios ciclos de division celular da lugar al blastocisto que se diferencia a
trofoblasto que constituyen la placenta y la masa interna de células que dara lugar al
embrion. De ellas se generan las células madres pluripotentes que se obtienen de la masa
interna celular del blastocisto antes de su preimplantacion y tienen virtualmente una
capacidad ilimitada de replicacién y pueden dar lugar a cualquier tipo celular del
organismo. Estas células de la masa celular se pueden aislar y bajo condiciones
apropiadas expandidas en cultivos “in vitro” y constituyen células madre embrionarias
(ESCQ). Las células de las gdnadas se pueden aislar en tiempos posteriores del desarrollo y
también dar lugar a células pluripotenciales, que se pueden diferenciar a cualquier linaje
celular del cuerpo. Las células madre intermedias (y aquellas que se aislan de tejidos de
adultos) estan restringidas en el linaje celular de un drgano particular y se llaman
pluripotenciales porque son capaces de dar lugar a ciertos tipos celulares pero no a todos.

Desde el punto de vista de su localizacidn se dividen en células madre embrionarias o de
adultas La seleccién de uno u otro tipo tiene aparte de sus evidentes cuestiones éticas
otros aspectos mas cientificos. ¢Cudl es la fuente optima? éLa plasticidad es una
propiedad de las células madre adultas? ¢Esta plasticidad realmente representa una
opcidn terapéutica? éQué enfermedades tienen mas posibilidades de ser tratadas/curadas
con estas células? ¢Cual es el método cientifico y clinico correcto para establecer una base
solida de esta terapia? (32,33).

En el adulto las células pluripotenciales permanecen en ciertas localizaciones durante toda
la vida. Asi, se han descrito de estas células pluripotenciales: hematopoyéticas, células de
estroma en la médula 6sea, neuronales, epidermales, de musculo esquelético y en menor
medida de otros tejidos. Sin embargo, esta en discusion si son multipotentes y dan lugar
a varios tipos celulares diferentes del tejido en el que se encuentran; hay evidencias de
que en ciertas condiciones “in vitro”, no sélo las ESC, sino también las células

° T12 Diferenciacidn controlada y transdiferenciacion de células pluripotenciales para su uso in vivo en diferentes terapias.
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multipotenciales de adulto tienen capacidad de adoptar diferentes linajes celulares de
diferentes tejidos (34). Si estos resultados se confirmaran permitirian utilizarlas como
fuente alternativa a las ESC solventando los problemas éticos y legales que plantean
estos Ultimos. El conocimiento de las citocinas y factores de crecimiento que permiten la
expansion y diferenciacion o transdiferenciacion de las ESC podra facilitar en el futuro el
acceso del paciente a sus células autélogas con lo que se evitarian los posibles problemas
de rechazo del transplante celular.

En cualquier caso ya existen ciertas evidencias clinicas del uso de estos ultimos en
terapia. Por ejemplo, por primera vez en Espafa, se realizd una implantacién de células
pluripotenciales de médula 6sea para la regeneracion de tejido cardiaco a un paciente de
66 afios con infarto agudo de miocardio, con la implicaciéon de un grupo interdisciplinar de
médicos y cientificos.

En los tejidos que regeneran activamente sus células madre no como las células
sanguineas, no tiene demasiado interés este tipo de terapias, ya que el propio érgano
puede repararse rapidamente. Es por ello que aquellas enfermedades que tienen su
origen en un defecto intrinseco de una poblacion madre pluripotencial, se ha obtenido
éxito terapéutico (por ejemplo, transplante de médula dsea en el Sindrome de Fanconi).
En aquellos casos de un agente externo que los destruye o altera, esta terapia es efectiva
si se neutraliza el agente dafiino (por ejemplo, BHT y anemia falciforme, asociada a
inmunosupresion de la respuesta autoinmune que causa la patologia) (diabetes tipo I y
transplante de islotes). Sin embargo, existen tejidos que no se reemplazan de modo
general en el adulto (aunque puede haber excepciones son poco significativas): corazon,
sistema nervioso, rifiones y pulmones. Estos tejidos tienen limitada capacidad de
regeneracion bajo condiciones fisioldgicas normales en el adulto. Cuando se dafan se
observa una pérdida irreversible de su funcién. Es en estos casos donde existe mas
debate sobre si: 1) con células embrionarias pueden solucionarse el problema y 2) si las
células madre de otros tejidos adultos pueden transdiferenciar y reparar esos tejidos.
Existen casos descritos en Espafia de regeneracidn tras infartos con células madre
hematopoyéticas aunque ha sido criticado si se debe a un efecto de transdiferenciacion
real o que estas células favorecen la fusion de los cardiomiocitos.

Aungue se conozcan y se puedan aislar las células madre, existen otros problemas fisicos
como la correcta localizacidn o nicho en el que se tienen que alojar, por ejemplo es dificil
restaurar con células madre epiteliales el tejido dafiado en quemados porque las células
no tienen el soporte fisico y quimico adecuado. Otro problema de dificil solucién es la
extension fisica del dafio. Uno de los potenciales problemas que mas preocupa y hay que
tener en cuenta en la utilizacion de las células madre es la posibilidad de aparicion de
tumores. Dada la alta capacidad replicativa de estas células, es posible, aunque no muy
probable, que puedan dar lugar a una replicacién continua y generar un tumor (35).

En resumen, los proximos afos nos traeran sin duda grandes avances en este campo de
las células pluripotenciales a nivel molecular. Ello permitira identificar los genes implicados
en la autorenovacién, perpetuacién y diferenciacion. De modo andlogo, los genes
implicados en la reprogramacion celular de células adultas seran identificados para poder
convertirse en otro tipo celular. Como se puede deducir de la lectura de estas lineas, las
posibilidades son muchas, pero habra que decantarse por las que sean mas factibles de
ser aplicadas en los pacientes, todo sobre un fondo de debate ético segun el cual habra
que valorar la balanza riesgo-beneficio de su aplicacion.
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Conceptos vy futuras aplicaciones de la gendmica
protedmica y bioinformatica en el campo de la salud

Los avances espectaculares de los métodos bioinformaticos junto con las tecnologias
gendmica y protedmica que se describen en este capitulo, han puesto de manifiesto que
es posible abordar el complejo funcionamiento de nuestros genes y sus consecuencias
para el crecimiento normal o anormal de las células que componen los tejidos de un
organismo. La pregunta de si la secuenciacion completa del genoma humano supone que
vamos a conocer rapidamente como funcionan nuestros genes, debido a su limitado
numero (con anterioridad a la secuenciacion del genoma se estimaron unos 100.000
genes, luego después de la secuenciacion este niumero se redujo a 40.000 genes y
actualmente después del refinamiento de la secuencia dicho nimero se considera estar
entre 20.000 a 30.000 genes), parece que no es tal cual y que va a llevar muchos afos en
elucidar la funcionalidad de todos nuestros genes. Este reducido nimero es mas aparente
que real, ya que muchos genes se expresan en diferentes formas, por lo que en lugar de
hablar de un gen Unico, esta misma unidad transcripcional puede dar lugar a 4-5 formas
distintas, y entonces tendriamos que hablar de unos 100.000-150.000 genes funcionales.
Ademas, si consideramos que el producto del gen, la proteina, sufre cambios después de
su sintesis (como se indica en el apartado de Protedmica), el nimero de proteinas
funcionales en las células puede sobrepasar el milldn. Esto nos da una idea de la
complejidad que existe para entender el funcionamiento de los genes humanos. Gracias a
las tecnologias gendmica-protedmica y al analisis bioinformatico, podemos con los datos
obtenidos abordar el conocimiento de como funciona una célula en su contexto individual
y avanzar hacia el funcionamiento de un tejido y eventualmente de un organismo. Asi, se
han ido identificando por la tecnologia gendmica, genes que se inducen selectivamente
durante el crecimiento de células normales, en procesos tumorales, en transtornos
cardiovasculares y neurodegenerativos, en procesos infecciosos y en otras patologias. La
protedmica esta identificando las distintas proteinas que intervienen en estos procesos y
los complejos proteicos y la bioinformatica pone orden cognitivo en la informacion
acumulada. Existe una necesidad en establecer bases de datos internacionales donde se
pueda incorporar la continua informacién aportada por los grupos de investigaciéon y
uniformar los datos. Ya se estan haciendo avances en esta direcciéon como se indica en el
apartado sobre bioinformatica.

Pongamos un ejemplo del abordaje de las técnicas gendmicas para elucidar los genes
celulares que se activan o reprimen durante un proceso infeccioso. Como ejemplo,
podemos considerar la infeccién de células humanas por el virus que fue utilizado para
erradicar la enfermedad mas devastadora que ha padecido la humanidad, la viruela. En
nuestro laboratorio del Centro Nacional de Biotecnologia y en estrecha colaboracion con
los grupos de Gendmica y Bioinformatica del CNB, hemos identificado por “chips” de cDNA
en portas conteniendo 15.000 genes humanos (ver el apartado de Gendmica para
entender cdmo se preparan y procesan los “chips”), aquellos que se inducen en respuesta
a la infeccidn, asi como aquellos otros que se inactivan a lo largo del proceso infectivo. En
la Figura 1 se ilustra la morfologia del virus vaccinia y una célula infectada. Es de resefiar
la compleja estructura del virion maduro (250-310 nm), con una doble membrana externa
que engloba al nucleoide que contiene una molécula de DNA de cadena doble y que
codifica para unos 200 genes virales.
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Se puede observar cdmo la célula se convierte en factoria para producir progenie virica.
Esta capacidad del virus para replicar en
el interior de la célula va acompafnada de
una fuerte respuesta celular, por
induccion de genes especificos, alguno
de los cuales el virus va a utilizar en
beneficio propio y otros van a tratar

de contrarrestar el proceso
infeccioso. Hemos observado que
durante la infeccion por el virus
vaccinia un porcentaje elevado de

los genes celulares reprime su
sintesis y sélo un nimero mas
reducido de genes aumenta su
expresion.

En la Tabla 1 se agrupan en
un “cluster” genes celulares
que se inducen en respuesta
a la infeccion (“un cluster”
es un grupo de genes con
u_n Patron de transcrlpuon Figura 1. Morfologia del virus vaccinia y progenie viral
similar en el tiempo). En en una célula infectada.

otros seis “cluster” se

incluyen genes que se

activan o reprimen

diferencialmente durante la infeccién (1). Dentro de la Tabla 1 se incluyen también
aquellos genes sin funcion asignada en las bases de datos (ESTs).
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Accesio Fold Fold Fold. Change
FUNCTION AND GENE

Numb At2 At 6 16
| WAS protein familymember | | N5985 | | 2,3 | | 2,4 | | 2,9 |
| KIAA0136 [| N7363 || 39 | 42 || 38 |
| Diacylglycerol kinase delta (130kD) || An28069 || 16 || 24 || 25 |
| KIAAO671 gene || Rr3301 || 1,3 || 1,8 || 2,2 |
| Claudin 3 || AA03932 || 1,7 || 2,1 [| 263 |
| Neurotrophic tyrosine kinase receptor type 2 || N6394 || 20 || 21 || 18 |
| Thymosin beta 4 X chromosome || Am63410 || 38 || 57 || 29 |
| Adenosine A2a receptor || N5755 || 3,8 || 4,1 || 4,1 |
| PRO2047 || N6620 || 2,2 || 2,7 || 1,7 |

(pancreatic isits and brain, 65KD), R4400 35 23 34
| Golgi resident protein || AA25595 || 14 || 20 || 1,7 |

gr?t?;e??,tigen (CD28 antigen ligand 1, B7-1 AA98381 1,7 2,5 2,0
| KIAA0888 || Az7611 || 4,6 [l 162 || 227 |

Esophagus specific 1 (NMESL) mRNA, AAG2099 || 16 25 1.2
| Selenophosphate synthetase, | | AA48808 | | 3,7 | | 7,1 | | 2,1 |
| Prostaglandin-endoperoxide synthase 1, || AA45466 || 1,5 || 2,3 || 1,2 |
| Pericentrin || N4532 || 32 || 71 || 1,5 |
| Attractin, || Am68350 || 21 || 26 || 14 |
| Melanoma antigen family C 1, || An2e11 || 1,4 || 2,0 || 1,2 |

s aminepnosptalpid torsporier || ziess || 14 || 26 || s
| EST || me95 || 36 || 198 || 94 |
| EST | N3489 || 31 || 53 || 28 |
| EST || Na708 || 57 || 90 || 71 |
| EST || n6213 || 57 || 135 || 37 |
| EST [| hH7899 || 26 || 11,7 || 82 |
| EST || nN4016 || 38 || 68 || 46 |
| EST || N47a3 || 3 [ 52 || 31 |
| EST || nNe306 || 37 | 5 [ 30 |
| EST || ~Neaes || 81 || 103 || 86 |
| EST || nNea66 || 2,3 [ 25 || 21 |
| EST || AAsga61 || 1,7 || 1,6 || 2 |
| EST || AA00513 || 16 || 52 || 22 |
| EST || nNe251 || 2,5 [| 11,0 || 1,7 |
| EST || N5214 || 4,5 [l o123 || 1,4 |
| EST [| Nso13 || 32 || 52 || 17 |
| EST || Ns921 || 37 || 88 || 18 |
| EST | | N5122 | | 2,8 | | 4,9 | | 1,8 |

Tabla 1. Ejemplo de una agrupaciéon de genes celulares (cluster) inducidos durante la infeccidén con el virus

vaccinia
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Aunque estos resultados se han obtenido por la tecnologia de “chips”, su relevancia tiene
que ser confirmada por otras aproximaciones, como son cuantificar los niveles de los RNA
mensajeros (RNAm) aislados de las células infectadas por la tecnologia de RT-PCR
cuantitativa, hibridacion por Northern, asi como determinar los niveles de proteinas
codificadas por los RNAm correpondientes. Estas metodologias son necesarias para
confirmar que lo que se observa por chips de cDNA no es artefactual y se correlaciona con
los datos obtenidos por otros métodos distintos. En la Tabla 2 se comparan los resultados
obtenidos por microarray con los de RT-PCR cuantitativa para varios genes, confirmando
por ambas metodologias el aumento o no aumento en la expresion de genes especificos.

GENE PRODUCT FOLD CHANGE
MICROARRAY RT-PCR
t=2 t=6 t=16 t=2 t=6 t=16
PCNT2 3.20 7.11 1.56 3.82 8.54 2.21
WASF1 2.35 2.43 3.81 2.05 3.30 4.27
IL6 ST 1.02 1.35 0.98 1.08 1.53 1.07

Tabla 2. Validacion del andlisis de microarray por RT-PCR cuantitativa.

Estos resultados han sido también validados por las técnicas de Northern y Western blot,
observandose con el tiempo de infeccién el aumento en los niveles de expression de
RNAm y de alguna proteinas celulares especificas (los niveles de otros muchos RNAm vy
proteinas quedan reducidos).

Sasazda
OTOIOF
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Mockop,  6h  16hcHyx ARAC
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W —— — .
—» APELX2 l

WESTERN BLOT

- > [[J20643
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—» E3L

NORTHERN BLOT

Figura 2. Validacion del analisis de microarrays por medicion de los niveles de RNAm (Northern) y de proteinas
(Western blot).
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Una vez establecido que los RNAmM son especificamente inducidos durante la infeccion, la
siguiente pregunta es definir el papel de estos genes en el proceso infectivo. Para ello es
necesario disponer de otras herramientas que permitan este tipo de abordaje. Una
aproximacion es utilizar animales a los que se les ha inactivado de forma selectiva el gen
de interés y estudiar el significado de dicho gen en la infeccidn. Es de destacar que se han
hecho avances muy significativos en distintos centros de investigacion, generando una
gran variedad de ratones deficientes en numerosos genes que afectan al ciclo celular,
sistema inmune, movilidad, sistema nervioso, sensibilidad a infecciones, comportamiento
etc. Asi, el uso de ratones que tengan inactivados alguno de los genes que se indican en
la Tabla 1 puede aportar informacion relevante durante la infecciéon con el virus vaccinia.
Estos experimentos estan en marcha en el CNB y hemos podido demostrar que la
induccion de alguno de los genes indicados en la Tabla 1 contribuye a facilitar el proceso
infectivo, mientras que otros genes favorecen su disminucién.

Estas tecnologias gendmicas, combinadas con la protedmica y bioinformatica nos estan
permitiendo definir cdmo las células responden a estimulos, como el ejemplo de los virus
y su influencia en los tejidos infectados. Asi, la gendmica aplicada a pacientes con un
proceso infectivo, como el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o el virus de la
hepatitis C (HCV), y sometidos al tratamiento de farmacos (como pueden ser los
interferones), nos puede indicar qué tipo de genes se activan en las células afectadas
(linfocitos CD4+ en el caso del VIH, o hepatocitos en el caso de HCV) y optimizar el
tratamiento en los pacientes (3-5). Es indudable que estas aproximaciones tendran un
gran impacto en la clinica y su uso ayudara a un mejor seguimiento de la enfermedad y a
su tratamiento. Es predecible que se establezcan patrones de genes que definan las
distintas patologias, aunque habra diferencias selectivas en funciéon de factores
ambientales, alimenticios, edad y género. Cuanto mas informacién obtengamos sobre
activacion/inactivacién selectiva de genes en procesos patoldgicos, estaremos en mejores
condiciones para controlar la evolucidon de muchas enfermedades. La conjuncién de
esfuerzos entre los centros de investigacion y los hospitales es necesaria para que estas
tecnologias se introduzcan en la practica clinica y se produzca una mayor comunicacion
entre la investigacion basica y la clinica. Es indudable que estos esfuerzos de colaboracion
van a redundar en una mejora en la practica clinica, al introducir nuevas tecnologias, y en
mejor servicio a los pacientes. En los apartados siguientes se hace una valoracién sobre el
concepto y aplicacion de los procedimientos informaticos y de las nuevas tecnologias
gendmica y protedmica en el campo de la salud.
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Gendmica

0 Introduccién: el genoma y el transcriptoma

Este mismo afio se cumplen 50 del descubrimiento de la estructura terciaria del DNA (1),
contribuciéon cientifica que indudablemente marca un hito en las ciencias biomédicas.
Desde aquel momento, un hecho manifiesto, como es que la herencia condiciona
multiples aspectos de los seres vivos, empieza a tener una explicacion quimica. A su vez,
dos conceptos que la genética vino utilizando desde sus comienzos, tienen en
consecuencia una traducciéon molecular: somos fundamentalmente un vasto conjunto de
proteinas, el fenotipo, codificadas por secuencias definidas de acidos nucleicos, el
genotipo. Esta capacidad predictiva de los acidos nucleicos, que tanto nos pueden
informar de cuadles son las proteinas que estdn actuando en un momento dado,
analizando el transcriptoma o conjunto de RNAs expresados, como de todas las posibles
que apareceran a lo largo de la vida de un individuo, analizando el genoma, es una de las
principales razones que ha impulsado la caracterizacién precisa de los genomas de los
seres vivos. Con estos predmbulos, la obtencién de la secuencia completa del genoma
humano era un asunto sobre el que sdlo se podia discutir cuadndo llegaria, dado que era
practicamente inevitable, ademas de ser una necesidad y constituir un deseo colectivo de
la humanidad. Ni que decir tiene que este, ya mas cercano descubrimiento, ha sido el de
mas relevancia cientifica y social de los Ultimos afios (2, 3). La secuenciacion completa del
genoma humano y de otros seres vivos va a permitir, si no lo estd haciendo ya, dar
respuesta a una pregunta que la ciencia estaba deseosa de plantear: épodemos conocer
cuales son los genes de un individuo concreto, cuales se estan expresando en un tejido y
momento dados y ademas cdmo se relacionan con un fenotipo dado, pongamos por caso
una enfermedad? Para responder a esta pregunta estd la Gendémica, que mas que una
disciplina en si, es un conjunto de técnicas y conocimientos que permiten el analisis de los
genomas en su conjunto.

1. Tecnologia gendmica

Aparte de su expresion fenotipica, aquello que mejor caracteriza un gen es su secuencia
de nucledtidos, con lo que su determinacion es la manera mas fidedigna e inequivoca de
identificarlo. Sin embargo, no es una via facil para caracterizar simultaneamente los
cientos o miles de moléculas de acido nucleico que componen una muestra compleja
biolégica. Las técnicas cominmente usadas por la Gendmica hacen uso de otra propiedad
de los acidos nucleicos, también dependiente de la secuencia, como es la capacidad para
hibridar y formar dobles hélices debido a la interaccion complementaria entre las bases
nitrogenadas de sus nucledtidos. Mediante enlaces de hidrégeno entre adenina y timina
por un lado, y guanina y citosina por el otro, las cadenas de acidos nucleicos se
emparejan de forma estable, pero reversible. En el laboratorio se controla que estas
interacciones se produzcan en condiciones muy estrictas, y con unas pocas decenas de
bases de una secuencia o gen dado, es posible identificarlo con escaso margen para la
duda. A modo de ejemplo, cualquier secuencia al azar de veinte nucledtidos apareceria
con una frecuencia de una vez por cada billon de bases, o sea, el equivalente a 300
genomas humanos.

Para detectar esa hibridacion especifica se usan moléculas con algun tipo de marca
identificable por métodos fisicos o quimicos. Tradicionalmente se han venido usando
elementos radiactivos, pero en la actualidad se usan mayoritariamente moléculas
fluorescentes, que pueden acoplarse quimica o enzimaticamente a los acidos nucleicos
que seran después usados como sondas. En cualquier caso, la deteccién de radiactividad
o luz sera sintoma de hibridaciéon y por tanto de deteccidén de una secuencia especifica
dada, mientras que la intensidad de esas radiaciones informara de la cantidad relativa de
cada secuencia en la muestra.

Desde la década de los 80, se ha venido analizando la estructura de los genes y su
expresion de manera individualizada. Sin embargo, el estudio de los sistemas bioldgicos
en la escala genémica ha venido de la mano de dos logros. En primer lugar, la
secuenciacion de genomas completos, tal como se indicé mas arriba. En segundo lugar,
la miniaturizacién, que ha permitido situar en los escasos centimetros cuadrados de un
portaobjetos de microscopio, en posiciones definidas y discretas, hasta cientos de miles
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de fragmentos de DNA con una secuencia concreta, para asi obtener los Ilamados
microarrays o chips de DNA.

El diseno y la fabricacion de los microarrays de DNA dependen en primera instancia del
acido nucleico que posteriormente se vaya a estudiar. En cualquier caso, el conocimiento
mas o menos detallado del genoma o del transcriptoma es un requisito casi ineludible. El
analisis del transcriptoma tiene como objetivo determinar qué genes son activos y en
qué medida. En la practica se lleva a cabo sobre dos tipos de chips: aquellos en los que
se inmovilizan fragmentos de cDNAs procedentes de colecciones de clones (genotecas),
y aquellos en los que se inmovilizan pequefos fragmentos de DNA sintetizados
quimicamente (oligonucledtidos), especificos para cada gen expresado (Figura 1).
Actualmente y dada su homogeneidad, reproducibilidad y robustez, los microarrays de
oligonucledtidos son los mas usados, destacando los chips de alta densidad de la
compania Affymetrix, que con sus mas de 500.000 oligonucledtidos permiten analizar
simultaneamente la expresion de mas de 20.000 genes. En este caso, para cada gen se
sintetizan in situ dos series de oligonucledtidos, unos que aparean perfectamente con la
secuencia a identificar y otros que difieren en tan sélo una posicidon, con los que se
controla la especificidad de la hibridacién. En otros chips, como los de Agilent y Roche,
se sintetizan oligonucledtidos mas largos, con lo que con uno o dos de ellos es suficiente
para identificar sin ambigliedad cada gen. El analisis del genoma persigue un objetivo
distinto, pues trata de averiguar qué versiones o alelos de los distintos genes tiene un
sujeto determinado. En este caso también se utilizan chips de oligonucledtidos sintéticos
de manera casi exclusiva y Affymetrix es de nuevo el referente en este capitulo, con chips
que permiten analizar 10000 polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en un Unico
experimento.

GENOTECAS BASES
GENOMICAS Y DE cDNA — DE DATOS
IDENTIFICACION
DE CLONES MGTAC

SECUENCIACION
- ) o

—

EEEn

AMPLIFICACION Y # !

FFrAngI\:'[IE‘lcTA(::SI(I))'é BEA DISENO Y SINTESIS DE
OLIGONUCLICOS

IMPRESION DEL
MICROARRAY

SINTESIS IN SITU

Figura 1. Construccion de microarrays o chips de DNA. La caracterizacion total o parcial del genoma o del
transcriptoma de un determinado organismo es esencial para la construccion de microarrays. La secuenciacion de
miles de clones procedentes de genotecas de DNA gendmico y de cDNA permite identificar los distintos genes de
ese organismo. A partir de esa informacion, almacenada en grandes bases de datos como GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) o EMBL (http://www.ebi.ac.uk), se identifican clones representativos de cada uno
de los genes. EI DNA presente en cada uno de ellos es amplificado mediante PCR y purificado, para ser
posteriormente depositado mediante robots de alta precision sobre soportes de vidrio que constituyen los chips
de DNA. Alternativamente, a partir de la secuencia de los genes o de los cDNAs se disefian oligonucleétidos de
pequeiio tamafo (25-70 residuos) que especificamente hibridan con cada uno de ellos. Los oligonucleétidos son
previamente sintetizados antes de inmovilizarlos sobre los soportes o bien sintetizados in situ sobre el chip. De esta
ultima tecnologia cabe destacar, entre otras, la fotolitografia empleada por Affymetrix (http://www.affymetrix.com),
que usa precursores activables por luz para la adicion de los residuos nucleotidicos, la inyeccion de precursores
fosforoamiditos en el caso de Agilent (http://www.agilent.com) y la activacion de precursores por campo eléctrico
que aplica Roche (http://www.roche-applied-science.com/sis/matrixarray/).

106


http://www.ncbi.nlm.nih.gov
http://www.ebi.ac.uk
http://www.affymetrix.com
http://www.agilent.com
http://www.roche-applied-science.com/sis/matrixarray/).

Sobre estos soportes soélidos tiene lugar la hibridacion con el DNA o el RNA objeto de
estudio, una vez procesados adecuadamente. EI DNA gendmico requiere habitualmente
una amplificacion selectiva de aquellas regiones de interés, de tal manera que por un lado
se disminuye el nUmero de secuencias y por otro se aumenta su concentracién. En cuanto
al RNA, es copiado a DNA mediante la transcriptasa en reverso, obteniéndose el
correspondiente cDNA. En ambos casos, el empleo de nucledtidos modificados permitira
el posterior acoplamiento de moléculas fluorescentes tales como Cy3 y Cy5, que emiten
luz de distinta longitud de onda una vez excitadas. Ademas, esto permite el analisis
simultaneo de dos muestras en un Unico chip (Figura 2). Asi, en los estudios de expresion
génica, los cDNA diferencialmente marcados hibridaran con las secuencias
complementarias presentes en el microarray, y la emision de fluorescencia identificara los
genes que se estan expresando, mientras que la intensidad de luz informara acerca de
sus niveles de expresion. Para cada punto del microarray, la cantidad de fluorescencia de
uno y otro color indicara cuanto se expresa el gen correspondiente en una y otra muestra.
En conjunto, se obtendra una serie de valores de intensidad de fluorescencia para cada
gen, que constituye el perfil de expresion del érgano, tejido, célula o sistema bioldgico
dado, y que, con los controles adecuados, puede ser comparado con cualquier otro. El
analisis de genotipos ofrece un resultado ligeramente distinto, puesto que la pregunta
también lo es. Se obtendran datos de ausencia o presencia de cada una de las posiciones
alélicas o SNP que son interrogadas, puesto que los individuos sdlo pueden ser
homocigotos (para uno u otro alelo) o heterocigotos. Como la diferencia entre los dos
alelos de un SNP es de un uUnico nucleétido, la muestra se hibrida en condiciones tales que
s6lo son estables los hibridos perfectamente apareados. Al final también se obtendra un
perfil genético caracteristico del individuo, que en cualquier caso sdlo es un extracto de
toda su informacion genética.
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AISLAMIENTO DE RNA,
TRANSCRIPCION RESERVA Y
MARCADO FLUORESCENTE
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HIBRIDACION, LAVADO Y LECTURA

ANALISIS INFORMATICO

Figura 2. Estudio de perfiles de expresion mediante microarrays de DNA. El RNA de las muestras bioldgicas
se aisla siguiendo protocolos habituales y se somete a transcripcion reversa para obtener el correspondiente
cDNA, que serda marcado con moléculas fluorescentes. EI empleo de moléculas con distintos espectros de
excitacion y emision (como Cy3 en verde y Cy5 en rojo) hace posible que en un mismo chip se determine el
perfil de expresion de dos muestras distintas. Tras la hibridacion y el procesado posterior, el chip es excitado
con luz laser adecuada vy la fluorescencia emitida por los dos fluorocromos capturada mediante una camara
CCD. La imagen asi obtenida es analizada informaticamente, cuantificdndose la emision de ambos
fluorocromos en cada uno de los puntos del microarray. Los valores obtenidos se pueden representar en un
diagrama X-Y, donde los puntos que se alinean en la diagonal corresponden a genes cuya expresion es
similar en las dos muestras, mientras que los que aparecen fuera de esa diagonal son genes con mayor
expresion en una u otra muestra.
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Con los dispositivos actuales podemos considerar que la expresion génica de los 30.000-
50.000 genes de los organismos superiores puede analizarse de forma completa
(empleando uno o dos chips). Esta afirmacidén deja de ser cierta si se consideran las
distintas especies de RNA que se generan por procesamiento alternativo, que en la
mayoria de los casos conducen a la sintesis de proteinas distintas y por tanto a distintos
fenotipos. Varias estimaciones apuntan a que el nimero de genes debe multiplicarse por
un factor de 3-5 para contabilizar estas variantes (4). Sin embargo, cuando hablamos de
variantes alélicas aun no se ha alcanzado la escala gendmica. De la secuenciacién del
genoma de los primeros individuos (2) se concluye que al menos existen 3 millones de
posiciones susceptibles (SNP) de variacién, y si bien es cierto que la mayoria de ellas no
deben trascender fenotipicamente, tal vez entre un cinco y un diez por ciento si podrian
alterar cualitativa o cuantitativamente la expresion génica. Los chips disponibles estan al
menos un orden de magnitud por debajo de lo necesario, algo que sin embargo sélo sera
cuestion de pasos adicionales de miniaturizacion. El futuro del analisis del genoma en la
especie humana ineludiblemente pasara por la obtencién de la secuencia completa de
cada uno de los individuos. Esta aproximacion es extremadamente ambiciosa ya que,
empleada como un analisis rutinario y con las técnicas actuales, es algo que hoy en dia
sobrepasa las capacidades fisicas, econdmicas y temporales de los laboratorios al efecto.
Por tanto, nuevas estrategias deben ser desarrolladas, y entre ellas, la identificacion vy
caracterizacion de moléculas Unicas de acido nucleico parecen las mas prometedoras (ver
http://www.solexa.co.uk y http://www.usgenomics.com).

2. La genomica en investigacion y diagnéstico clinicos

Uno de los objetivos de la investigacion clinica es la identificacion de pardmetros que
predigan el desarrollo de una enfermedad. En este sentido, y desde el punto de vista
genético, al menos son dos las preguntas para las que deseariamos tener respuesta. En
primer lugar, é{existe alguna predisposicidn genética en los individuos para desarrollar
alguna enfermedad? En segundo lugar, ées posible estudiar el perfil de expresion génica
de un tejido patoldgico en alguna de sus etapas de desarrollo para clasificarlo en términos
de pronéstico y tratamiento futuros? Uno de los ejemplos paradigmaticos de enfermedad
abordable desde estos dos puntos de vista es el cancer. Asi, la experiencia acumulada en
el estudio del cancer familiar ha puesto al descubierto varios genes clave (retinoblastoma,
p53, BRCA, APC, etc.) de los que determinados alelos estan fuertemente ligados al
desarrollo de tumores (5). Sin embargo, también cabe preguntarse si otros genes, otros
alelos o sus diversas combinaciones, tienen cierta responsabilidad en el cdncer no familiar.
Muy posiblemente, las respuestas satisfactorias sélo podran venir desde aproximaciones
que aborden el analisis genético a escala gendmica y que permitan correlacionar
conjuntos de SNP con predisposicién a la enfermedad. Idealmente, el perfil alélico de
cualquier individuo informara no sélo de esta predisposicién, sino de la de otras muchas
enfermedades de las que aun desconocemos su componente genético, con la ventaja de
que esa informacion estaria disponible desde el nacimiento o incluso antes, en la mayoria
de los casos en momentos previos a la aparicidn de los sintomas, con lo que sera posible
una medicina preventiva mas efectiva.

El analisis fenotipico de los tumores si que estad ya siendo llevado a cabo mediante
microarrays de DNA con intencidn prondstica. Subyacente a esta cuestion esta la
asuncion de que el desarrollo futuro de un tumor estd en gran medida condicionado por el
patron de genes expresados en un momento dado, por ejemplo, en sus inicios. Un
ejemplo claro que demuestra la validez de estos presupuestos es un estudio realizado
sobre pacientes jovenes de cancer de mama sin nodulos afectados por la enfermedad (6).
El problema con este grupo de pacientes es que los predictores actuales basados en
caracteristicas histoldgicas no consiguen asignar con fiabilidad el futuro de la enfermedad,
con lo que un gran numero de ellos recibe un tratamiento quimioterapéutico que no
habria necesitado. Analizando la expresion de 25.000 genes en mas de cien biopsias
tumorales, 5.000 mostraron alguna variacion entre las distintas muestras; finalmente, el
patrén de expresion de 70 genes concretos permitié asignar con alta fiabilidad los
distintos pacientes a dos grupos, uno con mal prondstico, que desarrolld6 metastasis
durante los siguientes cinco anos, y otro con buen prondstico, que permanecié libre de
enfermedad durante mas de cinco afios. El estudio se amplid posteriormente a pacientes
con nddulos ya afectados por la enfermedad (7) y de nuevo la expresion de esos 70 genes
permitié una clasificacion de los pacientes mucho mas fiable que la basada en indicadores
mas tradicionales, como el consenso de los Institutos Nacionales de Salud de EEUU o el
criterio St. Gallen.
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Logicamente, el uso de las técnicas gendmicas no se limita al analisis del cancer. Los
microarrays de DNA también han permitido analizar los cambios de expresién génica
asociados a otras enfermedades como la distrofia muscular (8), el Alzheimer (9), la
esquizofrenia (10) y la infeccién por VIH-1 (11), entre otras patologias. Es de esperar que
estos y otros estudios permitan identificar para cada enfermedad los genes que cualitativa
y cuantitativamente son relevantes tanto para el diagndstico como para su tratamiento.
En base a tales conocimientos, los desarrollos futuros ofreceran chips especificos de
enfermedad, presumiblemente mas baratos y de un manejo mas sencillo que los
dispositivos actuales, de tal manera que puedan universalizarse en los sistemas de salud
tanto publicos como privados.
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Identificacion y catalogacion de proteinas:

O Primeros objetivos de la era post-gendmica

La Protedmica es una de las areas tecnoldgicas de mayor relevancia cientifica de la era
post-gendmica. La enorme cantidad de informacion generada por los proyectos de
secuenciacién de genomas y la necesidad de descifrar esta informacién han desplazado el
foco de atencidn hacia el estudio directo de las proteinas. La proteémica como analisis a
gran escala de las proteinas se ha convertido en una de las mas importantes disciplinas
para la caracterizacién de la funciéon de los genes, para la construccién de las
interacciones entre las moléculas de proteinas, asi como para arrojar luz sobre los
mecanismos de procesos bioldgicos desde una aproximacion de alta procesividad. La
Protedmica se estd convirtiendo, pues, en una estrategia experimental clave para la
ciencia del siglo XXI, y constituye un campo emergente de la biotecnologia cuyo
desarrollo reviste una importancia estratégica de primer orden.

1. Bases de datos generadas por los proyectos de secuenciacion de genomas

Los programas de secuenciacién de genomas completos inciden directamente en
aumentar la base sobre la que se soportan todas las estrategias de identificacion a gran
escala de proteinas. Son ya mas de 166 los organismos cuyos genomas han sido
secuenciados y anotados de los que 17 son de arqueas, 128 de bacterias y 21 pertenecen
a organismos eucariotas incluido el homo sapiens (3.285 Mb, millones de nucleotidos,
99% anotado); ademas cerca de 700 genomas virales, 250 de pldsmidos, 90 de fagos, y
200 de organelos estan depositados en las bases de datos publicas. A todo esto hay que
sumar los 415 genomas de organismos procariotas y 360 de eucariotas que estan en
proceso de secuenciacion (GOLD, 14-Nov-2003) (1). Esta anotacién de genes, junto con
el analisis a gran escala de ARNm esta arrojando luz a cerca de qué proteinas esperamos
encontrar en un organismo, en qué nivel deben estar presentes y en qué momento ellas
podrian ser expresadas. No obstante el genoma no define las modificaciones pos-
traduccionales de las proteinas, ni su actividad, ni su localizacidn, ni las interacciones con
otras proteinas y/o metabolitos.

La enorme informacion asi generada, y en continuo crecimiento, supone el sustento sobre
el que empieza a definirse el nuevo reto de la etapa post-gendmica: la identificacién y
catalogacion de los productos que expresan estos genes.

2. Definicion de términos

La protedmica es la ciencia que correlaciona las proteinas con sus genes: las células
expresan varios miles de proteinas diferentes y cada una de éstas puede experimentar
numerosas modificaciones post-traducionales dinamicas en respuesta a microambientes
cambiantes, lo cual incrementa de forma significativa el nimero de especies proteicas
diferentes presentes (2). Por tanto el proteoma es "una imagen dinamica de todas las
proteinas expresadas por un organismo, célula o compartimiento subcelular concreto en
un momento dado y bajo determinadas condiciones”, constituyendo el mapa de expresion
proteica de un organismo, tejido o célula dado en condiciones concretas de tiempo y
ambiente.

La ciencia de la protedmica no es nueva en sus bases experimentales, pero ha dado un
salto cualitativo y cuantitativo sensible gracias al desarrollo convergente de diferentes
areas de investigacion como son los proyectos de secuenciacion de distintos genomas, la
potencia computacional actual junto a herramientas bioinformaticas, ademas de un
refinamiento sin precedentes en las técnicas de andlisis de proteinas, tanto en sus
posibilidades como en su sensibilidad.

Basicamente, la protedmica pone en juego un conjunto de técnicas destinadas a resolver,
cuantificar e identificar y caracterizar proteinas asi como almacenar y analizar los datos.
Se ha aplicado a tres tipos de estudios y como tales suelen referirse las areas principales
en las que esta puede ser dividida:
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A. La identificacion y
microcaracterizacion
sistematica de proteinas, con
el objetivo de abordar la
identificacion a gran escala
de los componentes de un
proteoma y de determinar
sus modificaciones
postraduccionales.

B. La identificacién de los
componentes del proteoma
que sufren alteraciones en
sus niveles de expresion a
consecuencia de alteraciones
fisiopatoldgicas (“"Proteémica
de Expresion Diferencial”).
Estos proyectos pretenden
identificar qué proteinas

sufren alteraciones en sus
niveles de expresion a
consecuencia de cambios en
su entorno, situaciones de
estrés, administracion de
drogas, efectores o senales
bioquimicas o su estado
fisiopatoldgico.

C. La caracterizacion de las
interacciones subcelulares
existentes entre las
proteinas y la determinacion
de los componentes de
complejos macromoleculares
(“Proteémica de Mapa
Celular”). Estos proyectos
pretender elucidar la funcion
de las proteinas

caracterizando las
interacciones que tienen
lugar en el interior de la
célula, y responde a la
nocién cada vez mas
extendida de que las
proteinas no acttan en
forma aislada sino que
tienden a formar grandes
complejos. Mediante este
tipo de proyectos, aplicados
de forma sistematica, se
pretende la construccion de
un mapa fisico de las
interacciones existentes

entre las proteinas celulares.

[0 Metodologia

La estrategia experimental troncal (Figura 1) es comdn para la mayoria de los proyectos
protedmicos, basicamente supone:

1. Separacion de proteinas por electroforesis bidimensional

El primer paso lo constituye la electroforesis bidimensional (2D-E), el centro neuralgico de
la tecnologia del proteoma, es el método de elecciéon en los grandes proyectos de
protedmica para separar simultdneamente hasta miles de componentes individuales en
mezclas complejas de proteinas (Figura 1). La primera dimension separa las proteinas en
funcidon de sus puntos isoeléctricos (electroenfoque), mientras que la segunda dimensién
lo hace segun su tamano por electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS
(SDS-PAGE).

i -
.\H"
Control Diseased or
sample treated sample

Preparacion
de la muestra il

: Huella
= mE peptidica
'—h - .I.I..l.aan.pl.
.- |':I" "'L : T ————
ra s ¥
-

Identificacion

Separaci6n de proteinas y caracterizacion de proteinas

y Analisis de imagen

Figura 1. Estrategia analitica generalmente utilizada en analisis de proteémica.
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2. Obtencidn del patron de expresion proteico y analisis de imagenes

Después de desarrollar la segunda dimensién de la electroforesis se visualizara el patrén
de expresiodn proteico utilizando un amplio abanico de métodos de tincidn (plata, azul de
Coomasie, tincidn inversa, fluorescencia, radioactividad) que con distintos grados de
sensibilidad (por debajo del ng por mancha) permitird visualizar, escanear y analizar las
imagenes del patréon de expresidn de proteinas. El analisis de imagenes (patron de
expresion) se lleva a cabo mediante el uso de programas informaticos (ImageMaster,
Mellanie u otros) que facilitarén la comparacién entre las distintas condiciones y con bases
de datos de geles de 2-D existentes en el dominio publico de la red de Internet.

3. Identificacion y Caracterizacion de Proteinas

La identificacion de proteinas se lleva a cabo a partir del conocimiento de uno o varios
atributos de las mismas que son ajustados frente a una o varias bases de datos.

4. Obtencion de Huellas Peptidicas de Proteinas

La estrategia de eleccion mas importante en el proceso de identificacidon y caracterizacion
de las proteinas elegidas a partir de los geles de 2-D viene definida por la espectrometria
de masas (EM) que es una tecnologia analitica esencial en el contexto de la protedmica
debido a su alta capacidad de analisis, su sensibilidad y su precisidon en la determinacion
de las masas moleculares de péptidos y proteinas, asi como por la informacion sobre la
composicion molecular que se deriva de la masa molecular. La primera y mas importante
opcidn para el analisis de mezclas complejas de digeridos proteicos es la espectrometria
MALDI-TOF que utiliza una técnica de generacion de iones por desorcidon/ionizacion
mediante laser inducida por matriz (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation, MALDI).
La estrategia mas utilizada para identificar una proteina dada es volcar, mediante
softwares especificos (ProFound, Mascot, p.ej.), en una base de datos de proteinas las
masas provenientes de los digeridos proteicos (huellas peptidicas) obtenidas por
espectrometria de masas donde se ajustan estas con las que provienen de digerir
tedricamente las distintas proteinas presentes en las distintas bases de datos (3). Si el
genoma del organismo o especie esta secuenciado y su informacion es accesible a las
bases de datos publicas esta busqueda-rastreo dard un resultado que sera una proteina
candidata con un grado de fiabilidad determinado.

5. Obtencion de Espectros MS/MS

La comprobacion de que la proteina candidata con mayor probabilidad sea
inambiguamente la proteina aislada se realiza por fragmentaciéon de alguno de los iones
moleculares obtenidos en el espectro de huellas peptidicas y que corresponde a una
secuencia dada de la proteina candidata.

En determinadas circunstancias hay que recurrir a la obtencion de espectros de masas
basados en otro tipo de fuente de ionizacién para generar los iones peptidicos: la
ionizacién por electronebulizacién (Electrospray Ionisation, ESI). Esta técnica de
ionizacion que genera una amplia coleccion de iones metaestables (4) y por tanto mas
facilmente fragmentables, exige una pureza extrema en la preparacion de la muestra
requiriendo una purificacidon previa de esta por cromatografia capilar de alta resolucién
(nano-HPLC), la confinacion de los iones generados en una trampa iénica o cuadrupolo y
su posterior fragmentacién en una camara de colision, permite la obtencién de
informacidn secuencial.

6. Caracterizacion de las modificaciones co- y post-traduccionales

Las mutaciones puntuales y las modificaciones co- y post-traduccionales pueden quedar
de manifiesto en un analisis de masas por la diferencia que se observa entre la masa
esperada y la obtenida experimentalmente.
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FindMod es un programa bioinformatico, disponible desde la pagina ExPASy de Internet,
disefiado para la identificacion de modificaciones post-traduccionales de proteinas. Analiza
las masas de la huella peptidica de proteinas conocidas para determinar la presencia de
hasta 22 tipos de modificaciones post-traduccionales de masas discretas como, entre otras,
acetilacion, amidacién, fosforilacion, farnesilacion, geranil-geranilacion, carboxilacion,
glicosilacién, miristoilacién, palmitoilaciéon. Si una diferencia de masa corresponde a una
modificacién conocida que aun no esta anotada en la base de datos SWISS-PROT, el
programa aplica un conjunto de reglas “inteligentes” a la secuencia del péptido de interés y
realiza predicciones acerca del aminoacido que mas probablemente porte la modificacion.

0 Limitaciones

Obviamente, estas metodologias no estan exentas de problemas, resultando dificil, en
algunos casos, la interpretacion de los resultados. Asi, entre los principales problemas
asociados a la 2D-E se encuentra la solubilizacidon de las proteinas, tanto en lo referente al
procedimiento inicial de extraccidon como al proceso de transferencia de proteinas desde las
tiras de IPG a los geles de la segunda dimension. Por otro lado, aunque el uso de
gradientes de pH inmovilizados sobre soportes plasticos (inmobilinas) ha mejorado
notablemente la reproducibilidad de la primera dimensién, esta caracteristica no esta
garantizada, necesitandose un alto nimero de geles para la consecucion de réplicas en
nimero estadisticamente relevante a fin de obtener geles promediados de referencia.
Otros problemas provienen de la sensibilidad de deteccidn de proteinas y del poder de
resolucion de la técnica, principalmente en el rango basico de pH. Mas importante, las
limitaciones intrinsecas derivadas de esta técnica de separacidn: proteinas de peso
molecular superior a 100 kDa, inferior a 10 kDa, de pl inferiores a 3.5 y superiores a 9, las
expresadas a bajo nivel y sobre todo las hidrofébicas, estén propiciando la necesidad de
incluir otras aproximaciones para complementar la ventana de andlisis que ofrece la 2-D.

Respecto a la EM, la masa experimental de proteinas aisladas en geles puede ser
diferente de la obtenida para proteinas puras como consecuencia de reacciones laterales
como las que tienen lugar en Met o Trp (oxidacidon), Cys o grupos N-terminales libres
(acrilamidacién) o formacién de iones aductos en presencia de altos niveles de sales,
Coomassie o SDS.

En la huella peptidica, la interpretacion del espectro de masas se complica porque no
todos los fragmentos proteoliticos se extraen de igual manera, permaneciendo, tras la
digestién, un numero indeterminado de péptidos retenidos en los geles o membranas. Por
otro lado, el modo de ionizacién intrinseco al bombardeo por laser, puede producir
fragmentaciones no deseadas en la molécula polipeptidica (rotura de algunos enlaces
labiles) que hagan inviable el andlisis fiable de determinados péptidos. De ser asi, resulta
recomendable el empleo de otros métodos de ionizacién basados en principios diferentes
(p. €j., la electronebulizacién o ESI).

Por otra parte, no todos los posibles iones pueden observarse claramente y algunos estan
ausentes. Por ultimo, cabe sefalar que la accesibilidad a cualquier banco de datos, ya sea
gendmico o de proteinas, no es todavia universal.

0 Aproximacion protedmica al diagnostico clinico

La gendmica ha aumentado sustancialmente el conocimiento que se poseia sobre muchas
enfermedades, abriendo nuevas avenidas terapéuticas. La protedmica correlaciona las
proteinas con sus genes siendo un area de investigacion que conjuga factores genéticos y
ambientales. Una enfermedad se puede producir por un intercambio de un solo par de
bases en un genoma. Sin embargo, la mayor parte de las enfermedades son mas
complejas y la elucidacién de sus mecanismos patolégicos mas complicada. Para
comprender los mecanismos moleculares subyacentes al desarrollo de la enfermedad se
precisan métodos adecuados a esta complejidad. La etiologia de numerosas
enfermedades es de caracter multifactorial y poligénica. Las proteinas, como productos
de los genes y como macromoléculas efectoras, son los candidatos principales como
moléculas diana en el desarrollo de enfermedades. La composicidn proteica “proteoma”
representa el estatus funcional de un compartimiento bioldgico.
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El término “protedmica clinica” hace referencia a la aplicacién de la tecnologia proteémica
disponible al campo de la investigacion clinica actual. La posibilidad de analizar de una
forma exhaustiva y simultdnea, cambios en un gran nimero de proteinas en el contexto
de una enfermedad o de distintas condiciones fisioldgicas sitla a la protedmica como una
prometedora herramienta para abrir soluciones a cuestiones dificiles de investigacion
clinica. De hecho, ya se han aplicado extensivamente analisis protedmicos para estudios
clinicos que van desde el cancer a enfermedades cardiovasculares o neurodegenerativas,
al transplante de érganos o estudios farmacodinamicos.

Los métodos protedmicos descritos con anterioridad generan patrones globales de
expresion de proteinas de manera similar a como los microarrays de ADN pueden definir
patrones exhaustivos de expresion de ARNm.

La electroforesis bidimensional, en combinacion con diferentes formas de espectrometria
de masas se ha utilizado para generar un mapa proteémico del cerebelo adulto del ratdon
(5), de la rata (6) y del cerdo (7). En el estudio desarrollado con cerebelo de rata se
visualizaron mas de 3.000 “spots” o manchas proteicas en geles bidimensionales
identificandose 67 de estas y utilizadas como referencia para la comparacion con los
perfiles de cerebelos obtenidos a lo largo del desarrollo (a dias 0, 3, 7, 14 y 21
postnatales). Aunque la mayor parte de las proteinas se incrementaban en abundancia
con la maduracién del cerebelo 42 “spots” se expresaban exclusivamente, o muy
abundantemente, en el cerebelo inmaduro, 29 de las cuales fueron identificadas por
huella peptidica, algunas con funcién desconocida y otras con claro papel en el desarrollo
del sistema nervioso.

Por otro lado, se han construido mapas 2-D de proteinas de cerebros completos de ratén
(8), rata (9) y humano (10) para facilitar el analisis sistematico del proteoma cerebral
completo. Se han identificado mas de 200 proteinas pudiéndose clasificar como proteinas
estructurales, como enzimas implicadas en el metabolismo energético, en la sintesis de
proteinas, en la degradacién de proteinas, en la transcripcion del RNA, proteinas de
respuesta al estrés oxidativo, ademas de proteinas sinapticas. Dado que estos mapas han
sido construidos a partir de cerebros totales, las proteinas derivan de neuronas,
astrocitos, oligodendrocitos, microglia y células sanguineas. El uso de cultivos de células
purificados, citometria de flujo, “immunopanning”, microdiseccion mediante captura por
laser (LCM) y otras técnicas de seleccidn, reduciran la complejidad de las mezclas de
proteinas y facilitaran la identificacién tanto de las asociadas especificamente a algun tipo
celular como de las menos abundantes.

La construccién de mapas del proteoma cerebral estd sirviendo como base de datos de
referencia para estudiar los cambios en los niveles de proteinas asociados al desarrollo,
envejecimiento, comportamientos anormales, o los distintos desordenes que afectan al
sistema nervioso como las enfermedades de Alzheimer o Huntington.

Anélisis protedmicos se han llevado a cabo con muestras de cerebros humanos con
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer (11) donde se identificaron 37
proteinas asociadas especificamente a esta enfermedad, o a cerebros de ratones
transgénicos que modelan enfermedades neurodegenerativas humanas (enfermedad de
Pick). La sobrexpresidon de la proteina Tau (12) ha sido asociada a numerosas
enfermedades neurodegenerativas: sindrome de Down, enfermedad de Pick y otras,
ademas de Alzheimer. Asimismo se han generado ratones que sobreexpresan la serin-
treonin kinasa GSK-3B, que fosforila tau, y comparados los proteomas cerebrales de estos
con los normales evidenciandose hasta 51 cambios (13).

Analisis protedmicos recientes han demostrado cambios en la familia
semaforina/colapsina y proteinas relaccionadas con la dihidropirimidinasa en muestras de
cerebro fetal de pacientes con sindrome de Down (14). Asimismo, mediante
aproximaciones protedmicas se ha podido evidenciar que ciertas formas de dafio cerebral
y enfermedades neurodegenerativas se asocian a alteraciones en la expresion de
proteinas implicadas en la regulacion del crecimiento y mantenimiento de la integridad de
procesos neuronales (15). La localizacién, identificacion y caracterizacién de las proteinas
y del gen o los genes responsables puede ayudar a la comprension de los mecanismos
fisiologicos que se desencadenan en enfermedades neurodegenerativas.
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La estrategia clasica protedmica de identificacién masiva de proteinas se ha aplicado
extensivamente para la deteccidon de proteinas asociada a tumores: cancer de colon,
hepatocarcinomas (16), fibrosarcoma (17), cancer de vejiga (18, 19), cancer de mama
(20, 21), cancer de pulmoén (22), cancer de rifion (23), cadncer de ovario (24), préstata
(25), médula 6sea (26, 27).

Existen numerosos marcadores tumorales descritos (28), sin embargo, sélo unos pocos
se han revelado Utiles en el diagnostico y en el prondstico clinico de supervivencia y
recurrencia. Por ello, continla siendo de relevancia la descripcién y caracterizacion de
nuevos marcadores.

Mas recientemente se ha comenzado su aplicacidon a distintos y variados problemas
bioldgicos, como son: a) el estudio de determinantes de patogenicidad y resistencia a
antibidticos en microorganismos (29, 30); b) desordenes y degeneracion del sistema
nervioso (31, 32); c) patologias humanas organo-especificas (33), entre otras.

0O Perspectivas (“Protedmica de segunda generacion”)

La disponibilidad de tiras de IPG de rango de pH estrecho mejorara el poder de resolucion
de la 2D-E al expandir areas especificas de pH. Sera necesario avanzar en la capacidad de
focalizacion de las tiras de IPG en la zona basica si se requiere el analisis total de un
proteoma. El uso de distintos fluorocromos para visualizar diferencialmente (mediante
lectores de fluorescencia adecuados) proteinas provenientes de muestras problema
versus control en un mismo gel (DIGE) supone un claro avance en el analisis comparativo
de la expresion diferencial de proteinas. Por otro lado, para el andlisis a gran escala de
proteomas es preciso desarrollar una plataforma integrada que cubra el analisis de
imagenes y la escision y digestidon de las manchas de proteina de los geles de 2D-E.

Sin embargo, las limitaciones intrinsecas derivadas de la técnica de separacion (proteinas
de peso molecular superior a 100 kDa, inferior a 10 kDa, de pl inferiores a 3.5 y
superiores a 9, las expresadas a bajo nivel y sobre todo las hidrofdbicas) estan
propiciando la necesidad de incluir otras aproximaciones para complementar la ventana
de analisis que ofrece la 2-D. La utilizacion de técnicas de separacion de péptidos basadas
en la cromatografia liquida multidimensional (intercambio idnico, afinidad y fase reversa)
en escala capilar o nana, en conjunciéon con espectrometria MS/MS (Q-TOF Nano-ESI)
suponen herramientas irrenunciables para garantizar una identificacion en la escala baja
de los fmoles-attomoles de proteinas. Asi, estrategias de analisis de expresion diferencial
de proteinas como la ICAT (Isotope Coded Affinity Tag) (34) que combina marcaje
quimico diferenciado isotépicamente de lisados celulares, cromatografia capilar
multidimensional de péptidos y espectrometria masas/masas se estan empezando a
utilizar por aquellos laboratorios con acceso a la instrumentacion requerida
[espectrometro de masas Q-TOF, MALDI-TOF-TOF o nano-electrospray (nESI)].
Aplicaciones Utiles de esta tecnologia se han aportado en el caso de algunas
enfermedades neurodegenerativas (35).

Alternativamente, el fraccionamiento de muestras complejas de proteinas mediante
cromatografia de retencidon sobre chips y posterior analisis de estas por espectrometria de
masas SELDI (Surface Enhanced Laser Desorption/Ionization-Time Of Flight) (36)
supone una plataforma de andlisis rapida, reproducible y robusta, extremadamente util
para el analisis comparativo de perfiles de expresidn de proteinas en el rango bajo de los
fmoles que, en conjuncion con las otras espectrometrias de masas, facilita enormemente
la identificacidon de proteinas.

Esta aproximacién, proteinChip’-SELDI constituye la aplicacion mas efectiva de la
utilizacién de chips de proteinas para el diagnostico de tumores a partir de perfiles de
proteinas en suero: hepatocarcinoma (37), cancer de préstata (38, 39, 40, 41), cancer de
mama (42, 43) o cancer de ovario (44, 45, 46), afiadiendose diferentes biomarcadores en
el rango de 5 a 20 kDa, o en lineas celulares en cancer colorectal (47).

La protedmica contiene el potencial para revolucionar tanto el diagndstico clinico como el
manejo de la enfermedad. La obtencion de perfiles de expresion proteica en el suero
mediante espectrometria de masas SELDI-TOF esta emergiendo como un nuevo enfoque
para la obtencién de patrones de expresion de proteinas capaces de distinguir estados
enfermos y libres de enfermedad con alto grado de sensibilidad y especificidad. Este
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método se ha mostrado muy prometedor para el diagndstico precoz de cancer de ovario y
esta siendo aplicado en un amplio abanico de estadios patoldgicos.

La tecnologia de los microarrays de proteinas esta siendo evaluada como una nueva
forma de monitorizar la respuesta bioldgica a la terapia. Mediante la medida de la
fosforilacion de proteinas en sitios clave bien sea en diferentes estados de la progresion
de la enfermedad, bien sea antes y después de un tratamiento.

En la actualidad esta tecnologia es rutinariamente utilizada en los Institutos Nacionales de
Salud norteamericanos (NIH) en estudios clinicos de fase II de canceres de ovario y
mama (48). Las proteinas asociadas con las rutas de supervivencia y apoptosis celular
son monitorizadas como marcadores bioldgicos de la progresion de la enfermedad en
estos ensayos clinicos.

Tecnologias protedmicas como la obtencidn de patrones de proteinas séricas junto a las
tecnologias de microarrays de proteinas constituyen el nuevo paradigma para la deteccion
de enfermedades y monitorizacién de estas en respuesta a la terapia. Gendmica vy
protedmica seran integrados en el tratamiento de los pacientes de cancer a través de un
disefio y un seguimiento de terapias individualizadas (49, 50).

O Importancia y aplicabilidad

En resumen, las distintas técnicas de la protedmica pretenden obtener informacion acerca
de las proteinas celulares que puedan resultar afectadas como consecuencia de un estadio
fisiopatoldgico alterado. El analisis comparado de los patrones de expresion proteica de
p.ej. tejidos tumorales es la base tanto para hallar potenciales marcadores asociados al
desarrollo tumoral como de sefalar futuras dianas terapéuticas Utiles para la prevencion
del crecimiento de las células tumorales. Su estudio debe de conducir al establecimiento de
métodos moleculares para clasificar el tipo tumoral y su invasividad lo que, a su vez, puede
tener importantes consecuencias para el diagnostico y tratamiento del cancer.

La identificacion y caracterizacion de modificaciones postraduccionales en proteinas es un
campo que se escapa a la informacion genética propiamente dicha por lo que la
evaluacion de la aproximacién protedmica a este area tiene una gran relevancia.

Hoy en dia, la protedmica constituye una de las areas de investigacion mas pujantes. A
pesar de todo su potencial, los estudios han de ser cuidadosamente seleccionados a fin de
diferenciar niveles de expresién de proteinas como diferencias clinicas auténticas de
aquellas derivadas de la recoleccidn-manipulaciéon de la muestra, variaciones derivadas de
las condiciones experimentales y aquellas propias de una variabilidad bioldgica normal
(51).

En conclusién, la electroforesis bidimensional, la cromatografia multidimensional, el
analisis de imagenes, las espectrometrias de masas SELDI-TOF, MALDI-TOF, MALDI-TOF-
TOF, Q-TOF y ESI-Trampa iénica (en tandem con nano-HPLC), constituyen poderosas
técnicas bioanaliticas que junto a las Bases de Datos generadas por los proyectos de
secuenciacion de genomas y las herramientas bioinformaticas son Utiles para la
separacion, identificacidn, caracterizacién y catalogacion de proteinas en el contexto de
los objetivos de la protedmica.
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Bioinformatica:

0 Primeros objetivos de la era post-gendmica

Podemos comenzar por definir Bioinformatica como la “Organizacién, manipulacion y
anadlisis de resultados en Biologia Molecular y Biomedicina utilizando métodos
computacionales”. La historia de la Bioinformatica es tan antigua como la propia
Bioquimica y Biologia Molecular, puesto que su desarrollo se ha realizado al hilo las
necesidades de analisis generadas por la rapida evolucién de las técnicas experimentales,
particularmente en el caso de la Genética Molecular donde la informacién sobre la
secuencia de genes y proteinas ha requerido desde el principio la organizacion,
almacenamiento y analisis de la informacion generada experimentalmente. Un
paralelismo igualmente estrecho se puede establecer con el desarrollo de nuevos
algoritmos en Ciencias de la Computacién, de los que la Bioinformatica se nutre
continuamente buscando aplicaciones especificas a los problemas de Bioldgicos y
Biomédicos.

Esta situacion hace que la Bioinformatica pueda considerarse como una disciplina mas de
la Biologia, en la que los instrumentos son distintos, en este caso computacionales, pero
los problemas vy finalidades son las mismas (1). En este contexto es un error pensar que
la Bioinformatica es sélo una mezcla de Biologia e Informatica, ignorando la metodologia
y aproximaciones propias que ha desarrollado durante todos estos afios.

1. La Bioinformatica como parte de la revolucion Genémica

Aunque podamos trazar origen de la Bioinformatica hasta hace 30 afios, es evidente que
su importancia y el papel central que ahora juega en la investigacién en Biologia y
Biomedicina esta directamente relacionado con la explosion de las técnicas de Gendmica y
Protedmica. La rapida evolucién de estas areas desde la secuenciacién del primer genoma
de un organismo completo, la bacteria Helicobacter pylori en 1995, hasta la publicacion
del primer borrador del genoma humano, han hecho evidente la necesidad de métodos
computacionales capaces de lidiar con la nueva y compleja informacién.

Francis Collins (2), director del centro del National Human Genome Research Institute
(NIH) y figura principal del esfuerzo de secuenciacién del genoma humano, en un reciente
articulo colocaba la Bioinformatica como uno de los pilares fundamentales para el futuro
desarrollo de la Gendémica. En su concepcidn, la secuenciacidon del genoma humano sirve
como base a una etapa en la que esa informacion gendmica transformara efectivamente
las practicas en Biologia, un proceso en el que estamos inmersos y del que los desarrollos
de las técnicas de Gendmica Funcional y Protedmica descritas en este capitulo son buena
prueba. Esta etapa vendrd seguida de otra en la que la informacién gendmica influird
directamente en el desarrollo de la Medicina (Biomedicina) una excitante posibilidad de la
que vemos los primeros pasos en aplicaciones como el diagndstico molecular del cancer
basado en datos de expresion génica. Finalmente, Collins describe una ultima etapa en la
informacion gendmica que acabara influyendo en la propia sociedad. Esta construccion
basada en los desarrollos relacionados con la genémica y en particular la secuenciacion
del genoma humano estd basada en varios pilares, que incluyen las relaciones con la
sociedad (informacion y formacién), los problemas éticos y legales tan importantes al
tratar con informacion directa sobre la herencia genética, los desarrollos tecnoldgicos en
los que se basan todas las nuevas técnicas robotizadas en Gendmica, la formacion de
nuevos profesionales en este area (un problema absolutamente critico y todavia no
resuelto en nuestro pais) y finalmente la Bioinformatica. Es en este sentido en el que en
este capitulo describimos las potencialidades que ofrece la Bioinformatica en su aplicacion
practica en Biomedicina en el contexto de la Gendémica y Protedmica.

2. Bioinformatica y manejo de la informaciéon genémica

En una primera aproximacién el problema con que se enfrenta la Bioinformatica, se
relaciona con el analisis de la secuencia de acidos nucleicos que componen los genomas.
En este sentido contamos en la actualidad con 31 millones de entradas en la base de
datos y 45.000 millones de bases, un milléon de entradas de proteinas con 310 millones de
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aminoacidos. La propia cantidad de datos generada crea problemas computacionales, de
los que la secuenciacién comercial del genoma humano puede ser un ejemplo. Para este
proyecto fue necesario poner en marcha una colaboracién entre una empresa de
genomica y secuenciacién (Celera), un fabricante de sistemas de secuenciacién (Applied
Biosystems) como parte de la corporaciéon Applera, que a su vez colaboré con una
compania proveedora de ordenadores (Compaq, que en aquel momento construyo el
mayor conjunto privado de ordenadores y es ahora parte de Hewlett-Packard) y compré
otra compania que desarrolla ordenadores de propdsito especifico (Paracel).

Con ser esta avalancha de datos un factor determinante de la evolucién de la
Bioinformatica es importante no olvidar la importancia de la propia diversidad de los
datos. La Biologia Molecular y la Biomedicina generan no sélo muchos datos sino datos
muy diversos lo que plantea problemas muy dificiles durante la generacién de las
correspondientes estructuras de bases de datos, métodos de almacenamiento, que deben
adaptarse constantemente a los nuevos métodos.

O Figura 1. Principales bases de datos en biologia molecular y biomedicina

Los dos centros que mantienen las bases de datos esenciales son en USA el NCBI y en
Europa el EBI-EMBL, aunque otros muchos producen bases de datos focalizadas en
diversos temas. Las principales bases de datos con conteniendo informaciéon sobre
secuencias de genes y proteinas son una capa basica de informacion, sobre la que se
han construido otras 500 bases de datos con informacidn relacionada. Estas incluyen
bases de datos combinando aspectos de motivos de secuencias, bases de datos
relacionadas con variaciones génicas, estructura de proteinas, datos de gendmica
funcional y protedmica. Una mencion especial merece la base de datos OMIM,
especializada en datos moleculares relacionadas con enfermedades en humanos.

e NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION (NCBI) PARTE DE LA NATIONAL
LIBRARY FOR MEDICINE DEL NIH HTTP://WWW.NCBI.NLM.NIH.GOV/

e EUROPEAN BIOINFORMATICS INSTITUTE (OUTSTATION DEL EUROPEAN MOLECULAR
BIOLOGY LABORATORY) EBI-EMBL HTTP://WWW.EBI.AC.UK/

e SANGER CENTER HTTP://WWW.SANGER.AC.UK

 GRUPO DE DISENO DE PROTEINAS, PDG (CNB-CSIC) HTTP://WWW.PDG.CNB.UAM.ES

e BASES DE DATOS.

e SECUENCIAS DE DNA: HTTP://WWW.EBI.AC.UK/EMBL/

o SECUENCIAS DE PROTEINAS: SWISSPROT HTTP://US.EXPASY.ORG/SPROT/ Y TREMBL
HTTP://WWW.EBI.AC.UK/EMBL/

o DOMINIOS DE PROTEINAS HTTP://WWW.EBI.AC.UK/INTERPRO/INDEX.HTML

e ESTRUCTURAS TRIDIMENSIONALES: HTTP://WWW.EBI.AC.UK/MSD/

e BASES MOLECULARES DE ENFERMEDADES “ONLINE MENDELIAN INHERITANCE IN MAN
OMIM” HTTP://WWW.NCBI.NLM.NIH.GOV/OMIM/

« MEDLINE, REPOSITORIO DE PUBLICACIONES CIENTIFICAS EN BIOMEDICINA
HTTP://WWW.NCBI.NLM.NIH.GOV/ENTREZ/

e UN SISTEMA PARA NAVEGAR ENTRE BASES DE DATOS: HTTP://SRS.EBI.AC.UK/

\

3. Analisis del genoma humano y comparaciéon con genomas modelo

El proyecto del genoma humano ha supuesto un punto focal de amplias repercusiones
mediaticas. Desde el punto de vista técnico es uno de los genomas eucariotas
secuenciados junto a levaduras, Drosophila, C. elegans, ratén, rata, arabidopsis, arroz,
fugus y otros. Ademas se han secuenciado mas de 100 genomas bacterianos con un
numero de genes equivalente al tamafo del genoma humano. El esfuerzo de
secuenciacion, ahora llevado a cabo por centros altamente organizados y robotizados,
continla y esperamos disponer de decenas de genomas de organismos superiores en
los préoximos afios.
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El primer problema bioinformatico de la secuenciacidon del genoma humano se refiere a la
reconstruccién de la propia secuencia del ADN partiendo de los fragmentos secuenciados,
seguido del anadlisis para detectar los genes y las sefiales de regulacion génica. Este es un
problema dificil puesto que las regiones que codifican para genes son muy pocas (menos
del 5% del total del genoma) y las sefiales en la secuencia que separan las regiones
codificadoras son muy tenues. En el mejor de los casos los programas de prediccion de
genes son capaces de predecir correctamente menos del 50% de los genes. Esta
aproximacion se suplementa con busquedas de proteinas (via sus RNA mensajeros) que
sirven para verificar las predicciones, lo que permite mejorar las predicciones. Finalmente
la comparacién directa con otros genomas préximos (i.e. el genoma de ratén) puede
utilizarse para confirmar la presencia de regiones codificantes conservadas.

Estamos por tanto en una situacion en la que combinando informacion de genes,
proteinas y genomas esperamos mejorar la definicion de los genes humanos, cuyo
numero es todavia desconocido, puede oscilar entre 25.000 y 30.000.

O Figura 2. Resultados actuales del analisis del genoma humano

El ejemplo del cromosoma 22 de humanos esta tomado del proyecto de anotacion
del Sanger Center (http://www.ensembl.org/).

En la figura se observa la localizacién de la bandas en las 49, 376, 972 pares de bases
secuenciados, la densidad de la distribucidn de los 485 genes detectados en el
cromosoma (mas 91 en tono mas claro detectados durante la re-anotacion del
cromosoma), la presencia de las secuencias repetidas caracteristicas del genoma
humano y la densidad de variaciones de un solo nucledtido (SNPs) correspondientes a
las 120.765 localizadas para este cromosoma.

4. Prediccion de la estructura y la funcion de

las proteinas

Alund S . TR

La secuenciacidn y el subsiguiente analisis del
genoma en términos de la detecciéon de genes
es necesaria para la obtencién de informacién
bioldgica relevante. El siguiente proceso
consiste en comparar las secuencias de
cada una de las proteinas (deducida de los
genes detectados en el genoma) con la
informacién disponible en las bases de
datos para asignar una posible
estructura y funcion a las
correspondientes proteinas.

Las proteinas desarrollan su
actividad bioldgica gracias a su
capacidad para mantener una
estructura tridimensional Unica,
precisa, de la que depende
completamente su funcidn.

Es por esto por lo que las
compaifias farmacéuticas
realizan considerables
esfuerzos para disponer

de la estructura de las
proteinas con las que

trabajan, puesto que de ese modo pueden
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acelerar considerablemente el proceso de
modificacidon y mejora de los correspondientes

| genoma humano.
farmacos.

Obtener la estructura de las proteinas experimentalmente con métodos de RMN y rayos X
es laborioso y caro. Por dar un ejemplo un consorcio de agencias y compafiias Britanicas y
Canadienses han financiado con aproximadamente 100M$ un proyecto para resolver 300
proteinas de interés farmacoldgico.
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Este esfuerzo experimental no puede en ninguno de los casos obtener una estructura para
cada una de las proteinas conocidas y nuestro conocimiento de los procesos fisicos
subyacentes no es suficiente para reproducir el proceso de plegamiento de las proteinas
computacionalmente (este es conocido como el problema del plegamiento de proteinas y
permanece como uno de los mayores desafios de la biologia en el siglo XXI). Somos por
tanto afortunados de disponer de las técnicas bioinformaticas de modelado por homologia
capaces de producir modelos Utiles para las proteinas cuya secuencia es suficientemente
parecida a proteinas de estructura conocida (baséndose en una regla empirica que relaciona
el parecido en secuencia con el parecido en estructura). De este modo es posible obtener
estructuras (modelos) para aproximadamente el 25% de las proteinas de los genomas.

Nuevos métodos computacionales comienzan a hacer posible detectar parecidos mas
remotos y generar modelos para un mayor nimero de proteinas. Esperamos que la mejora
de estas técnicas haga que en los préoximos anos sea posible predecir la estructura
tridimensional para la mayor parte de las proteinas de interés directo, como por ejemplo
dianas de medicamentos. Aun asi es dificil pensar que la calidad de esos modelos vaya a ser
en todos los casos suficientes para disefiar directamente farmacos utilizando métodos
computacionales.

5. La bioinformatica en genémica y protedmica: nuevos desafios

Los desarrollos recientes han hecho que las posibilidades de la bioinformatica se
expandan enormemente mas alld de los analisis de los genomas y proteinas arriba
discutidos.

Informacion

Gendmica De la estructura

molecular a la
funcién

Identificacion de
genes

Relaciones
funcionales

Genes implicados
en enfermedades

Patrones de
expresion génica
y marcadores

Perfiles de
- — Compuestos
Interacciones y quimicos
complejos

Caracterizacion de
variantes

Mineria de

Datos
Antael)l(stI:sde Biologia y
Biomedicina

Literatura y repositorios Web

Figura 3. Confluencia de técnicas en la era post-gendmica y papel central de la Bioinformatica.
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6. Niveles de expresion génica, y contenido proteico, en células y tejidos

El desarrollo de una tecnologia de “expression arrays” y Protedmica (ver la seccion
especifica en este capitulo) conllevan una serie de nuevos métodos computacionales
para la organizacién y almacenamiento de la compleja informaciéon experimental
generada, incluyendo el disefio de las bases de datos adaptadas a la cambiante
tecnologia, la capacidad para almacenar tanto imagenes como datos elaborados, la
estimacién de la significacidon estadistica de los resultados, la comparacién de los
patrones de expresidon o modificacién en colecciones de genes y proteinas. Finalmente
es extremadamente laboriosa la Ultima etapa del analisis de los resultados, incluyendo
la comparacion de estos con la informacién sobre funciones y enfermedades disponible.

Varios sistemas publicos y privados contienen métodos para el analisis de los resultados
de DNA arrays y experimentos de protedémica, incluyendo la creacién de estandares para
la comparacién de resultados generados por distintos laboratorios. La novedad y rapida
evolucion de esta tecnologia hacen imposible una uUnica solucion bioinformatica y el
proceso de analisis debe verse como parte del propio proceso experimental.

7. Variabilidad génica en y entre individuos

Una de las posibilidades mas interesantes abiertas por las nuevas tecnologias genémicas
es la exploracién de las bases moleculares de la diferencia entre individuos. Los
resultados de secuenciacion (u otro tipo de métodos) a la deteccidén de pequefios cambios
entre individuos (SNPs) permiten observar que pueden asociarse con caracteristicas
fisicas.

Esta informacion hace posible utilizar la observacion de una serie de marcadores
genéticos (SNPs) para predecir con una determinante fiabilidad estadistica, la propension
a una enfermedad o la conveniencia de un tratamiento. El enorme potencial de estas
aplicaciones corre en paralelo con la enorme complejidad del analisis sistematico de la
relacidn estadistica entre enfermedades y polimorfismos.

Varios proyectos han desarrollado este tipo de aproximaciones, incluyendo el esfuerzo
publico realizado en Estonia para relacionar mapeo de SNPs en grandes sectores de la
poblacidn con los resultados de encuestas sobre enfermedades realizados por médicos de
cabecera. Un esfuerzo similar es el que realiza la compafiia DECODE en Islandia o por el
consorcio publico de HapMap.

Este tipo de aproximacion es también la base de la llamada “medicina a la carta” en la que
las compafiias farmacéuticas pretenden desarrollar farmacos especificos para sectores de
la poblacidon con determinadas caracteristicas gendmicas. En este caso se trataria de
abaratar el coste de los ensayos clinicos delimitando de antemano las caracteristicas de
las poblaciones objetivo. Si bien es cierto que las posibilidades técnicas son reales, es
dificil decir en qué punto los calculos econdmicos y la regulacion legal haran posible su
implementacion practica.

8. Extraccion de informacion a partir de la literatura

Los grandes repositorios de informacion textual disponibles, comenzando por los mas
de doce millones de publicaciones en Biologia y Biomedicina (sus resimenes estan
disponibles en un repositorio publico llamado Medline), han promovido el desarrollo de
sistemas bioinformaticos para su utilizacidon sistematica, por ejemplo para establecer
las relaciones entre las enfermedades, los genes asociados y sus funciones potenciales,
todo ello deducido automaticamente de las correspondientes publicaciones. Este tipo de
metodologia estd llamada a convertirse en una de las principales ramas de actividad en
Bioinformatica a medida que las distintas publicaciones comienzan a distribuirse en
formatos electrénicos. Los problemas relacionados con la propiedad intelectual de las
mismas publicaciones y el papel de las casas editoriales son ahora mismo objeto de una
interesante discusion.

125

VYNIDIAIW A YWONFD



GENOMA Y MEDICINA

9. El futuro de las relaciones entre la Bioinformatica y la Informatica Médica

La informacién Gendmica y Protedmica, junto al tratamiento bioinformatico, estan
comenzando a introducirse en el proceso de diagndstico de enfermedades, como por
ejemplo con el uso de marcadores moleculares de procesos patolégicos, como es por
ejemplo la asociacién de factores de riesgos mediante el estudio de la composicién
gendmica y su variabilidad en individuos. En esta area se produce el encuentro directo
entre la Bioinformatica y la Informatica Médica. La primera, como hemos visto mas
relacionada hasta ahora con la Biologia Molecular y las técnicas gendmicas y la segunda
con la organizacion de bases de datos y repositorios sobre datos clinicos. Las
posibilidades futuras de ese encuentro son enormes, puesto que de la adecuada
interseccién de las correspondientes bases de datos depende nuestra capacidad para
detectar relaciones entre enfermedades y sus bases moleculares o entre tratamientos y
respuestas. Las dificultades estan hoy en dia relacionadas con el acceso y el tipo de
informacién almacenada en los expedientes clinicos, dificultades que de momento hacen
que propuestas muy razonables sobre el papel no hayan llegado a implementarse en
escenarios reales.
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Tests genéticos: implicaciones éticas y juridicas

O Introduccién

Los avances experimentados en el transcurso de los Ultimos afios en la comprension de
las bases genéticas de numerosas enfermedades gracias sobre todo a la biologia
molecular, han propiciado la aparicién de un nuevo tipo de ambito de actuacién clinica:
la Medicina Predictiva.

La Medicina Predictiva se basa en el principio de identificacién de riesgos de poblacién en
general o en segmentos poblacionales en los cuales sus antecedentes familiares pudieran
hacer sospechar la existencia de riesgos para padecer una enfermedad determinada.

En los paises desarrollados las mas importantes causas de muerte y dependencia son:
a) las enfermedades cardiovasculares;
b) el cancer, y

c) las enfermedades neuroldgicas incluyendo la enfermedad de Alzheimer, enfermedad
de Creutzfeld-Jakob, etc. y las enfermedades psiquidtricas tales como la depresién,
esquizofrenia, etc. que pueden abocar al absentismo laboral y a la discapacidad
transitoria o permanente. La aparicién de estas enfermedades en las etapas
tempranas de la vida supone un gasto muy considerable tanto para los sistemas
publicos de salud como para las compafias de seguros que tienen que asumir en
muchos casos el gasto asistencial, las pensiones por discapacidad e indemnizaciones
por accidente laboral o muerte.

Dado que cada afio que pasa hay un mayor porcentaje de patologias cuya incidencia
puede predecirse en la poblacion debido a la identificacion de factores especificos de
riesgo o a factores de susceptibilidad genética, cada dia es mas posible mediante técnicas
de genética molecular predecir el riesgo de grupos de poblaciéon con bastantes afios de
antelacidn a la aparicion de los primeros signos y sintomas de la enfermedad, con lo cual
sera posible:

a) plantear estrategias de prevencion;
b) predecir los costes asociados al riesgo;
c) definir actuarialmente primas de seguro en funcion del riesgo, y

d) plantear nuevas politicas de prevencidn primaria y secundaria.

1. Concepto de test genético

Por pruebas genéticas se entienden aquellas herramientas de la Medicina que, mediante
la exploracion del cddigo genético de una persona, son capaces de obtener resultados no
sélo relativos al diagnostico de una enfermedad, sino respecto de la propensién a
padecerla en el futuro. Este tipo de diagnosis predictiva era muy dificil antes de
desarrollarse las técnicas de investigacidn genética y, en cualquier caso, se trata de
herramientas cuyo desarrollo estd por ver en gran medida en lo tocante en su aplicacién
en Medicina.

Apenas tres afios después de haberse publicado el mapa completo del genoma humano,
nadie puede aseverar con qué rapidez, en qué medida y con qué fiabilidad van a ir
haciendo su aparicion las pruebas genéticas, si van a poder hacerse en condiciones de
bajo coste, qué infraestructura serd necesaria para ello, etc. Por lo tanto, existe un primer
concepto fundamental: las pruebas genéticas son una realidad en una etapa de desarrollo
relativamente incipiente, que probablemente durante muchos afios, e incluso décadas, y
por ello su regulacion debera ser por fuerza evolutiva.

De lo que no parece haber duda es que la utilizacion de tests genéticos para diagnosticar
o predecir enfermedades constituira en un futuro no muy lejano una herramienta médica
para mejorar la salud de la poblacidon a nivel individual, a través del conocimiento de la
susceptibilidad genética para padecer ciertas enfermedades.
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2. Utilidad del diagnéstico genético

De acuerdo con el Committee on Assessing Genetic Risks del Instituto de Medicina del
Gobierno de los Estados Unidos, la aplicacion de las pruebas genéticas se circunscribe, en
principio, a las siguientes areas:

» DIAGNOSTICO PRENATAL.

 DESPISTAJE DE RECIEN NACIDOS.

« IDENTIFICACION DE PORTADORES DE RIESGO GENETICO.
 TESTAJE DE ENFERMEDADES DE APARICION TARDIA.

/

En el dltimo grupo se incluyen la mayoria de las enfermedades que hacen su aparicion en
la edad adulta o en periodos preseniles y seniles. En este grupo se encuentran, entre
otras muchas, la enfermedad de Huntington, la enfermedad de Alzheimer, la
hipercolesterolemia familiar, la hemocromatosis, la diabetes, la hipertension, la
enfermedad poliquistica renal, la artritis reumatoide y la susceptibilidad para padecer
diversos tipos de cardiopatias y cancer.

En algunas enfermedades, las pruebas genéticas pueden evidenciar si una persona tiene
una probabilidad mas alta de lo normal de desarrollar una enfermedad concreta a lo largo de
su vida, mientras que en otras enfermedades los resultados de las pruebas son mas
aleatorios. En cualquier caso hay que tener en cuenta que en un alto porcentaje de casos los
genes contribuyen a la aparicion de una enfermedad concreta sin ser su causa Unica. La
enfermedad se desarrollard Unicamente si es desencadenada por un factor desconocido
ligado a la dieta o al medio ambiente, o cuando concurran otros genes. Se estima que es
solo cuestion de tiempo que esas combinaciones se analicen rutinariamente.

Los analisis genéticos son pues un instrumento Util para realizar estudios sobre personas o
grupos de poblacién que presentan un riesgo de desarrollar una enfermedad condicionada
genéticamente o una predisposicién a una enfermedad afios antes de que ésta se
manifieste clinicamente. Sus resultados pueden predecir el grado de probabilidad del
desarrollo futuro de la enfermedad, para la que puede existir una terapéutica especifica o
no, descartar por completo su aparicién o confirmar la existencia de un riesgo superior a
otras personas, o la de un riesgo semejante al del mismo grupo de poblacién (1).

3. Test genéticos y seguros de vida y enfermedad

Las compafiias aseguradoras son tomadores de riesgo profesionales. Calculan la
probabilidad de que los diferentes tipos de riesgo se produzcan y las primas necesarias
para crear un fondo financiero lo suficientemente grande para cubrir los pagos ligados a
los siniestros incurridos.

Una operacion de seguro es aquel contrato mediante el cual alguien (el asegurador)
garantiza una cobertura econémica ante determinado riesgo si es que finalmente se
concreta en un acontecimiento de caracter negativo que supone para una persona (el
asegurado, el tomador de la pdliza o el beneficiario) una pérdida patrimonial o de salud.
En consecuencia, la actividad de constituir operaciones de seguro consiste, desde el punto
de vista del asegurador, en fijar cuanto vale el riesgo que esta cubriendo, repercutiendo el
riesgo financiero en la prima que paga el cliente.

Por ejemplo, cuando una persona solicita un seguro de vida se la clasifica segun su
esperanza de vida. La edad es el principal indicador, pero aun dentro del mismo grupo de
edad la probabilidad de fallecimiento es mayor en unas personas que en otras. No se puede
ofrecer un seguro a todo el mundo en los mismos términos basandose Unicamente en la
edad, ya que de lo contrario las primas no serian suficientes para cubrir las reclamaciones
por siniestros. Por eso, las aseguradoras asignan una prima a cada individuo que refleja su
nivel especifico de riesgo y no el del grupo general de poblacién al que pertenece.

En el seguro de vida, los riesgos cubiertos son de dos tipos: o bien el fallecimiento de la
persona asegurada o bien su supervivencia a una determinada edad. Ambos son riesgos
eventuales pues, pese a la certeza de la muerte, se desconoce su momento concreto.
Ademas, la supervivencia no es segura y, por si fuera poco, se ignoran las circunstancias
econdmicas en las que se va a alcanzar la edad objetivo.
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Cuando se solicita un seguro de vida o un seguro de enfermedad, el aspecto mas
importante que la compafiia aseguradora considera habitualmente es el estado de salud
de la persona en ese momento y las perspectivas futuras para ver si tiene tantas
posibilidades como cualquier otro individuo o no de desarrollar una enfermedad grave. La
aseguradora consigue esta informacion haciendo preguntas y obteniendo datos objetivos
acerca de la salud, el historial médico y los antecedentes familiares de la persona que
desea contratar el seguro.

Los antecedentes familiares son importantes porque muestran si alguien presenta el
riesgo de desarrollar una enfermedad hereditaria. Esa informacion, junto con la edad vy el
sexo se contrastan con el tipo de seguro solicitado, el volumen de la suma asegurada y la
duracion que se prevé para el seguro. Esta es el procedimiento mediante el cual las
aseguradoras imputan a los clientes las primas correctas.

Asimismo, en el seguro de enfermedad el riesgo es la probabilidad de que el asegurado
deba recibir cuidados médicos de diverso tipo, por causa de problemas en su salud o de
caracter preventivo.

Al aplicar las pruebas genéticas en las distintas modalidades de aseguramiento, como
posibles herramientas predictivas en relacién directa los riesgos que se aseguran, se
origina la controversia acerca de si esta practica supondria una discriminaciéon de las
personas por razén de su mayor o menor susceptibilidad a padecer enfermedades cuyos
motivos tienen base en el genoma. Se defiende esta idea como si fuese una realidad
nueva dentro de los principios y procesos en los que se basa el aseguramiento (2, 3).

Lo cierto es que no es asi; basicamente, asegurar es poner precio a un riesgo. Pero esta
labor presupone, o mejor exige, la utilizacion de los todos los medios posibles para
delimitar dicho riesgo. Por lo tanto, tanta discriminacion seria, al menos en teoria, utilizar
una prueba genética como elevar la prima por un seguro con cobertura de fallecimiento a
una persona que tiene 70 afios en comparacion con otra que tiene 20. Otro tanto podria
decirse de la realizacion, por ejemplo, de pruebas analiticas que permitirian discriminar
unos pacientes frente a otros en base a la presencia de hipercolesterolemia,
hiperglucemia, hepatopatias, etc.

La técnica aseguradora es lo suficientemente depurada como para ser capaz de abordar
especificamente cada tipo de aseguramiento estableciendo para él un precio especifico
por su riesgo. De no proceder de este modo, se deberia calcular el riesgo colectivo en su
conjunto y repartirlo entre la totalidad de los asegurados a partes iguales, lo cual seria
un notable paso atrds en la evolucion del seguro ademas de una operacion injusta y
antiecondmica cuyo resultado final seria el no aseguramiento de las personas en mejores
condiciones de edad o de salud, que no se asegurarian como rechazo al sobreprecio que
dicho eventual sistema les impondria, generando la imposibilidad financiera de asegurar
al resto, con el consiguiente perjuicio para la mayoria de la poblacién asegurada.

Ademas, se debe tener en cuenta que la discriminacién no radica sélo en dar un trato
desigual a los iguales, sino también dar un trato igual a los desiguales (es discriminacion,
por ejemplo, exigir el mismo nivel de conocimientos a personas de formacion diferente
que optan a puestos de trabajo también diferentes). En este sentido, el esquema
consistente en el reparto igualitario del riesgo colectivo entre todos los asegurados es, de
hecho, una variante de discriminacién (4, 5).

Existe una preocupacion razonable de hasta qué punto los tests genéticos pueden
predecir enfermedades, sobre todo teniendo en cuenta que el Unico test que en la
actualidad se considera altamente predictivo y, por lo tanto, altamente relevante desde el
punto de vista actuarial es el test de la enfermedad de Huntington.

La Enfermedad de Huntington constituye la patologia prototipica que ya en la actualidad
afecta de lleno al seguro de vida y al de enfermedad, ya que:
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[J Es un desorden de tipo
neuropsiquiatrico que suele
presentarse en la edad
adulta (entre los 35 y 55
afios). La sintomatologia
pasa por cambios de
personalidad, movimientos
musculares involuntarios y
torpeza. La enfermedad
degenera en minusvalias de
funcién cognitiva, que
necesariamente conlleva el
fallecimiento del paciente
entre 15 y 20 afios después
de haberse presentado el

primer sintoma (la muerte
sobreviene habitualmente
sobre los 57 afios).
Actualmente no hay
tratamiento efectivo contra
esta enfermedad.

En el Reino Unido, por
ejemplo, la prevalencia de
esta enfermedad oscila entre
6,4 y el 8,5 casos por cada
100.000 personas.

Esta enfermedad conlleva un
notable incremento de la
siniestralidad. Se considera
que aquellas personas con

antecedentes familiares con
Huntington tienen un 50% de
posibilidades de ser
portadores del gen de esta
enfermedad.

Esta enfermedad no soélo se
debe a la mutacién en un
Unico gen sino que el tipo
exacto de mutacion permite
predicir con bastante
precision si su desafortunado
portador va a vivir hasta los
40, 45 o 50 afos.

4. La actitud del sector asegurador respecto de las pruebas genéticas

Existen varios tipos de respuesta por parte del sector asegurador dependiendo de las circunstancias, ya
que:

(que, por lo tanto, seran
desconocidos para el
asegurador, que solo
conocera las consecuencias
en materia de valoracién del
riesgo) y, sobre todo, el
ejemplo britanico, que se
rige por reglas como:

médicos y legales en esta
materia.

[J Hay mercados aseguradores
que no utilizan por el
momento las pruebas
genéticas, como es el caso [J Existen mercados que han
del mercado espafiol. regulado el uso de pruebas
______________________ genéticas. En este punto se

[J Otros mercados han encuentran ejemplos como el
autorregulado, de forma canadiense, que intenta
privada, moratorias a dicho crear un organismo que sera
uso en tanto no se produzcan el tnico que conozca los
los adecuados avances resultados de las pruebas

o UNA COMISION COORDINADA DESDE EL AMBITO PUBLICO ES LA QUE ESTUDIA, CASO POR
CASO, EL TIPO DE TEST GENETICO CUYA UTILIZACION SE AUTORIZA. ESTA COMISION FUE LA
QUE APROBO, EN OCTUBRE DEL ANO 2000, AL USO DE LA PRUEBA DIAGNOSTICA ESPECIFICA
PARA LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON.

e LOS ASEGURADORES SE COMPROMETEN A NO EXIGIR A SUS POTENCIALES CLIENTES LA
REALIZACION DE PRUEBAS GENETICAS LIGADAS A LA OPERACION DE SEGURO.

e LAS ASEGURADORAS ADQUIEREN EL DERECHO, RESPECTO DE LAS PRUEBAS DEFINIDAS POR LA
MENCIONADA COMISION, A PODER PREGUNTAR AL EVENTUAL CLIENTE SI SE HA REALIZADO LA
PRUEBA GENETICA CORRESPONDIENTE Y, CASO AFIRMATIVO, POR LOS RESULTADOS. (6, 7, 8).

.

Por este motivo, la presencia de test genéticos, desde el punto de vista ético, tiene, por
decirlo asi, dos direcciones:

o LA COMPANIA DE SEGUROS PUEDE UTILIZAR LOS RESULTADOS DEL TEST GENETICO PARA
RECHAZAR RIESGOS QUE ANTES HABRIA ASEGURADO O PARA TARIFICARLOS DE FORMA
DISTINTA, PERO TAMBIEN..

e EL CLIENTE PUEDE UTII,IZAR EL TEST GENETICO COMO FUENTE DE ENRIQUECIMIENTO
PATRIMONIAL, HECHO ESTE QUE REPELE LA INSTITUCION ASEGURADORA, QUE ES MERAMENTE
INDEMNIZATORIA. ESTO ES, UNA PERSONA QUE TIENE CONOCIMIENTO DE UNA DETERMINADA
SENSIBILIDAD A UN MAL FISICO QUE RECORTA SUS ESPERANZAS DE VIDA PODRIA
APROVECHAR LA EVENTUAL CIRCUNSTANCIA DE QUE ESE DATO NO PUEDE SER CONOCIDO POR
LAS COMPANIAS DE SEGUROS PARA SUSCRIBIR UNA POLIZA EN LA QUE EL RIESGO ESTA
INFRAVALORADO (HECHO ESTE, Y ES IMPORTANTE RECALCARLO, QUE EL CLIENTE CONOCE).

DE LA MISMA FORMA, UNA PERSONA QUE OBTIENE DE UN TEST GENETICO LA CONSTANCIA DE
UNA ESPERANZA DE VIDA ELEVADA PODRIA CONSTITUIR UN SEGURO DE SUPERVIVENCIA
PERCIBIDO EN RENTA VITALICIA, SIN QUE ESTE RIESGO FUESE ADECUADAMENTE VALORADO

POR EL ASEGURADOR.
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Por lo tanto, abordar la cuestidn ética y legislativa del uso de los test genéticos es una
labor que debe de tener en cuenta los dos puntos de vista, esto es, no sélo evitar la
discriminacién, sino también preservar la estabilidad del sistema de aseguramiento no
permitiendo la antiseleccidn. Lo que si parece obvio es que a medida que vayan ganando
en poder predictivo los tests genéticos, el seguro estara en disposicién de establecer
primas mas exactas y, por tanto, mas éticas también (9, 10, 11, 12).

El GAIC (Genetics and Insurance Committee) aprobd en septiembre del 2000 una
propuesta de la ABI (Association of British Insurers) para la utilizacién del test genético
que detecta la enfermedad de Huntington (o la mayor propension a padecerla), en el
proceso de suscripcion de los riesgos de los seguros de vida. Toda la cuestion se limita a
esta enfermedad, de mortalidad muy elevada. Pero légicamente, nada impide que en el
futuro se extrapole a otras enfermedades de deteccién genética. De ahi la polémica,
aunque el GAIC haya declarado que cada test genético deba ser evaluado cientificamente
antes de que los aseguradores puedan hacer uso de los resultados.

En el supuesto que se decidiera prohibir la solicitud de pruebas genéticas a los efectos de
obtener seguros de vida o enfermedad, lo que sucederia es que la gente que es
consciente de su mayor riesgo de enfermedad procederia a contratar un seguro con
cuantias y coberturas superiores a las que contrataria en circunstancias normales. En este
contexto, si la compania de seguros no esta autorizada a solicitar pruebas genéticas para
determinar la existencia de un mayor riesgo, concepto central e inherente a la naturaleza
del seguro, perdera dinero o se vera obligada a incrementar la prima. Consiguientemente,
el aumento de las primas hard que sean menos las personas que puedan permitirse el
contratar un seguro, con perjuicio de la mayoria (13, 14, 15).

5. Utilizacion de pruebas genéticas por las compaiiias aseguradoras

Uno de los requisitos para la contratacion de un seguro es la obligacién por parte del
asegurado de hacer una declaraciéon sobre el estado de salud. Esto plantea un problema
claro en el caso de los tests genéticos, habida cuenta de que en muchos casos se habla
en términos de predisposicién o susceptibilidad a padecer una determinada
enfermedad, pero no de un padecimiento activo en el momento de la contratacién.

A muchas personas les preocupa que el resultado de las pruebas genéticas pueda afectar
a sus solicitudes de seguros de vida o enfermedad. Si una prueba pone de manifiesto que
una persona tiene mas probabilidades de contraer una determinada enfermedad, o de
morir prematuramente en comparacion con el resto de la poblacidn ¢qué consecuencias le
puede acarrear a la hora de contratar un seguro?

El pais de la Unidn Europea y del mundo donde mas a fondo se han analizado y debatido
estas cuestiones es el Reino Unido, donde la Asociacién de Aseguradoras Britanicas (ABI)
elabord en 1997, con una posterior actualizacion en 1999, un Cddigo de Conducta para
regular el uso de los resultados de las pruebas genéticas por parte de sus miembros,
mientras que el gobierno britdnico establecié el Comité de Etica y Seguros (Genetics and
Insurance Comité o GAIC), constituido por expertos que representan los puntos de vista
de cientificos, médicos, aseguradoras y pacientes (16, 17, 18).

El principio clave del Cddigo de Conducta es que el solicitante de un seguro tiene siempre
la opcién de someterse o no a pruebas genéticas y a) se permite su uso para la
suscripcién de seguros de vida, seguros de asistencia sanitaria y enfermedad y seguros
de dependencia (long term care); b) se considera que su uso puede hacer que los clientes
cuyo resultado dé negativo se vean beneficiados por menores niveles de prima. Se estima
que la aprobacién de estos tests permitirdn moderar de forma sectorial el precio de las
primas de seguros de vida para clientes con resultados normales a dicho test y c) esta
decision no implica que los clientes deban necesariamente realizarse el mencionado test
para poder suscribir una podliza de seguro, sino que, en el caso de que los particulares, por
si mismos, ya dispongan de un resultado de dicho test, no hay nada que impida a las
compafiias aseguradoras utilizar dicha informacion.
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O En el Reino Unido, las aseguradoras que deseen utilizar informacion de tipo genético
para la suscripcidon de un riesgo han de seguir, necesariamente, el siguiente protocolo:

o LOS ASEGURADORES QUE DESEEN UTILIZAR INFORMACION PROCEDENTE DE TEST GENETICOS
PARA LA SUSCRIPCION DE RIESGOS DEBEN CONTACTAR CON EL GAIC Y DAR LOS DATOS DE SU
CLIENTE.

* LOS ASEGURADORES DEBEN CUMPLIR UNA SERIE DE REQUISITOS PARA OBTENER ESTA
INFORMACION: TRATARLA DE FORMA CONFIDENCIAL Y DESTRUIRLA CUANDO YA NO LA PRECISEN.

o LOS RESULTADOS DE ESTOS TESTS NO SERAN VALIDOS PARA SEGUROS DE VIDA DE IMPORTES
INFERIORES A 100.000 LIBRAS ESTERLINAS DESTINADOS A LA SUSCRIPCION DE HIPOTECAS PARA
LA COMPRA DE UNA CASA. ST UN CLIENTE ESCOGE ENSENAR EL RESULTADO DE SU TEST, ESTE SE
IGNORARA, EXCEPTO SI ES A SU FAVOR.

* EN EL CASO DE LOS SEGUROS DE VIDA CON COBERTURA SUPERIOR AL MEDIO MILLON DE LIBRAS,
LA COMPANIA ASEGURADORA PODRA EXIGIR QUE EL SOLICITANTE DEL SEGURO DECLARE EL
RESULTADO DE TODA PRUEBA GENETICA QUE HAYA PODIDO REALIZAR. ESTO HA SIDO EL
RESULTADO DE UNA MORATORIA, CON VALIDEZ HASTA EL 2006, PACTADA ENTRE EL GOBIERNO
BRITANICO Y EL SECTOR ASEGURADOR. (19, 20).

E -

6. El debate ético

Tanto el Convenio del Consejo de Europa de 4 de abril de 1997 sobre Derechos Humanos
y Biomedicina (art. 5, 10.1 y 12) como la Declaracién Universal sobre el Genoma Humano
y los Derechos Humanos, de 11 de noviembre de 1997 de la UNESCO (art. 5, b),
establecen inequivocamente que en todos los casos se recabara el consentimiento previo,
libre e informado de la persona interesada, como derecho fundamental del individuo (21,
22, 23).

En este contexto, la UNESCO promulgé en octubre de 2003 una declaracién internacional
sobre proteccion de datos genéticos humanos con el animo de evitar el uso
discriminatorio de los genes que predisponen a diversos tipos de enfermedades,
incluyendo a aquellos implicados en determinados rasgos de comportamiento como la
inteligencia, la agresividad y las tendencias depresivas. El anteproyecto, redactado por el
comité de bioética del organismo internacional, establece en su articulado que los datos
genéticos humanos no podran ser utilizados con propositos discriminatorios, ni de manera
tal que puedan provocar la estigmatizacion de una persona, familia o grupo étnico.

Los expertos de la UNESCO recogen asi una grave preocupacion expresada
insistentemente desde hace anos por cientificos, eticistas y juristas: la posibilidad de que
las empresas y las comparfiias de seguros de vida y enfermedad y quiza también de
automoviles accedan a los datos genéticos de los individuos, obtenidos por lo general con
fines médicos, y los utilicen para tomar decisiones sobre contrataciones, ascensos,
despidos y pdlizas.

Las pruebas médicas que analizan las variaciones genéticas de los individuos estan
creciendo exponencialmente a raiz de la secuenciacion del genoma humano, que facilita
enormemente su obtencién y analisis. Las bases de datos estan dispersas en cientos de
laboratorios y hospitales de cada pais, y la universalizacion del analisis genético es sélo
cuestion de tiempo: el Reino Unido anuncid en junio de 2003 un plan de 70 millones de
euros que permitira, entre otras cosas, archivar el perfil genético de todos los recién
nacidos.

La agencia de la ONU sefiala que los datos genéticos se obtienen casi siempre con fines
diagndsticos, o en el curso de programas de investigacion biomédica y contienen
informacidn cuya importancia no se conoce forzosamente en el momento que se extraen
las muestras bioldgicas, es decir, los avances en gendmica permiten analizar y archivar los
genes cruciales para la enfermedad actual del individuo y los que dentro de diez afios se
demostraran en ese momento relevantes para predecir futuras patologias.

La UNESCO exige que los datos genéticos sean recolectados, tratados, utilizados y
conservados mediante procedimientos transparentes, y la creacion de comités de ética
independientes que asesoren a los gobiernos sobre estos temas. Asimismo, considera
preceptivo obtener el consentimiento de la persona tras suministrarle una informacién
clara, objetiva y exhaustiva, especificando con qué finalidad exacta se analizan sus genes,
por lo que los datos genéticos recogidos con fines médicos o cientificos no deberan
utilizarse para otra finalidad sin consentimiento del individuo.
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7. Planteamientos juridicos

La regulacion legal del uso de los test genéticos, por fuerza, debera producirse sobre
una realidad cambiante, por lo que no resulta racional esperar que las normas den hoy
una respuesta permanentemente valida. No obstante, el Estado espafiol ha dado ya
pasos en este sentido a través de la ratificacion del Convenio para la proteccién de los
derechos humanos y la dignidad del ser humano con respecto a las aplicaciones de la
biologia y la medicina, hecho en Oviedo el 4 de abril de 1997 (publicado en el BOE de
20 de octubre de 1999), y conocido como Convenio de Oviedo, que establece de
forma clara que el interés y el bien del ser humano deben prevalecer sobre el solo
interés de la sociedad vy la ciencia.

El articulo 12 de dicho convenio textualmente dispone: Sdélo podran hacerse pruebas
predictivas de enfermedades genéticas o que permitan identificar al sujeto como
portador de un gen responsable de una enfermedad o detectar una predisposicion o
una susceptibilidad genética a una enfermedad con fines médicos o de investigacion
médica y con un asesoramiento genético adecuado.

Por tanto, el citado convenio Unicamente autoriza pruebas predictivas en relacién con
las siguientes circunstancias:

o UNA ENFERMEDAD GENETICA EXISTENTE.
e SER PORTADOR DE UN GEN RESPONSABLE DE UNA ENFERMEDAD.

¢ PREDISPOSICION O SUSCEPTIBILIDAD GENETICA A PADECER UNA
DETERMINADA ENFERMEDAD.

Dada la necesidad de respeto a la prevalencia de los intereses individuales y el derecho a
la libertad, el proceso de realizacidn de un test genético debe ajustarse a las exigencias
contempladas en la Ley General de Sanidad, de 1986, entre las que se encuentran el
consentimiento informado, que debe incluir informacion relativa a la naturaleza de los
analisis, los objetivos perseguidos con la prueba y las consecuencias y los tratamientos
que se pueden aplicar en caso de un resultado positivo.

Adicionalmente, con el consentimiento se establece que el control de los datos obtenidos
corresponde al titular. El individuo tiene derecho a decidir por si mismo sobre la utilizacion
de los datos con la potestad de poder acceder a los mismos, al tiempo que controlar su
existencia y veracidad y autorizar su revelacion. Esto consagra la prevalencia del derecho
a la intimidad genética sobre cualquier otro derecho. Ninguna persona fisica, ni entidades
publicas o privadas, deberan tener derecho a analizar la informacién genética de una
persona sin su consentimiento. El propietario de la informacién genética es la persona
fisica. Por tanto, cualquier decision relativa a la difusidén de dicha informacion a terceros,
incluyendo a los familiares genéticos, debe ser estrictamente personal (24).

Sin embargo, una posibilidad alternativa coherente con la libertad del individuo estriba en
el derecho a no saber. Si se asume que el titular de los datos tiene el derecho a informar a
terceros, parece logico que también tenga el derecho a la ignorancia, es decir, a que
prefiera no conocer el resultado de una determinada prueba genética.

La Ley Organica 15/1999 de Proteccion de Datos de Caracter Personal, amplia la
proteccidon a toda clase de datos de caracter personal, y no sélo a los informatizados, lo
que permite su aplicacion a cualquier material de origen bioldgico que contenga
informacion personal identificable, y legitima la existencia de bases de datos genéticos
con registros informaticos para la deteccidn, seguimiento y consejo de personas con alto
riesgo de transmitir un trastorno genético grave a su descendencia.

Esto conlleva a que si se establecen registros genéticos, el almacenamiento de datos
deberia ser voluntario y se deberia garantizar la estricta confidencialidad de los datos
almacenados. Los responsables del sistema deben garantizar la imposibilidad de acceder
a los datos genéticos personales, su destruccion o difusidn sin el consentimiento expreso
de la persona titular de dichos datos (25).
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Por otra parte, la Ley 50/80, de 8 de octubre, de Contrato de Seguro, define dicho
contrato como una relacion presidida por la buena fe de las dos partes y, mas en
concreto, en su articulo 10 obliga al tomador del seguro a declarar al asegurador, de
acuerdo con el cuestionario que éste le someta, todas las circunstancias por él conocidas
gue puedan influir en la valoracion del riesgo. La racionalidad de este precepto es
evidente y su modificacion, inabordable.

De no existir un mecanismo mediante el cual el futuro cliente de un seguro no venga
obligado a expresar las circunstancias que conoce y que influyen en el riesgo (la vida, la
supervivencia, el estado de salud), se producird un fendmeno masivo de antiseleccion o
seleccion adversa, que no es otra cosa que la adquisicion de riesgos por las aseguradoras
a precios anormalmente bajos, puesto que a las compafiias se les impediria obtener la
informacion destinada ineludiblemente a la elevacién del precio de la prima, lo cual, al
final del proceso, produciria la insolvencia financiera del sistema y la imposibilidad de
proseguir el aseguramiento.

En principio, y dentro del actual marco regulatorio, la informacion que puede recabar la
aseguradora estd en funcion de la informacion que ofrezca el asegurado, por lo que se
asume que el contrato de seguro es un acto de buena fe, por lo que en la realidad, existe
un cierto vacio legal en lo referente a tests genéticos y contratos de seguro.

8. La polémica

La informacion que podria obtenerse como consecuencia de la realizacion de pruebas
genéticas plantea problemas relativos a esa misma informacién, a su acceso y a su
utilizacién, pues pueden entrar en conflicto los intereses del individuo afectado con los de
otras personas o entidades.

Las inquietudes se centran en decidir quién, bajo qué circunstancias y con qué objetivos
se podran realizar analisis genéticos tras la obtencidon de muestras bioldgicas para su
realizacién; quién tendra acceso a informacién obtenida, a quién podra comunicarse y en
qué circunstancias, qué utilizacion se podra dar a la misma, qué medidas de proteccién de
la informacidn deberian adoptarse, etc.

La polémica en el Reino Unido, y a nivel europeo, viene del hecho de que, en la practica,
se ha habilitado a las aseguradoras a obtener informacién de tipo genético de posibles
futuros clientes sin precisar del consentimiento previo de éstos.

Sobre este antecedente, se podria considerar que este precedente britanico podria llegar
a contravenir los articulos 11 y 12 del "Convenio europeo para la proteccién de los
derechos humanos y la dignidad del ser humano con respecto a las aplicaciones de la
biologia y de la medicina”, ratificado por Espafia el 23 de julio de 1999:

ARTICULO 11 | No discriminacién: Se prohibe toda forma de discriminaciéon de una
persona a causa de su patrimonio genético.

ARTICULO 12 Pruebas genéticas predictivas: “Solo podran hacerse pruebas

predictivas de enfermedades genéticas o que permitan identificar al
sujeto como portador de un gen responsable de una enfermedad o
detectar predisposicion o una susceptibilidad genética a una
enfermedad, con fines médicos o de investigacion médica”.

/
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No obstante, el Reino Unido no viola este ultimo articulo, por cuanto sutilmente, no obliga
a un cliente potencial a hacerse la prueba genética que pudiera ser requerida, ya que lo
violaria porque no seria con fines médicos, pero en cambio permite que las aseguradoras
accedan a esta informacion para la seleccion de riesgos, cuando el cliente, como parte de
su historial médico, ya se ha hecho la prueba, y todo ello sin consentimiento del cliente.

Lo que resulta innegable es que la determinacidén precisa de los riesgos de salud
individuales conduce a exactitud en el célculo de las primas a satisfacer, gracias al calculo
actuarial, y a un mercado asegurador eficiente.

No obstante, existe una gran preocupacion acerca de si los tests genéticos pudieran ser
mal utilizados por los aseguradores privados, discriminando entre individuos de alto y
bajo riesgo.

La discusiéon ética se centra en la naturaleza y valor predictivo del test, en los
requerimientos para llevar a cabo los tests y en la revelacion de los resultados.

Se ha argumentado que ya que el perfil genético individual esta fuera del control de la
persona, ésta no deberia ser discriminada negativamente a resultas de un test genético.
Esta linea de opinidon no parece ser excesivamente consistente, de cara a la fijacidon de
primas de vida o enfermedad, ya que hoy en dia se declara rutinariamente, a la hora de
contratar un seguro, el sexo y la historia familiar de enfermedades, lo que ya supone de
por si un marcador indirecto de susceptibilidad de indole genética (26).

Por otra parte, el individuo, en determinados casos, puede influir en las consecuencias
negativas de la existencia de determinados genes, como sucede por ejemplo en el caso
de la diabetes tipo 2, de fuerte predisposicion genética, pero cuyas complicaciones
pueden reducirse mediante habitos de vida saludables.

Por tanto, los resultados de tests de laboratorio convencionales tales como el nivel de
colesterol, influido por la genética del individuo, deberia permanecer confidencial, al igual
que la historia familiar de enfermedades, ligada a la genética, que abona la teoria de que
los tests genéticos no implican ningun planteamiento ético conceptualmente diferencial en
relacion con las practicas cominmente aceptadas llevadas a cabo por las compafiias
aseguradoras (27).

9. Pruebas genéticas y aseguramiento en Europa

En la practica totalidad de paises europeos se estan poniendo en practica en los Ultimos
afios normativas y recomendaciones para el empleo correcto de las pruebas genéticas.
Entre las recomendaciones mas significativas y generalizadas en los paises de la U.E. se
podrian destacar las siguientes:

[ Las pruebas genéticas [ Las pruebas genéticas han de [0 La realizacion de pruebas

deberan siempre ser
realizadas e interpretadas por
equipos competentes y
cualificados.

Las pruebas genéticas no
deben realizarse de forma
indiscriminada y han de ser
disefiadas para cada individuo
con fines predictivos,
preventivos, diagndsticos o
terapéuticos.

ser realizadas de forma
voluntaria, autbnoma,
confidencial, tras
consentimiento informado y
bajo un estricto cddigo ético.

0 Las pruebas genéticas no

deben servir para la induccion
de ningun tipo de
discriminacion social o laboral.

debe ir siempre acompanada
de un consejo genético
cualificado realizado por
expertos.

[0 Tanto los médicos como la

poblacion en general deben
ser educados en la utilizacion
de pruebas genéticas.
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Para la revision de la normativas cambiantes en los distintos paises europeos se ha
empleado el estudio realizado por la Sociedad Europea de Genética Humana (ESHG) el 31
de diciembre de 2000, el cual se ha completado con la informacion recabada por la Unidn
Espafiola de Entidades Aseguradoras y Reaseguradoras (UNESPA) al Comité Europeo de
Seguros (CEA) y a las asociaciones nacionales de aseguradoras de Alemania, Dinamarca,
Grecia, Holanda, Reino Unido y Suiza.

0 Régimen legal de los paises de la UE:

ALEMANIA

AUSTRIA

BELGICA

DINAMARCA

PO

La ley de contrato de seguro no regula el uso de pruebas genéticas en las operaciones
de seguro. El principio de libertad contractual permite a la aseguradora solicitar
cualquier tipo de prueba para medir el riesgo. (Ver anexo 1).

Las entidades aseguradoras acordaron, de manera extraoficial, una moratoria en 1988,
que ha sido prorrogada hace relativamente poco tiempo, y segun la cual no se
solicitaran pruebas genéticas como requisito previo a la contratacion del seguro.

Ley sobre Tecnologia Genética de 1994: prohibe expresamente el uso por parte de
las entidades aseguradoras de informacion genética o resultados de pruebas de este
tipo que afecten a los tomadores o solicitantes de seguro. No obstante dicha
prohibicidn, la parte solicitante podra emplear las pruebas genéticas que ya obren en su
poder para obtener unas condiciones de aseguramiento mas favorables.

Ley sobre Contrato de Seguro de 1992: prohibe llevar a cabo pruebas genéticas que
puedan predecir el futuro estado de salud del solicitante del seguro. Los solicitantes de
seguro no podran, en ningun caso, presentar el resultado de pruebas genéticas
anteriores.

Ley sobre Proteccion de Datos Personales de Caracter Sensible de 1992:
requiere el control estricto por parte del individuo del uso y almacenamiento de sus
datos médicos y biomédicos.

Ley sobre Informacion Sanitaria en el Mercado Laboral de 1996: prohibe a los
empresarios solicitar pruebas genéticas a sus empleados.

Ley sobre Contrato de Seguro de 1997: permite a las entidades aseguradoras exigir
a los solicitantes de seguros la prueba del VIH, asi como la aportacion del historial
sanitario familiar, cuando la cantidad asegurada supere ciertos limites.

Dinamarca es de los pocos paises (junto con Espafia y Grecia) que ha ratificado hasta
ahora el Convenio del Consejo de Europa para la proteccion de los derechos humanos y
la dignidad del ser humano con respecto a las aplicaciones de la Biologia y la Medicina,
hecho en Oviedo el 4 de abril de 1997. Dicho Convenio prohibe en su articulo 11 toda
forma de discriminacion de una persona a causa de su patrimonio genético y solicita al
Gobierno la elaboracion, a través del recién creado Comité de Etica en Investigacion
Cientifica y Tecnoldgica, de un informe sobre los aspectos éticos, sociales y juridicos que
se puedan derivar de los descubrimientos en el area de la gendmica y proteémica. El
articulo 12 excluye la practica de pruebas genéticas con fines distintos de los médicos o
de investigacion médica.
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Constitucion Espainola de 1978: establece en su articulo 14 la prohibicién de
discriminacion por razdén de cualquier condicién o circunstancia social o personal.

Ley Organica de Proteccion de Datos de Caracter Personal de 1999: establece
medidas de proteccién especial para los datos de tipo médico en sus articulos 7.3 y 8.
Espafia ratificd, por medio de Instrumento publicado en el BOE de 20 de octubre de
1999, el Convenio del Consejo de Europa para la proteccion de los derechos
humanos y la dignidad del ser humano con respecto a las aplicaciones de la
Biologia y la Medicina, hecho en Oviedo el 4 de abril de 1997.

Mocién aprobada por el Pleno del Congreso de los Diputados el 6 de marzo de
2001 por la que se insta al Gobierno a que desarrolle los términos contenidos en los
articulos 10, 11 y 12 y en el Capitulo V todos del Convenio del Consejo de Europa para
la proteccion de los derechos humanos vy la dignidad del ser humano con respecto a las
aplicaciones de la Biologia y la Medicina, hecho en Oviedo el 4 de abril de 1997,
impulsando, en cuanto sean necesarios, cambios en la legislacion sectorial, a fin de
garantizar eficazmente los derechos a la privacidad y a la no discriminacion por razones
genéticas, asi como establecer los efectos derivados de su vulneracion.

Asimismo, se solicita la constitucién de un grupo de trabajo para el estudio del valor
actuarial de la informacion genética, de sus efectos econdmicos sobre el contrato de
seguro y de las consecuencias que pudieran derivarse de la posible utilizacion futura de
las pruebas genéticas, asi como para la propuesta de medidas que, en su caso,
garanticen tanto el respeto a los derechos de la intimidad personal y a la no
discriminacion de los asegurados, y promuevan los principios de lealtad, veracidad y
buena fe que presiden las relaciones derivadas del contrato de seguro, en atencion a su
especifica naturaleza.

Ley sobre la Proteccion de los Datos de caracter Personal y de Confidencialidad
de los Datos Médicos de 1987: establece el control estricto del uso y tratamiento de
la informacién genética por parte del afectado.

Ley de Proteccion de Datos de Caracter Personal de 1999: permite el tratamiento
de datos médicos para fines de investigacion cientifica una vez obtenido el
consentimiento expreso de la parte afectada.

No existe ninguna ley en su ordenamiento que regule las pruebas genéticas en el ambito
del seguro. Las entidades aseguradoras acordaron una moratoria en 1999, en virtud de
la cual las compafiias no haran preguntas al solicitante sobre cuestiones genéticas o
sobre el historial sanitario familiar a la hora de valorar el riesgo.

Ley sobre respeto al Cuerpo Humano de 1994 por la que se desarrollan
determinados articulos del Cddigo Civil: establece que las pruebas genéticas Unicamente
podran realizarse con fines estrictamente médicos o de investigacidn cientifica. Esta ley
no impide a las compafiias aseguradoras acceder a la informacion genética ya existente
en el historial médico del solicitante de seguro.

Las entidades aseguradoras acordaron en 1994 una moratoria de cinco anos, que ha
sido ampliada por un plazo de otros cinco afios, segun la cual no se utilizara la
informacién genética disponible para determinar la “asegurabilidad” de los solicitantes
aun cuando dicha informacion sea facilitada voluntariamente por éstos.

En la actualidad no existe legislacion especifica en la materia. Existe un acuerdo no
escrito, que respetan la mayoria de las compaiiias aseguradoras, por el que se
comprometen a no solicitar pruebas genéticas.

El Consejo de Sanidad holandés establecié en 1989 la necesidad de obtener el
consentimiento de la persona afectada para cualquier uso de sus datos genéticos.

Esta actualmente en vigor la moratoria de cinco afios (ver Anexo III) acordada por las
companias aseguradoras en 1990 e implantada con caracter indefinido a partir de 1995.
Segun la misma, las aseguradoras no podran solicitar pruebas genéticas como condicién
previa a la contratacién de un seguro y Unicamente podran solicitar los resultados de
pruebas genéticas realizadas con anterioridad cuando la cifra asegurada supere los
150.000 euros para seguros de vida y los 30.000 euros para seguros de invalidez.
Dichas pruebas incluyen las pruebas efectuadas a los familiares del solicitante que
demuestren que éstos padecen enfermedades de tipo hereditario como la enfermedad
de Huntington, por ejemplo. Se prevé que la moratoria podra ser cancelada, con un
aviso previo de dos afios, en caso de que aparezcan nuevos avances cientificos en este
campo que desaconsejen mantener la misma.
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[ Ley de Contrato de Seguro: prohibe la solicitud de pruebas genéticas por parte de las

aseguradoras.

O No tienen ninguna ley especifica en materia de pruebas genéticas. Unicamente se aplica
el principio de privacidad de los datos médicos. El Comité Italiano de Bioética ha
establecido que la informacidn genética debe de ser sometida a dicho principio, de modo
que se prohibe el uso de esta informacion sin el consentimiento expreso de la parte
afectada.

0 No tienen ninguna ley especifica en materia de pruebas genéticas. El Ministerio de
Sanidad ha publicado algunas directrices que abogan por la confidencialidad de los
resultados derivados de estas pruebas.

i U No existe legislacion en la materia, que en la actualidad es objeto de autorregulacion a

nivel sectorial, mediante un codigo de practica, de caracter voluntario, valido hasta 2006,
mediante el cual las compafiias no pueden obligar a la revelacion de los resultados de
tests genéticos.

[l Cédigo de conducta en materia de tests genéticos elaborado por la Asociacion

Britanica de Aseguradoras (ABI): publicado en 1997 y modificado en 1999 y en el
2001, en el cual se establece que las entidades aseguradoras no exigiran, como requisito
previo a la suscripcion de un contrato de seguro, que el solicitante se someta a una
prueba genética. Como excepcion a la anterior regla, los solicitantes de un seguro de vida
de hasta 158.982 euros, directamente vinculado a un préstamo hipotecario para la
adquisicion de una nueva vivienda por las personas que suscriben el seguro, no tendran
que presentar el resultado de sus pruebas preexistentes. Cabe decir, que las aseguradoras
podrén elevar dicho limite méximo. Esta excepcién se ha extendido, por acuerdo de las
aseguradoras, a todas las categorias de seguro incrementandose el tope hasta 482.315
euros. La extension de la moratoria se aplica a todas las solicitudes de seguro que se
hayan realizado a partir del 1 de mayo del afio 2001.

i O El cédigo prohibe expresamente el uso de las pruebas genéticas de una persona en la

evaluacion del perfil de riesgo de otra persona distinta. Ademas, el cédigo de conducta
establece que, Unicamente podran tenerse en cuenta por parte de los miembros de la
Asociacion, los resultados de aquellas pruebas genéticas preexistentes cuya validez haya
sido establecida actuarialmente por el Comité independiente sobre Genética y Seguros
(6rgano multidisciplinar creado por el gobierno britanico que se compone de expertos en
genética, representantes del sector asegurador, actuarios y representantes de las
personas que padecen enfermedades de transmision hereditaria). El criterio general
expresado por dicho Comité en su informe de junio de 2000 es dar validez actuarial a
aquellas pruebas genéticas que demuestren que el riesgo de mortalidad se incrementa en
un 50% para los solicitantes de seguros de vida y en un 25% para los solicitantes de
otros seguros. En la actualidad, el Comité Unicamente ha autorizado el acceso por parte
de las aseguradoras a los resultados de la prueba genética conducente a la detecciéon de
la enfermedad de Huntington.

Cabe decir que nada impide que un solicitante de seguro de vida aporte el resultado de
aquellas pruebas genéticas negativas cuando exista un historial familiar que establezca
una predisposicion a padecer ciertas enfermedades.

[ Decision del Comité independiente sobre Genética y Seguros relativa al uso de

las pruebas genéticas para la valoracion del riesgo en el seguro de vida con
respecto a la enfermedad de Huntingon de 28 de septiembre de 2000: en virtud
de la cual se aprueba el uso del resultado de pruebas genéticas preexistentes sobre la
enfermedad de Huntington a la hora de suscribir un seguro de vida. EI Comité establece
en su decision que existe evidencia actuarial que avala que las personas que padecen este
tipo de enfermedad tienen un riesgo adicional de mortalidad superior al 50%. Las
entidades aseguradoras que quieran emplear el resultado de este tipo de pruebas
deberan de informar de ello al Comité para su aprobacion.

i O La Asociacion Britanica de Aseguradoras ha presentado otra serie de pruebas genéticas

cuya aprobacién esta actualmente estudiando el Comité independiente sobre Genética y
Seguros.
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0 Ley sobre uso de Ciertas Tecnologias Genéticas de 1991: prohibe el uso de

pruebas genéticas para fines que no sean estrictamente médicos.

! [0 La asociacion que representa al sector asegurador y el gobierno sueco suscribieron un

acuerdo el 1 de julio de 1999, en virtud del cual las entidades aseguradoras se
comprometen a no solicitar pruebas genéticas previas a sus futuros asegurados ni
requerir la presentacion por estos de pruebas genéticas anteriores a la hora de suscribir
un seguro de vida o de enfermedad. Dicho acuerdo tenia en principio validez hasta el
31 de diciembre de 2002, previéndose su posible cancelacion con un preaviso de seis
meses. Existen excepciones al acuerdo para el caso de pruebas genéticas realizadas
con anterioridad a la solicitud del seguro, tanto del solicitante como de sus familiares,
cuando:

a) La prestacion en caso de fallecimiento del afectado, a pagar en forma de capital exceda

en quince veces “la cuantia de precio base “, unos 63.000 €, tal y como establece su
Ley de Contrato de Seguro.

b) La prestacion en caso de fallecimiento del afectado, a pagar en forma de renta

periddica, sea superior a “la cuantia de precio base” tal y como establece su Ley de
Contrato de Seguro (alrededor de 5.000 €).

i e) La prestacion cuando enferme el afectado, a pagar en forma de capital, exceda en

quince veces “la cuantia de precio base” (unos 13.000 €), tal y como establece su Ley
de Contrato de Seguro.

i d) La prestacion cuando enferme el afectado, a pagar en forma de renta periédica, sea

superior a “la cuantia de precio base” (unos 5.000 €), tal y como establece su Ley de
Contrato de Seguro.

O Régimen legal en otros paises europeo

NORUEGA

SUIZA

0 Ley sobre la aplicacion de la Biotecnologia en la Medicina de 1994: establece
que las pruebas genéticas Unicamente podran realizarse con fines estrictamente
médicos. Se prohibe la solicitud, recepcion o utilizacién de informacién derivada de
pruebas genéticas. Asimismo, esta prohibido solicitar pruebas genéticas que ya obren
en poder de la persona.

[ Ley de Contrato de Seguro: establece la obligacion de facilitar toda informacion que
pueda influir en el contenido del contrato por parte del asegurado.

0 La Constitucion federal suiza de 1992 establece en su articulo 119 que la
informacion sobre la herencia genética de la persona Unicamente podra ser registrada,
analizada o divulgada con el consentimiento de ésta o por mandato legal.

[J Las entidades del sector acordaron, de manera extraoficial en 1994, una moratoria en
la solicitud de informacion genética que seguira en vigor en tanto y en cuanto no se
apruebe una ley sobre pruebas genéticas. En dicho acuerdo se estable como regla
general que las companiias aseguradoras se abstendran de exigir el sometimiento de los
solicitantes de seguros a pruebas genéticas como condicidn previa a la contratacion del
seguro. No obstante lo anterior, el solicitante esta obligado a la presentacion de las
pruebas preexistentes a las que se hubiese sometido las cuales influiran en el calculo de
la prima por parte de la entidad aseguradora.
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10. Conclusiones:

a)

b)

d)

e)

f)

9)

h)

El debate cientifico, juridico y ético en torno a las pruebas genéticas no ha hecho mas
que empezar, y alcanzara su punto algido a lo largo de la segunda década de este
siglo cuando los avances en gendmica hagan posible el despistaje genético de muchas
enfermedades frecuentes y de gran impacto en la morbimortalidad de la poblacién de
forma rapida, fiable y costo-efectiva.

Las nuevas tecnologias son percibidas de forma amenazadora por amplios estratos de
la poblacidn, y es un hecho que los tests genéticos alteraran significativamente el
calculo actuarial para el futuro calculo de primas de vida y enfermedad. Asegurar
riesgos de acuerdo con pruebas genéticas supondrd de alguna forma establecer una
division de origen entre las personas que seguira siendo objeto de apasionados
debates.

Asegurar a partir del rigor estadistico, de la prevalencia de enfermedades o de la
presencia de determinados habitos de vida parece razonable y fuera de toda
discusidn; en cambio, asegurar en base a las conexiones entre codigo genético y el
desarrollo de determinadas enfermedades tropieza con serios escollos juridicos éticos
y de opinién publica.

El seguro se basa en la asuncion de riesgo por parte del asegurador. Se aseguran
riesgos, no certezas. Este concepto clave empresarial podria verse en peligro en el
futuro por los avances de la gendmica en los dos polos opuestos: por una parte, si al
asegurador se le veta el acceso a la informacidn genética relevante, se producira una
asimetria de informacién a favor de los asegurados de alto riesgo que podria llevar a
la larga a la quiebra de las compafiias aseguradoras por acumulacidon de siniestros
(seleccion adversa o negativa del riesgo), o a la subida exponencial de primas, con el
consiguiente perjuicio para el resto de la poblacidon asegurada. En cambio, si el
asegurador pudiera llegar a descartar el grueso del riesgo en su cartera de
asegurados a través de la realizacion generalizada de pruebas genéticas, el concepto
asegurador quedaria en gran medida desvirtuado. Estos escenarios hipotéticos
involucraran en el tiempo antes al seguro de vida, ligado directamente a la mortalidad
de la cartera, que al seguro de enfermedad, mas influido por la morbilidad de sus
asegurados.

En la actualidad, la posibilidad de vincular el status genético de un individuo con
riesgos de padecer determinadas patologias en el futuro es todavia mas tedrico que
real aunque no sera asi en un futuro quiza no demasiado lejano. El valor predictivo de
las pruebas genéticas es limitado incluso cuando se trata de enfermedades
monogénicas y mucho mas todavia en el caso, mayoritario, de las poligénicas. Incluso
aunque se llegase a conocer perfectamente la base genética de la patologia, los
factores ambientales y el estilo de vida limitarian considerablemente el valor
predictivo de las pruebas genéticas.

Las pruebas genéticas deberian ser realizadas por médicos con la suficiente
formacion, adoptédndose las medidas oportunas de control de calidad.

No conviene olvidar que los seguros, ya sean de vida, enfermedad o automovil
constituyen servicios publicos de titularidad privada, no garantizados
constitucionalmente para todos los ciudadanos, cuya contratacién es estrictamente
voluntaria y sujeta a la aceptacion por parte del tomador del seguro de unos
condicionantes que deben limitar necesariamente el ambito de aplicacién del seguro.
De ahi que no puedan plantearse en este campo principios de justicia distributiva o
equidad aplicables en otros contextos a todos los ciudadanos.

Aunque sean percibidos como tests diferentes de los demas, los tests genéticos que
vayan siendo incorporados a la practica clinica deberan ser tratados de igual forma
que los tests no genéticos, sin establecer diferencias de caracter ético y cientifico
entre unos y otros, con la salvedad de existir una diferencia clave entre un test
genético y una prueba diagnodstica cualquiera, dado que esta Ultima sélo tiene validez
en el momento de su realizacién, mientras que el diagndstico molecular es para toda
la vida.
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k)

D)

El individuo debe ser titular de todos los derechos relativos a la informacion de
caracter genético, y el médico debe custodiar los datos de acuerdo con las normas
del secreto profesional, asegurando el respeto estricto a la confidencialidad de la
informacién genética.

En ningln caso deberia ser obligatorio en el contexto asistencial realizar una prueba
genética. Las Unicas excepciones deberian ser las pruebas genéticas que, en el
contexto de procesos civiles o penales, sean necesarias para una identificacion
positiva.

Deben ser prohibidas las pruebas genéticas como requisito para obtener o
mantener un puesto de trabajo, pero podrian llevarse a cabo de forma voluntaria
para identificar los riesgos potenciales en el puesto de trabajo.

Los planteamientos médicos, éticos y legales en relacidon con la utilizacion de
pruebas genéticas no podran esculpirse en piedra; deberan ser revisados y
corregidos periédicamente a medida que avanza la ciencia y evoluciona la sociedad,
y en esto la comunidad médica debera jugar un papel clave en concienciar a los
pacientes y, por tanto, a la opinidn publica acerca del correcto uso de estas nuevas
tecnologias.
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Costes y beneficios de las biotecnologias aplicadas
a la salud humana

0 La era de la gendmica solo acaba de comenzar

A efectos de tener un poco de perspectiva puede ser conveniente apuntar algunas fechas.
El 14 de abril de 2003 se anuncid, por parte del “International Genome Project
(IGP)” (1) que se habia alcanzado el ultimo de sus objetivos, que era la secuenciacién
completa del genoma humano. Coincidia, con sélo 11 dias de diferencia, con el 500
aniversario de la propuesta de modelo de doble hélice del DNA por parte de Watson vy
Crick. Se ha tardado pues 50 afos en pasar del primer entendimiento consistente de la
biologia molecular del gen a su secuenciacion completa. Por supuesto, el conocimiento de
la existencia de muchas enfermedades hereditarias, su tipificacion o su manejo clinico es
bien anterior a ello. Ha sorprendido, a algunos tal vez relativamente, la celeridad con que
el IGP se ha desarrollado, alcanzando sus objetivos antes de lo previsto. Ciertamente hay
una sensacion de perplejidad, de estar ante una nueva era, en la que hemos entrado mas
deprisa de lo previsto. Los médicos espafioles de formacion moderna, es decir casi todos,
son conscientes del alcance que tendra eventualmente esta era. Tanto la propia existencia
de este proyecto internacional, liderado por los EEUU, el IGH, como la propia velocidad de
su desarrollo tienen que ver con las relaciones entre la medicina, la ciencia y la
tecnologia, que son fascinantes, y con un esquema de trabajo bien planteado, financiado
y ejecutado. Tras él hay los esfuerzos sostenidos en el tiempo de investigacion basica,
pero también hallazgos mas o menos fortuitos e impredecibles, entre los cuales
recordamos el de la transcriptasa inversa que permitié que tal objetivo fuera concebible
como tal, no como fantasia, y la existencia por aquel entonces de una organizacion, la
Office for Technology Assessment (OTA) del Congreso de los EEUU que tuvo la capacidad
tanto de darle forma operativa como de hacer de lugar de encuentro entre la ciencia, la
tecnologia y la politica(2). Todas las tecnologias comentadas en este libro, de una forma u
otra estan vinculadas a este proyecto, bien por contribuir a su desarrollo o ser derivados
del mismo.

La gendmica, pues, de alguna manera sera un “suefio” hecho realidad, el suefio de todos
los que han tenido conocimiento de la biologia molecular en estos ultimos 50 afios. Para
ello tenemos ya elementos absolutamente claves, como son el primer mapa genético, y
todas estas técnicas en continuo desarrollo. Para que su potencial se desarrolle hace falta
un esfuerzo muy considerable de investigacion, tanto basica como aplicada, lo que
demanda de medios y tiempos. Tal vez casi toda la investigacidn es y sera sistematica e
incremental pero no cabe descartar la aparicion de innovaciones o descubrimientos
fortuitos, y en esto la historia nos muestra sus lecciones, que contribuyen en el sentido de
acelerar los cambios. Y, ciertamente que se presentaran dificultades reales, incluidos
fallos y fiascos en su aplicacion practica. Muchos consideran que la biologia entra en su
edad de oro, desplazando a la fisica del pedestal de las ciencias experimentales.

0 Alcance del impacto sanitario de la genémica

Con el saber actual podemos anticipar y discutir con alguna garantia dos extremos. Por
una parte cual es el esfuerzo necesario que habra que hacerse a largo plazo para que el
cambio de paradigma en las ciencias basicas se traduzca completamente en beneficios
médicos para toda la poblacion, partiendo de los referentes actuales. Por otra parte
podemos anticipar el escenario a corto plazo. Cualquier consideracion mas alla de los
proximos 24-36 meses, como mucho, es altamente especulativa; suele ser este el caso de
toda prospectiva a medio plazo, incluso en sectores menos dindmicos. Hay aspectos
obvios, que en el momento de escribir estas lineas estan en los titulares de los medios de
comunicacion, como son las aplicaciones forenses y, en general, de medicina legal, para la
identificacion robusta individualizada de muestras bioldgicas. Para la medicina clinica y
para la salud publica se postulan, en especial, las siguientes aplicaciones: el “screening”
poblacional, la terapia génica, y la farmacogendmica. Todas preceden en su concepto al
propio IGP y todas se han visto potenciadas por el mismo.

Diagnostico genético. Comun a todas las aplicaciones es el diagnostico genético, discutido
en otras partes de este libro (3) Ejemplos de los mismos se pueden ver en la fig. 1 (4).
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La demanda potencial de test genéticos tiene actualmente a muchas empresas tratando
de descubrir y patentar informacion sobre marcadores genéticos relacionados con

USOS CONOCIDOS

CONDICION GENES DE LA PRUEBA
NEUROLOGICA
Ataxia espinocerebelar SCA1, SCA2, SCA3 SCA6, SCA10, DRPLA | | Diagnostico, predictivo
Alzheimer familiar de presentacién PSEN1, PSEN2 Diagnéstico, predictivo
precoz
Enfermedad de Canavan ASPA Diagndstico, prenatal
TEJIDO CONJUNTIVO
Sindrome de Ehlers-Danlos de tipo . -
vascular COL3A1 Diagnéstico, prenatal
ONCOLOGICO
Poliposis adenomatosa familiar ‘ ‘ APC ‘ ‘ Diagnostico, predictivo
HEMATOLOGICO
) . . Deteccion de portador,
Talasemia beta B-globina (HbB) diagnostico prenatal

Figura 1. Ejemplos de Tests moleculares genéticos.

distintas enfermedades comunes o de base hereditaria, y las autoridades sanitarias estan
considerando el potencial impacto (favorable o desfavorable) de los nuevos test
predictivos sobre los costes, calidad y equidad de los sistemas de salud (5).

El impacto de los costes finales de estos test va a depender de como su disponibilidad
varie el comportamiento de la asistencia sanitaria a corto y medio plazo. Los test
genéticos son habitualmente muy costosos, por lo que su precio unitario impactara sobre
el coste de los screening en la medida que varie dicho precio por caso estudiado, el
numero de casos incluidos en los screening o ambos. No obstante, aunque el coste
unitario en un screening fuese inferior al coste en su abordaje convencional, el coste total
de un programa de screening podria elevarse si los test genéticos se aplican mas
ampliamente.

Debera ponerse especial atencidn en los riesgos y beneficios relativos de intervenciones
sobre pacientes que son testados versus los que no lo son, y en los pacientes con
resultados positivos de los test respecto de los negativos. Dos determinantes
fundamentales del balance final de estas consideraciones de coste seran el “timing” de los
costes respectivos, y el grado en que los test son apropiadamente destinados a las
poblaciones candidatas.

El impacto en los sistemas sanitarios variara considerablemente segun los tests
diagndsticos empleados, y particularmente cuando estemos considerando enfermedades
comunes y multifactoriales como las enfermedades cardiovasculares o el cancer, dada su
alta prevalencia en nuestro entorno. Los tests genéticos en enfermedades hereditarias
como el corea de Huntington no generaran sin embargo un gran impacto por tratarse de
enfermedades raras, que limitan sus estudios a las familias de los pacientes. La Figura 2,
sitla las dimensiones del impacto de los tests genéticos en los sistemas sanitarios.
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AHORRO EN COSTES POR
PERSONA ANALIZADA

II (AHORRO LIMITADO)
“Screening” muy focalizado, con
tests genéticos que son
altamente predictivos de
trastornos graves, en los que la
prevencion o el diagnéstico
precoz es coste-efectivo, y los
tests son altamente precisos.

USO LIMITADO i

III (AUMENTO LIMITADO)
“Screening” focalizado con tests
genéticos que no son altamente
predictivos, o que detectan
trastornos para los que la
prevencion o deteccion precoz
no es coste-efectiva.

A

v

I (AHORRO AMPLIO)
“Screening” amplio con tests
genéticos que son altamente
predictivos de enfermedades
graves, en las que la prevencion
o diagndstico precoz es coste-
efectivo y los tests son
altamente precisos.

= USO AMPLIO

IV (AMPLIO AUMENTO)
“Screening” amplio con tests
genéticos que no son altamente
predictivos, o que detectan
trastornos para los que la
prevencion o deteccion precoz
no es coste-efectiva.

AUMENTO EN COSTES
POR PERSONA
ANALIZADA

Figura 2. Impacto de los costes de los Tests genéticos sobre los sistemas sanitarios (La mayoria de los tests
genéticos actualmente disponibles estarian dentro de las dreas sombreadas)

Las autoridades politico-sanitarias deberan centrar su atencion en aquellos test que
tengan el mayor impacto para el sistema de salud, aseguréandose de la poblacién diana a
quién van destinados, lo que es al menos tan importante, como la seguridad técnica de
los tests en su influencia de impacto en el sistema sanitario.
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0 Adopcion de la gendmica: 1) El caso de la medicina basada en la
evidencia (MBE)

Aunque la definicién, y la delimitacién del alcance de la MBE es materia debatida (6),
recordemos que precisamente la MBE surge, en su propio origen, a partir del hecho
demostrado de que no se puede hacer una extrapolacién directa sin mas consideraciones
de las ciencias basicas a la practica clinica sin pasar por la investigacion clinica
propiamente dicha, y ésta, abordada con pragmatismo, orientada al establecimiento
robusto de la validez. El paradigma de referencia, cuando pueda aplicarse, es el ensayo
clinico. Una revision relativamente reciente (7) de los estandares metodoldgicos aplicados
a la investigacion clinica en gendmica ha mostrado que en ella se reproducen los mismos
problemas de concepto y/o de rigor metodoldgico para su validez clinica, es decir: de
clasificacion, de disefo, y, en general de robustez para inferencia poblacional. Se constata
cierto paralelismo con la historia de la investigacion farmacoldgica y terapéutica.

Parte del reto es inherente a la propia naturaleza interdisciplinar de la investigacién en
todas sus fases, y por tanto no sdlo es cuestion de lenguaje o dominio conceptual sino
también de liderazgo, de iniciativa y de ejecucién. En otras palabras, el conocimiento mas
profundo de la causalidad de la enfermedad que aportan la gendmica y la protedmica se
combinan, revisandolo, el saber establecido. Esto plantea diversos problemas practicos,
incluido el gobierno o liderazgo de los proyectos.

El otro aspecto a destacar de forma especial es el de la mediciéon de resultados de la
asistencia clinica, cominmente conocido en su expresiéon inglesa como “outcomes
research” (OR), donde la investigacion en cancer es un caso especial, en el que
comunmente se encuentran problemas muy serios de integracién entre la propia
investigacion clinica y la investigacion de resultados (OR). OR incluye la investigacion en
la calidad de vida de los pacientes, y los componentes de la misma, al igual que la
investigacion en efectividad medida en términos tanto bioldgicos como de experiencia
vital; frecuentemente la investigacion clinica se queda en medicién de variables de
procesos, por la propia naturaleza de las variables, o, en su caso en “surrogate end
points”. Este es un problema descrito en la investigacion de nuevos farmacos (8), donde
los “end points” pueden ser la disminucién del tamafio de un tumor, y que tiene su
importancia regulatoria (ver mas abajo), y con toda seguridad se hard mas compleja
conforme se vayan conociendo mejor los mecanismos moleculares de regulacién de ciclo
celular, y por tanto sea cada vez mas factible la intervencién activa y selectiva en su
actividad.

0 Adopcion sanitaria de la gendmica. (2) Aspectos regulatorios

La dinamica de la propia innovacién que en muchos casos significa la presentacion de
nuevos marcadores directamente aplicables a la clinica requiere precisamente de
investigacion hecha con pacientes tanto para validar aspectos técnicos como para probar
su efectividad. Esto en una dindmica fluida donde las innovaciones aparecen, con toda su
potencialidad a priori sin que los comparadores, que frecuentemente estaran en
evaluacion, hayan podido ser satisfactoriamente establecidos. Tal como se ha apuntado
en el parrafo anterior, los parametros de seguridad, eficacia, eficiencia, resultados, etc.,
de uso actual siguen siendo perfectamente aplicables. Parte del asunto es el desarrollo de
la validacién conceptual, y el reto en si es el desarrollo y articulacion de métodos,
planteamientos o “esquemas” que permitan realizar investigacion clinica en condiciones
reales sin forzar la adopcion generalizada de la innovacidn en cuanto a tal. Este es un reto
importante para la direccidon de los servicios de salud, ya que serda a buen seguro
percibido como cierto racionamiento. En especial cuando las circunstancias de la
enfermedad sean especialmente dramaticas (como en el cancer avanzado). Aun asi todos
los sistemas de salud desarrollados han articulado mecanismos para el abordaje de las
cuestiones de adopcidén de innovaciones ante la incertidumbre de sus beneficios y/o de
retos organizativos. En algunos sitios se denominan experiencias piloto, o de adopcidn
limitada. En el sistema nacional de salud de Espafia se ha ido desarrollando el
procedimiento conocido como “uso tutelado”, disefiado especialmente para adquirir
experiencia en condiciones de uso real (no experimentales) ante innovaciones que
teniendo probado su potencial beneficio no habia suficiente volumen de experiencia para
su adopcién generalizada (9, 10).
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Asimismo los esquemas conceptuales de las ciencias sociales, en particular de la
economia de la salud son perfectamente vigentes y apropiados para la evaluacion de las
innovaciones que la gendmica va aportando (11). Es decir, que cada innovacién debera
ser examinada en mérito propio mediante no sélo el anadlisis “coste-consecuencia” al uso
(habitualmente coste-efectividad, o coste-utilidad), sino que los patrones de medida de
los beneficios, y ciertamente de los costes, no implican, segun los propios economistas,
especiales dificultades sobreafadidas.

0 Salud publica, gendmica y bases del conocimiento genético poblacional

A corto plazo el problema principal es lo que algin autor ha llamado la “gendémica de la
enfermedad comun” (6, 12), donde si se combina el cancer, la enfermedad cardiovascular
junto con hipertensidon y diabetes tanto los estudios de asociacién como los “scans
geneticos” han mostrado correlaciones débiles y/o inconsistentes...

Hay una ingente labor por delante de marcaje poblacional sistematico y de refinar
permanentemente el modelado del perfil gendmico junto con exposicién de factores de
riesgo y modos de enfermar, patologia y resultados (“outcomes”). Es cabal esperar que
esta tarea en algunos aspectos pueda durar una generacién o mas.

De los métodos e instrumentos tenemos las bases: la epidemiologia y la informatica. Hay
una experiencia del modelado de enfermedad, construccién y seguimiento de cohortes
(poblaciones bien definidas) que ha permitido modelar, por ejemplo, los riesgos
cardiovasculares (13), siendo su método conocido.

Este tema no puede plantearse en términos coste-beneficio ya que en la medida que se
realice el “cambio de paradigma” es precisamente parte del mismo, es decir, es un
elemento estructural, y como tal tanto los sistemas sanitarios como la autoridad publica
(sanitaria o de ciencia y tecnologia) lo contemplan.

O Oportunidades y retos para los centros sanitarios, a corto y medio
plazo

Aunqgue es un riesgo realizar extrapolaciones lineales de la experiencia historica, la
gendmica puede resultar una linea de investigacion superpuesta a las existentes para las
unidades clinicas, especialmente si tienen alguna tradicién en investigacion clinica
aplicada. Y de la misma manera que los centros donde la investigacién clinica tiene cierta
entidad tienen epidemidlogos de apoyo a la investigacién clinica, cabe contemplar la
conveniencia de incorporar consultores tanto en genémica como en biologia molecular en
un entorno muy cercano a la investigacion clinica.

Reto adicional es la “interfase” entre los centros asistenciales y la industria, que
inherentemente tiene modos de funcionamiento distintos de la farmacéutica, tanto en su
dimensionado como en sus plazos. En Espafia no se encuentran preparadas para ello, ni
los centros, ni la industria, aunque ésta tiene légicamente bastante mas flexibilidad y
capacidad de reaccion. Parte del problema es organizativo, juridico, e incluso de “cultura
de empresa”, donde hay mucho que avanzar mas alla de la creacién de instrumentos
organizativos “ad hoc” como pueden haber sido las actuales fundaciones hospitalarias
para el apoyo a las iniciativas de investigacion. Asimismo falta personal especializado con
saberes que no abundan, como los gestores de proyectos; personal superior, pero
también medio y administrativo. Este problema no es sdlo del sector sanitario sino del
conjunto del pais y se da asimismo en los laboratorios productores de conocimiento de las
ciencias basicas, la mayoria ubicados en la universidad publica u organismos similares.

¢Cabe pensar en el registro genético sistematico de los pacientes asistidos? De hecho ya
se hace mediante la conservacién de especimenes, aunque a escala modesta, “artesanal”.
Evidentemente tendra implicaciones para el archivo, la base de datos de admisiones, la
gestion de confidencialidad por una parte y de integridad de la informacién por otra, con
su logistica correspondiente. AUn asi, hay experiencias incipientes, que servirian -o
serviran- de punto de partida. A medio plazo cabe pensar que se “ird por ahi”, y por
varios motivos. El primero es que sera posible por el propio desarrollo de la informatica. El
segundo es que es deseable desde el punto de vista de la gestién de los servicios de
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salud. Y el tercero, es que es deseable desde la perspectiva de la salud publica. Podriamos
argumentar, en términos negativos, un cuarto: es inevitable que esto se produzca,
aunque no existiera el reto de la gendmica-proteémica, por el desarrollo tecnoldgico por
una parte y por el desarrollo del sector sanitario por la otra. Este sector, desde hace ya
bastante tiempo, se considera como paradigma de lo que se ha venido en llamar como
“industria del conocimiento”, y en este sentido es un paso ldgico. El desarrollo de la
genomica puede anadir algo de premura o de urgencia a esta propia dindmica del sector.
Desde otro angulo, estas premuras que la genética afade resaltan la visibilidad que
ciertos aspectos éticos y de gestion pudieran tener las iniciativas de desarrollo de
sistemas de informacion, en sus dimensiones de integridad y robustez, de complejidad en
el acceso, y ciertamente, de proteccidon de la intimidad de los ciudadanos y profesionales.

Es facil detectar estas tendencias, sobre todo dentro de un modelo de difusién y adopcidn
de tecnologias que viene siendo validado desde hace bastante tiempo. De hecho hay
algunos hospitales que ya estdn bastante avanzados en su digitalizacidon, aunque son la
excepcion, estando en Espafia el tema bastante menos desarrollado en atencidén primaria.
Sucederad de forma generalizada, es cuestion de tiempo, y siempre algunos empiezan
antes y otros son los rezagados. Otra cuestidn, clave, es el papel de lo publico frente a lo
privado en todo ello, o la pregunta de cual es el papel del Estado frente al del mercado.
Para que todo esto tenga lugar hacen falta estandares, y una cierta inversion en
compatibilidad, que se aparta en general de las agendas de las firmas comerciales
individuales. La experiencia mundial es consistente con esto, en todos los sectores. Sin
entrar en las complejas cuestiones de liderazgo, cabe resaltar aqui que todavia hacen
falta bastantes iniciativas de rango local o territorial, y ciertamente nacionales, para
favorecer el desarrollo y existencia de sistemas de informacién adecuados para la
investigacién genética poblacional dirigida tanto a la investigacién de mecanismos de
accién como a la propia asistencia sanitaria. Por supuesto se requeriran medios
econdmicos, y otros, de cierta entidad, pero sobre todo voluntad y vision para su disefio e
implementacion.

0 Globalizacion y cooperacién internacional

Los fendmenos y los problemas apuntados hasta aqui no son Unicos de Espafia. El
diagndstico de los mismos, con muchos matices diferenciales, tampoco es Unico. La
comunidad de la investigacion clinica ya colabora a escala mundial, en sentido estricto,
pero también en criterio amplio: se comparte el desarrollo de técnicas, los ensayos
clinicos en buena parte son internacionales, y el conocimiento se ha globalizado. Tiene
sentido asimismo compartir recursos, incluidos recursos econémicos a escala
internacional, ciertamente dentro del ambito de la Unién Europea pero también
trasatlantico. Un ultimo aspecto de todo esto es considerar el conocimiento, el
conocimiento genético, como fuente de riqueza y considerarlo como una inversién del
presente cuyos rendimientos se realizardn a largo plazo. Esta es la vision en muchos
paises de Europa y en general de los paises desarrollados. En Espafia, este aspecto no
estd, tal vez, tan clara, en el sentido presupuestario, fiscal y organizativo; o mejor dicho,
todavia no se acaba de concretar en presupuestacion de niveles equivalentes, aunque
ciertas decisiones politicas apuntan en esta direccion, como la creacién de la Fundacion
Genoma Espania, o la del propio Ministerio de Ciencia y Tecnologia.

Cabe insistir en las dificultades del abordaje interdiscipliar y no subestimarlas. Tal como se
ha indicado al comentar precisamente parte de los fiascos registrados hasta en la
actualidad algunos autores en parte los imputan a las mismas, llegandose a proponer las
dificultades de casar la cultura de investigacion de resultados (“outcomes research”) con
los planteamientos de la ciencias basicas o del entorno de laboratorio, cabe trasladar esta
tensién a la escala de nivel organizativo: la gestion tiene una cultura, la investigacion
otra, y el desarrollo de productos o innovaciones una tercera. Cabe, pues, anticipar
tensiones, por mucha sensibilidad que se pudiera tener “a priori” ante este tema.
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0 Financiacién: hacia la combinacién éptima publico-privada

Hay temas conceptuales que parecen enfocados pero todavia no completamente
resueltos, como la “patentabilidad” de los genes (hasta la fecha esta bastante claro que la
respuesta es no, con pocas discrepancias), al igual que no se puede tener el copyright del
conocimiento de la naturaleza, es decir, de las ciencias. Por otra parte si son patentables
los dispositivos, los equipos, los procedimientos, y cualquier cosa “fabricable”
industrialmente. Esto delimita bien qué parte de la investigacion necesariamente debera
ser de dominio y financiacién publica y qué parte podra interesar a promotores privados,
y ser financiada por ellos.

En principio toda la base de conocimiento individual-poblacional, especialmente los
perfiles genéticos y su correlacion con factores de riesgo, salud y enfermedad cabe pensar
que sera del ambito publico. La tarea para alcanzar esta base de conocimiento es todavia
en gran parte es incipiente; apenas se puede apuntar todavia a la magnitud del esfuerzo
que queda por hacer.

Biochips, bioarrays, sondas especificas inmunoldgicas o terapia génica podran ser del
interés de promotores. Es decir, productos mas o menos “industrializables”, donde la
magnitud del valor que aportan a la clinica, o a la salud publica, es definible, y, en algun
modo, cuantificable.

La OMS recientemente (14) ha recomendado que incluso los paises en desarrollo, a poco
gue tengan un sistema sanitario con funcionamiento minimo, que reserven un porcentaje
de sus recursos sanitarios para la gendmica, precisamente por su potencial sanitario, en
todos los sentidos.

Estamos en un momento en el que hay a la vez un gran esfuerzo de investigacion
cientifica, y de desarrollo tecnoldgico, ambos en paralelo. Se combinan a la vez grandes
expectativas, de base cientifica, junto con una considerable incertidumbre, o si se quiere,
indefinicion en los aspectos en que esto se concretara. Esto es relevante en el debate de
la naturaleza de la financiacion.

Conviene recordar que elementos significativos del proyecto genoma recabaron,
inicialmente con éxito, acceso a financiacion privada (“Celera Genomics” de Venter), y
que hubo un considerable entusiasmo en ciertos sectores financieros por parte del
“capital-riesgo” en invertir en biotecnologia. Se sobreestimé la brevedad del plazo de
“retornos” -beneficios- y la magnitud de los mismos, por supuesto. Hasta la crisis de
2001, donde, en jerga técnica, estalld la burbuja, con una depreciacion media cercana al
35% al valor de la capitalizacidon de las empresas del sector.

El sector ha sido bien estudiado desde la perspectiva del “bussiness model”(15), en el
sentido de la creacién de valor y la organizacién de este valor entre los distintos sectores
implicados. Hay un consenso considerable de que la mayor parte de la financiacién a corto
y medio plazo debe ser publica, mediante proyectos o programas interdisciplinares e
interinstitucionales, "peer-reviewed”, distinguiendo entre los resultados de dominio
publico y los componentes patentables o propietarios. Se describe como una especie de
circulo virtuoso donde la innovacién tecnoldgica contribuye al avance del conocimiento
cientifico, y éste a su vez al progreso tecnoldgico o de ciencia aplicada.

En la Figura 3, se resumen estos aspectos. En el eje vertical se presenta el espectro
privado-publico, tanto en financiacion como en liderazgo e uniciativa, y en el eje
horizontal el espectro de desarrollo tecnoldgico aplicado hasta la investigacién pura. Este
abordaje permite identificar cuatro escenarios arquetipicos singulares, con referentes
histdricos de desarrollo y difusidon de la investigacion.
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Figura 3. Esquema en dos ejes publico frente a privado, e investigacion frente a desarrollo.

Fuente ** . Ruttan, V.W. 2001. Technology, Growth and Development: An Induced Innovation Perspectiva. New
York and Oxford: Oxford University Press. Modificado por los autores.

El grado de desarrollo de estas tecnologias y su aplicabilidad es materia que preocupa a
los entes financiadores y ciertamente a las autoridades responsables, quienes revisan el
estado de la situacién de forma dindmica y la actualizan. En el caso de Espafia
destaquemos al Observatorio de Prospectiva Tecnoldgica Industrial, del Ministerio de
Ciencia y Tecnologia, y a la Fundacién Genoma Espana. Estos organismos han identificado
una serie de tecnologias, clasificando a algunas de ellas como criticas, desde el punto de
vista de su impacto estratégico para el desarrollo cientifico espafiol.

En la Figura 4 las presentamos, clasificadas segun se anticipa cual sera la posibilidad
media de acceso a las mismas por parte de la comunidad de I+D, segun el ultimo analisis
disponible de prospectiva.
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ANTES

DE 2005 « Automatizacion en la separacion e identificacion de proteinas.
o Laboratorios virtuales (bioinformatica) para la investigacion.
» Analisis masivo de interacciones proteina-proteina o libreria combinatoria.
* Microarrayas de ADN y Biochips para diagndstico molecular y clinico.
 Alto rendimiento para la produccion de modelos animales transgénicos.
 Bioinformatica para predecir actividad y funcionalidad de proteinas.

\/

ENTRE
2005 Y 2010

» Vectores mejorados de terapia génica y desarrollo de vacunas génicas.
e Prediccion y establecimiento de estructura terciaria de proteinas.

e Ultra-secuenciacion genémica.

¢ “Lab-on-a-chip”.

» Quimio-terapéuticos y anticuerpos monoclonales.

o Terapia con células pluripotenciales.

» Farmacogenética.

» Sistemas expertos informaticos de apoyo al diagndstico clinico.

¢ "Small interference RNA”".

» Ingenieria de células y tejidos.

\

Figura 4. Tecnologias y fecha de materializacion.

Fuente: Genoma Espafia: Impacto de la Biotecnologia en el sector sanitario, ler informe de prospectiva
tecnoldgica, 2003 Madrid, modificado.
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O Conclusiones

La gendmica se esta introduciendo en el dia a dia de la practica de la asistencia médica
desde hace tiempo. La actual visibilidad de la gendmica, tanto en los medios de
comunicacién de masas como por los propios promotores puede producir un desencuentro
entre ciertas expectativas y la realidad de su propio desarrollo, en especial, su
aplicabilidad practica. Esto nos conduce a identificar varios problemas distintos. Por una
parte los de la adopcién de la gendmica como innovacién, que en muchos casos no son
inherentes a la misma sino a los procesos de innovacién. Aqui ya hemos senalado que,
una vez mas, no se aprovechan del todo las experiencias existentes y se cometen errores
evitables, mencionando el area regulatoria, la investigacion clinica y la evaluacion.

En segundo lugar las dificultades inherentes a la gendmica y al estado de su desarrollo
cientifico. Hay todavia una considerable incertidumbre en la velocidad de avance de los
procesos de modelado de enfermedad, por ejemplo, y éste es uno mas de los parametros
clave. Para el avance solido hace falta un esfuerzo mas interdisciplinario; ya se ha
discutido la importancia de la epidemiologia, y las servidumbres en “capacidad proceso”
(bases de datos) de informacion que comporta. Inherente a la gendmica y a su desarrollo
estd la dimension bioética, e incluso filoséfica, que inevitablemente ha estado, y estara
presente en todos los planteamientos, lo cual hace todo ello todavia mas dificultoso.

De la combinacion de estos dos puntos cabe concluir que van a existir contratiempos y
conflictos, entre los investigadores basicos y clinicos, entre ellos y los gestores, tanto de
la asistencia como de la administracion, y las autoridades regulatorias. Estos conflictos
son minimizables, e incluso gestionables, si se enmarcan correctamente los riesgos y las
incertidumbres, por un parte, y se es realista en la comunicacién de expectativas por otra.

La gendmica, su conocimiento, y su aplicacion son ya parte de la realidad. Su avance
eventualmente cambiara en profundidad nuestro entendimiento de la vida, la forma de
practicar la medicina, y posiblemente muchos conceptos de salud publica. Como motor de
cambio obligan también al desarrollo innovativo de su entorno. Esto esta claro en el area
regulatoria, en la de financiacion de proyectos e incluso en los planteamientos de lo
publico frente a lo privado. Precisamente por ello se empieza a ver la magnitud de lo que
queda por hacer en estas areas.

A los compafieros de la AETS y del Instituto de Salud
AGRADECIMIENTOS Carlos III. A la Fundacion Genoma Espafia, y al Dr. Juan
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158



0 Bibliografia

=

H

10.

11.

12,

13.

14.

15.

. http://www.genome.gov/
. La OTA fue la primera institucion formal para “evaluacion de tecnologias” incluidas

las sanitarias, y en ella se desarrollaron métodos, conceptos, y doctrina, adoptadas
por muchas otras instituciones. Fue clausurada por motivos politicos en 1995,
precisamente a raiz de los debates de la “guerra de las galaxias”.

. Indicar pag/cap del libro.
. Elaboracion propia a partir de: NEIJM 347:1869-70.
. Morgan, S.: Predictive genetic test and health system costs .Can Med Assoc .Jour

2003, 168, 8.

. Haynes, R.: What kind of evidence is what Evidence-Based Medicine advocates

want health care providers and consumers to pay attention to? BMC Health Services
Research 2002.2:3 disponible via http://www.biomedcentral.com/1472-6963/2/3

. Bogardus, S. T.; Concato, J.; Feinstein, A. R.: Clinical epidemiological quality in

molecular genetic research: the need for methodologic standards. JAMA
1999;281:1919-1926.

. Apolone, G.: Clinical and Outcome Research in Oncology. The need for integration.

Health and Quality of Life Outcomes 2003, 1:3.

. Petricoin, E. F.; et al.: Medical applications of microarray technologies: a regulatory

science prespective Nature Genet.suppl 2002:32,474-79.

Hay diversas iniciativas de adopcién selectiva de tecnologias mientras se genera
volumen de experiencia, como son algunas “exemptions” del FDA, u otras
iniciativas regulatorias o de evaluacion de tecnologias. En Espafia la experiencia se
ha venido enfocando por la via del “uso tutelado”, auspiciado por en Ministerio de
Sanidad con la cooperaciéon de distintas agencias de evaluacién de tecnologias,
nacional y autondmicas.

M. Drummond en: OCDE, Economic Aspects of Biotechnologies related to human
health.

Cooper, R.: Genomics and Madicine: Distraction, Incremental Progress, or the
Dawn of a New Age? Ann Intern Med 2003; 138:576-80.

Por ejemplo en el estudio de Framingham de el Public Health Service y los Nationals
Institutes of Health de los EEUU.

Informe “Genomics and World Health”, OMS Ginebra 2002. Version on line en:
http://www3.who.int/whosis/genomics/pdf/genomics_report.pdf

Ruttan, V. W.: 2001. Technology, Growth and Development: An Induced Innovation
Perspective. New York and Oxford: Oxford University Press.

159

VYNIDIAIW A YWONFD


http://www.genome.gov/
http://www.biomedcentral.com/1472-6963/2/3
http://www3.who.int/whosis/genomics/pdf/genomics_report.pdf




Capitulo IX:

La transferencia de la
Tecnologla en Espana y sus
problemas

Autores:

Enrique Castellon Leal

e Gerente de la Fundacién para la Investigacién Biomédica del Hospital
General Universitario Gregorio Marafion. Consejeria de Sanidad y
Consumo, Comunidad de Madrid.







La transferencia de Tecnologia en Espafa y sus problemas

Este capitulo trata, de alguna manera, sobre el proceso de transferencia de tecnologia y
conocimientos desde laboratorios y centros de investigacion hasta la cabecera del
enfermo. En un capitulo precedente de este mismo libro se habla de la transferencia, en
sentido inverso, de los retos y las preguntas que, originandose en las salas de los
hospitales, llegan a investigadores basicos y clinicos. Ambas direcciones son importantes,
si bien, cuando el proceso se origina en el conocimiento y la tecnologia, es preciso poner
el acento en las dificultades que existen para que el desarrollo de la transferencia
tecnoldgica sea eficaz en Espafia y cuando se origine en la presentacion de la
enfermedad, en el papel del enfoque clinico para perfeccionar el uso de la tecnologia y
que esta sea efectiva y eficiente.

Entre las diferentes etapas del proceso de investigacién biomédica, la investigacion
traslacional responde al proceso descrito mas arriba. Que del conocimiento de las
enfermedades en la esfera de la actividad clinica se deriven aportaciones que encaminen
la investigacion hacia respuestas mas eficaces tiene mucho que ver con la proximidad
intelectual y fisica de médicos asistenciales e investigadores basicos y clinicos y la
convergencia de grupos y centros.

En la direccion opuesta, que la tecnologia, en tanto que produccién de nuevos
conocimientos, desemboque rapidamente en aplicaciones a la cabecera del enfermo,
implica apoyos firmes e inteligentemente dirigidos, producto de una politica cientifica
eficaz.

En relacidn con la trayectoria ascendente del bucle descrito, nuestro pais ha avanzado con
claridad hacia una mayor conectividad entre grupos e instituciones. La trayectoria
descendente, sin embargo, no acaba de funcionar correctamente pero hay que confiar en
que esta tendencia cambie en el futuro. El notable incremento en publicaciones e impacto
de las mismas, la riqueza de conocimientos generada en una palabra, no se consolida en
proyectos biotecnoldgicos destinados a ser empresas que permitan una rapida
comercializacion de aquellos avances. Sobre estas cuestiones se trata a continuacion.

O El escenario en que nos encontramos

Unos pocos datos seleccionados permiten alcanzar un diagndstico bastante preciso de la
situacién de la investigacién biomédica en general y de la transferencia de tecnologias en
Espafia.

Como ya es sobradamente conocido, en nuestro pais se destinan pocos recursos a la I+D.
En concreto, en 2001 el esfuerzo relativo alcanzd el 0,96% del PIB, que compara mal con
el 1,93% de valor medio de la UE en el afio 2000 (1).

A pesar de esto, no se puede pasar por alto que Espana ha llevado a cabo un esfuerzo
considerable a lo largo de los Ultimos anos. En euros corrientes, los gastos de I+D han
crecido, entre 1988 y 2001, a una tasa anual del 10,4%, y el personal en I+D sobre
poblacién activa en un 6% anual (2). De hecho, como consecuencia de ese aumento, la
produccion cientifica ha crecido considerablemente, de 3.000 publicaciones (1980) a
9.000 (1988) y a 24.000 (2001), lo que en porcentaje sobre el total mundial de
publicaciones supone pasar del 1% al 2,4%. Un informe reciente de Genoma Espana
concluye que nuestro pais es la cuarta potencia de la UE en investigacion biotecnolégica.
Pero esta buena cosecha de literatura cientifica no trasciende a la actividad empresarial.
Y asi, por poner un ejemplo, menos del 40% del personal investigador participa en
proyectos o convenios con empresas (3).

Siendo ya escasos, como hemos visto, los recursos destinados a investigacion, el
porcentaje de los mismos que es ejecutado por las empresas es sensiblemente bajo:
0,50% del PIB frente al 1,25% de media de la UE. La desproporcién en el gasto interno
de I+D ejecutado por el sector publico como porcentaje del PIB no es, sin embargo, tan
acusada: 0,43% versus 0,66%, segun se desprende de los datos publicados por la OCDE
en el afio 2000. Estos datos son, ademas, coherentes con el relativamente escaso
namero de investigadores trabajando en empresas: 27,2% en Espafa; 49,8% como
media de la UE; 63,6% como media de la OCDE.
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Estrechamente conectado con lo anterior, nos encontramos con que el porcentaje de
patentes solicitado por nuestro pais en el extranjero supone el 2,2% de la UE y el 0,6%
de la OCDE. Dicho de otra manera, y de acuerdo con la Oficina Europea de Patentes,
Espafia solicitdé 2,5 patentes por millén de habitantes, frente a una cifra de 17,9 de
promedio en la UE (4).

Si la inversion de recursos publicos resulta insuficiente, la correspondiente a capital
privado aun lo es mas en términos comparativos, y muy especialmente en la primera fase
de desarrollo de las empresas. En Espafia, las empresas de capital-riesgo, dedican el
equivalente al 0,02% del PIB a invertir en alta tecnologia. Cinco veces mas dedican en
Suecia, Reino Unido, Bélgica y Holanda y tres veces mas, en Alemania, Francia e Irlanda
(5). De esa exigua cantidad, alrededor del 1% se destina a la etapa de “siembra” (seed
capital), 10% a la etapa de “start-up” y 60% a la etapa de expansion (6).

La inversidon publica tampoco es particularmente sensible para con las pequefnas e
incipientes empresas. El Plan Nacional de I+D+i correspondiente a 2001 destina el 0,6%
de sus recursos (subvenciones mas anticipos) a PYMES vy el 25,6% al resto de empresas

(7).
Con la informacidén anterior se puede dibujar un escenario bastante clarificador:

0 Tanto los recursos publicos como los privados tienden a penalizar “de facto” los
proyectos (las empresas) en sus etapas mas incipientes. En el caso privado por
considerarlos excesivamente arriesgados. En el caso publico las causas pueden ser
mas complejas y se tratara mas adelante, aunque también el riesgo se comporta
como una variable determinante.

0 Como consecuencia indirecta de lo anterior (y también por otras causas
concurrentes) en Espafia se produce un espectacular “gap” entre el progreso de la
investigacion cientifica y el desarrollo tecnoldégico, medido como obtenciéon de
patentes y otros mecanismos de transferencia de tecnologia. Un dato ofrecido por el
CSIC evidencia claramente esta disociacién: de los investigadores del area de la
biotecnologia, un 40% ha sido citado en patentes americanas. Sin embargo, sélo el
2% de estos investigadores es titular de una patente en los EEUU (8). Las razones
son multiples:

e No hay cultura patentadora y por ello el investigador no es consciente por lo
general de las posibles aplicaciones de sus trabajos; los incentivos estan
dispuestos de tal forma que llevan a publicar lo mas rapidamente posible, las
patentes tienen unos costes en dinero, tiempo y papeleo administrativo que
disuade a muchos investigadores, si es que llegan a hacerse una idea de que es
exactamente lo que habria que hacer.

e Finalmente, la ausencia de una “masa critica” de “start-ups” debido a la escasez
de apoyos, elimina una posible sefial que indicaria a los investigadores el camino a
seguir.

O Las dificultades para captar recursos financieros privados

Diagnosticada la situacion, merece la pena avanzar mas en profundidad sobre las causas
porque del conocimiento de las mismas podran derivarse politicas, en principio, mas
adecuadas.

Las pequeiias empresas biotecnoldgicas tropiezan con importantes obstaculos a la hora de
captar recursos financieros privados, en gran medida porque introducen una serie de
elementos de incertidumbre con los que el sistema financiero no estd acostumbrado a
tratar: de entrada pretenden desarrollar productos para mercados que en el momento en
que se presentan los planes de negocio son muchas veces inexistentes. En segundo lugar,
no siempre es posible proteger de manera absoluta la tecnologia de la empresa y, en
cualquier caso, no es facil saber qué competencia puede encontrarse a lo largo del camino,
puesto que las fronteras de la investigacion avanzan muy rapidamente. Tercero, los
desarrollos se prolongan en el tiempo mas alld de lo deseable. Esto se aplica muy
especialmente al drea de salud humana y mucho menos a otros territorios como el de la
biotecnologia vegetal o alimentaria. De hecho aqui los inversores privados se atreven
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“mas”. Cuarto, existen muchos elementos intangibles de dificil valoracién, como el propio
conocimiento y la experiencia de los componentes de la empresa (investigadores y
gestores) y la investigacidon que esta en la base de la compafiia. Los potenciales inversores
carecen de instrumentos para valorar esta suerte de activos que escapan de sus
protocolos tradicionales, de manera que perciben a los incipientes proyectos
biotecnoldgicos como negocios de muy alto riesgo.

Todo lo anterior es especialmente cierto en lo que se refiere al inversor institucional y en
concreto a la entidad de crédito pero también lo es en gran medida para el capital-riesgo,
no importa su aparente mayor flexibilidad. De hecho, de acuerdo con una encuesta
llevada a cabo por encargo de la Asociacién Europea de Capital-Riesgo, sobre 364
compafiias en distinta fase de desarrollo, el 95% de las mismas consideraban este tipo de
recurso como critico para su creacién, supervivencia o crecimiento y el motivo no era
exclusivamente el recurso financiero. Habia también captacién de ideas innovadoras,
seguimiento presupuestario, consejo financiero, acceso a otras empresas biotecnoldgicas
con las que compartir experiencias etc. La parte negativa es que estas sinergias soélo
alcanzan a una pequena proporcién de empresas y no precisamente las mas incipientes,
es decir, las mas cercanas al investigador.

Las empresas de capital-riesgo (“venture capital”) se dedican sobre todo a las
compafiias biotecnoldgicas en etapas avanzadas, ya que son las Unicas que pueden
ofrecer oportunidades de salida en ausencia de alternativas bursatiles. Las compaiiias en
etapas precoces de desarrollo lo tienen mucho mas complicado. Aun cuando un inversor
mostrara algun interés en su financiacién, la valoracion seria infima, por no hablar de la
duracion del periodo de tiempo necesario para cerrar el proyecto, que nunca sera inferior
al afo.

Pero incluso aquellas que consiguen captar recursos se enfrentan al problema de la
pérdida de independencia y control sobre su propia evolucién. Esto no deberia suponer
un problema de no existir un choque natural entre la cultura de los emprendedores que
proceden del mundo de la investigacién y los analistas de los sectores financieros. Estas
potenciales desavenencias no son inocuas: un estudio llevado a cabo por la Comision
Europea demuestra que las compariias que logran preservar su independencia son, al
final, las que mayor éxito alcanzan (9).

La posibilidad de alcanzar el mercado de valores es otra opcion para captar recursos que,
sobre el papel, tienen estas empresas, aunque muy pocas estan en condiciones de
hacerlo. En la practica, sélo acceden a esta oportunidad aquellas empresas en las que ya
se ha involucrado el capital-riesgo, en gran medida porque la presencia de estas ultimas
companias convierte a la firma biotecnoldgica en un producto mas atractivo para los
mercados.

Como ultima alternativa real, en el marco privado, queda la autofinanciacion, que resulta
por otro lado comun en Espafia. De esta manera, algunas empresas no biotecnoldgicas
consolidadas desarrollan sus propias divisiones biotecnoldgicas a las que soportan
financieramente. O bien, son los propios emprendedores, en el caso de las “start-ups” los
que contribuyen con sus recursos personales. No es necesario sefalar que es dificil
generar innovacion en estas circunstancias.

O Las dificultades de obtener recursos publicos

Considerando el comportamiento inversor privado, no cabe duda que se esta abriendo un
“gap” importante entre la financiacion -corta- de los proyectos avanzados vy la financiacion
-nula- de las experiencias empresariales en etapas tempranas. Este es precisamente el
espacio que tendrian que llenar las iniciativas gubernamentales.

A este respecto, hemos asistido en los Ultimos afios a experiencias como la llevada a cabo
en Alemania, de subsidiar “start-ups” y el resultado ha sido sin duda positivo, incluso
considerando el hecho de que los criterios de financiacion hayan podido ser generosos,
ponderando mas las ideas que el valor “ortodoxo” de los proyectos. Pero es precisamente
este “plus” de heterodoxia el que cabe pedir a un Gobierno. De escrutar a fondo los planes
de negocio ya se encargan los inversores privados y es probablemente un acierto de ese
pais que haya companias que alcancen esa fase, aunque el precio pagado haya sido el
apoyo a proyectos que a la postre no resultaron del todo consistentes.
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En Espafa y en lo que a recursos publicos se refiere, la Administracién dedica a la
transferencia de tecnologias recursos derivados de los propios Presupuestos Generales del
Estado y otros que se encarga de canalizar y que proceden de organizaciones privadas. En
cualquier caso, el volumen total de todos estos recursos dista de ser suficiente ya que sdélo
permite financiar alrededor del 8% del gasto en I+D de las empresas, que es algo menos
que la cantidad con la que el sector empresarial contribuye a la I+D publica.

El papel que juegan las administraciones publicas al recaudar fondos privados con objeto
de gestionarlos sélo tendria sentido si, primero, el volumen global de recursos aumentara,
es decir, los fondos recaudados no estuvieran originalmente destinados a ser invertidos en
investigacion y desarrollo caso de que las administraciones no los captasen y, segundo, si
esos recursos se destinasen a adreas -especialmente investigacién bdsica sin
consecuencias comerciales a corto plazo- a las que las empresas nunca los destinarian.
Seria, en otras palabras, un incremento neto y una reorientacion del uso de los recursos
financieros privados, en base a intereses publicos. Particularmente beneficiosa esta siendo
la iniciativa, algo marginal de momento, de cofinanciar al 50% proyectos privados, por lo
que supone de estimulo necesario a la reticente inversion privada en biotecnologia.

Sin embargo, las dos consideraciones basicas anteriores no suelen cumplirse y, de hecho,
las empresas que por algun motivo ofrecen recursos a la Administracion publica para que
esta los gestione, dejan de invertir estas cantidades en investigacién, bien sea en la
propia empresa, en otros centros de investigacion publicos (sobre todo) o privados, o en
otras empresas. Esta relacion inversa se aprecia muy claramente en las series temporales
de participacién publica y privada en el gasto interno total en I+D a lo largo de la ultima
década en Espafia (3). En cualquier caso, no tiene mucho sentido que la Administracion
distraiga fondos privados, en definitiva, que reste en vez de sumar, ya que, como se ha
dicho mas arriba, existe un notable déficit de financiacién privada.

Aparte de ello, es mucho mas probable que los recursos que proceden de la
Administracién y son destinados a proyectos empresariales alcancen a empresas
consolidadas en vez de a las de nueva creacion. Es un hecho que los programas publicos
no son facilmente accesibles para las “start ups” por varias razones:

0 Cuando son anticipos exigen unas garantias de rentabilidad que este tipo de
empresas no se encuentra en condiciones de asegurar.

0 Si se trata de subvenciones, la empresa habria de financiar su desarrollo de entrada,
lo que no es posible ya que es precisamente la falta de recursos lo que impide que
estas recién creadas compafiias inicien su andadura. En la practica, muchos proyectos
ni siquiera acaban constituyéndose como empresas porque falta el apoyo para esta
primera y critica fase, que resulta esencial para la captacion posterior de cualquier
tipo de recurso.

[0 El proceso de aplicacidon es excesivamente prolongado. La espera para recibir los
fondos, en el mejor de los casos, es alin mayor.

De alguna manera, el sector publico maneja los mismos tipos de criterios que el sector
privado a la hora de financiar proyectos, en vez de actuar de una manera mas flexible y
atrevida para impulsar esta categoria de empresas en Espafia. Existen investigadores
muy solventes y de gran peso especifico, asi como acreditados gestores, cuya presencia
en un proyecto deberia ser garantia suficiente para la Administraciéon publica aunque
pueda no serlo para la inversion privada. Sin embargo, no siempre la captacion de
recursos privados se encuentra tan plagada de dificultades. Existe la figura privada del
“business angel”, individuos con experiencia empresarial y recursos abundantes que son
capaces de ver mas alla de los niUmeros de los planes de negocio y valorar las ideas y las
personas. ¢éQué impide que la Administracién asuma un papel semejante con sus propios
investigadores y gestores, sobre cuya calificacién tiene perfecta informacion?
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O Dificultades para el conocimiento y los recursos humanos
especializados

Pero no sdlo tienen estas empresas dificultades en el acceso a los recursos financieros.
También a personal cualificado y al conocimiento. Todo ello, que analizo a continuacion,
limita sus potencialidades.

Un estudio de PricewaterhouseCoopers en 1999 sobre pequefias y medianas empresas
biotecnoldgicas concluyd con que el 80% de las mismas tenian problemas para encontrar
y retener personal cualificado. No es sorprendente. Las actividades de innovacion implican
nuevos procesos y nuevos productos y el entrenamiento requerido para alcanzar una alta
calificacion en este campo lleva tiempo. De manera que esta escasez de oferta trae
consigo costes elevados para atraer profesionales de alto nivel, condicién, por otro lado
esencial, para que los inversores privados vean el proyecto con un minimo de confianza.

Un acceso estable a diferentes vias de conocimiento también constituye un problema para
las pequefias empresas biotecnoldgicas. Como las invenciones no son hallazgos aislados,
el éxito de cualquier proyecto guarda estrecha relacidon con las multiples fuentes de
conocimiento directa o indirectamente relacionadas y en una relacion fluida en las dos
direcciones, de la empresa hacia la universidad o institucion cientifica y en sentido
contrario. Se puede constatar que la relacion entre PYMES biotecnoldgicas e instituciones
publicas de investigacion y universidades es muy pequefia en Espafia y en Europa. Segun
un estudio de la Comisién sélo el 10% de las compafiias innovadoras mantenian acuerdos
de cooperacion en 1996. Otro dato significativo es el reducido nimero de “spin-offs”
creadas en la UE, tres veces por debajo de los EEUU (10).

Esta circunstancia es debida a varias razones: el escaso conocimiento de lo que se hace
en universidades y centros publicos de investigacién, complicado por la compleja
estructura de esas instalaciones y la multiplicidad de lineas de trabajo; los diferentes
objetivos en relacion con los resultados buscados y la diferente cultura organizativa. A
esto hay que afadir el coste que para la empresa entrafia esta relacién que, de nuevo, se
hace dificil de asumir para las companias mas incipientes.

O Los viveros de empresas

Este problema (y otros) puede ser en principio solucionado por la creacién -estimulada
publicamente- de viveros de empresas. Aqui, el acceso al conocimiento desde
instituciones académicas o de otras empresas se hace fisicamente mas facil, y esta
demostrado que las relaciones personales son un requisito esencial para un intercambio
eficiente de conocimientos. En 2001, el Proyecto Best de la Comisidon Europea (11),
identificé 842 viveros en el territorio de la UE, desigualmente distribuidos. Por ejemplo,
Finlandia tenia entonces 12 viveros de empresas por cada millon de personas ocupadas y
en ese orden se encontraban también el Reino Unido, Suecia y Alemania. En Espafia la
cifra es de 2,6 viveros por milléon de personas ocupadas.

A la vista de los datos anteriores y como conclusion se puede decir que en Espafia, de
momento, aparecen pocas empresas biotecnoldgicas, especialmente en el campo de la
salud humana, y las que aparecen tienen dificultades en prosperar. En otras palabras, la
investigacion transnacional es quiza el punto mas débil de la I+D espafiola. Sin embargo,
las cosas pueden empezar a cambiar a tenor de algunas evidencias que empiezan a
aparecer en la actitud y en las iniciativas de las administraciones publicas.

Son cada vez mas frecuentes los encuentros, organizados por el sector publico, entre
investigadores emprendedores y potenciales financiadores. Hay por tanto un mejor
conocimiento en los dos sentidos, que es algo basico. Distintas comunidades auténomas
han constituido Centros Europeos de Empresas e Innovacién, empresas publicas con la
participacion de diversas instituciones publicas y privadas (como colegios profesionales) y
el patrocinio de la UE. Estos centros tienen como objeto la dinamizacion de los recursos
locales y el estimulo a la creacion y desarrollo de empresas innovadoras. La Comisidn
Europea los concibe, por su parte, como una red que permitira el intercambio de
informacion y experiencias, al tiempo que favorecera la cooperacion tecnoldgica,
comercial y financiera (12).
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Se empiezan a utilizar en algunos casos y se consolidan en otros, tanto por parte de la
Administracion del Estado, como por parte de las administraciones autondmicas,
instrumentos del tipo del capital-riesgo o los préstamos participativos, tradicionales en
el dmbito de la industria mas convencional, pero novedosos en el ambito de la
biotecnologia. La presencia de estos recursos es a su vez un estimulo para la
incorporacion de la iniciativa privada. De momento el éxito acompafa mas a las
iniciativas en tecnologia vegetal y alimentaria, cuyos retornos presumiblemente se
producirdan a corto-medio plazo, que a las biomédicas, pero no deja de ser
esperanzador. En conjunto, todas estas iniciativas son positivas y permiten confiar en
que nuestro pais progrese en la creacidon de una base biotecnoldgica mas sédlida y
menos dependiente.
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