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segun el genotipo. Su objetivo es optimizar el
tratamiento a nivel individual, ir a una
terapia personalizada mas seguray eficiente.
En esta segunda parte de la revision se
analizan los métodos moleculares de estudio
en farmacogenética que incluyen la tec-
nologia de los microarrays o chips de ADN.
Dentro de ellos destacan los microarrays
para determinar la expresion génica, que
detectan secuencias especificas de ARN, y
los microarrays para determinar el genotipo,
que detectan secuencias especificas de
ADN, incluyendo los polimorfismos, espe-
cialmente losde unsolo nucleétido (SNP). Se
revisa la relacién entre la farmacogenética,
la bioinformaticay sus aspectos éticos.

Palabras clave: farmacogenética, ADN,
biologia molecular, microarrays, bioinfor-
matica, genotipo, expresidén génica,
polimorfismos, SNP.

Métodos moleculares de estudio en Farma-
cogenética. Tecnologia de los microarrays
de ADN

Desde la década de los ochenta se
ha venido analizando la estructura de los
genes y su expresion de manera indivi-
dualizada mediante técnicas como Southern
Blot y Northern Blot (hibridacion de una
sonda con ADN y ARN respectivamente).
Con ellas se llevaba a cabo el andlisis
individualizado de un gen o de un grupo
reducido de genes cada vez. El problema es
que para encontrar asociaciones entre un
gen y una enfermedad habia que probar
cientos o miles de posibilidades en lo que
seria un proceso lento, caro, pesado y que,
con frecuencia, no conducia a nada. Estudiar
la expresidn del genoma completo de gen en
gen seria como vaciar el océano con una
cucharilla. Sin embargo, las nuevas técnicas
de microarrays permiten analizar miles de
genes en un Unico experimentol. En un
futuro se convertiran en técnicas de rutina.
En la actualidad la técnica mds empleada
para llevar a cabo estos estudios se realiza
mediante la tecnologia de los microarrays o
chips de ADNZ2.

Los origenes de la tecnologia de
los microarrays o chips de ADN se remonta al
inicio de los afios noventa3. Desde entonces
su uso en investigaciéon biomédica ha

aumentado de forma espectacular en los
ultimos afos, y abre unas enormes
expectativas para el futuro. La técnica se
fundamenta en lacomplementariedad de las
dos cadenas de los dcidos nucleicos (permite
detectar secuencias especificas de ARN o
ADN basdndose en su capacidad de com-
binarse especificamente a secuencias
complementarias de una sonda de ADN)4.

El microarray es un soporte al que
se han unido fragmentos de genes, oligonu-
cledtidos (fragmentos cortos de ADN), o
productos procedentes de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), por lo que el
«encuentro» con material procedente del
tejido del enfermo permite identificar,
gracias a la complementariedad, aquellos
genes que estan presentes. Con ello se
consigue la identificacion de genes
presentes en los tejidos normales o enfer-
mos comparando la carga y la expresividad
de cada una de las muestras. Permite situar
en los escasos centimetros cuadrados de un
vidrio especial, en posiciones definidas y
concretas, hasta cientos de miles de
fragmentos de ADN con una secuencia
concreta (en su conjunto representan varias
veces los genes del genoma). Se fabrican
empleando la misma tecnologia que se
utiliza para elaborar los chips semicon-
ductores, pero utilizando millones de
cadenas de ADN colocadas verticalmente en
un chip de cristal o silicona. Para ello se
utiliza la llamada combinatorial chemistry.
Se llegan a sintetizar hasta 1,3 millones de
sondas de oligonucledtidos en cada array
(cada oligonucledtido se coloca en un area
especifica del array llamada «celdilla de la
sonda» o probe cell. Cada probe cell
contiene cientos de miles de millones de
copias de un determinado oligonucledtido).

El disefio y la fabricacion de los
microarrays de ADN dependen en primera
instancia del acido nucleico que posterior-
mente se vaya a estudiar. Para su cons-
truccion es esencial la caracterizacion total o
parcial del genoma. La secuenciacién de
miles de clones procedentes de genotecas
de ADN gendmico y de ADNc permite
identificar los distintos genes. A partir de esa
informacion, almacenada en grandes bases
de datos como GeneBank (http://www.ncbi.
nih.gov) o EMBL (http://www.ebi.ac.uk), se

identifican clones representativos de cada
uno de los genes. El ADN presente en cada
uno de ellos es amplificado mediante PCR y
purificado, para ser posteriormente
depositado, mediante robots de alta
precisién, sobre soportes de vidrio que
constituyen los chips de ADN. Alternati-
vamente, a partir de la secuencia de los
genes o de los ADNc se disefian oligonu-
cledétidos de pequefio tamafio (25-70
residuos) que especificamente hibridan con
cada uno de ellos. Los oligonucledtidos son
previamente sintetizados antes de inmo-
vilizarlos sobre los soportes, o bien
sintetizados in situ sobre el chip. De esta
ultima tecnologia los diferentes proveedores
emplean métodos también diferentes:
Affymetrix® (www.affymetrix.com), la
fotolitografia; Agilent® (www.agilent.com),
inyeccion de precursores fosforoamiditos;
Roche® (www.roche-applied-science.
com/sis/matrix array/), activacion de
precursores por campo eléctrico.

Los desarrollos futuros ofreceran
chips especificos de enfermedad o de
respuesta a farmacos, 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. Aunque
todavia existe cierta controversia sobre la
sensibilidad y especificidad de estas
técnicas>, en el momento presente estan
empezando a ser comercializados.

Esta técnica permite analizar el
comportamiento, es decir, la inducciéon o
represién de todos los genes que se
expresan en un tejido como consecuencia,
por ejemplo, de una enfermedad o un
tratamiento. Detecta pérdidas o ganancias
cromosomicas, polimorfismos, mutacionesy
cambios en los niveles de expresiéon de los
genes. Estos resultados nos pueden permitir
establecer si una persona tiene un «patrén»
o «perfil» de enfermedad, es susceptible de
desarrollarla, o puede responder o no a un
tratamiento.

Se distinguen tres tipos de micro-
arrays:

1. Microarrays para determinar la expresion
génica: detectan secuencias especificas de
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ARN.

2. Microarrays para determinar el genotipo:
detectan secuencias especificasde ADN.

3. Microarrays para determinar la resecuen-
ciacion.

Dado que la expresion génica, mas
que la propia dotacién génica, y los polimor-
fismos existentes en ellos es lo que explica y
condiciona las diferencias de los individuos
en la respuesta a los tratamientos, objeto de
esta revision, nos centraremos fundamen-
talmente en los dos primeros tipos de
estudios con microarrays.

Andlisis de la expresion génica

No todos los genes de los que el
individuo es portador se expresan; sélo lo
hace una fraccidon de ellos. La expresion
génica es el mecanismo por el que la
informacion contenida en el ADN da lugar a
ARN mensajero (ARNm) y, finalmente, este
proceso se traduce en la sintesis de una
proteina. La expresién génica permite a la
célula adaptarse y responder a los estimulos
procedentes de otras células o del ambiente.
La importancia que tiene conocer cuales son
los genes «activos» es trascendental para
explicar el perfil genético en cada situacion.
Un estudio fundamental con referencia a la
determinacion de la expresién génica
mediante tecnologia de microarrays de ADN
fue llevado a cabo por Lockhart et al en
1996°. En él, oligonucledtidos de ADN per-
mitieron identificar unas pocas moléculas de
ARNm por célula. En aquella época, los
microarrays de ADN podian detectar la
expresion génica de unos 1.000 genes. En la
actualidad, los microarrays llevan sondas de
todos los genes conocidos hasta la
actualidad (varios miles).

La expresion génica se estudia
midiendo la cantidad de copias de ARN que
produce un gen (gen activo). No detecta, por
tanto, aquellos genes que, existiendo,
permanecen inactivos. Los analisis de
expresion génica con microarrays con
frecuencia se realizan a ciegas inicialmente.
Se estudia un panel amplio de genes vy
posteriormente se analizan los resultados y
su posible influencia en la enfermedad o en
la respuesta terapéutica. Permiten al
investigador comenzar sin una hipdtesis

concreta. Pueden medir la expresion génica
de cada uno de los genes conocidos en el
genoma humano completo, incluso de genes
de los que se desconoce su funcion.
Simplemente comparando los patrones de
expresion génica (por ejemplo pacientes con
psoriasis respondedores a ciclosporina y no
respondedores) se pueden detectar
diferencias en estos patrones. En el caso de
que se demuestre una diferencia de
patrones en la expresidn de los genes tiene
sentido iniciar unainvestigacion dirigida.

Los microarrays para determinar la
expresion génica se basan en la atraccion
quimica natural (llamada hibridacién) entre
el ADN (en el array) y las moléculas de ARN
(en la muestra de estudio) para determinar
qué secuencias de ARN se estan expresando
en una determinada muestra y su nivel de
expresion a partir de un determinado gen
(qué ARN y la cantidad de ARN que se esta
produciendo). Cuando una cadena de ADN
fabrica una cadena de ARN, las dos cadenas
son complementarias porque los pares de
bases se corresponden (A, T, Gy C en la
cadena de ADN, con U, A, Cy G en la cadena
de ARN respectivamente). Si las bases no
son complementarias no se unirdn el ADN y
el ARN (una sola base que no se comple-
menta es capaz de impedir que se unan las
dos cadenas).

Existen dos tipos de microarrays
para determinar la expresion génica. En la
actualidad ambas tecnologias tienen una
distribucién similar en los laboratorios de
investigacion del mundo:

1. Microarrays de oligonucledtidos de ADN.
Se inmovilizan pequefios fragmentos de
ADN sintetizados quimicamente (oligonu-
cledtidos) especificos para cada gen
expresado. Actualmente por su homoge-
neidad, reproducibilidad y robustez son los
mas usados. Existen varios proveedores:
Affymetrix® (es la principal compaiiia
proveedora de este tipo de microarrays.
Posee chips de alta densidad que con sus
mas de 500.000 oligonucledtidos permiten
analizar simultdaneamente la expresion de
mas de 20.000 genes) (fig. 1), Agilent® y
Roche®.

2. Microarrays de ADNc. Emplean sondas de
ADN con aproximadamente 600-2.000

bases de longitud, en lugar de las 25, sobre
una base de cristal, nitrocelulosa o nylon. Se
inmovilizan fragmentos de ADNc proce-
dentes de colecciones de clones (genotecas).

Metodologia en la técnica de microarrays
de oligonucleétidos

La metodologia en la técnica de
microarrays de oligonucledtidos de expre-
sion génicaincluye las siguientes fases:

1. Extraccion y preparacién del ARN a partir
de una muestra (sangre o tejido). Se obtiene
el ARN total a partir de los leucocitos en las
muestras de sangre y/o del tejido tras un
proceso de machacado o molido (grinding)
en estas Ultimas.

2. Amplificacion y secuenciacion del ARN.
Con el fin de facilitar la hibridacidn, se realiza
una amplificacion (millones de copias) del
ARN mediante PCR. Posteriormente se
fragmentan las cadenas de ARN en millones
de secciones. Ademas se afiaden moléculas
de biotina que actian como pegamento para
moléculas fluorescentes.

3. Identificacion del ARN. La determinacidn
de la expresién de los genes candidatos se
realiza mediante microarrays de oligo-
nucledtidos de alta densidad. Este micro-
array examina practicamente cada gen del
genoma humano.

®.

Figura 1. Microarray de oligonucledtidos de
ADN (Affymetrix, Santa Clara, EE.UU.).

Contiene mas de 45.000 frag-
mentos (probe sets) que corresponden a
33.000 genes conocidos y 6.000 expressed
sequence tags (EST), es decir, aproxi-
madamente todo el genoma humano. Ello
permite la identificacion de aquellos genes,
conocidos o desconocidos previamente, que
estén expresados, y también la cuanti-



ficacion del nivel de expresién de cada uno
deellos.

En estos microarrays las sondas de
ADN van colocadas en la superficie de una
base de cristal. Cada sonda contiene
generalmente tan sélo 25 bases de longitud
que suponen una pequefia seccidén, pero
muy representativa de un gen completo con
muchisimas mas bases. Si una cadena de
ARN se combina con estas 25 bases, se podra
saber de qué gen concreto se trata. El
microchip es tan preciso que puede detectar
incluso una sola molécula de ARN especifico
de un gen dentro de 100.000 ARN diferentes
que también puedan estar presentes en la
muestra (sensibilidad de deteccién de
aproximadamente 1:100.000).

La superficie de este microarray es
como untablerodedamasde 1,25x1,25cm.
La superficie total contiene hasta 1,3
millones de cuadriculas. Cada cuadricula
(feature) mide 11 x 11 micrometros y
contiene millones de copias de cada sonda

de un mismo ADN (fig. 2). Las sondas se van
apilando unas junto a otras por un
mecanismo de sintesis fotolitografica.

El proceso de identificacion del
ARN consta de los siguientes pasos: a)
colocaciéon del ARN en el microarray. EI ARN
extraido de la muestra y multiplicado se
deposita en el microchip. Se deja 14-16
horas para permitir que la hibridacion tenga
lugar (para que se complementen las bases
de ARN de la muestra y ADN de las sondas
del microarray). Cada cadena de ARN de los
genes que se han expresado esta nadando
entre las sondas de ADN, buscando su
complemento perfecto. Aunque desgra-
ciadamente la mayor parte de ellas no
encuentra su combinacién en el array,
algunassilo haceny quedan como adheridas
a la sonda de ADN (fig. 3); b) aclarado del
microarray. Posteriormente se aclara el
microarray para eliminar el ARN no
combinado. Por el contrario permanece el
ARN hibridado a la sonda de ADN, a su vez
unida a la molécula de biotina, y c)

observacion del ARN hibridado. Para poder
ver el ARN combinado con la sonda de ADN
se utiliza una molécula fluorescente que se
une alabiotina. Tras un lavado, las moléculas
fluorescentes no combinadas se eliminan de
manera que sélo quedan las moléculas
fluorescentes unidas a biotina, expresion de
las cadenas de ARN unidas a las sondas de
ADN. Por tanto, la detecciéon de luz fluores-
cente serd sintoma de hibridaciony, por ello,
de deteccién de una secuencia especifica
determinada. La lectura de la fluorescencia
se realiza mediante un laser escaner. La
intensidad de las radiaciones informara de la
cantidad relativa de cada secuencia de la
muestra. Dependiendo de la cantidad de
ARN hibridado, brillard mas o menos. Si un
gen esta muy expresado y existen muchas
moléculas de ARN, brillard mucho. Por ello,
segln la intensidad del brillo se puede
cuantificar la cantidad de ARN. A su vez,
valorando todas las cuadriculas se podran
evaluar todos los varios miles de genes
presentes en el array. En sintesis,
conociendo la identidad de una sonda de
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oligonucledtido (y la de su gen corres-
pondiente) por su localizacion en el micro-
array podremos identificar el gen expresado
y por la intensidad de fluorescencia
podremos determinar su nivel de expresidn
(fig. 4).

.

Figura 2. Composicion de un microarray de
ADN.

Figura 3. Hibridacion del ARN.

P e o s e g s
[T ——— .

H;-'H"rn L P ;ﬁ

by

Figura4.Resultado del ARN hibridado.

Para poder comparar entre unas y
otras muestras se construye un «mapa de
calor» (heat map). Segun la intensidad de la

expresion, tras aplicar el laser, los features
mostraran unos u otros colores. Son
representaciones graficas que colorean la
expresion génica. Solo se colorearan
intensamente aquellos genes que estén muy
expresados. Estos mapas se pueden grabar,
registrar y almacenar, para asi poder ser
valorados pasado un tiempo. La imagen
obtenida de esta manera es analizada
informaticamente (fig. 5).

Utilidades de la técnica de microarrays de
oligonucledtidos

Las utilidades de esta tecnologia son:

1. Clasificacién de enfermedades. Si
comparamos la expresion génica entre
diferentes pacientes con una determinada
enfermedad, las diferencias entre ellos
quizas puedan indicarnos subtipos de la
misma. Todos ellos tienen la misma
enfermedad y probablemente compartiran
la expresion de varios genes, pero también
podran expresar otros relacionados con la
enfermedad que aportaran matices.

S

Figura 5. Mapade calor.

B e |

2. Conocimientos de los mecanismos fisiopa-
toldégicos de las enfermedades. Una vez
determinada la expresion de un gen, si se
conoce su funcidn, se puede obtener mucha
informacion sobre los mecanismos pato-
génicos de una determinada enfermedad.

3. Investigacion de nuevos farmacos. En
funcion del apartado anterior, el cono-
cimiento de mecanismos patogénicos de
una enfermedad permite la investigacion de
nuevos farmacos que tengan por diana
aquellos mecanismos en los cuales
interviene ese gen, pero también es util para
determinar su toxicidad, no sélo su eficacia.
4. Prediccién de la respuesta terapéutica de
los pacientes a los farmacos y optimizacion
de su utilizacion: terapia individualizada. Ya
ha sido comentado previamente que los
pacientes con una determinada enfermedad
comun responden de forma diferente a los
mismos fdrmacos. Si comparamos la
expresion génica de un paciente antes y
después de recibir un farmaco, veremos las
diferencias que existen. Si comprobamos
que los pacientes respondedores tienen un
patrén caracteristico, frente a los no
respondedores, podremos predecir qué
pacientes se beneficiaran de un farmaco y
cudles no. De esta forma valoramos eficacia.
Si realizamos lo anterior con diferentes
dosificaciones de un fdrmaco, podremos
también comprobar qué dosis son
necesarias para determinados patrones de
pacientes (por ejemplo aquellos con
determinado patrén de expresion génica no
son respondedores a la dosis habitual, pero
si lo son a dosis mas altas). De esta manera
podremos individualizar y ajustar la dosis
necesaria. Y lo mismo podriamos decir de la
toxicidad; podremos predecir qué pacientes
sufrirdn efectos secundariosy cuéles no.

Analisis del genotipo

Aunque la mayor parte de la
secuencia del genoma es homogénea,
alrededor de uno de cada 100-1.500
nucledtidos es polimérfico, es decir, tiene
una base en un cromosoma distinta a la de
otro cromosoma. Estas diferencias, llamadas
polimorfismos, tienen consecuencias sobre
la expresion de la proteina o sobre su
estructura lo que hace que, en la practica,
solo los gemelos monocigéticos tengan una
carga genética altamente semejante, mien-
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tras que hay diferencias muy notables entre
los individuos de la especie humana. Cada
persona hereda dos copias de cada gen, una
de cada uno de sus padres. Estas copias
pueden ser idénticas o diferentes. El
conjunto de estas diferencias heredables
constituye la variacién genética entre
individuos. Muy pequefias diferencias en la
secuencia de ADN pueden tener grandes
efectos en la salud y la enfermedad. Un gen
que funciona correctamente en una persona
puede hacerlo de forma reducida o incluso
no funcionar en otra. Los polimorfismos
genéticos pueden ser definidos cuando
existen variaciones monogénicas en la
poblacion normal con una frecuencia mayor
del1%7. Los polimorfismos puedenser:

1. Mutaciones importantes del ADN, con
repercusiones muy notables como: a)
delecciones (eliminacion de una o mas bases
o segmentos de la secuencia de ADN).
Generalmente tiene una repercusion
negativa importante en el gen afectado y en
la proteina que es codificada por él; b)
inserciones (se afiade una base o una seccion
de bases, extras, a la secuencia de ADN).
Puede tener lugar en la zona de codificacidn
del gen o no. Generalmente tienen efectos
extremadamente negativos sobre las
proteinas codificadas.

2. Pequefias mutaciones, con menor
repercusion. Incluyen los polimorfismos de
un unico nucleétido (SNP), el tipo mas
frecuente de polimorfismo.

Los SNP son variaciones, homo o
heterocigotos, de un solo par de bases en la
secuencia de ADN del genoma humano. Son
la forma mas simple y frecuente de
polimorfismos entre individuos. Constituyen
una de las herramientas mas poderosas para
el andlisis de genomas. La mayor parte de los
SNP se encuentran fuera de las regiones
codificadoras o promotoras de los genes. Sin
embargo, tanto los que se encuentran
dentro como fuera de esas zonas pueden
tener influencia en la transcripcion de los
genes. Las caracteristicas mas importantes
de los SNP, que hacen de ellos unos
marcadores genéticos ideales en la
busqueda de genes de susceptibilidad de
una enfermedad o genes que determinan la
respuesta a un farmaco son: simplicidad,
amplia distribucién, estabilidad y alta

frecuencia a lo largo del genoma (se estima
que tienen una incidencia de aproxi-
madamente un SNP por cada 1.000 pares de
bases)s.

Se han identificado mas de 1,4
millones de SNP en la secuenciacion inicial
del genoma humano (con mas de 60.000 de
ellos en las zonas de codificacion de los
genes)?, y se estima que el genoma humano
contiene unos 10 millones de SNP. En la
actualidad, el Consorcio SNP (grupo sin
animo de lucro formado por compaiiias
farmacéuticas, compafiias procesadoras de
informacion, instituciones académicas y
fundaciones de investigacion) ha
determinado un mapa de alta densidad con
varios millones de SNP (http://snp.cshl.org).
Gracias a este mapa, actualmente miles de
polimorfismos se pueden identificar y
ordenar de forma precisa.

En el pasado, y todavia en el
presente, para conseguir los objetivos de la
farmacogenética se seguian, y se siguen, los
pasos detallados a continuacion: a) se
analiza la distribucion de la poblacién para la
variacion en estudio utilizando una sonda
vdlida para detectar el polimorfismo
fenotipico (que afecta a > 1 % de la pobla-
cidn); b) se identifica el gen responsable y sus
variantes; c) se realizan estudios familiares y
de gemelos para confirmar sus carac-
teristicas genéticas (herencia dominante,
recesiva, mendeliana, etc.); d) se desarrollan
ensayos genéticos para las distintas
variantes del ADN; e) se realiza la correlacién
entre el genotipoy el fenotipo, y f) se aplicaa
la practicaclinica.

De hecho, la mayoria de los
estudios de farmacogenética publicados
estan basados en correlacionar la respuesta
del paciente con las variaciones en los genes
involucrados en el mecanismo de accidn del
farmaco o de su metabolismo con el fin de
determinar el «gen candidato». Por el
contrario, en la ultima década, los avances
en la tecnologia de secuenciacion molecular
permiten, ademds, una investigacion
sistematica para encontrar variaciones
funcionales significativas en las secuencias
de ADN de los genes que influyen en los
efectos de diversos farmacos, para después
estudiar su repercusién fenotipica. Esto se

puede hacer hoy en dia gracias nuevamente
alos microchips de ADN para detectar SNP8-
10. No es imprescindible conocer de
antemano el gen responsable, sino que se
puede llegar a él desde el andlisis de las
diferencias entre respondedores y no
respondedores. Se basa en la comple-
mentariedad, en la atraccién de una cadena
de ADN con otra cadena de ADN (y en la
combinacion de pares de bases: ATCG con
TAGC respectivamente). Para determinar el
genotipo se emplean chips de oligo-
nucledtidos de manera casi exclusiva.
Affymetrix® es también el principal
proveedor, con microchips que permiten
analizar miles de SNP conocidos en un Unico
experimento (actualmente se estan
desarrollando microarrays de hasta 100.000
SNP). Dado que el Proyecto Genoma
Humano ha permitido secuenciar gran parte
del mismo, en el microarray estd reflejado tal
conocimiento y contiene las secuencias de
ADN (secuencias cortas pero represen-
tativas de los genes del genoma), de manera
que se podra detectar el genotipo completo
(incluyendo los SNP) del individuo que
aporte lamuestra.

Determinar el genotipo de un
individuo sélo tiene que realizarse una vez
para un determinado gen, porque, con
excepcion de raras mutaciones, no suele
cambiar (a diferencia del analisis de
expresion del ARN, en el que la expresion
génica de los diferentes tipos celularesy, por
tanto, la produccién de ARN es variable) y
ademas se puede realizar en cualquier tejido
o fluido, ya que el ADN es comun a todas las
células del organismo.

Metodologia de la técnica de microarrays
para la deteccion de polimorfismos de un
unico nucleétido

La metodologia en la técnica de
microarrays para detectar SNP es similarala
descrita para la expresion génica:

1. Extraccion y multiplicacién del ADN a
partir de una muestra (sangre o tejido).

2. Amplificacidn y secuenciacion del ADN.
Con el fin de facilitar la deteccion de los SNP
se realiza una amplificacion (millones de
copias) de cada fragmento del ADN que
contiene estos polimorfismos de la muestra



mediante PCR. Posteriormente se secuencia
el ADN.

3. Identificacion del genotipo de ADN. La
muestra obtenida anteriormente, con el
ADN, se introduce en un microarray para la
deteccion de SNP. La estructura del
microarray es similar a la empleada en el
anadlisis de ARN, con sondas de oligonu-
cledtidos de ADN con 25 bases dispuestas
apiladas unas con otras en cientos de miles
de cuadriculas (cada cuadricula con un solo
tipo de sonda de ADN). Incluye la mayoria de
los genes del genoma humano. Permite
analizar miles de SNP conocidos en un Unico
experimento. El proceso de identificacion
del ADN sigue las mismas fases que para el
ARN:

a) Colocacidon del ADN en el microarray.

b) Aclarado del microarray (para seleccionar
el ADN hibridado).

c) Observacion del ADN hibridado (fig. 6).

.

Figura 6. Hibridacion del ADN.
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También se utilizan moléculas
fluorescentes que se unirdn a la biotina,
combinada, asimismo, a las sondas de ADN.
Lalectura de la fluorescenciay sus diferentes
intensidades también se realiza con un laser
escaner completando mapas de calor. Con
ello se identificardn los genes y los
polimorfismos que posea el paciente a
través de sus muestras. Valorando todas las
cuadriculas se podran evaluar todos los
varios miles de genes presentes en el array.
Conociendo la identidad de las sondas de
oligonucledtidos (y la de sus genes
correspondientes) por su localizacion en el
microarray podremos identificar los genes 'y

sus polimorfismos presentes. Basandose en
el patron de hibridacién también se podra
identificar si un SNP es homo o hetero-
cigotico.

Objetivos del estudio de los polimorfismos

El estudio de los polimorfismos
tiene como objetivos:

1. Determinar marcadores genéticos de
susceptibilidad a una enfermedad. El andlisis
de polimorfismos permite determinar la
predisposicion de un individuo a padecer
una enfermedad. Se pueden encontrar el
gen o grupo de genes «candidatos» que
contribuyen a padecer la enfermedad.

2. Determinar la predisposiciéon de un
individuo a un determinado subtipo dentro
de una enfermedad. Para enfermedades con
clinica muy heterogénea, como la psoriasis,
donde la carga genética puede ser
parcialmente responsable de tal variabilidad
clinica.

3. Estudiar el desarrollo de tumores y su
progresion. Se ha podido comprobar como
los polimorfismos tipo SNP intervienen en la
biologia tumoral.

4. |dentificar dianas terapéuticas. Al igual
que sucede con los andlisis de expresion
génica, el estudio del genotipo también
contribuye a lafarmacogendmica.

5. Predecir la respuesta terapéutica a un
farmaco. La variabilidad en la respuesta
farmacolégica genéticamente determinada
tiene mucho que ver con polimorfismos en
genes especificos. Segun diferentes
estudios, algunos SNP se han relacionado
con cambios en el metabolismo, proteinas
transportadoras y receptores de farmacos,
grado de respuesta de algunos farmacos y
porcentaje de toxicidad. De hecho, algunos
SNP ya se estan utilizando para predecir la
respuesta clinica a los farmacos11-14. Los
individuos portadores de un determinado
alelo probablemente lo son también de
variantes especificas con varios marcadores
de SNP. Por ello, para predecir la respuesta a
un medicamento no sera necesario
identificar los verdaderos genes y alelos
implicados, sino que seria suficiente con
detectarlos SNP.

En un futuro los avances tec-
nolégicos asociados con la robdtica y las

reacciones multiples reduciran significati-
vamente el coste del analisis de varios
cientos de miles de SNP por paciente en
ensayos clinicos. Los patrones bioin-
formaticos permitiran la rdpida comparacion
de estos patrones de SNP entre los pacientes
que presenten diferencias fenotipicas en la
respue-sta a un farmaco, de tal manera que
cuando la informacion de las diferencias en
la respuesta farmacoldgica sea ostensible,
los perfiles de los SNP podran ser rela-
cionados con los actuales chips diagnésticos,
y asi determinar o anticipar la respuesta a un
farmaco en un paciente determinado.

Resecuenciacion génica

Los analisis de resecuenciacion
génica permiten identificar el ADN de la
muestra de un organismo o incluso de un
virus. Es una herramienta de identificacion
(por ejemplo al determinar la cepa de virus
en una epidemia, localizar agentes pato-
genos en muestras de agua o alimentos, de-
terminar siun alimento contiene sélo ese ali-
mentoy no ha sido mezclado con otros, etc.).
Son analisis bastante complicadosy que se
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escapan del objetivo de esta revision.
Farmacogenéticay bioinformatica

La bioinformatica es la «orga-
nizacién, manipulacién y analisis de resul-
tados en biologia molecular y biomedicina
utilizando métodos computacionales», es
decir, pone orden cognitivo en la
informacion acumulada. Aunque su origen
hay que situarlo hace 30 afos, es evidente
que su importancia y el papel central que
ahora desempefia en la investigacion en
biomedicina esta directamente relacionado
con la explosién de las técnicas de gendmica.
Su desarrollo se ha realizado al hilo de las
necesidades generadas por la rdpida
evolucién de las técnicas experimentales,
particularmente en el caso de la genética
molecular, donde la informacién sobre Ia
secuencia de genes y proteinas ha requerido
desde el principio la organizacion,
almacenamiento y andlisis de la informacion
generada experimentalmentels.

En una primera aproximacion, el
problema al que se enfrenta la bioin-
formatica se relaciona con el andlisis de la
secuencia de 4cidos nucleicos que
comparten los genomas. Contamos en la
actualidad con 31 millones de entradas en la
base de datos, 45.000 millones de bases y un
millén de entradas de proteinas con 310
millones de aminodcidos. Esta cantidad de
datos crea problemas computacionales.
Pero es que ademas, la biologia molecular y
la biomedicina generan no sélo muchos
datos, sino datos muy diversos, lo que
plantea problemas bastante dificiles durante
la generacidon de las correspondientes
estructuras de bases de datos (métodos de
almacenamiento) que deben adaptarse
constantemente alos nuevos métodos.

Los dos principales centros que
mantienen las bases de datos esenciales son
el NCBlen EE.UU.yel EBI-EMBL en Europa,
aunque muchos otros producen bases de
datos focalizadas en diversos temas. Las
principales bases de datos en biologia
moleculary biomedicinaincluyen:

1. National Center for Biotechnology Infor-
mation (NCBI). Parte de la National Library
for Medicine del NIH (www.ncbhi.

nlm.hih.gov).

2. European Bioinformatics Institute (EBI-
MBL) (www. ebi.ac.uk).

3. Sanger Center (www.sanger.ac.uk).

4. Grupo de Disefio de Proteinas (PDG, CNB-
CSIC) (www.pdg.cnb.uam.es).

5. Secuencias de ADN (www.ebi.ac.uk.
embl).

6. Secuencias de proteinas (www.ebi.ac.uk.
embl).

7. Dominios de proteinas (www.ebi.ac.uk/
interpro/index.html).

8. Estructuras tridimensionales (www.ebi.
ac.uk/MSD).

9. Bases moleculares de enfermedades
(www.ncbi.nlm.hih.gov/omim).

10. Un sistema para navegar entre bases de
datos (http:// srs.ebi.ac.uk).

Por otra parte, varios sistemas
publicos y privados contienen métodos para
el andlisis de los resultados de los micro-
arrays de ADN, incluyendo la creacion de
estandares para la comparacién de resul-
tados generados por distintos laboratorios.

En el caso concreto de la farmaco-
genética, la aportacion de la bioinformatica
incluye: a) organizaciéon y almacenamiento
de lainformacion experimental generada; b)
disefio de bases de datos adaptadas a la
tecnologia empleada en farmacogenética; c)
capacidad de almacenar tanto imagenes
como datos obtenidos en los estudios
realizados; d) estimacion de la significacion
estadistica de los resultados; e) comparacion
de los patrones de expresidn entre varias
muestras (del mismo paciente o entre
pacientes), y f) analisis de resultados
incluyendo la comparacion de éstos con la
informacidn sobre funciones, enfermedades
y medicamentos disponible, para predecir
con una determinada fiabilidad estadistica la
efectividad de un medicamento y su
tolerancia en un paciente determinado.

Farmacogenéticay aspectos éticos

La utilizacion de pruebas genéticas
para diagnosticar o predecir enfermedades,
para predecir la respuesta a tratamientos o
valorar los posibles efectos adversos a los
mismos, constituird en un futuro no muy
lejano una herramienta médica para mejorar
la salud de la poblacién a nivel individual, a

partir del conocimiento de la susceptibilidad
genética para padecer ciertas enfermedades
o la respuesta terapéutica. Ahora bien, la
informacién que podria obtenerse como
consecuencia de la realizacion de estas
pruebas genéticas plantea problemas
relativos a esa misma informacién, a su
acceso y a su utilizacion, 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 pruebas
genéticas tras la obtencién de muestras
bioldgicas para su realizacidn; quién tendra
acceso a la informacién obtenida, a quién
podra comunicarse y en qué circunstancias,
qué utilizacion se podrd dar ala mismay qué
medidas de proteccién a este respecto
deberian adoptarse16. Todo ello abre un
debate ético en el que, si bien se ven
especialmente involucrados el diagnéstico y
prediccion del riesgo a padecer enfer-
medades (relacion con los seguros de
enfermedad, puestos de trabajo, etc.),
también incumbe a la farmacogendmicay la
farmacogenética.

Por ello, es necesaria una regula-
cion legal que aborde estas cuestiones. El
Estado espafiol ha dado ya pasos en este
sentido a través de la ratificacion del
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,
llevado a cabo en Oviedo el 4 de abril de 1997
(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 y la ciencia. Dada la
necesidad de respeto a la prevalencia de los
intereses individuales y el derecho a la
libertad, el proceso de realizaciéon de una
prueba genética debe ajustarse a las
exigencias contempladas en la Ley General
de Sanidad, de 1986, entre las que se
encuentra el consentimiento informado, que
debe incluir informaciéon relativa a la
naturaleza de los analisis, los objetivos
perseguidos con la prueba y las conse-
cuencias y posibilidades de actuacién que se
pueden aplicar en caso de un resultado
positivo. Actualmente con el consentimiento
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se establece que el control de los datos
obtenidos corresponde al titular. Elindividuo
tiene derecho a decidir por si mismo sobre la
utilizacién de los datos con la potestad de
poder acceder a los mismos, al tiempo que
controla su existencia y veracidad, y
autorizar su revelacién. Esto consagra la
prevalencia del derecho a la intimidad
genética sobre cualquier otro derecho.
Ninguna persona fisica, nientidades publicas
o privadas, deberan tener derecho a analizar
la informacion genética de una persona sin
su consentimiento. El propietario de la
informacion genética es la persona fisica. Por
tanto, cualquier decision relativa a la
difusion de dicha informacién a terceros,
incluyendo los familiares genéticos, debe ser
estrictamente personall?,

La Ley Organica 15/1999 de
Proteccién de Datos de Caracter Personal
amplia la proteccion a toda clase de datos de
esta indole, y no solo 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
genéticas con registros informdticos. Esto
conlleva que si se establecen registros
genéticos, el almacenamiento de datos
deberia ser voluntario y se deberia
garantizar la estricta confidencialidad de los
mismos. Los responsables del sistema deben
garantizar la imposibilidad de acceder a los
datos genéticos y personales, su destruccion
o difusion sin el consentimiento expreso de
lapersona titular de ellos 18,

También, tanto el Convenio del
Consejo de Europa (4 de abril de 1997) sobre
Derechos Humanos y Biomedicina (articulos
5, 10.1 y 12) como la Declaracion Universal
sobre el Genoma Humano y los Derechos
Humanos (11 de noviembre de 1997) de la
UNESCO (articulo 5.b), establecen que en
todos los casos se recabara el consen-
timiento previo, libre e informado de la
persona interesada, como derecho
fundamental del individuol19. En este
contexto, la UNESCO promulgé en octubre
de 2003 una declaracion 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. Podria hacerse extensivo

asurelacion con larespuesta terapéutica. En
funcion de estas recomendaciones, en la
inmensa mayoria de paises europeos se
estan poniendo en practica en los ultimos
afios una serie de normativas y recomen-
daciones para el empleo correcto de las
pruebas genéticas.

Por ultimo, conviene tener pre-
sente que los planteamientos médicos,
éticos y legales en relacién con la utilizacion
de pruebas genéticas deberan ser revisados
y corregidos periédicamente a medida que
avanza la cienciay evoluciona la sociedad. La
comunidad cientifica deberd desempefiar un
papel clave en concienciar a los pacientes y,
por tanto, a la opinion publica acerca del
correcto uso de estas nuevas tecnologias.

Conflicto de intereses

Declaramos no tener ningun con-
flictode intereses.
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