Medicina
genomica
Un camino

hacia la medicina
personalizada

Adriana Maria Salazar Montes
Luis Daniel Hernandez Ortega
coordinadores

ALFABETICA




L Gy

Rector General
Ricardo Villanueva Lomeli

Vicerrector Ejecutivo
Héctor Radl Solis Gadea

Secretario General
Guillermo Arturo Gomez Mata

Coordinadora General Académica
y de Innovacion
Maria Esther Avelar Alvarez

Rector del Centro Universitario
de Ciencias de la Salud
José Francisco Mufioz Valle

Secretaria Académica
Beatriz Veronica Panduro Espinoza

Secretaria Administrativa
Saralyn Lopez y Taylor

Directora de la Division de Disciplinas
Basicas para la Salud
Norma Alicia Ruvalcaba Romero

Director de la Division de Disciplinas Clinicas
Eduardo Gomez Sanchez

Directora de la Division de Disciplinas
para el Desarrollo, Promocion
y Preservacion de la Salud
Gabriela Macedo Ojeda

Coordinador de Innovacion Educativa y Calidad
Juan Francisco Flores Bravo

COMITE EDITORIAL CUCS

Presidente Directora de la Coleccion Director de la Coleccion de Divulgacion
José Francisco Mufioz Valle de Publicaciones Cientificas Francisco Javier Turrubiates Hernandez
. Juliana Marisol Godinez Rubi . .. o
Secretaria Directora de Comision de Analisis,
Edith Oregon Romero Directora de la Coleccion de Difusion Impacto y Relevancia Cientifica,

Georgina Vega Fregoso Curricular, Social e Institucional

Secretarios Técnicos P - .
Beatriz Veronica Panduro Espinoza

Alexis Missael Vizcaino Quirarte Directora de la Coleccion
Ma. de los Angeles Villegas de Libros de Texto Profesor Dictaminador Invitado Externo
Alma Marina Sanchez Sanchez Ivan Manuel Girén Pérez



Medicina
genomica

Un camino hacia
la medicina personalizada

Adriana Maria Salazar Montes
Luis Daniel Hernandez Ortega
coordinadores

ALFABETICA




La presente obra cuenta con el dictamen
No. CUCS/CE/0009/24 del Comité Editorial
del Centro Universitario de Ciencias de la Salud.

ALFABETICA

D.R. © 2024, Editorial Innovacion
Educativa S. A. de C. V.

Labaro Patrio 264, Conjunto Patria
45150, Zapopan, Jalisco

Primera edicion, 2024

Coordinadores
Adriana Maria Salazar Montes
Luis Daniel Hernandez Ortega

Autores

» Adriana Maria Salazar Montes

» Alejandra Natali Vega Magana

> Alejandro Arellano Pérez

» Alberto Gutiérrez Becerra

» Andrés Lopez Quintero

» Belinda Vargas Guerrero

» Carmen Magdalena Gurrola
Diaz

» Eber Josué Carrillo Martinez

» Erika Martinez Lopez

» Estefania Dominguez Fonseca

» Edgar Benjamin Figueroa
Ochoa

» Eva Solis Sta

» Fabiola Solorzano Ibarra

Noviembre de 2024

» Francisco Antonio Guillermo > José Villanueva Torres
Mateos Ramirez » Lourdes Monica Bravo Anaya

» Griselda Hernandez Tapia » Luis Daniel Hernandez Ortega

» Héctor Fabian Nario Chaidez > Mariana Sarai Pérez Robles

» Itzae Adonai Gutiérrez Hurtado > Nadia Tatiana Garcia

» Jesls Fernando Guerrero Barrientos
Rodriguez » Paloma Lucia Guerra Avila

» Jorge Adrian Ramirez de » Rall Cuauhtémoc Baptista
Arellano Sanchez Rosas

» Jorge Hernandez Bello » Scarlett Elizabeth Lopez

» Jorge Ramon Padilla Gutiérrez  Alvarez

» Jorge Vergara Galicia » Susana del Toro Arreola

» José Alonso Aguilar Velazquez > Wendy Yareni Campos Pérez

» José Maria Vera Cruz » Yeminia Maribel Valle

» José Miguel Moreno Ortiz Delgadillo

Agradecemos el invaluable apoyo para la publicacion
de este libro a la Universidad de Guadalajara, institucion
referente en la promocion de la educacion y la cultura.

Impreso y hecho en México / Printed and made in Mexico

@oee

Este trabajo esté4 autorizado bajo la licencia Creative Commons Atribucion-NoComercialSinDerivadas 4.0 Internacional (CC BY-
NC-ND) lo que significa que el texto puede ser compartido y redistribuido, siempre que el crédito sea otorgado al autor, pero
no puede ser mezclado, transformado, construir sobre él ni utilizado con propdsitos comerciales. Para mas detalles consultese
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es



Indice

Prologo

CAPITULO 1
Situacion de la medicina genomica en México y en el mundo

CAPITULO 2
Genética de poblaciones

CAPITULO 3
Estudios de asociacion mediante gendmica comparativa

CAPITULO &
Medicina genomica en obesidad

CAPITULO 5
La medicina genomica de la diabetes mellitus

CAPITULO 6
Medicina genomica aplicada a la nutricion

CAPITULO 7
Papel de la farmacogenética y farmacogenomica
en la medicina personalizada

14

34

47

63

82

97



CAPITULO 8
Organismos transgénicos con aplicacion en la medicina

CAPITULO 9
Aplicaciones de RNA de interferencia en la medicina

CAPITULO 10
Avances en medicina regenerativa y terapia celular

CAPITULO 11
Marcadores genéticos en la identificacion humana

CAPITULO 12
Diagnostico gendmico pre- y postimplantacion embrionaria

CAPITULO 13
Generacion de vacunas de acidos nucleicos: DNA o RNA

CAPITULO 14
Biomateriales y nanoparticulas de uso médico

CAPITULO 15

Anticuerpos monoclonales: una poderosa herramienta biologica

para enfermedades cronico degenerativas

CAPITULO 16
CRISPR/CAS: edicion de genomas

Semblanzas

117

131

148

7

189

212

228

248

270

288



Prologo

Lamedicina genémica ha emergido como una de las disciplinas mas revolucio-
narias de la medicina moderna, transformando radicalmente nuestra forma
de abordar los problemas de salud a nivel global. Los avances en ingenieria,
biotecnologia e informética se han integrado progresivamente en el &mbito
médico, permitiéndonos realizar diagnésticos mas precisos y oportunos para
enfermedades que antes eran dificiles de detectar. La tecnologia disponible
hoy en dia nos faculta para analizar vastas cantidades de informacién en poco
tiempo y, con base en esos datos, ofrecer tratamientos adecuados y persona-
lizados, lo que aumenta significativamente las probabilidades de curacién. En
este sentido, terapias novedosas, como la terapia génica, la terapia celular, el
uso de biomateriales y anticuerpos monoclonales, se han sumado como un
pilar fundamental en muchos tratamientos. En casos donde atin no existe un
tratamiento efectivo, un diagnéstico precoz puede hacer mas lento el progreso
de la enfermedad y proporciona a los pacientes una mejor calidad de vida.

Es asombroso reflexionar sobre el progreso de la biomedicina desde la época
del Proyecto Genoma Humano, iniciado en 1990, cuando la secuenciacién del
genoma de cinco individuos requirié 13 afios y una inversién de 3 mil millones
de ddlares. Hoy, gracias a los secuenciadores de tltima generacién, es posible
secuenciar el genoma completo de una persona en cuestién de horas y a un
costo significativamente menor. Este avance ha democratizado el acceso a la
medicina genémica, beneficiando a un nimero cada vez mayor de pacientes
con enfermedades crénicas no solo con un diagndstico acertado, sino que, al
mismo tiempo, permite vincular enfermedades con posibles patrones genéticos
por medio de estudios de asociacién del genoma completo.



Medicina genémica. Un camino hacia la medicina personalizada

Estamos viviendo una era en la que la medicina tiende a ser personalizada,
considerando la carga genética individual de cada paciente. La practica de rece-
tar tratamientos generales para todos los pacientes con una misma enfermedad
estd quedando atras gracias ala farmacogenética y farmacogenémica; la misma
tendencia es observada en la nutricién con la aparicién de la nutrigenética y
la nutrigenémica. Actualmente, los tratamientos deben ser disefiados especi-
ficamente en funcién del perfil genético de cada persona.

Este libro tiene como objetivo proporcionar al lector un panorama amplio
y actualizado sobre las principales aplicaciones de la medicina genémica en el
diagnéstico y tratamiento de enfermedades crénicas prevalentes en la era mo-
derna, como la diabetes, la obesidad y el cAncer, paralas cuales, hasta ahora, no
existian tratamientos efectivos. La medicina gendémica ofrece a estos pacientes
una renovada esperanza de vida.

Esperamos que el contenido de esta obra despierte en el lector el mismo
interés y entusiasmo que sentimos al desarrollarlo, y que inspire a profundizar
en este fascinante campo.

Adriana Maria Salazar Montes
Luis Daniel Hernandez Ortega



CAPITULO 1

Situacion de la medicina genomica
en Mexico y en el mundo

Adriana Maria Salazar Montes

Introduccion

La medicina genémica es un area de la medicina que utiliza la informacién
gendmica de cada individuo para brindarle una atencién médica mas efectiva
y precisa. Con el uso de la medicina genémica podemos diagnosticar enferme-
dades con mucha mas precisién y de manera mas oportuna que con la practica
médica convencional. Nos ayuda también a predecir resultados y nos indica la
pauta para el mejor tratamiento para el paciente.

Segun la revista cientifica New England Journal of Medicine, la medicina ge-
némica es “la aplicacién del conocimiento del genoma humano a la préctica
médica auxilidndose de la tecnologia y de la bioinformatica”.

Segun la doctora Maria Victoria Célica, médica especialista en Genética
Médica del hospital Durand en Buenos Aires, Argentina, “lamedicina genémica
es aquella medicina que permite realizar diagnésticos tempranos y establecer
estrategias de prevencién personalizadas”, dando la oportunidad de tener una
vida mas larga y saludable.

Por su parte, el doctor en Bioinformatica Adridn Turjanski comenta que
“el ADN contiene la informacién necesaria para entender lo que somos y cémo
respondemos a diferentes condiciones, desde alimentacién hasta predisposi-
ciones a diferentes enfermedades”.

Gracias al desarrollo del proyecto del genoma humano ha sido posible co-
nocer la secuencia completa de nuestro genoma y nos ha permitido aplicar esa
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informacién en beneficio de nuestra salud. Después de su publicacién en 2003,
seiniciaron en todo el mundo los proyectos denominados GWAS por sus siglas
en inglés (Genome-Wide Association Study), que son estudios de asociacién
del genoma completo que nos permiten establecer una asociacién entre una
variacién génica y una patologia. En estos estudios se compara el genoma de
sujetos sanos con el de personas enfermas y se identifican los genes asociados
a las enfermedades. Estados Unidos y Europa han sido los pioneros en el de-
sarrollo de estos estudios, pero poco a poco otros paises, como Brasil, China,
Cuba, Egipto, India, Sudafrica, Corea del Sur y México, han ido aplicando el uso
de la medicina genémica en sus sistemas de salud. En América Latina, México
ocupa el cuarto lugar después de Argentina, Chile y Brasil en la aplicacién de la
medicina personalizada en su poblacién. Los estudios de GWAS han permitido
generar lo que conocemos como perfiles de polimorfismos genéticos, que muestran
indices de riesgo a padecer diferentes patologias, como diabetes, trombosis,
cancer de préstata, cancer de mama, osteoporosis, entre otras, con la finalidad
de dirigir la practica médica a la medicina personalizada basada en la carga
genética de cada paciente.

Medicina genomica en el mundo

Una de las enfermedades que més se han visto beneficiadas con la medicina
gendmica es el cancer. A través del analisis genémico de diferentes tumores, asi
como del DNA y RNA circulantes proveniente de los tumores, se han identifica-
do cambios genémicos especificos. Esta informacién ha permitido generar un
“atlas de cancer” donde se describen las caracteristicas genéticas de cada uno
de los tumores, lo que a su vez ha permitido desarrollar farmacos especificos
para cada tipo de cancer en particular. Con estas tecnologias se espera que en
20 afios el cancer deje de ser una sentencia de muerte. Otras enfermedades
también se han visto beneficiadas con el desarrollo de la medicina genémica.
Lafibrosis quistica, por ejemplo, es una enfermedad genética que hoy se puede
diagnosticar facilmente gracias a la identificacién del gen que la causa vy, por
otra parte, la atrofia muscular espinal cuenta con un tratamiento especifico
gracias a que se conoce el gen que la ocasiona.
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Existen compaiiias que ofrecen pruebas genémicas para determinar la
predisposicién a desarrollar ciertas enfermedades, como las enfermedades
hereditarias monogénicas, cancer, enfermedades cardiovasculares, diabetes,
alteraciones del sistema inmune, enfermedades asociadas al envejecimien-
to, entre otras. Aunado a esto, también se ofrecen analisis para conocer la
compatibilidad farmacolégica, los origenes ancestrales, asi como pruebas de
paternidad y de hermandad.

Otra aplicacién importante de la medicina genémica es que hoy en dia
somos capaces de realizar pruebas genéticas prenatales por métodos no
invasivos a través del analisis del DNA del feto en sangre materna desde
el primer trimestre del embarazo. Con estas pruebas también es posible
conocer el sexo del feto, asi como su tipo de sangre. Estas determinaciones
se realizan de manera rutinaria en paises desarrollados, como Inglaterra
y Finlandia.

En cuanto a la farmacologia, sabemos que los farmacos estan disefiados
para que con una dosis especifica se obtenga un efecto similar en todos los
pacientes. Sin embargo, més del 10% de la poblacién mundial se sale de
este rango. La farmacogen6mica permite predecir en ese 10% de personas
cuéles medicamentos son los mas adecuados para un paciente, de acuerdo
con su carga genética. Los genes que principalmente se analizan son los de
las enzimas metabolizadoras de farmacos, como los del citocromo P45o0,
asi como de receptores intracelulares y membranales. Actualmente, exis-
ten guias de farmacogenémica para alrededor de 61 fairmacos conocidas
mundialmente, que ayudan a personalizar la terapia basados en la carga
genética del paciente.

Uno de los medicamentos que frecuentemente se usan de manera indiscri-
minada sin analisis genético previo son los anticoagulantes, como warfarina
y rivaroxaban, para personas con problemas cardiovasculares. Sin embargo,
entre el 1-7% de los pacientes tratados con estos medicamentos cursan con
sangrado severo que pone en riesgo su vida. Por esta razén, desde hace algunos
afios la FDA (Food and Frug Administration) de Estados Unidos ha recomen-
dado realizar un diagnoéstico genético para ciertas enzimas que participan en
su metabolismo a pacientes a los que se le administran estos medicamentos, a
fin de determinar la dosis adecuada de manera individual.

1"
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Situacion de la medicina genomica en México

La medicina genémica, aunque no muy extensamente, ya se aplica tam-
bién en México. Existen muchas maneras de describir la existencia de la
medicina genémica en el pais. Algunas personas describen su presencia
desde la perspectiva de la aplicacién de la biologia molecular en el diagnés-
tico de diversas enfermedades. Otras la ven desde la creacién de centros
de investigacién donde se realizan estudios de medicina genémica, como
el Instituto de Medicina Genémica de la UNAM, el Instituto Nacional de
Medicina Genémica de la Secretaria de Salud (Inmegen) y algunos otros
centros de la iniciativa privada. También se puede ver su presencia desde la
atencion a los pacientes de ciertas enfermedades a través del diagndstico y
tratamiento analizando el genoma del individuo. En ese sentido, pacientes
con enfermedades como asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC), cancer o fibrosis son sometidos a estudios genéticos, para poder
predecir su tratamiento ideal.

Estudios de GWAS realizados en poblacién mexicana nos han permitido
conocer al menos parcialmente el genoma del mexicano. Gracias a estos estu-
dios sabemos que existen cientos de variantes genéticas presentes en nuestra
poblacién, que son diferentes a las variantes encontradas en otras regiones del
mundo, por lo que no se recomiendan aplicar las estrategias de tratamiento
implementadas en aquellos paises a la poblacién mexicana sin antes realizar
un analisis genémico.

En ese sentido, en 2023 se propuso desarrollar el proyecto ORIGEN, una
iniciativa del tecnolégico de Monterrey que pretende estudiar el genoma de 100
000 mexicanos de 17 ciudades localizadas tanto en estados del norte, centro y
sur del pais. Hasta el momento se han analizado alrededor de 50000 personas
y se pretende concluir en 2025.

Como consecuencia de todos estos estudios y dada la importancia que tie-
ne el genoma en los procesos de salud/enfermedad, desde hace varios afios la
asignatura de Medicina Genémica ha sido incluida como parte de la curricula
de programas educativos del area de la salud en muchas universidades del pais,
entre ellas la Universidad de Guadalajara.



Capitulo 1. Situacion de la medicina genomica en México y en el mundo

Conbase en toda esta informaciéon podemos aseverar que el entendimiento
de la enfermedad de cada persona basados en su genoma y con el apoyo de los
sistemas biotecnolégicos e informaticos aplicados a la salud nos permitira, sin
lugar a dudas, seleccionar los medicamentos mas adecuados para cada indivi-
duo, lo que es el suefio de los sistemas de salud de todos los paises.
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CAPITULO 2

Geneética de poblaciones

Jorge Ramon Padilla Gutiérrez
Yeminia Maribel Valle Delgadillo

Diversidad genética entre
individuos y poblaciones

Los distintos individuos de una especie determinada no son genéticamente
idénticos, sus secuencias de ADN difieren hasta cierto punto, conformando
lo que conocemos como diversidad genética. La diversidad genética entre
individuos refleja la presencia de diferentes alelos en el acervo genético vy,
por lo tanto, diferentes genotipos dentro de las poblaciones. Un alelo es la
variante alternativa de un gen; cada individuo tienes dos alelos de ese gen,
uno de origen paterno y el otro de origen materno. Un gen esta ubicado en un
lugar especifico o fisico en el cromosoma conocido como locus y el término
loci se emplea para referirse a la posicién cromosémica de dos o més genes
(véase figura 1). En el caso particular de la fibrosis quistica, esta es una en-
fermedad autosémica recesiva, el loci del gen responsable se encuentra en el
cromosoma 7. Para que se manifieste la enfermedad es necesaria la presencia
de los dos alelos mutados.
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FIGURA 1. ALELO Y LOCUS

Alelos de un gen

<4—— Locus de un gen

\/

Cromatidas hermanas

Se muestra un cromosoma individual con el locus (posicion del gen en el cromosoma); cada gen tiene dos alelos, uno materno y
otro paterno.

Variabilidad genética

En genética existen dos expresiones basicas de variabilidad, el fenotipo y
el genotipo. El fenotipo corresponde a los atributos observables de un in-
dividuo, como la altura, el color de ojos y el color de piel, mientras que el
genotipo es el material genético heredado transmitido por los gametos. Cabe
destacar que la mayoria de los rasgos son multifactoriales, es decir, existe
una interaccidn entre los genes y el ambiente y que el fenotipo no siempre
estd correlacionado con el genotipo. Un fenotipo puede estar asociado a
multiples genes y puede expresarse bajo ciertas condiciones ambientales.
Por ejemplo, se han identificado alrededor de 50 loci genéticos asociados
con el color de ojos; algunos intervienen en la pigmentacién de la melanina
y otros en la estructura del iris.

La variacién genética puede afectar la supervivencia y reproducibilidad de
los individuos. De esta manera los alelos para un mismo locus en organismos di-
ploides forman los genotipos en donde existen dos posibilidades; la primera se da

15
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cuando el individuo posee dos alelos idénticos y se conoce como homocigoto, y la
segunda es observada cuando ambos alelos son diferentes, es decir, heterocigoto.
En organismos homocigotos, la expresién de ese gen puede incluir rasgos menos
beneficiosos. Lahomocigosidad o falta de heterocigosidad es el resultado comun de
endogamia (reproduccién sexual entre individuos estrechamente relacionados), lo
que conduce a que dos alelos para un locus determinado sean iguales por ancestria
comun, o bien por cambios aleatorios en las frecuencias alélicas de una generacién
aotra, lo que conocemos como deriva génica o deriva genética.

Efecto de la variabilidad genética en las poblaciones

Lavariacién genética en una poblacién se deriva de una amplia variedad de ge-
nesy alelos. La persistencia de las poblaciones alo largo del tiempo en entornos
variables depende de su capacidad para adaptarse a las cambiantes condiciones
del medio ambiente. A veces, la adicién de un nuevo alelo a una poblacién la
hace mas apta para sobrevivir; en otras ocasiones, esa adicién la hace menos
capaz vy, en algunas otras, la adiciéon de un nuevo alelo no tiene ningiin efecto.
Sin embargo, ese nuevo alelo persistira en las siguientes generaciones porque
su contribucién a la supervivencia es neutral.

Factores que influyen en la diversidad genética

En una poblacién, la emigracién de genes, la mutacién y la recombinacién son las
principales fuentes de variacién. Sin embargo, la emigraciéon no produce variaciéon
genética que genere homocigotos, a diferencia de los heterocigotos que si contri-
buyen a la generacién de mayor diversidad en periodos tan cortos como el de una
generacién. En el mismo sentido, la recombinacién solo conduce a variacién silos
alelos de distintos loci se heredan de forma independiente el uno del otro, es decir,
no se heredan ligados en bloque. En este sentido se han encontrado varias regiones
en el genoma en fuerte desequilibrio de ligamiento (un concepto que se abordara
mas adelante), lo que implica que la variabilidad por recombinacién es diferente
cuando se analiza por distintas regiones en el genoma. Finalmente, la mutacién
invariablemente es la principal fuente de variacién debido a que es, en esencia, el
mecanismo bioldgico primigenio de generacién de nuevos alelos.
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Equilibrio de Hardy-Weinberg

En genética de poblaciones se considera que, bajo ciertas condiciones, de las cuales
la mas importante es el apareamiento al azar, la distribucién de los genotipos esta
determinada por las frecuencias génicas en la poblacién. Este comportamiento se
conoce como laley Hardy-Weinberg (HWE), expuesta por Godfrey H. Hardy y Wil-
helm Weinberg en 1908. Laley es un modelo matematico que evalta el resultado de
lareproduccion en las frecuencias alélicas y genotipicas en una poblacién. Ademas
de determinar en funcién de las frecuencias alélicas, las frecuencias genotipicas,
esta ley predice el mantenimiento de tales frecuencias de una generacién a otra.

Los factores que son capaces de romper el equilibrio de HWE son princi-
palmente el apareamiento no azaroso, la mutacién, la seleccién y la migra-
cién. Segin el HWE, para dos alelos (A y a) con un locus con las frecuencias
correspondientes p v q, son posibles tres genotipos: AA, Aa y aa con las fre-
cuencias esperadas p?, 2pq, q2, respectivamente.

Mateméticamente, esto involucra la expansién binomial: (p + q) 2 = p* +
2pq + q (véase figura 2). Consideremos el ejemplo de la variante en el promotor
del gen TNF-a.-1031C> T (rs1799964) en 164 individuos control (328 alelos) y 254
pacientes con sindrome coronario agudo provenientes de poblacién mexicana.
En sujetos control la frecuencia observada del genotipo silvestre C/C, hetero-
cigoto C/T y homocigoto polimérfico (T/T) es 102, 49 y 13 respectivamente.
La frecuencia alélica se estima de acuerdo con la genotipica.
¢ Frecuencia del alelo C: se consideran dos alelos en el genotipo C/C

(102*2 = 204) + (49) en el genotipo C/T. 204 + 49 = 253 alelos C,

la frecuencia calculada es 253/328 = 0.77.
¢ Frecuencia del alelo T: se consideran dos alelos en el genotipo T/T (13*2 =

26) + (49) del genotipo C/T. 26 + 49 = 75 alelos T. La frecuencia calculada

es 75/328 = 0.23 o bien 1-p (1-0.77 = 0.23).

TABLA 1. FRECUENCIA ALELICA

ALELOS FRECUENCIA ALELICA OBSERVADA

p (C) 253 (0.77)
q(T) 75 (0.23)
Total (2n) 328
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Los genotipos esperados se estiman de acuerdo con el binomio de Newton:
p*(C/C), 2pq (C/T), (T/T) q2, donde p es la frecuencia del alelo silvestre y q la
del alelo polimérfico. Para calcular si existen diferencias significativas entre
los genotipos observados y esperados se calcula una prueba ¢ (véase figura 2):

(genotipos obsevados— esperados)?

genotipos esperados

TABLA 2. FRECUENCIA GENOTIPICA

FRECUENCIA GENOTIPICA FRECUENCIA GENOTIPICA
GENOTIPOS FENOTIPOS
OBSERVADA ESPERADA
c/c C 102 (0.62 p
(062) (0.77*0.77%164) = 97
2pq
C/T C/T 0.30
/ / 49(030) (2* 0.77%0.23*164) = 58
2
T/T T 13 (0.08
/ 3(008) (0.23*0.23*164) = 8.67
Total (n) 164

Grados de libertad: nimero de fenotipos - nimero de alelos: 3-2= 1 grado de libertad, 95% confianza.

TABLA 3. NUMERO DE FENOTIPOS - NUMERO DE ALELOS

GENOTIPOS (OBSERVADOS -
(OBSERVADOS - ESPERADOS)
OBSERVADOS - ESPERADOS ESPERADOS)?/ESPERADOS
102-97 =5 5*50 =25 25/97 =0.26
49-58 = -9 -9*-9 = 81 81/58 = 1.39
13-8.67 = 4.33 4.33%4.33 =18.75 18.75/8.67 =216
Suma = 3.81

¢ Hipétesisnula: sumatoria dey2 < 3.841, existe equilibrio Hardy-Weinberg.
¢ Hipoétesis alternativa: sumatoria de x2 > 3.841, no existe equilibrio
Hardy-Weinberg.
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FIGURA 2. CALCULO DE PROBABILIDADES DE C2

La distribucion x2

Calculo de probabilidades de la x?
Percentiles de la distribucion x?
F(a) =P(X s a)

N 0.995 0.99 0.975 0.95 0.9 0.75 0.5 0.25 0.05 0.025 0.01 0.005
1 7.879 6.635 5.024 3.841 2.706 1.323 0.455 0.102 0.004 0.001 0.000 0.000
2 10.597 9.210 7.376 5.991 4.605 2.773 1.386 0.575 0.103 0.051 0.020 0.010
3 12.838 11.345 9.348 7.815 6.251 4.108 2.366 1.213 0.352 0.216 0.115 0.072
4 14.860 13.277 11143 9.488 7.779 5.385 3.357 1.923 0.711 0.484 0.297 0.207
5 16.750 15.036  12.833 11.070 9.236 6.626 4.351 2.675 1.145 0.831 0.554 0.412

6 18.548 16.812 14.449 12.592 10.645 7.841 5.348 3.455 1.635 1.237 0.872 0.676

Los grados de libertad (N) se extrapolan con el nivel de confianza. El valor que se encuentra dentro del area bajo la curva (menor
al encontrado) es no significativo.

Interpretacion: en este ejemplo la sumatoria de la prueba c?es 3.84, por lo que
la poblacién se encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg, es decir, las frecuencias
genotipicas son explicadas por el producto de las frecuencias alélicas individuales
y permanecen constantes de generacién en generacién en la poblacién analizada.

Deriva génica
Uno de los supuestos en el modelo del equilibrio Hardy-Weinberg es que la po-

blacién tiene un tamafio grande e infinito. En poblaciones con tamario finito,
el valor esperado de las frecuencias alélicas permanecera constante, pero su
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varianza se incrementard de una generacién a la siguiente. Esto implica que even-
tualmente un alelo no sea transmitido por efectos de azar. El efecto del tamario de
muestra influye significativamente en la interpretacién del EWH. Por lo tanto,
entre mas grande sea la muestra, para un ejemplo de dos alelos en la poblacién,
mas cercana es la probabilidad de que las frecuencias observadas y esperadas sean
iguales. En este sentido, en poblaciones pequefias o no representativas los efec-
tos de la deriva génica son mas acentuados, es decir, un rasgo dominante podria
eventualmente desaparecer en esa poblacién. Por lo que la deriva génica es un
proceso evolutivo, pero los rasgos afectados por la misma no se relacionan con
la reproduccién y la supervivencia del individuo. La pérdida de heterocigosidad
es otro efecto de la deriva génica por pérdida de algunos alelos. La variacién en
cierto locus va a disminuir y eventualmente se va a perder.

Estos resultados serian ejemplificados utilizando el ejemplo de una pobla-
cién constante, finita, homogénea y con apareamiento azaroso; con solo dos
alelos y sin evidencia de mutacién o seleccién (lo que se conoce como el modelo
de Fisher en honor a Sewell Wright y Ronald Fisher quienes fueron los pioneros
en investigar el fen6meno de deriva en los afios 1930). Este modelo pronostica
la variacién de las frecuencias alélicas en poblaciones sometidas a la accién de
deriva génica; asume los principios del EWH en poblaciones finitas.

Efecto fundador y cuello de botella

Es claro que la deriva génica se manifiesta en poblaciones pequeiias, en donde
los alelos que no son tan frecuentes tienden a perderse en la poblacién. En un
ejemplo biolégico, este fenémeno puede hacerse presente con un evento catas-
tréfico (como una avalancha o un terremoto) que elimine a un nimero impor-
tante de miembros de la poblacién creando un “cuello de botella”. Otro ejemplo
de cuello de botella es el “efecto fundador”, donde un nimero importante de
individuos se separa de la poblacién inicial y se desarrolla de manera aislada.
Un ejemplo en poblaciones humanas son los amish. Los amish son un grupo
religioso con un estilo de vida simple, libre de tecnologia y otras comodidades ac-
tuales. Viven en colonias repartidas a nivel mundial y son descendientes de inmi-
grantes de lengua alemana. Tienen normas de vida muy estrictos y son una comu-
nidad cerrada que solo se reproduce entre los mismos integrantes. Esto genera que
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sean portadores de enfermedades genéticas raras, como el sindrome de Ellis-van
Creveld. Este sindrome es de carcter autosémico recesivo (ambos alelos afecta-
dos) con rasgos de enanismo y de polidactilia (ntimero elevado de dedos, mayor a
cinco digitos). Afecta el crecimiento 6seo, ausencia de ufias o malformaciones en
ellas, anormalidades dentales y defectos cardiacos congénitos. Mas de la mitad de
los afectados tienen mutaciones en los genes EVC (del inglés EvC ciliary complex su-
bunit 1) o EVC2 (del inglés EvC ciliary complex subunit 2), que producen una proteina
implicada en el desarrollo y crecimiento normal de huesos y dientes. Ambos genes
estan ubicados en el cromosoma 4 v se cree que trabajan de manera coordinada.

Endogamia

La endogamia, es definida como el apareamiento entre individuos de una misma
comunidad, etnia o poblacién genéticamente aislada, en donde se observa una
elevada proporcién de genotipos homocigotos para diferentes loci cromosémicos.

El grado de endogamia o consanguinidad en la descendencia aumenta pro-
porcionalmente a la similitud genética de sus antepasados, en contraste con los
individuos que se seleccionan al azar de una poblacién determinada.

El coeficiente de endogamia (F) permite evaluar o medir el grado de en-
dogamia, en donde se evalda la probabilidad de que dos alelos sean iguales por
ascendencia y no por el azar. F puede tomar valores en el rango de 0 a 1, en donde
0 indica apareamientos azarosos en una poblacién y 1 revela que todos los ale-
los son iguales por ascendencia. Por lo tanto, los individuos endogamicos solo
pueden resultar del apareamiento entre ancestros estrechamente relacionados.

Cuando se produce la endogamia, las frecuencias de los genotipos sera:

f(AA) = p? + Fpq; f (Aa) = 2pq - 2Fpq; f (aa) = ¢ + Fpq

Con la endogamia, la proporcién de heterocigotos disminuye y aumenta la
proporcién de homocigotos por cada generacién, lo que aumenta el riesgo de
efectos deletéreos de genes recesivos, que pueden influir negativamente en el
desempertio productivo promedio en la poblacién, un fenémeno conocido como
depresién por endogamia. Por tanto, la endogamia causa una desviacién en

21



22

Medicina genémica. Un camino hacia la medicina personalizada

las frecuencias esperadas en el equilibrio de Hardy-Weinberg de p?, 2pq y g2.
Las posibles causas de la disminucién del valor fenotipico como consecuencia
de la endogamia incluyen el hecho de que los genes favorables tienden a ser
dominantes o parcialmente dominantes.

Se ha documentado que la endogamia incrementa el riesgo de muerte infan-
til: los hijos de primos hermanos tienen 40% de incremento en la mortalidad en
comparacién conla observado entre hijos de individuos genéticamente no relacio-
nados, desafortunadamente no hay informacién en relacién con el impacto en el
caso de hijos entre hermanos, pero se esperaria que el incremento fuese ain mayor.

Mutacion, seleccion y adaptabilidad

Durante la fase S en el ciclo celular se replica el ADN, sin embargo, el proceso
no estd libre de errores y es cuando se generan las mutaciones. Existen diver-
sos factores que favorecen la aparicién de mutaciones, tales como mutigenos
quimicos (algunos elementos quimicos), mutigenos biolégicos (infeccién por
algunos virus) y mutigenos fisicos (radiacién ionizante). Las mutaciones se
consideran del tipo germinal cuando se afectan a las células germinales, que
son los 6vulos y espermatozoides, que pueden o no ser heredadas y somaticas
cuando se afectan a las otras células que no son germinales y que no se heredan.

De acuerdo con el grado de afectacién las mutaciones pueden clasificarse
en tres distintos niveles: las de tipo molecular también conocidas como génicas
o puntuales, cuya afectacién es al nivel de unas cuantas bases del DNA. Las de
tipo cromosémico en donde el segmento afectado es incluso mayor al tama-
fio de uno o mas genes alterando la estructura del cromosoma. Finalmente,
se encuentran la de tipo genémico afectando el nimero de cromosomas de
forma individual (ganancia o pérdida de un cromosoma), o bien afectando el
numero de juegos completo de cromosomas como las poliploidias (aumento)
o haploidias (reduccién).

Una mutacién es un cambio en el DNA que se hereda y es estable, su fre-
cuencia en la poblacién es menor al 1%. Un polimorfismo o variante genética
tiene la misma definicién, pero difiere por la frecuencia, es decir, sila frecuen-
cia en la poblacién del alelo menor es superior al 1% nos estamos refiriendo
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a un polimorfismo. Es importante mencionar que no todas las mutaciones o
polimorfismos estan asociados con una patologia, algunos de ellos son consi-
derados benignos, ya que su presencia confiere a los individuos proteccién al
desarrollo de ciertas enfermedades.

Los genotipos que se generan por mutaciones o recombinacién y en respues-
ta al medio ambiente pueden derivar en cambios en la especie, afectando las
habilidades de sobrevivencia y reproduccién. Lo anterior conduce a un proceso
de seleccién y cambios en las distribuciones de los genotipos en una poblacién.

La seleccién natural ocurre cuando los individuos portadores de algunos
genotipos tienen méas posibilidades de sobrevivir y reproducirse y, en conse-
cuencia, heredan sus alelos a la siguiente generacién.

La seleccién direccional puede ser positiva que conduce a un aumento en las
frecuencias de alelos ventajosos o negativa por un aumento de alelos perjudiciales.
Considere tres genotipos (AA, Aay aa), los cuales tienen diferente capacidad ya
que los individuos AA engendran, en promedio, mas descendencia que los indivi-
duos de los otros genotipos. Con el paso de las generaciones el alelo A se convertiria
en el mas frecuente y se estableceria como el dominante en la poblacién hasta fijar-
se. La velocidad de fijacién para los alelos favorables depender4 en cierta medida
de la capacidad de dominancia entre los alelos. Una vez que un alelo favorable es
el més frecuente en la poblacién, los alelos deletéreos son esencialmente raros.

Laseleccién equilibrada, a diferencia con la seleccién direccional, mantiene
las frecuencias de los alelos estables; un ejemplo seria cuando los heterocigotos
poseen mayor aptitud en comparacién que los homocigotos, lo que permite
que los alelos menos frecuentes permanezcan de una generacién a otra sin ser
considerados deletéreos.

La aptitud se refiere a la relacién existente entre el fenotipo y el entorno
en el que vive el organismo. Es importante recordar que el fenotipo depende
en gran medida del genotipo, pero no es exclusivo, el entorno también influye.
Porlo tanto, para un mismo genotipo habra diferentes fenotipos dependiendo
de los diversos entornos.

Finalmente, se puede producir un equilibrio, debido a que la mutacién y
la seleccién natural actiian como fuerzas contrarias en los alelos nocivos. La
mutacién favorece un incremento en su frecuencia y la seleccién natural una
disminucién de esta.
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Estructura y diferenciacion de las poblaciones

La posibilidad de que se cumpla el EHW radica en el supuesto de que el apa-
reamiento sea azaroso en toda la poblacién. En este contexto, una poblacién
se caracteriza por ser una entidad Ginica donde los procesos como el aparea-
miento y el movimiento de los individuos son uniformes en todas partes, una
condicién a menudo llamada panmixia. Varios procesos y caracteristicas que
se observan en las poblaciones reales hacen que la uniformidad poblacional sea
poco probable para muchas poblaciones.

Dentro de las grandes poblaciones, frecuentemente ocurre que las po-
sibilidades de apareamiento no son uniformes, como lo supusieron Hardy
y Weinberg. En cambio, la posibilidad de que dos individuos se apareen a
menudo depende de su ubicacién dentro de la poblacién. Esto conlleva a lo
que se conoce como estructura poblacional, o bien la heterogeneidad en una
poblacién, y que esta dada segin las posibilidades de que dos individuos ele-
gidos al azar se apareen.

Diversos fen6menos pueden intervenir en la estructura de la pobla-
cién y dar lugar a diferencias en las distribuciones alélicas y genotipicas
en diferentes porciones en una poblacién. La estructura de la poblacién
tiene profundas implicaciones para el genotipo y las frecuencias alélicas.
La subdivisién fragmenta a una poblacién en unidades mas pequefias que
son genéticamente independientes hasta cierto punto. Una consecuencia
es que cada subpoblacién tiene un tamarfio de poblacién efectivo menor que
el tamafio efectivo de toda la poblacién, si hubiera apareamiento aleatorio.
Por ejemplo, la vicarianza, definida como el surgimiento de barreras fisicas
del tipo geoldgicas o de otro tipo que ocasiona que una poblacién se divida o
fragmente. Esto ocasiona la formacién de subpoblaciones que, con el paso
de las generaciones, pueden comportarse de forma independiente reducien-
do el flujo genético (movimiento exitoso de los alelos en las poblaciones a
través de la migracién).

Otro ejemplo es el aislamiento por distancia, un fenémeno en el que las po-
sibilidades de apareamiento o flujo genético disminuyen a medida que aumenta
la distancia geografica entre individuos o poblaciones.
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La variacién genética que se encuentra en una poblacién grande pan-
mictica (poblacién con apareamiento aleatorio) y la que se encuentra en una
poblacién subdividida en grupos méas pequerios es diferente. Para entender
este concepto, podemos considerar el caso “simple” de un locus bialélico. Una
poblacién grande puede tardar mucho en experimentar fijacién o pérdida
debido a la deriva genética y, por lo tanto, mantener ambos alelos. En una
poblacién subdividida, cada grupo puede alcanzar rapidamente la fijacién o
la pérdida, pero ambos alelos pueden mantenerse en la poblacién general, ya
que se espera que la mitad de las subpoblaciones alcancen la fijacién y la mitad
la pérdida para un alelo dado. Los procesos que influyen en la estructura de
la poblacién pueden considerarse tanto progresivos como restrictivos en el
cambio evolutivo. El aislamiento genético entre grupos causado por la subdi-
visién puede evitar que alelos nuevos e incluso ventajosos se propaguen por
una poblacién. Pero, al mismo tiempo, el aislamiento genético permite que las
subpoblaciones desarrollen frecuencias alélicas independientes y mantengan
alelos, como se requiere para la adaptacién genética a ambientes locales bajo
seleccién natural, por ejemplo.

Estadistico F

Acorde con lo anterior, se ha establecido que puede haber desviaciones de las
frecuencias esperadas de Hardy-Weinberg. En heterocigotos estas desviaciones
pueden ocurrir en dos niveles:

1. Dentro de cada subpoblacién debido al apareamiento no aleatorio

2. Entre subpoblaciones debido a la estructura de la poblacién

Existen estadisticos que pueden medir la desviacién de la heterocigosidad
esperada basadas en indices de fijacién que se usan cominmente para cuanti-
ficar los patrones de subdivisién de la poblacién, o bien conocer la estructura
de la poblacién. El indice de fijacién, también conocido como el estadistico F,
es una medida de la subdivisién de la poblacién y se aplica en el caso de pobla-
ciones en las que hay multiples subpoblaciones.
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El estadistico F puede adaptarse a multiples niveles de organizacién
de la poblacién. Con subpoblaciones multiples, puede existir un exceso o
déficit de heterocigotos debido al apareamiento no aleatorio dentro de las
subpoblaciones y un posible déficit de heterocigotos entre las subpoblacio-
nes en comparacién con la panmixia confuso. En el Gltimo caso, el estadis-
tico F mostrara cuantas frecuencias alélicas han divergido entre las subpo-
blaciones debido a procesos que influyen en la estructura de la poblacién
en comparacién con las frecuencias alélicas ideales y uniformes entre las
subpoblaciones esperadas con panmixia. Diferencias entre los genotipos
observados y esperados de Hardy-Weinberg se han utilizado para estimar
el estadistico F.

Tomando en cuenta el apareamiento no aleatorio y la divergencia de la
frecuencia de los alelos de la subpoblacién, se han utilizado varias versiones
nuevas del estadistico F. Este estadistico puede extenderse para adaptarse
a multiples niveles de organizacién de la poblacién, creando asi medidas de
desviacién de las frecuencias genotipicas esperadas de Hardy-Weinberg. De
hecho, la heterocigosidad en una poblacién es solo uno menos la homoci-
gosidad (H = 1 - F), por lo que la heterocigosidad se puede relacionar con el
estadistico F.

Las definiciones de estos nuevos estadisticos F, asi como los tipos de hete-
rocigosidad se muestran en la tabla 4.

TABLA 4. DEFINICIONES MATEMATICAS Y BIOLOGICAS DE LOS
PARAMETROS DE LA ESTRUCTURA POBLACIONAL

Definiciones bioldgicas de heterocigosidad para tres niveles de organizacion de la poblacion

H, = la heterocigosidad
promedio observada
dentro de cada
subpoblacion.

H, = la heterocigosidad promedio
esperada de las subpoblaciones
asumiendo el apareamiento
aleatorio dentro de cada
subpoblacion.

H, = la heterocigosidad esperada
de la poblacion total asumiendo
apareamiento aleatorio dentro
de subpoblaciones y sin
divergencia de frecuencias
alélicas entre subpoblaciones.
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Definiciones biologicas de los estadisticos F para dos niveles de organizacion de la poblacion

H-H La diferencia promedio entre la heterocigosidad observada y la esperada de
Fs= 7_, I Hardy-Weinberg dentro de cada subpoblacion debido al apareamiento no
aleatorio. La correlacion entre los estados de dos alelos en un genotipo
muestreado al azar de cualquier subpoblacion. *I indica individuos y S para
subpoblaciones.

- H-H La reduccion de la heterocigosidad debido a la divergencia de la
TH; subpoblacion en la frecuencia de los alelos.

La diferencia entre la heterocigosidad esperada promedio de las
subpoblaciones y la heterocigosidad esperada de la poblacion total.
Alternativamente, es probable que el muestreo de dos alelos al azar
de una sola subpoblacion sea igual a la de la poblacion total. *S indica
subpoblaciones y T la poblacion total.

H-H La correlacion entre los estados de dos alelos en un genotipo muestreado
Fr= ;_, I al azar de una sola subpoblacion dada la posibilidad de apareamiento no
aleatorio dentro
de poblaciones y divergencia de frecuencia de alelos entre poblaciones. *I se
utiliza para individuos y T para la poblacion total.

Desequilibrio de ligamiento

El entrecruzamiento cromosémico que ocurre durante la profase (paquitene)
de la primera divisién meiética representa una fuente de variacién y es fun-
damental para que durante la divisién celular suceda la correcta segregacion
de los cromosomas.

Ligamiento se refiere a que dos loci no se separan como dos genes indepen-
dientes debido a su proximidad dentro del cromosoma en que se encuentran,
porlo que la frecuencia de entrecruzamiento o recombinacién (FR) entre ellos
es menor a la esperada por el azar. En consecuencia, en un determinado cro-
mosoma, la probabilidad de entrecruzamiento es mayor si la distancia entre
dos loci es mayor. Por esta misma razén, la distancia entre dos genes puede
estimarse con la frecuencia de entrecruzamientos entre ellos mediante el con-
teo de los cromosomas o haplotipos recombinantes y no recombinantes. De
esta manera, la FR se utiliza como medida de distancia genética y se reporta
como unidad de mapa o centimorgan (cM), en donde 1 cM equivale al 1% de
recombinacién. El criterio de ligamiento es una FR menor a o.5.
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Cada copia de un cromosoma, dentro de una poblacién, puede ser caracte-
rizada por un patrén de combinaciones de alelos particulares de las diferentes
regiones, que en conjunto comprenden un haplotipo individual. Cuando las
frecuencias observadas en una poblacién no corresponden a las frecuencias
esperadas de estos haplotipos, se dice que existe desequilibrio de ligamiento.
Es decir, que el DL puede definirse como la diferencia entre las frecuencias
haplotipicas observadas y esperadas en una poblacién. E1 DL puede entenderse
también como la medida de la tendencia de los alelos de genes diferentes (ha-
plotipo) a heredarse juntos mas frecuentemente que lo esperado por el azar.
Su definicién matematica es la siguiente, donde ij es cada una de las posibles
combinaciones alélicas de los dos sitios en estudio:

D = FObsij - FEspij

El valor del DL decae a través del tiempo como resultado de la recombina-
cién, es una medida indirecta de la distancia génica entre diversos loci. Ademas
de la recombinacién, los factores involucrados en el contexto de evolucién
(mutaciones, flujo génico, crecimiento y subdivisién de las poblaciones) pueden
afectar el valor del DL.

Se conoce que la tasa de recombinacién varia en todo el genoma humano,
es decir que existen ciertas regiones que son méas vulnerables a recombinar (hot
spots o puntos calientes) en comparacién con otras (cold spots o puntos frios),
y es por esta razén que se hacen estudios sobre DL.

Herencia mendeliana

Los patrones de expresién génica dependen de dos factores, la dominancia y la
localizacién cromosémica, es decir, autosémica cuando se encuentran en un
cromosoma autosémico (cromosomas1a 22) o sexual cuando se encuentran en
un cromosoma sexual (cromosomas X e Y).

La expresién fenotipica depende de un alelo que domina (dominante, véase
figura 3) sobre otro llamado recesivo (véase figura 4). Por ejemplo, en el caso
del grupo sanguineo A, el fenotipo es A y puede ser explicado por dos genotipos
A/A o0 A/O, en donde el grupo sanguineo A enmascara la presencia del alelo
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O, por lo que el alelo A es dominante y O recesivo. En este mismo ejemplo, el
fenotipo O siempre seré explicado por el genotipo O/0, al ser recesivo se ne-
cesitan dos copias del alelo para que pueda ser observable en el fenotipo. En el
caso de los alelos A y B, la herencia es codominante, es decir ambos alelos son
observables en el fenotipo.

TABLA 5. HERENCIA

FENOTIPO GENOTIPOS HERENCIA
A AJA, A/O A: domlnénte
O: recesivo
B B/B, B/O B: domlna.mte
O: recesivo
AB A/B Codominante
0 0/0 Recesiva
FIGURA 3. HERENCIA DOMINANTE
b ¢ f
Afectado Sano
Aa Aa aa aa
" f [a] f
Afectado Afectado Sano Sano

Los individuos portadores de un alelo dominante presentan el mismo riesgo que los homocigotos para ese alelo sin distincion de sexo.

29



30

Medicina genémica. Un camino hacia la medicina personalizada

FIGURA 4. HERENCIA AUTOSOMICA RECESIVA

Padre portador Madre portadora @D GoiEds

~ O

}

25% 50% 25%

Hijos no afectados Hijos portadores, Hijos afectados
no afectados

Los afectados tienen la presencia de los dos alelos con la mutacion.

Dependiendo del ndmero de genes afectados, la herencia puede ser monogé-
nica (determinada por un gen individual) o poligénica (interaccién de dos o mas
genes). Lamayoria de las enfermedades recaen en la segunda clasificacién. Los
trastornos de herencia monogénica son identificados principalmente en edades
pediatricas, aunque no es exclusivo de este grupo etario; poco menos del 10%
se manifiesta después de la pubertad y el 1% posterior a la etapa reproductiva.
Existen menos de 5000 enfermedades monogénicas con 3163 genes causales
identificados. Esta lista sigue a la baja a medida que se conoce la fisiopatologia
y la interaccién genética.

Otros trastornos son exclusivos de la herencia ligada al sexo, es decir asocia-
da a los cromosomas sexuales (véase figura 5). A diferencia de los autosémicos,
en donde se ven afectados por igual hombres y mujeres, la herencia ligada al
sexo depende del cromosoma afectado. Las mujeres pueden ser homocigotas o
heterocigotas para una mutacién; en este iltimo caso se denominan portadoras
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y pueden presentar un fenotipo enmascarado o menos grave de la enfermedad.
Los hombres heredan un cromosoma X materno y el Y paterno; son hemicigotos
para el cromosoma X. En este sentido algunas patologias se manifiestan mas
frecuentemente en varones. Tal es el caso de la hemofilia, trastorno recesivo
asociado a fallas en la coagulacién, en donde los varones son afectados al po-
seer una mutacién en el cromosoma X. Las mujeres pueden ser portadoras de la
mutacién y no manifestar la enfermedad, ya que el otro gen compensa el efecto
patogénico. Adicionalmente, para compensar el efecto de doble dosis de genes
en el cromosoma X en las mujeres, un solo alelo se expresa por la inactivacién
azarosa del gen presente en el otro cromosoma (corpusculo de Barr), en este caso,
si el gen apagado es el normal, la mujer presentara la enfermedad. En la tabla 6
se muestran las caracteristicas de los tipos de herencia.

FIGURA 5. HERENCIA LIGADA AL CROMOSOMA X

Padre enfermo Madre portadora
[ N [

Xy X X

L I Y

Sano 25% Portadora 25%

,i\n

Enfermo 25% Enferma 25%

x
<

Los varones son afectados si heredan un cromosoma X materno con la mutacion. La condicion heterocigota en la mujer puede
compensar el efecto si uno de los cromosomas X es normal.
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TABLA 6. TIPOS DE HERENCIA

CARACTERISTICA PREDILECCION POR SEXO ENFERMEDAD
Una copia del gen afectado
es necesaria para que se
manifieste la enfermedad. El
Autosomica en afectado se encuentra . . -
. 8 Indistinto Polidactilia
dominante en uno de los autosomas.
Se encuentra afectado al
menos un individuo en cada
generacion.
Se necesitan dos copias
P para que se manifieste
Autosomica .. -
. la enfermedad. El gen Indistinto Albinismo
recesiva
afectado se encuentra
en uno de los autosomas.
Ligada al Basta con una copia del . . p
g P Mas comun encontrar Sindrome X
cromosoma X | gen afectado para que se . P
. . mujeres afectadas fragil
dominante manifieste la enfermedad.
Ligada al . .
8 Se necesitan dos copias del .
cromosoma X Frecuente en varones Hemofilia
. gen alterado.
recesivo
Ligada al Herencia exclusivamente Hipertricosis
Varones .
cromosoma Y | paterna. auricular
Mujer varon P
. . . ueres y a.o e qu.e Sindrome de
Mitocondrial Herencia materna. heredan las mitocondrias Leich
con la mutacion materna g

Adicionalmente, se deben considerar la penetrancia y expresividad para

la manifestacién clinica del tipo de herencia, es decir que el genotipo no es

determinante en la expresién fenotipica. Penetrancia se refiere ala proporcién

de individuos que tienen un fenotipo especifico que es explicado por el geno-

tipo bajo ciertas condiciones ambientales. Por ejemplo, si todos los individuos

que portan la mutacién muestran el fenotipo, se dice que la penetrancia es

completa. La gravedad de la expresién fenotipica en individuos que tienen el

mismo genotipo asociado con una enfermedad se conoce como expresividad. Si

la gravedad difiere entre ellos esto se conoce como expresividad variable.
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Como conclusién podemos decir que la genética de poblaciones es una rama
de la genética que estudia la variabilidad que existe entre individuos y poblacio-
nes desde un enfoque matemaético con la finalidad de determinar el impacto que
tienen los diferentes procesos tanto biolégicos (mutacién, seleccién, adaptabili-
dad, heredabilidad) como demograficos (endogamia, deriva genética, panmixia)
sobre la distribucién de las frecuencias alélicas y sus consecuencias evolutivas.
Ademas, provee herramientas que permiten caracterizar poblaciones e identifi-
car factores de riesgo genéticos para el desarrollo de algunas patologias.
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CAPITULO 3

Estudios de asociacion mediante
genomica comparativa

Rall Cuauhtémoc Baptista Rosas

Introduccion

Gran parte de la variacién fenotipica en las poblaciones humanas, incluidos los
diferentes rasgos morfoldgicos, biolégicos y biomédicos que se heredan de pa-
dres a hijos, es “compleja” y “cuantitativa”. Esta variacién fenotipica se debe en
gran parte alas contribuciones de muchos polimorfismos genéticos heredables.
En caso de estar presentes en células germinales se transmiten a la descenden-
cia. Por otro lado, cuando las variantes aparecen en células sométicas, no se
heredan. Dada a la gran diversidad celular en tejidos, el reto de identificar esta
extensa variabilidad hace complejo el analisis y la interpretacién de resultados.

Sibien este es un campo fértil de investigacién que adin se encuentra en
desarrollo, estos estudios proporcionan importantes conocimientos sobre la
arquitectura genémica de los rasgos cuantitativos, es decir, el nimero de va-
riantes que contribuyen a la variacién hereditaria, asi como sus frecuencias
y la intensidad del efecto. Quizés la observacién mas sorprendente que se ha
obtenido de estos anélisis es que, a pesar del gran tamafio de muestras emplea-
das, la asociacién de las variantes con un determinado rasgo o una patologia
representan menos del 25% de la heredabilidad.

Esto pudiera deberse a que la mayoria de las variaciones hereditarias pre-
sentan bajas frecuencias o efecto pequerio, los cuales no pueden ser detectados
con las tecnologias actuales y no permiten realizar una asociacién directa con
una rasgo o patologia.
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A pesar de ello, muchos de los conocimientos obtenidos en este campo han
sido a través de estudios de asociacién genoma completo GWAS (por sus siglas
en inglés, Genome Wide Association Studies). Esta estrategia metodoldgica tiene
como objetivo detectar variantes en loci genémicos que estan asociados con
rasgos complejos en la poblacién y, en particular, detectar asociaciones entre
polimorfismos comunes de un solo nucleétido (SNP, por sus siglas en inglés,
Single Nucleotide Polymorphism) o también llamados variantes de un solo nucled-
tido SNV (Single Nucleotide Variant). Hasta el momento, de los miles de millo-
nes de variantes identificados en diversas poblaciones humanas, solo algunos
miles han sido asociados a riesgo, desarrollo o progresién de complicaciones e
inclusive proteccién contra diversas patologias como enfermedades cardiacas,
diabetes, enfermedades autoinmunes y trastornos psiquiatricos.

El ser humano presenta gran variabilidad en caracteristicas como altura,
peso, caracter o apariencia fisica. Desde el punto de vista clinico se ha obser-
vado que cada paciente diagnosticado con la misma enfermedad responde de
diferente manera al mismo tratamiento debido a la compleja combinacién de
los diferentes factores genéticos y ambientales a los que esta expuesto. El desa-
rrollo de las tecnologias modernas de secuenciacién de Gltima generacién, asi
como del avance de la bioinformatica y la gendmica computacional, han permi-
tido analizar y relacionar esta variabilidad bioldgica a diferentes escalas, lo que
permite conocer los antecedentes genéticos y el estado clinico de cada paciente,
su predisposicién a diversas enfermedades, asi como a los medicamentos.

Se han disefiado muchas herramientas de genémica estadistica, con el
objetivo de asociar la diversidad de fenotipos a los factores genéticos. Las
dos fuerzas principales que aumentan la diversidad genética en los humanos
son la mutacién y la recombinacién. Otras fuerzas adicionales, tales como
la deriva genética y la seleccién natural, gobiernan el destino de la varia-
cién genética existente en las poblaciones naturales. En conjunto, todos ellos
configuran el grado de variabilidad fenotipica presente a través de todos los
miembros de la especie humana. Se pueden distinguir dos clases principales
de variacién genética en nuestros genomas segin su tamafio: mutaciones
puntuales y variacién estructurales. Las mutaciones puntuales, ya comen-
tadas previamente, son sustituciones de una sola base, por lo que se conocen
como variantes simples. Los SNP son la clase més pequeria de polimorfismo en
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términos del nimero de nucleétidos afectados y constituyen el més frecuente
cambio en los genomas humanos. Por ejemplo, de los més de diez millones
de SNP depositados en el repositorio piblico dbSNP, versién 155 disponible
a partir de junio de 2021, solo se encuentran disponibles més de mil millones
de variantes de referencia (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/
snp_summary.cgi). Dado los pocos genes presentes en el genoma humano
que son alrededor de 19000 y representan el 3% del genoma, la mayoria de los
SNPs son “intergénicos” en lugar de “génicos”. Esa caracteristica, sin embar-
go, no excluye un efecto funcional, ya que los SNP intergénicos puede tener
funciones reguladoras. El otro tipo de variacién, la variacién estructural, in-
cluye desde pequeiias inserciones/deleciones hasta grandes reordenamientos
cromosémicos. Cada tipo de variante estructural tiene tasas distintivas de
mutacién y evolucién, y su papel en la variacién fenotipica humana ha sido
abundantemente confirmado.

La recombinacién constituye la segunda fuerza evolutiva més importante
que aumenta variabilidad genética, ya que coloca variantes en el mismo cromoso-
ma por recombinacién de alelos. Las tasas de recombinacién varian alolargo del
genoma, y se pueden distinguir “puntos calientes” de 1 a 2 kilobases de longitud
con tasas aumentadas de méas de cien veces. La recombinacién tiene un fuerte
impacto en el desequilibrio del ligamiento, que se refiere a la correlacién entre
los alelos ubicados en diferentes posiciones genémicas. Este fenémeno bioldgico
esta directamente relacionado con la nocién de haplotipo, se define como las
combinaciones de variantes alo largo del mismo cromosoma que se heredan jun-
tos a través de gametos. En una poblacién, el desequilibrio del ligamiento ocurre
cuando algunas combinaciones de los alelos se encuentran como haplotipos con
mas frecuencia de lo esperado por casualidad. La causa principal de desequili-
brio del ligamiento es la aparicién de nuevos alelos a través de mutaciones. Por
el contrario, la reorganizacién de los haplotipos por recombinacién los reduce.
Uno delos estadisticos mas utilizados para medir el desequilibrio por ligamiento
entre pares de loci es r2; eso es, la correlacién estadistica de alelos en pares de
SNP. Esta medida es muy relevante para determinar etiquetas que cubren mejor
la variacién genética dentro de los bloques de desequilibrio del ligamiento.

Por su parte, la deriva genética, la seleccién natural y los procesos migrato-
rios dan forma a la diversidad genética. Paralos humanos, nuestros origenes en
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Africa yla dispersién son los principales determinantes de la distribucién de la
variabilidad entre poblaciones y de los patrones de desequilibrio del ligamiento
entre variantes genémicas.

En los ultimos 40 afios, la disponibilidad de tecnologias como la secuen-
ciacién de ultima generacién han permitido contar con secuencias de acidos
nucleicos completos y poder describir de manera precisa las variaciones gené-
ticas en el genoma humano.

En general, las poblaciones africanas presentan mayor diversidad genética
que las poblaciones que salieron de Africa. Sin embargo, la explosiva expansién
del tamafio de las poblaciones humanas ha resultado en que la gran mayoria
de las variantes se siguen considerando raras o como polimorfismos poco co-
munes con frecuencias alélicas menores 0.05. Debido a su aparicién tardia en
los ultimos tiempos, las variantes raras tienden a ser confinadas a poblaciones
continentales. Por el contrario, la mayoria de las variantes comunes son ante-
riores ala expansiéon humana a través de las principales migraciones de grupos
humanos y son compartidas entre poblaciones.

La epidemiologia generalmente se define como el estudio de la ocurrencia
v los determinantes de fenotipos en una poblacién. Mas alla de su enfoque tra-
dicional en manifestacién de la enfermedad, las técnicas epidemiolégicas se
pueden utilizar para estudiar cualquier rasgo antropométrico, como la altura
o el color del cabello. Porlo general, la causalidad es multifactorial y variable
entre los individuos. Un paso clave en cualquier estudio epidemiolégico es la
definicién de la poblacién objetivo, el grupo de individuos de los que se pue-
den extraer conclusiones sobre los fenotipos, generalmente enfermedades.

En epidemiologia se utilizan dos disefios basicos de estudio: de cohortes y
de casos y controles. Los individuos de una cohorte estan inicialmente libres
de enfermedad y se determina debido a una caracteristica compartida o expo-
sicién al riesgo. Estos individuos son seguidos durante un periodo de tiempo,
y se puede dibujar la estimacién puntual del riesgo relativo. Especificamente,
el riesgo relativo mide la razén de probabilidad de enfermedad en personas
expuestas personas mas que en las personas que no estan expuestas. Aunque el
estandar de oro en el campo son los estudios de cohorte, son costosos y toman
mucho tiempo porque solo una fraccién de los individuos terminan desarrollan-
dola enfermedad en estudio. El estudio de casos y controles es una alternativa
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inmediata enla que los individuos con un fenotipo binario de interés de nuevo,
generalmente el estado de la enfermedad, se identifican y sus exposiciones
sospechosas se comparan con los de los controles. Idealmente, los individuos
del grupo control deben ser imparciales representantes de la misma pobla-
cién. A partir de una tabla de contingencia, la asociacién de exposiciones y el
estado de casos y controles se mide por medio de la razén de posibilidades, la
relacién entre las probabilidades de exposicién en los casos y las probabilidades
de exposicién en los controles. La epidemiologia en el disefio de estudios de
asociacién gendmica se centra en el estudio del papel de la genética, asi como
de factores ambientales. Su enfoque principal es variaciéon heredada y compa-
raciones entre individuos. Dentro de la epidemiologia genética, el enfoque se
basa en estudiar si alguna enfermedad dada “se da en familias” y comprender
el papel de la genética en sus patrones de herencia. Junto con los estudios de
cohortes y casos y controles, los disefios basados en la familia son las piedras
angulares del campo. En general, el proceso de la epidemiologia genética se
puede considerar como una tarea paso a paso cuyo objetivo final es desentrafar
la arquitectura genética de rasgos complejos. Eventualmente, la descripcién
completa de la arquitectura genética de cualquier fenotipo dado consiste en
el mapeo de todas las variantes genéticas asociadas a él y la determinacién de
las variantes causales que marcaban los marcadores asociados, junto con sus
tamaiios de efecto e interacciones con otros factores genéticos y ambientales.

La tendencia actual es relacionar que el riesgo genético de enfermedades
comunes se debe a variaciones en el genoma con relativamente altas frecuen-
cias alélicas. La forma maés sencilla y completa de demostrar esta hipétesis es
examinar todas las variaciones de ADN, especialmente los SNP en el genoma, y
este enfoque del disefio de GWAS. Hoy en dia, los estudios de GWAS se han con-
vertido en una de las herramientas mas poderosas para comprender los aspectos
genéticos de la diversidad de enfermedades humanas. Sin embargo, su potencia
y utilidad practica no se demostré hasta 2002, cuando el equipo en RIKEN, un
importante instituto de investigacién de Ciencias Naturales en Wako, a las afue-
ras de Tokio, Japén, reportaron por primera vez la identificaciéon de variantes
genéticas funcionales a través GWAS asociadas con el infarto de miocardio. Este
primer éxito cambié por completo la corriente principal de estudio para identifi-
car variantes asociadas a enfermedades de mayor incidencia y de alto impacto.
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El posterior desarrollo de las metodologias y los avances técnicos en la
bisqueda de esta variabilidad en nuestro genoma han permitido diseccionar
sistematicamente su base genética y llevado a la identificacién de miles de
diferentes polimorfismos asociados de forma reproducible con cientos de
rasgos cuantitativos, incluida la susceptibilidad a una amplia variedad de
patologias, tanto raras y poco comunes hasta enfermedades complejas mul-
tifactoriales, muy frecuentes y de gran importancia en salud piblica como
la obesidad o la diabetes.

Estos importantes avances fueron indispensables para consolidar los es-
fuerzos al comienzo del afio 2000 para consolidar los primeros programas de
secuenciacién del genoma humano. Estas primeras bases de datos contenian
considerables “ruidos” que no se podian encontrar en el mundo real. La razén
fue muy simple: teniendo en cuenta la complejidad y se descubrié el significado
de las variaciones en el genoma que estan fuera de regiones asociadas a genes,
deberia ser mucho mas facil interpretar los vinculos entre variaciones genéti-
cas vy fenotipos. Como primer paso hacia la medicina personalizada que utiliza
informacién genética de forma practica y con potencial aplicacidn clinica, se
identificaron 190562 variantes genéticas en el genoma humano en poblacién
japonesa y en cohortes representativas de grupos multiétnicos (International
HapMap Consortium, 2005).

Enrelacién con esto, se han desarrollado diferentes proyectos a nivel mun-
dial con el objetivo de identificar y registrar las diversas variaciones presentes
en el genoma humano.

El Proyecto Internacional HapMap comenzé en 2001 y su objetivo es produ-
cir un catalogo de variaciones genéticas humanas comunes y su posicién en el
genoma. Este gran avance permitié desarrollar una base de datos de referencia
que fortalecié la infraestructura para el posterior desarrollo de GWAS. Este pro-
yecto se basé en dos hallazgos previos importantes. El primero, los antecedentes
genéticos parecen ser diferentes entre etnias, por lo tanto, la frecuencia alélica
de algunos loci podria ser diferente, lo que podria causar la estratificacién de la
poblacién de la muestra. Esto plante6 la necesidad de conocer la informacién ge-
nética de individuos ordinarios de cada etnia para servir como sujetos de control.
El segundo hallazgo es el fenémeno de desequilibrio de ligamiento. En el genoma,
el entrecruzamiento de cromosomas durante la meiosis no ocurre en ningtin punto
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al azar sino més bien se acumulan en loci especificos, llamados puntos criticos de
recombinacién. De esta manera, la tasa de recombinacién no es plana en todo el
genoma, sino que tiene una forma aguda similar a una espiga en los loci. Gene-
ralmente, la regién rodeada por los dos picos esta en la zona de desequilibrio de
ligamiento. Dentro de la zona de desequilibrio de ligamiento, los loci con SNP a
veces estan completamente vinculados con otro SNP en el mismo lugar. Este fené-
meno permitié a los investigadores realizar GWAS mucho mas eficientes porque
no necesitan examinar cada uno de los dos loci que estan en el bloque, solo uno
de los dos es suficiente. Los logros fueron publicados en Nature en 2005, donde el
grupo japonés hizo la mayor contribucién entre nueve institutos de genotipado en
el mundo en ese momento, genotipando 269 muestras de ADN de cuatro poblacio-
nes para 1000000 SNP en todo el genoma y encontrando de 250000 a 500000 loci
SNP, suficientes para estudiar las variaciones del genoma completo, dependiendo
de las poblaciones. El rapido progreso en la tecnologia de genotipado empleando
microarreglos de ADN aceler6 el desarrollo para GWAS, y ahora hay més de 58
974 resultados de estudios disponibles solo en la base de datos Medline empleando
el motor de bisqueda Pubmed y la creacién de repositorios especializados.

Algunas de las evidentes ventajas de los microarreglos comparandose con
WSG es que son relativamente mas econémicos (~40 délares por muestra vs.
> 1000 délares por muestra), son més confiables y altamente precisos, su co-
bertura genémica principalmente esta restringida a variantes comunes y de
relativamente frecuencia, mientras que WGS es més util para imputacién de
variantes rarasy es cada vez mas precisa para identificar variantes ultra raras;
los microarreglos tienen sesgos importantes hacia variantes descubiertas en
regiones genémicas bien estudiadas o poblaciones secuenciadas de baja frecuen-
cia, mientras que WGS se enfoca a variantes comunes a casi toda la variacién
genética en el genoma, dependiendo de la profundidad de secuenciacidn; los
analisis GWAS y sus herramientas bioinformaticas se encuentran bien estable-
cidas para andlisis de los datos, mientras que WGS tiene mayores costos com-
putacionales y mayor complejidad analitica; eventualmente, pruebas multiples
mas grandes carga al realizar una sola variante.

Otras consideraciones a tener en cuenta es que las matrices de genotipado
personalizadas pueden ser extremadamente econémicas, determinando en una
sola corrida toda variacién de multiples individuos, con un mapeo fino més facil.
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Por otro lado, cuando se usa WGS se tienen mayores costos de almacenamien-
to, procesamiento y solo se usan generalmente para detectar variantes de baja
frecuencia con asociaciones en tamafios de muestra extremadamente grandes,
tomando en cuenta el disefio de analisis estadistico basado en metaanalisis.

En los dltimos afios, el lenguaje R se ha convertido en un factor impor-
tante en el lenguaje de programacién elegido por los estadisticos y es también
el entorno genérico mas utilizado para el analisis de datos genémicos de alto
rendimiento. La fuerza central de R radica en los literalmente miles de paquetes
disponibles gratuitamente en repositorios como CRAN (https://cran.r-project.
org/) y Bioconductor (https://www.bioconductor.org/), donde se almacenan
librerias independientes del programa principal y se puede descargar desde
repositorios centrales o, con menos frecuencia, directamente desde los desa-
rrolladores. Existe una buena posibilidad de que para cualquier tarea dada haya
ya una cuenta con un paquete que puede hacer el trabajo en cuestién, lo que
ahorrard horas o dias de programarlo usted mismo. Paralos estudios de asocia-
cién del genoma completo hay cientos de paquetes disponibles para los diversos
anilisis. Hay paquetes para importar una amplia gama de formatos de datos,
datos de preprocesamiento, para realizar pruebas de control de calidad, para
ejecutar el analisis en siy su integracién posterior con bases de datos biolégicas.

El uso de bases de datos relacionales que almacena y proporciona acceso a
informacién relacionada entre si para administrar conjuntos de datos SNP es
una técnica muy util que tiene ventajas significativas sobre métodos alternativos,
incluida la capacidad de aprovechar el poder de este tipo de bases de datos para
realizar validacién y el uso del poderoso lenguaje de consultas SQL para exportar
datos. SNPpy es un programa de Python que utiliza la base de datos PostgreSQL
y la biblioteca SQLAlchemy Python para automatizar la gestién de datos SNP.

Los problemas de control de calidad para los métodos de genotipado ba-
sados en SNP utilizados en estudios de asociacién del genoma completo son
frecuentes. Las principales métricas para evaluar la calidad de los genotipos
solucionan los procesos de control de calidad que comienza con datos sin pro-
cesar y termina con un filtrado completo del conjunto de datos listo para el
anilisis posterior. El énfasis esta en la automatizaciéon del almacenamiento
de datos, filtrado y manipulacién para garantizar la integridad de los datos, el
rendimiento del proceso y como extraer un resumen global de estos conjuntos

(Al
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de datos de alta dimensién para permitir decisiones analiticas posteriores mejor
informadas, utilizando el lenguaje de programacién estadistico R o tuberias de
control de calidad automatizadas con licencias comerciales de los proveedores
de tecnologia de secuenciacién.

Porlo que respecta alos métodos estadisticos para estudios de asociacion del
genoma completo, ya sea en animales, plantas o humanos, la forma mas simple
es un andlisis de marcador por marcador, aunque el problema es seleccionar un
umbral de significancia que dé cuenta de la gran cantidad de analisis de las mul-
tiples pruebas que se realizan en GWAS. La estructura de la poblacién provoca
asociaciones de falsos positivos que no se tiene en cuenta, y se presentan métodos
para tratar esto. Metodologias para estudios mas complejos como modelos para
GWAS, incluidos los enfoques basados en haplotipos, que representan idénticos
por descendencia versus idénticos por estado, v el ajuste simultaneo de todos
los marcadores. Dentro de los métodos para el andlisis estadistico de datos para
GWAS tienen como objetivo comun cuantificar evidencia de efectos genémicos
asociados con la variacién de rasgos, donde el andlisis y la imputacién de un solo
marcador y el andlisis bayesiano multilocus usando el paquete BayesQTLBIC en
R son estrategias frecuentemente utilizadas. El analisis multilocus, aplicado en
un analisis genémico, permite la inferencialocal de la arquitectura genética QTL
y esuna alternativa a la imputacién. Multilocus, incluido el cilculo de probabili-
dades posteriores para modelos alternativos, probabilidades posteriores para el
ntmero de QTL, probabilidades marginales para marcadores y factores de Bayes
para cromosomas individuales son otras estrategias.

Otra estrategia de trabajo ampliamente utilizada es la PLINK (https://zzz.
bwh.harvard.edu/plink/) desarrollado por Shaun Purcell en el Centro de In-
vestigaciéon Genética Humana (CHGR), el Hospital General de Massachusetts
(MGH) y el Instituto Broad de Harvard y el MIT, con el apoyo de otros muchos
colaboradores. PLINK es un conjunto de herramientas de andlisis de asociacién
del genoma completo gratuito y de c6digo abierto, disefiado para realizar una
variedad de analisis basicos a gran escala de manera computacionalmente efi-
ciente. El enfoque de PLINK es puramente en el analisis de datos de genotipo/
fenotipo, por lo que no hay soporte para pasos anteriores a esto (por ejemplo,
disefio y planificacién del estudio, generacién de llamadas de genotipo o CNV
a partir de datos sin procesar). PLINK permite leer datos, la gestién de datos,
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aplicar control de calidad, evaluacién de la subestructura de la poblacién y
ejecutar analisis de asociacién de rasgos cuantitativos y analisis cualitativos
y/o analisis de asociacién de casos y controles.

Laestimacién de la variacién genética se realiza tradicionalmente mediante
el analisis de pedigri. El empleo de alto rendimiento para el analisis de datos de
marcadores de ADN medidos en todo el genoma ahora es posible estimar y dividir
la variacién genética de las muestras de poblacién. La herramienta de software
llamada anélisis de rasgos complejos de todo el genoma (GCTA, por sus siglas en
inglés) estima las relaciones genémicas entre pares de individuos no relacionados
que utilizan datos de polimorfismo de nucleétido tnico en todo su genoma, para
estimar la variacién explicada por todos los SNP simultdneamente en segmentos
gendmicos o cromosémicos, y para realizar un anélisis de asociacién de multiples
SNP conjuntos y condicionales, utilizando estadisticas de resumen de un metaa-
nalisis de estudios de asociacién de todo el genoma y desequilibrio de ligamiento
entre los SNPs estimados de una muestra de referencia.

Los métodos bayesianos de regresién multiple también se estan utilizando
con éxito parala prediccién y seleccién genémica. Estos modelos de regresién
ajustan simultdneamente muchos més marcadores que el nimero de obser-
vaciones disponibles para el analisis, por lo tanto, el teorema de Bayes se usa
para combinar creencias previas de efectos de marcador, que se expresan
en términos de distribuciones previas, con informacién de datos para infe-
rencia. A menudo, los analisis son demasiado complejos para soluciones de
forma cerrada y el muestreo, empleando métodos de Montecarlo basados en
cadenas de Markov, que se utilizan para estimar inferencias estadisticas de
distribuciones posteriores, donde la ventaja de este enfoque es que el poder de
detectar asociaciones que no son inversamente relacionadas con el nimero
de marcadores.

El paquete BLR (regresion lineal bayesiana) de R implementa varios mo-
delos de regresién bayesiana para rasgos continuos. El paquete se desarroll6
originalmente para implementar el Bayesian LASSO (BL) de Park y Casella
(2008), ampliado para incluir efectos fijos y regresiones sobre pedigri usan-
do métodos descritos por de los Campos et al. en 2008. En 2010 se desarroll6
aln mas el cddigo en un paquete R, reprogramando algunos aspectos internos
del algoritmo en el lenguaje C para aumentar la velocidad computacional, y
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documenté ain mas el paquete. La primera versién de BLR se lanzé en 2010
y desde entonces el paquete se ha utilizado para multiples publicaciones y se
utiliza de forma rutinaria.

La validaciéon de los resultados de los estudios son componentes funda-
mentales para la experimentacién derivada de investigacién cientifica. Esta
validacién permite a los usuarios cuantificar el beneficio de aplicar pruebas
genéticas o prediccién gendémica, en relacién con los costos de implemen-
tacién del programa. Ademaés, si se implementa, un peso apropiado en un
indice de seleccién solo se puede derivar si las estimaciones de la precisién
de la genémica y las predicciones estdn disponibles, dado que los estudios
de asociacién del genoma completo han revelado miles de loci genéticos que
sustentan la compleja biologia de muchos rasgos humanos. Sin embargo, la
fuerza de GWAS, la capacidad de detectar asociacién genética por desequi-
librio de ligamiento es también su limitacién. Si bien el tamafio cada vez
mayor del estudio y el disefio mejorado han aumentado el poder de GWAS
para detectar efectos, diferenciacién de variantes causales o genes de otros
genes altamente correlacionados asociados con desequilibrio de ligamiento
sigue siendo el verdadero desafio. Esto obstaculizé severamente los conoci-
mientos biolégicos y la traduccidn clinica de los hallazgos de GWAS. Aunque
se han informado miles de loci de susceptibilidad a enfermedades, los genes
causales en estos loci siguen siendo esquivos. Las técnicas de inteligencia
artificial basadas en aprendizaje automatico ofrecen una oportunidad para
diseccionar la heterogeneidad de las sefiales variantes y genéticas en el ana-
lisis posterior a GWAS. Los modelos de aprendizaje basado en maquinas para
la priorizacién de GWAS varian mucho en su complejidad, desde enfoques
de regresion logistica relativamente simples para modelos de conjuntos mas
complejos como bosques aleatorios y aumento de gradiente, asi como modelos
de aprendizaje profundo basados en redes neurales. Junto con la validacién
funcional, estos métodos muestran una promesa importante para traduccién
clinica, proporcionando un sélido enfoque basado en la evidencia para dirigir
investigacién post-GWAS.
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FIGURA 1. EVOLUCION DE LOS ESTUDIOS DE ASOCIACION MEDIANTE GENOMICA COMPARATIVA

1985

Alec Jeffreys de la Universidad de
Leiceter desarrolla por primera vez

un método para el genotipado de ADN.

1998
Se publican el genoma
del nematodo C. elegans.

v

1999

El cromosoma 22 es el primer cromosoma
humano secuenciado como parte del
Proyecto Genoma Humano. Se lanzo el
navegador del genoma Ensembl.

2004

Se publica el borrador de "alta calidad"
del genoma de la rata. El genoma es mas
pequeno que el genoma humano pero
mas grande que el genoma del raton.

v

2005
Informe HapMap (Mapa de Variacion

Genética Humana) publicado en Nature. .

El genoma del chimpancé esta
completo.

2012

El estudio ENCODE publica 30 articulos
de investigacion que describen las
regiones activas del genoma humano,
incluida la confirmacion de que el
genoma humano contiene 20 687 genes
que codifican proteinas.

v

2013

La Corte Suprema de los Estados
Unidos dictamina que el ADN natural
no puede ser patentado. El genoma
del pez cebra esta completo.

1990

Se lanza el Proyecto Genoma Humano.

El proyecto tiene como objetivo
secuenciar los 3 mil millones de bases
de un genoma humano en 15 anos.

1996

Se completa la secuenciacion del
primer genoma eucariota, la levadura
Saccharomyces cerevisiae.

2000

Se completa la secuencia del genoma
del organismo modelo Drosophila
melanogaster (mosca de la fruta).

La Universidad de California, Santa
Cruz (UCSC) lanza su primer navegador
del genoma.

2003

El Proyecto del Genoma Humano se
completa. El proyecto ENCODE es
lanzado y tiene como objetivo
identificar y caracterizar todos los
genes del genoma humano.

2007

Introduccion de primeras técnicas

de NGS que aumenta la produccion de
secuenciacion de ADN 70 veces,

en un afo.

2010

Wellcome Trust lanza UK10K, cuyo
objetivo es comparar los genomas de
4000 personas sanas con los de 6 000
personas que viven con una
enfermedad de causa genética
sospechosa. 1,000 Genomes Project
publica un articulo piloto en Nature.
Wikimedia Commons Genoma
neandertal publicado en Nature.

2018

Finaliza el proyecto 100K genomas,
secuenciando 100 000 genomas de
pacientes afectados por una
enfermedad rara o cancer.

1993
Se inaugura el Centro Sanger
cerca de Cambridge.

v

1995

Se completa la secuencicion
del primer genoma bacteriano
(Haemophilus influenza).

2001
Se publica el primer borrador de la
secuencia del genoma humano.

2002

Proyecto Internacional HapMap. Se
completa el genoma del parasito
Plasmodium falciparum y del raton.

2008

Lanzamiento del Proyecto 1000
Genomas, cuyo objetivo es secuenciar
los genomas completos de un gran
namero de personas (2 500).

Las plataformas de secuenciacion
IlluminaNext-generation dan como
resultado una caida drastica en los
costos de secuenciacion.

2009

Se publica el primer analisis
exhaustivo de los genomas del cancer,
incluidos el cancer de pulmon y el
melanoma maligno.

2020

Tras el brote pandémico de covid-19,
se secuencia el genoma del virus
SARS-CoV-2.
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Obesidad

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define la obesidad como una acu-
mulacién anormal o excesiva de grasa que perjudica la salud. Este problema ha
crecido significativamente en todo el mundo a lo largo de los afios, y afecta no
solo alos adultos, sino también a jévenes y nifios, con serias repercusiones para
la salud. Segtn la Secretaria de Salud de Jalisco, el 27.7% de la poblacién infantil
entre 5y 11 afios presenta sobrepeso, mientras que el 35% de los adolescentes de
entre 12 y 19 afios también se ven afectados. En la actualidad, la OMS reporta
que México ocupa el primer lugar mundial en obesidad en obesidad infantil y
el segundo lugar en obesidad en adultos, solo superado por Estados Unidos.

En México en el afio 2022, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién (En-
sanut) reporté que zonas urbanas el porcentaje de obesidad en mujeres es del
23.1% y de 15.5% en hombres. Se predice que la obesidad infantil y adolescente
tendrd un incremento del 2.5% anual para 2030.

Estas cifras indudablemente representan un grave problema de salud,
si tomamos en cuenta que las personas obesas muestran una disminucién
considerable en el periodo de vida, ya que tienden a desarrollar comorbili-
dades, como enfermedades cardiovasculares, hipertensién, diabetes tipo II,
dislipidemias, cancer, entre otras. La ingesta de alimentos es controlada por
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el neuropéptido Y (NPY) y el péptido relacionado a agouti (AgRP), esta Gltima
también conocida como hormona estimulante de los alfa melanocitos. Estas
dos moléculas son controladas por la leptina, insulina grelina polipéptido YY
(PYY), glucocorticoides, adrenocorticoides, los sistemas serotoninérgicos,
dopaminérgica, adrenérgico, GABAérgico y por tltimo la hormona liberadora
de corticotrofina.

El ayuno, la diabetes no controlada y la deficiencia genética de leptina son
ejemplos de condiciones en las que la ingesta de alimentos aumenta a través de
un mecanismo que se supone involucra a NPY/AgRP.

FIGURA 1. CONTROL DE INGESTA DE ALIMENTO, QUE IMPLICA A LA GRELINAY LA LEPTINA

Grelina Leptina
f }

+1 =

Excrecion s | Excrecion

NPY/AgRP Neuronas POMC
v 1
T NPY T /AgRP
Ql MC4R ————
v
lActividad via melanocortina
T Ingesta <

Existen innumerables reportes de la asociacién existente entre la obesidad
y algunas variantes genéticas, lo cuales establecen que entre el 65-85% de los
casos de obesidad se deben a la carga genética de los pacientes. En base a las
alteraciones genéticas, la obesidad se ha clasificado en obesidad monogénica
y obesidad poligénica.
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Obesidad monogénica (OM)

La OM es una forma rara de obesidad causada por variantes en genes impli-
cados en el control de apetito y regulacién del gasto energético; este tipo de
obesidad es una forma severa y poco frecuente. Se han determinado pocos
casos durante la nifiez, pero los casos observados han presentado trastornos
neuroendocrinos.

La mayoria de los genes implicados al desarrollo de la OM estan relacio-
nados con el sistema leptina-melanocortinas. Los factores genéticos juegan
un papel significativo en el desarrollo de este tipo de obesidad, contribu-
yendo entre 40% y 70% del riesgo. Varios genes, como el de la leptina, el
receptor de leptina, la pro-hormona convertasa 1, la proopiomelanocortina,
el receptor de melanocortina 4, el homélogo de single-minded 1, el factor
neurotré6fico derivado del cerebro y el receptor de tirosina quinasa tipo 2,
son conocidos por causar OM. Existen intervenciones terapéuticas nove-
dosas para algunas formas de OM, siendo las variantes en el gen MC4R la
causa mas comun de obesidad de inicio temprano en algunas poblaciones.
Tratamientos especificos estdn disponibles solo para ciertos tipos de OM,
como la deficiencia de leptina.

La primera variante de la OM es la obesidad sindrémica, la cual se puede
presentar por alteraciones cromosdmicas y se caracteriza por presentar retraso
mental, entre las cuales observamos:
¢ Sindrome de Prader-Will: es un trastorno genético complejo que afecta mul-

tiples sistemas del cuerpo. Es causado por la pérdida de funcién de genes en

una regién especifica del cromosoma 15 paterno. Los factores que contri-
buyen a la obesidad en el sindrome de Prader-Willi incluyen anomalias en
los péptidos gastrointestinales, como la grelina, y disfunciones del sistema
nervioso auténomo.

¢ Sindrome de Cohen: es causado por mutaciones en el gen VPS13B (tam-
bién conocido como COH1). Este gen proporciona instrucciones para
fabricar una proteina que juega un papel crucial en la funcién y la estruc-
tura celular. Se caracteriza por una variedad de sintomas que afectan el
desarrollo fisico y mental; la obesidad suele ocurrir después de los 5 afios
de edad y es una caracteristica notable del sindrome de Cohen.
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¢ Sindrome de Bardet-Biedi: cursa graves problemas oculares, entre los que
se observa distrofia en la retina del paciente que pueden llevar a la pérdida
total de vista. La causa no se ha establecida correctamente, pero se conocen
8 loci involucrados.

La segunda variante de la OM es la obesidad poligénica no sindrémica.
Solo el 5% de los casos de OM desarrollan este tipo de obesidad. Esta enfer-
medad es causada por la comprensién de la herencia de la obesidad mende-
liana, la cual se presenta por mutaciones que alteran y/o modifican la via de
la leptina-melanocortina.

Obesidad poligénica

La obesidad poligénica es mucho més frecuente y puede estar asociada a aproxi-
madamente 200 variantes génicas o polimorfismos. Estos polimorfismos pueden
estar presentes en diferentes regiones del DNA en genes que regulan el peso
corporal. Entre los genes asociados a la obesidad poligénica se encuentran los
responsables de mandar las sefiales de hambre y de saciedad, los que participan
en el crecimiento y diferenciacién de los adipocitos, asi como los encargados de
controlar el gasto calérico.

Obesidad morbida

La obesidad mérbida, segin los National Institutes of Health (Institutos Na-
cionales de Salud) de Estados Unidos, se define como un sobrepeso de 50% al
100% encima del peso corporal ideal, o 45 kg sobre el peso corporal ideal. Es
representada por un IMC mayor a 40 mg/m?y es una de las causas observadas
que se ha presentado en la poblacién de Jalisco, ya sea en adultos mayores,
jovenes e infantes.

Como la obesidad es considerada un grave problema de salud publica, los
estudiosactualesseenfocan en comprender comoactiianlosgenes LEP,LEPRy
MC4R que participan en el sistema leptina-melanocortina, el cual opera en la
regulacién neuroendocrina de la ingestién y el equilibrio energético e influye
en la patogenia de la enfermedad.
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La mutacién del gen Mc4R es considerado la principal causa hasta 4 % de
los casos con obesidad mérbida. Es una mutacién autosémica dominante que
causa una obesidad comin, ya que no se asocia con disfuncién hipofisaria. Los
genes SIM1, BDNF y NTRK2 se han descrito en estos dltimos cinco afios, que
estan estrechamente relacionados con el desarrollo de la obesidad

Papel de la leptina (LEP) y su receptor (LEPR) en la obesidad

La leptina, conocida también como proteina PN, es una adipocina secretada
no de manera exclusiva por los adipocitos, ya que se ha observado que el hipo-
tadlamo, el ovario y la placenta lo secretan en cantidades menores. La placenta
incrementa su produccién durante el embarazo y en los osteoblastos esta im-
plicado en el metabolismo 6seo.

La leptina es codificada en el gen lep, que se encuentra en el cromosoma
7 v se le conoce como la hormona de la saciedad. En sujetos con obesidad y/o
sobrepeso, se incrementa la expresién de leptina con la finalidad de disminuir
el apetito e incrementar el consumo de energia a partir del sistema termogénico
de las células, el cual esta controlado por el hipotalamo.

En el afio de 1994, Zhang y Friedman identificaron el gen que codifica para lep-
tina, asi como la mutacién que permita se desarrolle la obesidad y la hiperfagia. La
mutacién consiste en una sustitucién de citosina por timina, que genera un codén
de terminacién en el aminodacido 105 que en sujetos sanos es arginina. Estd mutacién
genera obesidad severa junto con defectos termogénicos y la activacién de lalipdlisis.

Receptor de leptina “LEPR”

Elreceptor de leptina se encuentra en el hipotalamo, es una proteina de mem-
brana homologa al receptor de las citocinas del tipo 1 (receptores transmem-
branales que responden a citocinas con cuatro cadenas helicoidales «). Estos
receptores se encuentran ligados a la familia de las janus cinasas (Jak), que
pertenecen a la familia de las tirosin-cinasas. La unién del ligando activa a la
cinasa Jak y promueve la fosforilacién de varias proteinas citoplasmaticas. Los
factores transcripcionales presentes en este proceso son: STAT3 como principal
v SOCS3 y PTP1B, los cuales finalizan el proceso de sefializacién.
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La leptina y su receptor son expresados en los estados inflamatorios que
se observan en las personas con obesidad y esto predispone a que el paciente
pueda desarrollar diabetes, problemas cardiovasculares, sindrome metabélico
y enfermedades alérgicas. Pacientes deficientes o carentes del LEPR pueden
desarrollar hiperfagia, obesidad, resistencia a insulina y a leptina. Pero cuan-
do la deficiencia se presenta antes de los seis meses de vida, el paciente puede
desarrollar hipogonadismo y otras deficiencias hormonales adenohipofisarias.

Via de senalizacion de la leptina

Laleptina actiia por medio de la via de sefializacién JAK2/STAT3, sin embargo,
el receptor del gen de la obesidad (obR) via JAK2 y Grb2 pueden activar otras
vias, como ERK, Akt, IRS-1, AP-1 (proteina activadora de la transcripcién 1)
y SOCS3 son los que regulan la actividad de la leptina en las células. Otra via
alternativa de sefializacién de la leptina es la de fosfatidil inositol 3 quinasa
(PI3K), la cual provoca que se fosforilen los residuos de la tirosina en el receptor
insulinico (IRS2) via JAK2 que fosforila a PI3K25 para activarla.

El sistema melanocortinas estd compuesto por la proopiomelanocortina
(POMC) y péptidos obtenidos a partir de POMC, los cuales actian como sitios
de unién de los receptores de melanocortinas y los de la hormona adrenocortico-
tropa (ACTH).

Receptor de melanocortina 4 (MC4R)

El receptor de melanocortina 4 (MC4R) es uno de los elementos mas impor-
tantes en la via de sefializacién de la melanocortina. Pertenece a la familia
de los GPCR que se expresan en cerebro, hipotdlamo, musculos, astrositos y
adipocitos. Es el receptor que se acopla a la proteina G, la cual participa en la
sefializacién leptina- melanocortina. La activacién de este gen tiene un papel
muy importante en la homeostasis calérica, se relaciona con la disminucién
del consumo de alimentos, en la tolerancia a los medicamentos, en eventos
antiinflamatorios y en el comportamiento sexual. Este gen esta implicado en
pacientes con obesidad monogénica y nifios que tengan esta alteracién sien-
ten muchas ganas de comer lo que va a provocar una alta predisposicién a
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desarrollar obesidad (hiperfagia). Estudios realizados con GWAS demostraron
que los SNPs préoximos a este gen tienen una alta participacién en el incremento
exacerbado de la obesidad en individuos a edad temprana.

La deficiencia de MC4R es una de las principales causas para desarrollar
obesidad, principalmente en la obesidad monogénica no sindrémica. Se ha
estimado que el 2.5% de los casos con obesidad a nivel mundial se deben a una
mutacién en el gen MC4R.

Gen POMC (pro-opiomelanocortina)

Es un gen que inhibe la ingesta de alimentos controlando asi el peso corporal.
Produce neuropéptidos y hormonas peptidicas, entrelas que se encuentra hor-
mona adrenocorticotréficas (ACTH) ylahormona estimulante de melanocitos
(MSH) tanto o. como B, los cuales se expresan en gran medida en la hip6fisis.
Se cree que una mutacién del gen de POMC produciria un defecto enla funcién
de MSH, provocando con esto el incremento de obesidad.

Cuando el gen POMC esta defectuoso en nifios obesos desde su nacimien-
to, estard relacionado con una deficiencia aguda de la corteza suprarrenal. En
nifios homocigotos y heterocigotos que presentan mutacién en este gen, se les
ha observado hipotiroidismo leve, cabello rojo, insuficiencia suprarrenal y piel
palida debido a la carencia de a-MSH.

Gen asociado a la masa grasa y la obesidad (FTO)

Es un gen de gran tamario que lo conforman 9 exones y mas de 400 kb. Se ha
detectado en tejidos fetales. En cerebro e hipotdlamo, este gen se expresa en
cantidades altas y participa controlando la homeostasis caldrica. Es un factor
genético implicado recientemente con la obesidad y sus variantes genéticas
estan implicadas con el acimulo excesivo de adipocitos (adiposidad), ademés
se presenta en trastornos metabdlicos y en pacientes con cancer.

Estudios GWAS ponen al gen FTO como el gen mas importante que favo-
rece el desarrollo de la obesidad. Se ha demostrado que este gen esta presente
tanto en la poblacién infantil como en la adulta y provoca con mayor facilidad
el desarrollo a diabetes tipo II.
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TABLA 1. GENES IMPLICADOS EN LA OBESIDAD

GEN CROMOSOMA NOMBRE DEL GEN PAPEL EN LA ENFERMEDAD
LEP 7931 Leptina Se produce en los adipocitos
. Se une a la leptina e inhibe
LEPR 1p31 Receptor de leptina P .
el apetito
Receptor 1 de hormona
CRHR1 17912 ) ) A ——
a liberadora de corticotropina
Receptor 2 de hormona
CRHR2 1 . . A e —
P14 liberadora de corticotropina
Hormona concentradora
GPR24 2213 A
de melanina
PCSK1 5015 Prohormona convertasa 1 Regula la sintesis de insulina
. . Obesidad, insuficiencia
POMC 2p23 Proopiomelanocortina .
suprarrenal, cabello rojo
MC3R 20q13 Receptor 3 de melanocortina Obesidad
Se une a la hormona estimulante
MC4R 18q22 Receptor 4 de melanocortina de los melanocitos alfa 'y
estimula las ganas de comer
R tor del fact trofi Obesidad, hiperfagi t
NTRK2 oq22 eceptor del factor neurotrofico esidad, hiperfagia, retraso en
cerebral TrkB el desarrollo
. . . Obesidad severa, trastorno
SIM1 6016 Homologo 1 single-mind
neuroconductual
. . Hiperfagia, obesidad
Factor neurotrofico derivado per agla! obest a' .
BDNF 11p4 severa, deterioro cognitivo,
del cerebro . ..
hiperactividad
FT0 6q12 Gen asociado a la grasa magra Pr.ovoce} las. ganas de
y a la obesidad ingerir alimentos
ADIPOQ Dominio que posee adipocitos Provoca que la adiponectina
y colageno favorezca el gasto energético
. . . Regula la sintesis d lesterol
INSIG2 Gen inducido por la Insulina egulafa Sl,n .e5|s ¢ cotestero
y/o acidos grasos
Es el receptor gama Estimula la captacion
PPARG activado por el proliferador de lipidos junto con el acimulo

de peroxisomas

de adipocitos
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Insulina y obesidad

La insulina es una hormona producida por el pancreas, cuya funcién princi-
pal radica en la regulacién de los niveles de glucosa en la sangre mediante su
ingreso ala célula. Este proceso es esencial para el suministro de energia alos
musculos, el almacenamiento hepatico de glucégeno y la conversién de glu-
cosa en lipidos en los tejidos adiposos. La insulina actia como un mensajero
molecular, activando una variedad de procesos metabélicos que mantienen
la homeostasis de la glucosa en el organismo, incluida la translocacién de los
transportadores de glucosa GLUT, lo que aumenta la captacién de glucosa
por parte de las células en respuesta a la insulina. La insulina, mediante la
activacién dela via de sefializacién de PI3 quinasa/AKT, permite la activacién
del fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), que a su vez conduce a la fosforilacién
y activacién de la proteina quinasa B (PKB o AKT), la cual regula una variedad
de procesos celulares clave, incluida la supervivencia celular y la transloca-
cién de GLUT4 (transportador de glucosa) a la membrana plasmatica celular.
Este GLUT representa la via de internalizacidn de la glucosa al interior de la
célula y permite la activacién de la glucégeno sintasa e inhibe la gluconeo-
génesis. La via inicia cuando PI3K fosforila los fosfolipidos de 1a membrana
y convierte al inositol polifosfato 5-fosfatasa, también llamada fosfotidili-
nositol-5-bisfosfato (PIP2) en fosfotidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). La
funcién de esta molécula esta dirigida a activar mediante la fosforilacién
del fosfoinositido dependientes de cinasa (PDK1 y PDK2), que conduce a la
activacion de la fosforilacién de AKT/PKB y PKC (proteina cinasa C) para
trasladar GLUT4 ala membrana plasméatica desde el compartimento vesicular
que se encuentra al interior de la célula.

Cuando una persona obesa presenta resistencia a la insulina, se debe
principalmente a que la via PI3K/AKT2/GLUT4 esta funcionando por deba-
jo de lo necesario o requerido. Pero en cambio, cuando una persona obesa
presenta una actividad normal en la via PI3K/AKT2/GLUT4, el metabolismo
de este paciente obeso serd normal hasta que el cuerpo no pueda amortiguar
las variaciones de esta via. Debido a lo anterior se sabe que la obesidad juego

55



56

Medicina genémica. Un camino hacia la medicina personalizada

un papel muy importante para que un paciente obeso pueda desarrollar
resistencia a la insulina. Esto se observa cuando existe un incremento de
los adipocitos, los cuales favorecen a la expresion de citocinas proinflama-
torias y junto con los 4cidos grasos juegan un papel central en el desarrollo
de resistencia a la insulina en pacientes obesos.

Inflamacion y obesidad (lipoinflamacion)

La obesidad es una patologia que cursa con un estado de inflamacién crénica, la
cualsecaracteriza por unincrementodecitoquinasproinflamatoriasensangre.
Una de las citosinas més relevantes en este periodo de inflamacién es el factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a) junto con algunas proteinasreactantes de fase
aguda, como lo es la proteina C reactiva.

TNF-a

TNF-a es considerada una de las principales adipocitocinas junto con in-
terleucina- 6 (IL-6), proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) y el
inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1). Esta citocina es expresada
por los adipocitos. TNF-a tiene relevancia en estudios sobre la respuesta
inmune y el cancer. Ademads, estd implicada en el desarrollo y expresién
fenotipica de la obesidad, por lo que se le considera como un factor adi-
postatico el cual es inducido cuando se incrementa la masa corporal con la
finalidad de limitar su progresién. También se sabe que el papel de TNF-a es
clave en la resistencia a la insulina, debido a que puede controlar la activi-
dad de la insulina en los adipocitos, utilizando a los inhibidores de la via de
sefializacién de esta hormona, Los pacientes puedan desarrollar resistencia
alainsulina, debido a que puede favorecer a que presente hiperinsulinemia.
La cantidad de TNF-a esta relacionada con el grado de adiposidad y de re-
sistencia a la insulina, por lo que se considerada a esta molécula junto con
su receptor un excelente blanco terapéutico para tratar la resistencia a la
insulina y la diabetes tipo 2.
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Resistina

Es una adipocina rica en cisteinas, la cual es inducida durante la adipogéne-
sis por los adipocitos. Algunos estudios han demostrado que la produccién
de resistina por los adipocitos es baja y que los macréfagos se consideran la
principal fuente de resistina en sangre. Se sabe que esta molécula vincula la
obesidad con la diabetes tipo II al modular la via de sefializacién de la insu-
lina e induce la resistencia a la insulina. Estudios han mostrado que cuando
se suprime la expresién de la resistina, se incrementa la captacién de gluco-
sa estimulada por la insulina y se disminuye la resistencia a la insulina. La
resistina participa en la secrecién de TNF-a y varias interleucinas (IL-1B,
IL-6, IL-8 e IL-12), las cuales se conocen que participan en el desarrollo del
sindrome metabélico.

Se han propuestos tres funciones fisiolégicas a la resistina:
1. Mediador de la regulacién del metabolismo (altera la homeostasis de

la glucosa)

Regulador de la adipogénesis

Se encuentra relacionado con la inflamacién

Se ha observado que la resistina es de suma importancia en enfermeda-
des metabdlicas, inflamatorias y autoinmunes, y también se ha detectado en
pacientes con alteraciones cardiovasculares porla presencia delos macréfagos
implicados en la respuesta inflamatoria relacionada con la obesidad.

ABCA1

Es un receptor de absorcién en los macréfagos, el cual tiene un papel impor-
tante en el movimiento de colesterol y fosfolipidos, en la biosintesis de lipo-
proteinas de alta densidad (HDL), en el transporte inverso de colesterol, en el
transporte de diversos sustratos (a-tocoferol, apo E, interleucina [IL]-18), en
la translocacién de fosfolipidos, absorcién de células apoptéticas y en la regu-
lacién de la inflamacién. Durante su regulacién participan sistemas de recep-
tores nucleares, factores que se unen a otros sitios en el promotor de ABCA1,
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citocinas, hormonas, factores de crecimiento, metabolitos de lipidos, enzimas
y otros mensajeros/factores/vias. Se han encontrado en este gen algunos poli-
morfismos de un solo nucledtido (SNP), los cuales se cree estan involucrados
con la disminucién de los niveles de HDLC. Los transportadores del sistema
ABC tienen una gran importancia en la aparicién de diferentes enfermedades,
entre la que encontramos Alzheimer (ABCAB1y ABCA7/ gpP), aterosclerosis
(ABCA1y ABCG1), enfermedades hepaticas (ABCB11 y ABCB4).

Adiponectina

Péptido secretado por los adipocitos que participan de manera importante en el
desarrollo de enfermedades relacionadas con la obesidad, como la resistencia a
lainsulina, diabetes tipo II y enfermedades cardiovasculares. Existen otro tipo
de células capaces de expresar adiponectinas, entre las que vemos a las células
esqueléticas, miocitos y endoteliales. Esta molécula se cree que participa en
el ensamblaje y secrecién de complejos de adiponectina de orden superior.
Algunos estudios han demostrado que la administracién de adiponectina tiene
efectos sensibilizantes a la insulina, antiaterogénicos, antiinflamatorios y, en
ciertas condiciones, también disminuye el peso corporal. Por lo que la terapia
con adiponectina, puede ayudar al tratamiento de la obesidad, la resistencia a
lainsulina/diabetes tipo 2 y la aterosclerosis. Las isoformas AdipoR1y AdipoR2
son los receptores de la adiponectina.

Grelina (GHRL)

Hormona sintetizada por el estémago, el cual es un ligando natural del receptor
dela hormona del crecimiento (GHSR). Su funcién esté dirigida a estimular la
hormona del crecimiento (GH) que se encuentra en la hipéfisis, participa en la
regulacién neuroendocrina del metabolismo energético y es un indicador del
estado nutricional para el sistema nervioso central.

GHR es un importante mediador que participa en la regulacién del ape-
tito, GHRL provoca las ganas de comer mientras que la leptina ejerce un
efecto contrario, ya que inhibe las ganas de comer. Cualquier alteracién
y/o cambio en cualquiera de estas moléculas puede provocar trastornos o
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enfermedades relacionados con la nutricién, entre las que observamos a la
obesidad, diabetes mellitus tipo 2, enfermedades cardiovasculares y algunos
tipos de cancer.

Colecistoquinina (CCK)

Es perteneciente a las hormonas peptidicas y es secretada por el sistema gas-
trico, principalmente en duodeno, yeyuno e ileon proximal de las células ente-
roendocrinas. Este péptido tiene distintas funciones, entre las que observamos
funciones reguladoras en intestino y cerebro. Este Gltimo tejido participa en el
aprendizaje, memoria y saciedad.

CCK se relacionan con la obesidad porque induce saciedad y reduce la in-
gesta de alimentos, y se secreta a la sangre en cuantos los alimentos se absorben
al sistema sanguineo. CCK-1 es su receptor, el cual estd presente en las fibras C
sensibles a la capsaicina del duodeno, las cuales pueden transmitir la sefial a la
region del cerebro posterior (NTS) y en el estébmago. Estos tltimos receptores
son los que provocan la inhibicién en el vaciado gastrico. Entre las funciones
de CCK est4 la de modular la funcién de varios 6rganos gastricos (pancreas,
vesicula biliar e intestino) mediante sus receptores CCK-1. Un mal funciona-
miento del CCK o de sureceptor origina enfermedades como diabetes mellitus
o calculos biliares. CCK presenta propiedades similares a la gastrina.

Como funciona la CCK

La CCK que se encuentra en estémago, al activar a su receptor CCK-1 provoca
su relajacién estomacal y provoca la contraccién del esfinter, lo cual provoca
una reduccién en la entrada de alimentos por el duodeno. Cuando activa a su
CCK-1depancreas, logra estimular tanto endocrinamente como exocrinamen-
tela secrecién de insulina y la proliferacién de células beta, lo que provoca una
reduccién de la hiperfagia dando sensacién de saciedad. En cerebro, CCK activa
a las células del nucleo del tracto solitario (NTS), lo que provoca saciedad en
el paciente y reduce la sensacién de hambre. También controla los efectos de
la grelina y provoca en el hipotadlamo el bloque de la sintesis de RNAm de la
orexina y de la hormona concentradora de la mielina (MCH).
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GWAS de obesidad

Estudios de asociacién del genoma completo (GWAS) han podido identificar
algunosloci que se encuentran asociados al indice de masa corporal (IMC) y solo
muy pocos se centraron en la obesidad como su principal rasgo o problema. Estos
estudios han podido informarla relacién entre los 2.1 millones de variantes gené-
ticas comunes y el IMC en mas de 300000 personas. La asociacién més fuerte se
encontré en el locus de FTO (gen asociado a la masa grasa y a la obesidad). Este
gen es uno de los mas importantes que detecto GWAS para la diabetes mellitus
tipo 2 (T2DM), el cual detect6 que la asociacién se debia al aumento de IMC en
pacientes con diabetes tipo II, en comparacién con los controles no diabéticos.

La obesidad se ha convertido en una epidemia global con implicaciones pro-
fundas parala salud ptblica. Esta condicién aumenta el riesgo de una variedad de
enfermedades crénicas, como la diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares
y algunos tipos de cancer. A nivel fisiopatolégico, la obesidad esté estrechamente
relacionada con la inflamacién crénica de bajo grado en el tejido adiposo. Los adi-
pocitos no solo almacenan energia en forma de grasa, sino que también secretan
una variedad de moléculas bioactivas, conocidas como adipocitoquinas. Entre
estas adipocitoquinas se encuentran el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y
la resistina, que son dos de las principales proteinas proinflamatorias secretadas
por el tejido adiposo. El TNF-a.se ha implicado enla promocién de la inflamacién
crénica y la resistencia a la insulina en la obesidad, mientras que la resistina
también se asocia con la resistencia a la insulina y la disfuncién metabdlica.
Estas moléculas pueden contribuir a la aparicién y progresién de la obesidad,
asi como a las complicaciones metabdlicas asociadas, como la diabetes tipo 2 y
las enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, se necesita mas investigaciéon
para comprender completamente los roles especificos de estas adipocitoquinas
y su contribucién a la fisiopatologia de la obesidad.

Esimportante tener en cuenta que la obesidad no es una entidad homogé-
nea; existen diferentes causas subyacentes que pueden clasificarse en varias
categorias, incluyendo obesidad monogénica, sindromes asociados con obe-
sidad (como el sindrome de Prader-Willi y el sindrome de Cohen) y obesidad
multifactorial, influenciada por una interaccién compleja entre factores gené-
ticos, ambientales y de estilo de vida.
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El control del apetito y el metabolismo energético esta finamente regulado
porunared compleja de hormonas y neurotransmisores. Hormonas como
la leptina, producida por el tejido adiposo, y la grelina, secretada principal-
mente en el estdmago, juegan un papel crucial en la regulacién del apetito y
la saciedad. Ademads, neurotransmisores como la serotonina, la dopamina y el
péptido YY también estdn implicados en la modulacién del comportamiento
alimentario y la ingesta de alimentos.

Abordar el problema de la obesidad requiere un enfoque integral que inclu-
ya intervenciones a nivel individual, comunitario y politico. Esto implica no
solo la promocién de estilos de vida saludables, como una dieta equilibrada y la
actividad fisica regular, sino también la comprensién y abordaje de los factores
genéticos y ambientales que contribuyen a esta enfermedad multifacética.
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CAPITULO 5

La medicina genomica
de la diabetes mellitus
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Introduccion

La diabetes es una enfermedad no transmisible caracterizada por presentar

hiperglucemia crénica. Dependiendo de los factores que la causen, se clasifica

de la siguiente manera:

<

Diabetes tipo 1: se produce por la destruccién autoinmune de las células
- pancredticas.

Diabetes tipo 2: se genera por la pérdida progresiva de la secrecién y/o ac-
cién de la insulina.

Diabetes gestacional: se diagnostica durante el embarazo en el segundo
o tercer trimestre.

Diabetes tipo mody (del inglés maturity onset diabetes of the young): se pre-
senta en la juventud, asociada a la mutacién de un gen y esta relacionada
con historia familiar.

Diabetes generada debida a otras causas: la diabetes es generada por el
tratamiento prolongado con glucocorticoides, presencia de pancreatitis
o fibrosis quistica, etcétera.
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De los tipos mencionados, la diabetes mellitus tipo 2 es la mas comun, re-
presentando mas del 80% del total de los casos, mientras que el resto se generan
por la diabetes tipo 1y el resto de los tipos de diabetes (5-10%). Por lo anterior,
es fundamental diagnosticar el tipo de diabetes de un paciente debido a que si
bien, en todos los casos se presenta hiperglucemia, su evolucién y tratamiento
son diferentes.

Via de senalizacion de insulina

Como se menciond anteriormente la diabetes tipo 2 (DT2) es la més predomi-
nante y puede presentar diversas complicaciones como hipertensién arterial,
neuropatia diabética, dislipidemia, nefropatia, entre otras. Una molécula
clave en el desarrollo dela DT2 esla insulina, una proteina de 51 aminoacidos
con funcién hormonal secretada por las células §§ de los islotes de Langerhans
en el pancreas, la cual es clave en la regulacién del metabolismo de glucosa.
Esta representa el estimulo principal para la secrecién de la insulina, por lo
cual, de manera fisiolégica al incrementarse la glucemia tras la ingestién de
alimentos, se internaliza la glucosa en las células pancreaticas por medio del
glucotransportador 2 (GLUT 2). Una vez dentro, la glucosa es fosforilada
por medio de la glucoquinasa para formar glucosa-6-fosfato (G-6- P), la cual
entra a glucolisis. Posteriormente, se produce un cambio en la relacién ATP/
ADP, lo que ocasiona una despolarizaciéon de la membrana debido al cierre
de los canales de KATP vy la apertura de los canales de Ca**. El incremento
de la concentracién de Ca*™ intracelular conduce a la secrecién de la insu-
lina almacenada en las células § pancreaticas, la cual es transportada por el
torrente sanguineo para unirse a su receptor localizado en la membrana de
las células blanco (véase figura 1).
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FIGURA 1. SECRECION DE LA INSULINA
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El incremento en la concentracion de glucosa tras el consumo de alimentos produce la secrecion de insulina en las células
B-pancreaticas de los islotes de Langerhans.

En los 6rganos diana, las dos vias principales de sefializacién que activa la
insulina es la de fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K)/proteina cinasa B (AKT) y
la via de Raf/Ras/Mek/MAPK. La via de PI3K es la responsable de la mayoria
de los efectos metabélicos de la insulina. Al unirse la insulina a su receptor,
este se fosforila en el residuo de tirosina quinasa de la subunidad § transmem-
branal reclutando al sustrato del receptor de insulina (IRS). En el musculo y
tejido adiposo se encuentra el IRS1y en el higado, células beta pancreaticas y
neuronas el IRS2. Posteriormente, se activa la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K)
para la formacién de fosfatidilinositol-3,4,5-fosfato (PIP3). Posteriormente,
PDK activa a las tres isoformas de AKT generando las siguientes respuestas
fisiolégicas: a) en el higado y musculo, sintesis de glucégeno a través de la ac-
tivacién de GSK3 (glucégeno sintasa cinasa 3), b) en el higado, inhibicién de
la gluconeogénesis por medio de la fosforilacién de FOXO, c) en musculo y
tejido adiposo incremento del transporte de glucosa a través de la activacién
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del sustrato de AKT de 160kDa (AS160) y participacién en la regulacién de la
sintesis de proteinas a través de mTOR.

Por otro lado, la activacion de la via de MAPK estd involucrada en la
regulacion de la expresién génica y en el control de la mitosis y diferencia-
cién celular. Respecto al musculo, la insulina a través de la sefializacién de
PI3K estimula la translocacién de las vesiculas de almacenamiento (GSV)
del GLUT4 a la membrana plasmatica, para que se internalice glucosa para
su oxidacién.

FIGURA 2. ViA DE SENALIZACION DE LA INSULINA
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La union de la insulina a su receptor produce la activacion de diversas moléculas conduciendo a diferentes respuestas fisiologicas.

Enla DT2 existen diversos factores que contribuyen a generar resistencia
a la insulina, como lo es la acumulacién de lipidos en higado y musculo, el in-
cremento de 4dcidos grasos circulantes, la disfuncién mitocondrial, aumento
del estrés del reticulo endoplasmaético e hiperglucemia. Lo anterior disminuye
la fosforilacién de los residuos de tirosina e incrementa la fosforilacién de los
residuos de serina y treonina, provocando resistencia a la insulina. Asimismo,
se ha descrito que los acidos grasos participan en la resistencia de insulina
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incrementando la fosforilacién de los residuos de serina/treonina a través del
receptor TLR4, el cual activa vias de sefializacién, como la del inhibidor de k8
cinasa (IKK) y de la c-Jun amino terminal cinasas (JNK). La activacién de la
via de JNK produce, ademas de resistencia a la insulina, diferentes efectos en
los tejidos. En el higado produce esteatosis, en tejido adiposo incrementa la
expresién de citocinas proinflamatorias, como IL-1f, IL-6 y TNF-q, y en pan-
creas produce la muerte de las células f y, por ende, disminucién de la secrecién
de insulina. Ademaés, la via de sefializacién de la insulina se ve afectada y se
reduce la captacién de glucosa en musculo y la activacién de la gluconeogéne-
sis en higado. Por su parte, en tejido adiposo incrementa la lip6lisis y produce
disfuncién de los vasos sanguineos.

Genética de la diabetes tipo 2

La diabetes tipo 2 es una enfermedad heterogénea y multifactorial, con mani-
festaciones fenotipicas que varian entre los individuos afectados. El desarrollo
de esta enfermedad estd directamente asociado a factores ambientales y genéti-
cos. Laprevalencia de esta enfermedad depende de la etnia de los individuos, de
tal manera que las poblaciones negras e hispanas tienen una mayor prevalencia
comparadas con las poblaciones asiaticas y blancas. La heredabilidad también
estd asociada a la etnia. En familias escandinavas, por ejemplo, la heredabili-
dad va del 25%-69%. Si se considera todo el continente europeo, el porcentaje
aumenta al 72%, y si se analiza el continente norteamericano, el porcentaje
disminuye al 52%.

La diabetes tipo 2 es una enfermedad compleja. Los estudios epidemio-
légicos demuestran que su desarrollo esta directamente relacionado con los
factores ambientales a los que el individuo esta expuesto. Sin embargo, la
predisposicién correlaciona con la presencia de multiples variantes genéticas
dentro del genoma del cada individuo. Entre los primeros estudios genéticos
realizados para la diabetes tipo 2, se encontraron diversos genes con variantes
asociadas a la proteccién o susceptibilidad de desarrollar esta enfermedad,
entre los que destacan las variantes de los genes PPARG, KCNJ11 y TCF7L2
(véase tabla 1).
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TABLA 1. PRINCIPALES GENES ASOCIADOS CON LA PROTECCION
Y SUSCEPTIBILIDAD A DIABETES TIPO 2

a REGION EFECTO EN A
GEN PROTEINA POLIMORFISMO , POBLACION
CROMOSOMICA DIABETES TIPO 2
Ef .
rs1801282 feCti?] g:g;e;t: r,oxia Europa, Asia
PPARG | PPARY Cambio de 3p25.2 que nc YOT 1 Oriental/
sensibilidad a la .
Pro12Ala . . Sur Oriental
insulina
Aumenta el riesgo
de desarrollar Ameérica,
rs5219 la enfermedad, Asia
KCNJ11 | Kir6.2 Cambio de 11p15.1 debido a que Oriental,
Glu23Lys disminuye la Europa,
secrecion de Medio
insulina Oriente
Aumenta el riesgo
de desarrollar Brasil este y
la enfermedad, sur de Asia,
57903146 al impedir la oblacion
TCF7L2 | TCF7L2 Variante 10Q25.3 P . p
L. homeostasis de arabe,
intronica 2ot
la glucosay la caucasica,
secrecion de la africana
insulina

Gen PPARG

El gen PPARG se encuentra en la regién 3p25.2 y codifica a varios factores de
transcripcion llamados receptores activados por proliferadores peroxisomales
(PPARSs, por sus siglas en inglés, peroxisome proliferator-activated receptors), que
pertenecen a la familia de receptores nucleares. Entre las diversas proteinas
que conforman esta familia, PPARy se encarga principalmente de iniciar la
transcripcién de genes asociados a los procesos de adipogénesis y homeostasis
de la glucosa. Su sobreexpresién en células de musculo e higado tiene un im-
pacto importante en la sensibilidad de estos tejidos a la insulina.

Enuna evaluacion de la asociacién de la variante rs1801282 (cambio de Pro12A-
la) en el ex6n B, con la susceptibilidad de desarrollar diabetes tipo 2, se encontré que
enlosindividuos pertenecientes a poblaciones de Europa, Asia Oriental y Asia Sur
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Oriental, el cambio por alanina presentaba un efecto protector contra el desarrollo
de esta enfermedad. En los diversos estudios realizados sobre el efecto biolégico de
esta sustitucion, se determind que la presencia de la alanina disminuye la afinidad de
la proteina PPARy por diversos ligandos endégenos (4cidos grasos y ecosanoides),
lo que en consecuencia induce una reduccién en su actividad protranscripcional, lo
que permite que se mantenga la sensibilidad basal de los tejidos a la insulina.

Gen KCNJ11

Elgen KCNJ11 se encuentra en la regién 11p15.1y carece de secuencias intrénicas.
Pertenece a la familia de genes de canales de potasio y codifica a la subunidad Kir
6.2. Esta, junto con la subunidad SUR1, componen la estructura del canal de iones
de potasio, llamado KATP. Este canal se encuentra principalmente en la membrana
plasmatica de las células p del pancreas, y modula la produccién de insulina y su
secrecién. KCNJ11 presenta 219 polimorfismos, de los cuales tres (rs5219, rs5215,
rs5210) estan asociados a la susceptibilidad de desarrollar diabetes tipo 2.

De las tres variantes antes mencionadas, la rs5219 (cambio de la Glu23Lys),
es la que presenta una mayor asociacién con el desarrollo de la diabetes tipo
2, razén por la que ha sido estudiada en multiples poblaciones. Se ha reportado
que la variante rs5219 esta asociada con un aumento en el riesgo de desarrollar
diabetes tipo 2, en individuos pertenecientes a poblaciones de América, Asia
Oriental, Europa y Medio Oriente, siendo esta tltimala de menor riesgo. Por si
misma, la presencia de lisina no tiene un impacto significativo en la actividad
y funcién de la subunidad Kir6.2; sin embargo, al acoplarse con SUR1 para
formar el canal KATP, disminuye la sensibilidad de esta proteina por el ATP,
lo que produce una disminucién en la secrecién de insulina.

Gen TCF7L2

Elgen TCF7L2 se encuentra en la region 10q25.3. Codifica al factor de transcrip-
cién 7 (TCF7L2), el cual pertenece ala familia de factores T celulares. Este fue el
primer gen en ser asociado a la susceptibilidad de desarrollar diabetes tipo 2. El
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resultado de un metaanalisis de las diversas variantes del gen TCF7L2, demos-
tré que alrededor del 20% de los individuos diagnosticados con diabetes tipo 2
presentan alguna de las variantes de este gen. Las variantes asociadas a esta
enfermedad afectan el correcto funcionamiento de las células f pancreaticas, es-
pecificamente impiden la homeostasis de la glucosa y la secrecién de la insulina.

Multiples estudios establecen que la variante intrénica rs7903146 es la que
presenta una mayor asociacién con la diabetes tipo 2. Al respecto, se encontré
que esta variante aumenta la susceptibilidad a desarrollar esta enfermedad en
losindividuos pertenecientes alas poblaciones caucasicas, del este y sur asiati-
cas, arabes, africanas y brasilefias. Aunado a lo anterior, se ha reportado que
ciertas variantes estan asociadas a la enfermedad en poblaciones especificas.
Un ejemplo de esto es lo reportado para las variantes intrénicas rs114770437,
rs7896811, rs11196199 y rs11196203, las cuales estan asociadas a la susceptibili-
dad dedesarrollardiabetestipo2enpoblacién con ascendencia africana directa.
De manera similar, se encontré que la variante rs290487-C esta relacionada con
el desarrollo de esta enfermedad en la poblacién han en China.

Genes adicionales asociados con el
riego de desarrollar diabetes tipo 2

Ademas de los genes PPARG, KCNJ11 y TCF7L2, gracias a los estudios de aso-
ciacién del genoma completo (GWAS, por sus siglas en inglés, Genome-Wide
Association Study) fue posible identificar nuevas variantes genéticas asociadas
al desarrollo de la diabetes tipo 2, que para el afio 2022 contabilizaban mas de
500 variantes en diferentes poblaciones en el mundo (Kreienkamp et al., 2023).
A continuacién, se abordaran las mas destacables, las cuales pertenecen a los
genes CAPN10, IRS-1, IRS-2, HNF1A y HNF1B (véase tabla 2).

El gen CAPN10 esta localizado en la regién 2q37. Expresa a la proteina
calpaina 10, la cual pertenece a la familia de proteasas de cisteina. Se ha iden-
tificado que la variante intrénica SNP-44 (rs2975760), asi como los diversos
haplotipos compuestos por las variantes intrénicas SNP43 (rs3792267), SNP19
(rs3842570) v SNP63 (rs5030952), del gen CAPN10, incrementan el riesgo de
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desarrollar diabetes tipo 2 en los individuos pertenecientes a las poblaciones
mexicana-americana, polaca, japonesa, coreana, tunecina y egipcia. Por otro
lado, lareduccién en la expresién de calpaina 10 esta asociada a una resistencia
a la insulina en los diversos tejidos musculares. Lo anterior debido que esta
proteina es una de las principales mediadoras de la translocacién de GLUT4
a la membrana celular. GLUT4 es una proteina glucotransportadora, capaz
de captar e internalizar glucosa a la célula, al recibir la sefial por parte de los
receptores a insulina.

Los genes IRS-1 (regién 2q36.3) e IRS-2 (regioén 13q34) expresan proteinas
pertenecientes a la familia de sustratos del receptor a insulina (IRS, por sus siglas
en inglés, Insulin Receptor Substrates). Estos receptores se encuentran en el cito-
plasma celular y son activados como parte de la cascada de sefializacién iniciada
por la unién de la insulina con un receptor extracelular. La proteina IRS-1 es
fosforilada para su activacién, tras lo cual interacciona y activa otras proteinas
intracelulares, entre las que se encuentran los GLUT (principales transporta-
dores de glucosa). El polimorfismo rs1801278 (sustitucién de Glyg72Arg), del
gen IRS-1, esta asociado con el desarrollo de diabetes tipo 2 en individuos de las
poblaciones mexicanas, caucésicas, asiaticas, sudamericanas y paquistanies.
Lo anterior se debe a que la presencia de arginina en la cadena de aminoécidos
disminuye la fosforilacién de esta proteina, necesaria para su activacion.

IRS-2 tiene la misma actividad biolégica que IRS-1, la diferencia radica
en que para activarla se requiere que los receptores extracelulares detecten
una mayor cantidad de insulina. El polimorfismo rs1805097 (sustitucién de
Gly1057Asp), en el gen IRS-2, esté asociado con el desarrollo de diabetes tipo

2 en individuos de poblaciones del Medio Oriente e India. Lo anterior es con-
secuencia de la sustitucién por acido aspartico en la cadena de aminoacidos, ya
que disminuye IRS-2 suaccién como activador de otras proteinas intracelulares.

El gen HNF1A (regién 12q24.31) y el gen HNF1B (regién 17q12) codifican a
los factores nucleares 1 alfa de hepatocito (HNF-1a) y beta de hepatocito (HNF-
1B), respectivamente. Pertenecen a la superfamilia de factores de transcrip-
cién, encargados de iniciar la transcripciéon de multiples genes relacionados con
la homeostasis de la glucosa, liberacién de insulina y desarrollo celular. Ambas
proteinas son altamente expresadas en células pancreaticas. Las mutaciones
més comunes en estos genes estan asociadas al desarrollo de la diabetes tipo
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MODY (del inglés, Maturity Onset Diabetes of the Young); sin embargo, se ha
reportado que ciertas variantes estdn asociadas a un aumento en la suscepti-
bilidad de desarrollar diabetes tipo 2.

Se haidentificado que para el gen HNF1A, las variantes rs137853240 (sus-
titucién de Gly319Ser), rs483353044 (sustitucién Gluso8Lys) y rs1800574
(sustitucién Alag8Val) aumentan el riesgo de desarrollar diabetes tipo 2
en individuos de las poblaciones oji-cree (Canad4), mexicana y caucdsi-
ca, respectivamente. Lo anterior debido a que las variantes mencionadas,
disminuyen la actividad protranscripcional del factor HNF-1a. En el gen
HNF1B, las variantes intrénicas rs7501939 y rs4430796 estan asociadas con
la susceptibilidad de desarrollar diabetes tipo 2 en individuos de las po-
blaciones chinas, caucésicas y japonesas. Esto debido a que estas variantes
disminuyen la expresién de HNF-1p, afectando el desarrollo de las células
 del pancreas, limitando su actividad. Como consecuencia, se reduce la
secrecién de insulina.

TABLA 2. GENES ADICIONALES QUE SE HAN ASOCIADO CON
EL RIESGO DE DESARROLLAR DIABETES TIPO 2

VARIANTES GENICAS REPORTADAS PARA LA POBLACION MEXICANA

. . Region Efecto en diabetes ..
Gen Proteina Polimorfismo g .. . Poblacion
cromosomica tipo 2
México-
rs3792267 N .
Disminuye la americana,
rs3842570 . . o
155030052 internacionalizacion polaca,
CAPN10 | Calpaina 10 . 2Q37.3 de glucosa en japonesa,
Variantes ..
S tejido, en respuesta coreana,
intronicas en . . .
. a la insulina tunecina,
haplotipo .
egipcia
r$2975760
Variante
intronica
Disminuye la Mexicana,
rs1801278 fosforilacion de caucasica,
IRS-1 IRS1 Cambio de 2036.3 esta proteina, asiatica,
Gly972Arg en presencia de sudamericana,
insulina paquistani
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VARIANTES GENICAS REPORTADAS PARA LA POBLACION MEXICANA

Limita su actividad
rs1805097 L . .
. senalizadora en Medio Oriente
IRS-2 IRS2 Cambio de 13034 . .
presencia de India
Gly1057Asp . .
insulina
rs137853240 . .
37 53 N Comunidad oji-
Cambio de .
cree de Canada
Gly319Ser
rs483353044 Disminuye
HNF1A HNF-1a Cambio de 12424.31 su actividad Mexicana latina
Gluso8Lys protranscripcional
rs1800574
Cambio de Caucasica
Alag8val
Disminuye su
expresion, lo
rs7501939 . .
(S4430796 cual disminuye China,
HNF1B HNF-13 . 17912 la capacidad caucasica,
Variantes . .
L de las células B japonesa
intronicas -
pancreaticas de
secretar insulina

La poblacién mexicana tiene una gran diversidad genética, con una com-
posicién étnica heterogénea que incluye, en su mayoria, ascendencia indigena
(56%-69%), europea (26%-41.8%) y africana (1.8%-6%). Debido a esta varia-
bilidad, el estudio de las variantes asociadas a la diabetes tipo 2, en México, es
compleja. A pesar de esto, se han logrado identificar multiples genes asociados a
la susceptibilidad de desarrollar esta enfermedad. La primera variante asocia-
da con la diabetes tipo 2, en poblacién mestiza mexicana, fue lars2975760
perteneciente al gen CAPN10. Asimismo, se estudiaron las variantes del gen
TCF7L2 en poblacién mexicana, debido a su asociacién con el desarrollo de
diabetes tipo 2 en un gran nimero de poblaciones a nivel mundial. Al respecto,
seidentific6 quela variante rs7903146 esta asociada al riesgo de desarrollar esta
enfermedad para nuestra poblacién.

Se ha identificado que el haplotipo compuesto por las variantes de ascen-
dencia indigena rs117767867, rs13342692, rs13342232, r's75418188 y rs75493593,
del gen SLC16A11, estan asociadas con la susceptibilidad de desarrollar diabetes

73



74

Medicina genémica. Un camino hacia la medicina personalizada

tipo 2 en poblacién mexicana. Posteriormente, se reporté que, por si misma, la
variante rs75493593 del gen mencionado también puede promover la suscepti-
bilidad de desarrollar esta enfermedad. Aunado a lo anterior, se ha observado
que, para poblacién indigena y mestiza mexicana, las variantes rs10811661 del
gen CDKN2A/2B y rs74800100 del gen LOC387761, estan asociadas al riesgo
de desarrollar diabetes tipo 2. Es importante mencionar que esta asociacidn se
debe a que ambas variantes estan implicadas en la disminucién de la secrecién
de insulina, en respuesta a la presencia de glucosa.

Se han realizado estudios genéticos en las poblaciones que componen las
diversas regiones de México. A partir de estos, se ha identificado que las varian-
tes rs1800629 y rs361525, del gen TNFA, estan asociadas con el desarrollo de
diabetes tipo 2 en la poblacién del noroeste y centro del pais. De igual manera,
la variante rs17415296 en la regién 3°-UTR del gen LEPR vy la variante rs4994
del gen ADBR3, estin asociadas con el riesgo de desarrollar esta enfermedad,
en individuos del centro de México (Ciudad de México). La asociacién men-
cionada se debe a que estas variantes fomentan la resistencia a la insulina en
diversos tejidos.

Existen otras variantes en la poblacién mexicana que han sido asociadas
a la susceptibilidad de desarrollar diabetes tipo 2; sin embargo, estas han sido
escasamente estudiadas. Se ha reportado una asociacién de riesgo para las
variantes rs7754840 del gen CDKAL1, rs12779790 del gen CDC123/CAMKA4D,
rs$13266634 del gen SLC30A8, rs7923837 del gen HHEX, rs4402960 del gen IG-
F2BP2yrs2237897 del gen KCNQ1 en poblacién mestiza mexicana. Aunado alo
anterior, se ha identificado que una variante rara del gen HNF1A (rs483353044),
asociada a la susceptibilidad de desarrollar diabetes tipo 2 en poblacién mestiza
mexicana y poblaciones latinoamericanas.

Pruebas de laboratorio basadas en el perfil genético

En la actualidad existen pruebas de laboratorio que, por medio de la evalua-
cién del perfil genético, permiten determinar la predisposicién genética de una
persona a desarrollar DT2. Sibien, la DT2 es una patologia multifuncional, el
componente genético juega un papel importante en su desarrollo. Por lo cual, la
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evaluacién del riesgo de la predisposicidn genética para el desarrollode DT2 es
de gran apoyo para el personal de salud. En conjunto con la evaluacién clinica,
se puede realizar una estrategia mas eficaz tanto en la prevencién del desarrollo
de esta patologia, como en su abordaje terapéutico previniendo el desarrollo
de complicaciones relacionadas.

Una de estas pruebas es DIABETESpredict '™ desarrollada por el Instituto
Broad del MIT, Harvard y el Hospital General de Massachusetts. En la que, en
unamuestra de mucosabucal, se analizan 16 genesimplicadosen el desarrollode
diabetes y se proporciona una puntuacién de riesgo del paciente a desarrollar
DTz2. Ademas, existen en el mercado otros estudios genéticos para evaluar la
predisposicién a desarrollar diabetes, como el de VIVOLABS, donde se analizan
a través de una muestra de mucosa bucal los genes FABP2, ADIPOQ, PPARG,
IRS1 e IL6 (véase tabla 3), los cuales estin asociados con DT2. Por otro lado, la
prueba de BodyFit analiza a partir de ADN de una muestra de saliva, el riesgo de
desarrollar DT2 a partir del analisis de diversos genes, como son FTO, APOAz2,
ABCA1, ADIPOQ, CAPN10, SLC16A11, entre otros.

TABLA 3. ALGUNOS GENES ANALIZADOS POR PRUEBAS DE RIESGO GENETICO A DESARROLLAR DM2

. Proteina a la Funcion de la | Tejido en el que | Repositorio
Gen Localizacion . p h
que codifica proteina se expresa virtual
Captacion,
metabolismo

FABP2 protein . .
proteina intracelulary Intestino

FABP2 26 de union a OMIM
4 . transporte de los | delgado
acidos grasos 2 | . .
acidos grasos de
cadena larga
i:st‘s:;:;gz:e Sintesis de HDL Adipocitos, Protein
ABCA1 9q311 . y fosfolipidos de | vesicula biliar, | Atlas,
union a ATP membrana vejiga Genecards
Miembro 1 )18
Adipocitocina
involucrada en
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Finalmente, este tipo de pruebas son recomendadas para personas con sobrepe-
so u obesidad, con antecedentes de familiares con diabetes, haber presentado
diabetes gestacional, etc., con la finalidad de que el paciente pueda tener una
atencién personalizada, dirigida a un mejor abordaje farmacolégico, nutricional
y de actividad fisica, lo que se traducira en una mejor calidad de vida.

Actualidades sobre los genes
de susceptibilidad a la diabetes

En el caso especifico de la diabetes tipo 2, se han realizado estudios moleculares
para conocer cuiles genes pueden participar en el desarrollo de esta patologia.
Al respecto, a través de anélisis bioinformatico, se ha identificado que existen
factores transcripcionales que potencialmente modulan la diabetes tipo 2. Entre
estos factores transcripcionales se encuentra el factor nuclear 1 alfa de hepatocito
(HNF1A, por su abreviatura del inglés hepatocyte nuclear factor 1-alpha) que tiene
una funcién primordial dentro del proceso de diferenciacién de las células beta
pancreaticas. La disfuncién més frecuente de las células beta pancreéticas, obser-
vada en la diabetes tipo 2, reflejada en una resistencia ala insulina, se puede valorar
laboratorialmente, aunado a datos clinicos, con las pruebas de tolerancia oral ala
glucosa y el modelo de evaluacién de lahomeostasis (HOMA, del inglés homeostasis
model assessment). En un estudio, se evalué cuél era el impacto del polimorfismo
I27L (rs1169288) en el gen del factor nuclear 1 alfa de hepatocito y se relacioné con
los indices laboratoriales mencionados para evaluar la funcién de las células beta
pancreaticas. En un estudio posterior, se encontré que este polimorfismo presente
en el gen del factor nuclear 1 alfa de hepatocito tiene impacto al disminuir la masa
de células beta pancreaticas, provocando un mayor riesgo de diabetes tipo 2. En
humanos, un alelo defectuoso para HNF1A causa diabetes del tipo MODY3 (del
inglés, maturity onset diabetes of the young). Por otro lado, se ha demostrado que la
sobreexpresion excesiva de HNF1A puede generar una disminucién en la expre-
sién de GLUT2, reduccién de la masa de células beta y deterioro de la funcién de
las células beta, generando diabetes en ratones. También se determing el efecto
que presentaba el factor nuclear 1 alfa de hepatocito (factor transcripcional) sobre
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la regulacién de glucosa y en la expresién génica de la dipeptidil peptidasa 4 (del
inglés dipeptidyl peptidase IV, DPP4 también conocida como CD26). Se hareportado
que la actividad enzimatica de la DPP4 se encuentra alterada en los pacientes con
diabetes tipo 2. La DPP4 es una glucoproteina que corta dipéptidos de los extremos
N-terminales de ciertos polipéptidos bioactivos, especialmente aquellos que tienen
una alanina o prolina en la segunda posicién, lo cual modula la actividad biolégica
de estos péptidos, también conocidos como incretinas. Uno de estos polipéptidos
biolégicamente activos es el péptido similar a glucagon tipo 1 (del inglés, glucagon-1i-
ke peptide, GLP-1). Este péptido es secretado por el intestino delgado, posterior a
la ingesta de alimentos y potencia la secrecién de insulina inducida por glucosa y
finalmente participa en los mecanismos de saciedad. Sin embargo, en pacientes
diabéticos la DPP4 degrada GLP-1y reduce la secrecién temprana postprandial de
insulina. Al prevenirlainhibiciéon de GLP-1se mejora sustancialmente la tolerancia
a la glucosa y resistencia a la insulina. Por tanto, los inhibidores de DPP4 consti-
tuyen un grupo de farmacos hipoglucemiantes que se han utilizado ampliamente
para el manejo y la mejora metabdlica de los pacientes con diabetes tipo 2.
Elreceptor a glucocorticoides (GR, del inglés glucocorticoid receptor) también
denominado NR 3C1 (del inglés, nuclear receptor subfamily 3, group C, member 1”)
es un receptor que se une al cortisol y otros glucocorticoides. Se encuentra ex-
presado en casi todas las células e interviene en la regulacién del metabolismo y
sistema inmunolégico. Debido a que el gen presenta diferentes isoformas, estas
ejercen diferentes funciones, proporcionando la caracteristica de ser pleiotrépi-
co, ya que puede ejercer funciones anti- o proinflamatorias, dependiendo de su
localizacién celular (citoplasma o niicleo) y suunién al ligando. El polimorfismo
Bcll (rs41423247) que implica una sustitucién de C/G de intrén 2 de este gen (646
bases rio abajo del ex6n 2) contribuye a la resistencia a insulina e hiperinsuline-
mia. Los portadores homocigotos del polimorfismo Bcll del gen GR presentan
una composicién de grasa corporal total significativamente mayor a que en in-
dividuos heterocigotos. Lo anterior contribuye a un elevado indice HOMA2-IR
(del inglés, homeostasis model assessment of insulin resistance). Para explicar el me-
canismo de las alteraciones metabdlicas y la presencia de este polimorfismo en un
intrén, se descarté que tuviera un papel durante el procesamiento del pre-ARNm
del receptor a glucocorticoides o en corte y empalme alternativo. Una posibilidad
es que el polimorfismo estuviera ligado a variaciones en la regién promotora
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(aumentando su expresién) o incrementando la estabilidad de la regién 3’ no
traducida (3’-UTR, del inglés 3’untranslated region). Al respecto, se report6 que
individuos homocigotos con la enfermedad de Addison (insuficiencia cortico-su-
prarrenal crénica) presentaban una alta prevalencia de adiposidad central, baja
tolerancia a la glucosa, dislipidemia y diabetes. Ademas del polimorfismo Bcll,
se han reportado otros como ER22/23EK (rs6189 y rs6190) que corresponden
a dos polimorfismos en los codones 22 y 23 del exdn 2. Estos polimorfismos de
nucleétido tnico (SNP, del inglés single nucleotide polymorphism) confieren una
respuesta de resistencia a glucocorticoides. Los sujetos sanos, de edad avanzada,
que eran portadores del polimorfismo ER22/23EK presentaron una menor con-
centracién de colesterol total y niveles mas bajos de insulina en ayuno. En otro
estudio se demostré que el efecto del polimorfismo ER22/23EK dependia del sexo
de los participantes. Se reclutaron individuos con tolerancia normal o baja a la
glucosa, v se asocid el polimorfismo ER22/23EK con pardmetros relacionados a
una funcién reducida de células beta del pancreas, mas solo en mujeres y no en
hombres. Al respecto, se ha argumentado que los factores hormonales afectan
la funcién de las células beta pancreaticas. Asi como también se debe considerar
que la concentracién de estrégenos se considera factor protector de las células
beta. De esta manera, las mujeres premenopausicas y las mujeres menopausicas
tratadas con reemplazos hormonales presentan una prevalencia menor de diabe-
tes. Finalmente, se confirma la compleja naturaleza multifactorial de la diabetes,
y el enorme desafio para encontrar un tratamiento que estabilice la enfermedad
o incluso revierta su estado hacia la homeostasis de la glucosa.
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Medicina genomica aplicada
a la nutricion
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La genomica en la nutricion
y su impacto en la salud

El término de salud es definido como un estado de completo bienestar fisico,
mental y social, y no solamente la ausencia de afecciones o enfermedades. Hace
2400 afios, el filésofo Hip6crates relacioné el concepto de “salud” con el de
“dieta”, él defini6é “dieta” como un “régimen general de vida” y sugiri6 que la
salud es resultado de la interaccién de la dieta, actividad fisica, higiene y otros
aspectos del estilo de vida, por lo que desde ese tiempo ya se consideraba que
los factores ambientales son determinantes en el desarrollo de enfermedades.
En la actualidad, numerosos estudios epidemiolégicos corroboran la relacién
que existe entre la calidad de la dieta y el proceso salud-enfermedad.

Sin embargo, ademas de los factores ambientales, los factores genéticos
también influyen significativamente en la predisposicién de desarrollar enfer-
medades no solo monogénicas, sino también multifactoriales. En este sentido,
se propuso el término “exposoma”, para referirse ala totalidad de exposiciones
ambientales, desde la concepcién en adelante, que afectan la salud de las perso-
nas, donde ademas se incluye a los factores genéticos de riesgo y la interaccién
gen-ambiente.
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Lo anteriorllevé al surgimiento de la gendmica nutricional, también conocida
como “nutricién molecular”, la cual estudia la relacién entre el genoma humano
y la dieta apoyandose de la bioinformatica y de las nuevas tecnologias “6micas”
como lo son la gendmica, transcriptémica, proteémica y metabolémica.

Tomando en cuenta lo anterior, la genémica nutricional se ha sustentado
en los siguientes principios:

1. Enciertas situaciones y en algunos individuos, la calidad de la dieta pue-
de representar un factor de riesgo relevante para diversas condiciones
patoldgicas multifactoriales.

2. Losnutrimentos y otros compuestos bioactivos contenidos en los alimen-
tos alteran directa o indirectamente la expresién génica.

3. Elefectodeladietaen el organismo depende en gran parte de la constitu-
cién genética del individuo.

4. Ciertosgenesy sus variantes interaccionan con la dieta, lo cual puede jugar
un papel determinante en la aparicién de enfermedades multifactoriales.

5. Las consultas de nutriciéon que incluyan una evaluacién completa del
estado nutricio y la caracterizacion del genotipo pueden utilizarse
para desarrollar planes de alimentacién personalizados que mejoren
la salud de los pacientes y prevengan la apariciéon de comorbilidades
metabdlicas.

Para su estudio, la genémica nutricional se divide en dos grandes ramas,
la nutrigenética y la nutrigendémica, las cuales tienen objetivos diferentes, sin
embargo, su finalidad es preservar la salud de las personas a través de la ali-
mentacién contemplando su constitucién genética.

La nutrigenética estudia las distintas variantes de un solo nucleétido
(SN'Vs) presentes en el genoma y c6mo estas influyen en la respuesta del or-
ganismo a los distintos macro- y micronutrientes dela dieta. Asimismo, evaltia
elriesgoqueotorgan las SNV para el desarrollo de enfermedades relacionadas a
la nutricién, como obesidad, enfermedades cardiovasculares (ECV), dislipide-
mias, hipertensién arterial (HTA), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), entre otras.
No obstante, también analiza si el efecto de las variantes genéticas puede ser
modulado por otras variables, como la dieta, la actividad fisica, la composicién
corporal, entre otras.
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Por otra parte, la nutrigenémica evalta el efecto que tienen los nutrientes a
nivel molecular, celular y sistémico (véase figura 1), asi como los mecanismos mo-
leculares mediante los cualeslos nutrientes y componentes bioactivos de la dieta
regulan la expresion de genes especificos mediante los siguientes mecanismos:
1. Seunen directamente a factores de transcripcion, activando o inhibién-

dolos, modificando la transcripcién de uno o varios genes.

2. Se unen a receptores nucleares, lo cual permite que migren al nicleo
y se unan a la regién promotora de un gen, actuando como factores de
transcripcién.

3. Se unen a receptores de superficie celular, modifican cascadas de sefa-
lizacién y promueven o inhiben de manera indirecta la transcripcién de
algtin gen.

FIGURA 1. GENOMICA NUTRICIONAL

’7 Genomica Nutricional —‘

Nutrigenética Nutrigenomica

\Y)

-

La nutrigenética estudia las distintas variantes presentes en el genoma y como influyen en la respuesta de un individuo a los
nutrientes y tipo de alimentacion, evaluando el riesgo de desarrollar enfermedades cronicas no transmisibles. Por otra parte, la
nutrigenomica evalia el efecto que tienen estos nutrientes a nivel genético, molecular, celular y sistémico. Fuente: imagen creada
en BioRender.com

Por otro lado, se debe tener en cuenta que existen cambios epigenéticos, de-
rivados de la interaccién del individuo con el medio ambiente, incluida su alimen-
tacién, que promueven cambios en la expresiéon de los genes que, aunado a los

factores anteriormente mencionados, predisponen al desarrollo de enfermedades.
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Debido a lo anteriormente descrito, se propone que, en un futuro préxi-
mo, la consultanutricional sigalas pautas delanutrigenética y nutrigenémica,
logrando asi la “nutricién de precisién” donde se proporcione a los pacientes
“dietas inteligentes” que cumplan con las caracteristicas anteriormente men-
cionadas. Es decir, que se tome muestra sanguinea paralaextracciénde DNAy
suposterior determinacién de variantes genéticas de interés. Enseguida, acorde
a los resultados obtenidos, proporcionar un plan de alimentacién con la dis-
tribucién de nutrientes adecuada segin el genotipo de los sujetos. Ademas,
esta dieta inteligente debe incluir alimentos ricos en componentes bioactivos
(previamente estudiados por la nutrigenémica) en las cantidades adecuadas,
para preservar la salud del paciente y/o que pueda obtener beneficios, segin
la patologia que presente.

Variantes genéticas asociadas a patologias
relacionadas con la nutricion

Obesidad

La obesidad es definida como una acumulacién anormal o excesiva de grasa
corporal que es perjudicial parala salud y afecta a gran parte de la poblacién en
el mundo. Diversos factores contribuyen a su desarrollo, entre ellos, el desequi-
librio energético entre las calorias consumidas y gastadas y la inactividad fisica.

A pesar de que los factores de riesgo ambientales son en gran parte mo-
dificables, los factores genéticos también contribuyen significativamente al
desarrollo de obesidad. En este sentido, existen SNV asociadas a excesiva
adiposidad, mayor ganancia de peso corporal, alteraciones en la sensacién de
hambre-saciedad y variantes que predisponen a preferencias por alimentos
hipercaléricos, con alto contenido de aztcar, grasas saturadas y sodio.

El consorcio de Investigacién Genética de Rasgos Antropométricos (GIANT)
identific6 97 locus asociados con el indice de masa corporal (IMC). Las SNV en el
gen asociado a la masa grasa y la obesidad (FTO) son las que més evidencia tienen
respecto a la predisposicién genética de obesidad, incluso desde la infancia. Este
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gen se expresa en diversos tejidos, principalmente en el tejido adiposo y el hipota-
lamo, ademas, acttia como regulador de la adipogénesis, la homeostasis energética,
el metabolismo de la glucosa y el metabolismo lipidico mediante la regulacién en la
actividad de diversos genes, es por ello su implicacién en la obesidad.

Otro gen diana para el estudio de la obesidad es el que codifica para el recep-
tor de melanocortina 4 (MC4R), este participa en la regulacién del apetito y la
homeostasis energética. Los estudios de asociacién del genoma completo (GWAS)
han identificado diversas variantes en el gen que se han asociado con incremento
del IMC, asi como un mayor consumo de alimentos y kilocalorias totales.

No obstante, se debe considerar que ciertos patrones de alimentacién y
estilo de vida interacttian con diversas variantes genéticas asociadas a obesidad,
por lo que, a pesar de tener la predisposicién genética de riesgo, el efecto de la
variante puede ser modulado por un adecuado estilo de vida.

Enfermedades cardiovasculares

Laobesidad representa un factor de riesgo importante para el desarrollo de di-
versas enfermedades cardiovasculares (ECV), entre ellas la cardiopatia isqué-
mica, la cual esta asociada con un mayor riesgo de mortalidad. Ademas de la
obesidad, existen otros factores de riesgo modificables asociados a la incidencia
de ECV, como la ingestién de una dieta aterogénica, la inactividad fisica, el
alcoholismo vy el tabaquismo.

No obstante, esté establecido que las SNV en genes que codifican para en-
zimas y/o proteinas con funciones especificas en el metabolismo de lipidos y
lipoproteinas plasmaticas son de suma relevancia, ya que confieren fenotipos
lipidicos de riesgo o protectores que se ven reflejados en la incidencia de ECV.

Lalipoproteina lipasa (LPL) es una enzima que participa en el metabolismo
de las lipoproteinas plasmaticas con funciones relevantes, ya que su actividad
determina parcialmente las concentraciones circulantes de triglicéridos (TG)
y de colesterol de lipoproteinas de alta densidad (c-HDL).

Se han identificado cientos de variantes en el gen que codifica ala LPL. Es-
tudios transversales han reportado que las personas que portan el alelo menor
de la variante rs13702 tienen una actividad de la enzima LPL elevada, ademaés
se ha asociado con concentraciones mas bajas de TG y mayores de c-HDL.
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Otro delos genes que mayormente se han asociado con los valores de lipidos
séricos y riesgo cardiovascular, es el que codifica para la proteina transporta-
dora de ésteres de colesterol (CETP). La variante rs708272 G>A es de las més
estudiadas debido a su fuerte efecto sobre las concentraciones de c-HDL.

Se ha evaluado esta variante en poblacién mexicana donde se reporta que
los portadores el genotipo GA/AA que ademas consumian >5% de las kcal totales de
sacarosa mostraron concentraciones mas elevadas de colesterol total (CT) en compara-
cién conlos que tenian el genotipo GG. Ademads, también se observaron concen-
traciones mas elevadas de colesterol de lipoproteinas de baja densidad (c-LDL).

Variantes genéticas relacionadas
a preferencias alimentarias

Las preferencias alimentarias estan determinadas por numerosos factores,
como la disponibilidad de alimentos, aspectos culturales, religiosos, sociales y
econémicos. Ademas, los factores genéticos también participan en las prefe-
rencias por los sabores dulce, salado, amargo y 4cido. Esto contribuye a explicar
la relacién entre la dieta y el riesgo de desarrollar enfermedades crénicas no
transmisibles (ECNT).

Por ejemplo, el gen CD36 codifica la proteina que participa en el reconoci-
miento de grasas en los alimentos y su absorcién en el intestino. La variante
rs1761667 en este gen se asocia a una alteracién en la percepcién de los &cidos
grasos y con un incremento significativo en su consumo. Por ello, se ha aso-
ciado con mayor riesgo de desarrollar ECV.

Otra variante relacionada con el consumo de grasas esla variante Taq1A del
gen que codifica para el receptor de dopamina (DRD2) donde los portadores del
alelo A reportan una mayor ingestién de grasa total, grasa saturada y coleste-
rol, consecuentemente también una mayor predisposicién de desarrollar ECV.

Otro componente de la dieta que se ha asociado con riesgo de desarrollar
obesidad y DM2 son los hidratos de carbonos simples afiadidos a los alimentos.
En este sentido, la variante Ile191Val del gen que codifica el receptor gustativo
tipo 1, miembro 2 (TAS1R2), se ha asociado con un mayor consumo de este tipo
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de hidratos de carbono simples; asimismo, la variante Thri1olle del gen que
codifica para el transportador de glucosa (SLC2a2) se ha relacionado con una
mayor ingestién.

Dietas basadas en nutricion de precision en
la prevencion y tratamiento de patologias
relacionadas con la nutricion

Las dietas personalizadas basadas en el genoma para optimizar el éxito de una
intervencién dietética y disminuir el riesgo de ECNT sigue siendo uno de los de-
safios més discutidos en la comunidad cientifica, donde el analisis heterogéneo
de la dieta a través del consumo de macro- y micronutrientes, tipo de alimentos
y patrones dietéticos agrega complejidad al estudio de las interacciones entrelos
genes, la dieta y laimplementacién de dietas basadas en la nutricién de precision.

LasECV, por su parte, representan un alto gasto en tratamientos médicos y una
considerable disminucién de la calidad de vida del paciente. Respecto a los factores
mas importantes relacionados con la prevencién de las ECV, se encuentra una ali-
mentacién saludable, sin embargo, existen controversias en la literatura respecto a
su definicién y caracterizacién, misma que ha ido cambiando alo largo del tiempo.
Inicialmente, las recomendaciones de la AHA (por sus siglas en inglés, American
Heart Association) se enfocaron en la disminucién de las grasas dietéticas tota-
les; después, en 1961 recomendaron especificamente reducir la ingestiéon de grasas
saturadas y colesterol, asi como aumentar la ingestién de grasas poliinsaturadas,
donde ademas mencionaron la importancia de que las personas con predisposicién
genética a dislipidemias se apegaran especialmente a las recomendaciones.

Posteriormente, a finales de la década de 1990, se hizo énfasis en la necesidad
de basar las recomendaciones nutricionales en evidencia cientifica de primer nivel
parala prevencién de ECV, teniendo en cuenta que cada paciente tiene un genoma
particular, asi como una exposicién diferente a factores ambientales. De esta ma-
nera, las recomendaciones nutricionales personalizadas basadas en el genoma se
han propuesto como una alternativa importante en la prevencién y tratamiento
delas ECNT.
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Sin embargo, a pesar de las expectativas de las dietas basadas en el genoma,
aln nos encontramos en una etapa de transicién que necesita consolidarse,
siendo la principal limitante la falta de replicacién de los estudios existentes
entre diferentes poblaciones de estudio.

Entre lo mas importante a considerar para realizar dietas basadas en
variantes genéticas es una evidencia previa obtenida en estudios de labo-
ratorio y estudios de bioinformatica sobre la funcionalidad y efecto de las
variantes genéticas, ademas que la variante genética sea frecuente en la
poblacién con un preferente efecto alélico aditivo; también, que la variante
tenga asociacién con uno o varios fenotipos intermedios considerados de
riesgo para el desarrollo de ECV. Asimismo, que la variante presente inte-
racciones gen-dieta, considerando los fenotipos intermedios de riesgo para
ECV, y que se haya reportado en otras poblaciones. Ademas, la variante
debe tener evidencia experimental mediante una intervencién dietética
que muestre interacciones gen-dieta a nivel longitudinal; también, que se
asocie con la incidencia de ECV y con la dieta, similar a la descrita para los
fenotipos intermedios de la ECV en un ensayo de intervencién dietética
controlado y aleatorizado.

Conforme alo anteriormente descrito, todas estas condiciones las cum-
plelavarianters13702 T > Cen LPL y suinteraccién con la dieta en la deter-
minacién sérica de los triglicéridos en ayunas (como fenotipo intermedio
de ECV) y en la incidencia de infartos (como fenotipo final de ECV). Esta
variante estd ubicada en la regién 3’ no traducible (3’UTR, por sus siglas en
inglés, untranslated region) del gen LPL (véase figura 2) en un sitio de unién
del microRNA-410, donde el alelo C se asocia con triglicéridos mas bajos
reportado en un metaandlisis con 27 756 sujetos, misma asociacién que se
reporta que es modulada por la ingestién de grasas. El alelo C interrumpe
un sitio de un elemento de reconocimiento de microRNA, lo que resulta en
una ganancia de funcién.
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FIGURA 2. EFECTO DE LA VARIANTE RS13702:T > CEN LPL

* Triglicéridos

Esta variante se ubica en la region 3'UTR del RNA mensajero que codifica a la LPL. Esta variante se encuentra en un sitio de union
de microRNA-410, donde el alelo C se asocia con un menor reconocimiento y con una mayor traduccion de la proteina, de manera
que se relaciona con una menor concentracion de triglicéridos en sangre y una mayor concentracion de LPL. Fuente: imagen creada
en BioRender.com

El estudio Predimed (prevenciéon con dieta mediterrdnea) fue un ensayo
clinico controlado, aleatorizado, multicéntrico, donde se analizaron los datos
de 4131 sujetos con un seguimiento a tres afios que cumplieran con uno o dos
de estos criterios: DM 2 o > 3 factores de riesgo para ECV (HTA, dislipidemia,
IMC > 25 kg/m?, ser fumador y/o con historia familiar prematura de ECV).
Los participantes fueron asignados aleatoriamente a estas intervenciones: una
MedDiet (dos grupos, uno suplementado con aceite de oliva extra virgen y otro
con nueces 30 g/d) y un grupo control (dieta baja en grasas). Los participantes
asignados a ambos grupos de MedDiet recibieron entrenamiento intensivo
para seguir la dieta y se les entregaron raciones de aceite de oliva extra virgen
0 nueces mixtas, mientras que los asignados a la dieta control recibieron ins-
trucciones para reducir la ingestién de todo tipo de grasas.
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Se observé una interaccién significativa gen-dieta al inicio del estudio entre la
variante rs13702 T>C con la ingestién total de grasas insaturadas, de manera que
una mayor ingestién de grasas insaturadas aumentd el efecto decreciente del alelo
C sobre los triglicéridos en ayunas. Esta interaccién fue similar a la interaccién
gen- dieta con acidos grasos poliinsaturados, descrita previamente en el metaa-
nalisis donde se demostré una interaccién significativa entre la variante rs13702 y
los 4cidos grasos poliinsaturados de la dieta con respecto a las concentraciones de
triglicéridos con una asociacién inversa. Ademas, cuando se probo el efecto de la
intervencién Predimed de tres afios con dieta mediterranea (alta en 4cidos grasos
insaturados), se observé una disminucién de los triglicéridos en los portadores del
alelo C; sin embargo, esta disminucién no se detecté en el grupo con dieta control.

Ademas, la variante se asocié con una menor incidencia de accidente ce-
rebrovascular en el grupo de intervencién MedDiet. A su vez, mencionan que
cuando se excluyd alos participantes que tomaban fibratos hubo un mayor nivel
de significancia estadistica para estas interacciones gen-dieta.

Con estos resultados es posible observar cémo a pesar de que un individuo pue-
de ser portador de la variante genética beneficiosa, sus efectos genéticos favorables
pueden ser anulados al recibir una intervencién dietética (en este caso la dieta
control en lugar de la dieta mediterranea) que no es apropiado para su genotipo.

Por otraparte, se ha analizado silas asociaciones entre las variantes genéticas
rs17782313 T>C en MC4R y rs9939609 C>A en FTO con el peso corporal estan modu-
ladas porladieta yla actividad fisica. En ambas variantes, el alelo menor se asocié
con un mayor IMC, sin embargo, se encontré que el IMC en individuos con una alta
adherencia a la dieta mediterrdnea redujeron su IMC de manera significativa en
comparacién con los individuos que presentaron una adherencia baja a la dieta, a
pesar de considerarse como individuos con un alto riesgo genético con 4 o 3 alelos
deriesgo considerando los SN'Vsrs17782313 T>C de MC4R y rs9939609 C>A de FTO.

Impacto de la dieta materna sobre el epigenoma

Como parte del estudio de las ciencias 6micas relacionadas con la respuesta del
individuo al medio ambiente, se encuentra la epigenética que fue definida por
Conrad Waddington (1905-1975) como la capacidad del ambiente que rodea a
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un individuo para moldear su fenotipo. De esta forma, infiri6 la importancia
quetienela interaccién de los genes con el ambiente, donde a partir de un Ginico
genoma se desarrollan las distintas funciones y tipos celulares, especialmente
mediante estimulos especificos en un determinado tiempo y lugar.

La estructura del DNA, que en las células eucariotas se ubica asociado a his-
tonas formando los nucleosomas en el niicleo, puede ser modificada epigenética-
mente exponiendo en diferente magnitud al DNA alas moléculas responsables de
la transcripcién, lo que contribuye a la regulacién de la expresién genética a corto,
mediano y largo plazo. Estos mecanismos incluyen la metilacién del DNA (en re-
giones 5’-CpG-3’), acetilacién y/o modificaciones postraduccionales de histonas,
diferencias en la cromatina dependientes de ATP y los microRNAs que, como se
mencion6 anteriormente, pueden afectar la expresion de los genes (véase figura 3).

FIGURA 3. MECANISMOS EPIGENETICOS
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Los mecanismos epigenéticos incluyen la metilacion del DNA generalmente en regiones 5'-CpG-3', acetilacion, metilacion y/o
modificaciones postraduccionales de histonas, modificacion de la cromatina y los microRNAs. Estos mecanismos determinan el
epigenoma y regulan la expresion génica a corto, mediano y largo plazo. Fuente: imagen creada en BioRender.com

La fase del desarrollo que se ubica desde la preconcepcién hasta la infan-
cia temprana es uno de los periodos mas sensibles respecto a la generacién de
modificaciones epigenéticas, lo que da lugar a diferentes patrones de expresiéon
génica con efectos a largo plazo.
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Debido a que la nutricién forma parte de uno de los factores ambienta-
les més importantes en la interaccién de los genes con el ambiente, se ha
considerado a la nutricién tanto antes como después del nacimiento, un
periodo de gran influencia en el desarrollo fetal e infantil; esto debido a que
el feto posee una gran plasticidad y capacidad para reaccionar y responder
al estilo de vida y al ambiente materno, siendo la nutricién, sobre todo en
esta etapa, un factor con gran capacidad de inducir una metilacién perma-
nente en ciertas regiones del DNA. Los nutrientes que componen la dieta
como los micronutrientes, las proteinas, grasas e hidratos de carbono, asi
como la calidad de esta, tienen la capacidad de alterar la manera en la que
funcionan y se expresan los genes en el Gtero y durante los periodos iniciales
de la vida a través de la modulacién de mecanismos epigenéticos, mismos
que pueden ser controlados por el metabolismo de folatos que afectan los
procesos de metilacién del DNA.

FIGURA 4. FACTORES QUE MODIFICAN EL EPIGENOMA DURANTE EL DESARROLLO FETAL
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Existen factores que modifican el epigenoma durante el desarrollo fetal, uno de ellos es el ambiente intrauterino que incluye la
calidad del sueno, actividad fisica, emociones, consumo de alcohol o tabaco, entre otros. Otro factor importante es la nutricion
prenatal donde las caracteristicas de la dieta tienen la capacidad de promover cambios en el epigenoma, que perduran incluso
hasta la edad adulta. Fuente: imagen creada en BioRender.com
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El riesgo de enfermedad en la edad adulta y su relacién con el ambiente in-
trauterino fue analizado por primera vez por David Barker en la década de 1980,
evidenciando una mayor mortalidad por ECV en individuos que al nacer tuvieron
bajo peso, datos que después fueron confirmados por otros estudios donde ade-
mas encontraron una asociacién entre el bajo peso al nacimiento con un mayor
riesgo de obesidad, DM2 e HTA. Se propone que la desnutricién, limita tanto el
desarrollo como el crecimiento del feto, debido a que se pone en primer lugar el
flujo sanguineo hacia el cerebro, disminuyendo el flujo hacia otros tejidos, como
el musculo, higado, pancreas y rifiones. Por tanto, se reduce la produccién, la
secrecién y la sensibilidad a hormonas que favorecen el crecimiento fetal, como
la insulina o los factores de crecimiento similares a insulina, y de esta forma se
programa al feto respecto a la conservacién de energia en la edad adulta.

En otros estudios desarrollados durante la hambruna holandesa de 1944, se
observé que en la edad adulta de los hijos de las mujeres expuestas a la hambru-
na periconcepcional o durante el primer trimestre de la gestacién, tenian un
riesgo incrementado de desarrollar ECV y DM2. Ademas, otro estudio mostré
un pardmetro de metilacién menor del factor similar a la insulina tipo 2 en
los fetos que estuvieron expuestos a la hambruna en comparacién a los no
expuestos 60 afios después.

En la dieta existen varios compuestos que se han relacionado con una ca-
pacidad de inducir o modificar las marcas epigenéticas caracterizadas por ser
donadoras de grupos metilo, como la colina, la metionina, el 4cido félico, la
betaina, vitamina B12, entre otros, ademas de otros factores como la ingestién
deficiente o excesiva de calorias o proteinas, las dietas ricas en grasas saturadas
o grasas trans, los cidos grasos de cadena corta, los dcidos grasos poliinsatu-
rados, algunos minerales, compuestos antioxidantes de origen vegetal, como
las isoflavonas, los isotiocianatos, los polifenoles o las catequinas.

Perspectivas de la genomica nutricional

Los estudios de genémica nutricional que engloban tanto la nutrigenética como
la nutrigenémica ofrecen conocimientos que actualmente son necesarios para
fortalecerlasbases en el desarrollo de la nutricién de precisién. De esta forma,
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se busca que los estudios utilicen de manera prioritaria los disefios epidemio-
légicos que ofrezcan un nivel de evidencia cientifica mayor, debido a que, en
la actualidad, la mayor parte de la informacién provista en el tema de la gené-
mica nutricional viene de estudios de caricter observacional, mismos que se
deben complementar con estudios de intervenciones dietéticas. Por otra parte,
existe la desventaja de que los estudios de intervencién dietética controlados
y aleatorios a largo plazo son costosos de realizar y tienen una complejidad
logistica, pero en este punto, es el siguiente paso por realizar con un disefio
epidemiolégico adecuado y un nivel de evidencia mejorado.

Ademas, se espera que el costo de las pruebas de genotipificado disminuya,
permitiendo una mayor accesibilidad alas pruebas genémicasy ala generaciéon
de nuevos disefios de paneles con las variantes mas determinantes para cada
poblacién, ya que dependera del tipo de poblacién las variantes que mas se re-
lacionen con la respuesta de los individuos a ciertas caracteristicas de la dieta.

Son necesarios mas estudios que consideren variantes genéticas previa-
mente estudiadas con prevalencias elevadas (> 15%), que influyan significativa-
mente en la respuesta de los sujetos a los diferentes macro- y micronutrientes
enladieta. Asimismo, serd importante la sensibilizacién y educacién tanto para
la poblacién como para los profesionales de la salud acerca de la importancia
de manejar estas herramientas de nutricién de precisién.
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CAPITULO 7

Papel de la farmacogeneética
y farmacogenomica en la
medicina personalizada

Jorge Vergara Galicia

Introduccion a la farmacogenética
y farmacogenomica

Desde los origenes de la medicina y la farmacologia se sabe que las personas res-
ponden de manera diferente a los farmacos, ya que seguramente hemos tenido
conocimiento alguna vez que una misma dosis de un medicamento que resulta
efectiva en un paciente en otro no puede ser la idénea para alcanzar el mismo
beneficio terapéutico, o incluso a llegar a causar reacciones adversas letales.
Estas diferencias interindividuales en la respuesta a medicamentos pueden de-
berse a diversas causas: factores fisiolgicos (funcién cardiovascular, estado
psicolégico, constitucién genética, sexo, edad, indice de masa corporal, estado
nutricional, embarazo y lactancia), factores patolégicos (funcién inmunitaria,
funcién digestiva, funcién hepatica, funcién renal, tipo de patologia, enferme-
dades concomitantes, polimedicacién, estrés) y factores ambientales (exposicio-
nes ocupacionales, tabaquismo, consumo de alcohol, ejercicio, dieta). Bajo este
contexto, se estima que hasta en 30% de los casos, la variabilidad en la respuesta
a los medicamentos se debe a la presencia de variantes genéticas denominadas
polimorfismos. En este sentido, tanto la farmacogenética como la farmacogené-
mica estudian la posible relacién entre la variabilidad genética y la respuesta alos
farmacos. Sibien, estos términos se emplean indistintamente, existen matices
entre ellos, los cuales a continuacién elucidaremos.
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El concepto de farmacogenética fue propuesto por primera vez por el fa-
moso genetista estadounidense Arno Motulsky hace mas de medio siglo en una
época enla que ya empezaba a tenerse claro que la variacién en la respuesta alos
farmacos podia deberse, al menos en parte, alos efectos de la herencia genética.
Posteriormente, Friedrich Vogel adopté el concepto de fenogenética humana
(parte de la genética que estudia los procesos que producen un determinado
fenotipo a partir del genotipo durante el proceso ontogenético) y lo relacion6
con la medicina en términos de los errores innatos del metabolismo, los ge-
nes y enzimas humanos, la importancia de nuevos métodos bioquimicos para
el analisis fenogenético en humanos, el descubrimiento de los heterocigotos
de las enfermedades hereditarias recesivas, tipos de sangre y enfermedades,
enfoques de la farmacogenética humana y la terapia de enfermedades here-
ditarias. Después, aparecié un flujo constante de informes que describian la
contribucién de la genética a la variacién del efecto de los farmacos, donde la
mayoria de ellos se referian a factores farmacocinéticos, es decir, factores que
influyen en la concentracién de farmaco que finalmente alcanzara al recep-
tor farmacoldgico. En este sentido, de esos factores, el mas importante fue la
variacién genética en la expresién y funcién de las enzimas metabolizadoras
de farmacos, enzimas que pueden influir en los niveles de las concentraciones
plasmaticas de los farmacos, generando diferencias en la eficacia y toxicidad
delos medicamentos. Ejemplos de farmacogenética en la respuesta a farmacos
incluyen el uso de enzimas del citocromo P450 (CYP450), que son responsables
de metabolizar muchos fadrmacos en el higado, variaciones genéticas en los
receptores farmacoldgicos y genes implicados en su disposicién, que también
pueden afectar la respuesta a los fArmacos. Por lo tanto, la farmacogenética se
dedica a estudiar como la composiciéon genética de un individuo afecta su res-
puesta a los medicamentos, siendo su objetivo optimizar el tratamiento a nivel
individual ajustando las dosis, prediciendo y reduciendo el riesgo de reacciones
adversas a los medicamentos, adaptando los tratamientos a cada paciente,
generando ahorros de costos, prediciendo las respuestas a los medicamentos
con base en informacién genética y generando una mejor satisfaccién y calidad
de vida del paciente.

Por otra parte, como se menciond anteriormente, el concepto de farmacoge-
nética se acufi6 en la década de 1950 y recogia la idea de que el efecto de las variantes
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de gran tamafio del DNA contribuian de forma importante a la accién variable
de los farmacos en un individuo. Sin embargo, el termino farmacogénomica es
utilizado actualmente para describir la idea de que multiples variantes en todo el
genoma, que difieren entre poblaciones, afectan ala respuesta de los firmacos. En
este sentido, la Conferencia Internacional sobre Armonizacién (ICH), un consor-
cio mundial de agencias reguladoras, ha definido a la farmacogénomica como el
estudio de las variaciones de las caracteristicas del ADN y el ARN en relaciéon con
la respuesta a los medicamentos y a la farmacogenética como el estudio de las va-
riaciones dela secuencia del ADN en relacién con la respuesta alos medicamentos.
Sibien la farmacogenética y la farmacogenémica comparten objetivos similares,
difieren en su enfoque y alcance, ya que la farmacogenética hace referenciaal ADN
y la farmacogendmica estudia las bases moleculares y genéticas de las personas,
incluyendo el ADN, el ARN y los productos de su expresién, asi como su relacién
con la respuesta variable a los firmacos. Por lo tanto, la visién mas integral que
ofrece la farmacogenémica permite profundizar en el conocimiento de las bases
moleculares y los mecanismos de las enfermedades con el objetivo de mejorar la
comprensioén sobre la manera en que interactiia un firmaco y el organismo. En
este sentido, actualmente, la farmacogendémica desemperia un papel crucial en el
descubrimiento, disefio y desarrollo de farmacos, ya que esto implica varias etapas,
incluida la identificacién del blanco terapéutico, la identificacién del compuesto
principal, las pruebas preclinicas y los ensayos clinicos. Por ejemplo, las varia-
ciones en el ADN de la familia de enzimas hepaticas CYP 450 pueden afectar la
descomposicién de més de 30 clases diferentes de medicamentos (Genetic Allian-
ce, 2009), por lo que comprender estas variaciones genéticas puede ayudar a los
investigadores a identificar posibles objetivos farmacolégicos y disefiar nuevas
formulaciones que mejoren la eficacia de los medicamentos, reduzcan su toxici-
dad, asi como adaptar la terapia, el tipo de fairmaco y el régimen de dosificacién
a las caracteristicas especificas de cada paciente. En relacién a esto, los avances
en farmacogendmica han dado lugar a mejoras significativas en el desarrollo de
farmacos, tal es el caso del proyecto internacional HapMap en donde se esta de-
sarrollando un mapa de haplotipos del genoma humano que describe patrones
comunes de variacién genética en la poblacién, el cual podré ayudar a los investi-
gadores a identificar variaciones genéticas que pueden afectar la respuesta a los
medicamentos y disefiar medicamentos que sean més efectivos para poblaciones
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especificas. Por lo tanto y de cara al futuro, la farmacogenémica tiene el poten-
cial de revolucionar el desarrollo de fArmacos y de transformar la forma en que
se prescriben los medicamentos, lo que en dltima instancia conducird a mejores
resultados de salud para los pacientes.

Variabilidad genética y respuesta
a los medicamentos

La variabilidad humana en la respuesta a los farmacos se ha atribuido a diversos
factores potenciales, tanto fisiolégicos (edad, sexo, etnia, peso corporal, funcién
hepética y renal), ambientales (ingesta dietética, administracién concomitante de
farmacos, exposicién a determinadas sustancias quimicas) como genéticos (pro-
cesos farmacocinéticos y farmacodindmicos). En consecuencia, la respuesta de
los pacientes a los medicamentos es muy variable y esta se observa no solo en las
respuestas beneficiosas, sino también en las reacciones adversas a los medicamen-
tos, un problema cada vez mas reconocido que cobra un elevado nimero de vidas
y costos sanitarios; por lo tanto, el principal objetivo de la terapéutica moderna es
seleccionar los farmacos maés eficaces y menos nocivos para el paciente a través
del reconocimiento de la contribucién genética en la variabilidad de la accién de
los farmacos. En este sentido, es bien conocido que la eficacia de un farmaco y las
reacciones adversas que puede inducir estan en funcién de la dosis y/o ventana
terapéutica (una dosis alta incrementa el efecto terapéutico del farmaco, pero al
mismo tiempo aumenta la predisposicién a nuevos o mayores efectos secundarios
indeseables) y determinan el resultado clinico de un medicamento, razén por la
cual para muchos farmacos y sobre todo aquellos con ventana terapéutica estrecha,
la dosis 6ptima necesaria para un tratamiento eficaz y seguro varia significativa-
mente de un paciente a otro. Un ejemplo claro de ello es la warfarina, un anticoa-
gulante fundamental para el tratamiento de enfermedades tromboembdlicas que
tiene un rango de dosis terapéuticas muy estrecho y efectos secundarios poten-
cialmente mortales, razén por la que es obligatorio realizar pruebas de coagulacién
sanguinea frecuentemente a los pacientes que reciben tratamiento con warfarina
para lograr una anticoagulacién eficaz y segura. El uso clinico de la simvastatina
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(estatina de la clase de los inhibidores de la HMG-CoA reductasa) para reducir el
nivel de colesterol en sangre es otro ejemplo que demuestra las grandes variaciones
individuales y dependientes dela dosis en la eficacia y la seguridad de los farmacos;
esto se reflej6 en un estudio de 156 sujetos con niveles de colesterol LDL mayor a
160 mg/dL, los cuales fueron sometidos a un tratamiento con esta estatina y se
logro reducir los niveles de LDL hasta en 53%, no obstante el 5% de los sujetos
presentaron una reduccién escasa o nula, ademas de que causé toxicidad hepatica
y muscular en un pequefio nimero de sujetos. En este sentido, estudios recientes
han sugerido que los polimorfismos genéticos de la HMG-CoA reductasa y los
transportadores de fAirmacos, los cuales, regulan la captacién o el eflujo hepatico
de las estatinas y sus metabolitos, contribuyen a la variabilidad de la eficacia y los
efectos secundarios de los farmacos reductores del colesterol.

Los factores genéticos y no genéticos afectan a la variabilidad individual de la
respuesta a un farmaco, modulando la eficacia y toxicidad de los farmacos en los
pacientes. En este sentido, los factores genéticos suelen provocar cambios perma-
nentes en las funciones de las proteinas, mientras que los factores ambientales y fi-
siolégicos y suimpacto en la respuesta alos farmacos son transitorios en la mayoria
delos casos. En el primer caso, las variaciones individuales son estables alo largo de
la vida y se heredan por transmisién germinal, pero una respuesta farmacolégica
modulada por un factor no genético suele volver a su estado normal tras la correc-
ci6én o eliminacién del factor. Por ejemplo, polimorfismos genéticos delas proteinas
responsables de interactuar con los fairmacos o de las que llevan a cabo su biotrans-
formacién y transporte son las fuentes mas importantes de variabilidad individual
en la eficacia y seguridad de los farmacos; no obstante, es importante mencionar
que las variaciones genéticas pueden deberse también a la insercién, delecién o
duplicacién de secuencias de ADN. En relacién con ello, a nivel molecular, las va-
riaciones genéticas pueden modificar la estructura de una proteina diana a través
de mutaciones en la regién codificante del gen ola cantidad de proteina expresada,
modulando la regulacién génica, lo que en Gltima instancia altera la funcién de la
proteina o las constantes de velocidad y cinética en el caso de una enzima; también,
es importante mencionar que las mutaciones pueden modular la expresion génica
mediante regulacién epigenética. Por otra parte, es bien conocido que las sustancias
quimicas ambientales, farmacos administrados concomitantemente, componentes
dietéticos, el tabaquismo y el consumo de alcohol inducen o inhiben la expresién
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del complejo enzimatico del citocromo P450, lo cual hace que se altere la eficacia
delos farmacos, se induzcan interacciones firmaco-famaco y efectos secundarios.
Ademas, factores fisiol4gicos (edad, sexo, estados patolégicos, embarazo, ejercicio,
inanicién, entre otros) también pueden contribuir significativamente a las varia-
ciones individuales delas propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas de los
farmacos administrados. En conclusion, la variabilidad genética puede afectar la
respuesta a los medicamentos de varias maneras, por ejemplo, a través del meta-
bolismo en donde algunos genes codifican para enzimas que participan en el meta-
bolismo de los medicamentos y la variabilidad genética puede afectar la cantidad
de enzimas producidas o su actividad, lo que a su vez puede influir en la velocidad y
eficacia del metabolismo de los medicamentos; el transporte, donde algunos genes
codifican para proteinas que transportan los medicamentos a través de la mem-
brana celular, puede afectar la cantidad o actividad de estas proteinas, lo que puede
influir en la entrada y salida de los medicamentos de las células; los receptores,
donde algunos medicamentos actian a través de la unién a receptores especificos
en las células, puede afectar la cantidad o afinidad de los receptores, lo que puede
influir en la respuesta a los medicamentos; proteinas asociadas con la respuesta a
los medicamentos, donde proteinas que estin involucradas en la respuesta a los
medicamentos, por ejemplo, en la activacién de cascadas de sefializacién celular,
puede afectar la cantidad o actividad de estas proteinas, lo que puede influir en la
respuesta a los medicamentos. Por lo tanto, la variabilidad genética puede afectar
la respuesta a los medicamentos de diferentes maneras y es importante tener en
cuenta estas diferencias al elegir y administrar medicamentos.

Interrelacion entre genética,
farmacocinetica y farmacodinamia

Lafarmacocinética es la rama de la farmacologia que se enfoca en como el cuer-
po procesay elimina los medicamentos. La genética juega un papel importante
en la farmacocinética, ya que la variabilidad genética puede afectar la forma en
que el cuerpo procesa y elimina los medicamentos. Algunos ejemplos de cémo
la variabilidad genética puede afectar la farmacocinética incluyen:
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¢ Metabolismo: algunos genes codifican para enzimas que participan en el
metabolismo delos medicamentos. La variabilidad genética puede afectar
la cantidad de enzimas producidas o su actividad, lo que a su vez puede
influir en la velocidad y eficacia del metabolismo de los medicamentos.

¢ Transporte: algunos genes codifican para proteinas que transportan los
medicamentos a través de la membrana celular. La variabilidad genética
puede afectar la cantidad o actividad de estas proteinas, lo que puede in-
fluir en la entrada y salida de los medicamentos de las células.

¢ Eliminacién: algunos genes codifican para proteinas que participan en
la eliminacién de los medicamentos del cuerpo. La variabilidad genética
puede afectar la cantidad o actividad de estas proteinas, lo que puede
influir en la velocidad y eficacia de la eliminacién de los medicamentos.

Esto lo podemos ver reflejado con los inhibidores de la hidroximetilglu-
taril-CoA (HMG-CoA) reductasa, conocidos como estatinas, los cuales se
utilizan ampliamente como tratamiento principal de la dislipidemia. Las es-
tatinas se consideran eficaces y seguras, pero tienen efectos secundarios, y
la toxicidad para el musculo esquelético es el mas comun. La miotoxicidad se
considera un efecto secundario dependiente de la exposicién a las estatinas,
que provoca un amplio espectro de trastornos que van desde mialgias leves
hasta rabdomidlisis potencialmente letal, porlo tanto, el riesgo de este efecto
secundario aumenta con la afectacién de la farmacocinética de las estatinas y
la posterior acumulacién de ellas o sus metabolitos. En este sentido, los poli-
morfismos genéticos en el gen de la enzima metabolizadora y transportadora
de las estatinas afectan su farmacocinética y pueden ser responsables de las
diferencias individuales en el tratamiento con estatinas. Por ejemplo, la ator-
vastatina y lalactona de atorvastatina son metabolizadas principalmente por
el CYP3A4, aunque no se han identificado polimorfismos funcionales frecuen-
tes en el gen CYP3A4; sin embargo, la captacién hepatica de la atorvastatina
por los transportadores es importante para la tasa de excrecién del farmaco.
OATP1B1 es un transportador de captaciéon (codificado por el gen SLCO1B1)
que se expresa exclusivamente en el lado sinusoidal de los hepatocitos y es
responsable de la captacién hepatica de fairmacos (incluida la atorvastatina)
y compuestos endégenos procedentes de la sangre. La mayoria de los ensayos
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clinicos sobre la atorvastatina se han centrado en los polimorfismos genéticos
del gen SLCO1B1, donde se han identificado mas de 40 variantes no sinénimas
y estudiado principalmente dos polimorfismos de nucleétido inico como SL-
CO1B1521T>C (rs4149056) y 388A>G (rs2306283). En relacién con ello, en un
estudio clinico, en SLCO1B1521T>C (rs4149056) la concentracién plasmatica
del genotipo T/C o C/C fue 40-81% superior al del genotipo T/T, lo cual est4
directamente relacionado con un estudio in vitro que demostré que SLCO1B1
521T>C (rs4149056) reduce la actividad de transporte de la atorvastatina al
regular a la baja la expresién de OATP1B1 en la membrana plasmaética, cau-
sando un aumento de las concentraciones plasmaticas al reducir la captacién
de atorvastatina en el higado. De igual forma, todo esto se ha demostrado
en varios estudios en donde se reporta que la concentracién plasmatica de
la atorvastatina es 69% y 53% mayor en sujetos japoneses y chinos, respec-
tivamente, que en caucasicos. De igual forma, el metabolismo oxidativo de
la simvastatina estd mediado principalmente por CYP3A4 y CYP3As5. Pocos
estudios han investigado el efecto de los polimorfismos de los genes CYP3A 4
y CYP3A5 en larespuesta de los pacientes al tratamiento con estatinas, pero
un estudio sugiere que CYP3A5*3 (polimorfismo de un dnico nucleotido)
aumenta el efecto de la simvastatina en caucasicos; ademas, otro estudio
recientemente ha reportado que el CYP3A5*3 incrementa la concentracién
plasmética de la simvastatina en aproximadamente 60%. Por lo tanto, los po-
limorfismos genéticos dan lugar a una expresién mutacional de las isoenzimas
CYPy de proteinas transportadoras de fAirmacos, los cuales contribuyen a las
diferencias individuales en la farmacocinética de las estatinas.

Por otra parte, la farmacodinamia es la rama de la farmacologia que se
enfoca en cémo los medicamentos interactian con el cuerpo y producen sus
efectos terapéuticos. La genética también puede afectar la farmacodinamia,
es decir, cémo los medicamentos interactan con el cuerpo y producen sus
efectos. Algunos ejemplos de cémo la variabilidad genética puede afectar la
farmacodinamia incluyen:
¢ Receptores: algunos medicamentos actiian a través de la unién a recep-

tores especificos en las células. La variabilidad genética puede afectar la

cantidad o afinidad de los receptores, lo que puede influir en la respuesta

a los medicamentos.
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¢ Proteinas asociadas conla respuesta a los medicamentos: algunas protei-
nas estan involucradas en la respuesta a los medicamentos, por ejemplo,
enlaactivacién de cascadas de sefializacion celular. La variabilidad gené-
tica puede afectar la cantidad o actividad de estas proteinas, lo que puede
influir en la respuesta a los medicamentos.

¢ Eficacia: la variabilidad genética puede afectar la forma en que los medica-
mentos interactian con el cuerpo vy, por lo tanto, su eficacia. Por ejemplo,
algunos pacientes pueden metabolizar los medicamentos mas rapidamen-
te delo que se espera, lo que puede resultar en una menor concentracién
del medicamento en el cuerpo vy, por lo tanto, una menor eficacia.

Un ejemplo de ello es la variacién genética que contribuye a la variabi-
lidad interindividual tanto de la percepcién del dolor como en la respuesta
analgésica. En este sentido, de los estudios que han investigado la farma-
cogenética de los analgésicos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), la
mayoria han evaluado el efecto de las variantes en el citocromo P450 (CYP)
2C8 (CYP2C8*2, CYP2C8*3y CYP2C8*4) y CYP2C9 (CYP2C9*2y CYP2C9*3)
sobre la exposicién y el aclaramiento de los AINEs, ya que estas enzimas
estan implicadas en el metabolismo de muchos farmacos de esta clase. No
obstante, pocos estudios han investigado los efectos de la variacién genética
de los receptores farmacolégicos, COX-1 (PTGS1) y COX-2 (PTGS2), sobre
la respuesta bioquimica a los AINEs. Las variantes mas estudiadas en PTGS1
son Pro17Leu (rs3842787) v -842A > G (rs1036114), las cuales se encuentran
en completo desequilibrio tanto en poblaciones caucasicas como afroameri-
canasy se ha informado que los individuos portadores de estas variantes son
més sensibles, menos sensibles o igual de sensibles a la aspirina, en compa-
racién con los individuos sin las variantes. Por otra parte, estudios in vitro
conducentes a la caracterizacién funcional de enzimas COX-1 mutantes han
sugerido que la variacién genética puede incluso afectar a la sensibilidad de
diversos AINEs.

Por lo tanto, es importante tener en cuenta la genética al considerar la
farmacocinética y farmacodinamia de un medicamento, ya que puede afectar
la forma en que el cuerpo lo procesa y elimina y la forma en que interacttia
con el cuerpo y produce su efecto terapéutico, todo ello con la finalidad de
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predecir cémo un paciente puede responder a un medicamento en particular
y personalizar la terapia farmacoldgica para mejorar la eficacia y seguridad
del tratamiento.

Pruebas genéticas para la farmacogenética

Las pruebas genéticas parala farmacogenética son herramientas valiosas para ayu-
dar a predecir cémo un paciente puede responder a un medicamento en particu-
lar. En este sentido, los Institutos Nacionales de la Salud (NIH) de Estados Unidos
de Norteamérica definen las pruebas genéticas como un andlisis de cromosomas,
genes o proteinas humanas con el fin de detectar enfermedades hereditarias con
fines clinicos. Sin embargo, a pesar de que las pruebas genéticas se han utilizado
tradicionalmente para el cribado prenatal, el cribado de portadores de un trastorno
genético con fines reproductivos y el diagnéstico de trastornos mendelianos raros
sospechados a partir de pruebas clinicas o antecedentes familiares, con el campo
emergente de la farmacogenética/farmacogendémica, se han propuesto pruebas
genéticas para guiar la terapia farmacoldgica con el fin de mejorar la eficacia delos
medicamentos o evitar sus efectos adversos. En relacién con esto, las recomenda-
ciones del Consorcio de Implementacién de Farmacogenética Clinica (CPIC) se
centran en los pares gen-farmaco para las pruebas genéticas aprobadas por el pro-
grama de las Enmiendas para el Mejoramiento de Laboratorios Clinicos (CLIA) que
muestran evidencias de la necesidad de cambiar la dosis del firmaco o considerar
un farmaco alternativo. Es importante mencionar que el proceso de secuenciacion
e interpretacién debe estar acreditada por el Colegio Americano de Patélogos. Al-
gunos ejemplos de pruebas genéticas utilizadas en la farmacogenética incluyen:
¢ Pruebas genéticas para guiar la dosis de fAirmacos: las variantes genéticas
pueden alterar el metabolismo de los fAarmacos v, por tanto, es necesario
orientarlos ajustes de dosis de los medicamentos para evitar un tratamiento
insuficiente o efectos secundarios derivados de una elevada exposicién a
los mismos. Por ejemplo, la warfarina (anticoagulante oral) ampliamente
utilizado para la prevencién y el tratamiento de trastornos tromboembéli-
cos, presenta una gran variabilidad interindividual en la dosificacién para
alcanzar el rango terapéutico, la cual esta relacionada tanto con factores die-
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téticos como genéticos. Ademas, esto adquiere mayor relevancia debido a que
tiene un estrecho margen terapéutico, razén porla cual el CPIC recomienda
actualmente la realizacién de pruebas para detectar variantes genéticas en
genes relacionados con el metabolismo de la warfarina (CYP2C9), la enzima
diana parala accién de la warfarina (VKORC1) y en vias relacionadas con el
reciclado de la vitamina K (CYP4F2) para orientar la dosificacién de la war-
farina. En relacién con ello, se dispone de pruebas genéticas para CYP2C9*2
y CYP2C9*3 (mas comunes en la ascendencia europea; CYP2C9*2 esté au-
sente en los asiaticos), CYP2C9*5, CYP2C9*6, CYP2C9*8y CYP2C9*11 (méas
comunes en la ascendencia africana) y CYP4F2*3.

Pruebas genéticas para orientar la eleccién de farmacos: las pruebas gené-
ticas pueden ayudar a tomar decisiones sobre el tratamiento al identificar
la sensibilidad o resistencia a los farmacos utilizados para la enfermedad
tratada (eficacia farmacolégica). Por ejemplo, el ivacaftor es un farmaco
aprobado por la FDA para la fibrosis quistica que regula la actividad del
canal regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quisti-
ca (CFTR), que ha demostrado mejorar la funcién pulmonar en ensayos
clinicos. Actualmente, se conoce que aproximadamente el 85-90% de los
individuos de ascendencia europea con fibrosis quistica son portadores de
al menos una copia de la variante F508del, que es una variante funcional
que dalugar a una proteina CFTR anormal, ademas de que los individuos
portadores de dos copias de la mutacién CFTR F5o08del no muestran mejo-
ria de los sintomas clinicos ni de la funcién pulmonar tras el tratamiento
con ivacaftor, razén porloque generalmente serecomiendaun tratamien-
to alternativo para estos pacientes, por lo tanto, las directrices actuales
recomiendan realizar pruebas genéticas de las variantes de CFTR antes
de iniciar el tratamiento con ivacaftor.

Pruebas genéticas para evitar efectos idiosincrasicos de los medicamentos:
las reacciones adversas a los medicamentos (RAMs) pueden provocar mor-
bilidad v, en casos graves, mortalidad, y pueden contribuir a la falta de ad-
herencia al tratamiento farmacolégico. Algunas RAMs con susceptibilidad
genética subyacente (por ejemplo, sindrome de Stevens-Johnson, necrolisis
epidérmica t6xica y enfermedad hepética inducida por farmacos) pueden
prevenirse mediante pruebas genéticas. Por ejemplo, las pruebas genéticas
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ya forman parte integral del uso de algunos agentes antirretrovirales en la
gestién de la atencién clinica del VIH en Estados Unidos de Norteamérica.
Por lo general, el abacavir se tolera bien; sin embargo, puede provocar una
reaccién de hipersensibilidad mediada inmunolégicamente por la activacién
de HLA-B*57:01(variacién genética que se asocia con una mayor probabilidad
de hipersensibilidad al abacavir). Las reacciones de hipersensibilidad al aba-
cavir relacionadas con HLA-B*57:01 se producen en el 3-5% de los pacientes
durante las primeras 6 semanas de tratamiento, por lo tanto, en la actuali-
dad, la Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
(FDA) recomienda realizar pruebas de deteccién del alelo HLA-B*57:01 antes
de iniciar un tratamiento antivirico que incluya abacavir.

El Registro de Pruebas Genéticas (GTR) desarrollado por los NIH es un re-
gistro que incluye pruebas genéticas y servicios de pruebas genéticas, asi como
informacién sobre la finalidad, metodologia, validez y utilidad de la prueba,
los contactos y certificados de los laboratorios. En este sentido, los datos més
recientes de GTR muestran alrededor de 54290 pruebas para 16 406 genes y 10
974 padecimientos realizadas por 509 laboratorios.

Finalmente, esimportante tener en cuenta que las pruebas genéticas parala
farmacogenética son solo una parte de la evaluacién de la respuesta alos medica-
mentos, por lo que es necesario considerar otros factores, como la edad, el peso,
la enfermedad y otros medicamentos que el paciente esté tomando. Ademas, es
importante tomar en consideracién que a pesar de que actualmente se cuenta
con un nimero considerable de pruebas genéticas, se estan investigando nuevas
y se estan mejorando las pruebas existentes para proporcionar resultados méas
precisos y Utiles en la practica clinica, por lo que los resultados de estas pruebas
deben interpretarse con cuidado y en conjunto con otra informacién clinica.

Aplicaciones clinicas de la farmacogenética

Muchos de los farmacos disponibles actualmente en el mercado son en su mayo-
ria para tratar un padecimiento en especifico, pero su uso diario demuestra que la
respuesta clinica puede variar mucho de un paciente a otro, por lo que se requiere
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el uso de enfoques personalizados, como el monitoreo terapéutico de los medi-
camentos (TDM), sobre todo de aquellos medicamentos caracterizados por un
indice terapéutico estrecho. El TDM se define como la medicién en el laboratorio
clinico de un parametro quimico que, con una interpretacién médica adecuada,
influira directamente en los procedimientos de prescripcién de medicamentos
(Haufroid y Picard, 2019). La mayoria de las veces, la TDM convencional se re-
fiere ala individualizacién de la dosis del firmaco mediante el mantenimiento de
las concentraciones plasmaticas del farmaco dentro de un rango terapéutico de-
seadoy, de este modo, se propone al médico una dosis individualizada en funcién
delaconcentracién plasmatica del farmaco mediante un enfoque a posteriori. En
este sentido, hace més de 20 afios, los laboratorios clinicos empezaron a proponer
el uso dela farmacogenética como herramienta complementaria para optimizar
la eficacia de los farmacos, de tal manera que este consenso esta siendo utilizado
actualmente como una herramienta adicional para afinar la seleccién de dosis
0, lo que es mas interesante, para seleccionar, a priori, la primera dosis a admi-
nistrar. Por lo tanto, la farmacogenética y, por extension, la farmacogendémica
combinan la farmacologia y la genética/genémica (como estudio de los genes y
sus funciones) para desarrollar medicamentos eficaces y seguros y proponer una
dosificacién de farmacos (como principal aplicacién relacionada con la TDM)
que se adapte a la composicién genética de una persona para conseguir la mejor
respuesta clinica con una alta eficacia terapéutica y una baja aparicién de RAMs.
Por ejemplo, varios de los servicios de pruebas farmacogenéticas informan los
resultados de las pruebas en términos de fenotipos metabolizadores extensos
(EM), intermedios (IM), pobres (PM) o ultrarrapidos (UM). Estos términos se
refieren a fenotipos metabdlicos definidos por combinaciones alélicas, donde el
fenotipo EM suele consistir en dos alelos funcionales, cada uno de los cuales co-
difica una enzima CYP plenamente funcional; por su parte, el fenotipo MI surge
de un alelo funcional y otro no funcional, y en la mayoria de los casos muestra
una actividad enzimatica CYP normal o ligeramente reducida; por otro lado, el
fenotipo PM son individuos que tienen dos alelos no funcionales. En consecuen-
cia, si se prescribe un medicamento que se metaboliza por la enzima afectada, es
probable que los MP tengan una concentracién plasmatica del farmaco superior
ala esperada, lo que a menudo provocaria efectos secundarios de la medicacién,
y sise tratara de un profdrmaco, mostrarian una falta de eficacia. Por otra parte,

109



Medicina genémica. Un camino hacia la medicina personalizada

los UM poseen una duplicacién de un gen CYP o son portadores de una variante

genética que aumenta la tasa de metabolismo del faArmaco por la enzima codi-

ficada, por lo que si se les prescribe un medicamento que se metaboliza por esa

enzima, puede tener una concentracién reducida del farmaco en el plasma, lo

que podria hacer que el medicamento fuera ineficaz a dosis regulares y si se tra-

tara de un profarmaco, podrian producirse efectos téxicos. Por esta razén, por

ejemplo, la FDA ha publicado una tabla de biomarcadores farmacogenémicos,

que incluye recomendaciones de dosificacién especificas para varios genotipos

del CYP450 de varios farmacos cuando estos se prescriben a EM, IM, PM y UM.
Por lo tanto y tomando en consideracién lo anterior, las aplicaciones cli-

nicas de la farmacogenética incluyen:

¢ Seleccién de medicamentos: puede ayudar a los médicos a elegir el mejor
medicamento para un paciente individual, basado en su genética y su
historial médico. Esto puede mejorar la eficacia de los medicamentos y
reducir el riesgo de efectos secundarios.

¢ Dosis personalizadas: también puede ayudar a los médicos a determinar
la dosis 6ptima de un medicamento para un paciente individual, basado
en su genética y su historial médico. Esto puede mejorar la eficacia de los
medicamentos y reducir el riesgo de efectos secundarios.

¢ Prevencion de reacciones adversas: puede identificar pacientes que estan
en mayor riesgo de reacciones adversas a ciertos medicamentos. Esto per-
mite a los médicos tomar medidas para prevenir estas reacciones, como
cambiar a un medicamento diferente o ajustar la dosis.

¢ Tratamiento de enfermedades con genética compleja: algunas enfermeda-
des, como la enfermedad cardiaca, la diabetes y la enfermedad hepatica,
estaninfluenciadaspormultiples genes. Lafarmacogenéticapuede ayudar
a los médicos a comprender cdmo la genética de un paciente individual
influye en su respuesta a los medicamentos y a seleccionar el mejor tra-
tamiento para su enfermedad.

Finalmente, es importante tener en cuenta que la farmacogenética es solo
unaparte de la evaluacién de la respuesta a los medicamentos y que los médicos
deben considerar otros factores, como la edad, el peso, la enfermedad y otros
medicamentos que el paciente esté tomando, para predecir adecuadamente
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la respuesta a los medicamentos. Ademas, hay que recordar que la farmaco-
genética es una tecnologia en desarrollo y sus aplicaciones clinicas ain estan
siendo investigadas y mejoradas para proporcionar resultados mas precisos y
utiles en la practica clinica.

Desafios y limitaciones de la farmacogenética

Aunque la farmacogenética tiene un gran potencial para mejorar la eficacia y
seguridad de los medicamentos, también existen algunos desafios y limitacio-
nes que deben ser considerados. Por ejemplo, algunos de los retos relacionados
con la adopcién de pruebas genéticas para el diagnéstico y tratamiento de pa-
cientes son la falta de validez y utilidad clinica demostrada de algunas variantes
genéticas y la existencia de otras alternativas menos costosas. En este sentido,
los esfuerzos deberan centrarse en un mayor acceso a la informacién para los
médicos a través de la educacién sobre la disponibilidad de las pruebas, la in-
terpretacién y las acciones clinicas recomendadas basadas en los resultados,
incluyendo la existencia de las guias existentes del CPIC y/o de las sociedades
cientificas. También se ha planteado la preocupacién por la seguridad de los
pacientes debido a la solicitud incorrecta de pruebas, la interpretacién erré-
nea v la falta de seguimiento de los resultados, por lo que la incorporacién de
las pruebas genéticas a las historias clinicas electrénicas facilitaria la toma de
decisiones clinicas basadas en la genética.

Por otra parte, muchas enfermedades o algunos elementos de ellas son po-
ligénicas, es decir, estan influidas por multiples genes, lo cual hace pensar que
las pruebas de panel genético que incluyen varias variantes pueden ser més
eficientes para su uso en el tamizaje y diagnéstico de enfermedades genéticas.
Con relacién a esto y dado que la prevalencia de las variantes varia en las po-
blaciones de origen y que algunas variantes pueden ser raras en algunos grupos
étnicos, las pruebas genéticas seran probablemente masrentables, sise dirigen
a pacientes de un grupo racial/étnico con una alta prevalencia de la variante;
por ejemplo, el alelo HLA- B*57:01 relacionado con la toxicidad del abacavir es
comun que esté presente en individuos de ascendencia europea (frecuencia alé-
licadel 8%), pero poco frecuente en individuos de ascendencia africana (0.3%).
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De igual forma, la implantacién de las pruebas genéticas en la atencién
clinica requerira la creacién de un proceso sencillo para solicitar pruebas ge-
néticas en hospitales y clinicas, asi como el acceso a expertos que aborden las
preocupaciones éticas, legales, comunitarias, de pacientes y familiares, ademés
de informacién sobre el costo y si entran dentro de la cobertura de algtin segu-
ro. Actualmente, algunos de los retos sobre la implementacién de las pruebas
genéticas se estdn analizando en la red de trabajo sobre la Aplicacién Practica
de la GeNémica (IGNITE) que es financiada por los NIH.

Finalmente, las conversaciones con los pacientes y las familias deben adap-
tarse a la finalidad especifica para la que se solicita la prueba genética (diagnosti-
co, prediccién, tamizaje) y guiarse por la informacién sobre riesgos y beneficios
en estos contextos. En relacién con esto, los temas que deberan ser incluidos en
dichas conversaciones deben admitir la discusién sobre si los resultados genéti-
cos alteraran el tratamiento clinico del paciente o proporcionaran informacién
importante para el cuidado del paciente o de los miembros de la familia que pue-
dan ser portadores de la mutacién genética, asi como opciones alternativas a las
pruebas genéticas y sus costos. Es importante mencionar que, actualmente, se
recomienda a los pacientes y familiares la contratacién de un asesor genético
tanto antes de solicitar la prueba como cuando se disponga de los resultados de la
misma, ya que estos estan familiarizados con los procedimientos técnicos de las
pruebas yla interpretacion de los resultados, y tienen amplia experiencia en ase-
soramiento a las familias y en la respuesta a las preocupaciones de los pacientes.

Por lo tanto, es importante seguir investigando y mejorando la farmacoge-
nética para superar estos desafios y limitaciones y para proporcionar una mejor
comprensién dela respuesta alos medicamentos y como la genética influye en ella.
A medida que se desarrolla la tecnologia y se acumula méas informacién, se espera
que la farmacogenética se convierta en una herramienta valiosa para la toma de
decisiones clinicas y para mejorar la eficacia y seguridad de los medicamentos.

Futuro de la farmacogenética

Mas de setenta afios de desarrollo metodolégico han llevado a la farmacoge-
nética a transformarse de una ciencia emergente en un area interdisciplinar
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de investigacién clave para la implantacién de la medicina personalizada, a
través de la inclusién de la genética en las respuestas farmacolégicas median-
te ensayos aleatorios controlados para estudiar diversos genes implicados en
dichas respuestas. También, es importante mencionar que la finalizacién del
Proyecto Genoma Humano desencadend la transicién a la farmacogenémica
debido a que las tecnologias de secuenciacién que se utilizaron en dicho pro-
yecto permitieron determinar el campo de aplicacién de la farmacogenética,
mientras que las herramientas de edicién genémica permitieron descubrir y
validar funcionalmente el campo de aplicacién de la farmacogenética. De igual
forma, las herramientas y conceptos de la estadistica y la informatica han
sido y seran clave para analizar e integrar conjuntos de datos cada vez mas
complejos, acercindonos un paso mas al estudio in silico de la farmaco-émica.
No obstante, a pesar de los indiscutibles avances, quedan numerosos retos por
delante. En este sentido, debido a su naturaleza interdisciplinaria, el progreso
de la farmacogenética podra lograrse a través de diferentes vias (generacién
de datos, anélisis e integracién de datos, priorizacién y validacién de descubri-
mientos), ya que el tamario y la diversidad de la informacién contenida en los
biobancos aumentan constantemente, a medida que el desarrollo de las tecno-
logias de secuenciacién y émicas mejoran la comprension de las vias genéticas
y moleculares, y las historias clinicas electrénicas amplian su caracterizaciéon
clinica. Aunado a lo anterior, las pruebas de alto rendimiento en lineas celula-
res modificadas genéticamente, organoides derivados de pacientes y modelos
orgénicos podran evaluar el impacto de las variaciones genéticas en entornos
controlados y ajustables. Por lo tanto, el establecimiento de soluciones eficien-
tes y seguras para el almacenamiento y el intercambio de datos fomentara el
desarrollo de enfoques estadisticos y de algoritmos de aprendizaje automético
destinados a analizar e integrar datos procedentes de diversas fuentes para
tener una mejor comprensién de la arquitectura genética y de su implicacién
enlaeficacia y seguridad de los medicamentos.

Sin duda, es probable que los ensayos aleatorios controlados sigan desempe-
fiando un papel importante en la aplicacién clinica de la farmacogenética, pero
serd importante maximizar su tasa de éxito y mejorar su rendimiento, lo cual
permita promover el desarrollo de diagnésticos complementarios que midan la
idoneidad de un tratamiento para un paciente en particular. Sin embargo, en la
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actualidad, la investigacién genética y gendmica sigue realizandose predomi-
nantemente en poblaciones de ascendencia europea, pese al consenso general
sobre la necesidad de una mayor diversidad para comprender el genoma hu-
mano, razén por la cual las soluciones a los retos mencionados anteriormente
deben garantizar que los avances en la farmacogenética beneficien a todos. De
igual forma, aunque buena parte de los sistemas sanitarios carecen de la infraes-
tructura necesaria para llevar a cabo el tamizaje de variantes farmacogenéticas,
la prescripcién cada vez mas guiada genéticamente junto con el registro de los
resultados en las historias clinicas electrénicas impulsara la investigacién y al
tiempo, ayudara a perfeccionar las pautas de prescripcién. Por lo tanto, como
puede observarse, el futuro de la farmacogenética es muy prometedor y con un
gran potencial para mejorar la eficacia y seguridad de los medicamentos, por lo
que se espera que continte evolucionando y mejorando con el objetivo de propor-
cionar una atencién médica més personalizada y jugando un papel cada vez mas
importante en la atencién clinica y en la toma de decisiones sobre el tratamiento.
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CAPITULO 8

Organismos transgenicos
con aplicacion en la medicina

Adriana Maria Salazar Montes Francisco Antonio Guillermo Mateos Ramirez
Eva Solis Sta Luis Daniel Hernandez Ortega
Introduccion

Los organismos transgénicos son organismos genéticamente modificados por
la incorporacién de uno o més genes exégenos a su genoma. Organismos a
los que se les han destruido uno o mas de sus genes también son considerados
transgénicos. Se pueden realizar cualquier tipo de combinaciones, es decir,
adicionar un gen de una planta a otra planta de una especie diferente, gen de
una planta a un animal, gen de un animal a una planta, gen de un animal a otro
animal de diferente especie, de un animal o planta a una bacteria, superando
por completo las barreras naturales que separan las especies.

Existen dos tipos de organismos transgénicos: los transgénicos propiamen-
te dichos, también llamados knock in, los cuales cuentan con un gen adicional
no propio en su genoma vy, por lo tanto, en todas sus células; y los organismos
knock out, que carecen de un gen funcional en su genoma vy, por lo tanto, en
todas sus células, y no producen la proteina codificada por ese gen.

Generacion de animales transgénicos (Rnock in)

Para la produccién de un animal transgénico es necesario tener clonado en un
vector el gen que se desea incorporar. A este gen se la llama transgen. El vector
debe de tener un promotor que controle la expresién del transgen y dependiendo
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del promotor utilizado podemos hacer que se exprese el gen en todos los tejidos o
que solo se exprese en algunos en particular. En ocasiones el transgen va acom-
pafiado de un gen reportero que al expresarse desarrolla un color o fluorescencia
y nos indica de manera sencilla el éxito de la incorporacién del transgen a las
células (transfeccién). Por otro lado, se obtienen 6vulos de una hembra los cuales
son fecundados in vitro. Inmediatamente después de la fecundacién el 6vulo es
inyectado en uno de los prontcleos con el vector conteniendo el transgen que
se desea incorporar. El transgen se incorpora en el genoma del ovocito. El évulo
se replica hasta llegar al estadio de blastocisto, tiempo en el que es implantado
en una hembra no prefiada que previamente ha recibido tratamiento hormonal
que la prepara parala anidacién del blastocisto. El desarrollo embrionario sucede
de manera normal hasta llegar a término. Las crias recién nacidas son someti-
das a analisis molecular para la deteccién del transgen en su genoma. Las crias
positivas seran individuos heterocigotos, los cuales tendran que cruzarse entre
hermanos para obtener organismos homocigotos que deberan ser confirmados
nuevamente por analisis molecular (véase figura 1).

FIGURA 1. PROCEDIMIENTO PARA LA GENERACION DE ORGANISMOS TRANSGENICOS
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El transgen deseado se incorpora en un vector mediante el cual se introduce en un ovocito recién fecundado que, una vez en etapa
de blastocisto, se implanta en una madre sustituta donde se desarrollaran los animales transgénicos.
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Generacion de animales knock out

La generacién de animales knock out se basa en la destruccién o modificacién de
la secuencia de un gen. Existen varias técnicas para realizar esto, sin embargo,
hoy en dia el uso de la tecnologia de CRISPR/CAS es la més utilizada pues ha
sido adaptada para la edicién precisa de genes en varios organismos (revisar
capitulo 16 de esta obra). En esta tecnologia se utiliza un vector de expresién
que contiene el gen de una endonucleasa llamada Cas9 y un cDNA que codi-
fica para una molécula de RNA llamada gRNA (RNA guia) que reconoce el
gen que queremos modificar. El vector se transfecta en las células germinales
donde se va a expresar. El gRNA se une por complementariedad de bases en
su secuencia blanco y la Cas9 introduce un corte en la doble cadena de DNA
donde se uni6 el gRNA. Ante la ruptura del DNA, las células activan el meca-
nismo de reparacién “por recombinacién no homéloga” que repara este tipo
de dafios. Este mecanismo frecuentemente introduce inserciones o deleciones
en el sitio de corte, generando una mutacién que modifica e inactiva al gen.
Antes de la implantacién en una madre sustituta, se confirma la presencia de
la mutacién en las células embrionarias a través de un analisis molecular. Una
vez confirmada, el embrién se implanta en una madre sustituta y se permite el
desarrollo embrionario. Al nacimiento de las crias, nuevamente se confirma
la presencia de la mutacién. Estas crias resultan ser heterocigotas, por lo que
para establecer una linea homocigota es necesario realizar una cruza entre
hermanos (véase figura 2).
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FIGURA 2. GENERACION DE ANIMALES KNOCK OUT
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Un gRNA especifico para el gen que se desea alterar es disefiado y se incorpora en un vector que contiene la maquinaria de Cripr/
Cas. Se introduce en células embrionarias que, una vez modificadas, se incorporan en un blastocisto que se implanta en una madre
sustituta. Las crias obtenidas seran heterocigotos que se cruzaran entre si para la obtencion de homocigotos.

Generacion de plantas transgénicas

Para la produccién de plantas transgénicas, el transgen es clonado en un vector
y entonces transfectado a una bacteria o a un virus. La bacteria Agrobacterium
tumefaciens es el vector mas utilizado, ya que es un parasito natural de plantas que
al colonizarlas les transfiere sus genes. E1 Agrobacterium tumefaciens transportan-
do el transgen deseado es introducido en células germinales vegetales a través de
las técnicas de biolistica o microinyeccién. Aunque recientemente se ha logrado
incorporar DNA desnudo a células vegetales mediante biolistica. El transgen se in-
tegrard en el genoma de las células germinales dando lugar a plantas transgénicas.
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Las especies vegetales mas utilizadas para la generacién de plantas trans-
génicas son la Nicotiana tabacum, Nicotiana bethamiana y Arabidopsis thaliana,
aunque también se han utilizado plantas de tomates, platano, papa, arroz,
trigo, maiz, habas, nabos, etc. (véase figura 3).

FIGURA 3. PRODUCCION DE PLANTAS TRANSGENICAS
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El transgen es clonado en un vector, el cual es transfectado en Agrobacterium. El Agrobacterium modificado es transfectado en
células germinales vegetales que daran lugar a una planta transgénica.

Historia

En 1981 Ralph Brinster, dela Universidad de Pennsylvania, y Richard Palmiter,
dela Universidad de Washington, produjeron los primeros animales transgéni-
cos. Se trataba de ratones balb/c a los que se les incorporé el gen de la hormona
de crecimiento de la rata controlada por el promotor de la metalotioneina. La
expresién de metalotioneina se induce en presencia de cadmio, zinc o glucocor-
ticoides, porlo que la administraciéon de cualquiera de estos elementos al ratén
induciala expresién de la hormona de crecimiento y el ratén crecia alcanzando
tamafios hasta dos veces mas grandes que los ratones silvestres.

La generacién de animales trangénicos se enfocé inicialmente con fines de
investigacién en especies animales de laboratorio, como roedores, nematodos,
mosca de la fruta, etc. Posteriormente, se generaron animales transgénicos con
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fines comerciales de consumo humano en algunos animales de granja, como vacas,
ovejas, conejos, gallinas, asi como peces como tilapia, trucha y carpa. Hoy en dia se
ha extendido con otros propdsitos comerciales, como gusanos de seda productores
de fibras de seda de diferentes colores, orugas que contienen el gen de la espidroina,
una proteina ultrarresistente producida por las arafias para tejer sus telarafias. Esta
proteina se usa hoy en dia como materia prima en la produccién de paracaidas y
chalecos antibalas. Particularmente, la generacién de organismos transgénicos tie-
ne innumerables aplicaciones en el &rea médica. Aqui presentamos algunas de ellas.

Animales transgénicos de uso médico
Oveja productora de la hormona de crecimiento

En 2002, cientificos argentinos crearon la primer oveja transgénica llamada Pam-
pa Mansa, cuya leche contiene la hormona de crecimiento humano. Pampa Man-
sa es el resultado de la fusién por electroporacién de un évulo sin ntcleo con un
nucleo modificado de una célula de oveja. El gen de la beta-caseina, una proteina
que se expresa en tejido mamario y se encuentra en la leche fue reemplazado
por el gen de la hormona de crecimiento humana (hGH, por sus siglas en inglés,
human growth hormone), también llamada somatotropina. Con esta estrategia la
hormona de crecimiento humana solo se expresa en tejido mamario y la podemos
recuperar de la leche. El consumo de esta leche ha sido probado y es seguro. Ya
se consume en Estados Unidos y otros paises, pero existe cierta resistencia para
su consumo en Europa. En ese sentido, la compafiia argentina Biosidus creé una
vaca productora de insulina humana que también se expresa en tejido mamario
y se recupera de la leche. Los investigadores de esta compaiiia aseguran que, si
tuvieran 25 vacas como estas, obtendrian la insulina suficiente para tratar a todos
los pacientes con diabetes de su pais que la requieran.

En el mismo contexto, investigadores del Instituto AgResearch de Nueva Ze-
landa generaron a Daisy, una vaca transgénica que produce leche hipoalergénica,
ya que mencionan que entre 2% y 3% de los nifios son alérgicos a alguna de las pro-
teinas de laleche. A través de moléculas de miRNA, los investigadores inhibieron
la expresién de la beta-lactoglobulina, la principal proteina alergénica de la leche.
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Terneras transgénicas productoras de inmunoglobulinas humanas

En Estados Unidos, la compafiia Hematech en colaboracién con algunas univer-
sidades crearon unas cabras productoras de anticuerpos humanos. Estos inves-
tigadores incorporaron en las células de las cabras un cromosoma completo que
contiene todos los genes que codifican para las inmunoglobulinas humanas, un
componente fundamental del sistema inmune. Los animales generados son al
mismo tiempo animales transgénicos y transcromosomales, ya que contienen
genes extras, pero ademdas un cromosoma extra completo (entre el 78% vy el
100% de sus células contienen el nuevo cromosoma).

Estas cabras son laboratorios vivientes productores de anticuerpos. Sin
embargo, el principal reto al que se enfrentan es el purificar los anticuerpos hu-
manos de los anticuerpos de la cabra, ademas de asegurarse que estén libres de
virus. Su objetivo es producir cabras productoras de enfermedades importan-
tes, como viruela, botulismo, antrax, mordeduras de serpientes, entre otras.

Animales donadores de organos para trasplante humano

En los dltimos afios, tras la enorme demanda de 6rganos para trasplante, los
médicos se han visto rebasados para cubrir esta demanda, sobre todo en los tras-
plantes derifién, corazén, pulmoén e higado. Por lo que existe una enorme lista de
espera con muy pocos donadores. En ese sentido, los investigadores han realizado
enormes esfuerzos para cubrir esas demandas y se han enfocado en producir
lechones donadores de 6rganos a pedido, de acuerdo a las caracteristicas de los
pacientes, y asi tratar de cubrir las demandas y salvar més vidas humanas.

Lechones knock out para trasplante de organos a humanos

El Instituto Roslin en Escocia ha creado unos lechones llamados Noel, Angel,
Star, Joy, y Mary. Estos lechones tienen inactivado el gen de la enzima galactosil
transferasa alfa 1,3, cuya funcién es afiadir galactosa en la superficie de las células
porcinas ddndoles una especie de identidad, por lo que al ser trasplantados en
otro animal son reconocidas como extraiias y son rechazadas. Sin embargo, los
6rganos de estos lechones knock out no son rechazados cuando se trasplantan en
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humanos, ya que sus células no presentan galactosa en su membrana y no seran
reconocidas como extrafias por el sistema inmune y serdn funcionales. Otra
estrategia utilizada es la incorporacién de las moléculas humanas CD47, CD46,
CDs55 v CD59 en las células de los érganos del lechén para engafiar al sistema
inmune y las consideren como propios y no extrafios. Estas dos estrategias han
sido combinadas logrando que los érganos permanezcan por mas tiempo en el
receptor. Es importante mencionar que estas estrategias hasta el momento han
sido probadas solo en primates y atin no han sido probadas en humanos.

Por otro lado, el trasplante de valvulas de corazén porcinas a humanos
con problemas de valvulas es una practica clinica realizada desde hace més de
veinte afios. Pocas son las complicaciones reportadas en los pacientes entre
las que incluyen trombo- embolismo, endocarditis y rechazo. A pesar de eso,
la probabilidad de éxito de las valvulas es del 96% con una vida media de cinco
afios. Otra estrategia utilizada en el trasplante de valvulas cardiacas consiste
en recubrir las valvulas antes del trasplante con un polimero natural con la
finalidad de enmascarar los xeno-antigenos y evitar el rechazo.

En 2022 una compaiiia estadounidense trasplant6 un corazén de cerdo a un
hombre de 57 afios de edad de nombre David Bennett, convirtiéndose en el primer
hombre en recibir un corazén de un cerdo. Bennett sufria de una fatal enfermedad
de corazoén. Sobrevivié dos meses al trasplante. Lentamente su sistema inmune
destruyd el corazén trasplantado y su salud se deterioré hasta alcanzar la muerte.

Cerdos con omega-3

Enlaescuela de medicina de la Universidad de Pittsburg en Estados Unidos, un
grupo de investigadores dirigidos por el doctor Yifan Dai crearon cerdos trans-
génicos productores de omega-3, un acido graso insaturado muy benéfico para
la salud y que se encuentra de manera natural en peces, como atin y salmén.
Para realizarlo, los investigadores incorporaron en las células germinales del
pez el gen fat-1que codifica para una enzima desaturasa, cuya funcién es trans-
formar el omega-6 en omega-3. Las células germinales fueron transplantadas
en el itero de madres sustitutas para permitir el desarrollo embrionario. Dada
la cercania fisioldgica entre el hombre y el cerdo, estos cerdos han ayudado a
estudiar el efecto del omega-3 en enfermedades cardiovasculares en humanos.
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Gallinas productoras de proteinas terapéuticas

Desde la produccién de la insulina recombinante en bacterias en los ochenta, el
objetivo de muchas empresas farmacéuticas ha sido producir proteinas recom-
binantes para el tratamiento de varias enfermedades, y para esto se han enfo-
cado en producir animales transgénicos que produzcan estas proteinas recom-
binantes. En ese sentido, cientificos del Instituto Roslin han producido gallinas
transgénicas conteniendo genes que codifican para algunas proteinas usadas en
el tratamiento de cancer y otras patologias. Estas proteinas se extraen del huevo
para preparar los medicamentos correspondientes. Entre estas proteinas estan
el interferdn, la eritropoyetina y anticuerpos para el tratamiento de cancer y
artritis. Cada gallina transgénica puede producir hasta 250 huevos por afio y cada
huevo contiene alrededor de 100 mg de proteina terapéutica.

Gallina productora de lipasa acida liposomica

La deficiencia de la enzima liposomal lipasa 4cida (LIPA) es una enferme-
dad metabélica relacionada con el almacenamiento de grasa: la forma maés
severa de la enfermedad se conoce como la enfermedad de Wolman y puede
provocar la muerte antes del primer afio de edad. En versiones menos seve-
ras causa la acumulacién de lipidos en el higado, bazo, sistema circulatorio
provocando agrandamiento del higado, fibrosis, cirrosis y enfermedades
cardiovasculares.

Desde 2015, se encuentra disponible comercialmente en Europa y Estados
Unidos un medicamento llamado sebelipasa alfa kanuma, similar a la lipa-
sa acida lisosomal humana. Esta proteina es obtenida de los huevos de gallinas
transgénicas y se usa como tratamiento en pacientes con deficiencia genética
delipasa 4cidalisosomal y en problemas de dislipidemia y disfuncién hepatica.

Cabra productora de antitrombina humana
Atryn es una droga recombinante aprobada en Europa en 2006 y por la FDA

en Estados Unidos en 2009. Atryn contiene antitrombina recombinante hu-
mana obtenida de la leche de una cabra transgénica. Con la leche se prepara
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un polvo blanco que se aplica a los pacientes a través de una infusién intra-
venosa con la intencién de prevenir trombosis venosa profunda y otro tipo
de tromboembolismos.

Organismos transgénicos como modelos de enfermedad

La produccién de animales transgénicos también ha sido utilizada para la ge-
neracién de modelos de enfermedades humanas. Para realizarlo, se transfiere
en las células germinales de animales experimentales el gen responsable de la
enfermedad. Estos modelos son utilizados para estudiar la enfermedad desde
suinicio, asi como la progresién y el uso de nuevos tratamientos. Los animales
maés utilizados para generar estos modelos son el ratén, larata, el simio y el cer-
do. Entrelas enfermedades mas estudiadas estan la osteoporosis, enfermedades
infecciosas, diabetes, obesidad, enfermedades cardiovasculares, hipertensién,
enfermedades neurodegenerativas y diversos tipos de cancer. Para el estudio
de enfermedades como osteoporosis y enfermedades inflamatorias se usan
preferentemente simios, y para enfermedades cardiovasculares e hipertensiéon
se usan cerdos.

Plantas transgénicas con aplicaciones médicas

Las plantas transgénicas han sido utilizadas para la produccién de anticuerpos
desde hace mas de 20 afios. Dado su origen, estos anticuerpos son llamados
planticuerpos. Las especies vegetales més utilizadas para este fin son el tabaco,
la papa, la soya, la alfalfa y el arroz y son generados para combatir principal-
mente diferentes tipos de cancer e infecciones virales, como hepatitis, rabia,
y citomegalovirus. Los planticuerpos se producen en toneladas dado que son
obtenidos mayormente de las hojas, las cuales pueden ser cosechadas varias
vecesal afio y son estables tanto a temperatura ambiente como a 4 °C. Algunos
delos planticuerpos mas famosos son: la quimera IgG/IgA contra el antigeno de
superficie de Streptococcus mutans, el principal agente causante de la caries den-
tal; este anticuerpo se produce enla planta del tabaco y es aplicado tépicamente
en las encias y los dientes para prevenir la recolonizacién del Streptococcus. El
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anticuerpo IgG1 contra el antigeno carcinégenico utilizado para el tratamiento
de pacientes de cancer de colon y de seno es obtenido de plantas transgénicas
de tabaco, arroz y arabidopsis, asi como el anticuerpo monoclonal contra CD30
humano que se usa en el tratamiento de linfoma de Hodgkin.

Las plantas transgénicas también han sido generadas para la produccién de
vacunas. Presentan las ventajas de que son comestibles y seguras, no se genera
basura peligrosa e infecto-contagiosa, ya que no se usan agujas ni jeringas, son
baratas y faciles de administrar, por lo que resultan ideales para paises subde-
sarrollados que no cuentan con infraestructura para el almacenamiento de las
vacunas convencionales que debe de ser a bajas temperaturas.

Varias de las vacunas humanas se producen utilizando esta tecnologia, y
entre ellas tenemos a la vacuna contra E coli enterotéxica, contra Vibrio cholera,
virus de hepatitis B, virus de Norwalk, virus de la rabia y cytomegalovirus,
entre otros. Especificamente, una vacuna contra el virus de la hepatitis B ha
sido producida en la planta de la papa expresando el antigeno de superficie del
virus de la hepatitis B (HsBAg). Para su evaluacién se utilizaron 42 voluntarios
sanos previamente vacunados contra hepatitis B a los que se les dio a ingerir
papa transgénica cruda en tres ocasiones. Alrededor del 60% incrementaron
sus titulos de anticuerpos circulantes contra HsBAg, indicando teéricamente
que adquirieron proteccién contra la infeccién del virus.

Otras proteinas recombinantes generadas en plantas

Muchas de las proteinas circulantes en la sangre desempefian funciones varia-
das vitales para la vida. Algunas son enzimas involucradas en el metabolismo
celular, otras participan en la respuesta inmune, otras funcionan como hor-
monas, transportadores de lipidos, vitaminas o minerales, entre muchas otras
funciones. En este contexto, proteinas humanas como albumina, aprotinina,
encefalina, hemoglobina, a1 antitripsina, proteasa C, glucocerebrosidasa, ace-
tylcolinesterasa, transglutaminasa, colagena, lactoferrina, factor estimulador
de colonias de granulocitos macréfagos (GM-CSF)(53), (54), interferén alfa
(55), interferén beta (56), interferén-gama (57), hormona de crecimiento hu-
mano (58), eritropoietina, factor de crecimiento de endotelio vascular, inter-
leucina-2, interleucina-6 (59), interleucina-10 e interleucina-12, entre otras,

127



128

Medicina gendmica. Un camino hacia la medicina personalizada

son producidas de manera recombinante en plantas para el tratamiento de
diversas enfermedades. Sin lugar a dudas, la insulina humana es la proteina
humana recombinante més importante. En 2009 la compariia biotecnolégica
canadiense SemBioSys Genetics desarrollé una planta de cirtamo transgénica
que produce la insulina recombinante humana para el tratamiento de la dia-
betes. Esta insulina es estructural y funcionalmente equivalente a la insulina
humana, reduciendo su costo de produccién en mas del 40%.

Actualmente, las semillas de ciertos cereales, como maiz, arroz, cebada y
trigo, son consideradas buenos recipientes para el almacenamiento de protei-
nas recombinantes. Las proteinas pueden estar en la semilla por largo tiempo
y en ausencia de compuestos fenélicos se mantienen estables. La proteina se
puede suministrar de manera oral, pero si se requiere extraerla, los métodos
de extraccién son rapidos y sencillos.

Conclusiones

A pesar de los enormes avances realizados en el area de la biomedicina, la
generacién de organismos transgénicos es, sin lugar a dudas, uno de los més
importantes. Desde la creacién del primer animal transgénico en 1980, la pro-
duccién de biomoléculas en estos organismos ha mejorado enormemente y ha
impactado favorablemente ala salud, ya que los productos obtenidos de ellos se
utilizan tanto en procesos de inmunizacién como de diagndstico y tratamiento
de muchas enfermedades humanas. A la par de estos beneficios, los costos de
produccién han disminuido debido a que la produccién es a gran escala. Parti-
cularmente con las plantas transgénicas, la posibilidad del almacenamientode
laproteinarecombinante enlassemillas,lashojasolostallosahorrala necesidad
de infraestructura que mantenga los productos a bajas temperaturas, lo que
reduce el costo de produccién vy facilita la distribucién a diferentes partes del
mundo, especialmente en paises subdesarrollados que no cuentan con este tipo
de infraestructura. Aunado a esto, la generacién de vacunas en plantas evita
el uso de agujas v jeringas, puesto que para estar inmunizados bastara con el
consumo de alguna parte de la planta. Esta medida ademas de disminuir los
costos, evita la generacién de basura infecto-contagiosa.
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Hasta el momento no existen evidencias de que el consumo de organismos
transgénicos resulte perjudicial parala salud, sin embargo, el riesgo mas impor-
tante de su uso es a nivel ecoldgico, ya que se estdn generando “superespecies”
que no cuentan con un depredador natural, por lo que el nimero de individuos
transgénicos crece sin control con lo que se alteran las cadenas alimenticias y
los ecosistemas, ocasionando una pérdida en el balance ambiental dado que es
practicamente imposible eliminar genes que fueron introducidos en la natu-
raleza de manera artificial.
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Introduccion

La interferencia de 4cido ribonucleico mensajero (ARNm) es un mecanismo de
defensa natural de las células eucariotas contra la invasién de genes ex6genos;
dicho mecanismo es muy conservado entre las diferentes especies de seres
vivos y su funcién principal es inhibir la expresién de genes a nivel postrans-
cripcional. La inhibicién se lleva a cabo a través de una molécula de ARN de
interferencia pequerfio (siRNA, por sus siglas en inglés, small interference RNA), la
cual se une por complementariedad de bases a un ARN mensajero especifico,
bloqueando asi la expresién de ese gen.

El descubrimiento de estas moléculas de ARN de interferencia como un meca-
nismo de inhibicién de la expresién de genes, ha puesto en evidencia una nueva for-
ma de regulacién génica. Una delas principales ventajas de su uso es quela inhibicién
delaexpresién génica es a nivel postranscripcional y es transitoria. El entendimiento
de este proceso ha permitido que hoy en dia se disefien de manera sintética moléculas
de siRNA dirigidas a bloquear la expresién de genes de manera selectiva.

LossiRNA provienen de un gen ancestral comtn conservado entrelas espe-
cies. En eucariotas superiores este mecanismo ha evolucionado para controlar
la expresién de genes enddgenos. Se cree que al menos el 30% de los genes
humanos son regulados por este mecanismo. Los siRNA fueron descubiertos
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por primera vez en petunias en los afios ochenta. Al introducir un ARNm con
lafinalidad de generar un color mas intenso en la flor, se observé un resultado
contrario, las flores adquirian un color més tenue.

En 1998 Fire y Melow usaron esta estrategia en un modelo de gusano de
seda, demostrando que al utilizar un siRNA con secuencia complementaria
a un ARNm especifico, se inhibia la expresién del gen correspondiente. Este
descubrimiento los hizo merecedores de ser los ganadores del premio Nobel
de medicina en 2006 “por descubrir un novedoso mecanismo del control de la
expresion génica” (Fire et al., 1998). Este descubrimiento puso en evidencia
una novedosa forma de regulacién génica que se podia utilizar como una he-
rramienta biotecnoldgica.

Los siRNA son pequefios ARNs de doble cadena que se unen por comple-
mentariedad de bases a una regién especifica de un ARNm. Sila complemen-
tariedad de bases es completa, se induce la degradacién del ARNm, y si es in-
completa, se bloqueala traduccién. Por cualquiera de estos dos mecanismos se
inhibe la expresién del gen de manera transitoria a nivel postranscripcional.
Como mencionamos anteriormente, las moléculas de siRNA se pueden produ-
cir endégenamente por las células, o se pueden disefiar para que sean comple-
mentarios aun ARNm de interés para posteriormente fabricarlos por sintesis
quimica y utilizarlos en modelos celulares, animales y/o vegetales.

Tipos de ARNs de interferencia

Los ARNs de interferencia son ARNs no codificantes (IncRNAs, por sus siglas
en inglés, long non coding RNAs) que participan en la regulacién de la expre-
sién génica tanto en el proceso de transcripcién, en modificaciones postrans-
cripcionales, asi como en la interrupcién de la traduccién. Se clasifican de
acuerdo a su tamaifio, estructura y funcién en ARNs largos no codificantes
(IncRNA) de aproximadamente 200 nucleétidos y ARNs pequerios no codifi-
cantes (sncRNA, por sus siglas en inglés, small noncoding RNAs) menores de
200 nucledtidos.
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IncRNA

Aunque la mayoria de IncRNAs son no codificantes, recientemente se han en-
contrado algunos IncRNAs que codifican para pequefias proteinas o micropép-
tidos. Algunos IncRNAs incluyen regiones intergénicas, intragénicas, sentido
o antisentido. Los principales mecanismos de accién de los IncRNAs son en
la regulacién transcripcional y la regulacién epigenética al unirse a ciertas
regiones del promotor, interrumpiendo la transcripcién.

SncRNA

En relacién con los sncRNA, se han descrito tres distintas moléculas de inter-
ferencia: micro ARN (miRNA, por sus siglas en inglés, micro ribonucleic acid),
ARN de interferencia pequetio (siRNA, small interference ribonucleic acid), y ARN
asociado a PIWI (piRNA, piwi-interacting RNA). PIW1 (P-element Induced WImpy
testis in Drosophil) es una proteina que se une a ciertas regiones del ADN donde
existen transposones y sumecanismo de accién es, junto con un siRNA impedir
la movilidad de estos transposones a lo largo del genoma. Este mecanismo solo
se ha observado en animales y es necesario realizar mas estudios para dilucidar
a més detalle su funcién bioldgica.

miRNA

Los miRNA son moléculas cortas de ARN doble cadena (ARNdc) de entre 21
y 25 nucleétidos de longitud y su secuencia esta codificada en el genoma. Se
generan por la accién de la RNA polimerasa II como un precursor primario
llamado pri-miRNA con estructura de horquilla y dos colas no apareadas. El
pri-miRNA es procesado por una RNAasa III denominada Drosha presente
en el nucleo, produciendo una molécula méas pequefia en forma de horquilla
denominada pre-miRNA de una longitud aproximada de 65-70 nucleétidos. La
horquilla de pre-miRNA es exportada al citoplasma por la exportina 5, donde
una RNAasa llamada DICER la corta de manera escalonada en pequefios frag-
mentos de RNA de doble cadena de 21 a 25 nucleétidos de longitud, cuyo extre-
mo 3’ presenta dos nucledtidos no apareados; esta molécula es conocida como
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RNA de interferencia pequefio (siRNA). Los siRNAs inducen en el citoplasma
la formacién de un complejo de proteinas denominado RISC (RNA-Induced Si-
lencing Complex) al cual se le une. El complejo RISC contiene una helicasa que
separa las dos cadenas del siRNA y se queda unido a una de ellas. RISC puede
quedarse con la cadena sentido (cadena pasajera) o la antisentido (cadena guia)
del siRNA. El mecanismo por el cual RISC determina con cual cadena quedarse
es complejo, pero se cree que la helicasa del RISC se queda con la cadena de RNA
cuyo extremo 5’ sea mas facil de abrir. Una vez que RISC se queda con una de
las cadenas, busca el RNA complementario a su secuencia y se une a él. Sila
molécula de siRNA es perfectamente complementaria al RNAm, una nucleasa
del complejo RISC homéloga a DICER denominada DICER2 lo corta en dos par-
tes, las cuales son degradadas por la maquinaria celular. Si solo es parcialmente
complementario, se queda unido al ARNm bloqueando la traduccién de este.
Con cualquier de estos dos mecanismos la expresién del gen es bloqueada a nivel
postranscripcional (véase figura 1). Hasta el momento se han sido identificados
alrededor de 35000 miRNA diferentes en 223 especies de plantas y animales.

siRNA

Las moléculas de siRNA de origen endégeno son pequefios RNAs de doble ca-
dena obtenidos a través del procesamiento de los miRNA. Adema4s, se pueden
disefiar siRNAs con el objetivo de silenciar o inhibir la expresién de un gen de
interés, los cuales pueden ser producidos mediante sintesis quimica y utilizados
en diferentes modelos como cultivos celulares utilizando diferentes tipos de
vectores. También se pueden producir siRNA disefiados de forma endégena me-
diante el uso de vectores como plasmidos que contengan la secuencia genética
que codifique para una molécula similar al pre-miRNA, llamada shRNA (short
hairpin RNA), que se procesa por el mismo mecanismo que los endégenos natu-
rales, generando las moléculas de siRNA de una longitud de 21-25 nucleétidos
(véase figura 2). Independientemente de su origen, una vez presente en el cito-
plasma, los siRNA inducen la formacién del complejo RISC, el cual orquestara
la degradacién del RNAm al cual es complementario, inhibiendo la expresién
del gen a nivel postranscripcional como previamente se explicé (véase figura 1).
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FIGURA 1. MECANISMO DE SILENCIAMIENTO GENERAL POR MIRNAS
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El gen de miRNA es transcrito a pri-miRNA por la RNA polimerasa Il, el cual es procesado por la ribonucleasa DROSHA a pre-miRNA.
El pre-miRNA es transportado al citoplasma por la exportina 5 donde DICER lo procesa en RNA pequeio de doble cadena llamado
siRNA. DICER induce la formacion de un complejo multiproteico llamado RISC, el cual se une al siRNA eliminando una de sus
cadenasy conservando la complementaria al RNAm. Este complejo se une al RNAm por complementariedad de bases induciendo
su degradacion.
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Vectores para la transferencia de siRNA

Los vectores més utilizados para la transferencia de shRNAs en modelos
celulares o animales son plasmidos, adenovirus, lentivirus, retrovirus y
adenoasociados. Estos vectores permiten la transferencia de estas molécu-
las hasta el ntcleo, en donde la secuencia del shRNA sera transcrita por la
polimerasa I y se produciran moléculas de siRNA. Esta estrategia permite
la expresion temporal del shRNA vy, por lo tanto, de las moléculas de siRNA,
por lo que observamos la inhibicién de la expresién génica por més tiempo
(véase figura 2).

FIGURA 2. VECTORES USADOS PARA EL ENVIO DE SIRNAS A LAS CELULAS
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Existen dos mecanismos para el uso de siRNAs como estrategia biotecnologica. Una es sintetizando moléculas de siRNA que se
introducen a las células donde seran reconocidas por DICER e induciran la degradacion del RNAm blanco. La otra es a través del
uso de un vector que entra al nicleo e induce la expresion de un shRNA que sera procesado a siRNA.

Para la transferencia de siRNAs sintéticos se utilizan dos estrategias, ad-
ministracién directa del siRNA y por lipofeccién. Utilizando estas moléculas
de micro-ARNs, el efecto de la inhibicién de la expresién génica es mucho mas
rapido, debido a que sumecanismo de silenciamiento inicia en el citoplasma de
la célula, sin embargo, tienen la desventaja de que se necesita la administracién
de dosis continuas para obtener un efecto mas prolongado.
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Aplicaciones de la tecnologia
de los ARNs de interferencia

El entendimiento del mecanismo por el cual los siRNA controlan la expresién
génica, noshapermitidoeldesarrollodeestrategias quenos permitan controlar
la expresion de distintos genes de interés. Actualmente, estas estrategias se
utilizan en distintas 4reas, ya sea con fines de investigacién y/o aplicada, como
en la agricultura y ciencias de la salud.

Suuso en diferentes organismos nos ha permitido obtener informacién so-
bre los genesinvolucradosen eldesarrollo,lareproduccién, el comportamiento
y el sistema inmune, entre otros mecanismos.

Por ejemplo, las moléculas de siRNA se pueden utilizar en aquellos casos
donde la sobreexpresién de un gen esta relacionada con alguna patologia. En
estos casos el envio de un siRNA dirigidos al ARNm sobreexpresado disminuye
la sintesis de la proteina involucrada en el dafio. Este importante recalcar que
este mecanismo es transitorio y provoca pocos o nulos efectos adversos.

siRNA en insectos

La tecnologia de ARNs de interferencia podria ser utilizada para evitar la pro-
pagacion de enfermedades transmitidas por insectos, ya sea interfiriendo en
mecanismos que ayuden a evitar la sobrepoblacién o directamente sobre molé-
culas que ayudan a la transmisién.

La enfermedad de Chagas es una enfermedad infecciosa causada por el
parésito Trypanosoma cruzi (TC), el cual es transmitido por la picadura del in-
secto hematéfago Rhodnius prolixus. En el afio 2006, un grupo de investigadores
diseflaron una molécula de siRNA complementaria al ARNm de la proteina
anticoagulante nitroporina 2, la cual es utilizada por este insecto para evitar
la coagulacién de la sangre. Mediante lipofeccién administraron oralmente en
larvas el siRNA, esto resulto en una disminucién significativa en la expresién
de la nitroporina 2, en donde administraron via oral una formulacién de lipo-
somas con moléculas de siRNAS, lograron introducir un siRNA en liposomas
y administrados por via oral en las larvas de Rhodnius prolixus, una chinche que

137



138

Medicina genémica. Un camino hacia la medicina personalizada

transmite la enfermedad de Chagas. La molécula de siRNA fue dirigida contra
el transcrito de una proteina anticoagulante denominada nitroporina 2, lo que
significé una disminucién de la actividad anticoagulante; esta estrategia podria
evitar la transmisién de TC por la picadura del insecto.

Por otro lado, en otra investigacién, se disefié una molécula de siRNA
complementaria al ARNm de carboxilesterasa intestinal de la polilla Epiphyas
postvittana. La administracién oral en larvas de esta polilla redujo considerable-
mente la expresién de la enzima, lo que significé en la reduccién del nimero de
individuos que llegaron a la etapa adulta. Este estudio nos demuestra que este
tipo de tecnologia podria utilizarse para el control poblacional de los insectos
que causan dafios en agricultura.

Otro caso de éxito ha sido su utilizacién en las hembras del mosquito Aedes
aegypti, el mosquito transmisor del dengue. La administracién tépica de un
siRNA contra el transcrito de la proteina AaelAPI, una proteina inhibidora
de la apoptosis incrementé significativamente la mortalidad de estos insectos
con una disminucién en la capacidad de eclosién de los huevecillos. Eluso de la
tecnologia de ARNs de interferencia tiene un gran potencial para su uso en el
desarrollo de insecticidas moleculares para evitar la sobrepoblacién de insectos
dafiinos para los cultivos y vectores de enfermedades infecciosas.

Aplicacion de siRNA en
enfermedades humanas

Amiloidosis hereditaria

La primera enfermedad aprobada por la FDA para el tratamiento con moléculas
de siRNA fue la amiloidosis hereditaria por transtiretina (ATTRh) en pacientes
adultos con polineuropatia en estadio 1y 2. Esta enfermedad es ocasionada por
lamutacién del gen que codifica para la proteina transtiretina (TTR), una pro-
teina precursora del amiloide que acttia como transportador de la tiroxina y de
la vitamina A. Se sintetiza principalmente en el higado (95%) y en un pequefio
porcentaje en la retina y en los plexos coroideos. Tanto en la sangre como en
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elliquido cefalorraquideo circula en forma de tetrdmero. La TTR mutada hace
que se desestabilice el tetrdmero, dando lugar a mondémeros que se pliegan
anormalmente y se precipitan en los diferentes tejidos, principalmente en el
sistema nervioso periférico y corazén ocasionando trastornos neurolégicos. El
medicamente utilizado se llama onpattro (patisiran) y se trata de nanoparticu-
laslipidicas conteniendo un siRNA de doble cadena dirigido contra la regién 3’
conservada del RNAm de TTR, lo que induce su degradacién en el higado y por
ende una reduccién de la proteina TTR en suero. Los pacientes tratados con
onpattro disminuyeron sus niveles séricos de TTR en 80% entre 10 y 14 dias
después de una dosis tnica de 300 mg/kg de peso. Al cabo de 9 y 18 meses de
tratamiento la reduccién observada fue de entre 83% y 84% respectivamente
y se mantuvo con la administracién continua.

Hipercololesterolemia

Los niveles circulantes altos de lipidos de baja densidad (LDL) son un factor
de riesgo importante para hipertensién, accidentes cerebros vasculares e in-
fartos. Para su metabolismo, los LDL son introducidos a las células a través de
un receptor presente en la membrana llamado receptor de LDL. La proteina
PCSK9 se une al receptor de LDL, evitando que los LDL se unan a su receptor
y provoquen las altas concentraciones de LDL en la sangre. En ese sentido, la
compaiiia farmacéutica Alnylam en 2012 desarrollé un protocolo clinico fase
1, utilizando una molécula siRNA contra el transcrito de la proteina PCSK9. Se
incluyeron 32 voluntarios sanos y 24 pacientes con colesterol-LDL elevada. Se
utiliz6 una dosis de 0.015- 0.400 mg/kg de siRNA, logrando una reduccién del
70% en los niveles de proteina circulante y 40% en la reduccién de colesterol.
En 2018 se desarrollf el estudio fase 2 ahora en pacientes homocigotos para la
hipercoloesterolemia familiar, obteniendo resultados similares.

Degeneracion macular
La degeneracién macular es la causa mas frecuente de la pérdida irreversible de

la visién central en adultos mayores. Este tipo de visién es necesaria para ver
claramente los objetos y permite leer y manejar sin problemas. La pérdida de
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la visién central es causada por la muerte y degeneracién de células epiteliales
pigmentosas delaretina, las cuales estan sujetas a estrés oxidativo crénico debido
alas grandes cantidades de oxigeno que consumen. En ese sentido, la compaiiia
Pfizer realiz6 un estudio en pacientes con degeneracién macular asociada a la
edad donde se probé un siRNA llamado PF-04523655, el cual inhibe de manera
especifica al gen RTP801, gen de respuesta a estrés inducido por hipoxia. En un
estudio inicial de fase I PF-04523655 fue tolerado sin problemas. En el estudio
en fase II se observé una mejoria significativa de la visiéon después de 12 meses
de tratamiento no presentdndose efectos adversos serios. Debido a estos resul-
tados se contemplé realizar el estudio de fase III utilizando dosis mayores de
PF-04523655 para poder determinar la dosis mas adecuada para su tratamiento.

Cancer

Respecto al cancer, existen diversos protocolos clinicos aprobados utilizando
moléculas de siRNA en el tratamiento. En cancer hepatico especificamente,
entre 2009 y 2011 se desarroll6 un protocolo clinico utilizando liposomas para
el envio de siRNA contra el transcrito del factor de crecimiento de endotelio
vascular (VEGF) y contra el de la proteina de huso mitético KSP (kinesin spindle
protein), los dos factores importantes en la proliferacion de las células cancero-
sas. Cada paciente recibié un promedio de 6.8 dosis cada dos semanas, logrando
disminuir la concentracién del RNAm de estas dos moléculas y se observé una
significante actividad antitumoral.

En cuanto a cincer de mama, el subtipo triple negativo (TNBC, por sus siglas
en inglés, triple negative breast cancer) es el mas dificil de tratar debido a que los
pacientes con este subtipo presentan una expresion significativamente mayor del
factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF, por sus siglas en inglés, vascular
endothelial growth factor) que los pacientes no TNBC. En estos pacientes, VEGF
actia como un factor de sobrevivencia para las células cancerosas, por lo que su
inhibicién podria ser un factor importante en el tratamiento. En ese sentido, varios
estudios in vitro han evaluado el efecto del envio de moléculas de siRNA anti- VEGF
en liposomas a células cancerosas de mama. Los resultados obtenidos demostraron
una disminucién significativa enla expresién de VEGF, inhibicién en la migracién
e invasién de las células TNBC, asi como inhibicién en el crecimiento del tumor.
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Por otra parte, P53 es el gen supresor de tumores més eficiente con que
cuenta la célula. Su funcién es resguardarla integridad del DNA e inducir apop-
tosis en caso de que detecte algiin dafio importante en el DNA. Personas con
mutacién en este gen presentan predisposicién a desarrollar cdncer, ademas
de estar asociada con una pobre respuesta a las terapias. En ese sentido, se han
generado cuatro diferentes moléculas de siRNA dirigidas contra las cuatro
mutaciones mas importantes del gen P53, las cuales representan alrededor del
20% de todas las mutaciones. Estos siRNAs llamados MupSis fueron disefiados
para silenciar solo la expresion de los P53 mutantes sin afectar la expresién del
P53 silvestre. Esta terapia ha demostrado retardar el crecimiento del tumor e
inducir muerte celular en estudios experimentales.

En 2011, una compaiiia alemana de nombre Atuplex desarrollé un siRNA
llamado tuRNAIi para inhibir procesos de angiogénesis y un sistema de envio
para su aplicacién in vivo llamado Atuple, que ha tenido excelentes resultados.

Infecciones virales

El empleo de moléculas de siRNA ha sido particularmente 1til en el combate
de enfermedades causadas por virus, en especial para aquellos virus que desa-
rrollan enfermedades crénicas mortales y que no cuentan con un esquema de
tratamiento efectivo.

Virus de la hepatitis C

La infeccién con el virus de la hepatitis C (HCV) es una causa muy importante
de enfermedades hepaticas crénicas, las cuales pueden evolucionar a cancer
hepatocelular y llevar a los pacientes a la muerte. Existen reportes de estu-
dios usando moléculas de siRNAs enviados en diferentes vectores dirigidos a
la regién 5’ no traducida (UTR, por sus siglas en inglés, untranslated region),
la cual es necesaria para el proceso de traduccién logrando hasta 80% en la
inhibicién de la replicacién del virus. En el mismo sentido, siRNA dirigidos a
los RNAm de las proteinas NS3, NS4B y NS5B lograron reducir la replicacién
viral y la infeccién. Otro reporte donde se utilizaron shRNAs dirigidos contra
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el sitio interno del ribosoma (IRES, por sus siglas en inglés, internal ribosome
entry site) demostré una inhibicién en la replicacién de diferentes genotipos
del virus de la hepatitis C en células en cultivo. La mayoria de los estudios uti-
lizando moléculas de siRNA como tratamiento para la infeccién de HCV han
demostrado ser més eficientes que el uso de IFN. En 2015 se realiz6 un ensayo
clinico en donde a través de un vector adenoasociado se enviaron a hepatocitos
de sujetos infectados con el virus de la hepatitis C, tres diferentes secuencias
de shRNA contra diferentes genes del virus de la hepatitis C. En este protocolo
de fase I se evaluaron seguridad, tolerancia de dosis y eficacia observando una
significativa reduccién en la carga viral.

Virus de VIH

Elsindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) es una enfermedad crénica
debilitante que no ha podido ser curada con terapias antirretrovirales, por lo
que han surgido nuevas estrategias terapéuticas para su tratamiento. Entre es-
tas terapias se encuentran las que usan moléculas de siRNA para silenciar genes
virales o genes del huésped que el virus utiliza para su infeccién y replicacién.
De hecho, el SIDA fue la primera enfermedad infecciosa tratada con moléculas
de siRNA, dado que tanto su ciclo de vida como su expresién génica estan bien
estudiadas. Se han utilizado moléculas de siRNA para practicamente todos los
genes del virus (tat, rev, gag, pol, nef, vif, env, vpr, LTR) en estudios in vitro y
algunos estudios con pacientes. A pesar de que los resultados son tempranos
estos no son muy alentadores, pues el principal reto a vencer en esta enferme-
dad es la alta tasa de mutacién que presenta este virus.

Virus sincitial respiratorio

La compaiiia farmacéutica Alnylam en 2008 realiz6 un estudio de fase II en
pacientes trasplantados de pulmén con infeccién del virus sincitial respira-
torio (RSV) confirmada, virus que ocasiona afecciones respiratorias severas
especialmente en neonatos. En este estudio, a través de nebulizaciones se
aplicé diariamente por tres dias a 24 pacientes una molécula de siRNA dirigi-
do al transcrito de una proteina de la nucleocépside viral (ALN-RSVo1). Los
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sintomas caracteristicos de la enfermedad fueron significativamente reduci-
dos, en especial la bronquiolitis obliterativa. La administracién de ALN-RSVo1
fue segura y bien tolerada en los pacientes, por lo que se concluye que el trata-
miento con ALN-RSVo1 podria tener beneficioso a largo plazo para pacientes
trasplantados de pulmoén con infeccién por RSV.

TABLA. 1. PRINCIPALES PROTOCOLOS CLINICOS PARA DIVERSAS ENFERMEDADES
QUE INVOLUCRAN EL USO DE MOLECULAS DE SIRNA EN SU TRATAMIENTO

ENFERMEDAD

VECTOR

RNAM BLANCO

Amiloidosis Liposomas Region 3’ conservada del RNAm de | Zhang et al., 2020
hereditaria la proteina transtiretina (TTR)
Hipercoleste- | Liposomas Binding protein to LDL receptor Fitzgerald et al., 1998
rolemia (PCSK9) NCT 02963311
Degeneracion | Liposomas Gen de respuesta a estrés Nguyen et al., 2012.
macular inducido por hipoxia (RTP801) NCT00725686
Degeneracion | Liposomas Gen de respuesta a estrés Jiang et al,, 2021
macular inducido por hipoxia (RTP801) NCT00701181
Cancer Liposomas Factor de crecimiento de endotelio | Vazquez-Vega
vascular (VEGF). Proteina de huso | et al., 2010
mitotico kinesina (KSP)
Cancer Liposomas Factor de crecimiento de endotelio Al-Mahmood et al.. 2018
vascular (VEGF) '
Cancer Liposomas Genes involucrados en Ubby, I. et. al 2019
angiogénesis
Cancer Liposomas Gen supresor de tumores P53 Aleku et al.. 2008
Hepatitis C diversos Region 5’ no traducida del gen Yokota et al., 2003
vectores core (5'UTR)
Hepatitis C Liposomas Genes NS3, NS4B y NS5B Wilson, J. et.al 2003
Hepatitis C Liposomas Genes NS3, NS4B y NS5B Ray et al., 2009
HIV Liposomas Genes requeridos para la infeccion | Corbeu, 2008
y replicacion del HIV-1
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ENFERMEDAD VECTOR RNAM BLANCO
HIV Liposomas Genes virales tat, rev, gag, pol, nef, | Lee et al., 2002
vif, env, vpr

HIV Oligofectamina | Genes P24, CD4, CD19 Novina et al., 2002
HIV Liposomas Genes CCRs5, CXCR4 y gp120 Surabhi et al. 2002
HIV Vectores Genes virales tat y rev Michienzi et al., 2003

lentivirales ’
HIV Vectores Ribozymas anti-HIV-1 Amado et al., 2004

retrovirales

Virus ALN-RSVO1 Proteina de la nucleocapside viral Zamora et al.. 2011
syncytial ’
Conclusiones

El descubrimiento del mecanismo de control de la expresién de genes a
través de moléculas de siRNA ha venido a revolucionar el estudio de la ex-
presién de genes surgiendo una nueva area de investigacién conocida como
Gendémica Funcional.

Hoy en dia los cientificos son capaces de introducir moléculas de siRNA
contra un RNAm especifico a las células, reduciendo significativamente la
produccién de la proteina codificada en ese gen. A través del bloqueo de la ex-
presién de una proteina con esta tecnologia hemos podido conocer su funcién
exacta dilucidar su papel en el desarrollo de una enfermedad ya sea genética,
multifactorial o infecciosa.

Eluso de moléculas de siRNA se ha convertido en un método confiable, es-
tandarizado, rapido y barato en el bloqueo de la expresién génica comparado con
otros métodos mas costosos, como son la generacién de organismos knock out.
En este capitulo presentamos algunos ejemplos del uso exitoso de moléculas de
siRNA tanto en enfermedades genéticas como adquiridas, porlo quela aplicacién
de moléculas de siRNA se convierte en un campo clinico prometedor para el
tratamiento de muchas enfermedades que no cuentan con tratamiento efectivo.
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CAPITULO 10

Avances en medicina regenerativa
y terapia celular

Luis Daniel Hernandez Ortega
Eber Josué Carrillo Martinez
Héctor Fabian Nario Chaidez

Introduccion a la terapia celular

Terapia es un término amplio utilizado en medicina. Esta palabra proviene
del griego therapeia, que significa tratamiento, y est4 conformada por el verbo
therapeuein, equivalente a cuidar, atender, aliviar, y el sufijo -eia variante de -ia,
que indica cualidad. Analizando su raiz etimolégica podemos comprender la
amplitud de su significado, ya que no se limita a aquello que nos ayuda a “cu-
rar”, sino que abarca todos aquellos métodos utilizados para prevenir, manejar
o resolver una enfermedad. Dado lo anterior, todo aquello que nos permita
prevenir, aliviar sintomas, mejorar la funcién fisica o erradicar completamente
la enfermedad puede ser considerado una terapia.

La terapia celular, particularmente, es una rama emergente de la medicina
regenerativa que combina la biotecnologia y la medicina para el tratamiento
de una amplia gama de enfermedades y lesiones. Esta terapia se basa en el uso
decélulas vivas con la finalidad de reparar, reemplazar, regenerar o mejorar la
funcién de tejidos y érganos dafiados a través de diferentes estrategias.

En esencia, la terapia celular implica la administracién de uno o mas ti-
pos de células, incluidas células indiferenciadas, troncales (también conocidas
como células madre o células estaminales) o totalmente diferenciadas, como
células del sistema inmune, queratinocitos o fibroblastos.
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Aunque cada terapia puede estar enfocada en un fin diferente, fundamen-
talmente se les considera terapias no farmacolégicas, sin embargo, guarda
muchas similitudes con la terapia farmacolégica, ya que tenemos que selec-
cionar la linea celular adecuada de acuerdo al efecto deseado, la dosis y la via
de administracién mas efectiva.

De acuerdo a su origen, las terapias pueden ser de tipo autélogo (proceden
del propio paciente) o alogénico (proceden de un donante). En la mayoria de
los casos para que la terapia sea posible las células deberan ser aisladas y ex-
pandidas mediante cultivos celulares para llegar a las dosis terapéuticas, ya
que al igual que en la terapia farmacoldgica existe una ventana terapéutica y
una dosis efectiva.

El desarrollo de la terapia celular ha sido posible gracias a avances signifi-
cativos en la biologia celular, la genética y la biotecnologia, permitiendo apli-
caciones en enfermedades como el cancer, enfermedades neurodegenerativas,
enfermedades cardiovasculares, entre otras.

Cabe sefialar que el éxito de cualquier terapia depende de diversos facto-
res, comenzando por un diagndstico preciso, la eleccién cuidadosa del abor-
daje terapéutico (tipo celular, dosis, via de administracién) y de un monitoreo
cercano para evaluar la eficacia y ajustar el tratamiento, segiin sea necesario;
aunado a la participacién activa del paciente, la adherencia al tratamiento y la
comunicacién abierta con los responsables de su seguimiento.

Clasificacion

Sibien, el concepto de terapia celular abarca el uso de cualquier tipo de célula
como agente efector, al hablar de terapia celular, lo primero que nos viene a
la mente son las palabras “célula madre”, que abarca a un conjunto de células
con caracteristicas particulares cada una de ellas.

Las palabras célula madre hacen referencia a células no diferenciadas,
que dependiendo de los estimulos recibidos dan origen a células de diversas
estirpes, también es utilizado el termino célula estaminal y el termino célula
troncal, palabra que deriva del inglés stem cell. Las células madre presen-
tan dos caracteristicas principales: 1) son indiferenciadas, con capacidad de
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autorrenovacioén ilimitada o prolongada, esto es, pueden dividirse muchas
veces sin diferenciarse; y 2) presentan capacidad de diferenciacién hacia
otros linajes celulares.

Uno de los sistemas de clasificacion de las células madre hace referencia
a su capacidad de diferenciacion dividiéndolas en: totipotentes, pluripo-
tentes, multipotentes y unipotentes o progenitoras. La célula totipotente
por excelencia es el cigoto y es capaz de dar origen a tejidos embrionarios y
extraembrionarios. Las células pluripotentes son obtenidas de un embrién
en etapa de blastocisto y no pueden dar origen a tejidos extraembrionarios,
pero sia cualquier célula somatica. Las células multipotentes, por su parte,
poseen una capacidad de diferenciacién que se restringe a tipos celulares
derivados de la misma capa embrionaria y, por dltimo, las células unipoten-
tes o progenitoras son aquellas capaces de derivar a un Unico tipo celular
(véase figura 1).

Las células madre también pueden ser clasificadas de acuerdo a su fuente
en dos grandes grupos, las células madre embrionarias que cominmente son
obtenidas de la fase de blastocisto dentro de los 5-7 dias postfecundacién y las
células madre adultas que son aisladas de tejidos totalmente desarrollados,
como médula 6sea, pulpa dentaria, cordén umbilical, placenta, tejido adiposo,
entre otros.

En los tejidos adultos se encuentran una variedad importante de células
madre, como las células madre hematopoyéticas, células madre mesenquimales
y células madre epiteliales, cada una de ellas con capacidades de proliferacién
y diferenciacién diferentes.

Por otra parte, a partir de los tejidos adultos es posible generar células ma-
dre pluripotentes inducidas (iPSCs, por sus siglas en inglés, induced pluripotent
stem cells); estas se generan reprogramando células somaticas adultas para que
regresen a un estado pluripotente.

Esimportante resaltar que tanto las células totipotentes como las pluripo-
tentes no se administran como terapia directa, su uso comunmente se restringe
al modelaje in vitro de enfermedades y en Gltimas fechas a la ingenieria de te-
jidos, en parte a su capacidad de producir teratomas en el cuerpo y a la fuerte
respuesta inmunolégica que pueden despertar, asi como a los dilemas éticos y
legales que representa su uso.
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FIGURA 1. CLASIFICACION DE LAS CELULAS MADRE DE
ACUERDO A SU POTENCIAL DE DIFERENCIACION
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Modelaje in vitro de enfermedades

El modelaje in vitro de enfermedades tiene como principal objetivo desarrollar
modelos donde se recrean condiciones patolégicas especificas en entornos con-
trolados, facilitando a los investigadores el estudio de los mecanismos subya-
centes de las enfermedades, como las alteraciones moleculares o los cambios
genéticos que influyen en el desarrollo o en la severidad de la enfermedad, a
su vez permitiendo identificar nuevas dianas terapéuticas y evaluar la eficacia
de posibles tratamientos.
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Uso de células embrionarias

Las células embrionarias obtenidas de la masa celular interna del blastocisto
se clasifican como pluripotentes, lo que significa que tienen la capacidad de
diferenciarse en cualquier célula de las tres capas germinales, pudiendo dar
origen a cualquier célula de tipo somatico con los estimulos adecuados. Esta
caracteristica las convierte en una herramienta valiosa para el desarrollo de
modelos de enfermedad, con sus respectivas controversias éticas y restriccio-
nes legales debido al origen de las mismas.

Estas células pueden ser modificadas genéticamente para portar mutacio-
nes especificas asociadas a enfermedades genéticas, lo que permite el estudio
delos efectos de estas mutaciones a nivel celular y molecular; al mismo tiempo,
el modelo desarrollado puede ser utilizado para probar directamente farmacos
experimentales, disminuyendo el tiempo y el costo necesarios para la seleccién
de los fArmacos mas prometedores.

Clonacion terapeéutica

La clonacién terapéutica, también conocida como transferencia nuclear de
células somaticas (SCNT, por sus siglas en inglés, somatic cell nuclear transfer),
implica la creacién de células madre embrionarias a partir de un nicleo celu-
lar del paciente y un évulo al que previamente se le extrajo su pronicleo. Una
vez combinados se estimula para que comience a dividirse y formar un blas-
tocisto, del cual se obtienen células en los 5 0 7 dias posteriores que se pueden
diferenciar en células o tejidos especificos. Este proceso tiene el potencial de
generar células que son genéticamente idénticas a las del paciente, lo que re-
duce significativamente el riesgo de rechazo inmunolégico cuando el objetivo
es el desarrollo de tejidos o lineas celulares que serdn usados directamente en
el paciente (véase figura 2).

Al igual que las células embrionarias, estds pueden ser empleadas para
estudiar enfermedades in vitro o probar el efecto de farmacos con la ventaja de
que los resultados observados en las células sean los esperados en el paciente,
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debido a que poseen su misma carga genética, permitiendo la realizacién de
terapias personalizadas y el desarrollo de la farmacogenética.

Las desventajas de la generacién de este tipo de modelos es su complejidad
técnica y sus altos costos, ademas de la existencia de controversias éticas simi-
lares a las del uso de células embrionarias.

Uso de células troncales pluripotentes inducidas

En la actualidad existen diversos protocolos para la produccién de iPSCs, va-
riantes enfocadas en disminuir el riesgo de inserciones aleatorias y con ello el
riesgo de mutagénesis insercional. Algunas de estas tecnologias son las trans-
fecciones transitorias inicas o multiples, vectores no integrantes, vectores
escindibles, transduccién directa de proteinas, virus Sendai basados en ARN,
administracién de factores de transcripciéon basados en ARNm y transfecciones
de microARNSs.

El procedimiento estdndar de reprogramacién fue disefiado por Shinya
Yamanaka, logro por el cual fue galardonado con el Premio Nobel en Medicina
en 2012. El protocolo se realiza mediante la introduccién de cuatro factores
de transcripcién especificos (Oct4, Sox2, K1f4 v c-Myc) mediante vectores
virales a cultivos primarios de fibroblastos, los cuales pueden ser obtenidos
mediante biopsia de piel del paciente; una vez que estos se comienzan a ex-
presar dentro de los fibroblastos, comienza un proceso de desdiferenciacion
celular, lo que genera cambios morfolégicos y colonias definidas de células
iPSCs (véase figura 2).

Este proceso evita las controversias éticas y legales asociadas al uso de
células embrionarias y ofrece una fuente potencialmente ilimitada de célu-
las pluripotentes que pueden ser generadas a partir de células del paciente,
presentando los mismos beneficios que las células generadas por clonacién
terapéutica.
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FIGURA 2. TECNICAS PARA LA GENERACION DE CELULAS PLURIPOTENTES,
REPROGRAMACION DIRECTA PARA LA PRODUCCION DE IPSCS Y CLONACION
TERAPEUTICA PARA EL AISLAMIENTO DE CELULAS EMBRIONARIAS
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Uno de los primeros ensayos de lo hoy conocido como disease in a dish
(enfermedad en un plato) fue el de Ebert y colaboradores, quienes en 2009
desarrollaron dos lineas de iPSCs: una de un paciente con atrofia muscular
espinal (AME), enfermedad causada por una disminucién en la proteina
de supervivencia de la neurona motora (SNM), y otra de un pariente no

ito Remocion
del nicleo

afectado con la enfermedad, con quien diferenciaron estas células en neu-
ronas motoras.

En este modelo se logré reducir el nimero de neuronas motoras en los
cultivos provenientes del paciente con AME, demostrando que el proceso de
reprogramacion y diferenciacién dirigida reprodujo fielmente el fenotipo de
la enfermedad. Posteriormente, dos compuestos fueron probados en los cul-
tivos, el &cido valproico y la tobramicina, los cuales aumentaron la cantidad
de estructuras ricas en la proteina SNM en las células obtenidas del paciente.
Estos primeros experimentos proporcionan un panorama general de uno de
los potenciales usos de las iPSCs.
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En cuanto a la ingenieria de tejidos, una de las enfermedades en las que
existen mayores avances es la insuficiencia cardiaca. En 2024 Miyagawa y
colaboradores desarrollaron un parche de tejido diferenciando de iPSCs a car-
diomiocitos, el cual estd enfocado en mejorar el musculo cardiaco dafiado dis-
minuyendo la insuficiencia cardiaca.

En suinvestigacién encontraron que las iPSC diferenciadas no solo expre-
saron genes y proteinas especificos de cardiomiocitos, si no que los andlisis
electrofisiol6gicos mostraron que exhiben propiedades similares a las de las
células de miocardio primario humano. Sus estudios de seguridad in vitro
e in vivo demostraron ausencia de células tumorigénicas y de mutaciones,
evidenciadas por la secuenciacién del genoma completo. En pruebas pre-
clinicas en modelos animales de cerdos, no se observaron eventos adversos
postrasplante, ni arritmias letales y se mejoré significativamente la funcién
cardiaca y la angiogénesis.

Protocolos clinicos de terapia celular
Terapias con células troncales hematopoyéticas

La terapia de reemplazo con células hematopoyéticas es un procedimiento
utilizado para tratar diversas enfermedades hematolégicas, inmunoldgicas y
algunas formas de cancer. Es uno de los procedimientos de terapia celular con
células madre més antiguos; los primeros fueron realizados en 1956 por el Dr.
Edward Donnall Thomas, quien recibié el premio Nobel en fisiologia y medicina
en 1990 por sus descubrimientos relacionados al procedimiento.

Eltrasplante se realiza mediante la infusién de células madre hematopoyé-
ticas (HSCs, por sus siglas en inglés, hematopoietic stem cells) con el objetivo de
restaurar la capacidad del cuerpo de producir células sanguineas saludables, las
cuales pueden ser obtenidas mediante aspiracién de médula 6sea, movilizacién
de HSCs (se administran medicamentos para movilizar las HSCs a sangre peri-
férica y se aislan por aféresis) o por aislamiento de sangre de cord6n o placenta
al momento del nacimiento.
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Las HSCs son células multipotentes que residen en la médula 6sea y tienen
la capacidad de diferenciarse en todos los linajes de células sanguineas, tanto
linea roja como linea blanca y plaquetas. Son esenciales para el mantenimiento
v laregeneracién del sistema sanguineo e inmunolégico, asegurando un sumi-
nistro constante de células a lo largo de la vida.

Indicaciones

Este procedimiento esta indicado en enfermedades hematolégicas, como la leu-
cemia mieloide aguda (LMA) y la leucemia linfoblastica aguda (LLA), donde las
células cancerosas invaden la médula dsea y afectan la produccién normal de cé-
lulas sanguineas. También se indica en linfomas, como el linfoma de Hodgkin y
el linfoma no Hodgkin, que afectan el sistema linfatico y la produccién de células
inmunitarias, y en enfermedades donde la médula ésea no produce suficientes
células sanguineas debido a fallos en las HSCs, como la anemia aplasica. Ademas,
pueden ser utilizadas en enfermedades inmunolégicas, como las inmunodeficien-
cias primarias, por ejemplo, la inmunodeficiencia combinada severa y en el tra-
tamiento de los errores innatos del metabolismo donde pueden suplir el defecto
enzimatico subyacente.

Bioseguridad

El trasplante puede ser realizado de manera autéloga siempre y cuando el
paciente cuente con HSCs recolectadas y almacenadas antes de presentar la
patologia, situacién que no es muy comun. En cuanto al trasplante alogénico
puede ser efectuado de un donante compatible, ya sea un familiar o un donante
no emparentado.

El proceso en el que las células madre trasplantadas comienzan a produ-
cir nuevas células sanguineas en la médula 6sea del receptor generalmente
ocurre entre dos a cuatro semanas después del trasplante. Durante ese tiem-
po es necesario monitorear al paciente ante posibles infecciones debido a la
inmunosupresién, ya que los pacientes son susceptibles y requieren profi-
laxis antibidtica, antifingica y antiviral. Ademas, es necesario monitorear
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para descartar enfermedad de injerto contra huésped, una complicacién
del trasplante alogénico donde las células del donante atacan los tejidos
del receptor, la cual puede ser manejada con inmunosupresores, como los
corticosteroides.

Terapias con células troncales mesenquimales

Las células madre mesenquimales (MSCs, por sus siglas en inglés, mesenchymal
stem cells) son un tipo de célula descrita por primera vez como adherente al
plastico y de morfologia fibroblastoide, fueron aisladas de médula 6sea y de-
nominadas inicialmente como células formadoras de colonias fibroblastoides
(CFU-F) en 1970 por A. J. Friednestein.

En ausencia de factores inductores estas células tienen la capacidad
de proliferar in vitro produciendo clonas idénticas, mientras que al afiadir
ciertos factores a su medio de cultivo es posible diferenciarlas a diversas
estirpes celulares.

En su forma no diferenciada presentan propiedades angiogénicas,
condrogénicas, antiinflamatorias, antifibréticas e inmunomoduladoras,
asi como un amplio potencial de secrecién de moléculas bioactivas, por lo
que existe una fuerte atraccién en la comunidad cientifica para su estudio
relacionado con el tratamiento en enfermedades crénico degenerativas,
especificamente: ortopédicas, geriatricas, metabdlicas, cardiovasculares,
neurodegenerativas y dérmicas.

Actualmente y desde el afio 2006 existen criterios minimos para deter-
minar que una célula pueda ser clasificada como MSCs, segin la Sociedad
Internacional de Terapia Celular (ISCT, por sus siglas en inglés). Estos cri-
terios son:

1. Adherencia al plastico en condiciones normales de cultivo

2. Expresion de proteinas de superficie: CD9o, CD73, CD105y CD44, y a su
vez ausencia de: CD34, CD45, CD19, CD14, CD79a y HLA-DR

3. Capacidad de diferenciacién a osteoblastos, adipocitos y condrocitos
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MSCs e inmunomodulacion

Las MSCs se han utilizado ampliamente en la terapia basada en células; desde la
investigacién basica hasta los ensayos clinicos, la seguridad y la efectividad se
han documentado claramente en la mayoria de ensayos clinicos, especialmente
en las enfermedades inflamatorias inmunomediadas, como la enfermedad de
injerto contra huésped vy el lupus eritematoso sistémico. Las MSCs secretan
muchos tipos de citosinas por secrecién paracrina, ademas de generar interac-
ciones directas con las células inmunes, lo que conduce a la inmunomodulacién.

Otra propiedad inmunorreguladora importante de las MSCs en el cuerpo
es que responden a los procesos inflamatorios dirigiéndose hacia los tejidos
afectados porla secreciéon de quimiocinas y citosinas inflamatorias. En una ad-
ministracién via intravenosa, las células migraran y se albergaran en los sitios
de inflamacién, donde responderdn al microambiente y realizaran acciones
inmunorreguladoras locales.

La utilidad terapéutica de las MSCs esta asociada con su potencial regene-
rativo e inmunomodulador. Las MSCs son capaces de ejercer supresién inmu-
nitaria y tolerancia inmunolégica, lo que las convierte en candidatas éptimas
para terapias celulares en el trasplante alogénico; ademas, las MSCs exhiben
una expresién muy baja de antigeno leucocitario humano tipo 1 y ausencia del
tipo 2. Se ha demostrado que las MSCs inducen la expansién de las células T
reguladoras (Treg), lo que contribuiria a la supresién de las respuestas de los
efectores a los aloantigenos. Por otra parte, no son capaces de generar res-
puestas inmunes in vitro en células T alogénicas, lo que sugiere que las MSCs
poseen una baja inmunogenicidad especifica, por lo que son bien toleradas en
el trasplante alogénico.

Las MSCs no solo modulan la funciéon de las células T, también lo hacen
en las células B, naturales asesinas (NK) y dendriticas (DC) a través de di-
ferentes mecanismos, principalmente por los factores solubles secretados
(véase figura 3).
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FIGURA 3. INTERACCION DE LAS MSCS CON DIVERSAS CELULAS DEL
SISTEMA INMUNE A TRAVES DE FACTORES SOLUBLES

Macréfago

PGEZ, 1DO, IL-18,
IL-10, IL-8, IL-22,
IL-23,1L-12

N

20
IFN-y, IDO, PGE2,
TNF-q, IL-6, IL-2,

IL-12, IL-18, IL-10,
VEGF, HGF, sHLA-G,

IFN-y, IDO, PGE2,
IL1,1L-6, IL-10, IL-17,
IL-22, PD-L1, PD-L2

Las flechas de color verde representan activacion, mientras que las lineas rojas representan regulacion negativa.

Las MSCs provocan una inhibicién en la diferenciacién de monocitos a
DC yregulan negativamente la expresién de varias moléculas de presentaciéon
(HLA-DR, CD1a), moléculas coestimuladoras (CD80o, CD83 y CD86) y citosinas
como la IL-12.

En el caso de las células B, efectos contrarios han sido descritos; algunos
estudios demuestran que las MSCs pueden regular las funciones de las células B,
incluidas la migracién, la proliferacién y la sintesis de inmunoglobulina (IgM,
IgA e IgG). Mientras que otros estudios han demostrado que las MSCs pueden
estimular realmente la secrecién de IgG e inducir la proliferacién de células B.
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Por otra parte, la supresiéon de la funcién de las células NK mediada por
MSCs incluye la inhibicién de la proliferacién, la secrecién de citosinas y, en
algunos casos, la citotoxicidad. Mientras tanto, el IFN-y protege parcialmente
alas MSCs del ataque citolitico de las NK.

Estos efectos inmunorreguladores de las MSCs se producen en un entorno
tisular localizado y no sistémico, diferente a la terapia con esteroides donde
la supresion sistémica puede conducir a complicaciones clinicas mayores. Sin
embargo, no todas las lineas de MSCs poseen las mismas capacidades inmu-
nomoduladoras, por ejemplo, las MSCs aisladas de la gelatina de Wharton
producen mayores cantidades de interleucina 10 y TGF-$ en comparacién con
las aisladas de médula dsea.

Estas diferencias son posiblemente resultado de cambios epigenéticos propi-
ciados por el microambiente del nicho del que fueron aisladas, cambios que tam-
bién podemos ver reflejados en su capacidad de diferenciacién, que de acuerdo
al origen presentaran mayor facilidad de diferenciarse a un tejido en especifico.

MSCs y medicina regenerativa: papel del secretoma

De manera previa, los efectos terapéuticos de las MSCs eran atribuidos a la
capacidad de diferenciacién celular en el sitio de la lesién, sin embargo, se ha
demostrado que el porcentaje de células que llegan a la lesién y su diferenciacién
celular suele ser bajo in vivo, y a pesar de que adn falta informacién respecto a
los mecanismos de accién, en los dltimos afios se ha presentado evidencia de
que un porcentaje mayoritario de estas células no logran situarse en el sitio de
la lesién debido a su retencién en bazo, higado y pulmones.

Investigaciones actuales atribuyen los efectos clinicos de las MSCs a su
funcién paracrina, que se suscita mediante la interaccién y secrecién de fac-
tores solubles, asi como la liberacién de vesiculas extracelulares de la propia
célula (exosomas y microvesiculas), las cuales ademas de contener factores de
crecimiento e interleucinas, contienen miRNAs pequerias moléculas de ARN
(21-23 nucleétidos) no codificantes para proteinas, constituyen una extensa
familia de genes reguladores postranscripcionales, implicados en la regulacién
de varios procesos bioldgicos, como la diferenciacién celular, la proliferacién,
la apoptosis y en el desarrollo embrionario y tisular (véase tabla 1).
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TABLA 1. ALGUNOS DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO, PROTEINAS INMUNOMODULADORAS
Y MIRNAS REPORTADOS COMO PARTE DEL SECRETOMA DE LAS MSCS

BDNF factor neurotrofico derivado del cerebro, factor de
crecimiento de fibroblastos basico bFGF, BMP proteina
morfogenética 0sea, factor de crecimiento epidérmico EGF,
receptor del factor de crecimiento epidérmico EGFR, FGF-7 factor
de crecimiento de fibroblastos-7, GDF-15 factor de crecimiento/
diferenciacion-15, GDNF factor neurotrofico derivado de células
Factores de crecimiento | gliales, hormona de crecimiento GH, HGF factor de crecimiento
de hepatocitos, MCSF R factor estimulante de colonias de
macrofagos, NGF R receptor del factor de crecimiento nervioso,
NT-3 neurotrofina-3, factor de crecimiento derivado de plaquetas
PDGF, factor de células madre SCF, TGFB1 factor de crecimiento
transformante beta 1, TGFB3 factor de crecimiento transformante
beta 3, VEGF factor de crecimiento endotelial vascular.

Quimiocina de linfocitos BLC B/CXCL13, eotaxina, G-CSF factor
estimulante de colonias de granulocitos, interferon gamma, IL-1a,
IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-11, IL-12p40, IL-12p70, IL-
13, IL-15, I1L-16, IL-17, MCP-1 proteina quimiotactica de monocitos-1,
MCSF factor estimulante de colonias de macrofagos, MIP-1a
proteina inflamatoria de macrofagos 1 alfa, MIP- 1B proteina
inflamatoria de macrofagos 1 beta, TIMP-1 inhibidor tisular de
metaloproteasa-1, TMP-2 inhibidor tisular de metaloproteasa-2,
TNFa factor de necrosis tumoral alfa.

Proteinas
inmunomoduladoras

miR-17-5p, miR-21, miR-1, miR-153, miR-29a, miR-196a, miR-141,
miR-18a, miR-31, miR-21, miR-15b, miR-29b, miR-200b, miR-34a,
miR-203, miR-23a, miR-16, miR-29¢, miR-200¢, miR-106b, miR-204,
miR-29b, miR-17, miR-192, miR-181a, miR-205, miR-126, miR-17-92,
miR-181b, miR-210, miR-133a, miR-20a, miR-193b, miR-133b, miR-
20b, miR-210, miR-146a, miR-21, miR-221, miR-210, miR-29, miR-222,
miR-218, miR-92a, miR-377, miR-98, miR-939, miR-101, miR-4530,
miR- 126, miR-130a, miR-141, MiR-184, miR-185, miR-200b, miR-203,
miR-205, miR-206, miR-210, miR-221, miR-222, miR-296, miR-320a,
miR-320b, miR-378a.

miRNAs

La creacién de tratamientos optimizados, partiendo de las caracteristicas
del secretoma de cada linea celular, pueden determinar una diferencia en la
terapia celular, ya que diversas moléculas presentes enlas MSCs han mostrado
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propiedades diferentes, lo que genera beneficios diversos y con ello diversas
aplicaciones; no obstante, previamente a asegurar que estos hallazgos implican
la creacién de terapias dirigidas a diversas patologias, se debe considerar que
el papel de las MSCs es complejo y que estas células interacttian luego de la
aplicacién, con miles de moléculas y células, ya que también pueden promo-
ver la regeneracién de tejidos mediante el reclutamiento de células troncales
enddgenas a los sitios de lesién, asi como sefializar la diferenciacién local de
las células troncales.

Protocolos clinicos

El crecimiento del interés cientifico en las MSCs ha ido en aumento desde su
descubrimiento, mismo que alcanzo un pico durante la pandemia. Después de
realizar una bsqueda rapida en el sistema PubMed de la National Library of
Medicine, encontramos que se publicaron 8562 articulos cientificos en torno
alas MSCs tan solo en 2021; de la misma manera al realizar una biisqueda en
la plataforma ClinicalTrials.gov encontramos 1475 protocolos clinicos regis-
trados tan solo en este sistema.

Dadas las amplias propiedades de las MSCs como angiogénicas, antiinfla-
matorias, antifibréticas e inmunomoduladoras y a la secrecién de un gran na-
mero de moléculas bioactivas como factores de crecimiento, interleucinas y
miRNAs, existe una gran variedad de enfermedades entre los registros de los
protocolos clinicos, pero principalmente la mayoria de origen crénico degene-
rativo o de tipo inmunolégico.

Aunque la informacién encontrada sobre la dosis suele ser muy heterogé-
nea, ya que depende del objetivo de la terapia y la via de administracién, las
dosis mas cominmente encontradas son: para la via intravenosa de 100 a 200
millones (o en otros casos de 1.5 a 2.0 millones por kilogramo de peso), via
intraarticular en rodilla de 30 a 50 millones y via intratecal de 25 a 50 millones.

Algunos de los protocolos que podemos encontrar registrados son: Me-
senchymal Stem Cells for Treatment of Refractory Acute Graft-versus-host Disease
de Guangzhou, Guangdong, China, con el registro NCT01765634; Allogenic
Adipose Tissue-Derived Mesenchymal Progenitor Cells for the Treatment of Knee
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Osteoarthritis, Beijing, China, con el registro NCT04208646; Mesenchymal
Stem Cell Based Therapy for the Treatment of Osteogenesis Imperfect, Barakaldo,
Bizkaia, Espaiia, con el registro NCT02172885; y Clinical Study on Mesenchymal
Stem Cells Used in the Reconstruction Surgery of the Supraspinatus Muscle Lesions
de Znojmo, Republica Checa.

Mientras tanto, protocolos registrados con participacién de investigadores
mexicanos encontramos solo doce, ocho de ellos con investigador principal a
Chadwick Prédromos, médico de la Foundation for Orthopaedics and Regene-
rative Medicine, en colaboracién con investigadores de St. John’s, Antigua y
Barbuda y Buenos Aires. De los cuatro protocolos restantes, uno de ellos esté
enfocado en osteoartritis y tres mas en trastornos relacionados a COVID-19;
uno de ellos realizado por el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién
Salvador Zubiran, titulado Mesenchymal Stem Cell for Acute Respiratory Distress
Syndrome Due for COVID-19 con el nimero de registro NCT04416139 cuenta con
resultados publicados en abril de 2021 en el articulo cientifico Mesenchymal Stem
Cells for the Compassionate Treatment of Severe Acute Respiratory Distress Syndrome
Due to COVID 19.

Terapias con células asesinas
naturales (natural Riller)

La terapia celular con células asesinas naturales (NK, por sus siglas en inglés)
ha emergido como una estrategia prometedora en el tratamiento de diversas
enfermedades, incluyendo cancer y enfermedades virales. A diferencia de las
células T, las células NK no requieren una correspondencia precisa con un an-
tigeno especifico para reconocer y atacar a las células cancerosas. En cambio,
las células NK tienen la capacidad de reconocer patrones caracteristicos de las
células anormales, como la pérdida de moléculas inhibidoras o la expresién ex-
cesiva de moléculas activadoras; esta caracteristica facilita su actividad frente
aun gran numero de cadnceres humanos (véase figura 4).
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FIGURA 4. RECONOCIMIENTO INMUNOLOGICO DE LAS CELULAS NK

a) Ceélula Sana b) Falta de MHC-I

d) ADCC

Anticuerpo
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a) La NK reconoce a la célula como una célula sana, b) la célula NK activa el mecanismo de lisis o rotura celular al no reconocer a
célula tumoral como propia debido a la ausencia de MHC-1, ¢) se produce lisis en la célula danada porque el balance entre receptores
activadores e inhibidores se inclina en la activacion de la NK'y d) la célula NK se activa debido al reconocimiento de anticuerpos
tumorales por parte de los receptores activadores CD16, proceso denominado antibody-dependent cell cytotoxicity (ADCC).

Una de las ventajas de la terapia con NK es el menor riesgo de efectos se-
cundarios graves en comparacién con otras inmunoterapias, ademas de la
posibilidad de realizar terapias alogénicas, lo que facilita la obtencién y alma-
cenamiento de las mismas. Las desventajas incluyen la necesidad de activar y
expandir las células NK en el laboratorio antes de la administracién y la posible
resistencia de los tumores a la actividad de las células NK.

Laactivacién de las células busca incrementar la actividad citotéxica de las
NK, clasicamente se pueden utilizar de manera individual o cocteles de TNF-q,
IFNy, perforinas, granzimas, IL-2, 12, 15, 18 y 21, con la finalidad de incremen-
tar la citotoxicidad natural de las células incrementando la expresion de sus
marcadores CD16 y disminuyendo CD56. La eficacia de estos procedimientos
puede ser mediada a través de anélisis de los niveles de proteinas de activaciéon
KLRG1, CD27 y Scat1.
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Protocolos clinicos

A diferencia de la terapia celular con MSCs, la terapia con NKs cuenta con
apenas 425 protocolos registrados, la mayoria de ellos en fase 1 y fase 2, y solo
9 en fase 3, por ejemplo, el protocolo Maintenance Therapy With Autologous Cyto-
kine- induced Killer Cells for Nonsquamous Non-small Cell Lung Cancer, Nanning,
Guangxi, China, con nimero de registro NCT01481259; sin embargo, en esta
blisqueda no se encontrd ningtn protocolo registrado en México. Las dosis
utilizadas en dichos protocolos son muy diferentes, dependiendo el tipo de pa-
tologia a tratar, y van desde los 20 millones hasta los 2 billones de células.

Terapias con células CAR-T

Las células CAR-T son células T del propio paciente, que han sido modificadas
genéticamente en el laboratorio para expresar un receptor de antigeno qui-
meérico en su superficie (CAR, por sus siglas en inglés). Este receptor es una
proteina artificial que combina una regién de reconocimiento de antigeno,
generalmente un anticuerpo monoclonal, con dominios de sefializacién in-
tracelular de las células T, combinando la capacidad de respuesta de las células
T con la especificidad de los anticuerpos monoclonales, lo que permite a las
células CAR-T identificar y atacar selectivamente las células cancerigenas que
expresan el antigeno especifico reconocido por el CAR.

Las modificaciones genéticas necesarias en la generacién de las células
CAR-T, asi como las modificaciones extra que pueden ser realizadas para incre-
mentar la tasa de éxito de la terapia (CAR-T de tercera generacién), se realizan
mediante la tecnologia de CRISPR-CAS9, misma que sera descrita con més
detalle en el capitulo 11 de esta obra.

Bioseguridad
Sibien las terapias con células CAR-T ofrecen una nueva esperanza para mu-

chos pacientes con cincer, también plantean desafios éticos y de seguridad. El
altocosto de estas terapias puede limitar su acceso a ciertos grupos de pacientes.
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Ademas, pueden surgir efectos secundarios graves, comolaliberacién de citoci-
nas excesiva, que puede causar una respuesta inflamatoria sistémica (SIRS),
un sindrome de liberacién de citosinas (CRS) o el sindrome de neurotoxicidad
asociada a células efectoras inmunitarias (I(CANS), y en muy raras ocasiones el
sindrome similar a la linfohistiocitosis hemofagocitica asociada a células efec-
toras inmunitarias. Estas manifestaciones clinicas ocurren cuando las células
CAR-T liberan grandes cantidades de citoquinas, causando fiebre, hipotensiéon
y disfuncién organica, y requieren un manejo cuidadoso y controlado por parte
del equipo médico.

Particularmente, el CRS e ICANS se manejan con el uso de medicamen-
tos como tocilizumab (un inhibidor del receptor de IL-6) y esteroides para
controlar la respuesta inflamatoria, sin embargo, la comprensién de las vias
moleculares involucradas ha inspirado en ensayos clinicos en curso el uso del
antagonista del receptor de IL-1, anticuerpos neutralizantes de IFNye IL-6 y de
los inhibidores de la Janus quinasa, como el tofacitinib.

Protocolos clinicos

En una busqueda rapida en clinicaltrials.gov, utilizando CAR-T cells en la
pestafia de intervencién o tratamiento, encontramos 1640 estudios registra-
dos utilizando las palabras clave. La mayoria de estos estudios se encuentran
en fase 1 (1083), pocos en fase 2 (532) y solo algunos en fase 3 (26); de esta
bisqueda cabe destacar que existe un protocolo en fase 4, el protocolo de
origen Chino tiene por titulo: Anti- CD19:TCRC Chimeric Antigen Receptor-T
Cells in the Treatment for CD19+ B Cell Lymphoma, con ntimero de registro
NCTo02992834.

La mayoria de los protocolos clinicos se encuentran enfocados en la mo-
dificacién de PD-1 o CD-19, resaltando la existencia de dos terapias basadas
en la modificacién de células T para el reconocimiento del CD-19, molécula
expresada comUnmente en células de linfoma, mismas que fueron aprobadas
por la FDA entre 2017 y 2018, y llevan por nombre tisagenlecleucel (Kymriah)
indicada para adultos con determinados tipos de linfoma no Hodgkin y axicab-
tagén ciloleucel (Yescarta), indicada para el tratamiento de linfoma difuso de
células B grandes (LDCBG).
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Bioética en la terapia celular (terapias
autologas y alogénicas)

Labioética es fundamental en la aplicacién de cualquier tipo de terapia, pero en el
caso dela terapia celular plantea importantes dilemas éticos que deben ser abor-
dados. Las terapias celulares autdlogas donde las células utilizadas son del mismo
paciente, plantean principalmente cuestiones relacionadas con la privacidad, el
consentimiento informado y la equidad en el acceso alos tratamientos, mientras
que las terapias celulares alogénicas donde las células provienen de donantes,
ademas de los anteriores, se plantean desafios éticos adicionales, como la selec-
cién de donantes adecuados, la bioseguridad de las lineas celulares empleadas
y la gestién de la compatibilidad entre donante y receptor. En ese sentido, los
pacientes deben ser plenamente informados sobre los riesgos y beneficios de la
terapia celular, por lo que deben de firmar un consentimiento informado que
incluya la informacién detallada del procedimiento al que sera expuesto.

Normatividad

Alrededor del mundo existen organismos que regulan la terapia celular, cada
uno de ellos con normatividades especificas y con diversos alcances; de entre
ellos sobresalen: en Estados Unidos de Américala Administracién de Alimentos
y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés, Food and Drug Administration),
en Europala Agencia Europea de Medicamentos (EMA) a través del Comité de
Terapias Avanzadas (CAT), en Jap6n la Agencia de Productos Farmacéuticos y
Dispositivos Médicos (PMDA), en Australiala Administracién de Bienes Tera-
péuticos (TGA) y en China la Administracién Nacional de Productos Médicos
(NMPA), anteriormente conocida como CFDA.

Meéxico

En México el organismo correspondiente es la Comisién Federal para la Pro-
teccién Contra Riesgos Sanitarios (Cofepris), un organismo desconcentrado
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de la Secretaria de Salud que tiene a su cargo el ejercicio de las atribuciones en
materia de regulacién, control y fomento sanitarios en los términos de la Ley
General de Salud; como tal tiene la atribucién para la vigilancia de estableci-
mientos y expedicién de licencias, incluyendo aquellas en torno a la medicina
regenerativa y bancos celulares.

Sin embargo, al dia de la escritura del presente capitulo, no cuenta con una
normativa especifica en torno a las terapias celulares; como antecedente se
cuenta con el proyecto de norma oficial mexicana PROY-NOM-260-SSA1-2017
“Parala disposicién de células troncales y progenitoras con fines terapéuticos
y de investigacién”, misma que al dia de hoy no se ha aprobado ni publicado en
el Diario Oficial de la Federacion.

Recomendaciones de la OMS

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) no regula directamente las te-
rapias celulares, pero emite directrices y recomendaciones que desde ciertos
enfoques pueden ser Utiles para que los paises puedan desarrollar sus propias
normativas, las dos principales son:

¢ Guidelines on Good Manufacturing Practices for Biological Products

¢ Ethical Considerations for Human Cellular and Tissue-based Products

Conclusiones

Sin lugar a duda, la terapia celular se perfila como una opcién novedosa en el
tratamiento de diversas patologias. Sin embargo, a pesar de que los prime-
ros antecedentes de terapia celular se remontan al siglo pasado, muy pocos de
estos, como la terapia de remplazo con HSCs, han logrado establecerse como un
procedimiento comun. Avances significativos en la tecnologia han permitido
una disminucién significativaenlospreciosdel desarrollo de terapias celulares,
y aunque de momento alin se encuentran por encima de la capacidad de pago
del mexicano promedio, ya es posible que cierto sector de la poblacién acceda
a ellas. La existencia de un gran ntmero de protocolos clinicos alrededor del
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mundo y la aprobacién de algunos de ellos por entidades como la FDA eviden-
cialos beneficios obtenidos y la bioseguridad de este tipo de terapias. Por otra
parte, los protocolos al ser tan heterogéneos en su disefio y al ser enfocados
a patologias tan variadas, hacen necesario que las investigaciones continden
hasta poder estandarizar las mejores condiciones de respuesta y bioseguridad.
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CAPITULO 11

Marcadores genéticos
en la identificacion humana

José Miguel Moreno Ortiz Jorge Adrian Ramirez de Arellano Sanchez
José Alonso Aguilar Velazquez Andrés Lopez Quintero

Identificacion humana

El proceso de identificacién humana es complejo, particularmente en casos de

desastres de masas, migracién, conflictos armados y otras situaciones de vio-

lencia. Las acciones preliminares y el analisis de contexto son esenciales para la

identificacion de individuos, ademaés, los procesos de bisqueda e identificacién
pueden combinar multiples pasos y herramientas metodolégicas que conducen
a la clarificacién del destino y/o paradero de una persona desaparecida o no

identificada (viva o muerta).

La recoleccidn, evaluacién y andlisis de la informacién, asi como la for-

mulacién de hipétesis determinara la siguiente accién, por lo que el tipo de

informacién que més comtUnmente se emplea en la identificacién humana es:

<

Lo <R SR R <R R 4

Antecedentes e informacién del contexto de la investigaciéon
Reconocimiento visual

Documentos e identificaciones

Huellas dactilares

Datos radioldgicos

Datos dentales

Datos genéticos

Perfil bioldgico e informacién fisica
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¢ Caracteristicas individuales (tatuajes, cicatrices, aretes, etc.)
¢ Condiciones médicas/salud
¢ Objetos personales y ropa

Por otro lado, existen indicadores biol6gicos como huellas latentes (huellas
dactilares e impresiones de oreja), tejidos blandos (apariencia fisica, patologiay
trauma de tejidos blandos, intervenciones quirdrgicas, cabello y ufias), tejidos
duros (odontologia, osteologia y radiografia) y aspectos faciales (antropologia
facial yreconstruccién, reconocimiento facial y analisis de imagen e identifica-
cién por medio de patrones de iris) que permiten confirmar la identidad de un
individuo con un alto grado de certeza

Como parte de la identificacién humana, el descubrimiento de la huella
genética (DNA fingerprinting), realizado por Alec Jeffreys, permitié expandir
el panorama en el 4rea de las ciencias forenses a través del uso de secuencias
repetidas en el DNA, con la posibilidad de incidir en casos criminales, de
parentesco e inmigracién. La metodologia que empleé consistia en extraer
DNA vy generar fragmentos con enzimas de restriccién, técnica conocida
como RFLPs (del inglés Restriction Fragment Length Polymorphism) (véase
figura 1). Esté técnica se convirtié por mucho tiempo en el estandar de oro
en los laboratorios forenses. En ese sentido, uno de los cambios més impor-
tantes en la blisqueda de marcadores moleculares para la identificacién de
individuos ocurrié con el andlisis de fragmentos no codificantes de DNA, en
las que se describid que las regiones variables consisten en repetidos en tan-
dem de una secuencia corta (minisatélite), en donde la variabilidad resulta
de diferencias en el nimero de repeticiones. Los modelos de mutacién para
estas regiones repetidas indican que los cambios ocurren como resultado de
intercambios desiguales mitdticos o meidticos, o por el deslizamiento del
DNA durante la replicacién. La primera descripcién de un minisatélite fue
de cuatro repetidos en tindem de una secuencia de 33 pares de bases (pb), en
un intrén del gen de la mioglobina, aunque posteriormente se identificaron
una gran cantidad de regiones satélite a lo largo del genoma. Sin embargo,
un aspecto en contra del analisis de ADN satélite por RFLPs es que se trata
de una técnica laboriosa y lenta, que requeria gran cantidad e integridad
del DNA.
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FIGURA 1. OBTENCION DE UNA HUELLA GENETICA
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La extracciéon de DNA para la determinacién de una huella genética pue-
de realizarse a través de distintas muestras bioldgicas, como sangre, hueso,
dientes o cabello. Una vez que se obtiene el DNA se realizan multiples copias
del material genético a través de la técnica de PCR en formato multiplex (am-
plificacién simultdnea de varios loci en una misma reaccién), para lo cual se
requieren iniciadores especificos de las regiones a amplificar. Posteriormente,
los fragmentos amplificados se colocan en un equipo de electroforesis capilar,
donde se obtienen una serie de picos (alelos) que corresponden a los fragmentos
amplificados durante la PCR y se determinan los genotipos para cada locus.

VNTRs y STRs

Los primeros métodos para la identificacién de personas relacionados con la
genética forense se dieron en la década de los sesenta, cuando se recurria a
marcadores morfoldgicos, es decir, rasgos fenotipicos faciles para identificar
visualmente. Esto tenia algunas limitaciones debido a que la tecnologia dis-
ponible en ese momento no era tan avanzada y no era un método concluyente
en muchos de los casos. Mas adelante surgieron otros métodos, dirigidos a la
identificacién de proteinas, dando mejores resultados, pero estas metodologias
resultaron costosas y no podian aplicarse a otro tipo de moléculas.
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Uno de los primeros marcadores usados para diferenciar individuos fue-
ron los grupos sanguineos. El inconveniente de este sistema es que no existen
muchos grupos sanguineos diferentes y gran parte de la poblacién comparte
el mismo que millones de otros individuos, por lo cual no es un marcador muy
especifico. Posteriormente, fueron usados marcadores bioquimicos y las in-
munoglobulinas, pero estas no tienen tantas variantes polimoérficas, porlo que
tampoco son un marcador ideal para este propésito, ya que limita su aplicacién.
Posteriormente, surgi6 otro enfoque dirigido a marcadores genético-molecu-
lares, que se transmiten de padres a hijos y varian de persona a persona, con
lo cual se abre la posibilidad de una identificacién mas precisa. De la totalidad
del DNA, menos del 3% forma proteinas, el resto es DNA no codificante, por
lo que no tiene informacién que puede ser evidenciable fenotipicamente, lo que
haceideal a este sistema genético para que sea empleado en la identificacién de
personas, sin mostrar variaciones por condiciones médicas o morfoldgicas.

En el &mbito forense, el DNA no codificante es mas informativo, principal-
mente porque casila mitad de este es repetitivo y extremadamente polimorfi-
co, por lo tanto, es diferente entre los individuos, razén por la cual es de vital
importancia para la identificacién de personas. Estas variantes pueden ser
determinadas a través de la técnica de PCR (del inglés, Polymerase Chain Reac-
tion), en la cual se amplifican las secuencias repetitivas de manera especifica.
Actualmente existen kits comerciales con los que es posible amplificar diversas
secuencias en una misma reaccién, lo cual optimiza los tiempos de andlisis.
Dependiendo de lalongitud de las secuencias repetidas de ADN no codificante
se clasifican de manera diferente, por ejemplo:
¢ Minisatélites: son secuencias repetidas en tindem de 6 a 25 pb.
¢ Microsatélites: son secuencias repetidas en tdndem de 2 a 6 pb (véase

figura 2).

Los VNTRs (Variable Number Tandem Repeats) son un tipo de minisatélites,
que corresponden a secuencias no codificantes e hipervariables, con una secuen-
ciade 6 a 25 nucleétidos, la cual es repetida un nimero variable de veces alolargo
del genoma. Debido a que hay alta variabilidad en el niimero de sus repeticio-
nes, los VNTRs se convierten en un buen biomarcador genético para pruebas de
identificacién. No obstante, una limitacién para el uso de los VNTRs es que se
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requiere una muestra con cantidad y calidad éptimas para hacer un buen analisis,
en contraste con el analisis de los microsatélites o también llamados STRs (Short
Tandem Repeats), donde, al ser fragmentos mas pequefios, menores cantidades
de muestra pueden ser Utiles para el andlisis. Es por eso que los STRs son los
marcadores de eleccién en identificacién forense. Los STRs autosémicos se han
convertido en un buen marcador genético-molecular debido a varias razones,
entre las que destacan su abundancia en el genoma, su naturaleza polimérfica
y su tamarfio relativamente pequefio. Ademads, se pueden analizar varios STRs
simultdneamente, lo cual optimiza el proceso y reduce tiempos de espera.
En funcién del nimero de nucléotidos que conforman la unidad de repeti-
cién, los microsatélites pueden ser dinucleétidos, trinucleétidos, etc. Existen
las siguientes cuatro categorias de STRs con base en el patrén de repeticién
que presentan:
¢ Repeticiones simples: sus unidades de repeticién estan conformadas por
la misma longitud y secuencia.
¢ Repeticiones compuestas: dus unidades de repeticién tienen la misma
longitud, pero diferentes secuencias.

¢ Repeticiones complejas: presentan algunos segmentos de repeticién con
longitud variable y secuencias variables intermedias.

¢ Repeticiones hipervariables complejas: existen numerosos alelos que
varian en tamarfio y en secuencia.

Desde los afios noventa se comenz6 a emplear a los siguientes STRs como
marcadores en identificacion humana: THo1, VWA, FES/FPS y F13A1. Poste-
riormente, en el afio 1997 el FBI sugirid el uso de 13 STRs autosémicos para
conformar el CODIS (Combined DNA Index System), que es la base de datos na-
cional empleada en Estados Unidos de América para realizar identificacién
genética en casos forenses. Sin embargo, para el afio 2020 se decidi6 ampliar
a 20 STRs la bateria de marcadores del CODIS, con lo cual aumenta el poder
de discriminacién.

Por otra parte, los STRs presentes en los cromosomas sexuales han sido
de vital importancia para establecer el sexo de las muestras analizadas. El gen
de la amelogenina es un ejemplo de esto y es el mas comtnmente usado para
discriminar entre masculino y femenino. A pesar de que hay divergencias entre
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el gen localizado en el cromosoma X (AMELX) del que estd en el Y (AMELY),
ambos se pueden amplificar simultaneamente con el mismo par de cebadores.
Sin embargo, existen otros STRs que sirven para este propésito, tales como: SRY,
TSPY, DXYS156 y STS. Los minisatélites y los microsatélites encontrados para
cada par de cromosomas homologos presentan una herencia mendeliana simple,
por lo que una secuencia se hereda del padre y la otra de la madre. Gracias a esto
se pueden establecer parentescos, tal como se hace en la prueba de paternidad.

INDELs/SNVs

Una variante de tipo INDEL es una secuencia en la cual se inserta o se elimina una
porciéon de nucleétidos (véase figura 2), que modifica la longitud del segmento
de DNA vy se estima que representan del 16% al 20% de las variantes genéticas
encontradas en el genoma humano. Estas son caracterizadas por ser bialélicas y
ambos alelos pueden variar en sus secuencias. Debido a que es posible identificar
INDELSs en muestras con baja cantidad de DNA e incluso en estado de degrada-
cién avanzada, su estudio sirve para complementar el andlisis de los STRs.
Recientemente, los INDELs han cobrado importancia en el &mbito forense
porque ofrecen ventajas tales como facilidad de estandarizacién, bajo costo y la
posibilidad de analizar muestras cuya calidad e integridad no son 6ptimas, como
sucede en la mayoria de los casos forenses. Ademas, al ser autosémicos, aportan in-
formacién de filiacién, ya que ofrecen informacién proveniente de los progenitores.
Las variantes de un solo nucleétido (single nucleotide variants) son cambios
de un nucleétido en una posicién puntual (véase figura 2). Se estima que se
presentan en 1 de cada 1000 pb. Eluso de SNVs en DNA no codificante ha sido
previamente documentado y utilizado con propésitos forenses. Aligual que los
INDELs son bialélicas, razén por laque no ofrecen el nivel de discriminacién que
un panelde STRsypor esono sustituyen suandlisis, sino que locomplementan.
Bajo algunos contextos en los que la muestra esta degradada o no contiene
suficiente cantidad de DNA, el analisis por INDELs o SN'Vs es de gran ayuda.
No se sabe con certeza silos SN'Vs seran en el futuro mejor eleccién que los
STRs; sin embargo, hay algunas ventajas que ofrecen, por ejemplo: una baja tasa
de mutacién, analizables en amplicones (fragmentos) pequerios y detectables
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con tecnologias de alta resolucién, esto ultimo es elemental para el estudio de
poblaciones a gran escala. Desafortunadamente, para tener el mismo impacto
estadistico, son necesarios 5 SNVs paraigualar a1 STR, porlo que en promedio
se necesitarian analizar mas de 50 SN'Vs para tener un resultado confiable.

FIGURA 2. REPRESENTACION ESTRUCTURAL DE MARCADORES GENETICO-MOLECULARES
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Enlafigura2puede observarselasecuenciade DNA detresindividuos en los
que se identifican tres variantes genéticas: SNV, INDEL y STR. Dichos cambios
representan cambios de un solo nucleétido (SNV), inserciones o deleciones
(INDELSs) y repeticiones cortas en tindem (STR).

Marcadores mitocondriales

El DNA mitocondrial (mtDNA) ha sido empleado para la identificacién humana
debido a su alta tasa de variabilidad y a su herencia exclusiva por via materna.
El mtDNA presenta ciertas ventajas sobre el DNA nuclear, por ejemplo, no es
necesario aislar las mitocondrias del DNA nuclear para analizar el material
genético, mismo que puede extraerse de cabello sin raiz, dientes y huesos al-
tamente degradados. Ademas, una célula posee un gran nimero de copias del
genoma mitocondrial.
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Para poder analizar el mtDNA, se hace una extraccién de DNA, seguida
de una amplificacién por PCR y posteriormente secuenciacion. Las secuencias
obtenidas son comparadas con una secuencia de referencia, cada variacién de
un solo nucleétido en la secuencia analizada debe ser reportada y el conjunto
de estas variaciones determinan un haplotipo mitocondrial. En cada haplotipo
seindicala posicién y el tipo de variacién respecto a la secuencia de referencia.
Ademaés de identificar el haplotipo mitocondrial, se pueden localizar ciertas
posiciones, cuyos cambios son més frecuentes en algunas poblaciones y son
denominadas como haplogrupos.

La identificacion de personas a través del analisis de mtDNA se realiza
comparando los haplotipos obtenidos de la muestra de referencia y la muestra
problema. Con esta comparacién existen tres escenarios posibles: 1) que el
resultado sea excluyente, es decir, que ambos haplotipos no coincidan; 2) el
resultado sea no concluyente, debido a que la calidad de la secuencia problema
no sea adecuada; y 3) que los dos haplotipos coincidan, aunque esto no indica
que el individuo al que pertenece la muestra problema esté relacionado bio-
légicamente con quien proporciond la muestra de referencia, sino que ambas
personas comparten el mismo linaje mitocondrial. Al igual que con otros mar-
cadores de uso forense, se requiere hacer un anélisis estadistico que nos indi-
que cuantas veces es més probable que esa muestra problema esté relacionada
biolégicamente con la muestra de referencia, respecto con otro individuo al
azar en la poblacién. Es importante mencionar que los calculos de probabili-
dad del mtDNA requieren de una base de datos poblacionales robustas (> 1000
individuos), debido a que dichos calculos dependen directamente del namero
de individuos incluidos en las bases de datos.

Estimacion e interpretacion estadistica
Casos criminales
El procedimiento general para interpretar casos criminales consiste en la com-

paracién de dos o mas perfiles genéticos, un perfil correspondiente a un desco-
nocido que cometié o participé en un crimen y que dejé algin tipo de evidencia
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biolégica en el lugar de los hechos, mientras que el otro perfil debe pertenecer
a un individuo en calidad de sospechoso de cometer el crimen. Si los perfiles
de DNA no coinciden, se puede decir categéricamente que el sospechoso no
es la fuente de la evidencia. En estos casos, tomando en cuenta la evidencia
genética y no genética, el juez puede exonerar al detenido de su implicacién
en el crimen. Por otra parte, silos perfiles coinciden, comienza un proceso de
analisis e interpretacion para conocer la probabilidad de encontrar el perfil del
sospechoso en la poblacién donde sucedié el crimen, con lo que se puede estimar
la probabilidad de involucrar a un inocente en el crimen.

Para estas interpretaciones es necesario conocer algunos parametros
forenses y poblacionales (por ejemplo, frecuencias alélicas, equilibrio de
Hardy-Weinberg [EHW] y desequilibrio de ligamiento [DL]), que generalmente
estan disponibles en la literatura cientifica. El siguiente paso consiste en esti-
mar la frecuencia de los genotipos para cada STR del perfil de DNA, empleando
las frecuencias alélicas reportadas en la literatura para esa poblacién. Saber que
una poblacién se encuentra en EHW, permite aplicar las siguientes férmulas
para estimar la frecuencia de genotipos: homocigotos = p? o g* y heterocigo-
tos = 2pq; donde p y q representan las frecuencias de los alelos en el genotipo.
Posteriormente, se multiplican las frecuencias genotipicas estimadas, dondeel
resultado representa la frecuencia del perfil de DNA. Este dltimo paso solo se
debe realizar si se reporté previamente que los marcadores de esa poblacién
no presentan asociacién entre si o DL.

La frecuencia del perfil en la poblacién corresponde a la probabilidad de
coincidencia al azar (PCA), es decir, la probabilidad de que ese perfil de DNA
esté presente en otra persona por el azar. Por Gltimo, al inverso del PCA se le
conoce como razén de verosimilitud (likelihood ratio) y se calcula de la siguiente
manera: LR = 1/PCA. EI LR es un valor cuantitativo que representa el pesodela
evidenciagenética, porlotanto, mientrasmasgrandeesel LR, mas potente es la
evidencia genética para relacionar al sospechoso y la evidencia con el crimen.
El dltimo paso consiste en la integracion de la evidencia no genética (testigos,
videos, audios, antecedentes de amenazas o agresiones, etc.), que deben inte-
grarse para que el juez de un veredicto final. Para este fin se aplica el teorema
de Bayes, en el cual se emplean razones de probabilidades (odds) que indican
cuantas veces es mas probable una hipétesis que otra. El propésito del teorema

179



180

Medicina genémica. Un camino hacia la medicina personalizada

es obtener un odds a posteriori (final), que integre el odds genético (LR) al odds a
priori (inicial) asignado por el juez y que surge de la informacién no genética,
simplemente multiplicdndolos, es decir: odds a posteriori = odds genético (LR) x
odds a priori (informacién no genética).

Relaciones de parentesco con STRs autosomicos

Los casos de relaciones genéticas mas comunes corresponden a los que involu-
cran al hijo —o hijos— en disputa y al supuesto padre, comtinmente conocidos
como casos de paternidad dio. También existen los casos de paternidad trio,
que involucran al supuesto padre, a la madre y al hijo(s) en disputa; asi como
los casos donde se analizan hermanos (hermandad); casos donde se compara
al hijo en disputa con la madre y los posibles abuelos paternos, cuando no se
cuenta con la muestra biolégica del supuesto padre (abuelidad), entre otros
casos que se presentan con menor frecuencia. Después de realizar el trabajo
de laboratorio y obtener los perfiles genéticos para determinar la paternidad
entre un supuesto padre (SP) y un hijo en disputa (H), existen los dos siguientes
escenarios posibles al comparar sus perfiles: 1) que en dos o0 mas marcadores
no existan coincidencias entre los alelos del SP y H, lo que se denomina como
“exclusiéon” y se descarta inmediatamente la paternidad biolégica; y 2) que si
coincida el SP y el H en uno de los dos alelos para cada uno de los marcadores
analizados, lo que se puede interpretar como que el SP es el padre biolégico del
hijo en disputa. Para llegar a esta conclusién se debe realizar una valoracién
estadistica para conocer cudl es la probabilidad de que el perfil de DNA de cual-
quier persona que no sea el padre biolégico coincida por azar o casualidad con
el perfil de DNA del hijo en disputa; esto requiere conocer las frecuencias en la
poblacién de los alelos que concuerdan entre el SP e H.

En el caso del segundo escenario, para la interpretacién estadistica se es-
tima un odds genético llamado indice de paternidad (IP), el cual es una razén
de verosimilitud que compara la hipétesis de que el supuesto padre es el padre
bioldgico (X), respecto ala hipétesis de que el padre bioldgico es otro individuo
de esapoblacién (Y). En ese sentido, la estimacién seria de la siguiente manera:
IP = X/Y, donde Y es el valor de la frecuencia alélica en esa poblacién, que re-
presentalaprobabilidad de que cualquier otro individuo hayaheredado el alelo;
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por su parte, X constituye la probabilidad de heredar el alelo paterno por el SP
v, en los casos duo, varia entre 1, 0.5y 0.25, segin la configuracién genotipica.
Por ejemplo: cuando el SP es homocigoto para el alelo obligado o presenta el
mismo genotipo homocigoto que el H el valor de X = 1. X es 1 debido a que la
probabilidad de transmitir el (los) alelo(s) se basa en 2/2 = 1. Por otro lado,
cuando el SP es heterocigoto y el H es homocigoto o viceversa (SP homocigoto
y el H es heterocigoto), el valor es X = 0.5. Esto se debe al hecho de que la pro-
babilidad de transmitir el alelo obligado del genotipo paterno al hijo en disputa
es 1/2 = 0.5. En las situaciones donde tanto el SP como el H son heterocigotos,
pero solamente comparten un alelo en comun, entonces el valor de X = 0.25,
debido a que de los cuatro alelos existentes SP solo pudo haber aportado uno.
Por Gltimo, en el supuesto de que SP y H compartan el mismo genotipo hete-
rocigoto, se suele calcular con una férmula que considera los alelos de ambos
de la siguiente manera: IP = (A+B) / 4 (AxB), donde A y B representan la fre-
cuencia de cada uno de los alelos presentes en los genotipos. En el analisis de
los casos trio, el calculo del IP dependerd de la combinacién de los genotipos de
los padres y del hijo en disputa, porlo que existen tablas en la literatura con las
férmulas adecuadas para cada combinacién de alelos. Una vez que se obtiene
el IP individual de cada marcador, se debe calcular un IP combinado (IPC), que
resulta de la multiplicacién de todos los IP individuales.

Contrario alos casos criminales, en las pruebas de relaciones de parentesco
el odds a priori suele ser irrelevante para la paternidad —es decir los antece-
dentes no genéticos no importan, por ejemplo, saber si el SP y madre vivian
juntos o separados—, por lo tanto, en la mayoria de los casos se aplica un odds
a priori neutro, por lo que no es necesario aplicar el teorema de Bayes para la
interpretacién. En este sentido, el juez puede tomar directamente el valor re-
portado por el perito. Cabe mencionar que este hecho facilita convertir el IP en
probabilidad de paternidad (W), donde en todos los casos se aplica la misma
féormula: W = [IP/(IP+1) x 100]. Es importante aclarar que la labor del perito
o analista en genética forense es reportar los valores estadisticos obtenidos en
las pruebas de relaciones de parentesco, es decir, no es adecuado reportar que
un hombre implicado en una prueba de paternidad es o no el padre biolégico del
hijo en disputa, pues esa es tarea del juez y de la corte con base en la evidencia
estadistica (véase tabla 1).
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TABLA 1. RESULTADOS DEL CALCULO DE UNA PRUEBA
DE PATERNIDAD DUO (SUPUESTO PADRE E H1JO)

GENOTIPOS IP IP
Frecuencias 13 STRs 15 STRs
Marcador SP P . .
alélicas de H (cobis) (identifiler)
1. 8 1. 8.
D351358 16 18 1% 16 | 0071 | 0258 93;9 “ 93;9 4
237288 237288
D13S317 10 13 11 13 0.223 0118 4237 4237
14 14
.875968
D16S539 1 11 13 0.258 0144 - 3 79599
D18S51 13 20 13 17 0114 | 04128 4.385964 4.385964
91 91
462686
D251338 22 24 22 26 0.067 | 0.38 - 7457
CSF1PO 10 10 0.271 0.270999 0.270993
77 77
THo1 93 9 93 0131 0209 0.418000 0.418000
' ’ ’ ’ 79 79
2.994011 2.9940M
VWA 16 19 16 18 0.326 0.167 9% 9%
98 98
D21511 29 31 31 32.2 0.084 | 0a42 5952380 5952380
95 95
D75820 1 12 8 1 0106 | 0.277 0.553998 0553998
21 21
112 112
D55818 10 1 1 0.445 3595 3595
51 51
1.8621 1.8621
TPOX 8 8 12 0.537 | 0102 7 o1
39 39
1. 1.
D851179 13 15 10 13 0107 | 0.344 453488 453488
37 37
81 .81
D195433 13.2 15 13.2 15.2 0.076 | 0.086 5813953 2813953
49 49
6.756756 6.756756
FGA 20 26 23 26 | 0130 | 0.07 757675 75;675
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GENOTIPOS IP IP
Frecuencias 13 STRs 15 STRs
M d SP H ... . .
arcador alélicas de H (cobis) (identifiler)
4 812.37
IPC 139 198.541
197 39 198.54
.97922 .99928
W (%) 99.979 99.999
45 16

SP: supuesto padre

H: hijo en disputa

IP: indice de paternidad

IPC: indice de paternidad combinado
W: probabilidad de paternidad

En esta tabla se comparan los valores de IP y W obtenidos con los 13 STRs incluidos en el CODIS original y con los 15 STRs del kit
identifiler. Cuando se analizaron 13 STRs se obtuvo una probabilidad de paternidad menor a la minima necesaria para considerar
una paternidad (W = > 99.99%), a pesar de que no hay mutaciones, mientras que 15 marcadores si fueron suficientes para obtener
una probabilidad adecuada.

Prediccion de caracteristicas
externamente visibles y edad

El enfoque estandar para generar perfiles forenses de DNA con fines de iden-
tificacién humana utiliza STRs. Sin embargo, cuando este método no logra
identificar a un sospechoso en una escena del crimen o no se encuentra una
coincidencia en una base de datos de DNA, deben estar disponibles métodos
alternativos, ya que cualquier informacién que pueda ayudar a identificar la
procedenciadeunamuestraesmuy valiosa. Elfenotipadoforense de DNA utiliza
conocimientos de genética para obtener informacién a través de la prediccién
de rasgos fisicos, ascendencia biogeografica y estimacién de la edad de una
persona (véase figura 3).

Referente a la prediccién de rasgos fisicos, las metodologias utilizadas han
mejorado mucho, partiendo desde la prediccién tnica del color de ojos (Sistema
IrisPlex) hasta la prediccién del color de ojos, del cabello y de la piel (Sistema HI-
risPlex-S), logrando predicciones precisas a través de marcadores genéticos que
son utilizados para generar datos que pueden ser cargados en una plataforma web
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facil de usar (https://HIrisPlex.erasmusmc.nl/) para generar probabilidades de
prediccién individuales a partir de una minima cantidad de DNA, lo que refleja su
alta sensibilidad, ademas de que permite trabajar con muestras de DNA degrada-
das. Esta herramienta complementaria se ha convertido en una de las mas potentes
para ayudar a disminuir el tiempo de trabajo en diferentes casos forenses.

En relacién con la edad, algunas clasificaciones involucran analisis mor-
folégicos que atn son esenciales para la investigacién de restos humanos. Es
necesario puntualizar que solo son aplicables a casos forenses que involucran
tejidos sélidos, como huesos y dientes, mientras que los resultados de estas
pruebas pueden ser ambiguos. Esta limitacién también se aplica a los métodos
quimicos, como la combinacién de racemizacién con 4cido aspartico y anali-
sis de radiocarbono, que proporcionan estimaciones precisas de la edad, pero
requieren la presencia de especimenes preferentemente dentales. Diferentes
métodos moleculares han sido descritos para tratar de predecir la edad, tales
como el andlisis del DNA mitocondrial, secuencias teloméricas y métodos epi-
genéticos, aunque no todas pueden ser aplicadas en el ambito forense.

ElmtDNA fue uno de los primeros marcadores genéticos que se investigaron
al respecto, ya que se sabe que su secuencia de nucleétidos cambia en los indivi-
duos que envejecen, no obstante, ain hay dificultades técnicas y la asociacién de
estas con la edad es débil. Por otro lado, se sabe que las secuencias de los teléme-
ros se acortan con cada divisién celular, pero su aplicacion a la estimacién de la
edad no parece ser sencilla, ya que se han encontrado errores de prediccién. El
estudio de la metilacién del DNA enfocada al area forense para estimar la edad
cronoldgica parece ser la técnica més prometedora, ya que se observa una mayor
precisién a través del analisis de cambios en los niveles globales de metilacién del
DNA, al analizar sitios CpG (citosina por guanina), en el cual el DNA genémico
se trata con bisulfito de sodio que desamina la citosina no metilada y se convierte
en uracilo, mientras que la citosina metilada no se ve afectada. Con el aumento
delaedad, no solo se ha observado la hipometilacién del DNA en todo el genoma,
sino también la hipermetilacién del DNA regional de las islas CpG.

Diferentes marcadores epigenéticos han sido estudiados en relacién con la
edad, el candidato mas prometedor ha sido el gen NRCAM, un gen que ha mostrado
una correlaciéon de edad més alta en el conjunto de datos de deteccién a través del
anélisis de muestras forenses que contienen solo pequerias cantidades de DNA (<
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100 ng). Aunque no ha sido el tnico marcador asociado, se ha establecido una gran
cantidad de datos de patrones de metilacién humanos con Illumina Infinium Human-
Methylation450 BeadChip, alos que a menudo se puede acceder directamente desde
bases de datos ptblicas (http://agecalculator.ies.krakow.pl/), que proporcionan un
recurso para estudios epigenéticos para desarrollar pruebas predictivas de la edad.

FIGURA 3. APLICACIONES COMPLEMENTARIAS DE MARCADORES
GENETICO-MOLECULARES EN IDENTIFICACION HUMANA

Gen1 Gen2 --- GenN
WDGTDYTDLDIDGT 2PV DI DOPVDIVT 2WTDTDIDTDIVIT

.4

CEV: caracteristicas externamente visibles; NRCAM: gen que codifica para la molécula de adhesion de células neuronales.

MDD u

Promotor  Gen blanco (NRCAM)

INATIZN

Eluso de marcadores complementarios alos STRs permite realizar prediccio-
nes de una muestra de DNA sin la necesidad de tener una muestra de referen-
cia y asociarla con una ascendencia biogeografica, estimar la probabilidad de
caracteristicas externamente visibles, como el color de iris, tez o cabello. Otra
aplicacién reciente es la prediccién de la edad bioldgica a través del analisis de
modificaciones epigenéticas, como la metilacién de promotores.

Aplicacion de la genética forense:
el caso de los Romanov

Un caso famoso resuelto por tecnologia de secuenciacién en genética forense es
el de la familia Romanov, quienes fueron los Gltimos rusos que ocuparon la mo-
narquia. Tras la abdicacién del zar Nicolas II, él, su esposa Alexandra y sus cinco
hijos fueron exiliados; segiin relatos histéricos, fueron ejecutados el 17 de julio de
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1918. Algunos cuerpos fueron dispuestos en una fosa comiin, mientras que dos de
los nifios en fosas separadas. En 1991 la fosa comtn mas grande fue descubiertay
aun tras analisis de DNA quedaba la duda si correspondian realmente a la familia
Romanov. Mas tarde, en 2007, un grupo de arqueélogos descubrieron la segunda
tumba y los restos que podrian corresponder a los hijos del zar.

Lo anterior no solo requeria asegurar que los restos encontrados pertenecen
alafamilia de los Romanov, sino también establecer si hay relacién directa entre
estos restos. Por lo cual se extrajo DNA de los restos y a través de pruebas de
mtDNA se pudo determinar que las nuevas muestras encontradas estaban rela-
cionadas con la zarina Alexandra, por lo cual hay un lazo maternal entre estas.
Tomando en cuenta que el DNA provino de un fémur y que en la fosa principal
se habian encontrado los fémures de la zarina y de sus otros tres hijos, era alta-
mente probable que estos restos encontrados correspondan a sus hijos perdidos.

Por otra parte, se evalué un panel de STRs autosémicos y el perfil resultan-
te coincide con el arbol genético del zar y la zarina, dado que todos los alelos de
las muestras estan presentes en él y pueden ser explicados por herencia mende-
liana. Finalmente, se determiné un panel de 17 STRs asociados al cromosoma
Y (Y-STR) en los restos encontrados en la segunda fosa, comparandolos con
los del zar. El resultado mostré una coincidencia (match) perfecta, misma que
también se encontré en un pariente vivo de los Romanov, el principe Andrew
Andrevich. Gracias al analisis genético, se pudo confirmarla identidad de estas
personas y establecer el parentesco que hay entre estos restos de las diferentes
fosas por tres abordajes genéticos complementarios: analisis de mtDNA, STRs
autosémicos y del cromosoma Y. Los resultados de estos anélisis concuerdan
con la hipétesis de que las muestras recuperadas corresponden a los hijos des-
aparecidos del zar Nicolas II y la zarina Alexandra.

Conclusiones

Lagenética forense ha revolucionado la identificacién humana, ofreciendo he-
rramientas precisas y fiables en situaciones complejas, como desastres, migra-
ciones o conflictos armados. La diversidad de marcadores moleculares, desde
huellas dactilares hasta el analisis del DNA ha ofrecido una mayor sensibilidad
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y precisién en la identificacién, permitiendo asi un avance significativo en la
resolucién de casos. Ademas, la aplicacién de técnicas complementarias, como
elanalisisdel DNA mitocondrial, SNVse INDELs ha sido fundamental en casos
donde el ADN presenta muy baja concentracién o esta degradado, permitien-
do la identificacién incluso a partir de muestras antiguas o fragmentadas. En
aniosrecientes, el fenotipadoforense de DNA hasurgido como una herramienta
prometedora para predecir rasgos fisicos, ascendencia biogeografica y edad,
ampliando atn més las posibilidades de identificacién.
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CAPITULO 12

Diagnostico genomico pre-
y postimplantacion embrionaria

Alejandro Arellano Pérez

Introduccion

El diagnéstico genético pre- y postimplantacién embrionaria puede realizarse
en dos momentos distintos del desarrollo humano previos al nacimiento: el
estado embrionario o el estado fetal. Su objetivo es identificar alteraciones
cromosémicas, estructurales o monogénicas, lo cual es fundamental para la
toma de decisiones en areas como embriologia, genética, biologia molecular,
medicina reproductiva, medicina materno-fetal, entre otras. Las técnicas em-
pleadas dependen del momento del desarrollo del embrién (preimplantacién)
o del feto (postimplantacién).

El diagnéstico genético preimplantacional (DGP, también conocido como
PGT por sus siglas en inglés) incluye a un subgrupo de técnicas como PGT-A
(preimplantation genetic testing for anueploidy), PGT-SR (preimplantation genetic
testing for structural rearrangements) y PGT-M (preimplantation genetic testing for
monogenic diseases), las cuales requieren el estado embrionario en el dia3 o5 de
desarrollo, y mediante una biopsia de blastémero o trofoectodermo se obtiene
material genético para su procesamiento y diagnéstico. Por su parte, el diag-
néstico genético postimplantacional o prenatal se realiza en un feto con més
de 8 semanas de gestacién, y puedellevarse a cabomediante técnicas invasivas,
comoelcariotipo obtenido por amniocentesis, o técnicas no invasivas, como el
anilisis de ADN fetal libre en sangre materna.
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FIGURA 1. DIAGNOSTICO GENETICO PRE- Y POSTIMPLANTACION EMBRIONARIA

Diagnostico genético

pre- y postimplantacion embrionaria

v v

Preimplantacion Postimplantacion
(desarrollo embrionario) (desarrollo fetal)
I
PGT-A PGT-SR PGT-M Técnicas Técnicas
(Aneuploidias) (Estructurales) (Monogénicas) invasivas no invasivas
Euploide Biopsia de ADN
Aneuploide Amniocentesis vellosidades fetal libre en
Mosaico coriales sangre materna

Diagnostico genético preimplantacional

El diagnéstico genético preimplantacional (PGT, preimplantation genetic tes-
ting), anteriormente conocido como PGD (preimplantation genetic diagnosis) o
PGS (preimplantationgGenetic screening), comprende a un conjunto de técnicas
realizadas antes de la transferencia e implantacién embrionaria en la decidua
materna, es decir, antes del embarazo. Su objetivo es seleccionar embriones sin
alteraciones cromosémicas o genéticas para ser transferidos a la cavidad ute-
rina, aumentando de esta manera la tasa de implantacién de embriones sanos.

Este procedimiento surgié a principios de la década de 1990 como una téc-
nica experimental para identificar enfermedades cromosémicas ligadas al X.
Represent6 un avance significativo con respecto al diagnéstico prenatal (pos-
timplantacién), ya que permitié, mediante técnicas como PCR (polymerase chain
reaction) o FISH (fluorescence in situ hybridization), la seleccién del embrién més
apto, incrementando las posibilidades de embarazo y reduciendo la transmi-
sién de enfermedades genéticas hereditarias. Inicialmente, estas técnicas se
centraron en el anélisis de un nimero limitado de cromosomas embrionarios.
Sin embargo, enla actualidad, se han ampliado para permitir el cribado cromo-
sémico completo (CCS, comprehensive chromosome screening) y la amplificacion
del genoma completo (WGA, whole-genome amplification).
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Generalmente, el PGT se lleva a cabo en el contexto de tratamientos de
reproduccién asistida de alta complejidad, como la fertilizacién in vitro (IVF, in
vitro fertilization) o la inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI,
intracytoplasmic sperm injection). E1 PGT se divide en tres categorias principales
segun sus capacidades diagnosticas: PGT-A (anélisis de aneuploidias), PGT-SR
(anomalias estructurales) y PGT-M (alteraciones monogénicas). Las indicacio-
nes de cada uno de estos procedimientos han evolucionado significativamente
desde su introduccién, amplidndose conforme avanza la tecnologia y se adquie-
re mayor experiencia en el campo.

Consideraciones embrionarias en el diagnostico genético
preimplantacional

Para llevar a cabo el diagnéstico genético preimplantacional, es necesario ob-
tener ADN del ntcleo de una célula embrionaria antes de suimplantacién. Este
material genético puede obtenerse en dos momentos distintos del desarrollo
embrionario: mediantebiopsiaaspiracién deunblastémerode embriéncontres
dias de desarrollo, o mediante biopsia aspiracién de trofoectodermo en un
blastocisto con cinco o seis dias de desarrollo.

Inicialmente, la técnica se realizaba utilizando PCR o FISH en embriones
de dia tres de desarrollo. Sin embargo, la informacién genética obtenida en esta
etapa es limitada y no ofrece un beneficio clinico significativo.

Los embriones en el tercer dia de desarrollo cuentan con aproximada-
mente ocho blastémeras, de las cuales se extrae solo una para su andlisis.
En contraste, los embriones en el quinto o sexto dia (blastocisto) tienen una
estructura celular mas compleja, con una masa celular interna (que desarro-
llar4 al embrién) y una masa celular externa (que desarrollard a la placenta)
mas numerosas, permitiendo obtener hasta diez células para su estudio. Esta
diferencia, al incluir inicamente la muestra proveniente de una sola célula
embrionaria, implica que los embriones de dia tres proporcionen una canti-
dad limitada o poco diversa de ADN para su andlisis, lo que dificulta no solo
el diagnéstico, sino también la identificacién de mosaicismo, frecuente en
etapas tempranas del desarrollo embrionario y menos probable en etapas
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més avanzadas debido a mecanismos de autocorreccién y seleccién natural.
Ademas, los embriones de dia tres presentan una menor tasa de implantacién
y viabilidad cuando se les somete a biopsia, lo que limita el éxito del trata-
miento de reproduccién asistida.

El principal inconveniente de analizar blastocistos (embriones de cinco o
seis dias) es el tiempo necesario para obtener los resultados, lo que implica la
vitrificacién y transferencia diferida de los embriones biopsiados, aumentando
de esta manera el costo del tratamiento de reproduccién asistida. A pesar de
ello, se prefiere realizar la biopsia en este estadiaje, ya que en ese momento del
desarrollo embrionario se dispone de una mayor cantidad y calidad de material
genético, con escasa repercusién negativa para el embrién y mejorando los

resultados clinicos.

FIGURA 2. DESARROLLO EMBRIONARIO
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Introduccion a las tecnologias en el diagnostico genético
preimplantacional

Alolargodelos afios, se han desarrollado y perfeccionado variadas técnicas para
la evaluacién e identificacién tanto de anomalias genéticas como cromosémicas
en los embriones, superando las limitaciones originales de PCR y FISH. Entre
las plataformas mas destacadas se encuentran la hibridacién genémica compa-
rativa basada en arrays (aCGH, array-based comparative genomic hybridization),
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los polimorfirmos de un solo nucledtido (SNP, single nucleotide polymorphisms),
la reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa (qQPCR, quantitative polyme-
rase chain reaction) y la secuenciacién de nueva generacién (NGS, next-generation
sequencing). Estas técnicas ofrecen distintos niveles de resolucién y precision,
cada una con sus propias ventajas y limitaciones. Sin embargo, en la actualidad,
la técnica mas novedosa y prometedora en la amplificacién del genoma completo
del embrién, lo tiene la secuenciacién masiva (NGS).

Hibridacion genomica comparativa basada en arrays (aCGH)

Esta técnica permite detectar variaciones en el nimero de copias de ADN entre un
embrién y una muestra de referencia. Ambas muestras son marcadas con diferen-
tes fluoréforos, por ejemplo, verde para el ADN del embrién y rojo parael ADN de
referencia; y posteriormente hibridizadas en un microarray de oligonucleétidos
que contiene las sondas especificas. La intensidad de la fluorescencia resultante
indica ganancias o pérdidas de ADN en regiones especificas del genoma, por ejem-
plo, una mayor fluorescencia verde indica una duplicacién en el ADN embrionario,
mientras que una mayor fluorescencia roja revela una delecién. Es utilizada para
identificar aneuploidias, desequilibrios estructurales y mosaicos cromosémicos.
Ofrece una alta resolucién y es relativamente rapida, permitiendo la transferen-
cia embrionaria en el mismo ciclo de FIV (fertilizacién in vitro). Sin embargo, la
sensibilidad de aCGH en la deteccién de mosaicos es menor comparada con NGS,
y su resolucién puede ser insuficiente en anomalias estructurales pequefias, no
pudiendo detectar mutaciones puntuales ni pequeiias inserciones o deleciones.

FIGURA 3. HIBRIDACION GENOMICA COMPARATIVA BASADA EN ARRAYS (ACGH)
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Polimorfismos de un solo nucledtido (SNP)

Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) son variaciones en una tinica
base nitrogenada del ADN. Esta técnica se realiza mediante la amplificacién
de regiones especificas del ADN embrionario que contienen los SNPs de in-
terés. Posteriormente, el ADN se hibrida en un array que contiene sondas
especificas para millones de SNPs. La comparacién con una muestra de refe-
rencia permite identificar variaciones en las posiciones nucleotidicas, lo que
confiere a esta técnica una alta resolucién y la capacidad de detectar tanto
enfermedades monogénicas como polimorfismos. Su principal limitacién
radica en que no proporciona una visién completa del genoma y requiere el
conocimiento previo de los SNPs de interés, lo que eleva el costo y la com-
plejidad del procedimiento.

Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR)

La qPCR es una técnica de amplificacién y cuantificacién de ADN en tiempo
real que permite la identificacién de secuencias en regiones especificas del ADN
embrionario. Este procedimiento se realiza mediante la extraccién, purifica-
cién y amplificacién de las regiones de interés utilizando cebadores especificos.
La cuantificacion se realiza en tiempo real mediante sondas fluorescentes, lo
que permite correlacionar la fluorescencia con la cantidad de ADN presente
en la muestra. Es una técnica rapida y precisa, pero con la limitacién de no
proporcionar informacién global del genoma embrionario, lo que impide la
deteccién de mosaicismos y desequilibrios cromosémicos.

FIGURA 4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA CUANTITATIVA (QPCR)
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Secuenciacion de nueva generacion (NGS)

La NGS (next-generation sequencing) es una tecnologia avanzada de secuen-
ciacién masiva que permite un andlisis exhaustivo y en paralelo del genoma
embrionario, con alta precisién y amplia cobertura. Esta capacidad de realizar
una amplificacién del genoma completo la convierte en la plataforma tecno-
légica actual mas prometedora en el diagnéstico genético preimplantacional.

El proceso comienza con la extracciéon y fragmentacion del ADN embrio-
nario. A los fragmentos de ADN se les afiaden adaptadores especificos en
los extremos, dichos fragmentos a menudo se amplifican mediante PCR vy,
posteriormente, se secuencian simultdneamente. Durante la secuenciacién,
cada base incorporada en los fragmentos es identificada por el secuenciador,
produciendo grandes cantidades de datos en forma de “lecturas” de ADN.
Estos datos se analizan con herramientas de bioinformatica, permitiendo
la identificacién de mutaciones puntuales, inserciones, deleciones y varia-
ciones en el nimero de copias. Es importante sefialar que, aunque este es el
proceso general de la prueba, pueden encontrarse variaciones de la misma,
de acuerdo con la plataforma comercial seleccionada para su procesamiento
y anélisis.

La implementacién de NGS permite la deteccién de aneuploidias, mosai-
cismos, alteraciones monogénicas, duplicaciones o deleciones de segmentos
de ADN, y puede secuenciar tanto el exoma como el genoma completo. Esto
proporciona una visién completa del perfil genético del embridn.
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FIGURA 5. SECUENCIACION DE NUEVA GENERACION (NGS)

Paso 1: Paso 2:
Extraccion del ADN Preparacion de la libreria

e é Adaptador
&8 Hp il IR

., He B_\ @I i
4 & F I

Fragmentos de ADN Librerfa de ADN

Secuenciacion de Nueva
Generacion (NGS)

Paso 3: Paso 4:
Secuenciacion Andlisis

1
oLh
TATCATES2E (G

AATATCATE
AATATCATGC T
(ATATCATGCGCA
AAAATATCATGC G
MTCATGCGCAT

Algeritmo Bioinformético

GACT AGT CT G

1 Nucledtido 10

Técnicas de diagnostico genético preimplantacional

PGT-A
La técnica de diagndstico genético preimplantacional de aneuploidias o PGT-A
(anteriormente conocida como PGS, preimplantation genetic screening), es un mé-
todo utilizado para identificar alteraciones cromosémicas numéricas en embrio-
nes antes de su implantacién, generalmente en el contexto de un ciclo de FIV.
El objetivo es detectar enfermedades cromosémicas que pueden llevar a fallos
de implantacién, abortos espontaneos o la presencia de sindromes genéticos.
El proceso de PGT-A, al igual que otras técnicas de diagndstico genético
preimplantacional, comienza con la estimulacién ovarica controlada de la pa-
ciente, seguida delarecuperacion y fertilizacién de sus ovocitos. Los embriones
obtenidos después de la fertilizacidon se mantienen en cultivo hasta alcanzar el
dia 5 0 6 de desarrollo (fase de blastocisto). A los embriones que han alcanzado
este estadio se les realiza una biopsia por aspiracién de la capa celular externa
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(trofoectodermo) para obtener, en promedio, entre 3y 8 células. La muestra
obtenida se somete a una amplificacién del genoma completo y luego se utilizan
tecnologias diagnésticas avanzadas, como aCGH (hibridacién genémica com-
parada con microarreglos) o NGS (secuenciacién de nueva generacién) para
evaluar la presencia de aneuploidias en los 24 cromosomas (22 autosomas y los
cromosomas sexuales X y Y). Los embriones euploides, aquellos sin anomalias
cromosémicas, son seleccionados para su transferencia.

El PGT-A esta indicado principalmente para pacientes que presentan un
riesgo mayor de aneuploidia por diversos factores clinicos, como edad materna
avanzada, falla de implantacién recurrente, factor masculino severo y pérdida
gestacional recurrente.

A pesar de las ventajas del procedimiento, existen varias limitaciones que
deben de ser consideradas rigurosamente, como la imposibilidad, en algunos
casos, de deteccion de mosaicismo cromosémico, lo que puede llevar a falsos
positivos o negativos en el diagnéstico. Las técnicas como NGS y aCGH pre-
sentan limitaciones en la deteccién de aneuploidias de bajo nivel o reorde-
namientos cromosémicos menores, lo que afecta la certeza diagnéstica y la
seleccién adecuada de los embriones. La disponibilidad y acceso a tecnologias
avanzadas, como es el caso de NGS, no se encuentran de forma generalizada
en los laboratorios del pais, lo que limita su implementacién.

Los resultados obtenidos a través del PGT-A pueden clasificarse en tres
categorias principales: embriones euploides, aneuploides y mosaicos. Estos ul-
timos de particular interés, y pueden ser subclasificados como mosaico de alto
grado, bajo grado o indeterminado, aunque actualmente no existe un consenso
claro sobre el umbral exacto para esta subdivisién.

Limitaciones del PGT-A en los embriones mosaico

El mosaicismo puede ser definido como la presencia de dos o mas lineas celulares
con distinta composicién cromosémica dentro de un mismo individuo y representa
un reto importante para el diagnéstico genético preimplantacional de aneuploi-
dias. La identificacion de un nimero discordante de cromosomas, indicativo de
mosaicismo embrionario, puede originarse por varios factores como: variaciones

197



198

Medicina genémica. Un camino hacia la medicina personalizada

estadisticas, ruido dela prueba, sesgo de amplificacién, contaminacién dela mues-
tra, estado mitético de las células de trofoectodermo, fallo en la técnica de biopsia
embrionaria o las condiciones del laboratorio de embriologia.

Las técnicas avanzadas, en especial la secuenciacién de nueva generacién
(NGS) ha permitido la deteccién y cuantificacién, cada vez mejor, del mosaicismo
en las muestras provenientes de biopsias de trofoectodermo. Sin embargo, estos
resultados contindan siendo un reto en su interpretaciéon. Ain no se comprende
completamente en qué medida una biopsia de trofoectodermo (encargado del
desarrollo placentario) con mosaicismo refleja la verdadera composicién de la
masa celular interna (a la que se atribuye el desarrollo del feto) y tiene la capa-
cidad de prediccién de un desenlace clinico. Lo anterior genera incertidumbre
sobre el estado de salud del embrién y los riesgos ante una eventual transferencia.

La evidencia referente a los resultados de transferencias de embriones
clasificados como mosaicos, en especial de bajo grado, es cada vez mayor y pro-
metedora, reportando nacimientos vivos sin fenotipos aparentemente anor-
males. Sin embargo, estos datos deben de ser interpretados con cautela, debido
a que pueden identificarse menores tasas de implantacién y mayor tasa de
aborto espontdneo comparado con los embriones reportados como euploides,
siendo necesaria més informacién que permita mejorar la toma de decisiones.

FIGURA 6. RESULTADOS DE PGT-A POR NGS
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PGT-SR

El diagnéstico genético preimplantacional de reordenamientos estructurales
(PGT-SR, por sus siglas en inglés) es una técnica avanzada que se enfoca en
identificar y seleccionar embriones libres de reordenamientos cromosdémicos
estructurales, balanceados o no balanceados, que incluyen a las traslocaciones
reciprocas o rebertsonianas, inserciones, inversiones, deleciones, duplicacio-
nes o anillos.

El proceso parallevar a cabo el PGT-SR implica el desarrollo de varias eta-
pas. Inicialmente se lleva a cabo el proceso de estimulacién ovarica controlada,
puncién y fecundacién en laboratorio de los ovocitos obtenidos. Los embrio-
nes resultantes se cultivan hasta estadio de blastocisto (dia 50 6) alos cuales se
realiza biopsia de trofoectodermo. Las células obtenidas se someten a anélisis
genético, que puede incluir FISH, aCGH o preferentemente NGS, permitiendo
deestamanera identificar a los embriones con reordenamientos cromosémicos
y seleccionar aquellos que son euploides y balanceados para transferencia.

La principal indicacién para realizar el procedimiento de PGT-SR es en
parejas donde uno o ambos miembros son portadores de translocaciones, in-
versiones u otros reordenamientos estructurales. La translocacién reciproca es
la més frecuente, representando mas del 60% de los casos, seguida de la trans-
locacién robertsoniana con 21% y la inversién en 16%. También se recomienda
en individuos con antecedentes familiares de reordenamientos cromosémicos
que puedan ser heredados a su descendencia.

A pesar de sus claras ventajas, el PGT-SR presenta algunas limitaciones re-
lacionadas con las tecnologias de deteccién. Técnicas como FISH, aCGH y NGS
tienen restricciones en su resolucién, lo que puede impedir la deteccién de reor-
denamientos menores a cinco megabases o de regiones subteloméricas. Ademas,
la presencia de mosaicismo puede dificultar la interpretacién de los resultados.

Una de las principales diferencias de este procedimiento con respecto al
PGT-A, radica en la necesidad de cumplir una serie de prerrequisitos para que
el PGT-SR pueda llevarse a cabo. El principal es la presencia de un reordena-
miento en los progenitores o en alguna linea parental con potencial de ser
heredado a la descendencia. Una revisién personalizada de los cariotipos pa-
rentales permite identificar las reorganizaciones cromosémicas especificas
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que deben ser detectadas durante el PGT-SR. En contraste, en el PGT-A son
los factores de riesgo los que sugieren la realizacién del procedimiento, sin
necesidad de un diagndstico especifico. En resumen, el PGT-SR se lleva a cabo
ante un diagnéstico y patrén de herencia claramente identificados, mientras
que el PGT-A puede realizarse solo con la presencia de factores de riesgo o como
método preventivo.

PGT-M

El diagnéstico genético preimplantacional de alteraciones monogénicas, o PGT-M
por sus siglas en inglés, tiene como objetivo detectar y seleccionar embriones libres
de enfermedad genética causada por la mutacién puntual en un gen.

Al igual que los procedimientos de diagnéstico preimplantacional pre-
viamente descritos, el PGT-M requiere un proceso de estimulacién ovarica
controlada, recuperacién y fertilizacién de los ovocitos capturados, cultivo de
embriones hasta el estadio de blastocisto (dia 5 o 6) y posterior biopsia de la
masa celular externa (trofoectodermo) para obtener una muestra de material
genético. Estas células se procesan a través de técnicas moleculares, como la
PCR y secuenciacién masiva (NGS), lo que permite detectar mutaciones gené-
ticas especificas. Los embriones libres de enfermedades genéticas son seleccio-
nados para su transferencia.

Delamismamanera que parala deteccién de reordenamientos estructura-
les, el PGT-M requiere una evaluacién genética detallada de los miembros de la
parejay, en algunos casos, de sus familiares cercanos, permitiendo establecerla
segregaci6n de los alelos de riesgo que se buscan identificar en los embriones.
Es imprescindible tener claro el gen y patrén de herencia de la linea parental
previo a la realizacién del procedimiento de PGT-M.

El diagnéstico de enfermedades monogénicas esta indicado para parejas con
alto riesgo de transmitir estas enfermedades a su descendencia. Lo que incluye
a las enfermedades autosémicas dominantes, autosémicas recesivas y ligadas al
cromosoma X. También est4 indicado en casos de cancer hereditario (por ejemplo,
BRCA1y BRCA2); enfermedades de inicio tardio como la enfermedad de Huntin-
gton, distrofia miotdnica tipo 1 y neurofibromatosis; enfermedades ligadas al X,
como el sindrome del X fragil, distrofia muscular de Duchenne y hemofilia.
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Las ventajas del diagndstico genético preimplantacional son evidentes, sin
embargo, también presenta limitaciones. No todos los trastornos genéticos
pueden ser diagnosticados debido a su complejidad y variabilidad genética. En
algunos casos, los diagnésticos pueden ser incorrectos debido a limitaciones
técnicas, como la presencia de mosaicismo embrionario, lo que puede llevar
a la transferencia de un embrién genéticamente heterogéneo. Ademas, puede
ocurrir un fallo en la amplificacién de uno de los alelos, conocido como des-
prendimiento alélico (ADO, del inglés allelic dropout), debido a una cantidad
inicial baja de ADN o a mutaciones en los sitios de unién de los cebadores, lo que
resulta en la amplificacién de solo uno de los alelos durante el procedimiento
de PCR. Adicionalmente, el PGT-M no garantiza un embarazo exitoso ni un
recién nacido completamente sano, ya que solo reduce el riesgo de transmisién
de la enfermedad especifica para la cual se realizé el diagnéstico.

Avances en el diagnostico genético embrionario

Los avances en el desarrollo tecnolégico bioinformatico, la alta capacidad de la
secuenciacién masiva ylaintroduccién de algoritmos de aprendizaje automati-
co estan abriendo un campo, hasta hace poco inexplorado, con la introducciéon
del diagnéstico genético preimplantacional para enfermedades poligénicas
(PGT-P). Esto representa un avance significativo en la medicina reproductiva,
al ofrecer la posibilidad de evaluar el riesgo de enfermedades poligénicas en
embriones previo a su implantacién. Los resultados de este andlisis permiten
generar puntuaciones de riesgo poligénico que facilitaria a los profesionales
de la salud y los futuros padres la seleccién de embriones con menor riesgo de
enfermedades, tanto comunes como complejas, influenciadas por multiples
variantes genéticas, como el cancer, enfermedades cardiacas y diabetes.
Laimplementacion de esta técnica enfrenta varias limitaciones y plan-
tea importantes desafios éticos. Entre sus limitaciones, se encuentra la
falta de diversidad poblacional dentro de los biorepositorios y, en algunos
casos, la total ausencia de algunas poblaciones o etnias, lo que dificultaria
su implementacién en la poblacién general. Mas alld de las limitaciones
técnicas, parece mas importante la discusién de sus repercusiones éticas,
entre las que se encuentran la posibilidad de discriminacién genética y el
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dilema de seleccionar embriones basado en riesgos poligénicos, exacerbando
la desigualdad y prejuicios genéticos en la sociedad. Ademads, esta técnica
podria impactar en escenarios posiblemente triviales, como la variacién de
los costos en la contratacién de seguros médicos, de acuerdo con el perfil
poligénico de riesgo del contratante.

Diagnostico genético prenatal (postimplantacion)

El diagnéstico genético postimplantacién embrionaria, conocido como diag-
nostico genético prenatal, incluye tanto a los procedimientos para obtener las
muestras fetales como a las técnicas genéticas para su andlisis, las cuales se
realizan posterior a la implantacién embrionaria y antes del parto, es decir,
durante el embarazo, con el fin de detectar anomalias genéticas o cromosé-
micas fetales.

Existen dos enfoques principales para la obtencién de muestras fetales en
el diagnéstico genético prenatal: invasivo y no invasivo. Los métodos invasivos,
como la amniocentesis y la biopsia de vellosidades coriales, se utilizan para
obtener muestras directas del feto, de la placenta o material en suspensién en
liquido amniético. Estos procedimientos implican una intervencién directa en
el entorno fetal y conllevan un riesgo de complicaciones o pérdida del embara-
z0, lo que ocurre en aproximadamente 1 de cada 250 intervenciones. Por otro
lado, los métodos no invasivos se basan en la obtencién de material genético
fetal en muestras de sangre de la madre. Este enfoque elimina el riesgo de
complicaciones asociadas con los procedimientos invasivos, ofreciendo una
alternativa més segura, aunque con limitaciones diagnésticas, parala deteccién
de anomalias genéticas fetales.

Sin embargo, los enfoques invasivo y no invasivo inicamente hacen refe-
renciaalatécnicautilizadaparalaobtencién delamuestrafetalynoalatécnica
de andlisis genético empleada para su procesamiento y diagnéstico. Algunos
ejemplos de las técnicas de andlisis genético incluyen al cariotipo, qPCR, FISH,
microarrays y el analisis de ADN fetal libre en sangre materna. Esta técnica no
solo se limita para la deteccién de alteraciones cromosémicas o genéticas, sino
también en enfermedades metabdlicas fetales.
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La eleccién de la técnica de analisis estd supeditada a la anomalia ge-
nética fetal que se pretende diagnosticar y puede dividirse en tres grandes
grupos: anomalias cromosémicas, que involucran a su niimero o estructura
v pueden ser visibles al cariotipo fetal; alteraciones submicroscépicas, que
afectan fragmentos gendémicos no visibles en el cariotipo convencional; y las
enfermedades monogénicas, solo detectables utilizando técnicas avanzadas
de analisis genético.

Métodos invasivos de diagnostico prenatal

Amniocentesis

Laamniocentesis es uno de los procedimientos invasivos mas comunes y ha sido
una herramienta esencial en el diagndstico prenatal desde suimplementacién
en la década de 1950. Este procedimiento se lleva a cabo introduciendo una
aguja a través del abdomen materno y las membranas amniéticas para obtener
una muestra de liquido amniético bajo la visualizacién ecografica. Este liquido
contiene células fetales descamativas en suspension, que se cultivan y analizan
mediante diversas técnicas, como el cariotipo, para la deteccién de anomalias
cromosoémicas.

La amniocentesis se realiza entre las 15 y 20 semanas de gestacién y ofre-
ce una alta precisién diagnéstica, considerandose la prueba confirmatoria
posterior a una prueba no invasiva positiva. Sin embargo, no estd exenta de
complicaciones e implica un riesgo aproximado del 0.5% de eventos obsté-
tricos adversos, incluso en manos de un experto. Entre las complicaciones
probables se incluyen hemorragia, rotura prematura de membranas, despren-
dimiento prematuro de placenta normoinserta, amenaza de parto pretérmino
y pérdida fetal.

Ademas de detectar enfermedades cromosémicas, como el sindrome de
Down, la amniocentesis es til para evaluar enfermedades metabélicas, como
la fenilcetonuria, galactosemia y homocistinuria, asi como otros trastornos ge-
néticos, comolafibrosis quistica, la distrofia muscular de Duchenne yla anemia
de Fanconi. Esta prueba es de gran utilidad para el control prenatal, la asesoria
de los padres y los cuidados neonatales.
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FIGURA 7. AMNIOCENTESIS

Utero

Células en suspension

s Placenta

Biopsia de vellosidades coriales

Labiopsia de vellosidades coriales es otro método invasivo de diagnéstico prena-
tal. Esta técnica se realiza para obtener tejido placentario, ya sea por medio de la
introduccién de una pinza para biopsia través del cérvix (transcervical), pasando
entre la pared uterina y las membranas amnidticas, o introduciendo una aguja
en el abdomen materno (transabdominal), en ambos casos bajo guia ecografica.
La eleccién de la via de abordaje est4 supeditada a la experiencia del profesional
que realiza el procedimiento, la disponibilidad de la pinza para la biopsia y la
ubicacién de la placenta dentro del Gitero materno. Por ejemplo, posiciones pla-
centarias en la pared posterior del Gtero permiten la via transcervical, peronola
transabdominal, debido a la imposibilidad de la aguja para alcanzar a la placenta.
A diferencia de la amniocentesis, esta prueba puede realizarse en una etapa més
temprana del embarazo, generalmente entre las 10 a 13 semanas de gestacién.
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Labiopsia de vellosidades coriales presenta capacidades diagnésticas simi-
lares ala amniocentesis; sin embargo, surealizacién a una menor edad gestacio-
nal ofrece ventajas sustanciales en el manejo y planificacién de la gestacién. A
pesar de sus beneficios, este procedimiento no esta exento de riesgos y presenta
una mayor probabilidad de pérdida fetal comparada con la amniocentesis.

Métodos no invasivos de diagnostico prenatal

ADN fetal libre en sangre materna

El descubrimiento y desarrollo del analisis de ADN fetal libre en sangre materna
(cffDNA, del inglés cell-free fetal DNA) marca un parteaguas en el diagnéstico prena-
tal, dando origen al diagnéstico prenatal no invasivo (NIPT, del inglés non-invasive
prenatal testing) y representa una evolucién significativa en la medicina fetal.

La posibilidad de detectar cffDNA en la circulacién materna fue reportada
por primera vez en 1997 por Lo et al., quienes identificaron secuencias especi-
ficas del cromosoma Y del ADN fetal en plasma y suero materno de embarazos
con fetos masculinos. Sin embargo, ha sido gracias al avance en las platafor-
mas de andlisis genético, como PCR vy la secuenciacién masiva (NGS), que el
cffDNA ha mejorado significativamente su precisién y fiabilidad, convirtién-
dose en la prueba de tamizaje con mayor tasa de deteccién para enfermedades
cromosémicas, superando a los marcadores bioquimicos y al ultrasonido de
primer trimestre, lo que ha permitido su implementacién clinica desde etapas
tempranas del embarazo.

El cffDNA circulante en sangre materna proviene principalmente de la
apoptosis de células del trofoblasto que se desprenden de la placenta, liberando
fragmentos de ADN ala circulacién de la madre. Estos fragmentos pueden ser
detectados a partir de la quinta semana de gestacién en el torrente sanguineo
a través de una venopuncién, y alcanzan su méxima concentracién al final del
primer trimestre, manteniéndose con niveles constantes alolargodel embara-
zo. ElcffDNA tiene una vida media corta, aproximadamente de 16 a 30 minutos,
lo que permite que el ADN fetal de embarazos previos no contamine la muestra
para su deteccién en embarazos subsecuentes y asegura que la prueba refleje el
estado genético fetal mas reciente.
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Ademas de las secuencias especificas del cromosoma Y (SRY), existen otras
caracteristicas que permiten diferenciar el ADN libre fetal del materno. E1ADN
libre en la sangre materna se encuentra fragmentado, siendo los fragmentos
fetales més cortos (con un pico de sefial de 143 pares de bases) en comparacién
con los fragmentos maternos (con un pico de sefial de 166 pares de bases), esta
diferencia en el tamafio permite separar y analizar el ADN fetal presente en
la muestra. Otra caracteristica distintiva en el ADN es su metilacién. El gen
MASPIN y el promotor del gen RASSF1A se encuentran hipermetilados en la
placenta e hipometilados en las células maternas, lo que permite eliminar los
fragmentos maternos mediante digestiéon con enzimas de restriccién sensibles
ametilacién vy, posteriormente, cuantificarlos utilizando gPCR, lo que los con-
vierte en marcadores universales del cffDNA. Estas diferencias en el tamaiio
y metilacién del ADN permiten realizar diagndsticos més certeros e incluir a
los embarazos con fetos femeninos.

Un factor importante que considerar para el correcto andlisis e inter-
pretacion de la prueba es la fraccién fetal presente en la muestra sanguinea
materna. Esta fraccién fetal corresponde a la proporcién de cffDNA en com-
paracién con el ADN total que se obtiene de la muestra, la cual suele oscilar
entre 3% al 10% durante el primer trimestre, incrementandose ligeramente
conforme avanza la gestacién. Debido a que esta fraccién fetal es esencial
para el correcto andlisis de la prueba, la mayoria de los laboratorios sugieren
que se realice a partir de la décima semana de gestacién y con un minimo de
3.5% de fraccidn fetal.

Las técnicas genéticas empleadas para el andlisis del cffDNA incluyen pri-
mordialmente a la reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo
real (QPCR) y la secuenciacién de nueva generacién (NGS). La primera permite
la cuantificacién utilizando sondas fluorescentes unidas a la regién diana y la
segunda, secuenciar millones de fragmentos de ADN de forma simultanea,
estos fragmentos son comparados con una muestra de referencia y los datos
obtenidos son analizados por algoritmos bioinformaticos, en algunos casos pa-
tentados. La combinacién permite identificar aneuploidias y otras alteraciones
genéticas con mayor precisién. La sensibilidad de la prueba para la deteccién
de aneuploidia fetal, en especifico para trisomia 13, 18 y 21 y de alteraciones
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de los cromosomas sexuales, se reporta en 99%. Sibien, la prueba es utilizada
para la deteccién de otras aneuploidias, como trisomia 9, 16 y 22, ademas de
microdeleciones y duplicaciones, la informacién respecto de su sensibilidad
diagnéstica es limitada y generalmente no puede detectar deleciones o dupli-
caciones menores a cinco megabases.

ElcffDNA estaindicado como prueba de tamizaje paramujeres embarazadas
conriesgo alto de enfermedad cromosémica, ya sea por edad materna avanza-
da, resultado anormal o no concluyente en el ultrasonido de primer trimestre
o marcadores bioquimicos, por antecedentes familiares o en los casos en los
que las pruebas diagnésticas invasivas conlleven riesgos adicionales al binomio
materno- fetal.

Sibien, el andlisis de cffDNA presenta ventajas con respecto a los méto-
dos invasivos, también tiene ciertas limitaciones. Entre las principales, se
encuentra la fraccién fetal baja en algunas muestras, asociado a un indice de
masa corporal materno elevado, generalmente superior a 40 kg/m?, lo que
conduce a una proporcién superior de ADN materno respecto a la fraccién
fetal. El origen del cffDNA es principalmente del trofoblasto, por lo tanto, la
prueba esta limitada en casos de mosaicismo placentario, en el que la compo-
sicién genética del feto y la placenta es distinta; de forma similar, la prueba
no puede detectar mosaicismo fetal. Otras limitaciones se pueden presentar
respecto al tamarfio de la alteracién genética, poliploidia, traslocaciones, in-
versiones y anillos, enfermedades monogénicas o poligénicas. A pesar de su
alta capacidad en la deteccién de aneuploidias, la prueba prenatal no invasiva
se considera una prueba de tamizaje, no una prueba diagnéstica; por esta
razén, se recomienda que posterior a un resultado de alto riesgo en la prueba
no invasiva, se realice un procedimiento diagnéstico confirmatorio a través
de un método invasivo prenatal.

La investigacién en el campo del diagndstico no invasivo continta evolu-
cionando, con el objetivo de desarrollar métodos que permitan incorporar la
deteccién de trastornos monogénicos y microdeleciones, mejorar el aislamien-
to delas célulasfetales ylacuantificacién delafraccién fetal, ademésdelaiden-
tificacién de una gama mas amplia de condiciones genéticas y otras asociadas
a la salud placentaria.
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FIGURA 8. DIAGNOSTICO PRENATAL NO INVASIVO (NIPT)
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Conclusiones

El diagnéstico genético preimplantacional y prenatal han generado un im-
portante cambio en la medicina reproductiva y fetal, transformando el abor-
daje de las condiciones genéticas desde las etapas tempranas del desarrollo
embrionario hasta el periodo prenatal. Estas tecnologias, que incluyen a las
avanzadas técnicas de secuenciacién masiva y el analisis del ADN fetal libre en
sangre materna, han permitido mejorar la precisién diagnéstica y el tamizaje
temprano de diversas alteraciones genéticas y cromosémicas. Gracias a suim-
plementacién, se ha logrado aumentar la tasa de éxito en los tratamientos de
reproduccién asistida, reducir la incidencia de abortos espontaneos y disminuir
la transmisién de enfermedades hereditarias; respondiendo a las necesidades
y cambios de comportamiento reproductivo y social, en el que el inicio de la
maternidad se ha trasladado a edades con mayor riesgo de enfermedad, pro-
porcionando tanto alos profesionales como a los futuros padres la posibilidad
de tomar decisiones informadas y planificar a su descendencia. A medida que
estos métodos contintien evolucionando, disminuyan sus costos y se integren
de forma mas comun en la préctica clinica, serd fundamental discutir los de-
safios éticos que plantean e implementar estrategias que permitan su acceso a
grupos poblacionales cada vez mas amplios.
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CAPITULO 13

Generacion de vacunas de acidos
nucleicos: DNA o RNA

Jorge Hernandez Bello
Alejandra Natali Vega Magana

Introduccion

A més de dos siglos de su desarrollo, las vacunas han demostrado una alta
eficacia para disminuir e incluso erradicar la morbi-mortalidad causada
por enfermedades infecciosas, como la viruela, el tétanos, el sarampién,
entre otras.

Para el desarrollo de vacunas existen distintas plataformas, entre las
clasicas se listan a las basadas en microorganismos debilitados (vivas ate-
nuadas), en microorganismos muertos (inactivadas), en toxinas bacteria-
nas inactivadas (toxoides) y en antigenos purificados (subunidades). Todas
ellas tienen bondades y algunas limitaciones, como sus altos costos, elevado
tiempo de produccién, alta reactogenicidad, baja inmunogenicidad y poca
flexibilidad para modificar su composicién antigénica. Por lo anterior, se
ha trabajado arduamente para desarrollar vacunas de nueva generacidn,
como las basadas en 4cidos nucleicos (DNA O RNA), las cuales se estan
convirtiendo en una plataforma segura y versatil para combatir enferme-
dades infecciosas y cinceres. Este capitulo provee una descripcién general
del fundamento de las vacunas basadas en acidos nucleicos, sus ventajas,
desventajas y aplicaciones actuales.
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Ventajas y desventajas de las
vacunas basadas en DNA y RNA

Las vacunasbasadas en dcidos nucleicos han demostrado grandes ventajas sobre las
clasicas; sin embargo, también se observan algunaslimitaciones. Entre las ventajas
se encuentra la simplicidad para desarrollarse. Esto debido a que utiliza técnicas
comunes en biologia molecular parala sintesis de oligonucleétidos, lo cual a su vez
permite su fabricacién a gran escala y puede permitir modificaciones al disefio/
secuencia original, si asi se requiriera (por ejemplo, si aparecieran variantes del
patdgeno original). Otra ventaja evidente es que al contener solo 4cido nucleico,
este no se puede replicar, transmitir o transformar en una forma patégena o in-
feccién secundaria como aquellas basadas en patégenos atenuados. Ademas, al
transportar una secuencia predeterminada permite expresar antigenos locales
que inducen respuestas especificas de células T y B, asi como la induccién de anti-
cuerpos neutralizantes. Por otra parte, los ensayos clinicos preliminares no han
observado reacciones adversas graves o toxicidad a estas vacunas. Otra ventaja se
debe a que el DNA es resistente a cambios de temperaturas, por lo tanto, el alma-
cenamiento y transporte es menos complejo. Finalmente, ademas del gen blanco
que porta la secuencia del antigeno al que se requiere generar inmunidad, estas
vacunas pueden contener genes que codifican para moduladores de la respuesta
inmunitaria como citocinas o correceptores/ligandos de células T y B, los cuales
limitan el rechazo a estas vacunas y disminuyen su reactogenicidad.

Por otra parte, una de las principales limitaciones de esta tecnologia es que
ofrece una respuesta inmunogénica relativamente baja comparada con otras pla-
taformas; esto limita que se produzcan grandes cantidades de anticuerpos neutra-
lizantes, lo que ha atrasado su avance en diferentes etapas de ensayos clinicos al no
alcanzarlos estindares demandados por las sociedades internacionales de vacunas.

Otra desventaja delas vacunas de DNA es el poco control que se tiene una vez
que el DNA entra alas células. Lo anterior dificulta garantizar que todo el conte-
nido de DNA ingrese al nticleo celular, se logren niveles suficientes de transcrip-
cién, de maduracién, exportacién al citoplasma y traduccién del mRNA. Por otra
parte, pese a las escasas evidencias, ain existe controversia sobre la seguridad
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de estas vacunas, entre ellas, se discute sobre el potencial riesgo de inducir la
produccién de anticuerpos anti-DNA, los cuales podrian asociarse a procesos
de autoinmunidad. Asi también, se discute su riesgo potencial de integracién
en el genoma del hospedero, lo que podria originar mutaciones por insercién.
Sin embargo, es importante mencionar que actualmente se han desarrollado
cambios a esta plataforma basada en DNA que minimizan estos riesgos. La tabla
1 resume las principales ventajas y desventajas de las vacunas basadas en DNA.

TABLA 1. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LAS VACUNAS BASADAS EN DNA

VENTAJAS DESVENTAJAS/LIMITACIONES

Desarrollo y construccion simple Inmunogenicidad baja comparada a otras plataformas

Alta seguridad Dificultad de la entrega del DNA al nicleo celular

Especificidad antigénica similar a

. Condiciones especificas de almacenamiento
las vacunas de subunidades

Facil almacenamientoy

L Potencial riesgo de desarrollo de anticuerpos anti-DNA
distribucion

Pueden manipularse para ser

. Potencial riesgo de integracion genomica
menos reactogénicas

Oportunidad de modificacion de
secuencia

DNA = acido desoxirribonucleico

Respecto a las vacunas basadas en RNA, las ventajas de esta plataforma son
muchas, una delas masimportantes es que el RNA solo codifica el gen de interés y
no requiere de vectores para su entrega, lo que hace mas sencillo su desarrollo y su
produccién a gran escala de manera econémica. Ademas, sumecanismo de accién
evita el potencial riesgo de integracién al genoma. Algunas vacunas aprobadas
contrala covid-19 estdn basadas en mRNA y han demostrado que la modificaciéon
debases nitrogenadas disminuye la activacién de la respuesta inmune innata, la re-
actogenicidad y el rechazo, mientras que garantiza una mayor tasa de traduccién.

Una de las principales desventajas de esta plataforma es que el RNA es sensi-
ble a cambios de temperatura; esto dificulta su almacenamiento y distribucién.
Por otra parte, dentro de las células, la expresién de antigenos es transitoria
debido ala rapida degradacién del mRNA. Otra debilidad importante es que las
nucleasas intracelulares (RNasas) pueden degradar el RNA. Por otra parte, pese



Capitulo 13. Generacion de vacunas de acidos nucleicos: DNA o RNA

a que la liberacién de este tipo de vacunas generalmente es mediada por nano-
particulas lipidicas, el alto peso molecular y la interaccién entre las moléculas
de mRNA cargadas negativamente puede generar repulsion electrostatica, que
puede limitar la fusién con la membrana plasmatica y su ingreso a las células.
Finalmente, debido al reciente desarrollo de esta plataforma, ain existen po-
cos ensayos con resultados a largo plazo que garanticen su seguridad. La tabla 2
resume sus principales ventajas y desventajas de las vacunas basadas en RNA.

TABLA 2. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LAS VACUNAS BASADAS EN RNA

VENTAJAS DESVENTAJAS/LIMITACIONES

Desarrollo y construccion simple Riesgo de degradacion mediada por RNasas
Solo codifican gen de interés/no requieren Dificultad de la entrega del RNA al

vector de DNA citoplasma

Alta seguridad/poca reactogenicidad Escasos estudios a largo plazo

Produccion masiva a bajo costo

Especificidad antigénica similar a las vacunas de
subunidades

Induccion efectiva de anticuerpos neutralizantes
a baja dosis

Oportunidad de modificacion de secuencia

Sin riesgo de integracion genomica

RNA = acido ribonucleico

Proceso de fabricacion de vacunas de DNA

Las vacunas de DNA implican la inoculacién directa in situ de vectores o cons-
tructos de expresién eucariéticos basados en DNA, que codifican la secuencia
de un antigeno proteico patdgeno (véase figura 1). Los constructos plasmidicos
se cultivan generalmente en bacterias como Escherichia coli, para luego ser pu-
rificados por métodos cromatograficos con el fin de evitar la contaminacién
por LPS de la bacteria por sus propiedades inmunotéxicas. Como se menciond
anteriormente, una buena vacuna debe ser rapida, reproducible, de desarrollo
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simple, termoestable y fabricada con costos y riesgos de desarrollo reducidos,

ylas vacunas de DNA cumplen con muchas de estas caracteristicas. El proceso

de manufactura se puede dividir en tres pasos generales:

¢ Upstream: en este paso se genera el disefio del constructo.

¢ Downstream: en este paso se producen las vacunas y se purifican para la
eliminacién de impurezas mejorando la seguridad y estabilidad.

¢ Formulacion: aqui se preparan todos los componentes para una entrega
eficiente.

Proceso upstream

Para que los genes que codifican los antigenos y adyuvantes genéticos sean trans-
critosamRNA y posteriormente exportados hacia el citoplasma para su traduc-
cién, es necesario que el material genético de la vacuna de DNA entre de manera
eficiente al nicleo, especialmente en las células que ya no realizan la mitosis.
Paralograrlo se puede introducir secuencias de unién a factores de transcripciéon
especificos de tejido en plasmidos, o secuencias de DNA de virus que tienen una
sefial delocalizacién nuclear, que conducen al transporte nuclear activo de DNA.
Otra manera de realizarlo es la formacién de complejos de proteina-DNA antes
de la administracién de la vacuna, con proteinas que mejoren la localizacién
nuclear del DNA como NF kB (p 50) o el represor de tetraciclina NLS disefiado.
Por lo tanto, como primer paso de la produccién de vacunas de DNA, es im-
portante disefiar el constructo de DNA donde serd insertado el gen del antigeno de
interés. Este constructo estd compuesto por un origen de replicacién bacteriano y al
menos un gen de resistencia a antibiéticos como marcador seleccionable. Ademas,
deben contener al menos un casete de expresion, el cual estd compuesto por un
promotor/potenciador eucaridtico, el gen del antigeno y una secuencia de la sefial
poli A, yaque son esenciales para la expresion del antigeno en las células eucariotas.
Para la expresién de multiples genes en una sola vacuna de DNA, ya sea
para la obtencién de mas de un antigeno o para la expresién de un adyuvante
genético que se encuentre combinado con el antigeno, se puede realizar una
de estas tres estrategias:
1. Utilizar diferentes casetes de expresién para cada gen con promotores
individuales, para que cada gen se exprese individualmente.
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2. Utilizar vectores multicistrénicos con un inico promotor para la expre-
sién de varios genes, pero que se encuentren separados por elementos
del sitio interno de entrada al ribosoma (IRES, del inglés internal ribosome
entry site) para que sean traducidos individualmente.

3. Usarunasecuencia T2A derivadade virusen vezde IRES entre genes, para
que una proteasa endbgena escinda la secuencia peptidica que reconozca
después de la traduccién.

Proceso downstream

Existen diferentes tipos de constructos de DNA que son producidos por distin-
tos métodos, como son los plasmidos de DNA, DNA en minicirculo, constructos
de expresién minimalista cerrados covalentemente con un gen de expresiéon
inmunolégicamente definido (MIGDE, por sus siglas en inglés, immunologically
defined gene expression) o DNA Doggybone™.

Plasmidos de DNA

Esproducido por medio de bacterias modificadas genéticamente, como Escheri-
chia coli. Estas bacterias son cultivadas en condicionesdefermentacién através
de medios de cultivos minimos con sustancias quimicamente definidas como
fuentedecarbono, salesy vitaminas. Posteriormente, estas células bacterianas
son cosechadas por centrifugacién o microfiltracién, para luego serlisadas con
métodos quimicos, fisicos o mecanicos. Luego, este lisado es clarificado por
medio de microfiltracién de flujo cruzado para eliminar los sélidos, seguido de
multiples purificaciones parala eliminacién de contaminantes, como proteinas
del hospedero, endotoxinas, RNA, DNA genémico, asi como DNA plasmidico
lineales o circulares abiertas, a través de la precipitacién de contaminantes,
precipitacién de plasmidos y purificacién cromatografica (cromatografia de
intercambio de iones, seguido de cromatografia de interaccién hidréfoba y
cromatografia de exclusién por tamaiio). Finalmente, el DNA plasmidico ya
purificado, se formula con excipientes y adyuvantes; posteriormente, es filtra-
do con filtros esterilizantes como membranas de polietersulfona y difluoruro
de polivinilideno.
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DNA en minicirculo

Es producido porlainduccién de recombinacién intramolecular de un plasmido
parental en E. coli, a través de un sistema de expresién génica inducible (por
ejemplo, por arabinosa) para la expresién de una recombinasa y una enzima
de restriccién. La recombinasa conduce la recombinacién especifica del sitio
entre sus secuencias de reconocimiento, y en consecuencia se originan dos
moléculas de DNA circulares distintas:

¢ UnDNA enminicirculo donde se encuentra el casete de expresiéon eucariota
¢ Un mini plasmido (MP) que es el esqueleto bacteriano

El MP es posteriormente degradado de manera especifica porla enzima de
restriccién y el DNA en minicirculo se extrae, se purifica y formula como los
plasmidos de DNA.

Vectores MIDGE

Son oligodesoxinucledtidos en horquilla que generan una molécula de DNA
en forma de mancuerna cerrada covalentemente. Son producidos al ligar los
fragmentos resultantes por la digestién del plasmido de DNA con una enzima
de restriccién, y los fragmentos que no fueron ligados, asi como esqueletos de
plasmidos, se digieren por la DNA polimerasa T7. Finalmente, los vectores
MIDGE se purifican por cromatografia y se formulan como plasmidos de DNA.

DNA de Doggybone

A diferencia del proceso de produccién de los otros constructos de DNA para
las vacunas, el proceso de produccién del DNA de Doggybone es enzimatico.
El plasmido de DNA donde se encuentra el casete de expresion eucariota esta
flanqueado por extremos teloméricos (Tel-L y Tel-R). Como primer paso, este
plasmido es desnaturalizado con NaOH y el DNA con el casete de expresién
eucariota se somete aamplificacién de circulorodante (RCA). Luego los conca-
tameros de DNA de doble cadena amplificados se escinden y unen con la pro-
telomerasa TelN, resultando moléculas de doble cadena lineales cerradas de
maneracovalente. Finalmente, lasmoléculasde DNA de Doggybone se purifican
por cromatografia y se formulan como plasmidos de DNA.
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Formulacion de los medios de entrega

Laentrega del DNA es un paso fundamental para garantizar que se genere una
respuesta inmune eficiente. Existen diversos medios de entrega, como son la
electroporacioén, lipidos, polimeros, vectores virales, entre otros. Los adeno-
virus son virus de DNA no envueltos, pueden infectar a una amplia gama de
células y son faciles de modificar genéticamente, por lo cual han sido utilizados
como vectores. No obstante, existen consideraciones para su uso, por ejemplo,
el nivel de inmunidad generada contra el vector, ya que los adenovirus son pa-
tégenos respiratorios que circulan normalmente. Por otro lado, una estrategia
para incrementar la inmunogenicidad es adicionar algunos adyuvantes, como
son ligandos de TLRs, inulina o quitosana (véase figura 1).

FIGURA 1. PROCESO DE FABRICACION DE VACUNAS DE DNA
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El proceso de fabricacion de vacunas se divide en upstream, downstream y formulacion. La fase upstream comprende el diseno,
verificacion y generacion del plasmido; la fase downstrem se enfoca en la purificacion y concentracion del plasmido; y finalmente
la fase de formulacion se enfoca en realizar la mezcla con excipientes y el envasado del producto final.
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Proceso de fabricacion de vacunas de mRNA

La tecnologia de las vacunas de mRNA es sumamente precisa, como ya se ha-
bia mencionado, es debido a que solo se expresa un antigeno especifico y se
induce una respuesta inmune directa, tanto inmune celular como humoral. En
comparacién con las vacunas de DNA, las vacunas de mRNA son més efectivas
debido a que no requieren entrar al nicleo, por lo que son mas seguras al no
existir la posibilidad de que se integre al genoma observandose una expresién
transitoria de los antigenos codificados, ya que el mRNA es rdpidamente de-
gradado por la célula.

Las vacunas de mRNA utilizan una tecnologia de entrega no viral ofrecien-
do gran versatilidad. El mRNA utilizado es producido mediante sintesis in vitro
através de un proceso enzimatico. De manera similar alas vacunas de DNA, el
proceso de manufactura se puede dividir en tres pasos generales:

o Upstream: en este paso se genera el mRNA.

¢  Downstream: el antigeno generado es separado de las impurezas
mejorando la seguridad y estabilidad.

¢ Formulacion: se preparan todos los componentes para una entrega eficiente.

Proceso upstream

Diseno y generacion del plasmido

El disefio de un plasmido (pDNA) es el primer y mas importante paso del pro-
ceso de fabricacion de las vacunas de mRNA. Este plasmido debe contener un
RNA polimerasa dependiente de DNA y la secuencia deseada para la construc-
cién del mRNA. Generalmente, el pDNA es amplificado en células bacterianas
como E. coli, seguido de un proceso de purificacién. Una vez obtenido el plas-
mido con las regiones de interés, este debe ser linealizado para que pueda ser
utilizado por la RNA polimerasa como templete y sintetizar el mRNA. El proceso
de linearizacién se logra digiriendo el pDNA con enzimas de restriccién. Este
proceso es importante para evitar eventos transcripcionales en marcos de lec-
tura que pudieran generar mRNA indeseados.
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Transcripcion in vitro

En este paso, el pDNA linearizado funge como templete para la sintesis del
mRNA. Dentro de los componentes que requieren para esta reaccién enzima-
tica tenemos a los elementos que participan en el proceso natural de transcrip-
cién, comola RNA polimerasa, nucleétidos trifosfatados y cofactores conteni-
dos en una solucién tamponada. Una vez transcrito, el mRNA, al igual que en
el proceso celular, requiere la adicién de una caperuza en la regién 5’ la cual
le proveera estabilidad y permitira que sea eficientemente traducido en la cé-
lula. La caperuza puede ser afiadida de manera cotranscripcional, afiadiendo
anélogos de caperuza y guanosina trifosfato a la mezcla de la reaccién, o puede
ser afiadida en una segunda reaccién enziméatica utilizando una enzima deno-
minada capping vaccinia. En la actualidad existen kits comerciales que permiten
la adicién de forma cotranscripcional.

Proceso downstream

Purificacion del mRNA

Una vez obtenido, el mRNA debe ser aislado y purificado mediante multiples
pasos hasta cumplir con los estandares de pureza (véase figura 2). En produc-
cién a pequeriia escala se suelen utilizar métodos para eliminar el DNA median-
te la digestién con DNAsas, seguido de una precipitacién con cloruro de litio
(LiCl); sin embargo, mediante este método no se logran eliminar las especies
aberrantes de mRNA o RNA de doble cadena. Debido a ello, en procesos indus-
trializados se suele recurrir a técnicas como la cromatografia en fase reversa,
en la cual el esqueleto de aztcar-fosfato cargado negativamente se aparea con
componentes de la fase movil. Después de realizar lavados es necesario eluir
en un medio idéneo para mantener la estabilidad del mRNA, por lo que las
técnicas de cromatografia suelen ser las de primera eleccién debido a que son
sumamente selectivas y eficientes, obteniendo productos con alta pureza. La
remocién de impurezas de tamafio pequefio generalmente se logra con filtracio-
nes mediante tangencial o cruzado. Cada método se enfoca en la eliminacién de
impurezas especificas, y debido a la escalabilidad de este proceso, los métodos
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de purificacién a escoger dependen de la técnica realizada. Finalmente, se pue-
de realizar una filtracién final para maximizar la eficiencia de la reaccién y
la concentraciéon, asi como para maximizar la pureza, el mRNA purificado se
transfiere a un buffer apropiado para la formulacién o almacenamiento.

FIGURA 2. PROCESO DE FABRICACION DE VACUNAS DE MRNA
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El proceso de fabricacion de vacunas se divide en upstream, downstream y formulacion. La fase upstream comprende el disefio y
generacion del plasmido de expresion, asi como de la transcripcion in vitro y adicion de la cap en el extremo 5'; la fase downstrem
se enfoca en la purificacion y filtracion de las moléculas de mRNA; y finalmente la fase de formulacion se enfoca en sistema de
entrega, la mezcla con excipientes y el envasado del producto final.

Formulacion de los medios de entrega

Elmedio escogido parala entrega o dispensacién del mRNA es indispensable para
garantizar que este logre entrar en la célula una vez que la vacuna es administra-
da. Usualmente se usa un sistema de entrega que consiste en una combinacién



Capitulo 13. Generacion de vacunas de acidos nucleicos: DNA o RNA

de lipidos y polimeros. Estos incluyen complejos de oligonucledtidos unidos a
lipidos, formando moléculas denominadas lipoplex, o polimeros positivamente
cargados como polietilenimina. También se suelen usar nanoparticulas lipidicas
(LNP, del inglés lipid nanoparticles), asi como diversos adenovirus.

Ensayos clinicos y vacunas aprobadas basadas
en acidos nucleicos

Actualmente, no existen vacunas de DNA aprobadas completamente para su
uso en humanos. La excepcién es una vacuna contra covid-19 (ZyCoV-D) que
fue autorizada para uso de emergencia en la India, que representa un avance
histérico para estas vacunas, aunque atin no se han publicado los datos revisa-
dos por pares que describan la seguridad y la eficacia de esta vacuna.

Hasta mayo de 2022, existian cerca de 150 registros (ClinicalTrials.gov)
sobre ensayos clinicos enfocados ala generacién de vacunas basadas en DNA.
La mayoria se han centrado en enfermedades infecciosas, como la influenza,
el VIH, el citomegalovirus, la hepatitis C, el papiloma humano, el zika (ZIKV),
el ébola, el MERS-CoV y el SARS-CoV-2. De acuerdo con el registro, tres en-
sayos clinicos se encuentran en fase 4, todos ellos enfocados al SARS-CoV-2.
La tabla 3 describe cuatro estudios representativos de esta plataforma y sus
principales hallazgos.

TABLA 3. ENSAYOS CLiNICOS REPRESENTATIVOS DE VACUNAS BASADAS EN DNA

PATOLOGIA

REFERENCIA OBJETIVO HALLAZGOS PRINCIPALES

Evaluar la
inmunogenicidad de
constructos de DNA

La vacunacion fue segura
y bien tolerada. La adicion
de IL-12 codificada por

NCT00991354/
NCT00528489

VIH-1

sintético que codifican
las proteinas gag, poly
env del clado B del VIH-1
(vacuna PENNVAX-B) sola
0 en combinacion con

el plasmido que codifica
1L-12.

plasmido molecular (plL-
12) permite el ahorro

de dosis al tener mayor
inmunogenicidad.
Generacion de células

T especificas contra

VIH después de tres
inmunizaciones.
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REFERENCIA

PATOLOGIA

OBJETIVO

Evaluar la seguridad e
inmunogenicidad de

plasmidos de DNA que
codifican las proteinas

HALLAZGOS PRINCIPALES

Induccion de
titulos importantes
de anticuerpos
neutralizantes e

NCT02840487 ZIKA
PrMy E del virus ZIKV inmunidad de células T.
(vacuna VRC-ZKDNAAO85-
00-VP).
Evaluar la vacuna Seguray bien tolerada.
VRC- FLUDNA©063-00- En ninos, el régimen de
VP, que consta de tres 4 mg de DNA-11V3 dio
Influenza macro‘moléculas de DNA indicios de una gran
NCT01609998 estacional plasmidico, que expresan | cantidad de anticuerpos
secuencias completas de | neutralizantes.
influenza HA en nifos y
adolescentes.
Evaluacion de vacuna Datos preliminares
de DNA de tres dosis muestra seguridad e
que codifica la proteina | inmunogenicidad.
CTRI/2021/01/0304 16 covid-19

SARS- CoV-2 Sy el
péptido senal IgE.

Respecto a vacunasbasadas en RNA (mRNA), hastala fecha, existen 24 re-

gistros en Clinical Trials.gov. Entre ellos, los ensayos se dirigen principalmente

al estudio delaseguridad y eficacia de vacunas contralainfluenza,la COVID-19,

carcinomas, MERS, cancer de préstata hormono-refractario y melanomas.

Lapandemia de covid-19 y la secuenciacién del SARS-CoV-2 permitieron el

desarrollo acelerado de las primeras vacunas de mRNA aprobadas (BNT162bz2/
Pfizer-BioNTech y mRNA-127/Moderna) en 2020, siendo la vacuna BNT162b2

la primera en obtener la autorizacién completa para su uso en humanos por la

FDA. La tabla 4 describe tres estudios representativos de esta plataforma y sus

principales hallazgos.
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TABLA 4. ENSAYOS CLINICOS REPRESENTATIVOS DE VACUNAS BASADAS EN DNA

REFERENCIA PATOLOGIA OBJETIVO HALLAZGOS PRINCIPALES
Evaluar la seguridad, Tasas de seroconversion
tolerabilidad e muy altas, lo que demuestra
inmunogenicidad de una una inmunidad profilactica

NCT03076385 Influenza vacuna de mRNA contra los robusta en humanos. Los
virus de influenza H10N8 y eventos adversos (EA) fueron
H7No. leves 0 moderados con
ningln evento grave.
Determinar si la vacuna Perfil de seguridad favorable.
CV9104 derivada de Induccion de respuesta
. RNActive® prolonga la inmune innata y humoral.
NCT01817738 Carlcer de supervivencia en pacientes
prostata . .
con cancer de prostata
metastasico asintomatico.
Estudio para evaluar la Un régimen de dos dosis
seguridad, la tolerabilidad de BNT162b2 otorgd una
y la inmunogenicidad de proteccion del 95% contra la
NCT04368728 Covid-19 multiples formulaciones de covid-19 en personas de 16
BNT162b2 contra la covid-19 | afios o mas.
en adultos sanos.

Con base en lo anteriormente descrito, resalta la importancia de la inves-
tigacién para el desarrollo de nuevas estrategias de vacunacién que conduzca a
la disminucién de efectos adversos, mejor respuesta inmunitaria alargo plazo,
disminucién de costos y facilidades de distribucién, con el propésito de contro-
lar las enfermedades infecciosas y mejorar la salud publica.
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Introduccion a los biomateriales

Losmaterialesnaturales, sintéticos ohibridos, disefiados y utilizados para fines
médicos, tanto en terapias como en diagnéstico, son conocidos como bioma-
teriales. Se ha demostrado que el uso de biomateriales en aplicaciones médicas
permite dar tratamiento a distintos tipos de enfermedades, a reemplazar teji-
dos vy a crear implantes médicos, como dentales, de cadera, valvulas, etc. Por
lo general, los biomateriales pueden ser clasificados en metales, ceramicas,
compositos y polimeros. Los biomateriales metalicos son, por lo general, de
titanio, circonio, oro, plata y platino. Dichos biomateriales han sido amplia-
mente utilizados como grapas, placas, alambres, proétesis de articulacién, im-
plantes dentales y placas craneales. Las ceramicas son biomateriales con una
alta biocompatibilidad, buena resistencia a la corrosién y una conductividad
térmica y eléctrica baja, entre otras propiedades; por lo tanto, las ceramicas
son utilizadas como sustitutos dseos. Algunos ejemplos demateriales ceramicos
contienenlosiguiente: 6xido de aluminio, 6xidos de titanio, fosfatos de calcio,
etc. Los biomateriales compésitos son una combinacién de al menos dos mate-
riales con diferentes propiedades fisicas y quimicas y son actualmente de gran
interés en la liberacién controlada de principios activos y parala cicatrizacién
de heridas. Algunos ejemplos de biomateriales compdsitos son los metales con
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revestimientos ceramicos y materiales revestidos con carbono. Los biomate-
riales a base de polimeros son actualmente los materiales sintéticos e hibridos
maés utilizados en la medicina. Los polimeros se utilizan como biomateriales
y pueden ser tanto de origen natural (quitosano, gelatina, alginato y 4cido
hialurénico) como de origen sintético (metacrilatos/acrilatos, por ejemplo).
Al combinar estos polimeros, los biomateriales se pueden ajustar a las propie-
dades deseadas que son importantes para los sistemas de transporte y entrega
de principios activos controlados por aplicaciones biomédicas, biomateriales
paralaregeneracién y reparacion de tejidos, polimeros antimicrobianos, entre
otros. Dentro de los biomateriales poliméricos se encuentran los biopolimeros,
los cuales son producidos mediante fuentes naturales, ya sea sintetizados por
reacciones quimicas a partir de un material biolégico o completamente bio-
sintetizados por organismos vivos. Las tres principales familias de los biopo-
limeros sintetizados por los seres vivos son las proteinas, los polisacaridos y
los 4cidos nucleicos.

Nanoparticulas a base de biomateriales:
nanoparticulas polimeéricas y sus
aplicaciones meédicas

Actualmente, las terapias médicas a base de biomateriales poliméricos son de
gran importancia en el campo de la medicina cldsica y nanomedicina en areas
como la ingenieria de tejidos y el desarrollo de vectores para la administracién
de principios activos en terapias contra el cAncer y enfermedades neurodege-
nerativas, entre otras. Las ventajas de esta tecnologia para la nanomedicina
incluyen mayor funcionalidad, especificidad, y en algunos casos, bajo costo
y biocompatibilidad. Existe una gran variedad de nanoestructuras a base de
biomateriales poliméricos que se han disefiado para distintas aplicaciones mé-
dicas, por ejemplo, el uso de complejos electrostaticos de polielectrolitos para
el transporte y la liberacién de genes, el desarrollo de nanogeles y estructuras
micelares sensibles a estimulos para el transporte de principios activos tales
como moléculas hidrofébicas.
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Complejos de polielectrolitos para el transporte de genes

Para comprender y abordar el tema de los complejos electrostaticos a base de polime-
ros, esimportante conocer inicialmente lo que son los polielectrolitos. Estas macromo-
léculas son polimeros que contienen grupos ionizables y se dividen en policationes (con
cargas positivas) y polianiones (con cargas negativas). En solventes polares, como el
agua, los grupos ionizables de los polielectrolitos se disocian, otorgandole cargas posi-
tivas o negativas a las cadenas del polimero y liberando asi diversos contraiones en la
solucion. Los polielectrolitos naturales son polimeros obtenidos a partir de reacciones
bioquimicas naturales llevadas a cabo en animales o plantas. Dentro de los polielec-
trolitos naturales se encuentran las proteinas, los polisacaridos y los dcidos nucleicos.

Complejos de polielectrolitos (PECs)

Lainteraccién entre dos polielectrolitos de carga opuesta lleva ala formacién de com-
plejos de polielectrolitos (PECs), la cual generalmente da como resultado una nanodis-
persién dpticamente homogénea y estable con tamarios de particula del orden de los
nandémetros. Se han propuesto dos modelos para explicar la organizacién supramo-
lecular de las cadenas poliméricas en los PECs. El primer modelo es conocido como el
modelo de tipo escalera (ladder-like), el cual tiene un empaque de cadenas ordenado. El
segundo modelo es conocido como huevo revuelto (scrambled egg) y presenta un empa-
que desordenado de las cadenas de polielectrolitos, tal y como se ilustra en la figura 1.

FIGURA 1. MECANISMO DE FORMACION DE LOS PEC

=
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Se muestran los dos posibles modelos que adquieren las cadenas poliméricas: el modelo tipo escalera de empaque ordenado y
el modelo de huevos revueltos de empaque desordenado. Fuente: imagen adaptada de Kulkarni et al. (2016).

230



Capitulo 14. Biomateriales y nanoparticulas de uso médico

Aplicaciones de los PECs

Debido a que los PECs pueden formarse con una gran variedad de polie-
lectrolitos con estructuras y propiedades diferentes, estos presentan una
amplia gama de aplicaciones en diferentes areas tecnolégicas y cientificas,
como en la biomedicina, farmacia, biotecnologia, cosméticos, biomateria-
les, etc. Por ejemplo, en el rea médica se utilizan como vectores o sistemas
transportadores de firmacos para enzimas o 4cidos nucleicos (ADN y ARN).
Ademas, los PECs se pueden utilizar para el aislamiento y fraccionamiento
de proteinas, en las membranas para didlisis, como imitadores de enzimas,
en el desarrollo de biosensores, en los hidrogeles para el suministro de pro-
teinas y péptidos, asi como en el desarrollo de vacunas para mejorar su
respuesta inmunitaria, etcétera.

En la terapia génica, el interés que han despertado los vectores no virales,
como los liposomas, polielectrolitos y dendrimeros, se debe principalmente a
que estos materiales no presentan problemas de inmunogenicidad, en com-
paracién con los vectores virales. La unién entre un acido nucleico, como el
ADN, cuyas cargas son negativas debido a sus grupos fosfatos, y un polimero
catiénico es un claro ejemplo de la formaciéon de PECs. Dichos materiales
presentan grandes aplicaciones potenciales en la actualidad. Entre algunos de
los sistemas de PECs mas estudiados estan los que utilizan la polietilenimina
(PEI), el quitosano y la poli-L-lisina (PLL) como vectores para compactar y
proteger al ADN. En la figura 2 se ilustra el recorrido que siguen los PECs
basados en polimeros catiénicos una vez que llegan a las células para lograr
que el material genético cumpla su fin terapéutico.
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FIGURA 2. PROCESO DE LA ENTREGA DE GENES BASADO EN POLIMEROS CATIONICOS
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Incluye la absorcion intracelular de los complejos mediante endocitosis, el escape endosomal al citoplasma, la liberacion de los
acidos nucleicos del polimero y su transporte al sitio de accion (citoplasma o niicleo). Fuente: imagen adaptada de Bus et al. (2018).

Ensayos clinicos de terapia génica

Inicialmente, la terapia génica fue propuesta para tratar enfermedades genéti-
cas, sin embargo, actualmente el cancer cuenta con el mayor niimero de ensayos
clinicos mediante este tipo de terapias. La terapia génica consiste en el transporte
de genes terapéuticos, mediante el uso de vectores, a pacientes con la finalidad de
curar enfermedades que no cuentan con una estrategia efectiva de curacién y que
enlamayoria delos casos es mortal. Una pequeiia porcién de los ensayos clinicos
de terapia génica de 2010 a 2020 fue dirigida hacia el tratamiento de algunas de
las enfermedades infecciosas mas graves, como el sindrome de inmunodeficien-
cia adquirida (SIDA) o la malaria. Sin embargo, la aparicién de la pandemia de
la enfermedad por coronavirus (covid-19) resulté en el inicio de 29 ensayos que
abordan la covid-19 desde diciembre de 2019. Las enfermedades infecciosas con
mayor nimero de ensayos clinicos son las siguientes: SIDA, covid-19, malaria,
ébola, hepatitis C, infeccién por el virus del papiloma humano y hepatitis B.

A manera de ejemplo, un portador de genes que fue desarrollado con éxito
para la inmunoterapia del ovario epitelial mediante la expresién mejorada
de la citocina interleucina-12 fue el polietilenglicol-polietilenimina-colesterol
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(PEG-PEI-colesterol). Sin embargo, la formacién de nanoparticulas con lipidos
y acidos nucleicos representa actualmente la mayoria de los ensayos clinicos
entre las nanoparticulas para el transporte y la liberacién de genes. Cabe men-
cionar que la modificacién quimica de los policationes y estructuras lipidicas
catiénicas, mediante la unién de ciertos grupos funcionales, es un enfoque que
se ha propuesto ampliamente para mejorar la selectividad. La PEG-ilacién,
es decir, conjugacién de una o més moléculas de poli(etilen glicol), es una de
las modificaciones méis comunes para obtener nanoparticulas con una larga
circulacién. Ademas, la presencia de transferrina y diferentes ligandos espe-
cificos permiten obtener también nanoparticulas multifuncionales y dirigidas
a células diana.

Actualmente, hay cientos de terapias génicas en ensayos clinicos para
diferentes enfermedades. La Sociedad Americana de Genes y Terapia Celu-
lar (American Society of Gene & Cell Therapy) cuenta con una lista de cen-
tros de terapia génica en Estados Unidos, la cual estd destinada a pacientes
que buscan tratamientos de terapia génica para enfermedades raras. Esta
lista excluye la oncologia (cincer) debido a la amplia gama de canceres y
la cantidad de centros que trabajan en ellos. Algunos ejemplos de enferme-
dades con tratamientos en fases clinicas son los siguientes: beta talasemia,
coroideremia, hemofilia, amaurosis congénita de Leber (LCA), mucopolisa-
caridosis (MPS I, MPS II), anemia drepanocitica, atrofia muscular espinal
(AME), entre otras.

Nanogeles para el transporte
y liberacion de farmacos

Los nanogeles son redes de polimeros entrecruzados en las que se puede al-
macenar una cantidad importante de agua. Estas nanoestructuras son en
realidad hidrogeles a escala nanométrica, ya que sus tamaifios de particula
se encuentran, por lo general, en el intervalo de 100 a 200 nm y estdn com-
puestos por polimeros reticulados a través de sus grupos funcionales (véase
figura 3). Dentro de la red tridimensional formada por el entrucruzamiento
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de los polimeros, es posible encapsular farmacos y transportarlos a sitios
especificos para un tratamiento médico. Por lo tanto, los nanogeles se en-
cuentran actualmente en investigacién para el desarrollo de nuevos sistemas
de transporte y liberacién de farmacos.

La liberacién controlada de principios activos puede llevarse a cabo me-
diante la degradabilidad y el cambio de volumen de los nanogeles en respuesta
a estimulos, por ejemplo, pH, temperatura, potencial redox y presencia de
biomoléculas tales como enzimas o glucosa al encontrarse en microambientes
celulares especificos. Otras propiedades interesantes de los nanogeles son su
sintesis sencilla y su baja toxicidad.

FIGURA 3. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE UN NANOGEL
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Al lado izquierdo se encuentran los polimeros iniciales y al lado derecho se muestra el nanogel sintetizado con sus puntos de
reticulacion.

Los nanogeles elaborados con polimeros degradables o sensibles a estimulos
tienen una capacidad de respuesta reversible o irreversible, dependiendo de
la estructura quimica utilizada para el disefio del nanogel. Por lo general, los
nanogeles son caracterizados por su hinchamiento y su encogimiento cuando
se encuentran en un medio acuoso (véase figura 4). El cambio de volumen de
los nanogeles, generado por cualquiera de los dos mecanismos, es ttil para la
liberacion del farmaco. Los nanogeles que estan hinchados pueden liberar el
farmaco por difusién, mientras que, al encogerse, se ven obligados a expulsar
el farmaco.
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FIGURA 4. CAPACIDAD DE LOS NANOGELES DE MODIFICAR SU TAMANO EN UN AMBIENTE ACUOSO

)

Hinchamiento  Estimulo (-»)  Encogimiento

Los nanogeles pueden incorporar 30% en peso o mas, de moléculas biolégicas
y farmacos a través de interacciones electrostaticas, interacciones de tipo Van der
Waals y/o hidrofébicas o mediante enlaces covalentes con las cadenas poliméricas.
En los tltimos afios, se ha logrado un progreso significativo en la aplicacién de
nanogeles como portadores de pequefias moléculas biolégicamente activas. Por
ejemplo, se exploraron nanogeles catiénicos de PEG-polietilenimina (PEG-PEI)
reticulada para la inmovilizacién de compuestos biolégicamente activos cargados
negativamente, como el 4cido retinoico, la indometacina o el 4cido valproico. Los
nanogeles catiénicos han surgido como una nueva clase prometedora de nano-
materiales para abordar los desafios del transporte y la liberacién de oligonucled-
tidos (ON) in vivo. Dichos ON terapéuticos, incluidos los oligodesoxinucle6tidos
antisentido (ODN), los ARN pequefios de interferencia (ARNSsi) y los micro-ARN
(miARN), son de interés emergente para el tratamiento y diagnéstico del cancer,
trastornos neurodegenerativos e infecciones virales letales.

La versatilidad estructural de los nanogeles, su alto contenido de agua, las
propiedades de transporte similares a los fluidos y la biocompatibilidad de los ma-
teriales que los constituyen, convierten alos nanogeles en portadores ideales para
varias sondas de imagenes y agentes de contraste. La introduccién de multiples
grupos funcionales en el interior o en la superficie de los nanogeles permite la
incorporacién/conjugacién de multiples colorantes, moléculas indicadoras o na-
noparticulas inorganicas. Los nanogeles también permiten la encapsulaciéon de una
gran cantidad de nanoparticulas magnéticas, lo que puede conducir ala generacién
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de campos magnéticos locales mucho mas fuertes. Desde el momento de su des-
cubrimiento, los nanogeles han recorrido un largo camino y han encontrado apli-
caciones en muchos de los campos biomédicos: la farmacoterapia, la obtencién de
imagenesy el diagnostico. Algunas formulaciones basadas en nanogeles han llega-
do a ensayos clinicos para la administracién subcutanea de antigenos de vacunas,
sin embargo, la traduccién clinica de los nanogeles para otras aplicaciones ain esta
por realizarse. Varios pardmetros afectan la eficiencia de este tipo de sistema de
administracién y requieren una mayor optimizacién. La distribucién en el tejido
de los nanogeles depende de una serie de pardmetros, como su tamafio, forma,
carga, composicién, propiedades superficiales y las moléculas que transportan.

Los nanogeles se estan utilizando actualmente en tratamientos contra el
cancer para mejorar la administraciéon de farmacos. Los nanogeles cargados de
doxorrubicina (DOX) son un ejemplo de sistema de administracién de farmacos
que ha mostrado un buen desempefio en la actividad anticancerigena. Por otro
lado, a medida que la poblacién envejece, los trastornos neurodegenerativos,
por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la es-
clerosis lateral multiple y los accidentes cerebrovasculares van en aumento.
En este contexto, el transporte y entrega de polinucleétidos al cerebro ha sido
demostrada utilizando nanogeles. La eficiencia en el transporte de dichos nano-
geles mejora significativamente cuando la superficie se cambia con transferrina
o insulina. Finalmente, se ha observado en estudios in vivo que los nanogeles
que transportan insulina son mas efectivos que la insulina libre para mante-
ner los niveles de glucosa en sangre y reducir las oscilaciones del azdcar en la
sangre (reduccién de niveles de glucosa en sangre en ratas diabéticas en 51%
con respecto a los estudios in vivo iniciales).

Nanoparticulas micelares como vectores
de medicamentos hidrofobicos

Las micelas son estructuras anfifilicas formadas por moléculas que presentan
una regioén hidrofilica y otra hidrofébica, las cuales tienen la capacidad de en-
samblarse y formar estructuras esféricas, elipsoides, cilindricas o unilaminares
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de tamafio nanométrico. El estudio de estos sistemas ha adquirido una gran
relevancia debido a su potencial uso para diagnosticar y tratar enfermedades
como el cancer. Las micelas han demostrado mejorar la eficiencia terapéutica
de algunos tratamientos contra al cAncer, debido a su capacidad para adminis-
trar medicamentos poco solubles en agua, mejorar la estabilidad del farmaco,
asi como generar una buena penetracién y especificidad de sitio.

Formacion micelar

Las suspensiones coloidales de las micelas se forman espontdneamente a de-
terminadas condiciones de concentracién y temperatura a partir de agentes
anfifilicos o tensioactivos, cuyas moléculas cuentan con dos regiones bien defi-
nidas con afinidades opuestas hacia un determinado disolvente. Las estructuras
micelares generalmente presentan tamafios de particula entre los 5 a 5o nm.
Los polimeros mas empleados para construir ndcleos que contengan farmacos
hidrofébicos son los poliéteres, poliésteres y poli(aminoacidos) (PAAs).

Micelas terapéuticas

Este tipo de micelas deben ser capaces de liberar su contenido de los endosomas
al citoplasma celular después de la endocitosis, debido a que la exposicién pro-
longada de las micelas en los endosomas y lisosomas que contienen nucleasas
y un pH acido podria afectar la actividad terapéutica de las micelas confinadas.
Por este motivo, el éxito de las micelas depende en gran medida del escape en-
dosomal y, por consiguiente, la liberacién de los dcidos nucleicos al citoplasma o
al ntcleo. Existen dos mecanismos propuestos para explicar el escape endoso-
mal de las micelas poliméricas. El primero se conoce como el efecto de esponja
de protones, y explica el incremento de la presién osmética y la alteracién de
las vesiculas endosomales debido al aumento de los protones e iones de cloruro
que entran durante la acidificacién de los endosomas y lisosomas, a causa de
la capacidad amortiguadora del polimero. El segundo mecanismo trata de la
desestabilizacién de las membranas endosomal/lisosomal ocasionada por las
interacciones electrostaticas entre los fosfolipidos aniénicos que forman la
membrana de las vesiculas intracelulares y los polimeros catiénicos. Se cree
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que dichas interacciones terminan por perturbar la estructura de la vesicula y
permiten que las micelas escapen al citoplasma.

Actualmente, las micelas poliméricas que se encuentran bajo ensayos clini-
cos se basan en la administracién de farmacos potentes, pero poco solubles en
agua, para diferentes tratamientos contra el cancer, como el cAncer de mama.
Por ejemplo, el paclitaxel (PTX) esuno de varios medicamentos que se utilizan
en distintos tratamientos contra el ciAncer. Para mejorar su eficiencia, se desa-
rroll6 una nanoplataforma de PTX llamada Genexol TM- PM, cargando PTX
en micelas poliméricas basados en PEG-b-PLA (poli[etilenglicol]-b- poli[acido
lactico]). Se encontré que el tamafio de estas micelas es de alrededor de 25 nm
y estan actualmente en ensayos clinicos para varios tipos de cancer, incluido
el cancer de mama. Por otro lado, se han desarrollado micelas poliméricas con
doxorrubucina (NK911), en donde la doxorrubucina se conjugé covalentemen-
te con PEG-b-P(Asp) y estan siendo utilizadas principalmente para el cancer
de pancreas metastasico. Se ha investigado también la actividad de micelas
cargadas de doxorrubucina (SP1049C) contra el cdncer gastrointestinal. Otra
formulacién de micelas poliméricas, NC-6300 (NanoCarrier Co., Ltd., Chiba,
Japén), fue desarrollada para tratar cAnceres metastéasicos. Dichas nanoplata-
formas fueron preparadas mediante la conjugacién covalente de la epirrubicina
(EPB) con el sistema polimérico de copolimero de bloque PEG-poliaspartato
(PEG-b-P[Asp]), con un enlace de hidrazona labil en medio 4cido.

Respuesta a estimulos externos

Las micelas poliméricas pueden ser disefiadas para responder a estimulos parti-
culares (pH, temperatura, luz, ultrasonido) con el propésito de obtener el control
espaciotemporal de sus funciones, como informar las condiciones que presenta
su entorno, liberar su carga y aplicar sus efectos terapéuticos. Estos estimulos se
pueden presentar de forma endégena en el cuerpo e intensificarse o bien expre-
sarse claramente en los tejidos enfermos. En las micelas poliméricas se pueden
incorporar diferentes funciones que permitan detectar los cambios sutiles de
su entorno, ajustando la estructura multicomponente y compartimentada de la
micela. Por ejemplo, las micelas poliméricas que estan disefiadas para responder
a los cambios de pH, usualmente son equipadas con grupos ionizables o enlaces
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escindibles por pH que son neutros o estables a pH=7.4, pero que se protonan o
hidrolizan rapidamente a un pH ligeramente 4cido.

Por ejemplo, se combinaron polimeros PEG-b-PAEMA-PDMA sensibles
al pH con verde de indocianina (ICG), Fe304y acido palmitoil ascérbico (PA)
para formar portadores de nanofarmacos. Se encontré que los transportadores
permanecieron estables a pH fisioldgico, mientras que el farmaco transportado
se liber6 mediante la conversién de carga; finalmente, la captacién de células
tumorales en el entorno tumoral acido fue altamente promovida. Los resulta-
dos de los experimentos con células tumorales in vivo e invitromostraron que el
transportador denanofarmacostuvounaaltatasadeapoptosis e inhibié signifi-
cativamente el crecimiento tumoral. Otro ejemplo de sistema a base de micelas
polimericas sensibles al pH fue propuesto para la administracion citosélica de
doxorrubicina (DOX). Dicho sistema est4 compuesto por dos polimeros de blo-
que, 1,2- diestearoil-sn-glicero-3-fosforiletanolamina-PEG y pH- poli(histidina)
sensible (PHis)- PEG. El PHis es un polimero sensible al pH que presenta una
naturaleza anfétera por su capacidad de protonacién-desprotonacién. Dichos
polimeros permitieron la estabilizacién de las micelas a un pH extracelular
(pHe) neutro y tumoral, y facilitaron la desintegracién de las micelas mismas
para enseguida permitir la liberacién rapida de la doxorrubicina en respuesta
al pH endocitico bajo.

Aplicacion clinica de micelas poliméricas
para el tratamiento del cancer

La primera generacién de micelas poliméricas se dirige haciala solubilizacién de
compuestos hidrofébicos. Un ejemplo de copolimero a bloque utilizado para lle-
var a cabo dicha funcién es el PEG-b-poli(D,L-4cido lactico) (PEG-PLA). Como se
mencioné anteriormente, el paclitaxel, un farmaco utilizado para el tratamiento
del cancer, cargado en PEG-PLA (Genexol TM en micelas poliméricas) llega a ser
solubilizado en el nicleo de las micelas, y disminuye la toxicidad asociada a la
administracién de Cremophor® (uno de los vehiculos mas utilizados para la so-
lubilizacién de farmacos hidrofébicos). En 2007, la primera formulacién micelar
fue aprobada en Corea del Sur. Dicha formulacién fue utilizada en el tratamiento
del cancer de mama y el cdncer de pulmén de células no pequeiias. El Genexol
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TM-PM (polymeric micelles, micelas poliméricas) es una formulacién a base del
copolimero a bloques mPEG-b-poli(D,L-4cido lactico) con paclitaxel encapsulado
en el nicleo de las micelas. A partir de la aprobacién del Genexol ™-PM, varias
formulaciones de micelas polimericas han iniciado ensayos clinicos. Algunos
ejemplos de formulaciones a base de este tipo de sistema de nanoparticulas que
estan en investigacion clinica son los siguientes: poli(etilenglicol)- bloque-poli(4-
cido aspartico) (PEG-b-pAsp) cargado con doxorrubicina (NK911) o con pacli-
taxel (NK105), y poli(etilenglicol)-bloque-poli(acido glutdmico) (PEG- b-pGlu)
cargado con cisplatino (NC-6004), SN-38 (NKo12) u oxaliplatino (NC-4016).

Nanoparticulas elaboradas a partir de
derivados hidrofobicos de polisacaridos

Lasnanoparticulas elaboradas mediante el uso de derivados de polisacaridos se
estudian actualmente en areas que van desde la quimica de polimeros hasta la
investigacién demateriales, sobretodo paraaplicacionesbiomédicasavanzadas.
Dichas nanoparticulas son materiales muy interesantes y prometedores, los
cuales presentan los beneficios tnicos de los biopolimeros naturales. En con-
traste conlosnanomateriales artificiales, tales comolos derivados de polimeros
sintéticos omaterialesinorganicos, los polisacaridos no son considerados téxi-
cos, son biocompatibles y pueden ser modificados quimicamente para introdu-
cir moléculas de interés como fluoréforos. Estas caracteristicas representan un
gran interés para las aplicaciones biomédicas de las nanoparticulas, asi como
la administracién de fArmacos, su uso como agentes de contraste, entre otras.

Lasnanoparticulas abase de polisacaridos han sido disefiadas y estudiadas para
aplicaciones biomédicas, tales como la liberacién controlada dirigida de farmacos.
Actualmente, los materiales que cuentan con polisacaridos presentan grandes ven-
tajas para dichas aplicaciones gracias a su biocompatibilidad y biodegradabilidad
naturales, asi como a su origen biolégico en comparacién de los materiales sintéti-
cos. Labiocompatibilidad de los polisacaridos se atribuye a su caracter hidrofilico.
Lamodificacién de polisacaridos nativos para producir moléculas anfifilicas es uno
de los métodos mas destacados para producir nanoestructuras autoensambladas.
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Los polisacaridos anfifilicos se autoensamblan en respuesta a un cambio de acuerdo
al equilibrio hidrofilico/hidrofébico. Dos consideraciones importantes en la ad-
ministracién de farmacos son mejorar la biodisponibilidad y reducir la toxicidad
y/o efectos secundarios del farmaco administrado. Muchos de los tratamientos
contra el cancer son hidrofébicos y téxicos. El cuerpo humano tiene una tendencia
a eliminar compuestos hidréfobos y téxicos a través del metabolismo hepatico.
Para lograr el objetivo de la liberacién de farmacos, se han reportado dos méto-
dos distintos utilizando este tipo de nanoparticulas. El primer método consiste
en una unién covalente del firmaco o principio activo a la cadena principal del
polisacarido que forma la nanoparticula; en cambio, el segundo método consiste
en la encapsulacién fisica dentro de la nanoparticula.

Debido a que la aplicacién oral es la via preferida para la mayoria de las
formulaciones de farmacos, se utilizaron nanoparticulas a base de etilcelulosa
cargado con piroxicam, un farmaco antiinflamatorio no esteroideo, en eva-
luaciones in vitro e in vivo. En comparacién con una formulacién de farmaco
comercial, las nanoparticulas mostraron unaliberacién mas lenta del farmaco
en los experimentos in vitro y redujeron significativamente la irritacién gastrica
en los estudios in vivo en ratas. También se demostré que las nanoparticulas car-
gadas con nimesulida, otro farmaco antiinflamatorio no esteroideo, preparados
a partir de etilcelulosa mediante un proceso de emulsién- evaporacién, son
hemocompatibles. Recientemente, se fabricaron nanoparticulas conjugadas
de pectina-doxorrubicina mediante autoensamblaje, para el tratamiento del
carcinoma hepatocelular. Se confirmé la eficiencia de dichas nanoparticulas
mediante diferentes estudios in vivo e in vitro. Se estima que las nanoparticulas
puedan disminuir significativamente el efecto secundario letal de la doxorru-
bicina (DOX). Por otro lado, se sabe que el cAncer colorrectal es muy comtn en
personas de 60 a 70 afios. Para superar este problema, la curcumina muestra
propiedades muy interesantes en el tratamiento del cancer de colon con nano-
particulas a base de polisacaridos. Investigaciones recientes muestran que las
nanoparticulas a base de pectina y curcumina presentan mayor estabilidad,
solubilidad y actividades biolégicas en propiedades anticancerigenas. Varios
agentes naturales anticancerigenos pueden encapsularse en nanoparticulas
de pectina con actividad anticancerigena.

24,1



242

Medicina genémica. Un camino hacia la medicina personalizada

Nanoparticulas metalicas
con aplicaciones médicas

Muchos metales estdn presentes en los organismos vivos, desempefiando acti-
vidades esenciales para el funcionamiento adecuado de estos sistemas. A pesar
de la importancia que tienen los metales en una variedad de funciones bio-
légicas, cuando existe un exceso de ellos en el organismo se puede presentar
citotoxicidad. Se ha propuesto el uso de metales en forma de nanoparticulas
para el tratamiento de enfermedades por las caracteristicas inicas que presen-
tan las nanoparticulas como consecuencia de sus reducidas dimensiones. La
figurasresumelasaplicaciones delas nanoparticulas metalicas en la medicina.

FIGURA 5. REPRESENTACION DE LAS APLICACIONES DE LAS
NANOPARTICULAS METALICAS EN BIOMEDICINA

—> Farmacos
—>[ Transporte J—
—> Acidos nucleicos

Proteinas

Sistema de liberacion controlada

Nanopaxuculas —» | Tratamiento de cancer
metalicas

b

Focalizador de radiacion

—p Agente antimicrobiano
—>[ Otras aplicaciones J—
—> Contraste para bioimagen

Fuente: adaptado de Barui, Kotcherlakota y Patra (2018); Klebowski et al. (2018).

Transporte y liberacion de principios activos

Las nanoparticulas metalicas han sido propuestas como vehiculos para el trans-
porte de farmacos, 4cidos nucleicos para terapia génica y proteinas. Para di-
cho propésito, las nanoparticulas de oro han atraido mucha atencién por la
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facilidad con la que se pueden variar sus caracteristicas, como su tamafio y su
forma, asi como su conjugacién con moléculas como polimeros biocompatibles,
secuencias de oligonucledtidos y proteinas. Sin embargo, se debe tomar en
cuenta que estas modificaciones pueden, a su vez, modificar la toxicidad de las
nanoparticulas, ademas de sunaturaleza no biodegradable. La plata y el paladio
son otros metales que, en forma nanoparticulada, también se han propuesto
para el transporte de farmacos, en especial de agentes quimioterapéuticos como
la doxorrubicina y el cisplatino.

En los Gltimos afios, se ha observado un gran crecimiento en las aplica-
ciones emergentes de nanoparticulas de Ag (AgNP) como agentes antivirales,
debido a su eficencia inhibidora contra numerosos virus, incluidas ciertas cepas
de hepatitis, coronavirus, influenza, herpes, virus de la inmunodeficiencia
humana, entre otros. Las AgNP presentan distintas ventajas en comparacién
con los farmacos quimicos convencionales que se dirigen a los virus; especifi-
camente, pueden adherirse a las glicoproteinas de la superficie viral y entrar
en las células huésped, en donde presentan una actividad virucida al interac-
tuar con el genoma viral. Chandrakala et al. disefiaron un sistema de adminis-
tracién del medicamento zanamivir a base de nanoparticulas de Ag (AgNP).
Dicho medicamento se usa cominmente para tratar y prevenir el virus de la
influenza. También se propuso la funcionalizacién de la superficie de las AgNP
con amantadina (farmaco antiviral aprobado por la FDA) para evitar la resis-
tencia mostrada por el virus HiN1. En comparacién con los tratamientos con
un solo farmaco, el autoensamblaje de la amantadina y el zanamivir sobre la
superficie de las AgNP produce un mejor potencial inhibidor de la actividad de
la neuraminidasa y la hemaglutinina.

Por otro lado, la alta porosidad de las nanoparticulas de Pd es una pro-
piedad de gran interés para cargar farmacos contra el cancer. El farmaco
terapéutico se puede conjugar indirectamente con las nanoparticulas de Pd
mediante una molécula de enlace. Por ejemplo, se han desarrollado portado-
res sensibles al pH a base de nanoparticulas de paladio con doxorrubicina, los
cuales exhibieron una liberacién de doxorrubicina mediada por el pH en el
compartimento endosomal de células de cancer de cuello uterino resistentes
a los medicamentos.
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Terapia anticancer basada en radiacion

El transporte de agentes quimioterapéuticos no es la inica manera en la que
las nanoparticulas metalicas se pueden emplear en el tratamiento del cncer;
también encuentran aplicaciones en la radioterapia, cuyo objetivo es destruir
las células cancerosas al someterlas a una cantidad destructiva de radiacién.
En este caso, las nanoparticulas de oro o de plata aumentan los efectos de la
radiacion en las zonas tumorales y con esto aumentan la eficiencia de la ra-
dioterapia. Las nanoparticulas de Au pueden administrar multiples moléculas
de farmacos, proteinas recombinantes, vacunas o nucleétidos en sus objetivos
y pueden controlar la liberacién de farmacos a través de estimulos biolégicos
(internos) o activacién de luz (externa). Se sabe que las nanoparticulas de Au
son un nanoportador eficaz para diversos farmacos, como péptidos, acidos
desoxinucleicos de plasmidos (pDNA), proteinas, dcidos ribonucleicos de
interferencia pequerios (siRNA) y agentes quimioterapéuticos. Las nanopar-
ticulas de oro pueden desempefiar un papel importante en la radioterapia y
la quimioterapia, utilizadas cominmente en el tratamiento del cancer, de-
bido a que pueden ser utilizadas como potenciadores de la dosis de radiacién
y portadores de firmacos contra el cancer. La bleomicina, antibiético que
detiene o desacelera el crecimiento de células cancerigenas en el cuerpo, es
un ejemplo de farmaco modelo, que puede conjugarse facilmente en nanopar-
ticulas de oro a través de un enlace oro-tiol. Actualmente, se considera que
las nanoplataformas basadas en nanoparticulas de oro tienen la capacidad de
administrar dosis terapéuticas de forma controlada, y minimizan la toxicidad
para los érganos y tejidos sanos.

Bioimagen

Labioimagen es una técnica que permite diagnosticar enfermedades por la di-
ferencia de densidad entre los tejidos sanos y aquellos que han sido afectados.
Como resultados de esta diferencia de densidad, se genera un contraste entre
ellos, mismo que es mejorado al usar sustancias conocidas como agentes de con-
traste. Entre las aplicaciones de las nanoparticulas metalicas en la bioimagen se
encuentra la sustitucién del yodo como agente de contraste por nanoparticulas
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de plata, las nanoparticulas de 6xidos metalicos como agentes de contraste y el
uso de nanoparticulas de oro para el diagnéstico por bioimagen y tratamiento
simultdneo con terapia fototérmica.

Agentes antimicrobianos

Es conocidala actividad antibacterial y fungicida de las nanoparticulas de plata
por su capacidad de dafiar la membrana celular de estos organismos. De manera
similar, las nanoparticulas de oro y de platino pueden evitar la proliferacién
bacteriana, aunque su aplicacién en este &mbito es menos extendida.

Toxicidad de las nanoparticulas metalicas

Para emplear las nanoparticulas metdlicas en sus aplicaciones clinicas es ne-
cesario tomar en cuenta varios aspectos toxicoldgicos, como la concentracién
y la cantidad de exposicién a las nanoparticulas. Si estas son altas, se inducira
toxicidad en el organismo. La toxicidad de las nanoparticulas se define como su
habilidad para afectar la funcién y la estructura de los 6rganos. La via de admi-
nistracién también influiré en la exposicién a las nanoparticulas, pues cada via
tiene mecanismos de absorcién, distribucién y excrecién distintos. Finalmente,
la toxicidad de las nanoparticulas metalicas dependera de la degradabilidad de
estas. Aunque la mayoria son lo suficientemente estables para ser metaboliza-
dasen el organismo, se han encontrado algunas que son biodegradables.

Conclusiones

Este capitulo describe, de manera general, la clasificaciéon de los biomateriales
como son los nanogeles para el transporte y liberacién de farmacos, nanopar-
ticulas micelares sensibles a estimulos como vectores de medicamentos hidro-
fébicos, las nanoparticulas a base de derivados hidrofébicos de polisacaridos y
nanoparticulas basadas en metales, todas ellas con importantes aplicaciones
médicas. Actualmente, existe un gran nimero de terapias génicas que utili-
zan estos nanomateriales como vectores para farmacos o 4cidos nucleicos en
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ensayos clinicos para diferentes enfermedades, de las cuales las mas impor-
tantes son cancer y enfermedades crénico degenerativas. Su principal ventaja
es que no presentan problemas de inmunogenicidad y en su mayoria no son
toxicos. Algunos de los nanomateriales han sido disefiados para responder a
estimulos tales como el pH, temperatura, luz, ultrasonido, los cuales pueden
presentarse de forma endégena en el cuerpo o expresarse en tejidos enfermos.
Los enormes beneficios reportados en el uso de estas terapias permiten ofrecer
a los pacientes alternativas de tratamiento exitosas para enfermedades como
cancer y enfermedades neurodegenerativas que hasta hace algunos afios pa-
recian imposibles de curar.
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CAPITULO 15

Anticuerpos monoclonales: una
poderosa herramienta biologica
para enfermedades cronico
degenerativas

Fabiola Solorzano Ibarra
Nadia Tatiana Garcia Barrientos
Susana del Toro Arreola

Introduccion

Los anticuerpos son glicoproteinas altamente especificas que reconocen un
epitope o determinante antigénico, en particular. En condiciones biolégicas
son producidos por los linfocitos B después de la estimulacién por un antigeno
y actian mediante neutralizacién, opsonizacién, induccién de la actividad del
complementoy de la citotoxicidad celular mediada por anticuerpos.

Los anticuerpos monoclonales son el tipo més comun de anticuerpos te-
rapéuticos. Se producen a partir de una tnica clona de linfocitos B, lo que da
como resultado anticuerpos que son idénticos y altamente especificos contra
un antigeno en particular.

En la actualidad, los anticuerpos monoclonales son herramientas im-
portantes en diferentes areas biomédicas, necesarios para el diagnéstico y
clasificacién de diferentes tipos de enfermedades tanto infecciosas como no
infecciosas; asi como para el tratamiento de pacientes con cancer, enfer-
medades autoinmunes, trasplante de 6rganos, profilaxis y tratamiento de
enfermedades infecciosas.
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El uso de anticuerpos para bloquear moléculas solubles de importancia
clinica o la interaccién ligando/receptor, direccionar farmacos o unir bidirec-
cionalmente varias células y moléculas son algunos ejemplos; esto ha permi-
tido mejorar el tratamiento de pacientes con enfermedades crénicas. Existen
més de 100 anticuerpos aprobados por la FDA (por sus siglas en inglés, Food
and Drug Administration) para su uso clinico. Esto nos da un panorama de la
importancia de los anticuerpos en el area clinica. A lo largo de este capitulo se
describiran las caracteristicas de los anticuerpos monoclonales y su uso como
herramientas terapéuticas.

Generalidades de los anticuerpos

El descubrimiento de los anticuerpos, su rol en la respuesta inmune y su
uso en diagndstico y tratamiento fue a través de una serie de eventos, que
iniciaron en 1890 cuando Emil Adolf von Behring y Shibasaburo Kitasato
observaron que los animales inmunizados con toxinas diftéricas y tetani-
cas producian algo en su sangre (antitoxinas) que podia neutralizar o des-
truir la toxina inicial y, en consecuencia, generar resistencia a la infeccién.
Poco después, en 1897 Paul Ehrlich propuso la teoria de la “cadena lateral”
de produccién de anticuerpos, la cual planteaba que existian receptores
(descritos como “cadenas laterales”) en la superficie de las células que se
podian unir especificamente (como una llave y una cerradura) a toxinas y
que esta reaccién de acoplamiento era la desencadenante de la produccién
de anticuerpos.

Posteriormente en 1940, Linus Pauling confirmé la teoria de la llave y la
cerradura propuesta por Ehrlich, al demostrar que més que la composicién
quimica fue la forma de acomodamiento la que dictaba las interacciones anti-
geno-anticuerpo. Sin embargo, no fue hasta 1948 que Astrid Fagreaus descubri6
que las células plasmaticas eran responsables de la produccién de anticuerpos.
En la década de 1960 continuaron los estudios sobre la estructura molecular
de los anticuerpos, Gerald M. Edelman y Joseph Gally confirmaron la existen-
cia de la cadena ligera de los anticuerpos; Edelman demostré ademas que las
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cadenas de los anticuerpos se encontraban unidas mediante puentes disulfuro.
También los experimentos de Rodney R. Porter con tratamientos enzimaticos
identificaron las dos regiones de los anticuerpos Fab (antigen binding fragment)
y Fc (crystallizable fragment). En 1975, César Milstein y Georges J. F. Kéhler
generaron el método para la produccién de anticuerpos monoclonales. Un afio
después, en 1976, Susumu Tonegawa y Nobumichi Hozumi propusieron que
las regiones variables de las inmunoglobulinas se generan por un rearreglo del
ADN durante la maduracién de los linfocitos B; esto permite la produccién de
anticuerpos especificos para mas de mil millones de antigenos diferentes y se
produce de forma somatica.

Enlaactualidad se sabe que los anticuerpos o inmunoglobulinas son glico-
proteinas producidas por los linfocitos B tras la estimulacién con un antigeno,
estos pueden estar anclados en la membrana de la célula y funcionar como
un receptor para las células B (BCR). Por otra parte, cada linfocito B secreta
anticuerpos con una especificidad tnica para un antigeno en particular. Sin
embargo, todos los anticuerpos conservan una estructura basica que se ase-
meja auna Y (véase figura 1, panel a). Los brazos superiores representan los
sitios de unién al antigeno, conocido también como porcién Fab, de acuerdo
con los experimentos enzimaticos realizados por Rodney R. Porter y Gerald
M. Edelman, mientras que la parte inferior de la Y, conocida como porcién
cristalizable Fc puede ser reconocida por diferentes componentes del sistema
inmune (factor C3b del complemento y células que expresan receptores para
la porcién Fc de algunas inmunoglobulinas).

En términos bioquimicos, un anticuerpo consta de cuatro cadenas poli-
peptidicas, dos cadenas ligeras (L) y dos cadenas pesadas (H) idénticas, unidas
mediante puentes disulfuro. Las cadenas ligeras se componen de un dominio
constante (CL) y un dominio variable (VL), mientras que las cadenas pesadas se
componen de tres dominios constantes (CH1, CH2 y CH3) y un dominio variable
(VH). Los dominios variables de las cadenas pesada y ligera constituyen la parte
de lamolécula que se une al antigeno. Dentro de los dominios variables existen
tres bucles denominados regiones determinantes de la complementariedad o
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CDR (por sus siglas en inglés, complementarity-determining regions) 1, 2 y 3, que
confieren la mayor diversidad y definen la especificidad de la unién del anti-
cuerpo (véase figura 1, panel a)

Existen cinco clases de anticuerpos: IgM (inmunoglobulina M), IgG, IgE,
IgD e IgA, que difieren en la estructura quimica de las regiones constantes de
sus cadenas pesadas (véase figura 1, panel b).

Los anticuerpos funcionan de diferentes maneras, una vez que la por-
cién Fab del anticuerpo se une a un microbio, a una particula viral, a una
toxina, etc., la porcién Fc permanece libre para poder interactuar con cé-
lulas de la respuesta inmune como macréfagos, eosinéfilos, neutréfilos,
células NK y moléculas del complemento. Existen cuatro mecanismos por
los cuales los anticuerpos contribuyen en la respuesta inmune frente a pa-
tégenos (véase figura 1, panel c): a) la neutralizacién del patégeno, meca-
nismo por el cual el anticuerpo actia bloqueando o capturando el microbio,
evitando de esta manera que infecte una célula; b) la opsonizacién permite
que el anticuerpo unido al microbio (por la porcién Fab) sea reconocido
por células fagociticas, como los macrdéfagos que expresan receptores que
reconocen la porcién Fc de las inmunoglobulinas, esto puede favorecer la
fagocitosis del microbio; ¢) los anticuerpos unidos a un patégeno pueden
inducir la activacién de la via clasica del complemento, una vez que el anti-
cuerpo unido es reconocido por el primer factor C1g; d) un anticuerpo puede
inducir citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC, por sus
siglas en inglés, antibody-dependent cellular cytotoxicity) cuando después de
unirse a un antigeno, su porcién Fc interacttia con el receptor Fc de células
inmunes, como las células NK. Esto hace que la célula NK se dirija a la cé-
lula recubierta de anticuerpos para inducir su lisis mediante la exocitosis
de granulos citotéxicos.
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FIGURA 1. ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS ANTICUERPOS Y SUS FUNCIONES BIOLOGICAS
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a) Consiste en dos cadenas ligeras (L) y dos cadenas pesadas (H) idénticas, unidas mediante puentes disulfuro. Las cadenas ligeras
se componen de un dominio constante (CL) y un dominio variable (VL), mientras que las cadenas pesadas se componen de tres
dominios constantes (CH1, CH2 y CH3) y un dominio variable (VH). Los dominios variables de las cadenas pesada y ligera constituyen
la parte de union al antigeno. b) Existen cinco clases de anticuerpos: IgG, IgD, IgE, IgA e IgM. c) Los anticuerpos contribuyen en la
eliminacion de microbios y virus patogenos mediante diversos mecanismos como neutralizacion de bacterias o particulas virales,
opsonizacion, activacion de la via clasica del complemento y citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). CDR, regiones
determinantes de la complementariedad; Fc, crystallizable fragment; Fab, antigen binding fragment; IgM, inmunoglobulina M; PFN,
perforina; GzmB, granzima B.

Anticuerpos monoclonales (definiciones,
historia, produccion)

Los anticuerpos monoclonales se producen a partir de una tnica clona de lin-
focitos B, por lo cual tienen afinidad por el mismo epitope (estructura mole-
cular de un antigeno que es reconocida especificamente por el anticuerpo) en
un antigeno. Los anticuerpos monoclonales fueron generados por primera vez
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en 1975 por César Milstein y Georges Kohler, quienes desarrollaron un método
para generar grandes cantidades de anticuerpos monoclonales de una especifi-
cidad predefinida (véase figura 2). Ellos fabricaron lineas celulares productoras
de anticuerpos mediante la fusién (técnica del hibridoma) de un mieloma de
ratén (que carece del gen de la hipoxantina-guanina-fosforribosiltransferasa,
HGPRT) y células de bazo de ratén inmunizado con glébulos rojos de oveja. Des-
pués, incubaron las células en medio selectivo HAT (con hipoxantina aminop-
terina timidina) durante dos semanas. Las células de mieloma al no expresar
la enzima HGPRT, necesaria para su crecimiento en este medio, y las células
B no fusionadas tienen una vida corta, por lo tanto, solo sobreviven las células
fusionadas. De esta manera generaron un hibridoma con la inmortalidad de
la célula de mieloma y la capacidad de producir anticuerpos especificos para
glébulos rojos de oveja. El cultivo inicial contiene una mezcla de anticuerpos
derivadosde diversas clonasdelinfocitos B, cadauna delas cuales secreta su pro-
pio anticuerpo con diferente especificidad para el mismo antigeno (anticuer-
pos policlonales). Sin embargo, cada clona de linfocito se puede separar para
obtener cultivos puros. Con esta técnica, Milstein y Kohler generaron varios
hibridomas que secretaban cantidades grandes de anticuerpos monoclonales.

Enla actualidad, la mayoria de los anticuerpos monoclonales aprobados
para uso terapéutico son versiones humanizadas o quiméricas de anticuer-
pos de ratén y se generaron mediante tecnologia de hibridoma. Es la meto-
dologia mas exitosa para producir anticuerpos monoclonales, ya que mas del
90% de los anticuerpos aprobados por la FDA de los Estados Unidos para uso
terapéutico, se generan mediante la tecnologia tradicional de hibridomas.
Estatecnologia es ampliamente usada por diversas razones; en primera ins-
tancia, porque una vez obtenidas las clonas, la produccién de anticuerpos se
vuelve simple y eficiente. Otra de las ventajas es que los anticuerpos aislados
conservan el emparejamiento nativo de la combinacién de genes de regiones
constantes y variables, ya que los hibridomas se forman usando células B
que maduran en 6rganos linfaticos secundarios en respuesta a un antigeno.
Estas células B se someten al proceso natural de maduracién, en el que la
region variable de anticuerpos se diversifica al acumular hipermutaciones
somaticas. Los anticuerpos resultantes poseen el emparejamiento natural
de genes variables de cadena pesada y ligera, asi como del gen de la regién
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constante madurado con cambio de clase natural. Al principio, la tecnologia
se limitaba a los hibridomas de ratones, pero en afios posteriores los inves-
tigadores utilizaron esta plataforma para el desarrollo de hibridomas en
humanos, conejos, pollos, cabras, ovejas, vacas, conejillos de Indias y ratas.
Con el paso de los afios y con los avances de la ingenieria genética, entre las
que se incluye la tecnologia de ADN recombinante, como la quimerizacién
y la humanizacién, los anticuerpos monoclonales de ratén producidos por
hibridomas han comenzado a someterse a procesos de humanizacién a fin
de minimizar la composicién de los anticuerpos producidos en el ratén y
asi evitar su inmunogenicidad cuando son administrados a un paciente, y
también para mejorar las funciones efectoras de los anticuerpos (interac-
cién con receptores Fc o moléculas del complemento, como ya se describié
en el apartado previo). Por otra parte, se han desarrollado nuevos enfoques
moleculares para la produccién de anticuerpos completamente humanos.
Uno de ellos es el uso de animales transgénicos en los que el repertorio de
genes de anticuerpos animales se sustituye por genes humanos y mediante
la tecnologia del hibridoma se generan los anticuerpos. Otro tipo de tec-
nologia completamente diferente a la de la hibridoma, es la denominada
phage display, la cual fue desarrollada a principios de los noventa por John
McCafferty y Gregory Paul Winter. Esta permite generar anticuerpos en
bacterias totalmente derivados de humanos y especificos para un antige-
no, utilizando fagos filamentosos. De forma general, primero se realiza la
creacién de bibliotecas combinatorias con las secuencias genéticas de los
anticuerpos y su insercién en bacteriéfagos. Posteriormente, se infecta
una bacteria (ejemplo: Escherichia coli) con los fagos y durante la infeccién,
mientras los bacteriéfagos se replican dentro de la bacteria huésped, tam-
bién se producen los anticuerpos.

Como parte de los avances en ingenieria genética, la estructura de los
anticuerpos puede ser modificada para mejorar su uso terapéutico, ya que se
ha observado que el gran tamafio de los anticuerpos convencionales (aproxi-
madamente 150 kDa) influye en las interacciones biolégicas al administrarlo
aun paciente. Es por esto que se han generado anticuerpos conformados sola-
mente por los dominios variables (VH y VL) que permiten el reconocimiento
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del antigeno. Dos fragmentos variables con especificidad para distintos an-
tigenos pueden también ser fusionados entre si, generando de esta manera
anticuerpos biespecificos que se unen a dos moléculas diferentes, permitien-
do, por ejemplo, la unién de una célula tumoral con un linfocito T CD8+.
Las regiones constantes de los anticuerpos también pueden ser modificadas
para potenciar sus funciones biolégicas, como, por ejemplo, la citotoxicidad
mediada por anticuerpos.

FIGURA 2. GENERACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES
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Los anticuerpos monoclonales son producidos mediante hibridomas. En la figura se muestran los experimentos clasicos para la
produccion de anticuerpos especificos contra globulos rojos de oveja. El protocolo consiste en los siguientes pasos: 1) inmunizacion
de un raton con globulos rojos de oveja, para la obtencion de diferentes clonas de linfocitos B antigeno-especificas. 2) Fusion de
las clonas de células B con células de mieloma de raton (que carece del gen de la hipoxantina-guanina-fosforribosiltransferasa
(HGPRT). 3) Incubacion de las células en un medio selectivo (con hipoxantina aminopterina timidina) durante dos semanas para
seleccionar las células fusionadas.
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El uso de los anticuerpos como
herramientas terapéuticas y como
herramientas para fines de diagnostico

Anticuerpos terapéuticos

Eldesarrollo de los primeros anticuerpos terapéuticos comenzé en la década de
los ochenta. Muromonab-CD3 (anti-CD3) fue el primer anticuerpo aprobado
para uso terapéutico con la finalidad de inducir inmunosupresién y prevenir
el rechazo de trasplantes; actualmente, una gran cantidad de anticuerpos con
aplicaciones clinicas (véase tabla 1) son empleados para el tratamiento de di-
versas enfermedades, como cancer, enfermedades autoinmunes, trasplante
de érganos, asma, psoriasis, dermatitis atépica, asi como en la profilaxis o
tratamiento de enfermedades infecciosas.

Losanticuerposterapéuticos poseenuna especificidad y afinidad porblancos
particulares; ademas, se unen a moléculas presentes de forma soluble o ancla-
das en las membranas celulares. Esto los convierte en herramientas amplia-
mente Utiles para el tratamiento de diversas enfermedades y abre un camino
importante en el drea de la medicina personalizada. Los anticuerpos terapéu-
ticos son mayormente monoclonales, solo en circunstancias particulares se
emplean anticuerpos policlonales con fines terapéuticos, tal es el caso de los
anticuerpos policlonales usados como farmacos antiveneno, para neutralizar
una amplia gama de componentes del veneno de serpientes o aracnidos.

En la actualidad existen diferentes tipos de anticuerpos terapéuticos, que
pueden ser clasificados de diferentes maneras (véase figura 3). Desde el punto
de vista funcional podemos agruparlos en cuatro categorias.

TABLA 1. ANTICUERPOS TERAPEUTICOS APROBADOS PARA
SU USO EN HUMANOS EN ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

NOMBRE BLANCO MECANISMO

ENFERMEDAD a 7 INDICACION
INTERNACIONAL TERAPEUTICO DE ACCION

Prevencién Orthoclone Okt3 CD3 nibicic

del rechazo al Daclizumab (El I ICIO? Trasplante de rifdon

trasplante Basiliximab IL-2R oqueo




ENFERMEDAD

Tratamiento o
prevencion de
enfermedades
infecciosas
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NOMBRE BLANCO
INTERNACIONAL  TERAPEUTICO
Nebacumab Endotoxina
Palivizumab VRS

Raxibacumab

Antigeno protector
de B. anthrasis

Bezlotoxumab

Clostridium difficile
enterotoxin B

Obiltoxaximab

Antigeno protector
de B. anthrasis

Mogamulizumab
Mogamulizumab-kpkc

CCR4

Ibalizumab
Ibalizumab-uiyk

CDs4

MECANISMO
DE ACCION

Inhibicion
(bloqueo)

INDICACION

Sepsis por gramnegativos

Prevencion de la infeccion por el
virus respiratorio sincitial (VRS)

Infeccion por antrax

Prevencion de la recurrencia
de la infeccion por Clostridium
difficile

Prevencion del antrax por
inhalacion

Micosis fungoide o sindrome
de Sézary

Infeccion por VIH

Atoltivimab
Maftivimab
Odesivimab-ebgn

Virus del ébola

Ansuvimab-zykl

Glicoproteina del
virus del ébola

Regdanvimab

Neutralizacion del
virus

Infeccion por el virus del ébola

Tratamiento de
enfermedades
autoinmunes

Casirivimab + ; .
Imdevimab Proteina spike del Covid-1

! SARS-CoV-2 °
Xagevimab
Cilgavimab
Efalizumab CD11a
Ustekinumab 1L-12/23

Psoriasis

Secukinumab
Cosentyx IL-17a
Ixekizumab
Brodalumab IL-17R
Guselkumab IL-23

Tildrakizumab
Tildrakizumab-asmn
Risankizumab
Risankizumab-rzaa

Unidad p19 de la
IL-23

Spesolimab

Receptor IL-36

Infliximab
Certolizumab pegol
Adalimumab
Golimumab

TNF

Tocilizumab
Sarilumab

IL-6R

Inhibicion
(bloqueo)

Psoriasis en placa

Psoriasis pustulosa generalizada

Enfermedad de Crohn

Artritis reumatoide
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NOMBRE BLANCO MECANISMO ,
ENFERMEDAD ’ . INDICACION
INTERNACIONAL TERAPEUTICO DE ACCION
. . Inhibicion
Natalizumab Integrina a4 (blogueo)
Alemtuzumab CD52 Lisis mediada por
el complemento .
Esclerosis maltiple
Complemento y
Ocrelizumab 020 la citotoxicidad
Ublituximab celular dependiente
de anticuerpos
Belimumab BLyS
Tratamiento de K Lupus eritematoso sistémico
enfermedades 2n!;ro:umaz fni IFNAR1
autoinmunes nifrotumab-inia
Siltuximab IL-6 Enfermedad de Castleman
. . Colitis ulcerosa, enfermedad
Vedolizumab Integrina a4y Inhibicion(bloqueo) | de Crohn
Dupilumab IL-4R o
Tralokinumab . Dermatitis atopica
Tralokinumab-ldrm 3
Teplizumab Retrasar el inicio de la diabetes
. CD3 .
Teplizumab-mzwv tipo 1
Movilizacion de
Tositumomab-1131 un farmaco (radio
isotopo)
Complemento y
Rituximab CD20 ta CItOtOXIUdad.
celular dependiente
de anticuerpos Linfoma de no Hodgkin
Movilizacion de
Ibritumomab tiuxetan un farmaco (radio
isotopo)
Movilizacion
Tratamiento Brentuximab vedotin CD30 de yn farmaco
del cancer antitumoral
Polatuzumab vedotin Movilizacion
Polatuzumab vedotin- | CD79b de un farmaco
piiq antitumoral
Complemento y
Tafasitamab la citotoxicidad Linfoma B difuso de células
Tafasitamab-cxix celular dependiente | grandes
D19 de anticuerpos
Loncastuximab tesirine Movilizacion
Loncastuximab de un farmaco
tesirine-lpyl antitumoral
Mosunetuzumab CD20, CD3 Union biespecifica Linfoma folicular




Tratamiento
del cancer
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NOMBRE
INTERNACIONAL

BLANCO

TERAPEUTICO

MECANISMO
DE ACCION

Complemento y
la citotoxicidad

INDICACION

E EpCAM . a
drecolomab pC celular dependiente Cancer de colon
de anticuerpos
Catumaxomab EPCAM,CD3 Union biespecifica | Ascitis maligna
Trastuzumab
Inhibicion(bloqueo)
Pertuzumab
Cancer de mama
Movilizacion
Ado-trastuzumab de \Snlzférlmaco
emtansine antitumoral
HER2
[fam-]trastuzumab Movilizacion
uzuma antitumoral Cancer de mama metastasico
deruxtecan-nxki HER2+
] Inhibicis
Margetuximab-cmkb (El(;zl:ézr;
Sacituzumab govitecan Movilizacion
Sacituzumab TROP-2 de un farmaco Cancer de mama triple neg.
govitecan-hziy antitumoral
. Inhibicion
Cetuximab EGFR (blc;qluelro)
Bevacizumab VEGF I(EEZI:;(:S Cancer colorrectal
] Inhibicid
Panitumumab EGFR nhibicion
(bloqueo)
Complemento y
Ofatumumab CD20 la citotoxicidad Leucemia linfocitica cronica
Obinutuzumab celular dependiente
de anticuerpos
Blinatumomab CD19 Y CD3 Union biespecifica
Inotuzumab Movilizacion
ozogamicin CD22 de un farmaco
8 antitumoral Leucemia linfoblastica aguda
Movilizacion
S:;nguni?cr?nab CD3 de un farmaco
8 antitumoral
M . . .
oxetumomab Leucemia de células pilosas
pasudotox D2
Moxetumomab
pasudotox-tdfk
Ipilimumab CTLA-4 Inhibicion
(bloqueo)
Nivolumab PD-1
Melanoma
Pembrolizumab PD-1
Relatlimab LAG-3
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Tratamiento
del cancer

NOMBRE BLANCO MECANISMO a
5 a INDICACION
INTERNACIONAL TERAPEUTICO DE ACCION
Tebentafusp PO -
Tebentafusp-tebn gp100, CD3 Union biespecifica Melanoma
Ramucirumab VEGFR2 Cancer gastrico
Necitumumab EGFR Cancer.de pulmon de células no
pequefas
Inhibicion
Dinutuximab GD2 (bloqueo) Neuroblastoma
Neuroblastoma de alto riesgo
Naxitamab-gqgk GD2 y enfermedad osteomedular
refractaria
Complemento y
la citotoxicidad
baratumumab CDbs8 celular dependiente
de anticuerpos
Inhibicion(bloqueo),
citotoxicidad
Elotuzumab SLAMF7 celular dependiente
de anticuerpos
Isatux!mab i D38 Mieloma maltiple
Isatuximab-irfc
. - Complemento y
Belantamab mafodotin | Antigeno de X L.
L la citotoxicidad
Belantamab maduracion de .
. _ celular dependiente
mafodotin-blmf células B .
de anticuerpos
Antigeno de
Teclistamab maduracion de Union biespecifica
células B, CD3
Atezolizumab
Cancer de vejiga
Durvalumab PD-L1
Inhibicion
Avelumab (bloqueo) Carcinoma de células de Merkel
Cemiplimab Carcinoma cutaneo de células
R PD-1
Cemiplimab-rwlc escamosas
Enfortumab vedotin Movilizacion
Enfortumab vedotin- Nectin-4 de un farmaco Cancer urotelial
ejfv antitumoral
Dostarlimab Inhibicion B .
Dostarlimab-gxly PD-1 (blogueo) Cancer endometrial
Tisotumab vedotin . Mowllz§cmn B .
. . Factor tisular de un farmaco Cancer de cuello uterino
Tisotumab vedotin-tftv .
antitumoral
Mirvetuximab R,
. Movilizacion
soravtansine Receptor de folato - . .
E X de un farmaco Cancer de ovarios
Mirvetuximab alfa X
antitumoral

soravtansine-gynx
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NOMBRE BLANCO MECANISMO o
& a INDICACION

INTERNACIONAL TERAPEUTICO DE ACCION

Evolocumab PCSK9
Tratamiento . S
de trastornos Alirocumab PCSK9 I(EEZI:;(:S Hipercolesterolemia
metabolicos . Proteina 3 similar a

Evinacumab . .

la angiopoyetina
Abciximab GPIIb/llla Prevencion de coagulos de
sangre en angioplastia

Omalizumab IgE

Reslizumab IL-5 Asma

Benralizumab IL-5R o

Mepolizumab IL-5 Asma eosinofilico severo

Iezepe:umal;_ » Lmtfopoylett_m? Asma grave

ezepelumab-ekko estromal timica Inhibicion
Ranibizumab VEGF (blogueo) Degeneracion macular
Eculizumab
Proteina del Hemoglobinuria paroxistica

Tratamiento
de otras
enfermedades

Ravulizumab
Ravulizumab-cwvz

complemento C5

nocturna

Canakinumab IL-1B Sindrome de Muckle-Wells
Denosumab RANK-L Pérdida osea
Idarucizumab Dabigatran Bevergon dela armcqagulamon
inducida por dabigatran
Emicizumab Factor Ixa, X Union biespecifica Hemofilia A
Erenumab
Erenumab-aooe
Galcanezumab
Galcanezumab-gnlm
Receptor CGRP Prevencion de la migrana
Fremanezumab
Fremanezumab-vfrm
Eptinezumab
Eptinezumab-jjmr Inhibicion
Burosumab FGF23 (blogueo) Hipofosfatemia ligada al
Burosumab-twza cromosoma X
Lanadelumab Calicreina . -
P Angioedema hereditario
Lanadelumab-flyo plasmatica S
Emapalumab IFNg Linfohistiocitosis

Emapalumab-lzsg

Caplacizumab
Caplacizumab-yhdp

Factor de von
willebrand

hemofagocitica primaria

Plrpura trombocitopénica
trombotica adquirida
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ENFERMEDAD

NOMBRE
INTERNACIONAL

Romosozumab
Romosozumab-aqqg

BLANCO
TERAPEUTICO

Esclerostina

Brolucizumab

MECANISMO
DE ACCION

Inhibicion
(bloqueo)

INDICACION

Osteoporosis en mujeres
posmenopausicas con mayor
riesgo de fractura

Degeneracion macular asociada

Brolucizumab-dbll VEGF-A, Ang-2 con la edad
.. Degeneracion macular asociada
Faricimab PP p
VEGF-A, Ang-2 Union biespecifica con la edad, edema macular

Faricimab-svoa

diabético

Crizanlizumab
Crizanlizumab-tmca

CD62 (también
conocido como

Aducanumab
Aducanumab-avwa

Beta amiloide

Alzheimer
Protofibrillas beta
Lecanemab L
amiloide
Sutimlimab Proteina del

Sutimlimab-jome

complemento Cis

Tratamiento P-selectina)
de otras
enfermedades Satralizumab I-6R Trastorno del espectro de la
Satralizumab-mwge neuromielitis optica
Teprotumumab
IGF-1R Inhibicién Enfermedad ocular tiroidea
Teprotumumab-trbw (blogueo)

Anemia drepanocitica

Sindrome de aglutininas frias

Anticuerpos de bloqueo

Estos anticuerpos se disefian para inhibir la funcién de un receptor al actuar
como moléculas de bloqueo, lo que puede favorecer la internalizacién y la de-
gradacién del receptor de superficie celular o el bloqueo de una via de sefializa-
cién. En este grupo se incluyen los anticuerpos dirigidos contra los puntos de
control inmunolégico (immune checkpoints, moléculas que regulan la activacién
delas células T en condiciones fisioldgicas y que pueden verse sobreexpresadas
en pacientes con cncer o infecciones crénicas); a estos anticuerpos también se
les denomina como inhibidores de puntos de control inmunitario, un ejemplo
son los anticuerpos contra el receptor PD1 (por sus siglas en inglés, programmed
death 1) y su ligando PD-L1 (por sus siglas en inglés, programmed death-ligand
1), los cuales fueron los primeros en ser aprobados para su uso en pacientes
con cancer. PD-1 es una molécula que se expresa en linfocitos T y otras células
inmunes después de la activacién. Mientras que su ligando PD-L1 puede ser
expresado por diferentes tipos de células inmunes y no inmunes. La via PD-1/
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PDL-1, en condiciones fisiolégicas conduce a la inhibicién de la activacién abe-
rrante de las células T, evitando de esta manera una respuesta autorreactiva.
Sin embargo, este mecanismo es utilizado por los tumores para evadir la res-
puesta inmune, ya que pueden sobre expresar PD-L1. Es por esto que el uso de
anticuerpos como anti-PD-1y/o anti-PD-L1 puede bloquear esta via al evitar la
interaccién deambosreceptores, evitando quela célula T seinhiba, permitiendo
asi que se elimine a las células tumorales.

También se han disefiado anticuerpos que bloquean moléculas solubles como
las citocinas, tal es el caso del anticuerpo anti-TNF-a (por sus siglas en inglés,
tumor necrosis factor), que se utiliza en el tratamiento de pacientes con artritis
reumatoide (incluyendo la artritis juvenil idiopatica), artritis psoriasica, espon-
diloartritis axial, enfermedad de Crohn, psoriasis, entre otras. Los anticuerpos
anti-TNF-a al ser administrados a los pacientes neutralizan las moléculas de
TNF-a soluble, lo cual previene la unién al receptor de TNFa 1 (TNFR1, ex-
presado en todos los tejidos humanos) y TNFo 2 (TNFR2, expresado en células
inmunes). TNFo también puede expresarse como proteina unida a la membra-
na. Por lo cual, los anticuerpos anti-TNF-o al unirse a las células que expresan
esta molécula favorecen la lisis mediada por el complemento. De forma general,
TNFa es una citocina pleiotrdépica que en condiciones fisiolégicas regula las res-
puestas proinflamatorias. Sin embargo, cuando se encuentra sobreexpresada,
como ocurre en pacientes con enfermedades autoinmunes, se asocia con el desa-
rrollo y mantenimiento de la enfermedad. En pacientes con artritis reumatoide
esta citocina promueve el reclutamiento de células inmunes; ademads, induce la
activacién de los fibroblastos sinoviales que producen catepsinas y metalopro-
teinasas de matriz. Estas moléculas favorecen la destruccién del cartilago y del
hueso, lo que conlleva a la erosién de las articulaciones. Por lo cual, el uso de
anticuerpos anti-TNF-a en artritis reumatoide se asocia con una disminucién
de los sintomas y prevencién de la progresién de la enfermedad.

Anticuerpos unidos a farmacos
Estos anticuerpos permiten dirigir el tratamiento a una célula blanco y po-

tenciarlo; son utilizados principalmente para la administraciéon de farmacos
oncoloégicos. El primer anticuerpo aprobado de este grupo fue gemtuzumab
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ozogamicina para el tratamiento de leucemia mieloide aguda positiva al mar-
cador mieloide CD33, por lo que este complejo al estar dirigido a CD33, permite
entregar el agente antitumoral calicheamicina a las células leucémicas que ex-
presan CD33. La calicheamicina esliberada de forma intracelular en las células
que expresan CD33 y actda favoreciendo la ruptura del DNA bicatenario, lo
que irrumpe el ciclo celular e induce la apoptosis de la célula blanco. En com-
paracion al tratamiento sistémico con farmacos quimioterapéuticos, el uso de
farmacos acoplados a anticuerpos permite dirigir el tratamiento a las células
tumorales y eliminarlas de forma mas especifica.

Anticuerpos biespecificos o triespecificos

Son anticuerpos con dos o tres sitios de unién, estan disefiados para reconocer
dos antigenos diferentes o dos epitopes diferentes en el mismo antigeno. Esto
permite que dos células interaccionen, por ejemplo, células tumorales y células
de la respuesta inmune, con la finalidad de facilitar la asociacién de complejos
proteicos o hacer un bloqueo de dos moléculas.

Actualmente, existen nueve anticuerpos biespecificos aprobados, més de 180
se encuentran en desarrollo preclinico y més de 50 en ensayos clinicos. El primer
anticuerpo biespecifico aprobado por la FDA fue el blinatumomab de Amgen para
el tratamiento delaleucemia linfoblastica aguda. En un sitio, este anticuerpo tiene
afinidad por la molécula CD19 (células B) y en el segundo, por la molécula CD3
expresada en las células T, esto permite una interaccién directa entre estas dos
poblaciones celulares, lo que favorece la eliminacion de las células B leucémicas.

Anticuerpos agonistas

Existen anticuerpos agonistas que pueden inducir la activacién de un receptor, al
actuar precisamente como moléculas agonistas, lo cual permite la activacién de
una via. Un ejemplo es el uso de anticuerpos para inducir la activacién de células
T en pacientes con cancer. ICOS (por sus siglas en inglés, inducible T cell co-stimula-
tor) es un receptor coestimulador importante parala funcién y supervivencia de
las células T activadas y de memoria. La interaccién del anticuerpo agonista con
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ICOS (expresado en las células T citotéxicas) estimula la sefializacién mediada
por ICOS, lo que favorece la proliferacién, supervivencia y actividad citotéxica
de células T ICOS+. La activacién de la célula T citotéxica en el contexto del
cancer favorece la eliminacién del tumor y evita su desarrollo.

FIGURA 3. CLASIFICACION DE LOS ANTICUERPOS TERAPEUTICOS
DE ACUERDO CON SU MECANISMO DE ACCION
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a) Inhibir la funcion de un receptor; ejemplo: anticuerpos contra moléculas PD-1y PD-L1 utilizadas en el tratamiento de cancer. b)
Agonistas que activan vias senalizacion; ejemplo, la activacion de células T tras la estimulacion del receptor ICOS con anticuerpos
agonistas. ¢) Anticuerpos unidos a farmacos para favorecer la terapia dirigida. Ejemplo: farmaco antitumoral unido a un anticuerpo
anti-CD33 para el tratamiento de leucemia mieloide aguda. d) Anticuerpos con union biespecifica a dos antigenos o epitopos
diferentes. Ejemplo: anticuerpos especificos con afinidad para CD19 y CD3, en el tratamiento de leucemia linfoblastica aguda
favoreciendo la interaccion de células tumorales y linfocitos T.

un famaco mieloide

Anticuerpos como herramientas para fines de diagnostico

Desde finales del siglo XIX, los anticuerpos han sido utilizados para el diag-
nostico de enfermedades. En 1985, la FDA ya habia aprobado 70 pruebas de
diagnéstico basadas en la deteccién de analitos (antigenos) por anticuerpos
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monoclonales para suuso en Estados Unidos. Un tercio de estos eran utilizados
en pruebas de embarazo caseras, las cuales utilizan anticuerpos para detectar
la hormona gonadotropina coriénica humana en la orina.

Por otra parte, los antigenos de interés sobreexpresados en una enferme-
dad, pueden ser detectados en los fluidos biolégicos del paciente (sangre, orina,
saliva, esputo, entre otros), asi como en biopsias de tejido mediante la utiliza-
cién de anticuerpos. Por ejemplo, en cancer de mama, el andlisis de receptores
hormonales (receptores de estrégeno y progesterona) puede determinar sila
paciente respondera o no a tratamientos hormonales y de esta manera admi-
nistrar la terapia mas adecuada. La evaluacién de estos receptores se realiza
mediante inmunohistoquimica, una técnica que consiste en la deteccién de
la molécula de interés utilizando anticuerpos monoclonales o policlonales en
biopsias de tejidos.

Cuando se trata de determinar una proteina de interés en suero u otros
fluidos, las pruebas como ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) permiten
detectar y cuantificar la concentracién de antigenos, generalmente utilizando
anticuerpos monoclonales especificos acoplados a una enzima que en contacto
con un sustrato producird una reaccién colorimétrica. La deteccién cualitativa
y cuantitativa de antigenos virales como los del virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) puede ser realizada mediante esta técnica. Otro ejemplo de
pruebas que permiten la deteccién cualitativa de antigenos virales son los kits
para la deteccién rapida de SARS-CoV-2 mediante inmunocromatografia en
muestras nasofaringeas o nasofaringeas/orofaringeas. Este protocolo se basa
en una prueba de ELISA tipo “sdndwich”. De forma general, el dispositivo de
prueba esta formado por una membrana de nitrocelulosa que presenta dos
lineas, la linea control “C” y la linea de prueba “T” (Test), las cuales estan
recubiertas con anticuerpos de captura; en el caso de la linea control, el an-
ticuerpo tiene afinidad por un antigeno irrelevante que es poco probable que
esté presente en la muestra. Mientras que el anticuerpo que recubre la linea de
prueba tiene afinidad por las proteinas de la nucleocapside del SARS-CoV-2.
Por otra parte, el dispositivo también contiene un anticuerpo acoplado a un
colorante especifico para SARS-CoV-2, el cual seré el primero en interaccionar
con la muestra después de adicionarla. En las muestras positivas para el virus,
la interaccién antigeno-anticuerpo-colorante genera un complejo que migra
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por capilaridad hastalalinea de prueba recubierta con el anticuerpo de captura
que retiene el complejo, lo cual forma la linea de color visible en presencia del
antigeno viral.

Por otra parte, en oncologia, la clasificacién de leucemias se realiza me-
diante citometria de flujo, una técnica que utiliza anticuerpos monoclonales
o policlonales marcados con fluorocromos para detectar de forma simultanea
diferentes proteinas en una célula, y de esta manera fenotipificar las células de
los pacientes, también permite evaluar la respuesta al tratamiento y recaidas
(enfermedad minima residual).

Tendencias futuras de los
anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos son moléculas importantes para el tratamiento o diagnéstico
de una gran diversidad de enfermedades. Continuamente se sigue trabajando
para mejorar la produccién de anticuerpos y evitar su inmunogenicidad, fené-
meno que se observa tras la administracién repetida de algunos anticuerpos
terapéuticos, hasta en el 70% de los pacientes. Este fenémeno se manifiesta
con la generacién natural de anticuerpos contra los anticuerpos terapéuticos
administrados,locual puede causar efectos adversos en el paciente y afectar las
propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas (alterando la biodisponibi-
lidad y eliminaci6én) del anticuerpo terapéutico. A pesar de que el desarrollo
de anticuerpos humanizados o completamente humanos ha reducido la inmu-
nogenicidad, no se halogrado eliminar en todos los casos.

También se esta trabajando en la generacién de anticuerpos estereoespecifi-
cos, que puedan reconocer la forma tridimensional de los antigenos (y no la forma
dimensional, como ocurre con todos los anticuerpos monoclonales terapéuticos
actuales). Los anticuerpos estereoespecificos pueden mostrar una mayor especi-
ficidad a los antigenos nativos de las dianas terapéuticas de interés clinico.

Por otra parte, se busca identificar dianas terapéuticas que puedan mejo-
rar el tratamiento de los pacientes. El uso de anticuerpos triespecificos abre la
puerta aterapias mas dirigidas, asi como los anticuerpos agonistas, que pueden
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inducir la activacién de células inmunes agotadas. Otro aspecto importante
esta relacionado conlos efectos adversos originados con el tratamiento con an-
ticuerposterapéuticos. El diagndstico oportuno, también usando anticuerpos,
puede ayudar a elegir a aquellos pacientes que realmente son candidatos para
este tipo de tratamientos o realizar el monitoreo del tratamiento.
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CAPITULO 16

CRISPR/CAS: edicion de genomas

Luis Daniel Hernandez Ortega Rall Cuauhtémoc Baptista Rosas
Eber Josué Carrillo Martinez Adriana Maria Salazar Montes
Introduccion

Las herramientas de edicién génica son parte fundamental de la biomedicina,
desde la investigacion basica, desarrollo de farmacos, generacién de transgé-
nicos, hasta su uso directo en la clinica como terapia génica.

Dentro de las herramientas mas novedosas encontramos al Sistema de
Repeticiones Palindrémicas Cortas Agrupadas y Regularmente Espaciadas
(CRISPR, por sus siglas en inglés, Clustered Regularly Interspaced Short Palindro-
mic Repeats), el cual en conjunto a una nucleasa o proteina asociada a CRISPR
(Cas, por sus siglas en inglés, CRISPR-associated protein) forma un complejo
capaz de realizar cortes de doble cadena en secuencias especificas.

Enlossistemassintéticosladireccionalidad del corte seencuentramediado
poruna secuencia de RNA guiatinico (sgRNA, por sus siglas en inglés) mientras
que en los sistemassilvestres participan dos secuenciasde RNA unidaspor com-
plementariedad, una secuencia de 20 nucleétidos de RNA CRISPR (crRNA) y
un crRNA transactivador (tracrRNA).

El sistema CRISPR/Cas se encuentra de manera silvestre inicamente en
bacterias y arqueas. En conjunto a las enzimas de restriccién forman parte
de un sistema de defensa natural frente a virus (como los bacteriéfagos) y
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plasmidos invasores, un equivalente primitivo de lo que seria un sistema in-
munolégico adaptativo propio. Esto se debe a que los cortes de doble cadena
fragmentan el DNA exégeno y lo inhabilitan.

El locus CRISPR se identificé por primera vez en 1987 por un grupo de
investigadores japoneses liderado por Yoshizumi Ishino. El descubrimiento
ocurrié demaneraaccidental mientrasestudiaban el geniap (alkaline phosphatase
isozyme conversion gene) en la bacteria Escherichia coli.

El descubrimiento se realizé mientras secuenciaban el DNA alrededor del
gen iap, donde observaron una serie de repeticiones directas de una secuencia
corta de DNA. Entre estas repeticiones, encontraron secuencias espaciadoras
que no eran repetitivas y parecian ser Ginicas.

El descubrimiento se publicé en el articulo titulado “Nucleotide sequence
of the iap gene, responsible for alkaline phosphatase isozyme conversion in
Escherichia coli, and identification of the gene product” en el Journal of Bacteriology
en1987. Aunque el articulo se centraba principalmente en el gen iap, mencio-
naron las repeticiones interespaciadas como una observacién interesante, sin
comprender completamente su significado o funcién.

Este descubrimiento inicial fue el primer paso hacia la identificacién y
comprensién de los loci CRISPR; por otra parte, los genes Cas fueron identi-
ficados y estudiados hasta 2002. En 2005, se realizé un descubrimiento muy
interesante, se demostré que las secuencias espaciadoras no repetitivas en-
contradas en el loci de CRISPR eran secuencias derivadas de bacteriéfagos y
otros elementos extracromosémicos, esto derivd que para 2007 se confirmara
que el sistema CRISPR/Cas media la inmunidad adaptativa de las procariotas
frente a bacteriéfagos, mediante la integracién de material genético exégeno
para su posterior deteccién.

En 2012, se confirmé que las secuencias tracrRNA y crRNA son las encar-
gadas de guiar a Cas9 para realizar los cortes en la secuencia diana, y en 2013 un
CRISPR/Castipo II fue usado por primera vez para realizar edicién genémica en
células de mamiferos, pero fue hasta 2016 cuando esta herramienta fue usada por
primera vez a tratamientos clinicos. En 2019 el sistema sufrié una mejora signifi-
cativa al desarrollar la tecnologia prime editing (editores por cebador) y una mas
en 2020 conlallegada del viCRISPR, sistemas de los que se hablard mas adelante.
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Mecanismo silvestre

En procariotas la inmunidad adaptativa mediada por CRISPR/Cas9 se produce

en cuatro pasos (véase figura 1):

1.

Adquisicién de memoria celular de virus o plasmidos invasores. Después
de la infeccién, una secuencia de DNA del invasor se integra en el locus
CRISPR del huésped como matrices espaciadoras flanqueadas por secuen-
cias repetitivas.

La RNA polimerasa transcribe RNA a partir de regiones espaciadoras del
sitio CRISPR, llamadas RNA pre-CRISPR (pre-crRNA), al mismo tiempo
se produce la transcripcién del crRNA transactivador (tracrRNA) ubicado
corriente arriba dellocus CRISPR.

El complejo tracrRNA/crRNA se carga en la nucleasa Cas9, formando un
complejo ribonucleoproteico activo.

Ante la presencia de DNA viral, el complejo identifica la secuencia y se
une por complementariedad, ademas el reconocimiento del motivo adya-
cente protoespaciador (PAM) es crucial para que Cas9 genere una rotura
de doble cadena en el DNA produciendo fragmentacién del DNA viral.

Juntos, CRISPR y Cas9 desempefian un papel fundamental en la resistencia

bacteriana ala infeccién por fagos y la conjugacién de plasmidos. Este sistema

se ha adaptado parala edicién de genes en mamiferos, transformandolo en una

herramienta molecular.
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FIGURA 1. INMUNIDAD ADAPTATIVA MEDIADA POR CRISPR/CAS9
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En presencia de un virus o plasmido invasor este sistema permite generar un método de defensa y de memoria basado en las
secuencias de DNA invasoras, por la serie de pasos arriba descritas.

CRISPR/Cas9 como herramienta molecular

A diferencia de los cortes de doble cadena en secuencias virales, los cortes de
doble cadena en el DNA gendmico de células eucariotas, activan procesos de
reparacién que pueden incorporar cambios en la secuencia, que a su vez puede
llevar a la pérdida de la funcién del gen. Este principio basico ha sido aprove-
chado para la modificacién génica en diversas especies.

Laprincipal ventaja de CRISPR/Cas9 como herramienta molecular radica
en que para cambiar la secuencia objetivo solo requiere cambiar la secuencia
del RNA que guia al sistema, esto abre un abanico de posibilidades de la misma
magnitud que las secuencias que puedan ser disefiadas.
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El sistema CRISPR/Cas se divide en tres tipos principales (tipo I, II y
I1I) y 12 subtipos. El tipo I y III se presentan principalmente en arqueas, el
procesamiento del pre-crRNA depende de la presencia de la enzima Cas6 y
las enzimas encargadas del corte en la secuencia diana son la Cas3 y Cas6
respectivamente, cuyos métodos de reconocimiento de la secuencia dependen
de una serie de pasos y cascadas de complejos multiproteicos enzimaticos
guiados por el crRNA, lo cual puede provocar interferencias e incrementa la
probabilidad de errores.

Por otra parte, el sistema tipo II es expresado en bacterias (lo que facilita
su biosintesis), el procesamiento del pre-crRNA no depende de la presencia
de enzimas Cas se genera a través de una RNAsa tipo III endégena y la enzima
encargada del corte en la secuencia diana es la Cas9, la cual se puede cargar
directamente con el complejo tracrRNA/crRNA formando un complejo ribo-
nucleoproteico activo.

Ademas, la estructura tracrRNA/crRNA del complejo puede ser cambiada
por un RNA guia tnico (sgRNA), lo que simplifica los componentes del sistema
CRISPRy permite quetracrRNA ycrRNA sean sintetizadosal mismo tiempo en
una secuencia disminuyendo el tiempo y la tasa de error.

Para un correcto disefio se debe tomar en cuenta que la secuencia diana
debe tener una longitud de 20 pb y siempre se debe encontrar flanqueada por
el motivo adyacente protoespaciador (PAM). PAM es un motivo de secuen-
cia corta (2 a 5 pb) adyacente a la secuencia dirigida al sgRNA o crRNA en
el DNA de interés. Estos motivos también son reconocidos por los CRISPR
tipo I y III.

Para lograr el efecto al interior de la célula diana es necesario introducir
las secuencias disefiadas y la proteina Cas9, esto puede ser logrado mediante el
desarrollo de un pldsmido conteniendo las secuencias del sgRNA, Cas9 y un
promotor fuerte, cominmente el promotor de citomegalovirus (CMV), aunque
existen otras aproximaciones, como su envio en plasmidos independientes,
la introduccién directa de los mRNA o incluso la entrega de la proteina Cas9
con su sgRNA, los sistemas de envio al interior de la célula incluyen vectores
virales, liposomas, nanoparticulas, microinyeccién, etc.
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Una vez al interior de la célula, el sistema reconoce la secuencia diana me-
diante la secuencia del sgRNA, posteriormente la nucleasa Cas9 genera un
corte de doble cadena que a su vez activa uno de los sistemas de reparacién de
acuerdo al disefio del sgRNA.

Nucleasa Cas9

Lanucleasa Cas9 se expresa en distintas bacterias, como Actinomyces naeslundii
(AnaCas9), Francisella novicida (FnCas9), Staphylococcus aureus (SaCas9) y Strep-
tococcus pyogenes (SpyCas9). SpyCas9 eslamas utilizada de lasnucleasas, es una
proteina grande (1368 aminoacidos) y con multidominios. SpyCas9 corta las
cadenasdel DNA dianaas3pbrioarribadelasecuencia PAM. Posee dosdominios
diferentes, el dominio HNH que corta la cadena de DNA complementaria al
crRNA o al sgRNA y el dominio RuvC-like que cortala cadena opuesta. Ademas
de su participaciéon dentro del proceso de interferencia de CRISPR, también
participa en la maduracién del crRNA y la adquisicién de espaciadores.

Reparacion de los cortes de doble cadena

Lageneraciéon de cortes de doble cadena en células eucariéticas activa dos siste-

masprincipalesparasureparacion, estosseactivannaturalmente para corregir

estos dafios que pueden ser fatales para la célula, encontramos:

¢ Non-Homologous End Joining (NHE]), un mecanismo simple que sola-
mente conecta las terminaciones rotas una con otra, al no ser tan es-
pecifico la unién resultante puede incorporar inserciones o deleciones
aleatorias, provocando corrimiento del marco de lectura y con ello la
perdida de funcién del gen.

¢ Homology-Directed Repair (HDR), es un mecanismo que se apoya en
un molde de DNA para reconstruir la rotura de doble cadena, su utilidad
se basa en que puede ser incorporada una secuencia con la informacién
deseada, generando mutaciones precisas o cambios especificos en la se-
cuencia (véase figura 2).
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FIGURA 2. MECANISMO DEL SISTEMA CRISPR/CAS9 TIPO Il
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El mecanismo basico de este sistema esta basado en la generacion de roturas de doble cadena, mismas que posteriormente son
reparadas por dos mecanismos distintos (NHE) o HDR), ambos generan cambios en la secuencia original provocando alteraciones
en el gen donde se provoco la rotura.

CRISPR de segunda generacion, editores
de bases y editores por cebador

Los editores de bases utilizan una Cas9 modificada y fusionada con desami-
nasa, con ella pueden generar mutaciones puntuales especificas en el DNA sin
introducir roturas de doble cadena ni depender de la plantilla de DNA donante.
Actualmente, existen dos tipos principales de editores de bases: editor de bases
decitosina (EBC) y editor de bases de adenina (EBA). Estos dos editores pueden
generar las cuatro posibles mutaciones de conversién: CaT,AaG,TaCyGa
A.Para EBCyEBA, una Cas9 modificada se une ala cadena de DNA objetivo, lo
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que resulta en una desnaturalizacion parcial de la cadena que contiene el PAM
para formar un bucle R, lo que permite que la desaminasa realice la reaccién
de desaminacién en el nucleétido objetivo.

EBC se compone de tres unidades fundamentales: citidina desaminasa,
inhibidor de la uracil DNA glicosilasa (IUDG) y una Cas9 parcialmente in-
activa (dCas9 o nCas9). El gRNA guia a las variantes de Cas9 para que se
dirijan a secuencias especificas donde genera un corte de cadena sencilla en
el DNA, mientras que la desaminasa cataliza la reaccién de desaminacién
para iniciar la edicién de la citosina, convirtiéndola en uracilo, el par de
bases resultante U-G al no coincidir es reparado y sustituido por T-A (véase
figura 3, panel a).

Porotraparte, el EBAnorequierelapresenciadeunIUDG, produceladesa-
minacién delaadenosina generando inosina, que se lee como guanina mediante
mecanismos de replicacién y transcripciéon. El par resultante I-T se transforma
en I-C, que luego se modifica como un par G-C por los sistemas de reparacién
(véase figura 3, panel b).

Aunque los editores de bases son eficaces para lograr las cuatro mutaciones
de conversién, solamente inducen variantes de un solo nucleétido lo que reduce
la especificidad de la edicién de genes. En 2019, Liu y colaboradores reportaron
el sistema de edicién por cebador, que medialainsercién dirigida sin introducir
roturas de doble cadena.

Los editores por cebador consisten en una nCas9 conectada a una trans-
criptasa inversay un sgRNA modificado, llamado RNA guia de edicién principal
(pegRNA). ElpegRNA no solo se une a secuencias de DNA especificas, sino que
también contiene una plantilla para sintetizar nuevas cadenas de DNA.

Bajo la guia de pegRNA, el editor se une primero a una secuencia de DNA
objetivo y el dominio de nucleasa Cas9 RuvC corta la cadena de DNA que con-
tiene PAM. Para transferir la secuencia editada del pegRNA al DNA objetivo, la
transcriptasa inversalee el RNA yune lasbases correspondientes al extremo del
DNA cortado, yluegolamaquinaria dereparacién introduce de manera estable
lanueva cadena en el sitio objetivo (véase figura 3, panel c).
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FIGURA 3. MECANISMOS DE EDICION
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a) Edicion de bases de citosina (EBC) la citidina desaminasa cataliza la reaccion de desaminacion y convierte la citosina en uracilo.
Las bases no apareadas U-G resultantes se convierten en T-A después de la replicacion o reparacion del ADN. b) Edicion de bases
de adenina (EBA). La desaminacién mediada por EBA convierte la adenosina en inosina, que posteriormente se lee como guanosina
durante la replicacion o reparacion del ADN. c) Diagrama general de la estructura y mecanismo de edicion de los editores por cebador.
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Aplicaciones

Enlaactualidad el sistema CRISPR es considerado una herramienta molecular

de edicién génica altamente especifica con un amplio abanico de aplicaciones,

algunos ejemplos son:

<

Edicién del epigenoma, como la eliminacién de genes marcas genéticas
implicadas en la proliferacién y supervivencia de las células de cancer.
Lucha contra la infeccién por virus utilizando un sgRNA especifico al ge-
noma viral. Los genes necesarios para el mantenimiento y la replicaciéon
viral pueden atacarse inactivando al virus responsable de la infeccién.
Desarrollo de farmacos con la tecnologia CRISPR/Cas9. Se desarrollan
modelos de enfermedad in vitro donde se pueden testear diversos far-
macos a la vez.

Generacién de organismos genéticamente modificados, mediante el uso
de CRISPR/Cas9 es posible realizar modificaciones genéticas tanto en
plantas como en animales, por ejemplo, la generacién de animales knock
out para genes especificos (véase capitulo 8 de esta obra).
Inmunoterapia contra el cancer. La eliminacién de receptores inhibidores
como PD1y CTLA-4 mejora significativamente la eficacia de la inmuno-
terapia contra el cancer basada en células T. Otra estrategia prometedora
es la terapia con células CAR-T.

Viroterapia oncolitica. Algunos virus pueden modificarse genéticamen-
te para replicarse eficientemente dentro del huésped, infectar y matar
especificamente células cancerosas y posteriormente inducir respuestas
inmunes anticancerigenas.

Aplicaciones clinicas

La primera aplicaciéon clinica de CRISPR/Cas9 fue en 2016, donde se adminis-

traron células T modificadas a un paciente con cancer de pulmén avanzado.

CRISPR ha demostrado ser una herramienta versatil, ha sido usada en diversas

lineas celulares y organismos para editar de manera muy especifica uno o va-

rios genes a la vez. En comparacién con sus predecesores, como las nucleasas
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con dedos de zinc (ZFNs) y las nucleasas efectoras similares a activadores de
la transcripcién (TALENS) la edicién del genoma mediada por CRISPR-Cas9
es més flexible y eficiente debido a su sistema de RNA guia y DNA objetivo.
Sin embargo, su principal aplicacién en la clinica no es su uso como terapia
génica directa (modificacién de genes directamente en el paciente), su aplicacién
principal es la modificacién de células y virus, como la modificacién de células T para
lamejora de los tratamientos con inmunoterapia celular, como la supresién de inhi-
bidores de células T (PD1y CTLA4) o la generaci6n de células CAR-T que expresan
un receptor de antigeno quimérico (CAR, por sus siglas en inglés) en su superficie.

Inmunoterapia contra el cancer

CAR es un receptor generado de una proteina artificial que combina una re-
gién de reconocimientodeantigeno, generalmente un anticuerpomonoclonal,
condominios de sefializacién intracelular de las células T, lo que permite a las
células CAR-T identificar y atacar selectivamente las células cancerigenas que
expresan el antigeno especifico reconocido por el CAR.

El dominio de reconocimiento se selecciona para que se dirija a un antigeno
especifico y se personaliza segun el tipo de cAncer que se desea tratar; esta carac-
teristica es a su vez la mas grande ventaja y desventaja: una ventaja porque hace
ala terapia altamente especifica lo que hace sumamente eficiente el trabajo de las
células T brindando resultados muy efectivos; desventaja dado que al ser un trata-
miento tan especifico selimita el nimero de canceres humanos que pueden ser tra-
tados con el mismo producto, por lo que los protocolos suelen ser personalizados.

Por otra parte, el dominio de sefializacién intracelular suele ser el mis-
mo en todos los disefios, este dominio es responsable de transmitir sefiales de
activacién a las células T una vez que el CAR se une al antigeno en las células
cancerosas. Porlo general, consta de uno o mas dominios de sefializacién, como
el dominio CD3C de las células T y otros dominios coestimuladores, como el
dominio de activacién 4-1BB (CD137) o CD28. Estos dominios desencadenan
una cascada de sefializacién intracelular que activa y potencia la respuesta de
las células T (véase figura 4).
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Ademaés de las modificaciones necesarias para el funcionamiento de CAR,
modificaciones extra pueden ser realizadas con la finalidad de aumentar la tasa
de éxito de la terapia (CAR-T de tercera generacién), una de ellas es la delecién
de secuencias que codifican para receptores inhibidores en las células T, como
PD-1y CTLA-4.

FIGURA 4. DISENO GENERAL DEL RECEPTOR DE ANTIGENO QUIMERICO (CAR)
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CAR se compone de dos dominios principales, un dominio de reconocimiento de antigenos y un dominio de sefalizacion intracelular,
el cual al igual que los TCR presenta al dominio CD3Z, el cual favorece la activacion de las células T.

En el caso de la inmunoterapia con células NK, puede presentarse una re-
sistencia al tratamiento debido a la sobreexpresién de proteinas inhibitorias
como PD-L1 (ligando de muerte programada 1), su principal funcién es interac-
tuar con elreceptor PD-1 (muerte programada 1) en la superficie de las células
T y las células NK.

Cuando PD-L1 se une a PD-1, se desencadenan sefiales inhibitorias que
disminuyen la actividad citotéxica de las células NK, reduciendo su capacidad
para liberar granulos citotéxicos y citosinas, asi como la proliferacién de las
células T, generando un ambiente inmunosupresor. Ademas, al interior de la
célula tumoral se activan multiples vias de sefializacién, como RAS, NF-kB,
PI3K-PKB, WNT y Hh, en Gltima instancia, dando lugar a la expresién génica
que desarrolla proliferaciéon tumoral y la supervivencia.
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Porotraparte, existenmodificaciones que permiten plantear elusode estas
terapias de manera alogénica, como la delecién de genes relacionados a TCR
y HLA, evitando el rechazo inmunolégico y facilitando el acceso a la inmuno-
terapia (véase figura ).

FIGURA 5. MODIFICACIONES

Knock-out

STAT 3/5

Se muestran las modificaciones mas comunes en las células CAR-T de tercera generacion, delecion de secuencias inhibitorias de
células T, como PD1y CTLAs, y delecion de genes relacionados con el rechazo inmunolégico, como TCD-CD3 y HLA.
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Viroterapia oncolitica

La terapia oncolitica CRISPR es una estrategia emergente en el tratamiento
del cAncer que combina la tecnologia CRISPR-Cas9 con virus oncoliticos. Es-
tos virus infectan y destruyen células cancerosas selectivamente, dejando las
células normales intactas.

Algunos ejemplos incluyen el virus del herpes simple, el adenovirus, parvo-
virus H1, y el vaccinia virus. Mediante el sistema CRISPR se puede mejorar su
especificidad y eficacia contra células cancerosas o facilitar la susceptibilidad
de las células cancerosas al virus oncolitico. Esto se logra mediante la desacti-
vaciéon de genes en células tumorales que confieren resistencia a este tipo de
virus o mediante la introduccién de genes que aumenten la capacidad del virus
parareplicarse o evadir el sistema inmunolégico del huésped.

Laterapia se realiza mediante la administraciéon del virus en el paciente, ya sea
directamente en el tumor o de manera sistémica (a través del torrente sanguineo).
Elvirus infecta preferentemente las células cancerosas y se replica dentro de ellas
causando lisis celular y liberando particulas virales que pueden infectar células can-
cerosas circundantes. A su vez, la destruccién de células cancerosas y laliberacién
de antigenos tumorales pueden estimular una respuesta inmune contra el tumor.

La seguridad de esta terapia esti enfocada en que el virus no cause infec-
ciones dafiinas en células normales, ademas de que exista una entrega eficiente
del virus a todas las células tumorales. Sin embargo, debemos tomar en cuenta
que el sistema inmune del paciente puede neutralizar el virus antes de que tenga
efecto en el tumor, disminuyendo la eficacia.

La terapia oncolitica CRISPR es una herramienta prometedora que se en-
cuentraen fasedeinvestigacién y desarrollo. Los estudios preclinicosy clinicos
estanen curso para evaluar su seguridad y eficacia en diferentes tipos de cancer.

Al dia de la escritura del presente capitulo, cuatro virus oncoliticos y un virus
no oncolitico han recibido la aprobacién para el tratamiento del cAncer. Entre ellos,
el talimogene laherparepvec (T-VEC), un virus del herpes simple tipo 1 (HSV-1)
modificado para codificar el factor estimulante de colonias de granulocitos y ma-
créfagos (GM-CSF), terapia aprobada para su uso en melanoma metastasico. Su
aprobacién se debe a que durante un ensayo clinico aleatorizado de fase Il demostré
una tasa de respuesta duradera mejorada para pacientes con melanoma avanzado.
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Enfermedades genéticas

Aungque la versatilidad de los sistemas CRISPR pueden permitir a esta herra-
mienta ser utilizada en la terapia génica en humanos, en la practica existen muy
pocos protocolos clinicos registrados. Un ejemplo es el protocolo registrado en
la plataforma clinicaltrials.gov: CRISPR/Cas9 Instantaneous Gene Editing Therapy
to Intraocular Hypertensive POAG With MYOC Mutation, con nimero de registro
NCTo06465537, desarrollado por investigadores del Beijing Tongren Hospital,
en Beijing, China.

En este protocolo un sistema CRISPR/Cas9 contenido en un lentivirus de
tercera generacion sin la capacidad de integrarse, llamado BD113vVLP (parti-
cula similar al virus BD113), es administrado mediante inyeccién intracameral
(dosis Gnica: 4pug/p24) para cada ojo. Este sistema esta dirigido a desactivar el
gen de la miociclina mutado (MYOC); cominmente las mutaciones en este gen
causan que la miociclina se acumule en las células de la malla trabecular, una
causa comun del glaucoma.

Los sistemas CRISPR al igual que las demas herramientas de modificacién
génica deben ajustarse a las directrices principales de la terapia génica, por
ejemplo, debe existir una finalidad médica, se debe limitar al tratamiento de
enfermedades graves para las que no exista ningin otro tratamiento eficaz
conocido y debe realizarse tinicamente en células soméaticas, dejando de lado a
las células germinales humanas.

Como antecedente tenemos el caso de He Jiankui, quien en 2018 alteré el
genoma de los embriones de siete parejas durante los tratamientos de fertilidad.
Su objetivo era introducir un polimorfismo en el receptor CCR5 inhabilitando-
lo, lo que impide que el VIH infecte a los glébulos blancos.

El proyecto clinico se llevé a cabo en secreto en el Southern University
of Science and Technology (SUSTech) en Shenzhen, China, hasta el 25 de no-
viembre de 2018, cuando el MIT Technology Review publicé la historia del
experimento. He Jiankui, inmediatamente anuncié el nacimiento de los bebés
con genoma editado en una serie de cinco videos de YouTube el mismo dia.

Los primeros bebés en nacer, conocidos por sus seudénimos Lulu (chino:
#2%2) y Nana ({#l##f), son gemelas nacidas en octubre de 2018, y el segundo naci-
miento (tercer bebé) se dio en 2019, conocido con el seudénimo Amy.
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Esta situacién provoco que, en diciembre de 2019, He Jiankui fuera con-
denado por un tribunal chino, por haber violado deliberadamente las normas
médicas, y fue sentenciado a 3 afios en prisién y una multa de tres millones de
yuanes (430.000 délares).

Sistema very fast CRISPR (vfCRISPR)

El sistema vfCRISPR permite la edicién del genoma bajo demanda, mediante
la induccién sincronizada de una rotura de doble hebra (DSB) activada por
luz. El principio de disefio de vfCRISPR se basa en el mecanismo de escisiéon
de Streptococcus pyogenes Cas9. En el mecanismo silvestre el motivo adyacente
al protoespaciador (PAM) regién de 9 a 10 pb que se encuentran de manera
proximal al RNA guia (gRNA), lidera la unién de Cas9 a su DNA objetivo. Sin
embargo, para activar la escisién es necesario un emparejamiento de bases
adicional en la regi6n distal de PAM (10 a 20 pb).

En viCRISPR se reemplazan dos o tres uracilos en la regién distal PAM
del crRNA con nucleétidos “enjaulados” de timina sensibles a la luz (nucle6-
tidos modificados con 6-nitropiperoniloximetilo). Esto genera un sgRNA
enjaulado (csgRNA), cuando este hibrida con el tracrRNA genera un com-
plejo Cas9/csgRNA capaz de unirse a su DNA objetivo, pero que no puede
escindir el DNA dado el impedimento estérico impuesto por los grupos en-
jaulados, que impiden que el DNA se desenrolle adecuadamente y con ello la
activacion de Casg. Trasla estimulacién luminosa a 3650 405 nm, los grupos
enjaulados se eliminan y el complejo ahora activado escinde rdpidamente
el DNA objetivo.

Estudios en células de un rifién embrionario humano encontraron en
vfCRISPR una eficiencia en la generacién de inserciones y deleciones de
hasta el 97%. Ademas, las células expuestas a esta dosis de luz no mostra-
ron fototoxicidad aparente y aproximadamente el 50% de la escision del
DNA se encontr6 dentro de los 30 segundos posteriores a la activacién de
laluz. En comparacién con otros métodos de induccién de Cas9, vECRISPR
muestra una cinética de escisién mucho mas rapida y una mayor eficiencia
de escision.
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Conclusiones

A pesar de los avances generados en los protocolos clinicos donde se utiliza
CRISPR, atn existen aplicaciones de esta herramienta con un largo camino por
delante, por ejemplo, el uso directo en pacientes humanos para atacar genes
relacionados con el cancer o para la insercién de SNPs con ventaja terapéutica.

Una de las principales preocupaciones es la bioseguridad del sistema, por
ejemplo, el riesgo de que las modificaciones se generen fuera de la secuencia
objetivo y pueda generarse una oncogenicidad inducida, lo cual se puede dismi-
nuir a través demejorasenlaespecificidad del sistema o en procesos de seleccién
delas células modificadas exitosamente.

Dela misma manera existe el riesgo de generar una respuesta inmune exa-
cerbada del huésped inducida por los componentes CRISPR/Cas. Sin embargo,
a pesar de sus desventajas, actualmente el sistema CRISPR/Cas9 es la herra-
mienta de edicién génica mas utilizada.
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