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NATURALEZA CIENCIAS: Las mejoras
tecnoldgicas conllevan avances cientificos

Los nuevos métodos usados para el diagndstico de enfermedades, son
utiles si son precisos y verdaderamente faciles de usar.

En el caso de enfermedades infecciosas, un diagndstico mas preciso y
mas rapido puede permitir un tratamiento que impida la dispersion del
patégeno.

- - - - *‘. v
Las infecciones parasﬂanas”
implican frecuentemente la el &
analisis al microscopio en busca | :

del microorganismo responsable
o evidencias de su actividad.

En el caso de las infecciones
bacterianas, tradicionalmente se
han realizado cultivos en placa a
partir de esputos, orina o de la |
zona infectada, para la posterior
caracterizacién de las colonias.

-

IMAGEN: www.webconsultas.com
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NATURALEZA CIENCIAS: Las mejoras
tecnoldgicas conllevan avances cientificos

En el caso de las enfermedades genéticas, su diagndstico se ha
basado tradicionalmente en la revision de observaciones clinicas y en la
busqueda de presencia de unos altos niveles de ciertos metabolitos
inusuales en la orina o la sangre. o

- . S The Xpert MTB/RIF Assay
La iInnovacion €N ik
tecnologia ha permitido - (4] (5] (6] (7]
- 7 gn " o Sample Ultrasonic lysis | DNA molecules Seminested
a Ios c‘entlflcos l s automatically of filter-captured mixed with dey real-time
- - A " filvered and organisms to PCR reagents amplification
diagnosticar de forma e ] e ey
mas rapida, especifica y ‘
fiable las enfermedades,
asi como su posterior Q.
tratamiento. o ik s
Assay Name MTB-RIF
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MTB-RIF test platform l 1
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Time to result: 1 hour 45 minutes
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Deteccion de metabolitos en sangre y orina

Como se ha comentado, los metabolitos indicativos de una
enfermedad en cuestion, pueden detectarse en sangre y en orina.

Existe un amplio grupo de desordenes genéticos que afectan al
metabolismo, denominadas de forma genérica “Enfermedades
metabdlicas congénitas”, en su mayoria debidas a mutaciones en genes
concretos que provocan la sintesis de una proteina no funcional.

Enfermedad Metabolito detectado

Fenilcetonuria Aminoacido fenilalanina
Sindrome de rotor Pigmento bilirrubina
Orina con olor a jarabe de arce Aminoacidos valina, leucina e isoleucina

Como resultado, se acumulan en el organismo un grupo de moléculas
toxicas o bien no se producen aquellas que son necesarias, apareciendo
determinados sintomas secundarios.

La tabla adjunta muestra dos enfermedades vy el | metabolito
correspondiente detectado en sangre u orina en los pacientes afectados.
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Deteccion de metabolitos en sangre y orina

La “prueba del taldon”, se realiza a los recién nacidos en las primeras 48 h
de vida con objeto de detectar fenilcetonuria, enfermedad metabdlica

congénita, con un patron de herencia recesivo.

Si los niveles de fenilalanina en sangre son elevados, es indicativo de que
el bebé carece de la enzima fenilalanina hidroxilasa, lo que se traduce
en la incapacidad de obtener el

aminodcido tirosina a partir de

fenilalanina en el higado, acumulandose este ultimo.

El aminoacido fenilalanina es
necesario para el crecimiento
normal de los lactantes y nifos de
corta edad, asi como para |la
produccién normal de proteinas a
lo largo de la vida.

NH,
CHy—CH—CO0

Fenilalanina

L~ 0y
! ~NADH + H

Fenilalanina [ tetraedrobiopterina
hidroxilasa [}
\ * NAD
e HLO
.
NH,

I
HO CHy—CH—C00
C=( :

Tirosina
IMAGEN: www2.uah.es e —
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Deteccion de metabolitos en sangre y orina

Ahora bien, si se acumula una cantidad excesiva de fenilalanina en los
tejidos cerebrales, los altera y a la larga produce retraso mental. También
es la causante de que la piel y la orina despidan un olor a humedad y
asimismo de erupciones cutaneas.

Si la enfermedad es diagnosticada
con la suficiente antelacion, una
dieta modificada puede prevenir la =

aparicion de consecuencias graves &~
en el Sistema Nervioso.

Se han eliminado de esta dieta =
todos lo alimentos de alto
contenido proteinico, que también '
suelen incluir elevadas cantidades !
de fenilalanina, tales como carnes,
pescado, aves de corral, leche,
huevos, quesos, helado, frutos IMAGEN: maternidadlafloresta.com
secos y humerosos productos que

contienen harina normal.
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Indicadores de infeccion por patogenos

Los modernos métodos moleculares permiten discriminar mucho mejor
entre diferentes patdgenos. Asi, la infeccion causada por un
patogeno puede detectarse mediante la presencia de su material
genético o sus antigenos.

La técnica o test de ELISA (Enzyme-Linked Inmunoabsorbent Assay)
permite detectar la presencia de anticuerpos especificos de determinados
antigenos (test VIH) solo presentes cuando el paciente ha desarrollado
una respuesta inmune frente al patdgeno.

Streptavidin-HRP

Capture
Antibody
® Lk A
.Y /
& see g D S Ao s
N

e

Detection
Antibady

Target
Protein

Capture
Antibody

IMAGEN: bio-rad.com IMAGEN: abcam.com
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Indicadores de infeccidon por patdgenos

La técnica de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) permite
detectar el material genético de un patdgeno.

Si a una muestra de un
paciente se afhaden los
primers/cebadores que
tienen la misma secuencia
de nucleétidos que el
material genético de un
determinado patégeno,
solo se amplificara el ADN
si el material genético del
patdgeno esta presente.

Otra forma de detectar la
presencia de un patdgeno
es mediante la utilizacion
de sondas de ADN en la
técnica de microarray.

IMAGEN: msu.com

Sample DNA (from PCR) “ o
A
N o ’
Pathogen DNA ’> Q"?
t Fluorescent Dyes
\

Pathogen-specific
DNA Sequences

Since pathogen DNA is present in the sample
Fluorescence observed Hybridization occurs
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HABILIDAD: Interpretacion resultados test ELISA

M El Test de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) mide si un
antigeno o anticuerpo especifico asociado a una enfermedad se encuentra
en la sangre (orina, etc.) del paciente. Un resultado positivo indica que el
antigeno/anticuerpo esta presente e implica que la persona ha contraido

dicha enfermedad.

B Para la interpretacion de los resultados de una prueba diagnostica
ELISA, hace falta conocer como se realiza.

1) En primer lugar se recubre la

inmovilizado anti-antigeno.

2) Después se 1)
aplica la muestra
del paciente en la
que se encuentra
el antigeno, que
serd retenido en
el pocillo al ser
reconocido por el
primer
anticuerpo.

Capture Antibody

Blocking Buffer

Animacionl

12/

Antigen

placa con un primer anticuerpo
Sandwich ELISA

TME Caolored
Substrate Product
Biotin Labeled Avidin-HRFPO
Detection Antibody ' ~ 'H
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HABILIDAD: Interpretacion resultados test ELISA

3) A continuacion se afiade el anticuerpo anti-antigeno en estado libre, el
cual lleva acoplado un enzima que produce una sefhal detectable, al
tranformar un sustrato en un producto detectable (cambio de color).

4) Se lava la solucion, de manera que en una prueba negativa, arrastraria
al 29 anticuerpo afadido al no estar retenido, en la zona reaccidon, mientras
que en una positiva, el 29 anticuerpo queda retenido en la zona de

reaccion. Sandwich ELISA

5) Finalmente, se (1) [2) (3 (4) [5)

anade el sustrato que T™ME Colored
. 7 Substrate Product

cambiara de color

como consecuencia Dg;g‘;’;;;;ﬁ:;m *’*"“‘;*“Pﬂ o .,;

de la actividad de la

enzima unida al 29 Antigen

anticuerpo. Capture Antbody

Un prueba es positiva
cuando en la solucion
aparece color. Blocking Buffer

Video2 y Webl
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HABILIDAD: Interpretacion resultados test ELISA

B El Test de ELISA, puede presenter una variante, como el usado para la
deteccion del VIH, donde son los antigenos del patégeno, los que estan
unidos a la superficie de la placa, porque lo que se quiere detectar es la
presencia de anticuerpos frente al patdgeno en el paciente.

B El suero humano es aplicado y aclarado para eliminar todo, salvo lo
anticuerpos anti-VIH, que quedan unidos a la placa.

N

95-well microtiter plate

B N
A
SN R R N R R NS
IO OO5S"
R R N R N N

R S
e € €0 € 0.0, 0.0 4,

)

[#mw e |M Se aplican anticuerpos anti-

humanos que llevan unidos una

Secordary antbody .

A A A

3. Non-antigen bnding
alibodies are washwd
o the plate

|1 1 ML=

"tV

6. Substrate for the enzyme
(Crromogen) Is a0ded

b d B | enzima, y que se unen a los
A_A_A anticuerpos humanos/anti=VIH
"Y.Anigera costed 2, Seruanvaample conaining que quedan en la placa.
onto the ELISA plate primary antibodies is added . .

La cantidad de enzima en la
‘ laca es proporcional” a.la

I\; " N/ A NM MM p - - g
lajLaia MM cantidad de anticuerpo anti-VIH
¢t 2 2 ) presente. Se anfade el sustrato
e e s para la enzima que produce; un

with an enzyme s added

(£4

progucing color. Intensity of the color
comelates with thelevel of antigen,

W GSed oY Sy determinado color.

El grado de color indica la cantidad de
anticuerpos anti-VIH presente, lo que se traduce
en un numero que indica un/ resultado
positivo/negativo para el estado VIH-positivo.
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HABILIDAD: Interpretacion resultados test ELISA

Seropositividad para HVE-1 y HVE-4 en equinos de los departamentos de Antioquia y Meta

Una imagen representativa de la prueba de ELISA indirecta realizada en el estudio se observa en la figura 1, en la
cual la reaccién antigeno-anticuerpo se puede visualizar por el color amarillo en la placa, determinando asi la
presencia de anticuerpos especificos tipo inmunoglobulina G (IgG) contra estos virus en los equinos.

Figura 1. Resultado de una prueba de ELISA indirecta para HVE-1 y HVE-4. Las columnas con los numeros 1 y 4 estaban previamente

sensibilizadas con antigenos de HVE-1 y HVE-4 respectivamente. Las columnas marcadas con la letra C estan previamente sensibdizadas

con un antigeno control. Los 6 pozos de la parte superior, lado zquierdo de la mca muestran los controles positivos (Ce) y con C- se

indica los controles negativos, Cs representa el control de suero positivo para HVE-4, suministrado por los productores del estuche de

ELISA. El resto de pozos del plato corresponde a muestras (tres pozos cada un% Para la interpretacion de los resultados, al valor de la ¥
Do d'delc.d. pozord (por cada muestra) que contione ¢l antigeno para HVE-1 o HVE-4, se le sustrajo ol valor de la DO comespondients al

pozo del control.

r~r L L A A A A ]
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APLICACION: Uso de la PCR para la deteccion de
cepas de virus de la gripe

B Muchas veces es necesario una rapida deteccion del virus de la gripe,
especialmente en los grupos de riesgo, como ancianos y mujeres
embarazadas, o con objeto de impedir una seria epidemia.

B El uso de la técnica de PCR permite detectar distintas cepas del
virus de la gripe. ,

B La Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) es una técnica
de ingenieria genética desarrollada
por Kary Mullis (Premio Nobel en
1993) y consistente en la obtencion
de miltiples copias de una
secuencia de ADN concreta.

B Si recogemos una pequena muestra
de ADN, podemos usar la PCR para
amplificarla, ya que utiliza la enzima
ADN polimerasa para hacer mas
copias del ADN molde.
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APLICACION: Uso de la PCR para la deteccion de
cepas de virus de la gripe

W0-AbciclosdeIpasos: g | 5 PCR consta de un ciclo de

Paso 1: Desnatuee tres fases: calentamiento,
| %ﬁm'ﬁmﬁﬁﬂﬂb E . enfriamiento y replicacion:

1 minuto a 94°C

T I!1||||u s!!ml

1. Elevando la temperatura a 940°C,
se desnaturaliza el ADN mediante
la rotura de los puentes de

_ hidrdgeno.
Pesz st | 5 Disminuyendo la temperatura a
45 segundos 8 54 1C 540C, se promueve que se unan

(hibriden) primers/cebadores al
iitebadores sentidoy  comienzo y final de la seccién de
ADN que se quiere amplificar.

3. Elevando la temperatura a 72°C,

Pt J las cadenas de ADN se mantienen

2 minutos 2 72 °C desnaturalizadas de manera que la

| TN solo TP ADN polimerasa afiade nucleétidos

I complementarios amplificando Ia
secuencia del ADN especifico.

Animacion2
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APLICACION: Uso de la PCR para la deteccion de

Cycle 1
yields <
2

molecules

Cycle 2
yields <
4
molecules

Cycle 3
yields 8
molecules; {

2 molecules
(in white boxes

r

N o

match target

sequence
Copyrigm%) 2005 Pearson Education, Inc. Publishing as Pearson Benjamin Cummings. All rights reserved.

53?

Genomic DNA

© Denaturation:

Heat briefly
to separate DNA
strands

© Annealing:

Cool to allow
primers to form
hydrogen bonds
with ends of
target sequence

© Extension:

DNA polymerase
adds nucleotides t
the 3’ end of each

primer

/
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E
|

A

3
!

ucleo
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t

I
/
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|
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L
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é
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cepas de virus de la gripe

5! U
Target
sequen

I

Este ciclo es repetido mas de 35 veces
para producir suficiente ADN para ser
usado en el laboratorio, ya que el ADN es
amplificado de forma exponencial.

La ADN polimerasa
utilizada debe ser
termoestable, por
lo que se usa la
enzima de la
bacteria Thermus
aqueaticus (taq
polimerasa).

Webh?2

La PCR se suele usar para amplificar una
pequefa muestra de ADN encontrada en el
escenario de un crimen para ser usado
como evidencia en perfiles . de ADN:
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APLICACION: Uso de la PCR para la deteccion de
cepas de virus de la gripe

B Dado que el virus de la gripe es un virus de ARN, se debe realizar una
variacion de la PCR, denominada PCR con transcriptasa inversa (RT-PCR).
En ellas, la enzima transcriptasa inversa producira una molécula de ADN,
denominada ADNc, a partir de un patron de ARN.

m El primer paso consiste en la
purificacion de ARNm de células
del paciente, para su posterior
conversion a ADNc.

B Se afiaden primers especificos de
las secuencias genéticas de cada
una de las cepas del \Vvirus
influenza que se quieren buscar.

(¥002) 109 A Bonyoed :NIOVINI

m Silos primers del virus se unen al NNPP 111 222 333 444
. 7 . T ST S ST S ST S ST S

ADNC’ ampllﬂcaran determlnadas FIG. 1. RT-PCR detection of influenza A virus by direct observa-
secuencilas de esa Cepa Concreta_ tion of cthidium-stained PCR products (top) and by autoradiography

(bottom). Results are shown for influcnza virus-negative (N) and -pos-
itive (P) controls and for paticnt samples 1 to 4, —, mock RT reaction

Web 3 mixtures; +, reaction mixtures containing RT. Molecular weight mark.
ers are shown for the top pancl. The upper band is the 300-bp B2-
microglobulin PCR product, and the lower band is the 212-bp influ.
enza A virus PCR product.
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Uso de marcadores para el diagnostico de
enfermedades genéticas

La predisposicion a una enfermedad genética puede detectarse
mediante la presencia de marcadores genéticos, que son alelos
particulares que se asocian a una determinado desorden genetico.

Los marcadores genéticos pueden ser polimorfismos debidos a un Unico
nucledtido, o bien repeticiones en tandem. Estos marcadores pueden
detectarse mediante PCR o perfiles de ADN.

Los marcadores pueden formar parte o no de una secuencia codificante,
es decir, que pueden contribuir a la enfermedad o no.

Los marcadores SNP  short tandem repeat (STR)

deben ser alelos l, | |
polimorficos en 1a ., | GTACTAGACTACTACTACTACTACTGGTG...
poblacion, es decir, 5 repeats

que pueden existir \, > GTACAAGACTACTACTACTACTACTACTGGTG..
varios genOtIpOS en 6 repeats

un mismo locus. Man 3 GTACAAGACTACTACTACTACTACTACTACTGGTG...

7 repeats

IMAGEN: lascienciaysusdemonios.com
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Uso de marcadores para el diagnostico de
enfermedades genéticas

B Asi, una persona que tenga un mayor numero de estos alelos de los que
pueden esperarse por azar, estara afectado por la enfermedad.

B Un ejemplo de ello se encuentra en los genes BRCA 1 y BRCA 2, cuyas
mutaciones son indicativas de un incremento en la probabilidad de
padecer cancer de mama u ovarios, al estar implicado este gen en el
inicio del cancer.

B Obviamente, estos marcadores BRCA1 BRCA2
son mas efectivos en aquellas
enfermedades debidas a un P
unico gen, dado que en p BRCA2 gene
13q12

caracteres poligénicos, son
menos predictivos.

BRCA1 gene
17921

1o

E http://www.geneticsdmedics.com/breast-cancer-brca-related.htm|
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Chips de ADN

Se pueden usar chips (microarrays) de ADN para comprobar la

predisposicion genética o para diagnosticar enfermedades.

Un chip es una pequena superficie que contiene un amplio rango de

sondas de ADN (especificas de un gen diferente) adheridas a su superficie.

B Los chips pueden usarse para
comprobar la expresion de un
gran numero de secuencias de
ADN (genes) distintas.

A. En cada pocillo debe
introducirse el ARNmM de |la
célula/tejido de estudio, dado
que en esta forma se
encuentran los genes que se
expresan.

B. Sin embargo, no puede
introducirse en forma de
ARNmM, sino de ADNC
sintetizado previamente

mediante por la transcriptasa
inversa (RT).

Fluorescent
\ Tags /

IMAGEN: fao.org

A. RNA Isolation : ;
E. Imaging
Sample A Sample B
(9)/ o) oD Gol) @ sampleA>B
)

oJ [P Sample A=B
* Sample B> A

~

ant ’\’
B. ¢cDNA Generation
C. Labeling of Probe

Reverse Transcriptase .

N
".'- .’ + N
L O

s ¢

L\
wl

D. Hybridization
to Array
—
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Chips de ADN

C. A estos ADNc sintetizados se les incorpora un colorante fluorescente.

D. Cuando entra en contacto el ADNc de la célula con la sonda especifica
para cada gen en cada pocillo, solo se uniran (hibridaran) mediante
complementariedad de bases si el gen esta presente en el ADNc.

E. El Ch|p es |avad0 y Muestra A Muestra B i pr eI
expuesto a una luz 0 0 Video3 e
ldser que causard la Q& B¢ « B >A
fluorescencia de la S TD
sonda en aquellos l l / \
pocillos donde ha ol 2 o . . Combinacion

. . . . - P -~ ARNm senales
habido hibridacion - - TR R
entre el ADNc vy la l l A B
sonda de ADN en el ] ]
Chlp " " “ _ ADNc marcado

Cy3,Cy5
Cuanto mas intensa SN ﬂ '
sea la Iluz, mayor .,,,,,,dac,ok /
serd el nivel de 9000000 _
.’ 0000000 > mision de

expresion en eSa :::8::: Gt i fluorescencia

region. Micrdarvay fluores cente

sa'aydoJoinsul NJOVINI
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HABILIDAD: Analisis de un chip de ADN simple

B Un ejemplo del uso de los chips de ADN se encuentra en las células
cancerosas, dado que su expresion génica es diferente a la de las células
normales. El proceso seria el siguiente:

Emr:t:ﬂilli. H-l'l-rrl'li_l Calls
1) A partir de ARNm de células normales, (" & & g ;D
se obtiene el ADNc marcado con un l\"%:::_"_'l ,f_—::'_'_)}/l
colorante fluorescente verde. S—— ———
2) A partir de ARNm de células | e |
cancerosas, se obtiene su ADNc marcado e =
con un colorante fluorescente rojo. Tranacrtase
3) Ahora exponen el chip, que contiene e '
adheridas a su superficie un amplio rango wan Fssrmecens” Ts
de sondas de ADN especificas para | Combine Targets |
diferentes genes, a ambos tipos de
muestras, permitiendo que ocurra la T.’.?ﬁi}"]

hibridacion.
4) Tras su lavado, para eliminar los ADNc

que no han hibridado, el chip es expuesto

da qu ﬂuorescente' IMAGEN: es.wikimedia.org
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HABILIDAD: Analisis de un chip de ADN simple

Ceélulas cancerosas Células normales

5) La parte del chip donde
se observa la luz verde
indica que dicho gen solo
se expresa en las células
normales, mientras que
donde se expresan la luz

rOJa / |nd |Ca q ue se Preparacién de ADN copia

Marcacidon
expresan solo las
secuencias de las células ADN copia (cDNA) ADN copia (cDNA)
cancerosas Por l.’] |t| mo Sondas marcadas con rojo Sondas marcadas con verde
donde se observa la luz l Hibrdacion con Ia micromatz l
amarilla (combinacion de (microarray)

verde y rojo), indica que
en ambos tipos de células
se expresa dicho gen o
secuencia.

Las marcas verdes seiialan genes
fue solo se expresan en las células
normales, las rojas, los que se
expresan sélo en las cancerosas, las
amarillas, los (ue se expresan en
ambos tipos de células. Las zonas
negras indican que no hubo
hibridacion con ninguna de las
sondas.

IMAGEN: argenbio.org

Web5 y Web6
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Rastreo de proteinas

B Las proteinas que circulan por la sangre, pueden ser rastreadas si son
marcadas con una sonda (atomo o moléculas) radiactiva que puede ser
detectados mediante un escaner de tomografia por emisidon de
positrones (PET)

B Los experimentos de rastreo
de trazas se wusan para
obtener informacion acerca de
la localizacion e interaccion de
la proteina deseada.

M Estos experimentos de rastreo
permiten a los investigadores
conocer los patrones de
distribucion y localizacién de tales
proteinas, asi como determinar
qué proteinas interaccionan con
un determinado tejido.

IMAGEN: es.wikimedia.org
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APLICACION: Rastreo de células tumorales

B La transferrina es una proteina globular que capta el hierro de la dieta, lo
acumula y transporta, constituyendo la principal proteina fijadora de
hierro circulante. —

coated pit

DMTH H

B La tasa de captacion de transferrina es @@
mayor en las celulas cancerosas que en oo+
las celulas del entorno.

B Las células tumorales se pueden
rastrear mediante Ila proteina
transferrina ligada a sondas
luminiscentes. ¥ L T

B Se estdn realizando
experimentos con
células de linfoma,
para determinar
cOmo tiene lugar la
endocitosis mediada
por receptor de |la
transferrina.

Acidified
endosome

IMAGEN: javeriana.edu.co/

IMAGEN: www.bloodjournal.org Nature Reviews | Genetics
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Biopharming

B Existen 3 categorias principales de proteinas usadas en terapia:
anticuerpos, proteinas humanas y proteinas antigénicas de virus vy
bacterias (para hacer vacunas).

B La produccion de proteinas humanas recombinantes, tales como la
insulina o el factor de crecimiento, ha sido exitosamente producidas en
bacterias modificadas genéticamente.

B Sin embargo, la produccién Human Insulin Production

de proteinas terapéuticas om
mas complejas, es mas

( ) -
d IﬁCI | d e p rOd ucir €N Human S —" Introduction of
pancreas cell \ ntroduction o

bacterias o levaduras, dado recombinant ONA  Recombinant

into a bacterial cell Human insulin

1 1 uman insu in-' i
que estos microorganismos ;oducmgg;ne\ Bacterium
no realizan modificaciones ‘ Extscon &
post-traduccionales, como o human insulin

la adicidn de azlcares, que A Q8 &) cocomivarr
solo realizan las células de 7 3 P
mamiferos. c b s

Plasmid DNA cut with
Bacterial DNA I restriction enzymes Fermentation

Video4

IMAGEN: ied.edu.hk

Plasmid
DNA

Bacterium Human insulin
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Biopharming

Este problema ha sido resuelto mediante el denominado biopharming
(obtencion mediante transgenia, generalmente de sustancias de
interés farmacéutico), donde se emplean plantas y animales
modificados genéticamente para producir proteinas con fines
terapéuticos.

Asi, se han modificado cabras, ovejas vy
vacas para producir proteinas humanas
recombinantes en la leche para su uso
terapéutico.

Por otro lado, en 2012 se aprobd el uso de :
la primera proteina humana producida por Molecular Farmlng
una planta, para el tratamiento de los ] :

sintomas de la enfermedad de Gaucher, in P'&ﬂtS. Recent
donde la persona carece de una enzima Advances and
llamada glucocerebrosidasa, y que hace FUtUI’E Pl'OSpECtS
gque se acumulen sustancias daninas en el
higado, el bazo, los huesos y la médula
Osea. Estas sustancias impiden que células
y organos funcionen apropiadamente.

IMAGEN: link.springer.com

Aiming Wang - Shengwu Ma  Editors
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APLICACION: Produccion de antitrombina por Biopharming

B La antitrombina es un inhibidor de la coagulacion a través de la
neutralizacion de la enzima trombina.

B La deficiencia de antitrombina es una enfermedad genética rara que
aparece cuando se sufren trombosis venosa recurrentes. Los pacientes
son tratados con anticoagulantes o con un concentrado de
antitrombina.

Trombosis Venosa Profunda (TVP) de la Pierna

IMAGEN: javeriana.edu.co/
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APLICACION: Produccién de antitrombina por Biopharming

B Una de las formas del concentrado, la antitripsina (ATryn) es obtenida de
la leche de cabras modificadas genéticamente.

B El gen ATryn se une a la region promotora de un gen de proteina lactea
de cabra (caseina o lactoalbumina). Este gen recombinante se inserta en
el pronucleo de un ovulo de oveja recien fertilizado, que es implantado en

una madre.

Human o -antutrypsin (AAL) gene

-Lactoglobulin
promoter

" Recombinant
DNA is injected
into pronucleus

Holding

pipette Implant into

foster mother

Video5 ]
f, r— ./ Transgenic
C& .:{i progeny are
identified B rreis f animals
by PCR xpression of
human AAT is

restricted to
mammary tissue
and is secreted

IMAGEN: javeriana.edu.co/ 5 ?
into milk.

B La oveja

—
Obtain milk
~ . L
from transgenic

gque  nace,
expresara el gen humano
en las glandulas mamarias,
secretando la proteina en
la leche, de donde podra
ser aislada para su uso
farmacéutico.

";)j Fractionate {

. milk proteins 2
Pure human
AAT protein

Human AAT
protein is collected
in milk
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Terapla genica
B Las enfermedades genéticas son desdrdenes heredables causados por un

defecto especifico en un gen, y que afectan alrededor del 1-2% de la

poblacién humana. .
B Enfermedades geneticas comunes

Talasemia mayor incluyen la fibrosis quistica,
'_'Tw : La talasemia mayor es laforma mas seerade . @nemia faICifOI'me, disfrofia
anemia y es una forma hereditaria de la anemia
i ‘ A hemolitica, caracterizada por anomalias en la mUSCUIar de DUChenne,
. . . b pruduccmn de los glluhu_lns rojos sanguineos talasemla’ |nmunodef|c|enc|a
_ . : {hemoglobina). La disminucion del oxigeno en -
.‘ . (o) et s R el organismo se manifiesta desde los 6 meses SE@VeEra combinada ,
: 3 y de edad y si no se le da tratamiento H H HH
' Q : generalmente produce la muerte en unos pocos hlperCOIE-S-ter()Iemla familiar )4
_ Q afios. Aqui se pueden ohsemar los gldbulos |a hemOfl | ia.
@ rojos sanguineos de forma anormal, palidos
a {hipocrdmicos) y pequefios asociados con esta
. . enfermedad. Las células mas oscuras
; 0 % probablemente representan los gldbulos rojos
— i WQ_ normales de una transfusidn de sangre.

B Estas enfermedades se deben a una mutacion
en un unico gen, siendo recesivo el alelo
mutante que causa la enfermedad. Por
ejemplo, la fibrosis quistica se debe a un gen
recesivo en el cromosoma 7, mientras que la
hemofilia se encuentra en el cromosoma X.

La fibrosis quistica es un
trastorno hereditario
caracterizado por la
congestion pulmonar, asi

como la infeccién y
malabsorcion de nutrientes
por parte del pancreas

FADAM.
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Terapia géenica

B La terapia génica consiste en la introduccidn
de genes en células humanas para aliviar una
enfermedad genética. Es un tratamiento muy
reciente y que conlleva ciertos riesgos.

B El objetivo es reemplazar genes defectuosos
por los mismos en su versidn correcta, con
informacién para producir la proteina
funcional.

M Estos genes son transportados en un vector,
que es un virus modificado mediante
ingenieria genética para infectar ciertas
células humanas en el paciente mientras lleva
ADN con los genes correctos.

EEﬂDI'ﬂiCS.EﬂEﬁr'g}-".ﬁCI‘u" Human Genome Project Information . Genomic Science Program . DOE Microbial Genomics . home

Human Genome Prog.ect
Information

oy
About the HGP Ethical / Legal Issues Gene Gateway Research Archive
Genetic Counseling

Gene Therapy
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Tipos de terapia génica
B Existen dos tipos de terapia génica:

- Terapia de linea germinal: Dicha terapia cambiaria el ADN de las
células germinales del paciente (gametos) y por tanto, el defecto genético
no seria transmitido a la descendencia aunque el paciente seguiria
padeciéndola.

1. Se extraen células A 2. En el laboratorio
del paciente. se modifica un

virus de forma que
no pueda reproducirse,

- Terapia somatica:
Dicha terapia cambiaria el

; ADN de una pequefia

7. Las células modificadas ﬁ 3. Seinserta pOFCién de células
genehcamente producen r 7 un gen en P .

Ia proteina o 1a hormona S, f'virs somaticas del paciente, el

deseada. I ’ I d ’ | b d d . h

6. Las células modificadas Q) Cua q uedaria libre de dicho

se inyectan al paciente.

defecto genético, pero no
1 asi su descendencia.
4. El virus modificado

se mezcla con células
del paciente.

5. Las células del paciente
se modifican genéticamente. |
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Técnicas de terapia genica somatica

B En células somaticas se utilizan tres técnicas de terapia génica somatica:

- Terapia ex vivo: Se extraen

células con genes defectuosos y se le  transrerencia {) TRANSFERENCIA
introducen, mediante  vectores VD s | R EX VYO
adecuados, copias normales de '
dichos genes antes de reintroducirlos. (“w
- Terapia in vivo: Se inyectan en la /

sangre vectores que contienen los 9" (9| | ) —
genes deseados y que solo ofg’;';fﬁ
interaccionan con las células diana \

del cuerpo (poseen receptores
especificos en su membrana),
transfiriéndoloes su con tenido
genético a dichas células.

- Terapia in situ: Se introducen
vectores que contienen los genes
deseados  directamente sobre los
tejidos donde se necesitan.

"-.. —-Ah{:‘ ;.G,

céhula5
transformadas
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Uso de vectores virales en terapia genica

Los virus son muy eficientes
penetrando en las células de los
organismos, por lo que en terapia
génica se pueden usar vectores
virales, al proporcionar un poderoso
medio para liberar genes terapeuticos
dentro de las células.

Antes de que un virus pueda usarse
como vector, debe ser modificado
mediante ingenieria genética de
manera que pueda entrar, pero no
replicarse en el interior de la célula
diana. Esto se consigue eliminando o
inactivando los genes virales
implicados en la replicacion.

La deleccion de estos genes permite
que genes no virales puedan ser
insertados en su interior, pasandose a
conocer estos virus como vectores.

Cdmeo funcionan los vectores virales

Desde 1990, los virus se investigan como medios de transporte para
terapia génica.

Se inserta un gen terapedtico

Virus en un vector viral.

—_

Gen

_ terapedtico
Moleculas

que 58
adhieren a
un tipo

especifico
de células.

El wirus se inocula al
paciente.

El vwirus infecta a
la célula diana.

Una wez
denfro del
niclen, el
virus
descarga el
gen,

i

Micleo
ADNM .‘L:‘"\}

El gen se une
al ADN de la
célula.

La célula
produce
NUEVas
proteinas que
megaran los
sintomas de |a
enfermedad.

FLIMTT: RE AT L MUHED

Celula

Proteinas
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Uso de vectores virales en terapia genica

Los retrovirus o virus de ARN son los vectores
mas usados, entrando en las células dianas
via receptores especificos y convirtiendo su
ARN en ADN que sera integrado en el material
genético de la célula.

Los adenovirus o virus de ADN se usan con
menor frecuencia, dado que no integran el
ADN viral en el genoma e la célula, por lo que
la condicién no es transmitida a la siguiente
generacion y el tratamieto debe ser repetido.

Target cell

Gene
encapsulated
in AAV

DNA
(Gene) proteins :
protein

Videob

IMAGEN: f4r.org

retroviral vector

Capsid , envelope

rreverse
transcriptase

RNA genome

@

l cell membranc

l therapeutic
(@’ protein

RMA/DNA' nboso\r_no

nuclear
membrane

therapeuti > o
gene
/.

adenoviral vector

nuclear \_,%

pore

—
Hi

therapeutic gene
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APLICACION: Uso de vectores virales en terapia
genica: Inmunodeficiencia Severa Combinada (SCID)

B Una de las historias mas exitosas de la terapia génica somatica es el
tratamiento de una enfermedad en niNos que nacen con una
inmunodeficiencia combinada severa (SCID).

B Estos nifios afectados tienen una mutacién
en un gen que afecta a su sistema immune
(linfocitos no funcionales), al no producir la
enzima adenosina desaminasa (ADA), lo
que conlleva la acumulacién del nucleodtido
desoxiadenosina, toxico para los linfocitos T

Video7

B Estos nifios solo pueden vivir
en una “burbuja” libre de
gérmenes, por lo que se
conocen como nifios burbuja.
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APLICACION: Uso de vectores virales en terapia
génica: Inmunodeficiencia Severa Combinada (SCID)

B En 1998 se extrajeron linfocitos de la médula 6sea de 11 nifios con la
enfermedad, y tras su cultivo in vitro, fueron mezclados con un virus que
transportaba una copia del gen ADA normal.

Videos Bucterl que contiene of B El virus transferio la copia
correcto vector retroviral normal a estos linfocitos y
do oélulas T e tipo stem como. G F fueron devueltos a la médula

inmunodafcianci severs combinad. _ o dsea de los nifios.

i |
& R B B El gen reemplazado.-produjo
/{:;\'E e e Y incorporedo en la enzima ADA, y por primera
s ® %;Lﬁ vez estos nifios recuperaron
%/7 | Reimplantacion de las () © Infeccidn de las células  © su sistema inmune, Diez
| e et @ | porelretrorinus, meses mas tarde ‘los nifios
e @ o \ ADA 3 15 s abandonaron el  hospital,
@ Y — @ @ perdurando el efecto durante
S (Flug & Cummings 1£97) 4 aﬁos.
ESQUEMA DE UN TRATAMIENTO CON TERAFLA GENIC 4 DE LADEFICIENCLA SEVERA COMEINADA

B Sin embargo, 2 afos mas tarde, dos de los nifios contrajeron leucemia y
uno de ellos murid, lo que pudo haber sido causado por el virus. Es obvio
que el procedimiento tiene riesgos.
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Terapia génicay TdC

En todo el mundo se han producido casos de personas fallecidas como
consecuencia de haber participado en un protocolo de investigacién de

terapia génica.

¢Como se adopta la
decision de intervenir
en procedimientos no
exentos de riesgos?

¢Cual es el nivel
aceptable de riesgo
que debe permitir la
inclusion de seres
humanos en una
investigacion
cientifica?

Acta Bioethica 2003; 9(1)

ORIGINALES
TERAPIA GENICA Y PRINCIPIOS ETICOS
GEN THERAPY AND ETHICAL PRINCIPLES

A TERAPIA GENICA E 0S PRINCIPIOS ETICOS
Eduardo Rodriguez Yunta
Doctor en Biologia Celular y Molecular. Master en Teologia, Especialidad Etica. Consultor del Programa

Regional de Bioética OPS/OMS. Chile
Correspondencia: rodrigue@chi.opsoms.org

Resumen: La terapia génica constituye una forma de manipulacidn genética que trata de corregir o
disminuir los efectos que ocasionan enfermedades de origen genético. Existen grandes esperanzas en el
desarrollo de este tipo de terapia, sobre todo para enfermedades somaticas de origen genético que no
tienen curacidn. Pero hay también numerosas dificultades técnicas que no estdn del todo resueltas. No
se ha demostrado todavia eficacia clinica y se pueden producir dafios irreversibles en el organismo. Por
una parte, existe la necesidad de regular por medio de protocolos que deben ser rigurosamente analizados
por comités de evaluacion ética y cientifica y, por otra, hace falta un didlogo entre paises, con el fin de
evitar una presentacidn exitista de la técnica en el mercado sin mencionar sus dificultades inherentes.
Una de las preocupaciones mayores es que la aceptacion paulatina de este tipo de terapia, y la
eliminacién de restricciones, permita el uso de la técnica para terapia génica germinal y para terapia
génica de mejoria, cuya validez ética es cuestionada. Usar |la terapia génica en células germinales
conlleva el riesgo de introducir dafios genéticos en generaciones posteriores.

Palabras clave: Terapia génica, manipulacion genética, principios éticos
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Terapia génicay TdC

B Un paciente tratado con terapia génica en la Universidad de Pennsylvania
fallecio, lo que generé muchos interrogantes y llevd a que gran parte de
estas irregularidades se mantengan ocultas.

B Por esta razon la terapia génica, anunciada
como la mas firme esperanza de |la
medicina en el siglo XXI, sufrid un durisimo
revés en los EEUU. Todo se debi6o a la
muerte de Jesse Gelsinger, quien se
sometié a un proceso destinado a corregir
una enfermedad genética. A los pocos dias
fallecié por un fallo multiple de sus 6rganos
vitales, causado por una reaccion inmune.

M Esta fue la primera muerte directa debida a

terapia génica, tras 10 afnos de trabajo en
los departamentos de investigacion de los
principales hospitales norteamericanos. Jesse Gelsinger’s death from a gene therapy

clinical trial in 1999 raised many questions
concerning the safety of experimental gene
therapy treatments.
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Terapia génicay TdC
B Al parecer, Gelsinger no recibid informacién sobre los riesgos de las

pruebas, que habian causado la muerte de varios monos y al menos
cuatro casos de toxicidad en pacientes anteriores.

B Los investigadores de la Universidad de Pennsylvania silenciaron las
posibles contraindicaciones a sus pacientes, y ni siquiera los sometieron a
un chequeo médico previo para comprobar su estado de salud.

B Segun la investigacion oficial realizada “los
investigadores ocultaron informacion crucial que
hubiera evitado el incidente”, lo que hubiera
supuesto la inmediata suspension del ensayo,
segun las normas acordadas por la agencia de
salud.

B En la mayoria de estos casos de ocultamiento hay
“motivos econdmicos”. Los cientificos callan para
no perder financiacion de empresas farmacéuticas.

B Por ello resulta necesario abordar problemas de la
terapia génica con transparencia y gran control
sobre protocolos a ensayar.

GENES AnND JUSTICE




