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Articulo de revision

El salto de la doble hélice. o el Pedo
Consecuencias del Proyecto
Genoma Humano en la medicina del
siglo XXI (Segunda Parte)

“...en un sentido estricto, la evolucion de la vida, tal como la conocemos,
es la evolucién de las estructuras macromoleculares...”

Comentario de los autores: en el texto se encuentran palabras resaltadas
entre paréntesis (), lo que indica que es una abreviatura o resume una frase; otras
estan entre corchetes [], cuyo significado se encuentra en el diccionario; final-
mente hay términos entre llaves {}, que son referencias en lengua inglesa méas
comun de palabras que aparecen en el texto.

RESUMEN: El Proyecto Genoma Humano, iniciado en octubre de 1990, ha per-
mitido desentranar, 12 afios después, la secuencia nucleotidica del ADN huma-
no. Este hecho ha producido un avance singular en la medicina moderna, posi- Palabras Clave
bilitando, a través de la deteccion de las variaciones nucleotidicas en la secuen- > Proyecto genoma humano
cia del ADN, el desarrollo de estudios genéticos, la determinacién de pronosti- 'POl'morf'SmO,S_de un solo nucledtido
cos y guias terapéuticas con farmacos, y el desarrollo de nuevas drogas gracias . Fruebas genéticas
L " » Farmacogendmica
al avance de la farmacogenémica. Todo esto permitirfa, en un futuro cercano, . >
la prediccién de respuestas a maniobras terapéuticas en los procedimientos de - iqados criticos
anestesia, cuidados criticos y tratamiento del dolor. Este desarrollo introduce  »Terapia génica
también problemas éticos, especificamente en los campos de la terapia génicay  » Clonacion
la clonacion. > Etica

The leap of the double helix.
Consequences of the Human Genome Project in medicine of the
21st Century.

ABSTRACT: The Human Genome Project, begun in October 1990, has permitted, Key words
12 years later, revelation of the sequence of human DNA. This fact has produced ~ »Human Genome Project

a singular advance in modern medicine allowing, through the genetic scrutiny ~ »Polymorphisms

of DNA variations, the development of genetic testing, prognostic and > Genetic testing.

therapeutics guides with drugs and the development of new drugs with :;armaﬁogenomlcs

pharmacogenomic advances. All this will give us the possibility of predicting, in >C2§i;|ecsa|?e

the near future, responses to therapeutic maneuvers in anesthesia, critical care  , gepe therapy

and pain management. This development also introduces ethic problems,  »Cloning

specifically in gene therapy and cloning. »Ethics

O salto da dupla hélice.
Consequéncias do Projeto Genoma Humano na medicina do século
XXI.

RESUMO: O Projeto Genoma Humano, iniciado em outubro de 1990, permitiu
desentranhar, 12 anos depois, a seqiiéncia nucleotidica do ADN humano. Este
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fato representa um importante avanco na medicina moderna que possibilita
—mediante a deteccdo das variacdes nucleotidicas na seqiiéncia do ADN- o
desenvolvimento de estudos genéticos, a determinacdo de progndsticos e guias
terapéuticas com farmacos, e o desenvolvimento de novas drogas gragas aos
progressos da farmacogendmica. Tudo isso permitiria, em breve, predizer
respostas a manobras terapéuticas nos procedimentos de anestesia, cuida-
dos criticos e tratamento da dor. Este desenvolvimento introduz também
problemas éticos, especificamente nos campos da terapia génica e da clona-

cao.

Introduccién historica

”

“...la motivacién mas importante fue la de comprender...
Francis Crick

La segunda mitad del siglo XX ha sido un periodo suma-
mente fructifero en la produccion de conocimientos en to-
das las areas de las ciencias, mostrando un avance sin pre-
cedentes en el descubrimiento de los mecanismos intimos
del funcionamiento de la maquinaria celular, de la mano de
las nuevas biotecnologias. Apenas 50 afios después de que
el bidlogo James D. Watson? y el fisico Francis Crick® —de 24
y 37 anos respectivamente, el Ultimo fallecido el 28 de Julio
de 2004, en California, EE.UU.— publicaran el primer traba-
jo sobre la estructura doble hélice de nuestro [acido
desoxirribonucleico] (ADN)*, un nuevo anuncio revoluciona-
ria el campo de la biologia el 14 de abril de 2003: luego de
aproximadamente 12 afos de trabajo, el esfuerzo interna-
cional iniciado en octubre de 1990 para desentrafar los
misterios de la doble hélice habia llegado a establecer la
secuencia completa del genoma humano®® (disponible en
http://www.genome.gov/110069297), “Bienvenidos a la Era
Gendmica”, editorial de Alan Guttmachery Francis Collins®,
finalizando una serie de publicaciones comenzada en no-
viembre de 2002 sobre Medicina Gendmica. Alli establecen
claramente que “... si bien se puede dar fecha de nacimien-
to a dicha era como el dia de la publicacién de la secuencia
completa, no se pueden sacar mas conclusiones que las que
se plantean al ver a un recién nacido, sin conocer que tipo
de adulto serd ...”

Sin embargo, la [genémica] ya ha comenzado a cambiar
nuestra forma de abordar la medicina, brindando avances
inimaginables hasta hace pocos meses, por ejemplo:

- La identificacién de nuevos agentes patégenos, como el
involucrado en el sindrome respiratorio agudo severo
(SARS)10,

- La confirmacién del diagnéstico clinico de enfermedades,
por gj.: ataxias espinocerebelosas, sindromes genéticos.

- La generacién de vacunas a virus altamente patogénicos
atenuados, como el de la influenza, mediante [genética
reversal]'''2,

Palavras-chave
> Projeto genoma humano
»Polimorfismos de um Gnico nucleétido
»Provas genéticas
» Farmacogendmica
> Anestesia
» Cuidados criticos
»Terapia génica
»Clonagao
> Etica

- La evaluacion de perfiles de expresion génica para esta-
blecer pronéstico y predecir respuesta al tratamiento,
como en casos de cadncer de mama'=.

- La prediccion del riesgo de padecer enfermedades, como
en la Corea de Huntington, el sindrome del QT prolon-
gado'* o el infarto de miocardio'.

- El conocimiento acerca de las respuestas a drogas, como
los antiepilépticos'®.

- El disefio e implementacién de nuevas terapias génicas
o con drogas convencionales'’.

- La contribucién de genes especificos en condiciones fre-
cuentes, como la obesidad’®.

El conocimiento producido por el estudio gendémico ha
develado la estructura de los cromosomas 6, 7, 13, 14, 19
(con 1500 genes en su estructura), 20, 21, 22, y el cro-
mosoma Y (responsable de las caracteristicas sexuales mas-
culinas)™?', lo cual podria ayudar a definir mas claramente
la interaccion entre el genoma y el ambiente, establecien-
do qué caracteristicas humanas son innatas o adquiridas.
El estudio de la variacién de la informacion genética en
amplios grupos de pacientes permitiria definir la contribu-
cién del [genomal] y del [ambiente] no solo en enfermeda-
des importantes, sino también en la respuesta a farmacos?*
23, También se podrian responder las incognitas referidas a
las funciones complejas de la condicién humana, como el
lenguaje, el pensamiento, la conciencia y otras funciones
mentales superiores?.

Otros van mas alla, refiriéndose a una “era posgenémica”
no muy lejana, con “...un futuro ilimitado para la proteé-
mica..."?> %%, a través del estudio de los mecanismos regu-
latorios de la expresion génica, las modificaciones pos-
traduccionales de las proteinas en el tiempo y en los distin-
tos tejidos. Las implicancias de estos descubrimientos son
fundamentales para la investigaciéon y el desarrollo (R&D)
{Research & Development} de drogas mas seguras y efica-
ces para cada individuo en la poblacién?’, mediante el de-
sarrollo de la farmacogenémica?.

Todo esto ha impulsado la investigacién y desarrollo en
miles de empresas en todo el mundo. Se trabaja aproxima-
damente en 25.000 areas diferentes de ingenieria genética,
en mas de 60 plantas en 45 paises. Sélo en EE.UU. se rea-
lizaron modificaciones genéticas en 6.500 organismos en
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18.000 sitios diferentes. Este desarrollo hace necesario el
manejo de un nuevo arsenal de términos y conocimientos
en el quehacer médico cotidiano, incluyendo a la aneste-
sia, los cuidados criticos y el tratamiento del dolor.

Los acidos nucleicos

Desde fines del 1600, cuando Anthony van Leeuwenhoek
pulia sus lentes de mdas de 300 X para observar bacterias
“...mezcladas con clara agua de lluvia...”?°, el estudio de los
diferentes componentes celulares despert6 interés en el
mundo cientifico®. El nicleo celular, con sus [cromosomas],
comenzo a verse durante la [metafase] mitotica coloreado
como condensaciones cromaticas [cromatina] (Figura 1).
Cada cromosoma eucariético esta constituido por una Uni-
ca molécula de ADN doble cadena lineal, asociada a protei-
nas basicas [(histonas)] que estabilizan la doble hélice. Cada
cromosoma presenta un brazo corto (p) y un brazo largo
(9) unidos por el centrémero. El mapeo cromosémico se
establece sobre un niimero creciente de bandas a partir del
centrbmero hacia los extremos, nomenclandose un deter-
minado [locus] con el nimero y brazo de cromosoma, el
nimero de banda y el nimero de sub-banda [alelo]; por
ejemplo, para el gen que codifica para el receptor rianodina
del musculo esquelético —-RYR1—, la designacion 19q13*1
(cromosoma 19, brazo largo, region 1, banda 3, sub-ban-
da 1), existiendo mas de 30 mutaciones conocidas de este
gen (Figura 2).

El Dogma Central de la Biologia establece que la infor-
macién genética codificada en el ADN se copia [(transcrip-
cién)] en un ARN mensajero, que se traducira en el citoplas-
ma [(traduccién)] en una proteina, gracias a la “maquina-
ria proteosintética ribosomal” (Figura 3).

Tanto el ADN como el ARN [4&cidos nucleicos] presentan
semejanzas estructurales. Por su estructura primaria, ambos
son [polimeros] lineales compuestos por [monémeros] lla-
mados [nucledtidos]. La molécula de ARN puede tener de
cien a varios miles de nucleétidos, mientras que las molé-
culas de ADN pueden estar constituidas por varios cientos
de millones de nucleétidos®'. Ambos se componen de sélo
cuatro nucleétidos diferentes, todos con una estructura
comun: una base organica (adenina, timina, citosina,
guanina) que a su vez se une a un grupo fosfato unido a
una pentosa (molécula de azlicar de 5 carbonos). En el ARN
el azlcar es la ribosa, y en el ADN la desoxirribosa. Las ba-
ses adenina, guanina y citosina se encuentran en el ADN y
el ARN, la timina en el ADN y el uracilo en el ARN (Figura 4).
El fosfato (4cido) atrae proteinas histonas (basicas). Una base
con un azucar forman un nucledsido (sin fosfato). Cuando
se asocian con 1, 2 o 3 fosfatos esterificados en el carbono
5’ se habla de nucleétidos (Figura 5). Los trifosfatos de
nucleosido se utilizan para sintetizar dcidos nucleicos, aun-
que también participan en otras funciones celulares (el ATP
es el portador de energia mas utilizado por la célula, y el
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GTP interviene en la sefalizacion intracelular y actia como
reservorio de energia), sobre todo en la sintesis proteica.
La secuencia lineal de nucleétidos unidos por enlaces
fosfodiéster constituye la estructura primaria de los acidos
nucleicos. Estos, ademas, se pliegan para adoptar confor-
maciones tridimensionales estabilizadas por enlaces no
covalentes — estructura secundaria (enrollamiento de la
doble hélice del ADN) y terciaria, [superenrollamiento] (Figura
2).
El ARN puede ser:

- mensajero (ARNm) (existe un mensajero para cada tipo
especial de proteina),

- de transferencia (ARN1) (liga tripletes de nucleétidos es-
trictamente como el ARN mensajero lo ha copiado del
ADN),

- ribosomal (ARNT).
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Fig. 1: Corte esquematico de una célula con su nlcleo en metafase
mitotica. A) Vista de los cromosomas alineados sobre el huso
mitético, paso previo a la division celular. B) [cariotipo] normal
humano (bandeo), con sus 23 pares de cromosomas. (modificado
de www.genaissance.com/pharmacogenomics/glossary).
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Fig. 2: A) Estructura de los acidos nucleicos, y constitucion cromosémica. B) Nomenclatura empleada
para definir un determinado locus en un cromosoma (el primer nimero indica el nimero de cromosoma;
la letra el brazo -p: corto; q: largo-; el sequndo niimero indica el locus, identificado desde el centromero
al extremo. Las bandas caracteristicas de los sitios se tifen con reactivo de Giemsa, luego de un breve
tratamiento proteolitico. (modificado de www.genaissance.com/pharmacogenomics/glossary)
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Fig. 3: Dogma central de la biologia (la informacién genética codificada en el ADN se copia en un ARN mensajero que se traducira

finalmente en proteinas en el citoplasma).
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ESTRUCTURA PRIMARIA DEL ADN
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Fig. 4: estructura primaria del ADN y componentes.

El ADN, el ARN y las proteinas estan presentes en todas
las células nucleadas del organismo.

Replicacion del ADN bicatenario (duplex)

Ciclo celular: suma de las fases de crecimiento de una
célula eucarionte. Incluye las fases G1, S (replicacion del
ADN), G2 y M (mitosis).

Durante la fase S del ciclo celular, las hebras del ADN
progenitoras (molde, patrén o plantilla) se copian para for-
mar dos nuevas hebras hijas (Figura 6). Debido a que el ADN
duplex esta formado por dos hebras entrelazadas, el copia-
do de pares de bases de cada hebra requiere desenrollar el
duplex original por medio de “proteinas desenrolladoras
especificas” [helicasas]. El desenrollado local del ADN pro-
duce estrés de torsion, que lleva a la formacion de [supe-
renrollamientos], los que son eliminados por [topoi-
somerasas]. La accion de todas estas enzimas proteicas pro-
duce una region moévil muy especializada del ADN llamada
horquilla de crecimiento, en donde la [ADN polimerasa]
(ADN pol) agrega nucleétidos. Para que la ADN polimerasa
se pueda desplazar y copiar un ADN duplex, la helicasa debe
desenrollar el duplex en secuencia, y la topoisomerasa eli-
minar los superenrollamientos que se forman. Luego, una
ARN polimerasa especializada forma cortos iniciadores de
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Fig. 5: Nucledtidos constitutivos del ADN y ARN (adenina, guanina
y citocina se encuentran en el ADN y ARN; timina en el ADN, y
uracilo en el ARN).

ARN complementarios a las hebras patrén desenrolladas (las
ADN pol no pueden iniciar la sintesis de la cadena de novo:
requieren de una corta hebra de ADN o ARN denominada
[iniciador] {(primer)} para comenzar el crecimiento de la
cadena). Una vez que el iniciador se apareé a la hebra pa-
trén, una ADN pol agrega nucleétidos al grupo hidroxilo
libre del extremo 3" del iniciador, elongando la nueva he-
bra hija en sentido 5"— 3. Una de las nuevas cadenas (he-
bra guia) crece a partir de un Unico ARN iniciador en la
misma direccion que la horquilla de crecimiento, mientras
que la otra hebra hija (hebra retrasada) también crece en
direccion 5°— 37, pero opuesta al movimiento de la hor-
quilla de crecimiento, gracias a la producciéon de cortos ARN
iniciadores, cada 1000 bases aproximadamente, sobre la
hebra progenitora, a medida que la hebra queda expuesta.
Cada uno de estos iniciadores, apareados por sus bases a la
hebra patrén, se elonga en direcciéon 5°— 3°, formando
cortos segmentos discontinuos denominados [fragmentos
de Okazaki]. El ARN iniciador que dio origen a cada frag-
mento de Okazaki es eliminado y reemplazado por la cade-
na de ADN en crecimiento proveniente del segmento pre-
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Fig. 6: Duplicacién del ADN (ver el texto para explicacién).

vio, y una ADN ligasa une los segmentos adyacentes. La
replicacion del ADN es semiconservativa, de forma que cada
una de las células hijas recibe una hebra de nueva sintesis y
su complementaria antigua, que ha servido de molde para
generar la nueva.

El gen

“...somos maquinas supervivientes, vehiculos robot pro-
gramados a ciegas para proteger las moléculas egoistas
conocidas como genes. Esta es una verdad que todavia me
llena de asombro...”

Richard Dawkins

Un [gen] es la unidad fisica, funcional y fundamental de
la herencia. Si bien el [fenotipo] de un individuo es la suma

de su genoma més la influencia del ambiente, los genes
poseen la informacion heredable que determina las carac-
teristicas fisicas y psicologicas de un individuo. Una defini-
cion molecular indica que un gen es la secuencia completa
de acidos nucleicos necesaria para la sintesis de un
polipéptido funcional®2. Esto involucra a los nucleétidos que
codifican la secuencia de aminoéacidos de una proteina (re-
gion codificante), ademas de todas las secuencias de ADN
requeridas para la trascripcion particular de ARN (la regién
regulatoria tipicamente se encuentra en el extremo 5” del
marco de lectura, la cual incluye la secuencia nucleotidica
requerida para el control trascripcional de la expresion
génica, incluso tipo celular y tejido especifico, y las respuestas
regulatorias a sefales intra o intercelulares). La region
regulatoria finaliza donde la ARN polimerasa inicia la trans-
cripcion (posicion 1 del gen, Figura 3). Si bien la mayoria
de los genes se transcriben a ARN mensajero que codifica
proteinas, hay secuencias de ADN que se transcriben a ARN
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no codificante de proteinas (ej: ARN de transferencia y ARN
ribosomal), pero igualmente se llaman genes que codifican
para ARNt y ARNr. También existen pequenas cadenas de
ARN (microARN) que “revolotean” sobre el genoma prove-
yendo una matriz de control regulatorio, supervisando la
actividad de genes especificos a través de la uniéon al ARNm
y previniendo su traduccion a proteinas® (fenémeno de la
interferencia del ARN). Se cree que este mecanismo de
silenciamiento de genes serfa una defensa natural contra
virus invasores, camino que se esta explorando en la bus-
queda de nuevos agentes antivirales y en terapia génica para
el silenciamiento de genes defectuosos.

Sintesis de proteinas
En células eucariontes (a diferencia de las procariontes,

que presentan el [operén] que reline todas las secciones
codificantes), los genes estan fisicamente separados en el

El salto de la doble hélice. Consecuencias
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ADN, a veces incluso localizados sobre cromosomas diferen-
tes. Cada gen se transcribe a partir de su propio sitio de
iniciacion y produce un ARNm que por lo general es tradu-
cido en una Unica proteina (Figura 7). La secuencia conti-
nua (ininterrumpida) de un ARNm que codifica para una
proteina es discontinua (partida) en el ADN del cual se co-
pid. El gen eucarionte presenta en el promotor una secuen-
cia ([caja TATA]) donde se ensambla el complejo de trans-
cripcion einiciacion. El marco de lectura esta constituido por
porciones de la secuencia que son codificantes, los [exones],
que se encuentran separados por segmentos no codi-
ficantes, los [intrones]. El producto de la transcripcion de
estos componentes se denomina [trascripto primario], que
durante el [procesamiento del ARNm] recibe el casquete 5°
(para evitar la degradacién enzimética) y la cola de poliAAA
en 37; pierde los intrones, y se empalman los exones [en-
samblaje del ARN] {splicing} para formar el ARNm funcio-
nal [trascripto maduro]®*, que finalmente sera transporta-
do al citoplasma para comenzar su traduccién a proteinas.
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Fig. 7: Traduccién del ADN en proteinas (cada gen se transcribe en un ARNm que seré traducido en una Unica proteina).
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El [cédigo genético] es un cddigo de tripletes (tres
nucledtidos) que se leen a partir de un punto especifico en
el ARNm. De los 64 codones posibles en el codigo genético,
61 especifican aminoacidos individuales y 3 son codones de
detencién (STOP). La mayoria de los aminoéacidos son codi-
ficados por més de un codén (“sinénimos”). Estas redun-
dancias confieren al cédigo el caracter de “degenerado”. La
sintesis de todas las cadenas proteicas en las células
procariontes y eucariontes comienza con el aminoacido
metionina. En la mayoria de los ARNm, el codén de inicio
(iniciador) que especifica esta metionina aminoterminal es
AUG. Los tres codones stop (UAA, UGA y UAG) no especi-
fican aminoacidos y constituyen sefales de terminacion (ter-
minales) que marcan la terminal carboxilo de las cadenas
proteicas en casi todas las células. La secuencia de codones
(tripletes) que transcurre desde el codén de iniciacion has-
ta el codén terminal se denomina [marco de lectura]
{frameshift}. Esta disposicion lineal precisa de ribonu-
cleétidos, en grupos de tres, en el ARNm especifica la se-
cuencia aminoacidica lineal exacta, y dénde comienza y
termina la sintesis de la cadena proteica (Figura 8).

Durante la iniciacion, el codon AUG para metionina ac-
tla como codon de inicio en la gran mayoria de ARNm.
Existen dos tipos de metionina-ARNt: ARNt-"! , que es ca-
paz deiniciar la sintesis proteica (iniciacién), y ARNt-", que
solo incorpora metionina en una cadena proteica en creci-
miento (elongacion). Durante el estadio inicial de la sintesis
de proteinas se forma un complejo donde un ribosoma con
un ARNm y ARNt activado se coloca en la posicion correcta
en el coddn de inicio, para formar un complejo de inicia-
cion 80 S.
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Fig. 8: Traduccién del ADN en proteinas. Marco de lectura (ver el
texto para explicacién).

La elongacién de la cadena proteica incluye tres pasos que
se repiten unay otra vez:

- un aminoacil-ARNt se une con firmeza al sitio A sobre el
ribosomay aparea sus bases (anticodon) con el codén co-
rrespondiente del ARNm;

- se forma un enlace peptidico entre el aminoacido que in-
gresa y la cadena en crecimiento en el sitio P, con trans-
ferencia de la cadena peptidica al ARNt que ingresa. La
formacion del enlace peptidico se acompana con un des-
plazamiento del ARNt que ingresa hacia el sitio P, y del
ARNt ya sin carga hacia el sitio E. Por ultimo,

- el ribosoma se transloca hacia el siguiente codén y el ARNt
“viejo” se descarta del ribosoma.

Al'igual que en la iniciacién, la elongacion requiere fac-
tores proteicos especificos e hidrélisis de GTP. Es probable
que el ARN ribosomal (ARNr) catalice la reaccion de pep-
tidiltransferasa, donde se forman los enlaces peptidicos entre
aminoacidos adyacentes.

Por lo general, la terminacién es efectuada por dos tipos
de factores: los que reconocen codones de detencién y los
que favorecen la hidroélisis del peptidil-ARNt. En células
eucariontes, multiples ribosomas se unen a un Gnico ARNm
para formar un polisoma circular: todos los ribosomas
adosados traducen el ARNm al mismo tiempo. A medida que
cada ribosoma completa la traduccién y es liberado desde
el extremo 3 del ARNm, es probable que las subunidades
se reagrupen con rapidez en el extremo 5°, lo cual aumen-
ta mucho la eficiencia de la sintesis proteica.

Individualidad molecular en el hombre

“...algunas variantes génicas, importantes en la salud y
la enfermedad, son el resultado de la selecciéon natural... ”®

J. Bradbury

Las bases moleculares de las enfermedades genéticas se
deben a diferentes expresiones génicas que determinan,
por presiones de seleccion, entre otros factores, diferen-
tes frecuencias alélicas. Una especie determinada se desa-
rrolla en ambientes muy diversos, por lo cual la frecuencia
de alelos presentes en dicha poblacion serd seleccionada
para adaptarse a la diversidad ambiental, y no como un
Unico tipo morfolégico que encaje en un ambiente Gnico.
Una fuente importante de variacion alélica y seleccién
génica en el medio ambiente es el encuentro con diversos
agentes infectivos. Como ningtin genotipo humano ofre-
ce una resistencia maxima a todos los agentes posibles, las
presiones selectivas por parte de una variedad de agentes
infecciosos promoveran una heterogeneidad genética
(polimorfismo) que influird sobre la resistencia a estos
agentes.
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- La seleccion por agentes infecciosos presenta un buen
ejemplo en la anemia drepanocitica. Un genotipo hetero-
cigota, es decir, la presencia de un alelo mutado y otro nor-
mal, protege, al cambiar la estructura del glébulo rojo, con-
tra la infeccion del Plasmodium falciparum, comun entre
tribus africanas constantemente expuestas a la malaria, aun
cuando el gen en su estado homocigota provoca una ane-
mia grave. Otros agentes infecciosos tienen que ejercer pre-
siones selectivas similares, aunque siguen sin determinarse
los productos génicos especificos cuya seleccién determinan.

Las células de vertebrados manifiestan una variedad de
antigenos especificos en la superficie celular, muchos de los
cuales difieren de un individuo a otro. Estos antigenos (que
dificultan, por ejemplo, el transplante efectivo de 6rganos)
pueden estar relacionados con la distribucion histérica de
importantes enfermedades infecciosas de la antigtiedad?®.
Existen entre 10 y 20 genes candidatos a brindar resisten-
cia contra la malaria, codificando proteinas del sistema in-
mune, proteinas de la superficie celular y proteinas
involucradas en la fisiologia eritrocitaria®. Los estudios de
Tishkoff y col. han sugerido que en la deficiencia de G6FD
eritrocitaria (glucosa 6 fosfato deshidrogenasa) la disminu-
ciéon de la actividad de la enzima causa anemia hemolitica,
mostrandose con mayor frecuencia en éareas donde la ma-
laria esta o ha estado presente, sugiriendo que las variantes
de G6FD que afectan su actividad podrian proveer protec-
cién contra dicha enfermedad. Tishkoff plantea que la se-
leccion de las variantes de la G6FD ocurrieron hace 10.000
anos atras en Africa, cuando la introduccién de la agricul-
tura (gran cantidad de personas viviendo en populosas co-
munidades) permitié el establecimiento del ciclo infectivo
mosquito-humano.

Pero el origen de los genes de restriccién del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), que previenen la infec-
ciéon por el virus de la inmunodeficiencia humana - 1 (HIV-
1) o lentifican la progresion del SIDA, no es tan claro. Se han
identificado 15 genes de restriccion del SIDA, muchos de
los cuales tienen variaciones geograficas en la frecuencia
alélica. Sin embargo, una evidencia fuerte de presién de
seleccion se ha demostrado para sélo dos o tres genes de
restriccion del SIDA. Hace 700 afnos surgio la variante A-32
del CCR5, un correceptor para el HIV-1. Pero el HIV-1 apa-
recié en el siglo XX, por lo cual se postula a la Yersinia pestis,
agente causal de la peste bubonica, o aln al virus de la vi-
ruela, como productores de presién de seleccion génica®.
Otros atribuyen a priones la causalidad en la presion evolu-
tiva de la seleccion génica en individuos heterocigotas.

- También la dieta parece haber influido en la variabilidad
génica. Cuando los seres humanos vivian como cazadores-
recolectores, las variantes génicas pudieron haberse selec-
cionado a partir del abastecimiento intermitente de comi-
da. Con el actual marcado sedentarismo, donde la comida
siempre esta disponible, esas mismas variantes pueden
subyacer a la epidemia global de obesidad, diabetes y en-
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fermedades cardiacas. El alelo 4 del gen que codifica para
la apolipoproteina E (apoE4), presente en poblaciones
forrajeras actuales (pigmeos), pudo haber brindado venta-
jas a nuestros ancestros, pero hoy dia, dada la mayor lon-
gevidad y cambios en la dieta, se asocia con riesgo de en-
fermedad coronaria y Alzheimer?’.

- Entre las teorias que sostienen la seleccion por climas se
postula que la fosforilacion oxidativa, el sistema de produc-
cion mitocondrial de energia, depende de las 13 proteinas
codificadas por el ADN mitocondrial (ADNmt). El genoma
mitocondrial es el que determina el cambio de los carbo-
hidratos y grasas en ATP —para el trabajo —, y el calor —para
mantener la temperatura corporal-. Existen patrones de
ARNm determinados por factores climaticos, confinados a
regiones geograficas especificas. La distribucién de calorias
en calor versus la distribucion de calorfas en ATP esté deter-
minada por la eficiencia del acoplamiento de la fosforilacion
oxidativa mitocondrial (un acoplamiento pobre se asocia con
una mayor produccién de calor; un mayor acoplamiento se
asocia con una mayor produccion de ATP). Este acoplamien-
to estd determinado por las variaciones del ADNmt. Asi,
cuando las poblaciones migraron desde las regiones tropi-
cales y subtropicales de Africa a las mas frias de Europa y
Asia, ellas tuvieron que incorporar mas calorias a la dieta
para sobrevivir a inviernos frios. Esto seleccion6 mutaciones
en el ADNmt que redujeron la eficiencia del acoplamiento
(mayor produccién de calor) y por ende la produccién de
ATP. Como compensacion, tuvieron que incorporar dietas
mas ricas en grasas, como en el norte de Europa®. Estas
condiciones eran favorables en aquellos tiempos; hoy dia las
poblaciones gozan de condiciones ambientales mas contro-
ladas que hacen que las mitocondrias con buen acople ener-
gético (“tropicales”) y con mayor eficiencia en el acople de
la fosforilacion oxidativa estén en una sobrecarga crénica
de calorfas. Estas mitocondrias producen més radicales téxi-
cos del oxigeno cuando tienen exceso de calorias, por lo cual
estas poblaciones estan en mayor riesgo de presentar dia-
betes y enfermedades degenerativas que las que presentan
variantes “norteflas” de ADNmt.

Proyecto genoma humano

“...La meta del proyecto es entender las instrucciones
genéticas para los seres vivos. Consequir las instrucciones
es un gran trabajo, entender esas instrucciones puede con-
sumir varios cientos de anos..."”

James Watson

Hace méas de 20 anos que es posible secuenciar cortas
secciones del ADN gracias al uso de [enzimas de restriccion],
las cuales cortan al ADN en sitios especificos y permiten el
estudio de multiples segmentos cortos. Los fragmentos
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pueden ser también obtenidos mediante copia del ARN
mensajero a un nuevo bloque de ADN, llamado ADN com-
plementario (ADNc); esta copia representa sélo los exones
(genoma codificante). La reuniéon de todos los fragmentos
de ADNc de un determinado tejido o tipo celular constitu-
ye las bibliotecas de ADNc {cDNA librarie}, disponibles hoy
dia al publico. La reaccion en cadena de la polimerasa
{I(PCR)]} permitié la amplificacién gendémica que posibili-
16 el estudio completo del genoma humano.

En octubre de 1990 se decidi6 llevar a cabo el estudio
sistematico de todo el genoma humano, en un empren-
dimiento conjunto de laboratorios de China, EE.UU., Fran-
cia, Alemania, Japén y Gran Bretafa, con una serie de obje-
tivos intermedios:

- Completar un mapa fisico del genoma de modo de tener
hitos de referencia a lo largo de cada cromosoma.

- Desarrollar métodos para ubicar genes conocidos en los
cromosomas.

- Desarrollar métodos de secuenciacién rapidos y eficientes.

- Desarrollar &reas como la microrrobética.

- Desarrollar herramientas de bases de datos y softwares
adecuados para manejar e interpretar los datos del
genoma.

- Formar recursos humanos.

- Explorar las implicancias éticas, legales y sociales de la in-
vestigacion gendmica.

Estos objetivos fueron cumplidos, lograndose ademas
otros que se esperaban alcanzar mucho después:

- Un borrador avanzado de la secuencia del genoma del
ratén (diciembre de 2002).

- Un borrador inicial de la secuencia genémica de la rata
(diciembre de 2002).

- Laidentificacién de méas de 3 millones de variaciones gé-
nicas humanas puntuales (polimorfismos de un solo
nucledtido {SNPs}).

- La generacién de ADN complementarios de extension
completa (cDNAs) para mas del 70% de los genes cono-
cidos del raton y del hombre.

Todas las secuencias generadas por el Proyecto Genoma
Humano han sido rdpidamente enviadas a bases de datos
publicas, estando disponibles gratuitamente a escala mun-
dial, sin restricciones. Se han identificado méas de 1.400
genes relacionados con enfermedades.

Genoma humano

El genoma humano es la totalidad del material genético
de una célula. Comprende al genoma nuclear, constituido
por el ADN cromosémico y el genoma mitocondrial, que
contienen la informacién para la elaboracion de todas las

proteinas requeridas por el organismo, las que determinan
el aspecto, funcionamiento, metabolismo, resistencia a in-
fecciones y enfermedades.

Nuestra secuencia genémica provee el Unico archivo de
quiénes somos y de como hemos evolucionado como es-
pecie, incluyendo la unidad fundamental de todos los seres
humanos®. Entre los principales hallazgos del proyecto se
pueden enumerar:

- El genoma humano contiene 3.164 millones de bases.

- Un gen promedio contiene 6.000 bases.

- El ndmero total de genes esta en alrededor de 30.000.

- Menos del 2% del genoma corresponde a la secuencia que
codifica para las proteinas (genoma codificante).

- 50% del genoma son secuencias repetitivas.

- EI99,3% dela secuencia del ADN es exactamente la mis-
ma en todos los individuos.

- Se desconoce la funcion de un 50% de los genes descu-
biertos (aproximadamente 15.000).

- Todavia quedan alrededor de 400 brechas definidas sin
secuenciar; ellas requieren el desarrollo de nuevas tecnolo-
gfas para su secuenciacion, aungue contienen pocos genes.

El proyecto genoma humano y la investigacion
médica

“...lo mejor esta por venir...”
Francis S. Collins
Estudios genéticos

Mientras la determinacién de las secuencias génicas y sus
funciones ganan velocidad al correr del tercer milenio, los
esfuerzos de la investigacion biomédica se orientan hacia
la mejor definicion de los patrones de expresion génica que
puedan explicar las diferentes enfermedades. La mayor parte
de estos esfuerzos se dirigen hacia la definicion de las va-
riaciones interindividuales, las cuales se espera que jueguen
un rol integral en el plan de tratamiento, en términos de
mayor eficacia y menores efectos adversos a las drogas. Se
confia que esta terapéutica racional basada en el genoma
conduzca progresivamente a la era de la “medicina perso-
nalizada”. Este abordaje utiliza la ayuda de la tecnologia y
la funcionalidad genémica para definir, predecir y moni-
torear la naturaleza de la respuesta de un individuo a los
tratamientos con drogas, y a un disefio racional de nuevos
farmacos.

Un estudio genético es el analisis del ADN, ARN, cromo-
somas, proteinas y/o ciertos metabolitos en humanos para
analizar genotipos, mutaciones, fenotipos y cariotipos re-
lacionados con enfermedades?°.

Esta definicién refleja la amplitud de técnicas que pueden
ser utilizadas en el proceso de andlisis (Figura 9). El listado se
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estd actualizando continuamente y se puede acceder a las
Gltimas incorporaciones en http:/www.geneclinics.org*').
Existe un amplio nimero de enfermedades hereditarias que
pueden ser diagnosticadas por técnicas moleculares en la
etapa prenatal, en recién nacidos, nifios o adultos; enferme-
dades que pueden predecirse en personas sanas en riesgo,
como asi también es posible en algunos casos establecer el
pronosticoy la respuesta a la terapéutica. Estos estudios son
a menudo el mejor modo de confirmar el diagnostico en un
paciente con signos o sintomas sugestivos de enfermedad
genética, o definir una conducta médica preventiva. Hoy es
posible predecir que un paciente con una mutacion identi-
ficada en el oncogen RET puede sufrir una neoplasia
endocrina maltiple tipo 2 (MEN 2), o que un nifo que haya
heredado la mutacion puede beneficiarse de una
tiroidectomia profilactica previniendo la aparicion del car-
cinoma medular de tiroides*’. El test de mutacién para el
oncogen RET puede identificar al 85-95% de los familiares
afectados de pacientes con carcinoma medular de tiroides**
45, Ante signos y sintomas de la distrofia muscular de
Duchenne, actualmente se pueden rastrear las grandes
deleciones (60% de las mutaciones descriptas para este gen)
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o inversiones del gen de la distrofina*® (Figura 10). Cientos
de mutaciones diferentes pueden ser la causa de la enfer-
medad fibroquistica del pancreas*’, y mutaciones en los
genes BRCAT y BRCA2 estan asociadas a la susceptibilidad
al cdncer de mama y ovario hereditarios*. El test de la he-
moglobina buscando la mutacién HbS causante de la ane-
mia drepanocitica en el ADN de las vellosidades coriales
permite el examen prenatal*. El diagndstico temprano es
esencial para proporcionar el tratamiento preventivo ade-
cuado para las complicaciones de dicha enfermedad. Los
tests citogenéticos se utilizan para diagnosticar desordenes
cromosomicos, en los cuales los cromosomas o segmentos
cromosoémicos estan duplicados, [delecionados] o [translo-
cados] a diferentes cromosomas (Figura 11). Estas pruebas
permiten el diagnostico, por ejemplo, del sindrome de
Down, enfermedad genética raramente heredada que se
debe a la presencia de un cromosoma 21 extra (trisomia del
cromosoma 21), generalmente debida a una no disyuncion
durante la meiosis del évulo o del espermatozoide®®>2.

El proposito de estos estudios genéticos es a menudo
identificar miembros de una familia que son portadores,
personas no afectadas pero que pueden engendrar nifos

CONDICION GENES O ALTERACIONES CROMOSOMICAS INVOLUCRADAS

Ataxia

SCA1,SCA2, SCA3, SCA6, SCA7, SCA10, DRPLA

USOS DEL TEST
Di -

Enfermedad de Alzheimer familiar

PSEN1, PSEN2

Diagnéstico, Predictivo

de Canavan

ASPA

Di lico, Prenatal

Pérdida de calor congénita
Heredada no si i

GJB2

Diagnéstico, Prenatal

Sindrome del cromosoma fragil

FMR1

Diagnéstico, Prenatal

HD

Di i ictivo Prenatal

de Huntigton

Sindrome de Ehler-Danlos Tipo vascular

COL3AL

Diagnéstico, Prenatal

de Marfan

FBNL

Di lico, Prenatal

o] is il rfecta tipo | — IV

COL1A1, COL1A2

Di lico, Prenatal

Poliposis familar

APC

Di

Cancer colorrectal no polipésico Hereditario

MLH1, MSH2, PMS2, MSH3, MSH6

Diagnéstico, Predictivo

de von Hippel Landau

VHL

Di

e de Li Fraumeni

TP53

Di

B- B-globina (HbB) Deteccién de portadores ,Di ico prenatal

Hemofilia A F8C de prenatal
Hemofilia B F9C Deteccién de Di ico prenatal
Diabetes insfpida AVPR2, AQP2 Di i i6n de prenatal

renal poliquisti ica dominante y PKD1, PKD2, PKHD1 Predictivo, prenatal
recesiva)
FGFR3 Prenatal
Déficit de od AAT Di
Cistinosis CTNS Deteccién de Prenatal
Galactosemia GALT Estudio en recién nacido, deteccién de portadores, prenatal
is tipo 1 NF1 Prenatal
is tipo 2 NF2 Predictivo, prenatal

RET

Di

plasia endocrina mdltiple tipo 2

Distrofia muscular de Duchenne Delecion o inversion estructural en regiones codificantes del gen de la Distrofia muscular de Duchenne Diagnéstico
Anemia de células Mutacién del HbS Di
Fibrosis quistica del CFTR Di:
de Down Cr 21 extra Di
de la delecion 22q11 Deleci6n en 22 Di
de Hierro C282Y y H63D en el gen HFE Di

Trombosis venosa

Mutacién del factor V de Leiden

ivo?

Cancer de mama y ovario

BRCA 1, BRCA2

Predictivo, diagnéstico

Di

de hi ia maligna

delRYR1enel 19 (recordar la heterogenici dad del SHM)

Fi

9

. 9: Estudios genéticos (ver el texto para explicacién; tomado de 41).

Revista Argentina de Anestesiologia 2005 | 21




Articulo de revision

Cardiomiopatia ligada al X: dada por mutaciones
en el promotor que bloquean la transcripcion en
el musculo cardiaco.

Regiones codificantes

——
promotores

Gen de la distrofina

Distrofia muscular de Duchenne: debida a deleciones
y otras mutaciones que provocan corrimiento del marco
de lectura y resultan en una proteina truncada o ninguna
proteina

Distrofia muscular de Becker: debida a
deleciones y otras mutaciones que no producen
corrimiento del marco de lectura y que resultan

en una proteina con funcién alterada o disminuida

I LU0

Proteina distrofina

Fig. 10: Alteraciones del gen de la distrofina (ver el texto para explicacion; tomado de 46).

Delecién.

Area
delecionada

Antes de la
delecion

Después de
la delecion

Antes de la translocacion

Cromosoma 4

Después de la translocacion

Cromosoma 20

Cromosoma 20 final

Cromosoma 4
final

Fig. 11: Alteraciones cromosémicas (modificado de 42) (ver el texto para explicacion).

con la enfermedad, y son a menudo realizados por razones
primariamente personales y no médicas. Diferente es el caso
de pacientes susceptibles para sufrir el sindrome de hiper-
termia maligna (HM)*3, los cuales pueden vivir con esta
miopatia subclinica en tanto y en cuanto no se expongan a

anestesia general con agentes halogenados y/o succinil-
colina. La importancia del correcto diagnéstico de esta en-
fermedad en sobrevivientes de un episodio sospechoso de
HM radica en que los familiares pueden también estar afec-
tados por esa dolencia heredable en forma dominante.
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Generalmente es un diagndstico presintomatico en familia-
res de un paciente sospechoso o diagnosticado de HM. El
test habitual es el de contractura ante la exposicion a cafeina-
halotano in vitro: se enfrenta un trozo de musculo vasto
lateral o medial, obtenido por excéresis quirdrgica, a cafeina-
halotano. Si bien la fibra extraida en el adulto no represen-
ta una gran masa muscular (2 g), en nifios pequenos pue-
de tener mayor significancia (ademas de la renuencia de los
padres a realizar la biopsia). Las investigaciones moleculares
en la HM han mostrado una considerable heterogeneidad
en [locus] y alelos. Mas del 50% de las familias de HM
muestran vinculos genéticos con el gen del receptor
rianodina del musculo esquelético (RYR1) en el cromosoma
19913.1°, y otros [loci] han sido identificados como loci
candidatos en los cromosomas 1932, 7q11.23-21.1, 3q13.1
y 5p. Mas de 30 mutaciones han sido descriptas en el gen
RYR1, algunas de ellas detectadas con una frecuencia de
entre el 0,3y el 27%, mientras que otras sélo han sido iden-
tificadas en familias Unicas®>*° (Figura 12, tomado de®). De
acuerdo con las recientemente publicadas guias de diagnés-
tico, la presencia de mutaciones permite la deteccién de
susceptibilidad a la HM. Sin embargo, debido a que la HM
tiene heterogeneidad génica y alélica, y a las discordancias
existentes entre el test de contractura muscular y el test
genético, un diagndstico negativo de HM no es absoluta-
mente establecido por estudio genético, por lo que en es-
tos casos debe realizarse el test de contractura muscular
(Figura 13)®.

Una revoluciéon que progresa

Santiago Grisolia, premio Principe de Asturias de investi-
gaciones cientificas, dijo que “...en poco tiempo se podra
conocer el genoma humano, individualizado en un dia, tras
la extraccion de sangre en un hospital o centro médico, a
un costo de 1.000 euros ..."®". Pero el patentamiento de se-
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cuencias génicas por empresas comerciales (algunas secuen-
cias todavia hoy no se sabe para qué sirven) puede dismi-
nuir el optimismo del objetivo de determinar un perfil
gendmico por menos de 1000 euros. Si por cada gen
testeado se debiera pagar 1 dolar en concepto de paten-
tes, y asumiendo que de los 30.000 genes conocidos sélo
la mitad tuvieran importancia clinica, la determinacion
genética costaria por lo menos 15.000 délares, valor leja-
no a los 1.000 euros estimados®. Sin embargo, se estan
invirtiendo grandes sumas de dinero para descubrir méto-
dos de secuenciaciéon que permitan lograrlo (la fundacion
Craig Venter ha establecido un premio de 500.000 doélares
para quien logre el objetivo del estudio del genoma por
1.000 dolares®?).

Gendmica

Desde la época de Gregor Mendel, la herencia de deter-
minados caracteres en los seres humanos ha llamado la
atencién de la comunidad cientifica. La genética es el estu-
dio de los genes (genotipo) y sus efectos (fenotipo) en los
seres humanos. Del avance de la genética, la biologia
molecular y la bioinformatica se nutre una nueva rama del
conocimiento, la gendmica, que estudia todos los aspectos
involucrados en el “"dogma central de la biologia”, desde la
duplicacion del ADN a la transcripcién en ARN y la traduc-
cion en proteinas. Asimismo, estudia los aspectos involu-
crados en el control de la expresiéon génica y las variantes
génicas (gendémica funcional)?, y las técnicas conexas al
estudio de los genes y sus funciones.

Gendmica comparativa-biologia evolucionista

La version completa de la secuencia del genoma huma-
no permitird a los investigadores aprender mas de su cons-

Exon Posicién de la mutacién Cambio de AA en RYR1 Comparacién funcional con RYR1 wild type Fenotipo Incidencia estimada

y cambio de codon

Cafeina F

2 103TGC — CGC Cys 35— Arg no diferencia aumentada SHM Una familia
[} 487CGC—TGC Arg 163 > Cys aumentada aumentada SHM y/e ECC 2%
9 742GGG—AGG Gly 248 — Arg aumentada aumentada SHM Una familia
1 1021GGG—AGG Gly 341 - Arg aumentada aumentada SHM 6-10 %
12 1209ATC —ATG lle 403 > Met aumentada aumentada ECC; desconocida para SHM Una familia
14 1665TAT —~TCT Tyr 522 — Ser aumentada aumentada SHM y/o ECC Una familia
15 1654CGG—-TGG Arg 522 Trp aumentada aumentada SHM Una familia
17 1840CGC—TGC Arg 614 - Cys aumentada aumentada SHM 4-9%
17 1841CGC—~CTC Arg 614 > Leu aumentada aumentada SHM 2%
39 6487CGC—TGC Arg2163 - Cys aumentada aumentada SHM 4%
39 6488CGC—CAC Arg2163 — His aumentada aumentada SHM y/o ECC Una familia
456 7300GGA—AGA Gly2434 — Arg aumentada aumentada SHM 4-10 %
456 7304CGC—CAC Arg2436 — His aumentada aumentada SHM y/o ECC Una familia
46 7372CGC—~TGC Arg2468 — Cys aumentada aumentada SHM 4%
46 7373CGC—CAC Arg2468 — His aumentada aumentada SHM 4%

Fig.12: Lista de mutaciones del RYR1 potencialmente causantes de susceptibilidad al sindrome de Hipertermia Maligna (SHM) y Enfer-

medad del Cuerpo Central (ECC). (Tomado de 53)
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Paciente enviado para determinacion de hipertermia maligna |

}

Probandos
Familiares de pacientes sospechosos de HM
Miembros de familias HM sin mutaciones causales

v

Historia familiar con
una mutacién HM causal

Test de ADN para mutacion de HM
4

A

AUSENTE PRESENTE

v

Test de contractura
Muscular In Vitro

NEGATIVO| POSITIVO

NMH

Fig. 13 : Algoritmo sugerido para el estudio de la susceptibilidad al sindrome de Hiperter-
mia Maligna. (Tomado de 53). (HM:Hipertermia maligna; NHM: Negativo para Hipertermia
maligna; SHM: Sensible para Hipertermia maligna; ADN: Acido Desoxirribonucleico). (To-

mado de 53)

titucién y funcion, comparédndolas con las secuencias
gendmicas de otras especies, como la rata, el ratén o la
mosca de la fruta’. Esto permitird una mas eficiente predic-
cion de la estructura génica y su funcion, y quizas podria
posibilitar un mejor uso de modelos animales para definiry
validar blancos para el desarrollo de drogas, y predecir el
resultado de estudios clinicos?.

Antropologia molecular

Los modernos antropologos utilizan la genética molecular
para estudiar los cambios de las poblaciones humanas a lo
largo del tiempo (origenes, patrones migratorios e historia
cultural). La manifestacién génica de patrones de adapta-
cion ocurridos a principios de la hominizacion sirven de
materia de estudio para la antropologia molecular®.

Farmacogendmica

La farmacogenética y farmacogendmica se ocupan de la
caracterizacién fenotipica y genotipica de los polimorfismos
genéticos implicados en el metabolismo de farmacos y en
receptores dirigidos a una monitorizacion de los sujetos
sanos o enfermos participantes en ensayos clinicos.

La farmacogenética, combinacién de la genética, la
farmacologia y la bioquimica, describié inicialmente los es-
tudios de las bases genéticas de la terapéutica®®. La

farmacogenomica es un término mas amplio y reciente que
agrega las nuevas ciencias de la biologia molecular, la
gendmica y la bioinformatica con sus tecnologias asociadas.
Aunque el campo ha crecido y su alcance se extendio gran-
demente, su propdsito sigue siendo el mismo: entender las
razones subyacentes de la respuesta humana diferencial a
los [xenobidticos]®. Los conceptos corrientes en la terapia
con drogas a menudo involucran el tratamiento de gran-
des lotes de poblacién como grupos, mas alla de las dife-
rencias genéticamente determinadas de un individuo fren-
tea unadroga. La farmacogendmica, por el contrario, puede
ayudar en el hallazgo de una terapia efectiva en pequefas
subpoblaciones de pacientes, los cuales, a pesar de mani-
festar el mismo fenotipo de enfermedad, se caracterizan
por perfiles genéticos diferentes. Se ha estimado que sélo
un tercio de los pacientes gozan de los beneficios de la te-
rapéutica prescripta. En los restantes dos tercios, la medi-
cacion puede no tener el efecto deseado o ser pobremen-
te tolerada. Los efectos adversos en los pacientes hospita-
lizados en EE.UU. pueden llegar a ser de hasta 2 millones
de casos al afio, siendo 100.000 los casos de desenlace
fatal®®.

La farmacogendmica aborda la conexion entre los genes
y la respuesta individual a las drogas. Como tal, el campo
cubre una vasta area que incluye:

- La investigacion basica en el descubrimiento de drogas.
- Las bases genéticas de la farmacocinética y farmacodi-
namica.
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- Los nuevos desarrollos de drogas.
- Los testeos genéticos y el manejo clinico del paciente.

Ultimamente la farmacogenética se ha propuesto prede-
cir la respuesta genética del paciente a drogas especificas,
como un medio para entregar el mejor tratamiento médico
posible. Prediciendo la respuesta a las drogas de un indivi-
duo, sera posible incrementar el éxito de las terapias y re-
ducir la incidencia de efectos adversos colaterales. Una droga
para ser aprobada debe mostrarse apropiadamente segura
y efectiva, y la evaluacion se realiza sobre bases estadisticas
dentro de una poblacion de pacientes. Sin embargo, es raro
que una droga sea segura y efectiva para todos. La terapéu-
tica a menudo falla en su porcentaje de efectividad, y a
menudo causa una cantidad de efectos adversos. Ademas,
el uso a escala mundial de estas drogas ha revelado una
sustancial diferencia interindividual en la respuesta terapéu-
tica. Cualquier droga administrada puede ser terapéutica en
algunos individuos e inefectiva en otros, y mientras algu-
nos manifiestan efectos adversos a ellas, otros individuos no
son afectados. Con frecuencia, diferentes mecanismos
moleculares subyacen a los efectos terapéuticos y adversos.
La variabilidad inherente entre individuos tiene un signifi-
cativo efecto en la calidad y costo del cuidado de la salud.
Analizada la eficacia de drogas mayores en varias enferme-
dades importantes, como se puede apreciar en la Figura
14%7, se ve que el mayor porcentaje de respondedores se
manifiesta durante el uso de analgésicos no opioides
(inhibidores de la COX,, 80%), y el menor para la quimiote-
rapia por cancer (25%). Muchas otras tienen un rango de
respuesta que va del 50 al 75%. La seguridad de las drogas
también varia de droga a droga y de enfermedad a enfer-

Area Terapettica % de Eficacia

Alzheimer 30
Analgésicos (Cox-2) 80
Asma 60
Arritmias cardiacas 60
Depresion 62
Diabetes 57
Incontinencia 40
Migrafa (aguda) 52
Migrafa (profilaxis) 50
Oncologia 25
Osteoporosis 48
Artritis reumatoidea 50
Esquizofrenia 60

Fig. 14: Porcentaje de respuesta a tratamientos con diferentes dro-
gas mayores (tomado de 67).

El salto de la doble hélice. Consecuencias
del Proyecto Genoma Humano

medad, pero algunas de ellas tienen efectos clinicos de
importancia. Esto ocurre a pesar de los esfuerzos de los la-
boratorios y companias farmacéuticas para desarrollar dro-
gas mas seguras, y de las agencias regulatorias que tratan
de mantener estrictas guias de seguridad.

El proposito de la farmacogendmica clinica es distinguir
entre aquellos pacientes que responderan mas o menos a
una determinada droga o a la inversa, aquellos que tengan
menos riesgos para desarrollar un evento adverso. El
genotipo de un paciente necesitaria ser determinado sélo
una vez para un gen determinado, ya que, exceptuando la
ocurrencia de mutaciones muy raras, éste no cambia. Con
esta informacion se podrian maximizar las mejores eleccio-
nes en el tratamiento con drogas, aumentando la eficacia y
disminuyendo el riesgo de reacciones adversas®.

Polimorfismos en la secuencia genética.
Polimorfismo de nucleétido Unico (SNPs)

Muchas enfermedades comunes, e incluso respuestas a
drogas, han mostrado estar influenciadas por diferencias
genéticas heredadas. Si una region del genoma humano es
secuenciada en dos individuos elegidos al azar, el 99,3% del
ADN estudiado sera idéntico®. Asi, muchas de las variacio-
nes genéticas entre individuos resultan de cambios en sélo
el 0,7% del genoma’® (lo que no es poco teniendo en cuenta
que el 0,7% de un genoma de 3.164 millones de bases
corresponderia a 22.148.000 de bases). Comienza a ser
evidente que hay una variacion sustancial en las secuencias
de ADN entre dos individuos en varios puntos a lo largo del
genoma’"’?, aunque su representacion génica es estrecha.
A veces ocurre una mutacién puntual en un par de bases
en una seccién del genoma, lo cual resulta en una [inser-
ciéon] (1) (se agrega un nucleétido) o [delecion] (D) (se elimi-
na un nucleétido) incorrecta de un nucleétido. Los pacien-
tes pueden resultar homocigotas (Il o DD) o heterocigotas
(ID) para cualquiera de las dos variantes alélicas. Asi, un
[polimorfismo] describe un rasgo monogénico que existe en
la poblacion al menos en dos variantes observables. La ex-
presion [alelo “wild-type”] se usa para referirse al genotipo
corriente que se adopta como estandar. Mas frecuentemen-
te, las variaciones de secuencias son discretos cambios de
s6lo un nucleétido referidas como [polimorfismo de un solo
nucledtido] {SNP’s}, los cuales se estima que ocurren con
una frecuencia de 1 cada 800 a 1000 nucledtidos’" 7376, Asi,
por cada 1.000 nucleétidos, el promedio de identidad
nucleotidica en una poblacién podria diferir entre una de
dos copias de un cromosoma dado en una frecuencia sus-
tancial a lo largo de la poblacién (polimorfismo bialélico: la
identidad nucleotidica de esta posicion polimorfica esta
generalmente referida a 1 de 2 posibilidades en humanos
(1 de 2 alelos’", Figura 1577). Ante SNPs en ADN no codi-
ficante es dificil poder discernir un impacto en la estructura
y/o la funcion de proteinas expresadas, o su nivel de expre-
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GTTTAAATA| A[TACTGATCA

GTTTAAATA| G|TACTGATCA

Fig.15: Polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) (modificado de
80)

Posicion y tipo del SNP  N° de pb por SNP (aprox)
Codificante 1250
Sinénimos 662
No sinénimos 1754
No codificante 1176
5'UTR 1470
intron 952
3'UTR 1190

Fig. 16: Frecuencia estimada de SNPs en el genoma humano de
acuerdo a su posicién y tipo (tomado de 81). (SNP: polimorfismo
de un solo nucleétido; UTR: regiones intraducibles; pb: pares de
bases)

sion. Por contraste, los SNPs dentro de regiones codificantes
o en elementos de control de un gen pueden tener un efecto
sustancial en la expresion proteica. Los SNPs dentro de re-
giones codificantes {(cSNPs)} pueden resultar tanto en un
cambio en un aminoacido en la proteina expresada, con la
aparicion o no de un fenotipo anormal (rasgo visible), como
en un cambio de codon sin efecto sobre el aminoacido, y
sin cambios en la proteina expresada. La frecuencia de SNPs
varfa de acuerdo con su posicion y tipo’® (Figura 16).

Los SNP s tienen un gran potencial para ser utilizados en
estudios de mapeo genético, en los cuales se localizan y
caracterizan genes que son importantes en enfermedades
y funciones biolégicas humanas’.

Existen SNPs dentro de secuencias que codifican protei-
nas’"’>. La presencia de una determinada variante alélica de
un SNP especifico puede ser implicada como factor causal
en desérdenes genéticos humanos. Asi, el screening para
una variante alélica individual podria ayudar a la deteccion

de una predisposicion genética a la enfermedad o a su cau-
sa. También pueden jugar un rol en la etiologia de afeccio-
nes poligénicas como el asma y la hipertension.

Los SNPs pueden ser utilizados como marcadores
genéticos para los estudios de mapeos genéticos”"’47>%% |o
cual posibilita la localizaciéon e identificacion de genes de
importancia funcional.

Aun cuando los SNPs no estén directamente involucrados
en la etiologia de la enfermedad, es posible que haya una
relacion posicional llamada [desequilibrio de enlace o liga-
dura] {linkage disequilibrium}. Algunos de estos SNPs pue-
den analizarse conjuntamente con sus vecinos proximos del
mismo cromosoma para determinar desequilibrios de
ligamiento. Decimos que existe desequilibrio de ligamiento
en una regién cromésomica cuando hay grupos de marca-
dores (denominados haplotipos) que tienden a transmitirse
conjuntamente. Aqui, una enfermedad genética de apari-
cién frecuente en una poblacion particular es consecuencia
de una mutacién producida muchas generaciones atras. Este
cromosoma ancestral portard marcadores estrechamente
ligados que se conservaran durante muchas generaciones,
aunque el valor del desequilibrio disminuye por recom-
binaciones sucesivas que “disgregan” los haplotipos ances-
trales a lo largo de las generaciones. Los marcadores que se
encuentran mas alejados en el cromosoma tenderén a es-
tar mas separados del gen relacionado con la enfermedad
por recombinacién. Desde el punto de vista del ligamiento,
los marcadores muy alejados en un mismo cromosoma se
comportan practicamente como si estuvieran en cromo-
somas diferentes, mientras que los mas cercanos al gen
relacionado con la enfermedad permaneceran asociados a
él. Por lo tanto, los marcadores més informativos a utilizar
en el diagndstico indirecto (donde no se busca la mutacién)
de patologias hereditarias seran los intragénicos (principal-
mente los intronicos), es decir, los que se encuentren den-
tro del gen relacionado con una determinada enfermedad,
ya que es minima la probabilidad de que haya ocurrido una
recombinaciéon que desligue la mutacion génica del marca-
dor analizado mientras que si se utilizan marcadores que
mapean fuera del gen esa probabilidad aumenta conside-
rablemente, y con ella el error del estudio. A través de la
evaluacién de la distribucion de marcadores especificos en
familias con varias generaciones de individuos afectados
dentro de una poblacion, los genetistas pueden identificar
marcadores de ADN estrechamente asociados con la enfer-
medad, y asi localizar el gen asociado a ella dentro de una
region de tamafo bastante reducido. A esto se lo denomi-
na Clonado Posicional. Se ha propuesto que un set de 3.000
marcadores (SNPs) podria ser suficiente para estudios de
mapeo de todo el genoma en humanos. Un mapa de
100.000 o mas SNPs habia sido propuesto como una meta
final para hacer realidad estudios de mapeo genético en
grandes poblaciones®'#2, Tecnologias capaces de genotipi-
ficar miles de muestras de ADN individuales en forma segu-
ra, rapida y costo efectivo son necesarias para hacer posi-
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Método Referencia
-Secuenciacion de productos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) 86, 87
-Andlisis directo de masa de productos de PCR 88

-Andlisis de productos de PCR alelo-especifico o ligasa Chain reaction (LCR) 89, 90
-Andlisis de productos de RFLP-PCR 91, 92
-Minisecuenciacion 93,94, 95
-Andlisis de muestras de hibridizacion de acidos nucleicos peptidicos 96, 97, 98
-Andlisis directo de productos de clivaje invasivo 99

Fig. 17: Abordajes para el anélisis de SNP utilizando MALDI-TOF MS. (Tomado de 83). (PCR: reaccién en cadena

de la polimerasa; LCR: reaccién en cadena de la ligasa)

ble estos estudios®”’. Una amplia variedad de técnicas de
tipificacion de SNPs han sido desarrolladas en recientes
anos’"#3# (Figura 17)%°°, Estimulados por las posibilidades
de investigacion en SNPs, centros académicos internaciona-
les (los Institutos Nacionales de Salud {NHI} de EE.UU., entre
ellos), companias farmacéuticas (AstraZeneca, Bayer, Pfizer,
SmithKline Beecham y Novartis) y fundaciones privadas
(Celera Genomics entre otras) se unieron en 1999 para crear
el SNP Consortium®, y elaboraron un catdlogo de méas de
un millén de SNPs'® que deberia servir para el estudio de
los vinculos entre genes y enfermedad'®'%. Con la posibi-
lidad de realizar mapas de SNPs de alta resolucion y la ca-
pacidad de utilizar el [microarray de ADN] para efectivamen-
te explorarlo, se podran realizar amplios estudios de asocia-
cién gendmica durante estudios clinicos, posibilitando iden-
tificar genes susceptibles de producir enfermedad, para
pronéstico, descubrimiento de drogas y seleccion de trata-
mientos. Si existe un alto riesgo de enfermedad, cuantifica-
do por el patrén de SNPs del paciente, podrian establecerse
tratamientos preventivos y ajustes en el estilo de vida (die-
ta, ejercicio, etc.) Un mapa genético de SNPs también podria
contener las variantes genéticas importantes para el transpor-
te de drogas, metabolismo e interacciones con receptores,
topicos relevantes a la hora de seleccionar un tratamiento
farmacoldgico’. Mas alin, este mapeo podria servir para aler-
tar al médico de que es necesario un cuidadoso monitoreo
de la dosificacion de la droga en un paciente determinado.
Muchos transportadores de drogas son polimorficos. Ade-
maés, la mayoria del metabolismo de drogas dependientes de
fase Iy Il es realizada por enzimas polimorficas, las cuales
pueden producir abolicién, alteracion cuantitativa o cualita-
tiva, o aumento del metabolismo de drogas. Se ha descrito
la duplicacion y la amplificacion de genes activos, muchas
veces en respuesta a componentes dietarios que han resul-
tado en una seleccion de alelos con multiples genes no
inducibles. Varios ejemplos existen donde sujetos que por-
tan ciertos alelos sufren por la pérdida de eficacia de una
droga a causa del metabolismo ultrarrapido causado por
genes multiples o por la induccién de la expresion génica o,
alternativamente, efectos adversos dados por el tratamiento
farmacolégico como resultado de la presencia de alelos de-

fectuosos. La informacion acerca del rol de los receptores
polimorficos para la eficiencia de tratamientos con drogas es
mas escasa, aunque hay casos prometedores en el tratamiento
del asma con drogas donde la eficiencia puede ser mejorada
con la genotipificacion predictiva para blancos de drogas.
Ademés, ciertos polimorfismos pueden ser utilizados como
marcadores para la optimizacién de la terapia farma-
coldgica'™. Se sabe que la genotipificacion predictiva es be-
neficiosa en un 10-20% de los tratamientos farmacolégicos,
y esto permite la prevencion de causalidades por reacciones
adversas farmacolégicas, lo cual mejoraria la salud en una sig-
nificativa fraccion de la poblacion. En el 15 al 40% de los
casos, la penetrancia del polimorfismo genético es menos im-
portante a causa de una influencia poligénica en el resultado
adrogas, y en el 50% de los casos la farmacogenética podria
no tener influencia a causa de otros factores fisioldgicos y
ambientales mas importantes'®,

Sin embargo, este abordaje puede resultar extremada-
mente dificultoso en el corto tiempo. El resultado de un
tratamiento con drogas representa un complejo fenotipo
codificado por docenas, si no centenares de genes, y afec-
tados por multiplicidad de factores ambientales. Por lo tanto,
generalmente se ve un gradiente de respuesta. Los estudios
de fenotipo de actividad de enzimas en sangre (cuando son
posibles) son en general mas exitosos que la genotipificacion
del ADN para predecir un resultado inequivoco de la tera-
pia con drogas en un paciente determinado. La fenotipi-
ficacion con drogas de ensayo no ha tenido éxito en gene-
ral a causa de la solapada especificidad del sustrato, no solo
por las enzimas que metabolizan drogas, sino también por
los transportadores, receptores, canales idnicos, factores de
transcripcion y otros blancos de drogas; las interacciones
entre drogas, la induccién e inhibicion de enzimas y los
multiples caminos también presentan problemas de dificil
resolucion (enzimas, transportes, sequndos mensajeros,
transduccion de sefnales). La genotipificacion ha sido pro-
puesta para predecir la disposicion de drogas, eficacia, toxi-
cidad y resultado clinico, pero el éxito de la genotipificacion
en la terapia individualizada con drogas habitualmente
parece lejana dado por algunos defectos (frecuencia de los
sitios variables de ADN, diferencias étnicas, mezclas) y com-
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plejidades (plasticidad del genoma, multiples mecanismos
para determinacién de tamafos y localizaciones de bloques
de haplotipos). La gendmica es una herramienta importan-
te en la investigacion basica, aunque seré dificil adn incor-
porar pruebas genotipicas en la practica clinica en un futu-
ro proximo. Lo mismo puede decirse para la [trascriptomical
y la protedmica. Los nuevos campos de la [metabondmical
y la [fendmica] podrian ofrecer soluciones para anticipar y
disminuir los riesgos individuales de reacciones adversas a
drogas en cada paciente. Sin embargo, los tests para estas
pruebas demoraran entre 5y 10 afios'.

Asi, en el futuro, la farmacogendémica jugara un rol inte-
gral en el estudio de la enfermedad, en el descubrimientoy
desarrollo de drogas y especificamente en la seleccién del
tipo de droga. Més alin, podra proveer informacién muy Gtil
en la seleccion del régimen de dosificacion para un pacien-
te individual. El principio de “una droga para todos” utili-
zado actualmente, con sus margenes de seguridad especi-
ficados con la dosis efectiva 95 (ED95) y la dosis letal 95
(LD95), con el abordaje farmacogendmico, podria evolucio-
nar en uno mas individualizado, donde las drogas son efec-
tivamente optimizadas segun un perfil genético Unico'”’
(Figura 18'%8). Actualmente, las drogas producidas para
grandes lotes de poblacion, con una eficacia probada y
pocos efectos adversos (drogas de “blockbuster”®), son la
base de las enormes ganancias de empresas farmacéuticas
que ano tras ano ingresan miles de millones de dolares en
sus balances. Esto posibilita la investigacion de nuevos de-
sarrollos con las mismas caracteristicas (amplio margen de
seguridad, eficacia probada), pero sigue dejando fuera del
mercado a pequenos lotes de poblacidon con marcadores
genéticos diferentes y diferente perfil farmacodinamico. El
uso de las nuevas drogas inhibidoras de la COX, sigue este
modelo, disminuyendo los efectos adversos en el aparato
gastrointestinal y manteniendo su efectividad terapéutica.
Sélo un pequefio nimero de pacientes desarrolla esos efec-
tos adversos, y las drogas tradicionales son mucho menos
caras. Esto aboga aun por la teoria de una droga para to-
dos. Si colocar una nueva droga en el mercado cuesta alre-
dedor de 500 millones de délares, esto hace imposible de-
sarrollar una droga para un pequefio lote de pacientes. In-
cluso, el pensar en el desarrollo de una nueva droga es uto-
pico para muchos laboratorios de capitales nacionales'®.
Esta cuestion es un dilema ético y econdmico aun sin solu-
cion.

La farmacogenética también se aplica a proteinas produ-
cidas por bioingenieria y terapia génica. Puede esperarse que
la variabilidad genética humana afecte a todas las modali-
dades de tratamiento. Por ejemplo, el tratamiento del can-
cer de mama con trastuzumab (Herceptin®), un anticuerpo
monoclonal humanizado contra el receptor HER, desarro-
llado por Genentech Inc., esté vinculado a la sobreexpresion
del HER,. Esta sobreexpresion se correlaciona con pobre pro-
nostico clinico (aumenta la agresividad del tumor) y sirve
como marcador de respuesta al tratamiento con tras-

tuzumab, tanto solo o en combinacién con quimiotera-
pialto,

En pocos casos, los tests genéticos han comenzado a
encontrar su camino en la practica clinica, haciendo un
abordaje proactivo hacia una terapia individual posible. En
la quimioterapia de la leucemia linfocitica aguda, la admi-
nistracién de drogas como la 6-mercaptopurina, la 6
tioguanina y la azatioprina pueden causar una severa toxi-
cidad hematoldgica, o aun la muerte, en pacientes que
poseen una variante no funcional [(null allele)] de la
tiopurina metiltransferasa. Los estudios funcionales de la
tiopurinametiltransferasa en glébulos rojos, o alternativa-
mente la genotipificacién, pueden identificar los pacientes
(aproximadamente 1 en 300) que son homocigotas para los
alelos que codifican para la enzima no funcionante, inca-
paz de metabolizar las drogas a sus formas metiladas inac-
tivas. Estos pacientes pueden ser seguramente tratados con
dosis 10 a 15 veces menores a las comUnmente prescrip-
tas®® 12, Asf, la genatipificacion y los andlisis enzimaticos fun-
cionales han comenzado a ser una practica estandar en
grandes centros de tratamiento del cancer'=.

Toxicogendmica

“...los genes son sélo una pequena parte de nuestro con-
junto, el ambiente tiene un impacto formidable...”

Eric Lander

La toxicologia ha evolucionado lentamente. Los métodos
tradicionales para llevar a cabo sus determinaciones se han
vuelto obsoletos para el intento de investigar las complejas
interacciones bioquimicas y genéticas que participan en el
desarrollo de la injuria téxica. Solo se podia estudiar un
determinado quimico y su efecto en cada paso, pero la in-
corporacion de las nuevas tecnologias genémicas podria
liberar los limites de la toxicologia, posibilitando el analisis
global de mdltiples eventos y caminos moleculares a la vez.
Algunas drogas y contaminantes presentes en el ambiente
pueden provocar cambios en la expresién génica que se
manifiestan como reacciones adversas. Gracias a la posibi-
lidad de utilizar la técnica de microarray, hoy es posible
analizar un amplio pool génico y sus manifestaciones pro-
teicas a fin de establecer los cambios ocurridos ante los
xenobidticos. Por esto, la toxicogendmica tiene hoy un rol
de avanzada en la investigacién biomédica. Ademas de su
papel en la evaluacion de la toxicidad de nuevos productos
comerciales (farmacos, pesticidas, etc.), los toxicologos son
una parte importante en la linea de la identificacion de pe-
ligros ambientales y en la determinacién de su rol en el
desarrollo de enfermedades en los seres humanos y sobre
el ecosistema. Estas actividades son muy importantes, ya sea
para el desarrollo de productos seguros o para la toma de
decisiones regulatorias de salud ambiental™.
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La gendmica podria desarrollar cinco areas de la toxi- -
cologia:
- Desarrollo de nuevas y mas amplias baterias de pruebas -
para el estudio de toxicidad y carcinogenicidad.
- Determinacion de las bases genéticas de las diferencias en
la susceptibilidad o respuesta a drogas u otros xenobio- -
ticos.

El salto de la doble hélice. Consecuencias
del Proyecto Genoma Humano

Desarrollo de nuevos marcadores bioldgicos para la
cuantificacién de exposicion a toxicos.

Determinacién de mecanismos y vias metabdlicas invo-
lucrados en el desarrollo de enfermedades o injuria toxi-
ca.

Desarrollo de herramientas y recursos para usar en gran-
des estudios poblacionales.

Secuenciacién Genémica

Celera Genomics (Rockville, MD, USA):

European Bioinformatics Institute (EBI, Hinxton, UK):
Human Genome Science (Rockville, MD, USA):
Incyte Genomics (Palo Alto, CA, USA):

Genética y analisis de SNP

DeCode Genetics (Reykjavic, Islandia):

Genset (Paris, Francia):

SNP Consortium:

Genaissance Pharmaceuticals (New Haven, CT, USA):

Perfiles de expresion de ARNm y splicing alternativo
Compugen (Jamesburg NJ, USA):

I.M.A.G.E. Consortium (Livermore, CA, USA):

Incyte Genomics (Palo Alto, CA, USA):

Rosetta Inpharmatics (Kirkland, WA, USA):

Affimetrix (Santa Clara, CA, USA):

GenelLogic (Rockville, MD, USA):

Perfiles de expresion proteémica

Swiss 2D-PAGE:

Ciphergen Biosystems (Freemont, CA, USA):
LSB (Vacaville USA):

Estructura de Proteinas

Astex (Cambridge, UK):

Inpharmatica (London, UK):

Integrative Proteomics (Toronto, Canada):

Protein Data Base (PDB):

Protein Structure Factory (Berlin, Alemania):
Prospect Genomics Inc. (San Francisco, CA, USA):
RIKEN (Saitama, Jap6n):

Structural Bioinformatics (San Diego, CA, USA):
Structural Genomics (San Diego, CA, USA):

Syrrx (San Diego, CA, USA):

Interacciones globales Proteina-Proteina
Caprion Proteomics (Montreal, Canada):
Curagen (New Haven, CT, USA):
Hybrigenics (Paris, Francia):

MDS Proteomics (Calgary, Canada):

Disefio y testeo de drogas a escala industrial
DeNovo Pharmaceutical (Cambridge, UK):
Prospects Genomics Inc. (San Francisco, CA, USA):
CEREP (Rueil-Malmaison, Francia):

Evotec (Hamburgo, Alemania):

Neogenesis (Cambridge, MA, USA):

Proterics (Macclesfield, UK):

National Centre for Biotechnology information (NCBI, Bethesda, MD, USA):

NIGMS Structural Genomics Initiative (Bethesda, MD, USA):

Fig. 18: Empresas involucradas en el disefio y descubrimiento de drogas (tomado de 108)
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Articulo de revision

La combinacién de la gendmica, la protedmicay la meta-
bondmica permitird predecir toxicidades e inferir mecanis-
mos de accion, ya que el uso de una sola de estas tecnolo-
gias podria ser insuficiente debido a que muchas drogas y
xenobiodticos podrian actuar a través de diferentes mecanis-
mos dependiendo de la dosis, el tiempo y la duracién de la

exposicion, asi como del tipo de célula o tejido involucrado
115,116

Protedmica

Con la secuenciacion del genoma ahora en una etapa
industrial, y casi en aplicacién de rutina, el interés se ha
ampliado a extraer la informacion codificada en la secuen-
cia de ADN. Sin embargo, programas como el Proyecto
Proteoma Humano son mas difusos, sin un obvio punto
final. Uno podria cuestionar su utilidad, mas que nada como
un medio de despertar la conciencia publica de que la se-

cuencia gendmica sola no lograré la cura de enfermedades.
El campo de la protedmica ha emergido con la meta de
desarrollar y aplicar métodos para el analisis global de la
expresion y funcionalidad proteica. La creacién de meto-
dologias efectivas para el analisis rapido y en paralelo de las
proteinas podria acelerar el conocimiento de la funcién de
esas biomoléculas y, a través de esto, descubrir nuevos
marcadores y blancos terapéuticos para el diagnostico y
tratamiento de enfermedades humanas, y aumentar nues-
tro conocimiento de la mecanica de los procesos biologi-
cos.

Sin embargo, para enfrentar estos desafios, los investiga-
dores deben sortear dificultades que habitualmente limitan
sus esfuerzos para caracterizar sistematicamente proteinas
de muestras altamente complejas.

- La protedmica no implica solamente los equivalentes
proteicos de la genémica, pues ademas de haber diferen-
cias entre el genoma y las traducciones de los ARNm, exis-

Links generales
Genomics Proteomics

Lab-on-a-chip

Bio-IT World

Pharmacogenomics Online

BioArray Software Environment - BASE
Microarrays de ADN

The Brown Lab, Stanford University

Affymetrix

Microarrays de Proteinas

Glicémica
NIGMS Consortium for Functional Glycomics

Glycominds

GlycoSuite DB

NHGRI Tissue Microarray Project

Whitehead Institute

ESF Programme on Integrated Approaches for Functional Genomics

University of New Hampshire Centre for Structural Biology

Oxford Glycobiology Institute list of publications

Arrays de tejidos y Microarrays celulares

Fig. 19: Links en la web mas utilizados
de 118)

en tecnologia de microarray (tomado
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ten variados problemas metodoldgicos que se manifiestan
durante las investigaciones cientificas de las proteinas. Por
ejemplo, a diferencia del ADN 'y el ARN, las proteinas, aun-
que pueden ser facilmente aisladas, no pueden ser amplifi-
cadas por métodos analogos a PCR, por lo cual la cantidad
de ellas presentes en una muestra dada es la cantidad de
proteinas que sera analizada. Asi, los investigadores de
protedmica se enfrentan con la dificil tarea de detectar, iden-
tificar y caracterizar numerosos casos de proteinas minori-
tarias en sus concentraciones celulares naturales, aun cuan-
do los niveles de estas biomoléculas sean 6 a 8 6rdenes de
magnitud menores que otras muestras de proteinas alta-
mente abundantes en la misma muestra (si es el caso).

- Ademaés, a diferencia del ARN o del ADN, las proteinas
no poseen propiamente complementos de union o hibrida-
cién de alta afinidad o selectividad. Asf, aunque en el cam-
po de los microarrays génicos los investigadores de mi-
croarray de proteinas han sido capaces de capitalizar las inte-
racciones especiales que los oligonucledtidos comparten con
sus secuencias complementarias, aln deben desarrollar un
agente que reagregue para cada proteina de interés, un
proceso que sera caro y laborioso, pero de crucial impor-
tancia'"’.

- Finalmente, las proteinas exhiben un rango de propie-
dades bioguimicas que exceden ampliamente el relativamen-

El salto de la doble hélice. Consecuencias
del Proyecto Genoma Humano

te homogéneo comportamiento de los oligonucleétidos, y
que es dependiente de la estructura 3D precisa de los poli-
péptidos plegados. La diversidad de cualidades exhibidas por
las proteinas exige un mayor nivel de complejidad de los
métodos utilizados para manipularlas y procesarlas.

A pesar de todos los problemas que el estudio de la
protedmica ofrece, su desarrollo no puede ser retrasado. La
regulacion de la expresion a nivel post-trascripcional goza
de una complejidad exuberante manifestada basicamente
por la falta de correlacién entre las magnitudes de las con-
centraciones de ARNm vy la abundancia de proteinas, asi
como las perturbaciones en las cantidades de cada uno.
Ademas, las proteinas son modificadas por un nimero en
aumento de eventos post-traduccionales, algunos de los
cuales son dindmicos en naturaleza, subrayando la necesi-
dad de que no solo se detecten, sino también se caracteri-
cen desde el proteoma nativo. Es importante reconocer que
los eventos fisioldgicos y patolégicos que constituyen las
bases para la salud y la enfermedad son, en el fondo, pro-
cesos manejados por proteinas. Para entender esos proce-
sos en sus detalles moleculares deberfa analizarse el
proteoma en todas sus formas de regulacion temporal y
espacial. Los microarrays de ADNcy ARN para el estudio de
la expresion génica, para el filtrado de bibliotecas de pro-
teinas y pequefas moléculas, pueden ayudar en la caracte-
rizacién protedmica''® (Figura 19).

*Montaje de fragmentos de ADN
*Mapeo fisico de cromosomas.

*Arboles filogenéticos.

*Nociones bésicas de algoritmos y complejidad de algoritmos.

*Comparacion de secuencias y blsqueda en base de datos.

*Estructura de proteinas, prediccion de estructuras.

Analizar marcos de lecturade ADN

Ejemplo: Andlisisde LacZ

En el marco de lectura correcto se
obtiene en laregion del gen.

O:codén 6ptimo (de mayor uso)
S: coddn subdptimo (segunda posibilidad)
R: de uso raro o escaso

U: Unicos (incluye los STOPs, el ATG y el TGG)

Fig. 20: Areas de interés de la biologia computacional
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Articulo de revision

Biologia computacional

El estudio de los genomas de la rata, el perro y el raton,
junto con el descubrimiento de nuevos genes, ha ido de la
mano del desarrollo de la biologia computacional, una he-
rramienta nueva en el descubrimiento y estudio de nuevos
productos farmacéuticos. Esta posibilita un amplio examen
de clases de genes y variaciones de secuencia (polimor-
fismos), incluyendo los elementos regulatorios que gobier-
nan la frecuencia y especificidad tisular de la expresion
génica.

Blancos de descubrimiento, identificacion de componen-
tes primarios, farmacologfa, bioquimica, toxicologia, litera-
tura médica extensa y ensayos clinicos pueden hoy unificarse
con la tecnologia informatica (bioinformatica), aparecien-
do como una poderosa maquina de descubrimientos y de-
sarrollos de nuevas tecnologias y productos (Figura 20)'"°.
Este proceso unificado podria proveer nuevas oportunida-
des para un disefno mas racional de moléculas grandes y
pequenas, e incluso establecer nuevos abordajes en el de-
sarrollo de vacunas contra el cancer, ademas de disminuir
los efectos colaterales inesperados. Tomados juntos, estos
avances permitiran que los cientificos preparados en el nue-
vo mundo de la informacién y la computacion agilicen la
identificacién de nuevos agentes, eliminando productos que
podrian generar toxicidad o pobre eficacia y disminuyan los
costos y los riesgos asociados a los paradigmas habituales
del descubrimiento y desarrollo de drogas.

Nota del editor: La tercera y Ultima parte de este arti-

culo; Genoma y anestesia, sera publicado en el préximo nu-
mero.
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