
3. Toxicogenomica: una aproximación
integradora para explorar efectos tóxicos

de nuevas moléculas y agilizar la selección
de candidatos a desarrollo farmacéutico

JOAN ALBERT VERICAT

1. INTRODUCCIÓN

La primera consideración en un capítulo que tiene por título principal
TOXICOGENOMICA es decidir si el capítulo debe tratar de TOXICOLO-
GIA o de GENOMICA. Para el autor la respuesta es muy simple: el capítu-
lo versa sobre la aplicación de una tecnología (la GENOMICA) al estudio de
la TOXICOLOGIA. Y como subtítulo, el impacto de dicha aplicación tecno-
lógica como instrumento para permitir que la toxicología pueda también co-
laborar en la selección de productos candidatos a desarrollo libres de efectos
indeseables. 

El establecimiento de la secuencia del genoma humano ha sido uno de los
hechos más relevantes de estos últimos años abriendo una nueva era en la inves-
tigación biológica (1). Este impacto, a parte de ser muy importante en investiga-
ción básica y en la comprensión de muchos fenómenos fisiológicos, está influ-
yendo la investigación para el descubrimiento de nuevos fármacos ya que se abren
nuevas oportunidades para encontrar nuevas actividades de interés. 

Es interesante notar que sólo el 0.1% de todas las pares de bases del DNA
que forman el genoma humano varían entre los individuos; al mismo tiempo de-
bemos aceptar que este bajo porcentaje tiene efectos muy importantes para ex-
plicar las muchas diferencias que existen entre todos nosotros. Este hecho llega
a su extremo con las enfermedades hereditarias, donde muy pequeños cambios
pueden dar lugar a muerte prematura o deficiencias muy importantes (2-4).
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Pero no todo es tan fácil. De hecho, la identificación de la secuencia del
DNA es muy poco útil sino se sabe nada sobre la función de los genes y de su
regulación. Consideremos que cualquier organismo superior está formado por
muchos tipos celulares diferentes, cada uno con funciones diferentes e integra-
dos en un sistema de complejidad mucho superior a lo que representaría una
mezcla desorganizada de los mismos tipos celulares. Si bien cada célula con-
tiene los mismos genes, su expresión diferencial da lugar a la diversidad nece-
saria para dar lugar a esa complejidad tan impresionante, y que crece desde el
tejido, al órgano, para llegar al organismo. En cada nivel de complejidad, la
transcripción de los genes y la traducción a proteínas da lugar a la función pro-
pia de la estructura determinada (función de un tejido, función de un órgano).
El mantenimiento de esta especialización se mantiene de una forma muy con-
trolada, con el objetivo de evitar la pérdida de la función. Nótese aquí que al-
rededor del 5% de los genes secuenciados parecen codificar factores de trans-
cripción (5), todos ellos controlados en una multitud de procesos, con el objetivo
de mantener el control del sistema frente a los cambios ambientales (para una
revisión, consultar (6).

Y es precisamente en este control y las respuestas asociadas donde subyace
el fundamento de la toxicogenómica en particular y de la genómica en general.
Cualquier cambio en el ambiente en el que se encuentran las células y tejidos va
a generar una respuesta con el objetivo de mantener la homeostasis o de defen-
derse del ataque de cualquier xenobiótico que pueda presentar un riesgo.

En cierta forma, ya Paracelso (7), cuando dijo que “Sólo la dosis determina si
una cosa es un veneno”, dejó claramente establecido que hay que superar algún lí-
mite para que una respuesta sea verdaderamente tóxica. De hecho, en los procesos
de evaluación del riesgo de un producto farmacéutico con propiedades interesan-
tes, todo reside en determinar ese límite entre la dosis responsable de la actividad
terapéutica (efecto beneficioso) y la dosis dando lugar a toxicidad (efecto nocivo).
Escrito de otra forma, en la determinación del margen de seguridad adecuado al
efecto terapéutico deseado. Hoy en día este concepto se ha traducido como “To-
das las substancias son venenos; no hay ninguna que no sea un veneno. La dosis
adecuada es los que separa un veneno de un remedio”.

Sabemos muy bien que cualquier respuesta no es simple, si no al contrario
muy compleja. Sin tener en cuenta la expresión de genes, está completamente
aceptado que los mecanismos de acción son muy complejos y tienen más efec-
tos que los simples cambios en algunas macromoléculas intracelulares. Muchos
compuestos tóxicos afectan la actividad enzimática, la integridad del DNA y de
las membranas, el potencial redox, así como muchos otros procesos complejos. 
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Y si a esta complejidad añadimos las cascadas de expresión de genes, in-
ducción, represión, traducción, efectos del tiempo y de los niveles de exposi-
ción, nos damos cuenta que nos encontramos en una situación muy complica-
da, en la que hay que entrar con sumo cuidado, sabiendo bien lo que se hace y
haciéndose preguntas muy concretas para buscar las respuestas adecuadas y fá-
cilmente interpretables. De una manera ilustrativa y copiando lo que se dice en
los ambientes que se dedican a la toxicogenómica, ¿cuando un gen de apopto-
sis se induce el 20 % en una muestra, se supone que 20 % de la muestra está
inducida un 100%, o bien 100 % de la muestra está inducida sólo un 20 %?
Esta claro que esta última opción no es fisiológicamente posible, pues implica-
ría que el sistema como tal está muerto, ya que el proceso apoptótico suele ser
unidireccional, y que una vez lanzado tiene dificultades en volver para atrás.

Ante esta elevada complejidad sin embargo debemos aceptar que la res-
puesta de cualquier célula a un fenómeno externo pasa por transcribir los gene
necesarios. Así pues no hay duda que la expresión de genes es un instrumento
interesante. Sin embargo, no todo es tan fácil, ya que la vida responde al am-
biente, y la expresión de genes se verá modulada por factores muy diversos: do-
sis, tiempo de exposición, ambiente, etc. Y por tanto, la dificultad más grande
será aquella de separar los cambios que son importantes de aquellos que repre-
sentan una respuesta adaptativa, sin ninguna relación a la toxicología. Pensemos
sólo por un instante que cuando nos comemos un buen bombón de chocolate se
inducirán una serie de genes asociados a la composición del mismo y el conte-
nido en azúcares, el potencial placer que podamos sentir (dado el caso), etc. Y
nada de todo esto es tóxico.

El título del presente capítulo contempla, a parte de la genómica, dos con-
ceptos fundamentales. El primero es una ciencia: la toxicología, de lo que ya se
ha discutido un poco. El segundo concepto es la agilización del proceso de se-
lección de candidatos en la investigación farmacéutica. Con el objetivo de pro-
fundizar en estos dos conceptos, en el presente capítulo se describirán dos ejem-
plos específicos; cada ejemplo se presentará teniendo en cuenta el desarrollo
farmacéutico y las ventajas competitivas que la aplicación de la genómica a la
toxicología aporta al proceso completo. 

No podemos avanzar en este capítulo sin una pequeña introducción al fun-
cionamiento de los chips de genes (“Gene arrays”). La figura 1 muestra esque-
máticamente el funcionamiento de esta tecnología. En un soporte adecuado (cris-
tal, nylon, celulosa) se fijan las sondas de los genes que forman el array o se
sintetizan in situ según la tecnología de que se disponga. Una rápida búsqueda
en internet permitirá al lector interesado encontrar las diferentes estrategias exis-
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tentes para construir los arrays. En cualquiera de los casos, se aislará el RNA
de las muestras que se deseen analizar la expresión diferencial. Este RNA se
amplificará por PCR marcándolo con una señal, que podrá se fluorescente o ra-
dioactiva para después hacerlo hibridar la soporte. Las tecnologías actuales per-
miten hacer la evaluación de la expresión diferencial o substracción antes o des-
pués. En el primer caso se utilizarán dos fluorocromos y la expresión diferencial
será determinada por las cantidades relativas de cada fluorocromo que se unan
a las sondas sobre el array. En el segundo caso se utilizará un solo marcador
(fluorescente o marcaje radioactivo) y la substracción se realizará gracias al soft-
ware de análisis de los resultados. Cada uno tiene sus ventajas e inconvenien-
tes. La substracción directa evita la variabilidad entre arrays, pero se consume
una gran cantidad de RNA de los controles no tratados; así mismo, no permite
la utilización posterior de los resultados. La substracción a posteriori permite
realizar comparaciones con más de 2 elementos. En cualquiera de los casos, cada
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FIGURA 1. Esquema de funcionamiento de los arrays. Sobre un soporte adecuado (en el ejemplo
serían cristales tipo portaobjetos; pero otros son aceptables como el nylon o la celulosa), se hibrida
la muestra que se desea evaluar. Después, sea mediante radioactividad, sea con un analizador de
fluorescencia, se generarán unas imágenes virtuales que indicarán qué genes están inducidos,
reprimidos o cuya expresión no ha sido modificada. Así mismo, se podrá saber los genes cuya 

expresión es ausente en las muestras analizadas.



uno tendrá sus ventajas e inconvenientes. La única reflexión importante es que
la pregunta que nos hagamos pueda ser respondida por la aproximación genó-
mica. El lector interesado puede profundizar en el tema en una interesnte revi-
sión en Trends in Biotechnology (8).

Finalmente, se recomienda al lector interesado que se sigan las evolucio-
nes de proyectos internacionales que sin duda permitirán avanzar mucho en
este sector (9).

2. EJEMPLO 1: APLICACIÓN A LA RESPUESTA DIFERENCIAL
DE MODELOS EXPERIMENTALES

Todos los toxicólogos experimentales saben muy bien la importancia de los
modelos experimentales. El control de calidad de los mismos, las condiciones
de uso, etc. son realmente importantes en la extrapolación de los resultados al
hombre. Y quizás la dificultad es que hoy, con lo mucho que ha avanzado la
ciencia, esta extrapolación es todavía muy empírica, y basada en prueba y error.
Una de las etapas fundamentales en el desarrollo de un nuevo producto de in-
terés terapéutico pasa por los ensayos en el hombre. Los estudios de fase 1, los
primeros que se realizan, el “FIRST TIME IN MAN”, se basan en criterios de
protección de los primeros voluntarios sanos. Dada la dificultad en extrapolar
correctamente, se utilizan las dosis sin efecto en las especies más sensibles y
después de aplicar un factor de corrección se establecen las dosis a utilizar en
el hombre. Aún en el caso en que partiendo de dosis muy bajas se pueda reali-
zar un escalado de las mismas suficiente que permita obtener exposiciones su-
ficientes en ausencia de efectos secundarios, la dificultad en extrapolar genera
estudios más largos, aumentando los costes de realización.

Quizás lo más importante es la dificultad de extrapolar potenciales efec-
tos negativos dada la diferencia entre modelos experimentales incluido el
hombre (10).

Pero si la situación en el pasado era complicada, hoy lo es mucho más.
El conocimiento que tenemos del genoma humano nos ha permitido generar
un gran número de cepas transgénicas de roedores como modelos experi-
mentales de diversas enfermedades para explorar la actividad de los fárma-
cos en desarrollo. Los modelos transgénicos nos sirven para explorar efica-
cia de compuestos en enfermedades complejas, como son las enfermedades
degenerativas, donde el proceso de la enfermedad puede ser largo y se nece-
sitan tratamientos durante periodos prolongados con el producto en evalua-
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ción para poder evaluar su potencial eficacia. La experiencia propia de Neu-
ropharma S.A. en la búsqueda de compuestos activos contra la enfermedad
de Alzheimer muestra que algunos compuestos prácticamente inocuos en ra-
tones silvestres con el fondo genético de un transgénico de interés, son bas-
tante más tóxicos en el modelo transgénico. Dado que la definición de la do-
sis a utilizar en el hombre se basa en los datos obtenidos en las especies más
sensibles, los animales transgénicos pueden ser una fuente de problemas de
difícil solución.

El caso que representa la toxicidad diferencial del dibenzocarbazole
(DBC) según la cepa de ratón utilizado es un ejemplo muy interesante. El
DBC es uno de los compuestos químicos más tóxicos que existen, con un ele-
vado potencial de hepatocarcinogénesis en ratones, mediante un mecanismo
mixto de genotoxicidad, inducción de apoptosis, seguida de una proliferación
celular que fija el fenotipo mutado y termina en la instalación del proceso 
tumoral (11). 

Cuando se tratan ratones de dos cepas diferentes (DBA2 y XVIIncz), la ge-
notoxicidad medida como aductos al DNA es entre 100 y 1000 veces superior
para la cepa DBA2, apareciendo los tumores hepáticos antes y a dosis más ba-
jas. Sin embargo, los niveles plasmáticos son similares y no es posible concluir
que dicha toxicidad diferencial deba asociarse a propiedades diferenciales de ab-
sorción. Muchos factores pueden estar en el origen de dicha respuesta diferen-
cial; explorarlos todos puede llevar mucho tiempo y unos costes nada despre-
ciables.

En cambio, si se realiza un ensayo de expresión diferencial de genes en las
dos cepas, se pueden abrir una serie de hipótesis en un tiempo razonable que
permita avanzar el proyecto. Para ello se decidió realizar un sola administración
de dibenzocarbazole (0.05 µM) en la piel de las dos cepas de ratones. Después
de 48 horas, los animales se sacrificaron y después de extraer el RNA, ampli-
ficarlo y marcarlo con 33P, se hibridó con membranas Clontech. Los resultados
que se muestran en la figura 2 indican que en la cepa DBA2 se encuentran mu-
cho más inducidos genes de stress asociados a genotoxicidad y genes de meta-
bolismo. Es fácil suponer a partir de estos resultados que a parte de diferencias
en absorción-excreción no evaluadas con esta tecnología, que las diferencias ob-
servadas pueden estar relacionadas con un metabolismo diferencial en las dos
cepas, responsable de una producción superior de entidades reactivas, mayos
stress oxidativo, mayor genotoxicidad (confirmando de forma indirecta el ma-
yor número de aductos al DNA) y la concomitante inducción de genes de re-
paración del DNA.
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Hay que comprender que esta aproximación experimental solo da lugar a
una hipótesis de trabajo, en un tiempo muy limitado, reduciendo los costes de
forma muy importante. 

En cualquier caso aproximaciones de este tipo pueden ser muy importantes
cuando se utilizan cepas transgénicas con susceptibilidades diferenciales im-
portantes a los productos en investigación. No hay que olvidar en ningún mo-
mento la importancia de los efectos secundarios en el momento de construir un
dossier para iniciar los estudios clínicos y que es muy importante excluir efec-
tos secundarios importantes en las dosis activas a utilizar en el hombre. 

3. APROXIMACION AL ESTUDIO DE MECANISMOS 
DE TOXICIDAD

3.1. Premisas

Tal como hemos visto en el ejemplo anterior, la demostración de cualquier
hipótesis requiere la aplicación de aproximaciones más complicadas, analizan-
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FIGURA 2. Ejemplo de resultados obtenidos estudiando la expresión diferencial de genes entre
dos cepas diferentes de ratones (DBA2 y XVIIncz), ambos tratados una sola vez

por vía cutánea con DBC. 



do el impacto del tiempo de exposición o los efectos en función de la dosis ad-
ministrada, así como toda la información disponible.

Tal como se ha indicado en la introducción, el proceso de descubrimiento de
nuevos fármacos es un proceso muy largo y costoso. La búsqueda de eficacia y con-
tención de costes ha llevado a una organización especializada del trabajo, con for-
mas de trabajr muy diferentes según la fase del proceso en la que nos encontremos.
Lo cierto en cualquier caso es que estas fases, aunque puedan estar solapadas en el
tiempo durante un periodo, suelen ser secuenciales; es decir, cuando una molécula
cambia de fase, es probable que las actividades de la fase precedente lleguen inclu-
so a cambiar de proyecto. No es económicamente aceptable que si un producto pre-
senta expectativas de éxito con propiedades suficientes (administración fácil, vida
media suficiente, efectos secundarios aceptables, etc.), los investigadores vayan a
continuar trabajando para generar un competidor para un propio producto. Enton-
ces en un plazo razonable, los recursos de comenzarán a dedicar a otros intereses.

Sin embargo, las etapas posteriores a la selección de un candidato son lar-
gas, pudiendo llegar a más de 4 años por ejemplo en toxicología reglamentaria
si es necesario incluir estudios de carcinogénesis en roedores. En el caso que se
encuentren efectos negativos, difíciles de modular, es muy probable que el pro-
yecto sea cancelado, con la concomitante pérdida de la inversión realizada. In-
cluso, si se desea intentar comprender los mecanismos de dichos efectos tóxi-
cos encontrados, la investigación necesaria para ello va a necesitar tantos
recursos, sin saberse a priori si va a ser posible desarrollar una aproximación
experimental para seleccionar productos de reemplazo, la decisión pragmática
es dejar el problema en el archivo y esperar tiempos mejores.

Sin embargo la disponibilidad de la genómica y quizás de la proteómica
(cuando se resuelvan los problemas de productibilidad de las técnicas existen-
tes), ofrecen posibilidades muy interesantes para poder sacar valor añadido de
unas observaciones negativas y poder intentar encontrar un método experimen-
tal para la selección de productos de reemplazo en un plazo razonable.

3.2. Caso representativo

Un ejemplo interesante es el metapirileno, un compuesto desarrollado
como un antihistamínico, pero que induce hepatocarcinomas en ratas. Si bien
el producto presenta un perfil complejo en los ensayos de genotoxicidad, se
puede decir que su perfil toxicológico es manejable, con el hígado como ór-
gano diana (Tabla 1). El único efecto no manejable es la hepatocarcinogéne-
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sis que se da en 100% de las ratas tratadas y que por tanto es definitivo en
esta especie animal. Así pues, nos encontramos con un producto que tiene unas
propiedades interesantes, en el que la empresa que lo desarrolló realizó in-
versiones importantes. Y que desgraciadamente, al final tuvo que ser retirado
del mercado. Hay que reconocer que obtener valor añadido a una situación tan
negativa como la descrita y en tiempos razonables puede ser muy útil para sa-
car provecho a todo el conocimiento acumulado en las etapas precedentes en
el proceso de R+D.

La disponibilidad de las técnicas de genómica nos abre una oportunidad in-
teresante. Se puede tratar una serie de animales por un tiempo determinado y
evaluar el perfil diferencial de expresión de genes. La integración de estos da-
tos junto con todo el conocimiento disponible sobre la molécula puede sin duda
ayudarnos establecer el mecanismo (o al menos inducir hipótesis explicativas)
por el cual el compuesto da lugar a su efecto negativo en la rata.

Pero en este escenario estamos obligados a añadir algunos experimentos
adicionales. Es evidente que aunque establezcamos definitivamente el mecanis-
mo por el cual se genera la hepatocarcinogénesis en rata, no podemos realizar
ensayos de carcinogénesis para analizar los productos de reemplazo y seleccio-
nar aquel que este libre de dicha propiedad. Se necesita alguna aproximación
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TABLA 1

Metapirileno.HC1

Uso terapéutico Antihistamínico, unión a H1.
(retirado en 1965) inductor de sueño, alergia, resfriado.

Vida media rata: ~ 2-3 h en plasma.

Metabolismo Principalmente bioactivado por el CYP2C11.
Formación de MP N-óxido, ácido mono-N-desmetil-MP. 2-
tiofenecarboxílico y varios glucurónicos.
Los metabolitos están sujetos a recirculación enterohepática.

Mechanismos Hepatocarcinogenicidad: Fuente inductor de proliferación celu-
lar, dando lugar a citotoxicidad y regeneración posterior.
Inducción de tumores hepáticos en 100% de las ratas tratadas.
Citotóxico, causando necrosis periportal en el hígado.
Inhibición de actividades CYP2C11, CYP3A, CYP2A.
Cambios morfológicos y disfunciones mitocondriales.
Genotoxicidad conflictiva in vitro.



experimental in vitro, que pueda aplicarse con una productividad suficiente como
para estudiar un número importante de productos. 

Una necesidad fundamental en la selección de ensayos in vitro es asegu-
rarse de que el modelo reproduce suficientemente el órgano diana donde se ha
producido el efecto tóxico. En el ejemplo que nos ocupa, jugamos con ventaja
ya que uno de los órganos en los que ha avanzado más desde el punto de vista
de modelos experimentales in vitro es el hígado. Probablemente ello puede es-
tar relacionado con el hecho que el hígado es el órgano primero donde se me-
tabolizan los xenobióticos en general y los fármacos en particular (12). Incluso
los fenómenos de hepatotoxicidad, incluidas las hepatitis fulminantes, son fe-
nómenos importantes en la búsqueda de fármacos y, por tanto, se ha dedicado
mucho esfuerzo. Así pues, en el caso que nos ocupa la situación es relativa-
mente fácil ya que existen un gran número de modelos (cultivos primarios, lí-
neas de hepatoma, cortes de hígado en cultivo, perfusión ex vivo o in situ). Cada
uno de estos modelos tiene ventajas e inconvenientes. Probablemente los culti-
vos primarios son el modelo de elección en una evaluación inicial del proble-
ma: Los cultivos primarios presentan unos niveles de capacidad metabólica in-
teresante, mientras que las líneas celulares de hepatoma presentan unas
propiedades muy limitadas. Los cortes de hígado en cultivo presentan unas pro-
piedades razonables, pero presentan una complejidad experimental que no per-
mite su inclusión en las aproximaciones experimentales de evaluación precoz
de productos. Lo mismo es aplicable a los sistemas de hígado perfuso ex vivo
o in situ.

Así pues parece razonable incluir un estudio en hepatocitos de rata en cultivo.

Los diseños experimentales para este estudio se describen en la figura 3. 

3.3. Resultados en toxicología general

Las figura 4 muestra ejemplos de los resultados de histopatología encon-
trados en este ensayo. Puede verse que en los animales tratados a 100 mg/kg/dia,
ya en día 3 presentan síntomas de hepatotoxicidad con inflamación periportal,
células en mitosis, proliferación de células ovales y microvacuolización intra-
celular. En la dosis baja sólo se observan algunas mitosis e inflamación. Los
efectos descritos se encuentran aumentados de forma importante a fin de estu-
dio, donde se puede observar que la proliferación de células ovales ha alcanza-
do ambas regiones hepáticas (periportal y centrolobular), se observa basofilia en
la zona periportal, células en apoptosis y colestasis. Prácticamente se detectan
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las mismas observaciones en la dosis baja, pero con menor intensidad. En la ta-
bla 2 se resumen las observaciones histopatológicas, mostrando un claro efec-
tos dosis y tiempo dependientes. En conclusión, un definitivo efecto hepatotó-
xico se observa en las ratas tratadas con metapirileno.

3.4. Resultados en expresión diferencial de genes en los hígados 
de los animales tratados con metapirileno

Dos aproximaciones diferentes se han utilizado para explorar la expresión
de genes. Se han usado la plataforma de Affimetrix y la plataforma de Phase 1. 

La primera pregunta que se debe responder cuando se realiza un estudio de este
tipo es saber hasta donde las muestras son diferentes. La figura 5 nos indica como
se diferencian los 4 grupos experimentales. Nótese que los grupos que se parecen
más son los grupos de tratamiento a la dosis fuerte (100 mg/kg/d) sea al dia 3 o al
dia 28. Después se incorpora el resultado del tratamiento con 30 mg/kg/d durante
28 días, siendo el de 30 mg/kg/d por solo 3 días el más diferente. El resultado es
perfectamente congruente con una toxicidad que es dosis y tiempo dependiente.
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FIGURA 3. Resumen del esquema experimental seguido en los tratamientos in vivo 
o in vitro con metapirileno.
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FIGURA 4. Ejemplos de microfotografías obtenidas a partir de muestras de hígados de los
animales tratados con metapirileno. Nótese la dosis respuesta característica del tratamiento.

De todas formas, dado que cada grupo de tratamiento está formado por 4
animales, es muy interesante determinar si estas diferencias se mantienen cuan-
do se analizan los animales individuales y cual es el grado de variabilidad in-
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TABLA 2

FIGURA 5. Análisis de cluster de los 4 grupos experimentales tratados con metapirileno.

Day 3 Day 28

30 mg/kg/d Mitosis hepatocelular 2-2-2-2 2-2-3-4
Inflitración células inflamatorias (PP) 1-1-1-1 1-1-1-1
Proliferación células ovales (PP) 0-0-0-0 1-2-1-1
Microvacuolización hepatocelular (PP) 0-0-0-0 1-1-1-1

100 mg/kg/d Mitosis hepatocelular 0-0-0-0 0-0-2-0
Inflitración células inflamatorias (PP) 3-3-2-2 1-1-1-2
Fibrosis (PP) 0-0-0-0 2-2-2-2
Proliferación células ovales (PP a CL) 2-2-2-2 3-3-4-2
Microvacuolización hepatocelular 0-2-2-2 2-2-3-2
Apoptosis hepatocelular (PP, MZ) 2-1-2-1 3-2-3-2
Basofilia hepatocelular (PP) 0-0-0-0 3-3-4-2
Anisocariosis, anisocitosis (CL) 0-0-0-0 1-0-3-0

PP: Área periportal, MZ: área intermedia, CL: área centrolobular
0: sin cambios, 1: mínimos, 2: ligeros, 3: moderados, 4: severos



tragrupo. La figura 6 muestra que los datos son homogéneos dentro de cada gru-
po de tratamiento. En este caso la similitud entre grupos ha cambiado y se pa-
recen más los perfiles de expresión diferencial a 28 días sea cual sea la dosis.

Estos resultados tomados en su conjunto indican que los sistemas que es-
tudian la expresión diferencial de genes son robustos como para permitir sepa-
rar condiciones experimentales diferentes. Así mismo, y muy fundamental para
que las conclusiones derivadas de un estudio de este tipo sean aceptables, se de-
muestra la homogeneidad de los datos individuales de cada grupo, ya que se
agrupan en “clusters” homogéneos.

Este tipo de tecnologías son costosas. Pero al mismo tiempo por esta mis-
ma razón es muy importante que el diseño experimental contenga todos los ele-
mentos necesarios para ser válido. En este estudio hubiera sido suficiente qui-
zás con 3 animales por grupo; pero en cualquier caso es muy importante que se
pueda confirmar que la respuesta obtenida es una respuesta de grupo y por tan-
to una respuesta general, y no que pueda tratarse de una respuesta individual.
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FIGURA 6. Análisis de cluster de los animales individuales tratados con metapirileno. Nótese la
homogeneidad general dentro de cada grupo. Ello es síntoma de la robustez de la tecnología.



Un siguiente especto a considerar en este tipo de aproximaciones es la vi-
sualización general del número de genes cuya expresión ha cambiado por cau-
sa del tratamiento efectuado. La tabla 3 muestra un claro efecto dosis y tiempo
en relación al número de genes cuya expresión se ha modificado, o incluso aque-
llos que no expresan,

El sistema informático de la plataforma Phase 1 permite visualizar los re-
sultados mediante una clasificación de los genes individuales a diferentes fenó-
menos biológicos: stress, metabolismo, ciclo celular, apoptosis, anti-apoptosis,
colestasis, etc. En las figuras 7 y 8 se muestran algunas familias de dichos ge-
nes, y sus cambios de expresión en función de tiempo de tratamiento y dosis. 

Un primer análisis de estos resultados muestra la existencia de un efecto do-
sis y un efecto tiempo que se relacionan perfectamente con la histopatología. Así
mismo se confirma la homogeneidad de los datos individuales ya que las ten-
dencias de expresión de los genes individuales son homogéneas al interno de
cada grupo. Quizás se puede considerar que el grupo de animales tratados por 3
días a la dosis de 30 mg/kg/d son los menos homogéneos. Este fenómeno es in-
trínseco a la tecnología en si misma. Las comparaciones son relativas al grupo
control no tratado. Cuando no hay una inducción o represión de genes asociadas
a un tratamiento cualquiera, entra en juego la variabilidad individual. Los nive-
les de expresión de los genes individuales nunca serán idénticos cuando no hay
un efecto externo. Estas pequeñas variaciones son tomadas en consideración por
el paquete estadístico y por tanto se consideran poco homogéneos. Precisamen-
te esta es otra razón para que cada grupo de tratamiento tenga el tamaño sufi-
ciente. Quizás en el caso de respuestas muy limitadas el número de individuos
en los grupos deba aumentarse. Aunque la relevancia de un resultado en dichos
casos es difícil hoy por hoy, ya que hay datos históricos muy limitados. 
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TABLA 3. Número de genes inducidos o reprimidos después del tratamiento
con metapirileno con las dosis y los tiempos indicados.

N.º de 30 mg/kg/d 30 mg/kg/d 100 mg/kg/d 100 mg/kg/d 30
Genes 3 días 28 días 3 días 28 días

PRESENTES 1438 2480 1887 2686

Inducidos 
(SLR> 1) 8 124 263 386

Reprimidos
(SLR< -1) 37 60 83 309
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FIGURA 7. Expresión diferencial de los genes asociados a la reparación del DNA en función
de la dosis y del tiempo de exposición.
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FIGURA 8. Expresión diferencial de los genes asociados al funcionamiento del hígado 
en función de la dosis y del tiempo de exposición.



3.5. Extrapolación de los resultados; integración datos in vivo 
y datos in vitro

El análisis de este tipo de resultados no es trivial. Hay posibilidades de uti-
lizar sistemas informáticos muy sofisticados que establezcan relaciones en las
cascadas de genes, que en cierta forma es lo que se ha representado en las fi-
guras 7 y 8. Y ello, por si mismo ya es informativo, pues permite deducir apro-
ximaciones explicativas al fenómeno observado. 

Sin embargo el autor considera que en el caso que nos ocupa es mucho más
eficaz realizar un análisis dosis-dependiente y tiempo-dependiente de los genes cuya
expresión se ha modificado e integrarlos con los datos disponibles de toxicología.

Este ejercicio permite establecer una “imagen” del mecanismo de toxicidad
del producto estudiado (figura 9).

Ahora pasemos a considerar los resultados obtenidos in vitro. Podemos ver
(tabla 4) que el análisis integrado de la expresión diferencial muestra que en ge-
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FIGURA 9. Ejemplo de clasificación de los genes según su comportamiento en los diferentes
momentos que se obtuvieron las muestras. El objetivo del ejercicio es tratar de establecer 

relaciones tiempo y dosis dependientes.
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TABLA 4

Genes comunes hepatocitos / hígado
Activating transcription factor 3
Alpha-2-macroglobulin
Alpha-fibrinogen
Aryl sulfotransferase
ATPase inhibitor (rat mitochondrial IF1 protein)
Bilirubin UDP-glucuronosyltransferase isozyme 1
Calpactin I heavy chain
Carbonic anhydrase II
Carbonic anhydrase III
Caspase 6
Catechol-O-methyltransferase
Cholesterol 7-alpha-hydroxylase (P450 VII)
Connexin-32
Cyclin D1
Cyclin G
Cytochrome P450 1A2
Cytochrome P450 3A1
Cytochrome P450 4A1, 50-mer
Ferritin H-chain
Gadd153
Gamma-actin, cytoplasmic
Glucose-regulated protein 78
Glutathione S-transferase mu-2
HMG CoA reductase
HMG-CoA synthase, mitochondrial
Hydroxysteroid sulfotransferase a
Integrin beta1
Interferon inducible protein 10
Interferon related developmental regulator IFRD1 (PC4)
K-cadherin
Lactate dehydrogenase-B
Major acute phase protein alpha-1
Matrix metalloproteinase-1
Metallothionein 1
Multidrug resistant protein-2
Mx1 protein
Na/K ATPase alpha-1
Ornithine decarboxylase
p70 ribosomal protein S6 kinase alpha-1
Paraoxonase 1
Thioredoxin-1 (Trx1)
Proliferating cell nuclear antigen gene
Transthyretin
UDP-glucuronosyltransferase 1A6
VL30 element
Zinc finger protein



neral las respuestas encontradas en este ejemplo son completamente diferentes.
De hecho se podría concluir a primera vista que las respuestas obtenidas son
completamente diferentes.

Fundamentalmente, un resultado de este tipo no va contra la inteligencia,
ya que la expresión de fondo es muy diferente. Este resultado parece indicar que
los modelos in vitro son una pobre representación de los modelos in vivo. Con
independencia de las diferencias en complejidad existentes entre los seres su-
periores y los cultivos primarios celulares, estos resultados parecen sugerir que
a nivel molecular la relación vitro/vivo es pobre. Sin embargo, hay que consi-
derar que la capacidad homeostática de un sistema vivo es mucho superior com-
parado con un cultivo celular, donde el devenir está prácticamente establecido
(un cultivo celular muere o prolifera).

Lo más notable de este fenómeno es que si se consideran los genes comu-
nes a ambas situaciones (los genes considerados asociados al mecanismo de to-
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FIGURA 10. Modelización de los resultados deducidos en la figura 9, que permite 
el establecimiento de un modelo de mecanismo de toxicidad.



xicidad observado in vivo, junto con los genes de expresión modificada in vi-
tro), podemos ver que aquellos cuya expresión cambia in vitro son los mismos
o están relacionados con aquellos que permiten explicar el mecanismo de toxi-
cidad de nuestra molécula.

Ello nos permite derivar una conclusión muy interesante y es que la apro-
ximación in vitro, cuando se realiza comparativamente a la evaluación del me-
canismo de toxicidad in vivo, permite convalidar casi directamente un modelo
de screening para productos de substitución que lleguen directamente de los de-
partamentos de investigación. 

Este aspecto tiene una importancia trascendental ya que permite acercar los
tiempos de los estudios explicativos de toxicología a los que se aplican en los
departamentos de búsqueda de productos, y por tanto, permiten establecer un
valor añadido muy importante a la investigación.

Aproximaciones próximas a esta ya han demostrado su valor, todo ello con-
firmando la madurez de estas tecnologías (13-15).

Quedan aún muchas cosas por hacer. No hay duda que la informática con-
tinuará avanzando y ello nos permitirá avanzar de forma más fácil en la eva-
luación de los resultados (16, 17), permitiendo la integración de un número mu-
cho más importante de parámetros en los estudios y aumentando la complejidad
de los mismos.

4. CONCLUSIÓN 

En este capítulo se han descrito dos ejemplos diferentes sobre la aplicación
de la genómica a las cuestiones de la toxicología y como pueden impactar en
la búsqueda y desarrollo de nuevos fármacos. Una primera conclusióna tener en
consideración es que el diseño experimental debe responder a la pregunta que
nos plateamos. La gran cantidad de resultados que se obtienen gracias a estas
aproximaciones experimentales es de tal magnitud, que si la pregunta no es co-
rrecta la conclusiones serán básicamente erróneas. Consideremos aquí el papel
negativo que tiene el coste de estas aproximaciones que nos llevará a reducir al
máximo los diseños experimentales, el número de muestras, las repeticiones, etc.
No hay duda que una gran reflexión se necesita en el momento de diseñar un
experimento.

Asimismo, a parte de la aplicación de estas tecnologías para establecer nue-
vas hipótesis sobre aspectos concretos (ejemplo 1.º), su implementación en los
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estudios de toxicología, si se integra adecuadamente con ensayos in vitro, per-
mite un acercamiento muy útil del Desarrollo a la Investigación y, lo que es muy
importante, dar valor añadido a aquellas observaciones negativas que hasta aho-
ra representaban que un producto, portador de efectos indeseados, terminara fue-
ra del proceso de I+D, con la consiguiente pérdida de dinero y de tiempo en
todo el proceso.

No hay duda que el proceso de búsqueda y desarrollo de nuevas medicinas,
en el futuro próximo, se verá agilizado gracias a la integración de las X-ómi-
cas, no sólo la genómica, sino también la proteómica, la metabolómica, la ce-
lómica.
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