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EDITORIAL MAYO

Asignaturas Pendientes

Se ha puesto de moda premiar el fracaso, la vagancia y la
mediocridad. Se dan créditos a empresas en quiebra por
razones politicas, no econdmicas; se da pasta a los hijos que
no rascan bola; se cultiva la homogeneidad social, la falsa
igualdad de género y el pensamiento Unico, porque asi es
mas facil controlar al rebafo sin gastar mucho en perros.

Los que se empalagan de democracia en la boca, vomitan
autocracia, sufren amnesia del fundamento de libertad,
persiguen la disidencia y aniquilan la diversidad, porque
todo debe ser igual, a como ellos conciben el territorio de
la equidad. Se olvidan -0 nunca llegaron a saber- de lo que
Aristoteles declaraba en su Politica: “"La democracia es la
forma de gobierno en la que los libres son reguladores”. En
un discurso en la Cdmara de los Comunes en noviembre de
1947, Winston Churchill llegd a decir que “la democracia
es la peor de todas las formas de gobierno excepto aquellas
que se intentan de vez en cuando”. El problema no es
de concepto sino de ejercicio, pues, como escribié John
Dryden en Absalon and Achitophel, “la mayoria puede errar
tan groseramente como unos pocos”. El problema es mayor
cuando las minorias imponen sus caprichos a todos los demaés
para que solo unos cuantos perpettien su violacion de los
principios mas elementales de democracia y respeto social. Si
asumimos, en el momento actual, el concepto de democracia
que proponia Tucidides en La Guerra del Peloponeso ("se nos
llama democracia porque la administracion estd en manos de
muchos y no de pocos”), puede que la democracia sea una
entelequia disfrazada con tangas de carnaval brasileiro para
educar sexualmente a los nifios.

En este parco modelo de convivencia hipdcrita, existen
importantes asignaturas pendientes que, como ahora se pasa
de curso sin aprobar, se van acumulando en el arsenal de las
violaciones asexuadas, sin legislacién punitiva. Uno de esos
suspensos histéricos es el de la sanidad, léase salud publica,
miéntase medicina. Cuando el estadista prusiano y primer
canciller del imperio germénico Otto Eduard Leopold von
Bismarck-Schénhausen inventé la Seguridad Social en la
primera década del siglo pasado, la estructura de la pirdmide
de la poblacién no tenia nada que ver con la actual. La
esperanza de vida apenas alcanzaba los 50 afios y menos de
un 2% de la poblacién llegaba a la edad de jubilacidn, frente
a los 80-85 anos de esperanza de vida actuales y el 20-35%
de jubilados en las sociedades avanzadas. En aquel esquema
demografico post-decimonédnico, el modelo era perfecto
para recaudar en época productiva y no gastar en inutiles



retirados. Hoy, el empecinamiento de politicos
deslustrados en mantener el modelo de Bismarck,
con ridiculas pinceladas de modernidad ideoldgica,
han convertido al modelo en la principal causa de
bancarrota en cualquier sociedad que la cultive.
No es un problema ideoldgico, ni de izquierdas
ni de derechas; es un problema epidemogréfico
y econdémico al que ningln cobarde se atreve
a ponerle cascabel de alarma, para no cambiar
de gato. Esta asignatura insuperada serd la que
arruine, ademas del sistema de salud en quiebra,
a las pensiones de millones de inocentes corderos
conducidos al matadero por la farsa ideoldgica de la
solidaridad, que solo alimenta a las castas politicas.

El sistema también cojea en el modelo educacional,
con curriculos anticuados en las Facultades de
Medicina y criterios inmovilistas -fundados en
la necesidad de mano de obra barata- para la
especializacion médica, donde no importa la
vocacion individual sino el nimero de la lista, que
te impone ser proctélogo cuando lo que te gustaria
ser es peluquero. El sistema te impone limpiar culos
cuando a ti lo que te gustaria es lavar cabezas.

El nepotismo alimenta la desmotivacion de
los buenos, la desidia, la flojera intelectual y el
sometimiento al mercenariado de las compafias de
seguros o a la poco elegante deontologia de llevar
un collar por la mafiana y otro collar por la tarde,
siendo el mismo perro.

La debilidad de la asignatura hace que se admitan
como ciertos postulados erréneos. Sin sintomas
no hay enfermedad, aunque te estés muriendo de
forma asintomatica; por lo tanto, si no rompes no
necesitas médico. Y, peor que en un supermercado,
puede que quien te atiende hoy no vuelva a verte en
la vida, con lo cual cada vez que te ve uno distinto
tienes que repetir insulsamente tu historia que, por
apatia, se va achicando informativamente, aunque
el volumen de sintomas vaya en aumento.

En la medicina de consumo no importa la salud; solo
interesa la enfermedad. Entonces, si la salud es un
bien de consumo, no tiene sentido que uno pague
las irresponsabilidades de otro; vy, si ademas, el
sistema esté en quiebra, parece absurdo y de escasa
inteligencia que los sabios gestores impuestos
por la panideologia partidista se conviertan en
negacionistas, agénicos obstruccionistas, de la co-
financiacién del gasto sanitario y de la liberalizacion
de la atencién médica.

La asignatura tiene muchas lecciones vacias. De
hecho, muchos educadores de esta asignatura
son entes vacios, puede que de ética y capacidad
intelectual.  Se  diferencia el presupuesto
sociosanitario del presupuesto médico, como si
la discapacidad no fuera consecuencia directa
de un defecto de fabrica, de un fracaso médico,
de una insuficiencia del sistema para asumir la
biodiversidad biolégica en la que unos son vélidos
y otros son indtiles.

Los capitulos més sofisticados de la materia son un
calvario incomprensible. Cuesta entender que solo
se conozca un 10% de las causas primarias de las
enfermedades. Falta fe para creer que el 80% de
las enfermedades crénicas del adulto tienen una
base heredofamiliar previsible; y la fe sigue siendo
todavia més poderosa que el conocimiento. Parece
increible que el 80% de los diagndstico tengan que
seguir basédndose en fenotipos clinicos, carentes
de biomarcadores especificos. Se trata igual una
depresién por muerte del gato que por muerte
del marido. Se trata igual un exceso de grasa por
comer como un cerdo que por no moverte o tener
una predisposicién familiar a la hipercolesterolemia,
la dislipemia o al sindrome metabdlico. Aquello del
tratamiento personalizado y la farmacogenética es
un cuento de unos cuantos lunéticos que elucubran
fantasias de laboratorio y no saben de farmacologia;
porque los Unicos que saben de farmacos son los
visitadores médicos de la industria farmacéutica,
que son los que aleccionan, instruyen, animan,
convencen, seducen y compran prescripciones a los
obreros del sistema.

Ahora viene la moda de la telemedicina. Todavia
no se sabe palpar bien y se pretende diagnosticary
tratar a distancia, por WhatsApp; es lo mejor para no
contaminarse, para no mover el culo de lasilla, para
que cuando el paciente tenga que hacer presencia
fisica venga realmente machacado, lo cual facilita el
diagndstico y consume menos recursos; porque hay
que ahorrar. Con este fin se prescriben antibidticos
a granel de los de nueva generacién, diez veces
mas caros que los de toda la vida, sin preocuparse
de mirar el antibiograma.

La otra moda es digitalizar el sistema, para que
todo el mundo tenga acceso a la privacidad de los
pacientes. Nadie se preocupa de ver que el disco
duro esta corrompido.
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EUROESPES ANUNCIA EL LANZAMIENTO DE MYLOGY,
LA PLATAFORMA DIGITAL DE MEDICINA GENOMICA
MAS AVANZADA DEL MUNDO

La direcciéon del Centro Internacional de
Neurociencias y Medicina Gendmica de EuroEspes
ha hecho publico el lanzamiento de Mylogy para el
dia 23 de Junio. Mylogy es la plataforma digital de
medicina gendémica més avanzada del mundo. En
su creacién han participado mas de 50 personas
del entorno médico, cientifico y bioinformatico,
coordinados por el Dr. Juan Carlos Carril, Director del
Departamento de Gendmica y Farmacogendmica, y
dirigidos por el Dr.Ramoén Cacabelos, Catedrético de
Medicina Gendmica y Presidente de EuroEspes.

Mylogy es un producto digital que integra
documentaciéon médica, farmacoldgica, gendmica
y farmacogenética en un formato bioinformético
para uso generalizado por la comunidad médica
y cientifica, genetistas, industria farmacéutica y
usuarios consumidores de farmacos. Su principal
objetivo es permitir al usuario saber qué tipo de
tratamientos farmacoldgicos puede utilizar y qué
tipo de medicamentos debe evitar en base a su perfil
farmacogenético.
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MAPA DEL PRIMER GENOMA

HUMANO COMPLETO

Las secuencias del genoma humano han incluido
tipicamente brechas en regiones repetitivas
de ADN. Una combinacién de tecnologias de
vanguardia ha permitido al Telomere-to-Telomere
(T2T) Consortium generar la primera secuencia
completa del genoma humano.

Desde su lanzamiento inicial en 2000, el genoma
humano de referencia ha cubierto solo la fraccion
eucromética del genoma, dejando sin terminar
importantes regiones heterocrométicas. Abordando
el 8% restante del genoma, Sergey Nurk, del
Genome Informatics Section, Computational and
Statistical Genomics Branch, National Human Genome
Research Institute, National Institutes of Health,
Bethesda, y un nutrido grupo de colaboradores del
Telomere-to-Telomere (T2T) Consortium presentaron
una secuencia completa de 3055 millones de pares
de bases de un genoma humano, T2T-CHM13, que
incluye ensamblajes sin brechas para todos los
cromosomas -excepto el Y-, corrige errores en las
referencias anteriores e introduce casi 200 millones
de pares de bases de secuencia que contienen
predicciones de genes de 1956, 99 de los cuales
se predice que son codificantes de proteinas.
Las regiones completadas incluyen todas las
matrices de satélites centroméricos, duplicaciones
segmentarias recientes y los brazos cortos de los
cinco cromosomas acrocéntricos, desbloqueando
estas regiones complejas del genoma para estudios
variacionales y funcionales.

Elgenomahumano de referencia actualfue publicado
por el Consorcio de Referencia del Genoma (GRC)
en 2013 y mas recientemente parcheado en 2019

(GRCh38.p13). Esta referencia tiene su origen en el
Proyecto Genoma Humano financiado con fondos
publicos y se ha mejorado continuamente en las
dltimas dos décadas. A diferencia del esfuerzo
competitivodeCeleraylamayoriadelosproyectosde
secuenciacion modernos basados en el ensamblaje
de secuencias de "escopeta", el ensamblaje de GRC
se construyé a partir de cromosomas artificiales
bacterianos (BAC) secuenciados que se ordenaron
y orientaron a lo largo del genoma humano por
medio de hibridos de radiacién, enlaces genéticos
y mapas de huellas dactilares. Sin embargo, las
limitaciones de la clonacién de BAC condujeron a
una subrepresentacién de secuencias repetitivas,
y el ensamblaje oportunista de BAC derivados de
multiples individuos dio como resultado un mosaico
de haplotipos. Como resultado, varias brechas
de ensamblaje GRC son irresolubles debido a
polimorfismos  estructurales incompatibles en
sus flancos, y muchas otras regiones repetitivas
y polimérficas se dejaron sin terminar o fueron
ensambladas incorrectamente.

ElconjuntodereferenciaGRCh38 contiene 151 pares
de megabases (Mbp) de secuencia desconocida
distribuida por todo el genoma, incluidas las
regiones pericentroméricas y subteloméricas, las
duplicaciones segmentarias recientes, las matrices
de genes ampliconicos y las matrices de ADN
ribosémico (ADNr), todas las cuales son necesarias
para los procesos celulares fundamentales. Algunas
de las brechas de referencia més grandes incluyen
matrices de repeticidn de satélites humanos (HSat)
y los brazos cortos de los cinco cromosomas
acrocéntricos, que se representan en GRCh38 como
tramos multimegabase de bases desconocidas.
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Ademés de estas brechas aparentes, otras regiones
de GRCh38 son artificiales o incorrectas. Por
ejemplo, las matrices de satélites alfa centroméricos
se representan como modelos generados
computacionalmente de mondmeros de satélites
alfa para servir como sefiuelos para los anélisis
de resecuenciacion, y la secuencia asignada al
brazo corto del cromosoma 21 aparece falsamente
duplicada y mal ensamblada. En comparacién con
otros genomas humanos, GRCh38 también muestra
un sesgo de deleciéon de todo el genoma que es
indicativo de un ensamblaje incompleto. A pesar
de los esfuerzos finales tanto del Proyecto Genoma
Humano como del GRC, que mejoraron la calidad
de la referencia, hubo un progreso limitado hacia el
cierre de las brechas restantes en los afios siguientes.

La secuenciacion de escopeta de lectura larga
supera las limitaciones del ensamblaje basado en
BAC y evita los desafios del polimorfismo estructural
entre genomas. Las lecturas multikilobase de una
sola molécula de PacBio demostraron ser capaces de
resolvervariacionesestructuralescomplejasy brechas
en GRCh38, mientras que las lecturas "ultralargas"
de >100 kbp de Oxford Nanopore permitieron
ensamblajes completos de un centrémero humano
(cromosoma Y) y, mas tarde, un cromosoma
completo (cromosoma X). Sin embargo, la alta tasa
de error (>5%) de estas tecnologias planteé desafios
para el ensamblaje de matrices de repeticion largas y
casi idénticas. La secuenciacién de consenso circular
"HiFi" mas reciente de PacBio ofrece un compromiso
de longitudes de lectura de 20 kbp con una tasa de

error del 0.1%. Mientras que las lecturas ultralargas
son Utiles para abarcar repeticiones, las lecturas
HiFi sobresalen en la diferenciacién de copias de
repeticién sutilmente divergentes o haplotipos.

Para terminar las Ultimas regiones restantes del
genoma, Nurk et al aprovecharon los aspectos
complementarios de la secuenciacién de lectura
ultralarga PacBio HiFi y Oxford Nanopore para
ensamblar la linea celular CHM13hTERT homocigota
uniformemente (CHM13). El conjunto de referencia
T2T-CHM13 resultante elimina una barrera de 20
afios de antigledad que ha ocultado el 8% del
genoma del anélisis basado en secuencias, incluidas
todas las regiones centroméricas y los brazos cortos
completos de cinco cromosomas humanos.

Este es un gran paso para depurar los muchos errores
existentes en los mapas previos, pero -sin duda- no
serd el mapa definitivo. EI Genoma Humano sigue
ocultando secretos a la ciencia que ird mostrando a
medida que la ciencia sea capaz de asimilar lo poco
que conoce.

Nature, 23 May, 2022. doi: https://doi.
org/10.1038/d41586-022-01368-w.
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GENOMICA CEREBRAL

PARA ENTENDER MEJOR EL AUTISMO

El trastorno del espectro autista (TEA) constituye
un grupo de trastornos del desarrollo etioldgica y
sintomaticamente heterogéneos de inicio temprano
quesedefinenpordéficitscentralesenlacomunicacion
social y la presencia de comportamientos repetitivos
y estereotipados. Aunque estas caracteristicas son
el diagnéstico sine quo non, los individuos llegan
a la atencion clinica representando una amplia
gama de gravedad y, a menudo, con signos y
sintomas concurrentes que pueden incluir (pero
no se limitan a) discapacidad intelectual, ansiedad,
depresion, trastornos del suefio, epilepsia,
talentos especializados (también conocidos como
habilidades savant), retraso en el desarrollo motor y
signos neuroldgicos blandos. Sin embargo, a pesar
de la amplia variedad de manifestaciones clinicas y
la ausencia de biomarcadores diagndsticos fiables, el
TEA se sitla persistentemente en la parte superior de
la lista de trastornos neuropsiquiétricos con respecto
a la contribucién genética relativa. De hecho, en los
ultimos 15 afios, a pesar de un extraordinario grado
de heterogeneidad etioldgica y clinica, la busqueda
de contribuyentes genéticos especificos al TEA ha
sido notablemente exitosa. De manera similar a la
de otros trastornos relativamente comunes, ahora
se confirma que la arquitectura genética del TEA
incluye una amplia gama de variaciones con respecto
al tipo, la frecuencia y el tamafio del efecto. Sin
embargo, la mayor promesa para la comprensién de
la patobiologia del TEA actualmente es el resultado
de un progreso sorprendente en el descubrimiento
de genes basado en la identificacién de variantes
dafiinas de gran efecto, raras (a menudo de novo) en
la parte codificante del genoma.

Se esperaria razonablemente que el éxito en la
caracterizacion de muchas mutaciones raras de
efecto grande y el descubrimiento concomitante de

genes sentaran las bases para la rdpida identificacién
de caracteristicas bioldgicas clave y posibles
objetivos de tratamiento. Sin embargo, la extensa
heterogeneidad del locus y la pleiotropia bioldgica
de los genes de riesgo de TEA, el dinamismo
del desarrollo del cerebro humano junto con su
complejidad estructural y funcional, la amplia gama
de resultados clinicos asociados incluso con riesgos
genéticos de gran efecto, la presencia de un marcado
dimorfismo sexual y las limitaciones inherentes de
confiarenunsistemamodelo evolutivamente distante
para iluminar claramente las caracteristicas humanas
han planteado barreras formidables para traducir
los conocimientos genéticos en una comprension
procesable de los mecanismos subyacentes.

Helen Rankin Willsey y colegas del Department
of Psychiatry and Behavioral Sciences, UCSF Weill
Institute for Neurosciences, University of California,
San Francisco, han realizado un excelente estudio

que resume el progreso en la genética y la genémica
de los TEA.

ANALISIS DEL EXOMA COMPLETO

Las ultimas dos décadas han sido un periodo de
progresossorprendentesenlaidentificacionde genes
y loci especificos que conllevan individualmente
grandes riesgos de TEA "idiopéticos". Los primeros
esfuerzos exitosos para aislar genes de riesgo se
remontan a comienzos del presente siglo, con la
identificacion de mutaciones heterocigotas dafiinasy
putativas de pérdida de funcién en los genes NLGN3
y NLGN4, a través de estrategias tradicionales
de mapeo citogenético y andlisis de vinculacion
paramétrica seguido de secuenciacion de ADN.
Poco después, la répida evolucién de las tecnologias
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gendmicas permitié un escaneo rentable y completo
del genoma en busca de mutaciones raras y de novo
a unaresolucién cada vez mas alta. Las observaciones
criticas que las variantes estructurales y de secuencia
de novo contribuyen en gran medida a las formas
comunes de TEA, junto con la idea de que incluso
un pequefio ndmero de variantes de novo
extremadamente raras que se mapean al mismo gen
o intervalo gendmico en individuos no relacionados
ofrece suficiente poder estadistico para identificar
de manera fiable los loci de riesgo y genes con
factores de confusién. En la actualidad, los estudios
de secuenciacién de microarrays y exoma completo
(WES) centrados en variantes raras han arrojado un
apoyo estadistico convincente para la asociacién de
aproximadamente una docena de loci de variantes
de ndmero de copia (CNV) y mas de 100 genes, con
esta lista creciendo répidamente.

El progreso inicial en el descubrimiento del gen del
TEA se basé en gran medida en la identificacién
de mutaciones heterocigotas de novo raras que
conducen a la pérdida putativa de la funcion de
la proteina codificada (también conocida como
variantes truncantes de proteinas). Sin embargo,
ahora también se ha demostrado que las mutaciones
sin sentido de novo, asi como las mutaciones
hereditarias y sométicas raras (también conocidas
como mutaciones en mosaico) conllevan riesgo.
Ademés, la dramaética expansion de las bases
de datos de exomas de control y secuencias
del genoma ha permitido la identificacion de
variaciones genéticas ultra-raras, la caracterizacion
de genes evolutivamente restringidos (es decir,
aquellos probablemente intolerantes a la variacion)
y la priorizacién de variantes sin sentido con mayor
probabilidad de ser perjudiciales. La caracterizacién
de variantes ultra raras entre genes altamente
conservados solo en datos de casos y controles ha
surgido como una alternativa eficiente y viable a
los estudios basados en la familia disefiados para
identificar mutaciones raras de novo.

También se hanidentificado variantesrecesivasrarasy
variantes heterocigotas compuestas que contribuyen
al TEA. Sobre la base del sélido historial de éxito que
se basa en el mapeo de homocigosidad de pedigries
consanguineos en una amplia gama de trastornos
neuroldgicos y del neurodesarrollo (NDD) graves,
incluidos los sindromes de malformacién cerebral, la
discapacidad intelectual grave y la epilepsia, ha sido
algo sorprendente que el rendimiento de nuevos
genes haya sido relativamente limitado para el
fenotipo TEA, aunque ha habido algunas excepciones
notables. Ademads, varios estudios recientes han
demostrado una modesta contribucién general
de la herencia recesiva, incluyendo mutaciones
heterocigotas dafinas compuestas en familias no
consanguineas.
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Los estudios también han apoyado la contribucién
de la variacion somética rara al TEA, lo que sugiere
que estas variantes pueden contribuir al riesgo en
aproximadamente el 5-22% de los casos simplex. Sin
embargo, el descubrimiento de genes basado solo
en variantes sométicas ha sido insuficiente. Adem3s,
debido a que estos estudios generalmente utilizan
datos derivados del ADN de tejidos clinicamente
accesibles como la sangre periférica y la saliva, las
mutaciones sométicas especificas del cerebro, por
su naturaleza, se pasardn por alto. La identificacion
de variantes sométicas dentro del tejido cerebral de
individuos con TEA es un &rea activa de investigacion.

En conjunto, las variantes de codificacion raras
identificadas a partir de WES no solo han sido un
recurso particularmente valioso para los estudios
bioldgicos, sino que también se ha demostrado que
contribuyen a una minoria sustancial de individuos
que se presentan para la evaluacién clinica. Las
estimaciones de la contribucién clinica van desde un
minimo de alrededor del 10% hasta un méximo de
aproximadamente la mitad de la poblacién clinica
con TEA, dependiendo en parte de los criterios de
determinacién. Por ejemplo, se sabe que el aumento
delaedaddelospadres, el bajo coeficienteintelectual
en relacion con las expectativas de los padres medios,
la dismorfologia, la epilepsia, las enfermedades
cardiacas congénitas, el sexo femenino y el estado
simple, junto con un mayor nimero de hermanos
no afectados, conducen a mayores rendimientos
positivos en las pruebas genéticas.

Existe un debate sobre la definicion de formas
"sindromicas" de trastorno del espectro autista (TEA)
versus presentaciones "idiopaticas". La sindrémica
generalmente se refiere a afecciones raras y graves
con una presentacion altamente caracteristica que
puede tener TEA concurrente, por ejemplo, sindrome
de Xfragil, sindrome de Angelman, sindrome de Rett,
esclerosis tuberosa, neurofibromatosis y sindrome
tumoral de hamartoma PTEN. En la practica, el TEA
sindrémico tiende a tener una mayor contribucién de
caracteristicas aparte de los déficits de comunicacién
social y los comportamientos repetitivos, muestra
una mayor penetrancia y tiende a la causalidad
monogénica. Por el contrario, idiopético se refiere
a casos que no estdn obviamente acompafiados
de rasgos fisicos caracteristicos o una historia
natural patognomonica. Aunque puede haber una
superposicion considerable en los sintomas entre
estos grupos, y una creciente apreciacion de la
biologia que se cruza, la historia de los esfuerzos de
identificacion de genes ha divergido en los extremos
de estas distinciones. Por ejemplo, hubo avances
sustanciales en la identificacion de loci y genes
sindrémicos aprovechando los métodos genéticos
clasicos, antes de la secuenciacion del genoma
humano y la era gendmica. Por el contrario, el



descubrimiento de genes fiables y sisteméaticos en el
grupo més grande de individuos que cominmente
se presentan clinicamente con TEA fue altamente
dependiente del desarrollo de tecnologias
gendémicas de alto rendimiento centradas en
mutaciones raras y de novo.

A medida que el descubrimiento de genes ha
progresado, y se han caracterizado grupos més
grandes de individuos afectados con variantes
raras en el mismo gen, los limites entre sindrémicos
y no sindromicos se han vuelto menos claros.
Los cuidadosos andlisis clinicos retrospectivos
de pacientes cuyo TEA es aparentemente
idiopdtico y que comparten un gen mutado
del TEA o un segmento cromosémico han
conducido infrecuentemente al reconocimiento de
caracteristicas fisicas distintivas y comorbilidades
quesugieren lapresenciade sindromes previamente
no apreciados. Por lo tanto, en la actualidad, el TEA
sindrémico versus idiopatico puede considerarse
mas productivamente que existe en un continuo
tanto con respecto a la contribucion relativa de
las caracteristicas centrales del diagnédstico de
TEA como con respecto a la fiabilidad de las
correlaciones genotipo-fenotipo.

SECUENCIACION DEL EXOMA COMPLETO (WES)

Este enfoque tiene como objetivo identificar
variantes codificantes raras, especialmente de
novo, recurrentes en el mismo gen en pacientes no
relacionados con mds frecuencia de lo esperado
por casualidad (segin las tasas de mutacién
tedricas, los hermanos no afectados o la frecuencia
de la poblacién). Estos enfoques se han centrado
histéricamente en las familias "simplex" (padres no
afectados con un nifio con autismo), que tienden a
enriquecerse para las variantes de novo. Sin embargo,
las variantes hereditarias raras y los datos de casos y
controles de tipos de familias simples, multipléxicas
o desconocidas han contribuido cada vez mas al
descubrimiento de genes, especialmente a medida
que las bases de datos acumulan informacion
sobre la frecuencia de variantes poblacionales y
mejora la capacidad de estratificar las variantes
mas perjudiciales. A medida que estas bases de
datos crecen, la definicidn de raro estd comenzando
a cambiar a <0.1% o incluso <0.01%. Los genes
identificados por este enfoque tienden a llevar
grandes tamafios de efecto.

SECUENCIACION DEL GENOMA COMPLETO
(WGS)

Conceptualmente similares a WES, estos anélisis
se expanden para incluir variantes no codificantes.
La identificacion de loci no codificantes requiere

tamafios de cohorte muy grandes y es un desafio
debido a la caracterizacién incompleta de los loci
reguladores, la incapacidad relativa para priorizar
variantes deletéreas (especialmente en comparacion
con las variantes de codificacion) y la tendencia de
estos efectos a restringirse a épocas de desarrollo,
tejidos y/o tipos de células particulares (pero
actualmente desconocidos). En consecuencia, aun
no se hanidentificado loci especificos no codificantes
en umbrales significativos de todo el genoma.

DETECCION DE VARIANTES DE NUMERO DE
COPIA (CNV)

Las CNV son deleciones o duplicaciones de ADN
(también conocidas como variantes estructurales).
El enfoque para detectar CNV es conceptualmente
similar @ WES y WGS: identificar CNV raros
y/o de novo a partir de datos de genotipado o
secuenciacion, y luego buscar variantes recurrentes
que se superpongan al mismo locus en multiples
individuos no afectados. Los loci asociados tienden
a superponerse genes Yy conllevan grandes
efectos. Cuando se combinan con WES y WGS, las
CNV codificantes pequefas, especialmente las
deleciones, pueden ayudar a identificar genes de
riesgo individuales.

GENOME-WIDE ASSOCIATIONS

Este enfoque se basa en variantes comunes (también
conocidas como polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP)), que ocurren con una frecuencia superior al
1% en la poblacidn. Las variantes generalmente se
identifican con matrices de genotipado. Los casos y
controles se comparan para identificar SNP con un
alelo que ocurre con mayor frecuencia en los casos.
Se requieren cohortes muy grandes para identificar
loci de riesgo, ya que tienen tamafios de efecto
pequefios. Hasta la fecha, solo se han identificado
cinco loci significativos de todo el genoma para el
trastorno del espectro autista (TEA), pero se espera
que este nimero crezca a medida que aumente el
tamafio de la muestra.

Hasta la fecha, la contribucién de los estudios
de secuenciacion del genoma completo (WGS)
a la identificaciéon de genes de riesgo y loci para
el TEA ha sido limitada en comparacién con los
enfoques mencionados anteriormente. La captura
del complemento completo de variacion en todo el
genoma, incluidas las mutaciones tanto de secuencia
como estructurales, representa claramente el futuro
de los andlisis gendémicos para el TEAy, de hecho, de
toda la medicina. Sin embargo, varios factores limitan
su utilidad actual: en términos generales, que el
analisisy el almacenamiento de datos WGS requieren
una amplia infraestructura computacional y confieren
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costos sustanciales; el "espacio de busqueda" para
WGS es 100 veces mayor que para WES, pero estd
menos bien caracterizado; la capacidad de interpretar
las consecuencias de la variacién no codificante es
mucho mas dificil que asignar importancia funcional
a las mutaciones codificantes candnicas; y, como
grupo, se estima que la variacién rara no codificante
conlleva riesgos relativamente més modestos de
TEA en comparaciéon con las raras mutaciones
codificantes dafiinas. En consecuencia, se estima que
los tamafios de cohorte necesarios para identificar
los loci asociados con confianza son de un orden
de magnitud o mas extensos que para los estudios
contemporaneos de WES vy, actualmente, ninguna
investigacion publicada ha realizado atiin un nimero
suficiente para identificar, definitivamente, variantes
de riesgo individuales no codificantes.

DESCUBRIMIENTO DE VARIANTES COMUNES

Aunque la mayoria de los loci de riesgo de TEA
confirmados hasta la fecha provienen de estudios
de variantes codificantes raras de efecto grande,
existe una fuerte evidencia de que las variantes
comunes de efecto pequefio conllevan la mayoria
del riesgo poblacional. A pesar de esto, los estudios
iniciales de asociacion del genoma completo del
TEA (GWAS) arrojaron resultados decepcionantes
debido a la insuficiente potencia estadistica. Sin
embargo, estudios maéas recientes, con mas de
18 000 casos y casi 28 000 controles, han identificado
con éxito cinco alelos de riesgo comunes de efecto
modesto, cumpliendo rigurosos criterios estadisticos
de asociacion. Sin lugar a dudas, este numero
continuard creciendo a medida que las cohortes
de casos y controles aumenten adn més en tamano.
Ademaés, a pesar del niumero relativamente pequefo
de lociimplicados hasta la fecha, las puntuaciones de
riesgo poligénico, que son un medio para cuantificar
los riesgos genéticos comunes acumulativos, ya
han demostrado una capacidad modesta para
diferenciar casos versus controles. Las puntuaciones
de riesgo poligénico parecen diferir segin el sexo,
con una mayor carga genética observada en las
mujeres, lo que proporciona evidencias de un
"efecto protector femenino" (FPE), un fenémeno que
también se ha observado ampliamente con respecto
a las variantes raras. También ha habido cierto éxito
en la identificacion de riesgos genéticos comunes
compartidos que atraviesan una amplia gama de
diagnésticos psiquiatricos aparentemente dispares.

Hay evidencias de que entre los individuos
portadores de variantes de riesgo raras de gran
efecto, los alelos comunes y la herencia poligénica
probablemente contribuyen al TEA idiopético. A
medida que crece el rendimiento de los SNPs de
TEA en GWAS, las preguntas importantes sobre la
arquitectura genética subyacente a varios grupos
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de individuos con autismo, incluidos aquellos con
el llamado autismo de alto funcionamiento, podran
aclararse. Finalmente, el descubrimiento de un
conjunto mucho més grande de alelos comunes
significativos en todo el genoma sin duda potenciara
estudios de convergencia similares a los que
actualmente aprovechan con éxito mutaciones raras
y de gran efecto.

EL NUMERO DE GENES ASOCIADOS AL TEA

Los andlisis de asociacion contemporaneos de
fenotipos comunes, genéticamente complejos
y heterogéneos, como el TEA, se basan en gran
medida en la aplicacion de métodos estadisticos
rigurosos que protegen eficazmente contra los
hallazgos falsos positivos, que histéricamente
han acosado los estudios genéticos psiquidtricos.
Durante la Ultima década, han surgido dos enfoques
amplios para el anélisis de variantes raras, utilizando
un marco bayesiano o frecuentista, proporcionando
al campo resultados robustos y consistentes.
Para los estudios de WES especificamente, se ha
convertido en un lugar comdn requerir un valor de
P de descubrimiento de menos o igual a 2.5 x 10-
6, corrigiendo efectivamente las comparaciones
multiples entre los aproximadamente 20 000 genes
que comprenden el exoma humano. Los métodos
alternativos ampliamente utilizados estiman las tasas
de descubrimiento falso (FDR) por gen utilizando
un enfoque bayesiano, asignando una asociacién
significativa tipicamente a los genes que muestran
FDR < 0.1 y reservando una designacion de "mayor
confianza" a aquellos con FDR < 0.01. Por el
contrario, el GWAS llegé relativamente rapido a un
Unico estdndar y umbral de consenso, a saber, un
valor de P de descubrimiento de menos de 5 x 10-8
seguido del hallazgo de significacion nominal en
una cohorte de replicacién. Es importante destacar
que el hecho de que sigan existiendo enfoques
estadisticos alternativos aceptados para los estudios
de WES de variantes raras contribuye a cierto grado
de variabilidad en la "contabilidad" de genes. Por
ejemplo, en el reciente anélisis d6mnibus realizado
por el Autism Sequencing Consortium se cita
comiUnmente como la identificacion de 102 genes
de riesgo de TEA, basado en el umbral bayesiano de
FDR de 0.1 mencionado anteriormente. Utilizando
el umbral de valor significativo de P aceptado en
todo el exoma alternativo (2.5 x 10-6) se obtienen 26
genes deriesgoy restringiendo a los genes de mayor
confianza basados en FDR < 0.01 se identifican 47
genes de riesgo.

Otras cuestiones de definicién contribuyen a una
serie de puntos de vista sobre lo que constituye lalista
definitiva de genes de riesgo. Por ejemplo, algunas
bases de datos ampliamente utilizadas (por ejemplo,
SFARI Gene)incluyen genes descubiertos en estudios



de formas sindréomicas de TEA. Tales enfoques tienen
la ventaja de ser més completos que los que se
basan Unicamente en estudios de asociacién a gran
escala restringidos a muestras clinicas "idiopéticas".
Sin embargo, los enfoques consensuados también
introducen un grado de subjetividad y un posible
sesgo de determinacion que puede evitarse en gran
medida centrdndose solo en genes que exceden los
umbrales estadisticos predeterminados. La tarea de
construir una lista singular de genes de riesgo de TEA
de alta confianza se hace igualmente més desafiante
por estudios que cruzan categorias de diagndstico.
Por ejemplo, aunque los enfoques que combinan TEA
y otras cohortes de NDD aumentan el rendimiento
del descubrimiento de genes, también complican
nuestra comprensién del riesgo relativo que cada
gen identificado conlleva para TEA en comparacion
con otros NDD. Ademés, los resultados de los
estudios que se basan en la secuenciaciéon dirigida
pueden ser dificiles de integrar con los hallazgos de
WES o WGS, dados los desafios de llegar a un Unico
enfoque o umbral estadistico aplicable.

TEA VERSUS OTROS TRASTORNOS DEL
NEURODESARROLLO

Con el éxito reciente en la identificacion de genes a
través de multiples NDD y trastornos psiquiétricos, la
cuestion de la superposicion de riesgos genéticos
entre sindromes clinicos aparentemente distintos
ha surgido como un é&rea clave de investigacién,
tanto por razones conceptuales como pragmaticas.
Algunas de las dreas actualmente de mayor interés en
este sentido incluyen el grado en que los riesgos de
TEA son distinguibles de los riesgos de esquizofrenia
o de discapacidad intelectual. Ambas preguntas
también tienen relevancia histdrica: el autismo se
conceptualizé inicialmente clinicamente como una
forma de esquizofrenia de inicio en la infancia, pero
la sabiduria convencional cambié posteriormente y
la nocidén fue formalmente rechazada después de la
segunda edicién del Manual Diagnésticoy Estadistico
de los Trastornos Mentales. Del mismo modo, ahora
esté claro que los criterios de diagndstico temprano
para el autismo tendian a enriquecer a los individuos
con discapacidad intelectual coexistente, lo que
resultd en una sobreestimacién de la prevalencia de
la discapacidad intelectual en la poblacién con TEA.

La cuestidn de siy en qué grado existe especificidad
paraelriesgo genético de TEAfrente a otros fenotipos
del desarrollo sigue siendo un tema controvertido.
Las sucesivas generaciones de estudios sistematicos
de CNV han demostrado que las variaciones
estructurales idénticas pueden contribuir a multiples
resultados diagndsticos distintos, incluidos, entre
otros, epilepsia, esquizofrenia, trastorno bipolar,
discapacidad intelectual, trastorno por déficit de
atencion con hiperactividad, trastorno de Tourette y

TEA. Se ha visto que el rendimiento de mutaciones
de riesgo raras de estudios de secuenciacién de alto
rendimiento de cohortes de TEA aumenta a medida
que disminuye el coeficiente intelectual. No es
sorprendente que este tipo de observaciones hayan
alimentado los debates sobre si estos diagndsticos
son realmente separables a nivel genético. Para las
CNV, esta variabilidad en los resultados fenotipicos
ha sido particularmente dramética. A partir de maés
de una década de progreso en estudios de TEA,
esquizofrenia, epilepsia y discapacidad intelectual,
se ha vuelto cada vez mas dificil identificar cualquier
variante estructural asociada con uno de estos
diagndsticos que no esté también asociada con
alguin riesgo para uno o més de los otros, y la lista
de resultados clinicos adicionales muestran una
superposicién continla creciente. Aunque existen
algunas pruebas de diferentes representaciones
relativas de manifestaciones clinicas para CNV
individuales, incluso para duplicaciones versus
deleciones del mismo intervalo gendmico, en
general, los datos han apuntado consistentemente a
la ausencia de especificidad diagnéstica.

A medida que los estudios de variantes raras y
comunes han progresado, estd comenzando a
surgir una vision mas matizada de la arquitectura
genéticay los loci que contribuyen al TEA frente a
otros sindromes del neurodesarrollo. Porejemplo,
en comparaciéon con la esquizofrenia, se han
requerido cohortes mucho méas pequenas para
identificar genes de riesgo de gran efecto en el
TEA. Por el contrario, se han requerido tamafos
de muestra mucho mas grandes para identificar
las primeras variantes comunes significativas de
todo el genoma en TEA versus en esquizofrenia.
De acuerdo con estas observaciones, las variantes
raras muestran, en promedio, un mayor riesgo
relativo en el TEA que en la esquizofrenia. En un
estudio reciente de esquizofrenia centrado en
la identificacion de variantes codificantes ultra-
raras, ninguno de los 10 genes que cumplen
con el Iimite mas riguroso para la significacién
estadistica se superpone con los 26 genes
identificados en el mismo umbral en estudios
previos de TEA. Un examen de un conjunto mas
amplio de genes demuestra que solo 3 de estos
34 genes de riesgo probable de esquizofrenia se
superponen con los 102 genes de riesgo de TEA
de alta confianza identificados en base al mismo
[imite estadistico.

También ha habido interés en la superposicién,
tanto clinica como etiolégicamente, de los TEA y la
discapacidad intelectual. Los criterios de diagndstico
temprano para el autismo estaban sesgados hacia
la determinacién de individuos con deterioro
intelectual concomitante. Sin embargo, a medida
que el espectro mas amplio de manifestaciones
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clinicas de TEA se ha apreciado cada vez mas, el
porcentaje de individuos con TEA y sin discapacidad
intelectual ha aumentado notablemente y ahora
refleja la mayoria de los que llevan un diagnédstico
de TEA. No obstante, la frecuente co-ocurrencia
clinica de la discapacidad intelectual y el TEA ha
provocado un debate en curso sobre la separabilidad
del funcionamiento social versus intelectual y ha
planteado preguntas clave sobre si los recientes
esfuerzos de descubrimiento de genes en cohortes
de TEA tienen el potencial de ofrecer informacion
sobre la biologia central de la discapacidad social.
Existe una hipdtesis de que la capacidad social se
distribuye continuamente en la poblacion y que los
coeficientes intelectuales més altos amortiguan el
comportamiento contra los sintomas del autismo.
Una interpretacion contemporéanea de esta idea es
que la reciente avalancha de mutaciones de gran
efecto identificadas en estudios de WES conduce
principalmente a un coeficiente intelectual mas bajo,
lo que, a su vez, limita la capacidad de un individuo
para compensar el deterioro social mediado por
alelos comunes. En esta linea, multiples andlisis han
observado que latasa de mutacionesrarasde novo en
cohortes de TEA aumenta a medida que disminuye el
Cly algunos han concluido que las mutaciones raras
de la secuencia de novo estan sobrerrepresentadas
solo en individuos con Cl por debajo de la media.

Por el contrario, multiples estudios han demostrado
que las variantes de secuencia raras y las CNV que
contribuyen con grandes cantidades de riesgo se
encuentran en todo el rango de Cl. Uno de estos
estudios evalud los genes de TEA con respecto a
si mostraban evidencias de ser "predominantes en
TEA" o "predominantes en TEA/NDD" y encontraron
evidencias de diferentes distribuciones de fenotipos
correspondientes a genes especificos. Aunque los
autores del estudio no concluyeron que ningun
gen conllevara exclusivamente el riesgo de TEA
solo, su anédlisis fue consistente con numerosas
observaciones que sugieren que la rara variante
genética del funcionamiento social e intelectual
humano es separable hasta cierto punto. Por
ejemplo, un estudio mostré que las duplicaciones
versus deleciones de la regién idéntica del sindrome
de Williams en el cromosoma 7g11.23 conducen, en
promedio, a niveles similares de deterioro intelectual,
pero también, tipicamente, a fenotipos sociales
sorprendentemente divergentes.

Amedidaque el progreso enlos estudios de variantes
comunes y raras dibuja una imagen méas completa
de la arquitectura alélica del TEA, la discapacidad
intelectual, la esquizofrenia y otros trastornos
psiquidtricos, las multiples preguntas relacionadas
se volveran cada vez mas manejables. Los estudios
que examinan la correlacién de genes especificos
con diferentes distribuciones de diagndsticos
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tendrdn un mayor poder para sacar conclusiones
definitivas. Es probable que las relaciones entre
el diagnéstico, la clase de variante (variantes
truncantes de proteinas versus variantes sin sentido),
la direccion del efecto (duplicacion versus delecion
y pérdida de funcién versus ganancia de funcion) y
el sexo del paciente proporcionen informacién clave
sobre los mediadores y moderadores de cualquier
especificidad que se encuentre presente. Existe
una consternacion comprensible con respecto a la
posibilidad de que los riesgos genéticos de TEA,
discapacidad intelectual, epilepsia y otros NDD sean
inseparables, asi como el alto grado de comorbilidad
que también se observa. Lo que parece claro es
que todavia estamos muy lejos de entender las
claves genéticas responsables de los trastornos del
neurodesarrollo, entre los cuales el autismo es un
problema prevalente. En cualquier caso, los avances
realizados en la Ultima década deben servir para
optimizar la precisién diagndstica de autismo basado
en la tecnologia gendmica disponible y, sobre todo,
personalizar el tratamiento farmacolégico mediante
la farmacogenética para evitar dar medicamentos
inadecuados a cerebros infantiles en desarrollo en los
cuales la toxicidad de neurolépticos y psicofarmacos
pueden dejar huellas irreparables para toda la vida.
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Genes relacionados con Autismo y Esquizofrenia. Relacion entre el tamafio del efecto y la frecuencia de
los alelos para los loci descubiertos en el trastorno del espectro autista o la esquizofrenia.
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a,b) Los estudios sistematicos de variantes raras y comunes han identificado loci de riesgo para el trastorno del espectro
autista (TEA) y para la esquizofrenia, pero la trayectoria del descubrimiento difiere entre estas afecciones. En el TEA, la
mayoria de los loci descubiertos hasta la fecha son genes y han sido identificados por estudios de secuenciacién de todo el
exoma de variantes codificantes raras, generalmente de novo, mientras que en la esquizofrenia la mayoria son polimorfismos
de un solo nucledtido (SNP) y se han descubierto sobre la base de estudios de asociacién de todo el genoma (GWAS) de
variantes comunes. Ninguno de estos genes (rojo) o SNP (verde azulado) se superponen entre el TEA y la esquizofrenia.
Ambos trastornos tienen un ndmero similar de loci asociados basados en variantes raras, generalmente de novo, del nimero
de copias (CNV; puntos azules; para TEA, tasa de falso descubrimiento basado en permutacion). En contraste con las
variantes de codificacién raras y las variantes comunes, la mayoria de las CNV superiores se superponen entre el TEAy la
esquizofrenia. En general, las variantes raras conllevan riesgos relativos sustancialmente mas altos que las variantes comunes.

c) Las variantes daninas de novo en los 26 genes de riesgo de TEA principales tienden a conllevar un mayor riesgo relativo
que las variantes dafinas de novo dentro de los 7 genes de riesgo de esquizofrenia principales (se han identificado variantes
dafiinas de novo en solo 7 de los 10 genes de riesgo de esquizofrenia), lo que subraya la contribucién particularmente
grande de variantes raras al TEA.

d) La utilizacién de un umbral FDR conservador en lugar de un valor de P significativo en todo el exoma destaca 47 genes de
riesgo de TEA de alta confianza, con riesgos relativos variables. En general, los genes més fuertemente asociados conllevan
los mayores riesgos relativos. Las variantes dafinas consisten en variantes truncantes de proteinas (cambio de marco, aceptor
de empalme candnico, donante de empalme candnico y variantes sin sentido) y variantes sin sentido 3 (Mis3). Los 26 genes
identificados en el TEA tienen multiples variantes dafinas de novo. Sin embargo, solo siete de cada diez genes identificados
en la esquizofrenia tienen variantes de novo (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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a Studies on neurotypical controls indicate points of convergence of ASD genetic risk (bulk tissue data)
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PERSONAS
HIPERMUTANTES

Las mutaciones en la linea germinal generan toda
la variacion genética evolutiva y son una causa de
enfermedad genética. La edad parental es el principal
determinante del nimero de nuevas mutaciones
germinales en el genoma de un individuo. Joanna
Kaplanis y colegas del Wellcome Sanger Institute
en el Wellcome Genome Campus de Hinxton, en
Reino Unido, analizaron las secuencias de todo
el genoma de 21 879 familias con enfermedades
genéticas raras e identificaron 12 individuos con
un genoma hipermutado con entre dos y siete
veces mas variantes de novo de un solo nucledtido
de lo esperado. En la mayoria de las familias (9 de
12), el exceso de mutaciones provino del padre.
Dos familias tenian impulsores genéticos de la
hipermutacién de la linea germinal, y los padres
portaban una variacién genética dafina en los genes
de reparacién del ADN. Para cinco de las familias, la
exposicién paterna a agentes quimioterapéuticos
antes de la concepcion fue probablemente un factor
clave de la hipermutacion. Estos resultados sugieren
que la linea germinal estd bien protegida de los
efectos mutagénicos, la hipermutacion es rara, el
numero de mutaciones excesivas es relativamente
modesto y la mayoria de los individuos con un
genoma hipermutado no tendrén una enfermedad
genética grave.

Se estima que el nimero promedio de mutaciones
de novo (DNM) que generan variantes de un
solo nucledtido (SNV) es de 60 a 70 por genoma
humano por generacién, pero se sabe poco sobre
individuos con hipermutacion de la linea germinal
con un numero inusualmente grande de DNM.
La tasa de mutacion de la linea germinal humana
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varia entre individuos, familias y poblaciones, y ha
evolucionado con el tiempo. La edad de los padres
explica una gran proporciéon de varianza para
los SNV, las deleciones de insercion (indels) y las
repeticiones cortas en tandem. Se ha estimado que
hay un aumento de alrededor de 2 DNM por cada
ano adicional en la edad del padre y alrededor de
0.5 DNM por cada afio adicional en la edad de la
madre. También se han observado diferencias sutiles
entre los espectros mutacionales materno y paterno
y pueden ser indicativas de diferentes procesos
mutagénicos. Diferentes mecanismos mutacionales
pueden dejar distintos patrones mutacionales
denominados "firmas mutacionales". Actualmente
existen mas de 100 firmas mutacionales sométicas
que se han identificado en una amplia variedad de
cénceres, de los cuales la mitad se han atribuido a
procesos mutagénicos enddgenos o mutagenos
especificos. La mayoria de las mutaciones de la
linea germinal pueden explicarse por dos de estas
firmas, denominadas firma 1 (SBS1), probablemente
debido a la desaminaciéon de 5-metilcitosina, y firma
5 (SBS5), que se cree que es un proceso enddgeno
generalizado y relativamente parecido a un reloj.
Ambas firmas son ubicuas entre los tipos de células
normales y cancerosas y han sido reportadas
previamente en estudios en trio. El impacto de los
mutédgenos ambientales ha sido bien establecido
en el soma pero no se entiende tan bien en la
linea germinal. Las exposiciones ambientales en
los padres, como la radiacion ionizante, pueden
influir en el nUmero de mutaciones transmitidas a la
descendencia. Las tasas de mutacién individuales
también pueden verse influenciadas por los
antecedentes genéticos. Con respecto a la mutacién
somatica, se ha demostrado que miles de variantes



hereditarias de la linea germinal aumentan el riesgo
de cancer. Muchas de estas variantes se encuentran
en genes que codifican componentes de vias de
reparacion del ADN que, cuando se deterioran,
conducen a un aumento en el niUmero de mutaciones
sométicas. Sin embargo, no esta claro si las variantes
en los genes mutadores soméaticos conocidos
pueden influir en las tasas de mutacién de la linea
germinal. Hay ejemplos en los que se ha demostrado
que los antecedentes genéticos afectan la tasa de
mutacién de la linea germinal local de repeticiones
cortas en tandem, minisatélites y translocaciones.

El aumento de la tasa de mutaciéon de la linea
germinal se traduce en un mayor riesgo de que
la descendencia nazca con un trastorno genético
dominante. Se ha demostrado que los efectos a
largo plazo de las diferencias de tasa de mutacién
como resultado de la acumulacién de mutaciones
en ratones tienen efectos sobre las tasas de
reproduccién y supervivencia y puede haber un
impacto similar en humanos.

Poco se sabe acerca de los valores atipicos raros
con tasas de mutacién extremas. Los DNM son una
causa sustancial de trastornos genéticos raros y las
cohortes de pacientes con tales trastornos tienen
mas probabilidades de incluir individuos con
hipermutacion de la linea germinal.

INDIVIDUOS CON HIPERMUTACION DE LA LINEA
GERMINAL

Kaplanis et al identificaron individuos con
hipermutacién de la linea germinal en dos
cohortes separadas que comprenden trios padre-
descendencia: 7930 trios secuenciados con exoma
del estudio Descifrando Trastornos del Desarrollo
(DDD) y 13 949 trios secuenciados con genoma
completo en el brazo de enfermedades raras del
Proyecto Genoma 100 000 (100kGP). Seleccionaron
nueve trios del estudio DDD con el mayor nimero
de DNM, dadas sus edades parentales, que
posteriormente fueron secuenciados en el genoma
completo para caracterizar los DNM en todo el
genoma. En la cohorte de 100kGP, realizaron el
filtrado de los DNMs, lo que resulté en un total de
903 525 SNVs de novo (dnSNVs) y 72 110 indels
de novo (dnindels). La mediana del nimero de
DNM por individuo fue de 62 para dnSNV y 5 para
dnindels (mediana de edades paternas y maternas
de 33y 30 afos).

Observaron un aumento en el numero total de
dnSNVs de 1.28 dnSNV por afio de edad paternay un
aumento de 0.35 dnSNVs por afio de edad materna.
Se escalonaron 241 063 dnSNV y se encontré que
el 77% eran de origen paterno. Las estimaciones
del efecto de la edad parental en las mutaciones
escalonadas fueron 1.23 dnSNV paternos por afio
de edad paterna y 0.38 dnSNV maternos por afio de
edad materna. La edad paterna y materna también
se asociaron significativamente con el nimero de
dnindels: un aumento de 0.071 dnindels por afio
de edad paterna y un aumento menor de 0.019
dnindels por afio de edad materna. Las proporciones
de aumentos de mutaciones paternas a maternas
por afo fueron muy similares: 3.7 para los SNV y
3.8 para los indels. La proporcion de DNMs que en
fase paterna aumenté en 0.0017 por cada afio de
edad paterna. Sin embargo, la proporcién de DNMs
que se escalonan paternalmente en los padres maés
jovenes se mantiene en torno a 0.75 y, por tanto, el
efecto de la edad paterna por si solo no explica del
todo el fuerte sesgo paterno. Los DNM derivados de
la madre tienen una proporcién significativamente
mayor de mutaciones C>T (0.27 maternas frente a
0.22 paternas), mientras que los DNM derivados por
el padre tienen una proporcién significativamente
mayor de mutaciones C>A, T>G y T>C (C>A: 0.08
materna versus 0.10 paterna; T>G: 0.06 versus 0,7;
T>C: 0.25 versus 0.26). La mayoria de las mutaciones
paternas y maternas podrian explicarse por SBS1 y
SBS5, con una contribucién ligeramente mayor de
SBS1 en mutaciones paternas (0.16 paternas frente
a 0.15 maternas).

Se identificaron 12 individuos con hipermutacion de
la linea germinal después de tener en cuenta la edad
de los padres: 11 de 100kGP y 1 de DDD. El niumero
de dnSNV para cada uno de los 12 individuos
con hipermutacién varié de 110 a 425, lo que
corresponde a un aumento de pliegues de 1.7-6.5
en comparacién con el nimero medio de dnSNV por
individuo. Dos de estos individuos también tuvieron
un nimero significativamente mayor de dnindels. Los
espectros mutacionales a través de estos individuos
con hipermutacién variaron considerablemente.

Las tres fuentes potenciales de hipermutacion de
la linea germinal son defectos paternos en genes
de reparacion del ADN, exposicidn paterna a
quimioterapéuticos y factores mutacionales
postcigdticos.
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Identificacion de individuos con hipermutacién de la linea germinal.

a. Edad paternay materna versus el numero de dnSNV. Se resaltan los individuos con hipermutacién
(hm) de la cohorte T00kGP (rosa) y los individuos con hipermutacién de la cohorte DDD (azul).

b. Enriquecimiento (observado/esperado) del tipo de mutacién para individuos con hipermutacion.

Firmas mutacionales en individuos con
hipermutacién de la linea germinal

22 - Boletin Médico EuroEspes Health



https://doi.org/10.1038/s41586-022-04712-2
https://doi.org/10.1038/s41586-022-04712-2

BASES METABOLICAS
DE LA EPILEPSIA

El cerebro es un drgano altamente exigente de
energia y requiere adaptabilidad bioenergética para
equilibrar la actividad normal con el combustible
fisiopatoldégico de las convulsiones recurrentes
espontdneas, la caracteristica distintiva de las
epilepsias. Desde hace mucho tiempo se sabe
que las convulsiones recurrentes o prolongadas
alteran permanentemente los circuitos neuronales
y causan lesiones excitotoxicas e inflamacion
aberrante. Ademas, los cambios patoldgicos en
la bioenergética y el metabolismo se consideran
consecuencias posteriores de las convulsiones
epilépticas que comienzan a nivel sindptico. Los
trastornos primarios en el metabolismo celular o
mitocondrial pueden dar lugar a la génesis de las
convulsiones y conducir a convulsiones recurrentes
espontaneas. La investigacién basica y traslacional
indica que las relaciones entre el metabolismo
cerebral y las convulsiones epilépticas son complejas
y bidireccionales, produciendo un circulo vicioso
que agrava las consecuencias perjudiciales de
las convulsiones. Los tratamientos basados en el
metabolismo, como la dieta cetogénica alta en grasas
y anticonvulsivos, se han convertido en la corriente
principal, y los sustratos metabdlicos y las enzimas se
han convertido en objetivos moleculares atractivos
paralaprevenciényrecuperacion delasconvulsiones.
Ademés, dado que el metabolismo es crucial para los
cambios epigenéticos e inflamatorios, la idea de que
la epileptogénesis puede estar influenciada negativa
y positivamente por los cambios metabdlicos esta
ganando terreno rapidamente.

Jong M. Rho, del Departamento de Neurociencias
de la Universidad de California en San Diego, y

Detlev Boison, del Departamento de Neurocirugia
de la Robert Wood Johnson Medical School en la
Rutgers University de Piscataway, New Jersey, han
realizado un magnifico estudio que concluye lo
siguiente: (i) Las convulsiones epilépticas inducen
trastornos generalizados en el metabolismo celulary
mitocondrial, asi como en el flujo sanguineo cerebral;
(ii) Los defectos primarios en los genes que codifican
proteinas mitocondriales y/o sustratos metabdlicos
y enzimas pueden aumentar la excitabilidad de
la red neuronal y glial; (iii) La homeostasis y la
funcién metabdlica cerebral se pueden ver como
una interaccion entre la circulacién cerebral, la glia
y las neuronas, también conocida como la unidad
neurovascular; (iv) La epilepsia puede ser vista como
una enfermedad metabdlica, y los mecanismos
primordiales evocados por compuestos como
la adenosina podrian ser muy relevantes para
las convulsiones y la epileptogénesis; (v) Los
tratamientos basados en el metabolismo, como
la dieta cetogénica alta en grasas y sus variantes,
pueden ayudar a restaurar la homeostasis metabdlica
y permitir el control de las convulsiones; (vi) Como
las terapias dietéticas a menudo pueden controlar
las convulsiones en individuos con epilepsia
médicamente intratable, se deben explorar terapias
experimentales basadas en objetivos metabdlicos.

La epilepsia es un trastorno neurolégico comdin
que puede ocurrir a cualquier edad y tiene una
prevalencia mundial de aproximadamente el 1% en
la poblacién general. Las convulsiones recurrentes
espontéaneas (SRS), el sello distintivo definitorio de la
epilepsia, se han relacionado con el aumento de la
excitabilidad neuronaly la hipersincronia, y a menudo
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son el resultado de insultos genéticos u otros insultos
cerebrales, cuyos efectos se modifican por factores
ambientales. Independientemente de la etiologia,
la epilepsia crea una alta necesidad de energia en
el cerebro para iniciar el inicio de las convulsiones
(ictogénesis), para mantener una actividad convulsiva
prolongada, para promover la recuperacién de las
convulsiones y para reparar el dafo. De hecho, sin
suficiente ATP, la moneda de energia universal de la
vida, producida principalmente por las mitocondrias,
seria imposible regenerar los potenciales de
membrana que se necesitan para permitir la actividad
epileptiforme. Por el contrario, los tratamientos
metabdlicos como la dieta cetogénica, que aumenta
el combustible para el cerebro en forma de cuerpos
cetdonicos, son especialmente adecuados para
prevenir las convulsiones y ayudar a la recuperacion
después de una convulsién.

Desde hace tiempo se sabe que el SRS y las
convulsiones  prolongadas, como el status
epiléptico, inducen aberraciones secundarias
en la bioenergética celular y el metabolismo.
Estas aberraciones incluyen lesiones mediadas
por glutamato y mediadas por radicales libres,
neuroinflamacién e interrupciones generalizadas
en los mecanismos homeostéticos cerebrales.
Sin embargo, menos apreciada es la observacion
de que los defectos inherentes al metabolismo
energético cerebral, ya sea como resultado de
mutaciones en genes que codifican proteinas
mitocondriales o sustratos metabdlicos y enzimas
que constituyen vias bioquimicas importantes o de
inestabilidad redox o cambios epigenéticos, pueden
precipitar convulsiones de forma independiente.
Independientemente de los eventos o causas
incitantes, la actividad convulsiva se caracteriza
por un circulo vicioso de trastornos metabdlicos
y dafio excitotoxico al cerebro, lo que agrava aun
mas los mecanismos fundamentales que generan
excitabilidad e inestabilidad aberrantes de la red.

El pilar de la terapéutica de la epilepsia es el creciente
arsenal de medicamentos anticonvulsivos (MAPE), |a
mayoria de los cuales estan disefiados para dirigirse
a los canales iénicos y transportadores unidos a la
membrana celular para reducir la excitacion y/o
aumentar la neurotransmisién inhibitoria a nivel
sindptico. Aunque se ha demostrado que las MAPE
controlan el SRS en la mayoria de los pacientes con
epilepsia(peronosinefectosadversospotencialmente
graves), las convulsiones siguen siendo médicamente
intratables en aproximadamente un tercio de los
casos. A pesar de décadas de investigacion basica
y traslacional de la epilepsia y la aprobacion de
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docenas de nuevos farmacos para uso clinico, la
proporcién relativa de esta poblacién refractaria
se ha mantenido sin cambios, probablemente en
parte porque el desarrollo de farmacos para la
epilepsia se ha basado tradicionalmente en modelos
de convulsiones provocadas agudamente que no
recapitulan fielmente los cambios fisiopatoldgicos
observados en la epilepsia cronica, y se ha centrado
principalmente en dianas moleculares localizadas
en la membrana celular neuronal. Algunos de los
agentes farmacoldgicos actuales en uso clinico y en
desarrollo parecen tener nuevos mecanismos de
accién, como la unién a la proteina 2A de la vesicula
sindptica y la inhibicién del colesterol 24-hidroxilasa.
Ademas, el uso de modelos de epilepsia crénica en
el proceso de cribado para el desarrollo preclinico
de MAPE estd aumentando constantemente. Sin
embargo, es importante destacar que las dianas
metabdlicas han comenzado recientemente a
llamar la atencion en el campo de la terapéutica
experimental de la epilepsia.

La dieta cetogénica alta en grasas y baja en
carbohidratosdeunsiglodeantigliedad,eltratamiento
basado en el metabolismo mejor establecido para la
epilepsia, proporciona la evidencia mas sélida de
que la orientacion de la bioenergética cerebral y el
metabolismo puede mitigar la actividad convulsiva,
especialmente en pacientes que no responden
a los MAPE. Las variaciones exitosas de la dieta
cetogénica, como la dieta de triglicéridos de cadena
media, la dieta Atkins modificada y el tratamiento de
bajo indice glucémico (LGIT), han proporcionado una
validacién adicional basada en las evidencias de las
terapias metabdlicas y dietéticas para el espectro de
epilepsias encontradas en la préctica clinica. Aunque
los mecanismos fundamentales que subyacen a la
eficacia anticonvulsiva de tales tratamientos siguen
sin estar claros, se estdn acumulando evidencias de
que los enfoques metabdlicos derivados de estas
dietas pueden tener efectos neuroprotectores, y tal
vez incluso modificadores de la enfermedad.
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Transbordador Astrocito-Neuronal. La hipdtesis del transbordador de lactato astrocito-
neurona se formulé para explicar como los astrocitos controlan el acoplamiento
neurometabdlico. La glucosa es absorbida de la circulacién periférica por transportadores
de glucosa (GLUTs), que se localizan diferencialmente en diferentes elementos de la unidad
neurovascular tripartita. GLUT1 es el principal transportador de glucosa de astrocitos,
mientras que en las neuronas las principales isoformas son GLUT2 y GLUT3. La glucosa
se metaboliza a piruvato a través de la via glucolitica y luego se convierte en lactato por
la lactato deshidrogenasa (LDH), que también existe como isoformas distintas, con LDH1
y LDH5 mostrando una expresion robusta en neuronas y astrocitos, respectivamente. El
lactato no puede difundirse pasivamente por su gradiente de concentracién a través de
la barrera hematoencefélica y debe transportarse a través de transportadores de acido
monocarboxilico (MCT). El lactato generado en los astrocitos se transporta a las neuronas y
posteriormente se convierte en piruvato, que luego entra en el ciclo del 4cido tricarboxilico
(TCA) para generar energia.
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Unidad Neurovascular. Esquema de la unidad neurovascular (neurona, astrocito y microvasculatura) y
vistas ampliadas de sinapsis centrales excitatorias e inhibitorias prototipicas. Los cuerpos cetdnicos pueden
competir directamente con el sitio regulador del anién cloruro de los transportadores vesiculares de
glutamato (VGLUTSs) para prevenir la liberacién presinaptica de glutamato. El decanoato, un triglicérido de
cadena media C10, puede inhibir los receptores AMPA postsindpticos de manera similar al medicamento
anticonvulsivo perampanel. Las cetonas también pueden servir como sustrato para la producciéon de
glutamato en terminales presinédpticos inhibitorios, lo que aumenta la sintesis de GABA a través de la
descarboxilasa del acido glutdmico, mejorando asi la neurotransmisién inhibitoria. Ademas, las cetonas
mejoran la produccién de ATP mitocondrial. Cuando el ATP se libera en el espacio extracelular a través de
los canales de panexina, se degrada a adenosina a través de una nucleotidasa equilibrante (ENT). A su vez,
la adenosina puede unirse a los receptores inhibitorios de adenosina tipo 1 (A1R) de manera autocrina para
limitar la excitabilidad de la membrana. Probablemente a través de este mecanismo, las cetonas pueden
activar indirectamente los canales de potasio sensibles al ATP (KATP), que inducen la hiperpolarizacion de
la membrana. Ademas, el aumento de la actividad de la membrana podria agotar los niveles de ATP en la
proximidad o subyacente a los canales KATP, lo que disminuiria la relacion ATP a ADP y activaria estos canales
inhibitorios. Los canales KATP también pueden ser regulados indirectamente por el agonista de la muerte
celular (BAD) asociado a Bcl2, una proteina que cumple una doble funcién como factor proapoptdtico y
modulador de la glucdlisis. La glucosa transportada a los astrocitos se descompone para producir piruvato,
que se puede convertir en lactato a través de la lactato deshidrogenasa (LDH). La inhibicién de la LDH
(por ejemplo, por el estiripentol) produce efectos anticonvulsivos. Las alteraciones inducidas por la dieta
cetogénica en el microbioma intestinal disminuyen los niveles sanguineos de aminoéacidos y-glutamil
(GGAA), lo que resulta en cambios en la produccién de glutamato y GABA, especificamente, un aumento en
la proporcién de GABA a glutamato.
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DEMENCIAS

RAPIDAMENTE PROGRESIVAS

Las demencias rapidamente progresivas (Rapid
Progressive Dementias, RPD) son un grupo
de trastornos heterogéneos que incluyen
encefalopatias inmunomediadas, infecciosas vy
metabdlicas, asi como enfermedades pridnicas
y presentaciones atipicamente réapidas de
enfermedades neurodegenerativas mas comunes.
Algunas de estas afecciones son tratables, y algunas
deben diagnosticarse con prontitud debido a su
posible infectividad. La enfermedad pridnica se
considera la RPD prototipica, pero en las Ultimas
dos décadas, los informes epidemiolégicos y la
identificacién de varios anticuerpos mediadores de
encefalitishan llevado a un creciente reconocimiento
de otras encefalopatias como posibles causas de
rapido deterioro cognitivo. El conocimiento de las
etiologias, sindromes y protocolos de diagndstico
de RPD ayudard a los médicos a establecer un
diagnéstico temprano y preciso, reduciendo asi la
morbilidad y la mortalidad, especialmente en las
demencias inmunomediadas y otras demencias
potencialmente reversibles.

En un excelente anélisis de las RPDs, Peter Hermann,
del Departamento de Neurologia, del Clinical
Dementia Center and National Reference Center
for CJD Surveillance, en el Centro Médico de la
Universidad de Géttingen en Alemania, y su colega
Inga Zerr, de su mismo departamento y del German
Center for Neurodegenerative Diseases (DZNE) en
Géttingen, realizan las siguientes generalizaciones: (i)
Las definiciones de demencia répidamente progresiva
(RPD) varian segun los antecedentes etioldgicos y se
relacionan con la velocidad del deterioro cognitivo,
el tiempo desde el primer sintoma hasta el sindrome
de demencia y/o la supervivencia general; (i) La RPD
puede ocurrir en enfermedades neurodegenerativas
de progresién rapida, como las enfermedades
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pridnicas, o en enfermedades principalmente
progresivas lentamente como consecuencia de
factores intrinsecos o patologias concomitantes; (iii)
Ademés de las enfermedades neurodegenerativas,
las enfermedades inflamatorias (inmunomediadas
e infecciosas), vasculares, metabdlicas y neoplésicas
del SNC son causas importantes y frecuentes de
RPD; (iv) Para identificar las causas tratables de
la RPD, el estudio de diagndstico técnico debe
incluir resonancia magnética y anélisis de sangre
y liquido cefalorraquideo, y se pueden indicar
diagnésticos adicionales en casos poco claros; (v)
Las opciones terapéuticas para muchas causas no
neurodegenerativas de RPD ya estdn disponibles.
Las terapias modificadoras de la enfermedad para las
RPD neurodegenerativas son un foco importante de
la investigacién actual y podrian convertirse en una
opcién de tratamiento en un futuro préximo.

El término "demencia répidamente progresiva" (RPD)
se usa comunmente para describir un trastorno
cognitivo con progresién rapida que conduce al
sindrome clinico de demencia, segin lo definido
por el Manual Diagndstico y Estadistico de los
Trastornos Mentales, dentro de un periodo de tiempo
relativamente breve, que cominmente se considera
inferior a 1 o 2 afos. Esta definicién bastante vaga
abarca un gran grupo de trastornos heterogéneos,
incluidas las encefalopatias inmunomediadas,
infecciosas y metabdlicas, asi como las enfermedades
pridnicas y las presentaciones atipicamente rapidas
de otras enfermedades neurodegenerativas. Como
la RPD es una de las caracteristicas clinicas tipicas
de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ) y ha
sido durante mucho tiempo parte de los criterios
diagndsticos para esta afeccion, las enfermedades
pridnicas se han considerado RPD prototipicas.
Sin embargo, el creciente reconocimiento de la
encefalitis inmunomediada, los subtipos rapidamente



progresivos de demencias cldsicas como |la
enfermedad de Alzheimer (EA) y otros imitadores de
enfermedades pridnicas exigen una consideracion
exhaustiva de los diagndsticos diferenciales,
especialmente las condiciones potencialmente
reversibles. Ademas, la posible infectividad de algunas
enfermedades subyacentes a la RPD, como el VIH o
las enfermedades pridnicas, debe considerarse como
una cuestion de salud publica.

Uno de los primeros articulos cientificos en mencionar
la RPD, publicado en la década de 1950, describid
este trastorno en el contexto de las enfermedades
desmielinizantes. En los anos intermedios, la RPD
se ha reconocido cada vez més como un sindrome
clinico distinto que ocurre en demencias atipicas (no
EA), enfermedades pridnicas humanas y trastornos
relacionados que se consideran en el diagndstico
diferencial de estasafecciones.Aunquelasdefiniciones
generales consideran menos de 1 o 2 aflos como el
lapso de tiempo desde el primer sintoma relacionado
con la enfermedad hasta el desarrollo del sindrome de
demencia, algunas causas de RPD, como la encefalitis
o las encefalopatias metabdlicas, pueden conducir
a la demencia en cuestidn de semanas. Ademas, se
han propuesto definiciones particulares de RPD en
enfermedades neurodegenerativas, utilizando la
duracioén total de la enfermedad o medidas para la
velocidad del deterioro cognitivo, como los cambios
en las puntuaciones del Mini-Mental State Examination
(MMSE) en la EA de répida progresion (rpAD).

La incidencia general de RPD es dificil de determinar
o incluso de estimar, y los datos son escasos. Segun
un estudio brasileno de un centro de atencidn
terciaria, el 3.7% de todos los pacientes remitidos
a una unidad neuroldgica durante 3 afios fueron
diagnosticados con RPD. En otros estudios de un solo
centro, alrededor de una cuarta parte de los pacientes
hospitalizados con demencia se clasificaron como
RPD (24% en Greciay 27% en India). La cuantificacion
de la prevalencia o incidencia de la RPD depende
de su definicién, del tipo de centro evaluador vy,
probablemente, también de las caracteristicas
demogréficas de la poblacién. Los andlisis de la
carga mundial de morbilidad han demostrado que
43.8 millones de personas vivian con demencia en
2016. Suponiendo que un porcentaje sustancial de
estos pacientes presentaron RPD, el sindrome tiene
una relevancia clinica extremadamente alta.

La progresion rapida de la enfermedad en
los sindromes de demencia se puede clasificar
aproximadamente como primaria o secundaria. La
progresién rapida primaria de la enfermedad ocurre
en enfermedades pridnicas, tipos rapidamente
progresivos de otras demencias neurodegenerativas,
encefalitis y otras enfermedades que generalmente
causan lesiones neuronales graves en un periodo
de tiempo relativamente breve. La progresion

répida secundaria de la enfermedad puede ocurrir
principalmente en enfermedades del SNC progresivas
que cursan lentamente como consecuencia de
complicaciones (p.e., convulsiones) o en presencia
de patologias concomitantes del SNC (p.e., EA
con enfermedad cerebrovascular o enfermedad
por cuerpos de Lewy). Las patologias graves no
relacionadas con el SNC pueden contribuir a la lesion
neuronal, a la impresién clinica general (p.e., dolor,
disnea o neoplasia) o a la reduccién de los tiempos de
supervivencia.

La distribucién de diferentes etiologias de RPD ha sido
evaluada en varios estudios de centros especializados
y terciarios, y las frecuencias observadas son
altamente dependientes del disefio del estudio.
Segun datos de los centros de referencia de ECJ,
las enfermedades pridnicas representaron el 53-
76% de los casos en las series de autopsias, frente
al 34% en un estudio multicéntrico longitudinal que
utilizé datos de autopsia o criterios diagndsticos
clinicos que incluyeron anélisis de EEG, RM vy
liquido cefalorraquideo (LCR). Entre los individuos
sin enfermedad pridnica, la EA fue el diagnéstico
diferencial mas frecuente (16-51%), y las afecciones
potencialmente tratables como la encefalitis (8-21%) o
las encefalopatias toxicas-metabdlicas (1-10%) fueron
menos comunes. Por el contrario, en un estudio mas
pequeno y reciente, las enfermedades inflamatorias
(inmunomediadas e infecciosas) y cerebrovasculares
fueron los diagndsticos diferenciales més importantes
para la ECJ. Aunque estos nimeros pueden reflejar
las etiologias de la RPD hasta cierto punto, deben
interpretarse con cautela. Los estudios incluyeron
pacientes con sospecha de ECJ y no se basaron en
la presencia de un sindrome de RPD solo. En estudios
retrospectivos de centros terciarios, sélo del 8% al
31% de los sindromes RPD referidos fueron causados
por enfermedades pridnicas. En estos estudios, las
enfermedades inflamatorias del SNC (35-66%) y las
enfermedades neurodegenerativas (28-47%) fueron
los diagndsticos diferenciales més frecuentes. Estas
discrepancias podrian atribuirse a diferencias en el
disefio del estudio, el tipo de centro de referencia o el
sistema de atencion médica, o a una mayor conciencia
de la encefalitis inmunomediada como una causa
potencial de RPD a lo largo de los afios.

A pesar de las diversas advertencias, estos datos
resaltan la importancia de considerar etiologias
potencialmente reversibles y condiciones reversibles
superpuestas en el diagndstico diferencial de
RPD. La diferenciaciéon clinica entre enfermedades
verdaderamente progresivas, enfermedades
monofésicas y eventos recurrentes que pueden
conducir a un rapido deterioro cognitivo puede ser un
desafio. Las afecciones que generalmente muestran
inicio inmediato o progresién gradual pueden imitar
otras RPD y se consideran con frecuencia en el
diagnéstico diferencial.
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MECANISMOS DE HERENCIA
EPIGENETICA TRANSGENERACIONAL

La secuencia de ADN es la base de la informacién
genética para la vida. Sin embargo, su correcta
implementaciéon requiere otro nivel de informacién,
en forma de sefiales regulatorias. El estudio de estas
sefiales se conoce como 'epigenética’, un término
acufiado originalmente por Conrad Waddington
en 1942, que desde entonces ha sufrido varias
redefiniciones. En una reciente revision, Maximilian
H. Fitz-James y Giacomo Cavalli, del Institute of
Human Genetics en la Universidad de Montpellier,
consideran que la epigenética denota "el estudio
de moléculas y mecanismos que pueden perpetuar
estados alternativos de actividad génica en el
contexto de la misma secuencia de ADN". Esta
definicion abarca aquellas sefiales moleculares
periféricas al ADN que generalmente se conocen
como epigenéticas, como la metilacion del ADN
o la modificacién de las histonas, asi como las
sefales reguladoras de genes descubiertas mas
recientemente, como la organizacién del genoma 3D.
También incluye tanto la herencia mitética de estas
sefales como la herencia a través de generaciones.

Hace décadas se mostraron ejemplos de herencia
epigenética a través de generaciones en hongos
y animales, pero no estaba claro si este tipo de
herencia estaba muy extendida, particularmente
en mamiferos. Cuando se habla de herencia
epigenética, es importante distinguir entre herencia
"intergeneracional" 'y  "transgeneracional". La
herencia intergeneracional ocurre cuando un
organismo en el que se desencadena un cambio, por
ejemplo por un estimulo ambiental, transmite este
cambio a su descendencia inmediata. Sin embargo,
las observaciones aparentes de tal herencia a corto
plazo no implican necesariamente la transmisidn
de una sefal epigenética. En primera instancia, un
cambio epigenético puede desencadenarse solo

en el padre, teniendo un efecto diferente en su linea
germinal, que luego se manifiesta en la descendencia
pero posteriormente se pierde.

Alternativamente, el cambio puede desencadenarse
directamente pero por separado tanto en los padres
como en los hijos. De hecho, la exposicién del
padre implica la exposicion de la linea germinal
del padre, que incluye las células que producirén la
préxima generacion. Por lo tanto, en cierto sentido, la
descendenciatambién estuvo directamente expuesta
al estimulo. Para que un cambio epigenético sea
transgeneracional debe heredarse mas alla del punto
en el que el individuo que lo porta tuvo contacto
directo con la sefial ambiental, demostrando que la
sefial epigenética se estd manteniendo en ausencia
de este estimulo. En los mamiferos, esto significa
herencia a partir de la generacién F2 si el progenitor
macho estuvo expuesto, o el F3 si el progenitor
hembra estuvo expuesto (dado que la exposicion
de una hembra embarazada también resulta en la
exposicion de la linea germinal de su feto).

El cambio epigenético puede surgir en un individuo
esporadicamente o por exposicidn a algin estimulo
ambiental. Si este cambio se transmite a la siguiente
generacion, se convierte en una marca epigenética
heredable. La herencia en la descendencia inmediata
delindividuo en el que surgié el cambio se denomina
"intergeneracional". En ratones, esto corresponde a
la herencia en la generacién F1 para un padre macho
expuesto o en las generaciones F1 y F2 para una
hembra expuesta. Esto se debe a la exposicidon no
solo del ratdn individual, sino también de su linea
germinal y, potencialmente, en el caso de la hembra,
de la linea germinal de su descendencia por nacer.
Mas alléd de estas primeras generaciones se pierden
muchas sefiales epigenéticas, y la herencia no pasa
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de la etapa intergeneracional. En algunos casos, sin
embargo, la sefal se mantiene en las generaciones
F2/F3 y mas alld. Pasado este punto, se denomina
herencia epigenética "transgeneracional”, porque la
sefal epigenética se mantiene incluso en ausencia
del estimulo inicial o desencadenante epigenético.

Existe abundante evidencia de herencia epigenética
intergeneracional, pero la relevancia de la herencia
epigenética  transgeneracional  (TEl), aunque
propuesta desde hace mucho tiempo, ha sido mas
controvertida, particularmente en mamiferos. Esto se
debe en parte a la dificultad de demostrar que las
diferencias fenotipicas son de origen epigenético,
no genético. Es solo relativamente reciente que los
avances técnicos junto con estudios cuidadosamente
controlados, principalmente en organismos modelo,
han proporcionado evidencias sélidas para TEl y una
visién de sus mecanismos moleculares.

Las implicaciones de estos hallazgos son de
gran alcance y requieren una reevaluacién de la
contribucion relativa de la epigenéticay la genética al
fenotipo. Para ello, algunos estudios ya han revelado
factores epigenéticos hereditarios en enfermedades
como el cancerylaobesidad. Un principio importante
de la biologia evolutiva es que la informacion
genética es la base dltima para la seleccion. Sin
embargo, se ha propuesto que las "epimutaciones”
pueden contribuir a la supervivencia a corto plazo en
un entorno cambiante, o representar precursores de
mutaciones genéticas posteriores.

METILACION DEL ADN

La adicién covalente de un grupo metilo a un
nucledtido de ADN es una marca epigenética
bien conocida. Su mecanismo de transmisién es
la metilacién de la citosina en dinucledtidos CpG.
Aunque esté presente en especies de invertebrados
y hongos, es en vertebrados y plantas donde la
metilacién del ADN tiene el papel méas destacado en
la regulacion transcripcional y, por lo tanto, el mayor
potencial para contribuir a los fenotipos heredados
transgeneracionalmente.

Dos ejemplos clésicos de herencia epigenética en
ratones son los alelos agouti viable amarillo (Avy) y
axina fusionado (AxinFu). Ambos son los llamados
epialelos metaestables: alelos que se expresan
de manera variable en individuos genéticamente
idénticos. La expresién variable de ambos alelos
resulta de la insercién de retrotransposones de
la familia de particulas A intracisternales (IAP)
adyacentes a un gen, lo que resulta en niveles de
metilacion de CpG que varian considerablemente
entre individuos, mientras que permanecen
relativamente constantes entre los tejidos de un
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solo individuo. Esta variacién conduce a un fenotipo
de color de pelaje en ratones Avy y un fenotipo de
"torcedura de cola" en ratones AxinFu, los cuales
pueden heredarse a través de generaciones. Un
cribado exhaustivo de otros epialelos metaestables
similares a Avy y AxinFu identificé 87 IAP candidatos
metilados de forma variable.

En contraste con los pocos ejemplos confirmados
en mamiferos, la participacién de la metilacién de
CpG en la herencia epigenética en las plantas es més
generalizada, y de hecho es uno de los casos mas
claros de TEIl. Se ha encontrado que las poblaciones
naturales de Arabidopsis thaliana, por ejemplo,
varian mucho en su metilacién de citosina, con dos
accesiones cualesquiera que difieren entre si entre
90000 y 500000 posiciones diferencialmente
metiladas. Curiosamente, estos individuos tienen
perfiles de metilacion drasticamente diferentes, que
pueden mantenerse hasta al menos la generacién F8.

Muchos casos sorprendentes de variacién fenotipica
en varias especies de plantas se han atribuido a la
metilacion del ADN heredable. Se encontré que la
variacion de la metilacion natural del ADN en el locus
de Lcyc en la especie Linaria vulgaris se correlaciona
directamente con la morfologia de la flor, lo que
resulta en simetria bilateral o radial. En los tomates,
la metilacién del promotor del gen LeSPL-CNR da
como resultado una expresion reducida y frutos
incoloros y no madurantes.

EIADN se metila principalmente en las citosinas de los
dinucledtidos CpG en la mayoria de los organismos,
aunque también se produce la metilacién de CHG
y CHH (donde H es A, T o C), especialmente en
plantas. Esta modificacion es catalizada inicialmente
por una 'metiltransferasa de novo', que afade
un grupo metilo a la citosina en la posiciéon 5' del
anillo de pirimidina. Cémo y cuando se dirige esta
metilaciéon de novo varia entre los organismos. En
los vertebrados, las enzimas ADN metiltransferasa 3
(DNMT3) de novo son més activas durante dos etapas
clave de desarrollo, la gametogénesis y la etapa
preimplantacional, para establecer nuevos patrones
de metilacién después de la reprogramacion. En las
plantas, la metilacién de novo se produce por una via
de metilacién del ADN dirigida por ARN en concierto
con la pequena via de ARN interferente (siRNA). Su
momento en el desarrollo es mas complejo y ocurre
en una variedad de etapas.

La naturaleza simétrica del dinucledtido CpG
proporciona un mecanismo simple por el cual su
metilacién se puede mantener a través de la division
celular. Tras la replicaciéon, las hebras parentales
metiladas se separan y las nuevas hebras hijas
no metiladas se sintetizan a partir de su plantilla,



de modo que las moléculas de ADN de doble
cadena resultantes se metilan asimétricamente. Una
'metiltransferasa de mantenimiento' (DNMT1 en
vertebrados, MET1 en plantas) reconoce este ADN
hemi-metilado y metila la citosina no modificada.
Este mecanismo hace que la metilacion de CpG
sea el candidato ideal para una marca epigenética
"verdadera", con el potencial de mantenerse
indefinidamente a menos que se interfiera con ella.
La metilacion en sitios no CG depende de otras
metiltransferasas de mantenimiento, que dependen
mas de factores externos a la propia metilacién del
ADN, incluido el paisaje local de la cromatina.

Tanto en plantas como en animales la funcién maés
relevante de la metilacion del ADN a la expresion
génica es reprimir la iniciacién de la transcripcion,
lo que se consigue bloqueando o promoviendo la
union de las proteinas efectoras a los promotores
génicos. Entre ellas se encuentran la familia de
proteinas del dominio de unién al metilo (MBD),
que se unen a la CpG metilada y reclutan una serie
de modificadores de histonas (incluida la histona
H3 lisina 9 (H3K9) metiltransferasa Suv39 y varias
histonas deacetilasas (HDAC)), remodeladores de
cromatina (principalmente de la familia SWI/SNF
como Mi-2, BRM y ATRX) y més. La metilacién de
CpG es, por lo tanto, un componente clave de la
maquinaria de regulacién transcripcional con un
mecanismo claro de transmisién y, por lo tanto, es
un candidato atractivo para la causa subyacente de
los epialelos.

MODIFICACION DE HISTONAS

Las histonas forman el ntcleo del nucleosoma, que
es la unidad funcional de la cromatina alrededor
de la cual se envuelve el ADN. Las modificaciones
quimicas que se pueden aplicar a las histonas son
muchas y variadas, al igual que sus posibles efectos
sobre el ADN subyacente. Ademés de su papel en
la regulacion de la expresion de genes, muchas
modificaciones de histonas tienen propiedades que
se prestan bien a TEIl. Estos incluyen el potencial
de autopropagacién y propagacién de la senal
epigenética mediante el acoplamiento de las
funciones de "lector" y "escritor".

Dos modificaciones frecuentemente implicadas
en TEl son las marcas represivas histona H3 lisina 9
trimetilacién (H3K9me3) y H3K27me3. En muchos
casos, estas marcas estdn inextricablemente
vinculadas a otras sefiales epigenéticas. H3K9me3,
por ejemplo, estd fuertemente asociado con la
metilacién del ADN en vertebrados. Hay ejemplos
de TEl en los que las modificaciones de histonas
parecen ser la Unica o primaria sefal epigenética. En
la levadura de fision Schizosaccharomyces pombe,

dondelametilaciéndel ADN estd ausente, H3K9me ha
demostrado ser heredable bajo ciertas condiciones
cuando se deposita ectopicamente (donde H3K9me
se refiere colectivamente a H3K9me2 y H3K9me3).
Ademés de estos casos artificiales de H3K9me TElI,
la exposicion de S. pombe a insultos ambientales
como la cafeina y el estrés oxidativo también puede
inducir epimutaciones que pueden heredarse a
través de generaciones. En el caso de la exposicién
a la cafeina, se generaron varias cepas epimutantes,
muchas de las cuales eran genéticamente idénticas
al tipo salvaje, en el que la resistencia a la cafeina
habia surgido del silenciamiento heredable de
genes clave por H3K9me. Estas epimutaciones no
fueron rastreadas a través de la meiosis, aunque en
otro estudio se heredaron epimutantes similares
basados en H3K9me a través de la mitosis y la
meiosis. Por el contrario, se ha encontrado que
la pérdida de H3K9me3 inducida por el estrés es
hereditaria durante varias generaciones tanto en D.
melanogaster como en C. elegans, lo que resulta
en la desrepresion de ciertos genes durante varias
generaciones. Estos eventos no estaban vinculados
a ninguna otra sefial epigenética y parecen surgir
mas de la falla del sistema de automantenimiento
de H3K9me3 para restablecer la marca de histona
perdida que de cualquier mecanismo que mantenga
activamente un estado dereprimido.

También se ha encontrado que H3K27me3 media un
caso intrigante de TEl seleccionable en un transgén
en D. melanogaster. En este estudio, el nivel de
expresién del marcador mini-blanco, que regula
el color de los ojos, se pudo seleccionar a lo largo
de varias generaciones para generar moscas con
ojos completamente blancos o completamente
rojos a partir de una linea parental con color de ojos
mosaico. Estas diferencias fenotipicas surgieron
de las diferencias en los niveles de H3K27me3 en
el transgén (conocido como Fab2l), que podrian
aumentarse o disminuir gradualmente a lo largo de
generaciones. Las moscas mantuvieron una memoria
epigenética de los niveles de H3K27me3 sobre el
transgén, pero el transgén podria restablecerse a un
estado "ingenuo" en una sola generacion.

Aunque H3K9me3 'y H3K27me3 son las
modificaciones de histonas mas frecuentes en TEI, se
sabe que otras marcas contribuyen a TEl y es probable
que otras hayan pasado desapercibidas hasta ahora.
En C. elegans, las mutaciones en el complejo H3K4
histona metiltransferasa conducen a una disminucién
de H3K4me y a una mayor longevidad. Incluso
después de restaurar el genotipo de tipo salvaje, esta
longevidad es heredable durante tres generaciones
en la progenie de tipo salvaje de los ancestros
mutantes. Del mismo modo, la sobreexpresién de
la KDM1A desmetilasa en la linea germinal del ratén
condujo a una disminucién de los espermatozoides
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H3K4me y a cambios en la expresiéon génica que
fueron hereditarios durante varias generaciones
después de que se restablecieran los niveles
normales de expresion de KDMTA.

Las histonas, alrededor de las cuales el ADN se
envuelve para formar el nucleosoma (la unidad
estructural bésica de la cromatina), son uno de los
principales portadores de informacion epigenética
enloseucariotas. Esto se logramediante la colocacién
de histonas variantes, que pueden llevar informacion
mas alld de la de las histonas candnicas. Los mas
destacados entre estos son CENP-A, la variante de
histona H3 que marca dominios centroméricos, H3.3,
asociado con elementos reguladores activos como
potenciadores y promotores, y H2A.Z, que tiene
varias funciones que pueden incluir actuar como un
"marcador de posicién" epigenético en la herencia
epigenética transgeneracional (TEl), aunque existen
muchas mas.

El portador mas importante de informacién
epigenética, sin embargo, es la modificacion
post-traduccional de histonas, tanto candnicas
como variantes, que han surgido como uno de
los principales constituyentes de la maquinaria
reguladora de la transcripcién. Estas modificaciones
suelen afectar a las largas colas aminoterminales ricas
en lisina de las histonas, siendo H3 la més estudiada.
Las modificaciones mas comunes y conocidas son
la metilacion y acetilacién de los residuos de lisina,
aunque la ubiquitilacion de lisina y la fosforilacion
de serina/treonina/tirosina también tienen funciones
importantes.

En términos generales, las modificaciones de
histonas son depositadas por una proteina o
complejo "escritor" que cataliza la modificacion
quimica del aminoacido objetivo, y pueden ser
eliminadas selectivamente porun "borrador".Unavez
depositada, la modificacion puede ser reconocida
especificamente por un "lector". Los lectores influyen
en la cromatina subyacente tanto por accién directa
como por reclutamiento de efectores secundarios
como factores de transcripcion, remodeladores
de cromatina y otros modificadores de cromatina,
mediando efectos posteriores que pueden tener un
impacto en la expresion de genes subyacentes.

H3K9me3 es una modificacion generalizada en
eucariotas catalizada por metiltransferasas de
histonas del dominio SET (HMT), incluido el supresor
de la variegacion 3-9 (conocido generalmente
como Suv39 e incluyendo Su(var)3-9 en Drosophila
melanogaster, SUV39H1 y SUV39H2 en mamiferos,
Clrd en levadura de fisién y cierta homologia a
SET-25 en Caenorhabditis elegans) y SET-dominio
bifurcado 1 (SETDB1 en mamiferos, MET-2 en C.
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elegans). El lector més importante de H3K9me3 es
la proteina heterocromatina 1 (HP1, Swié en levadura
de fision, HPL-1 y HPL-2 en C. elegans). HP1 recluta
una serie de socios secundarios que conducen al
silenciamiento transcripcional y la compactacion
de la cromatina y, por lo tanto, a la inaccesibilidad.
La unién de Suv3? tanto directamente a H3K9me3
como indirectamente a través de HP1 garantiza el
acoplamiento de las funciones de escritor y lector
y, por lo tanto, el mantenimiento y la propagacion
de la sefial de cromatina. Los dominios H3K?me3
a menudo se denominan "heterocromatina
constitutiva" debido a su papel en regiones
perpetuamente silenciadas como centrémeros
y telémeros. Sin embargo, H3K9me3 también es
importante en el silenciamiento especifico de otras
regiones, especialmente elementos repetitivos. En
muchos organismos, incluidos los mamiferos, el
H3K9me3 también suele estar fuertemente asociado
con la metilacién del ADN33.

H3K27me3 es otra marca represiva generalizada que
es méas importante en metazoosy plantas. H3K27me3
es depositado por el complejo represivo Polycomb
2 (PRC2), que integra una serie de proteinas que en
conjunto median el escritor (Ezh1/2), el lector (Eed
es el mas importante) y otras funciones. H3K27me3
es un sello distintivo de la llamada 'heterocromatina
facultativa', que silencia los genes durante el
desarrollo, actuando en oposicion a la marca
activadora H3K4me3. A menudo se asocia en una
relaciéon compleja con H2AK119ub, depositado por
el complejo PRC1. PRC1 existe en una variedad de
las llamadas formas "candnicas" y "no candnicas"
que varian en composicién, aunque todas incluyen
una de las seis proteinas PCGF, y la escritora E3
ubiquitina ligasa RING1A/B. Ya sea independiente
de PRC2 o altamente asociado, cada complejo PRC1
tiene su propio patrén de reclutamiento, y la relacion
entre los dos aun se esté dilucidando.

ARN NO CODIFICANTES

Los ARN pequefios no codificantes son un importante
regulador de la expresidn génica tanto a nivel
transcripcional como post-transcripcional. Para la
regulacién transcripcional, existen varias vias por las
cuales los ARN pequefios pueden alterar el estado
epigenético de un gen para silenciarlo, a saber, las
vias de ARN interferente pequefio (siRNA)y ARN que
interactia con PIWI (piRNA). En esta capacidad, por
lo tanto, no son una marca epigenética aislada, sino
que actdan a través de modificaciones de cromatina,
incluida la metilacidon del ADN. Por otro lado, tienen
mecanismos claros de propagacién vy, por lo tanto,
son candidatos para una sefial hereditaria en TEl. Para
la regulacién post-transcripcional, los ARN pequefios
pueden actuar por degradacién del ARNm. A pesar
de no afectar a la cromatina, estos procesos pueden



alterar la actividad de los genes de una manera
independiente de la secuencia de ADN que puede
considerarse "epigenética". Un ejemplo interesante
se puede encontrar en el hongo patégeno Mucor
circinelloides, en el que la exposicién a farmacos
antifingicos da lugar a la aparicién de varias
epimutaciones resistentes. La investigacion del
mecanismo revelé que estas epimutaciones
dependian Unicamente de la via de silenciamiento
de la interferencia de ARN independiente de Dicer
(ARNi), y por lo tanto parecen derivar Gnicamente
del silenciamiento post-transcripcional de genes
clave, en contraste con la resistencia a la cafeina en
S. pombe.

En animales, los mecanismos basados en ARN mas
comunes involucrados en TEl son las pequefas
vias de silenciamiento de ARN. La via piRNA se
identificé por primera vez en D. melanogaster como
una defensa contra la proliferacién de elementos
transponibles en la linea germinal. Esto se logra
tanto mediante la degradacién post-transcripcional
de la transcripcion del elemento transponible como
la regulacién transcripcional mediante la focalizacién
de la heterocromatina H3K9me3. Este H3K9me3
estd dirigido no solo a elementos transponibles, sino
también a los llamados 'grupos de piRNA', a partir
de los cuales se transcriben precursores de piRNA,
alimentando la via para garantizar que se mantenga
el silenciamiento. Aunque contrario a la intuicion
a la vision general de H3K9me3 como una marca
silenciadora, la orientacion de la heterocromatina
a los grupos de piRNA en realidad promueve la
transcripcion en este caso mediante el reclutamiento
directo de la maquinaria transcripcional central,
en forma del factor de transcripcién IA paralogue
Moonshiner, por la variante HP1 Rhino. La
comparacién de cepas de mosca revela diferencias
en la biogénesis de piRNA correlacionandose con
diferencias de H3K9me3 sobre grupos de piRNA.
Estas diferencias se heredan epigenéticamente
y dependen de los PIRNAs depositados
maternamente en el ovocito para la transmisién.
Por lo tanto, los piRNAs y H3K9me3 forman un
bucle de retroalimentacién positiva que garantiza el
silenciamiento de elementos transponibles a través
de generaciones por TEI.

Elsilenciamiento de ARN pequefio es particularmente
frecuente en C. elegans, con 27 proteinas Argonaute
distintas codificadas en su genoma, e implica
marcas de silenciamiento que incluyen H3K9me342,
H3K27me361 y H3K23me362. Se demostrd que
las condiciones de inanicién, por ejemplo, inducen
la expresion de un conjunto de siRNAs enddgenos
dirigidos a varios genes nutricionales. Estos siRNAs
se heredaron durante al menos tres generaciones
después de devolver los nematodos a condiciones
nutricionalmente ricas, lo que podria transmitir una

memoria epigenética para hacer frente a la escasez
de alimentos. De manera similar, se ha encontrado
que el estrés por calor altera la expresion génica
transgeneracionalmente a través de pequefios ARN,
que duran de dos a tres generaciones después
de un retorno a las condiciones normales de
temperatura. Méas recientemente, y como un puente
interesante entre el siRNA enddgeno y el exdgeno,
se encontré que una fuente exdgena de pequenos
ARN de una bacteria patégena induce TEl en un gen
enddgeno. Este estudio mostré que la exposicion
a una cepa patégena de Pseudomonas aeruginosa
indujo a evitar el mismo patégeno durante cuatro
generaciones. Este comportamiento se debe al
silenciamiento del siRNA del gen neuronal maco-1
por una sola molécula de ARN de P, aeruginosa a la
que es complementaria. Este proceso esta en linea
con resultados similares que muestran TE| de siRNAs
neuronales que gobiernan la quimiotaxis.

En mamiferos, gran parte de los trabajos recientes se
han centrado en los ncRNAs de los espermatozoides
como vector de herencia epigenética. Varios estudios
en ratones han demostrado alteraciéon de los ARN
de los espermatozoides, en particular los microARN
(miRNAs) y los pequefios RNAs derivados del ARNt
(tsRNAs), tras la exposicion paterna a insultos o
cambios en la dieta.

siRNAs

Entre los organismos modelo, el silenciamiento de
siRNA esté presente en plantas, Schizosaccharomyces
pombe, Caenorhabditis elegans y Drosophila
melanogaster. A pesar de la gran brecha evolutiva
entre estas especies, las similitudes son evidentes
en el nicleo de estas vias. Los siRNAs son moléculas
de ARN de doble cadena (dsRNA) de 21 a 24
nucledtidos. Se generan a partir de una transcripcion
mas larga de ARN monocatenario (ssRNA) mediante
el procesamiento que involucra homodlogos de la
ribonucleasa de Dicer y, en ciertas especies, ARN
polimerasas dependientes de ARN (RdRP), que las
escinden al tamafio apropiado. Una vez que estan
completamente procesados, los siRNAs maduros
se asocian con un complejo Argonaute y lo dirigen
mediante emparejamiento de bases complementarias
al ARN naciente que se transcribe en el locus objetivo.
A partir de ahi, Argonaute media el silenciamiento
génico por asociacion con modificadores de
cromatina. Los efectores conocidos dirigidos por
siRNA incluyen metiltransferasas H3K9 (Clrd en
levadura, SET-25 en C. elegans), metiltransferasas
H3K27 (MES-2 en C. elegans) y metiltransferasas de
ADN (DRM2 en plantas) entre otros.
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PiRNAs

La mayoria de los animales no poseen ARN
polimerasas dependientes de ARN vy, por lo tanto,
deben depender de un medio alternativo para
amplificar los ARN pequefios para el iARN. Esto se
logra mediante el uso de ARN que interactian con
PIWI (piRNA) para el silenciamiento dirigido por ARN.
Los piRNAs son mas conocidos tradicionalmente
por su papel en el silenciamiento de elementos
transponibles en D. melanogaster. En este contexto,
la biogénesis primaria de piRNA se inicia mediante
transcripcién bidireccional de un grupo de piRNA.
Esta transcripcidn precursora se escinde a 21-30
nucledtidos por el calabacin (Zuc) y se asocia con
uno de los dos complejos de Argonaute: Piwi o
Berenjena (Aub). Piwi se transloca al nucleo para el
silenciamiento directo de un elemento transponible
mediante un proceso similar al silenciamiento de
siRNA. Mientras tanto, Aub escinde la transcripcién
del elemento transponible para generar fragmentos
complementarios de ssRNA, que a su vez se asocian
con Ago3 para escindir transcripciones precursoras
adicionales. Este método de biogénesis secundaria
de piRNA se conoce como el 'ciclo de ping-pong'
y es una de las caracteristicas definitorias de la via
PIRNA.

miRNAs

Los miRNAs son ssRNAs de alrededor de 22
nucledtidos.Son procesadosco-transcripcionalmente
por un complejo de microprocesador que incluye
la ribonucleasa Drosha, formando una estructura
de asa del tallo, y luego en el citoplasma por Dicer
para formar miRNA maduro. Los miRNAs son maés
conocidos por su regulacidén post-transcripcional
de la expresion génica mediante la degradacion
del ARNm complementario en asociacién con un
complejo Argonaute.

IncRNAs

Los IncRNAs son moléculas de ARN de mas de 200
nucledtidos que no codifican proteinas. A diferencia
de las categorias mas especificas anteriores,
este limite de tamafio algo arbitrario abarca una
amplia gama de moléculas de ncRNA con diversas
funciones en la célula.

tsRNAs

Los tsRNAs son fragmentos de ARN de 29-34
nucledtidos derivados del extremo 5' de los tARN.
El mecanismo de su biogénesis ain no esté claro,
pero son el pequefio ncRNA dominante en los
espermatozoides de mamiferos.
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PARAMUTACION

Todos los mecanismos descritos anteriormente
implican la transmisién vertical de un estado
epigenético entre generaciones, similar a la herencia
mendeliana de una mutacién genética. Sin embargo,
como la informacién epigenética se puede agregar
o eliminar independientemente de los cambios en
la secuencia de ADN subyacente, y debido a que
estos cambios epigenéticos podrian transmitirse
a las generaciones posteriores, la posibilidad de
mecanismos de herencia no mendelianos esta
abierta a marcas epigenéticas. En algunos casos de
TEI, dicha transmisién no mendeliana se observa a
través de un proceso conocido como paramutacion.
La paramutacién es el proceso de transmision de
informacién epigenética en trans de un alelo de un
gen o locus a su par en el cromosoma hermano. La
paramutacion se describié por primeravez en plantas,
donde es relativamente comin y més estudiada, pero
desde entonces se ha documentado en C. elegans, D.
melanogaster y més controvertidamente en ratones,
con la transferencia de estados de metilacion del
ADN y modificacién de histonas entre alelos.

Los mecanismos epigenéticos que regulan la
expresion génica y los principios de herencia
intergeneracional y transgeneracional abren nuevos
horizontes para un mejor entendimiento de la
evolucion, la salud, la enfermedad y el didlogo del
medio ambiente con el genoma, con la peculiaridad
de que los fendmenos epigenéticos -en contra
de lo que ocurre con las marcas genéticas- son
potencialmente reversibles.
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HERENCIA EPIGENETICA TRANSGENERACIONAL EN
LA DIABETES: LAS MADRES PUEDEN REPROGRAMAR
EL ADN DE LOS PADRES EN FAVOR DE LA SALUD DE

SUS HIJOS

Una enzima materna reprograma el ADN paterno
para una descendencia sana. Altos niveles de azlcar
en la sangre desregulan la enzima TET3 en los
6vulos, impidiendo que modifique adecuadamente
el ADN derivado de los espermatozoides cuando
los évulos son fertilizados. Esto conduce a defectos
metabdlicos en la progenie adulta. Asi resumen
Yumiko K. Kawamura y Antoine H. F. M. Peters, en
un elegante comentario, el excelente trabajo de Bin
Chen y un grupo de colaboradores que trabajan en
varias instituciones chinas, como el Key Laboratory of
Reproductive Genetics del Ministerio de Educacién,
el Departamento de Endocrinologia Reproductiva
del Hospital para Mujeres de la Zhejiang University
School of Medicine en Hangzhou; la Unidad de
Reproduccién Asistida del Departamento de
Ginecologia y Obstetricia del Sir Run Run Shaw
Hospital, de |la Facultad de Medicina de la Universidad
de Zhejiang; y en el State Key Laboratory of Molecular
Biology, Shanghai Key Laboratory of Molecular
Andrology, Shanghai Institute of Biochemistry and
Cell Biology, Center for Excellence in Molecular Cell
Science, Chinese Academy of Sciences, de Shanghai.

La diabetes mellitus es un problema de salud
publica importante y generalizado; sin embargo, los
esfuerzos para prevenir y tratar la diabetes mellitus
han mostrado un éxito limitado. La hiperglucemia
prolongada en la diabetes aumenta el riesgo de
complicaciones multisistémicas. La hiperglucemia
materna confiere complicaciones a largo plazo a la
descendenciaytiene un profundoimpacto en lasalud
publica. Los factores ambientales maternos, incluida
la exposicidn adversa a la linea germinal o in utero,
los comportamientos de cuidado y la composicién

delaleche, reprograman la salud de la descendencia
a través de generaciones por herencia epigenética
intergeneracional o transgeneracional. Aunque se
ha reportado herencia epigenética en mamiferos
a través de gametos, el mecanismo de herencia
epigenética dependiente de la linea germinal
femenina sigue siendo en gran medida incierto. El
grupo de Chen buscé la forma de determinar como
la salud a largo plazo de la descendencia se ve
afectada por la hiperglucemia pregestacional.

La diabetes mellitus es prevalente entre las mujeres
en edad reproductiva, y muchas mujeres no son
diagnosticadas o no tratadas. La diabetes gestacional
tiene efectos profundos y duraderos en la salud a
largo plazo de la descendencia. Sin embargo, el
vinculo entre la diabetes pregestacional y el riesgo
de enfermedad en la edad adulta en la préxima
generacién no se ha investigado lo suficiente. Chen
y su grupo demostraron que la hiperglucemia
pregestacional hace que la descendencia sea mas
vulnerable a la intolerancia a la glucosa. La expresion
de TET3 dioxigenasa, responsable de la oxidacion
de la 5-metilcitosina y la desmetilacién del ADN en el
cigoto, se reduce en ovocitos de un modelo de ratén
con hiperglucemia (ratones HG) y humanos con
diabetes. La desmetilacién insuficiente por ovocito
TET3 contribuye a la hipermetilaciéon en los alelos
paternos de varios genes de secrecion de insulina,
incluido el gen de la glucoquinasa (Gck), que persiste
desde el cigoto hasta el adulto, promoviendo la
homeostasis de la glucosa deteriorada en gran
parte debido al defecto en la secrecion de insulina
estimulada por la glucosa. De acuerdo con estos
hallazgos, las progenies de ratén derivadas de
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los ovocitos de la delecion materna heterocigota
y homocigota de TET3 muestran intolerancia a la
glucosa y anomalias epigenéticas similares a las de
los ovocitos de ratones HG. Ademas, la expresién
de ARNm TET3 exdgeno en ovocitos de ratones HG
mejora el efecto materno en la descendencia. Por
lo tanto, estas observaciones sugieren una ventana
sensible al medio ambiente en el desarrollo de
ovocitos que confiere predisposicion a la intolerancia
a la glucosa en la proxima generacion a través de la
insuficiencia de TET3 en lugar de a través de una
perturbacion directa del epigenoma de los ovocitos.
Este hallazgo sugiere un beneficio potencial de las
intervenciones previas a la concepcién en las madres
para proteger la salud de la descendencia.

Chen et al. investigaron cémo el alto nivel de azicar
en la sangre (hiperglucemia) en ratones hembra
afecta a los cachorros de los animales. Los autores
trataron a ratones hembra con unatoxina que dafia las
células beta productoras de insulina en el pancreas,
un enfoque conocido por inducir hiperglucemia
crénica. A continuacidn, fertilizaron los dvulos de
estos ratones in vitro utilizando esperma de machos
sanos y los implantaron en madres sustitutas sanas.
Esto permitié a los investigadores centrarse en el
efecto de la hiperglucemia en los propios dvulos,
excluyendo los efectos més generales causados por
la hiperglucemia en el embarazo.

Los ratones producidos a partir de huevos
hiperglucémicos tenian un peso corporal normal
cuando llegaron a la edad adulta, pero fueron menos
capaces de metabolizar la glucosa que la progenie
generada a partir de los huevos de control. Esta
intolerancia a la glucosa (un signo de prediabetes
y diabetes) fue mas pronunciada en la progenie
masculina que femenina, aumenté con la edad
en ambos sexos y empeord si los animales fueron
alimentados con una dieta alta en grasas. Chen et al.
demostraron que la intolerancia a la glucosa se debia
a la reduccion de la secrecidn de insulina estimulada
por la glucosa por las células beta pancreéticas.

Para investigar los mecanismos subyacentes a estas
observaciones, los autores compararon los niveles
de ARN mensajero en évulos maduros de ratones
hiperglucémicos y controles. La comparacion indicd
que cientos de genes se expresan diferencialmente.
En particular, los niveles de una transcripcién, TET3,
en 6vulos hiperglucémicos fueron la mitad de los
de los controles. La expresion de TET3 también fue
anormalmente baja en dvulos obtenidos de otro
modelo de ratén de hiperglucemia y obesidad, y en
6vulos de mujeres que tenian diabetes.
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En el ADN, la presencia de grupos metilo en las
secuencias promotoras (que normalmente impulsan
la expresion génica) se asocia tipicamente con la
represién génica. La enzima TET3 oxida las bases
metiladas en el ADN, lo que lleva a la desmetilacidn
del ADN y, por lo tanto, permite que se produzca la
transcripciéon de genes. En embriones fertilizados,
la  desmetilacién mediada por TET3 actia
principalmente sobre el ADN paterno, impidiendo el
mantenimiento de la metilacion del ADN transmitido
por espermatozoides durante todo el desarrollo y
permitiendo la expresidn génica méas adelante en la
vida.Chenysus colegas encontraron que la oxidacién
del ADN metilado era marcadamente menor en el
genoma paterno de los évulos fertilizados derivados
de los ratones hiperglucémicos que en los derivados
de los controles.

Los autores evaluaron los efectos a largo plazo
de la reduccién de la actividad materna de TET3
en la descendencia mediante la cuantificacion de
los niveles de metilacion del ADN en los islotes
pancredticos embrionarios, que contienen muchas
células beta. Se centraron en secuencias promotoras
que habian mantenido una metilacién adicional en el
genoma paterno de la progenie producida a partir
de 6vulos hiperglucémicos, en comparacién con los
controles. Encontraron cambios en los promotores
de varios genes involucrados en la secrecién de
insulina, incluso en un promotor que impulsa la
expresidon pancredtica de Gck. Este gen codifica la
glucoquinasa, una enzima clave en la secrecion de
insulina estimulada por la glucosa.

Los investigadores observaron un aumento de
la metilacion del ADN del promotor pancreético
Gck derivado de la linea paterna en varias etapas
de desarrollo, asi como después del parto. Esta
hipermetilacién se asocié con una reduccién de
la expresién de Gek en los islotes pancreéticos. La
administraciéon del activador de la glucoquinasa
dorzagliatina, un compuesto antidiabético que
se estd probando en ensayos clinicos de fase I,
mejord la tolerancia a la glucosa y aumentd la
secrecion de insulina de los islotes pancreéticos.
Estos datos identifican el gen Gck derivado
paternalmente como un objetivo importante de
la actividad materna de TET3. Existe de dos a
tres veces mas metilacién en el promotor GCK
en embriones en etapa temprana de mujeres
diabéticas que en embriones de mujeres sanas.

GCK es parte de un grupo de genes humanos que,
cuando mutan, causan en MODY2 (maturity-onset



diabetes of the young 2)(go.nature.com/3owzrjm).
Los datos clinicos indican que la mutaciéon de solo
una de las dos copias de GCK es suficiente para
causar enfermedad, un fendmeno conocido como
haploinsuficiencia. La hipermetilacién del ADN
derivado del genoma paterno en el promotor GCK
podria tener el mismo efecto que las mutaciones
GCK, causando haploinsuficiencia pancreatica GCK
y rasgos MODY?2 en la progenie.

La reduccién de la expresién de TET3 es el Unico
contribuyente a la hipermetilacion de Gck y la
intolerancia a la glucosa en la progenie de los
huevos hiperglucémicos. Los évulos genéticamente
modificados en los que la expresion de TET3
era anormalmente baja imitan el efecto de la
hiperglucemia materna, y la eliminaciéon de TET3
tiene efectos alin mas pronunciados. La inyeccién de
ARNm de TET3 en embriones suprime los efectos de
la hiperglucemia, mientras que el suministro de TET3
cataliticamente inactivo los exacerba.

Todos estos datos sugieren que la metilacién del
ADN transmitida por espermatozoides, incluso de
ratones machos que tienen dietas saludables, puede
promover la angustia metabdlica en la progenie, y
que la actividad de TET3 en embriones tempranos
niega este riesgo. Tal funcién para TET3 podria haber
evolucionado para adaptarse al hecho de que los
niveles de metilacion del ADN son en general dos
veces masaltosen el genoma de los espermatozoides
que en el de los évulos. TET3 también podria
estar involucrado en la desmetilacion de genes
metabdlicos ubicados en el genoma materno.

Los évulos son muy susceptibles a la hiperglucemia
cuando estdn madurando. En linea con esta idea,
la exposicién a altos niveles de glucosa conduce
a una reduccién drastica de los niveles de ARNm
TET3 en évulos de ratén y humanos que estaban
experimentando maduracién in vitro. Debido a que
no se produce ninguna transcripcién de genes a
medidaquelosévulosestdnmadurando,esprobable
que esta disminucion refleje la desestabilizacion
del ARNm TET3 que se transcribe antes de la
maduracién. Los genes que controlan la estabilidad
del ARNm (como Ybx1, Ybx2 y Zfp36) estan
regulados a la baja en los évulos hiperglucémicos
en comparacién con los controles, posiblemente
debido a la mala regulacién transcripcional durante
el crecimiento del évulo.

La obesidad en las parejas reproductoras a menudo
afecta a ambos miembros de la pareja, y se sabe

que una dieta alta en grasas prepara los évulos
y los espermatozoides para transmitir trastornos
metabdlicos a la descendencia de manera aditiva.
Chen y sus colegas han identificado un mecanismo
que puede explicar la transmision de ratones
hembra, y se ha descrito un mecanismo separado
que involucra pequefios ARN no codificantes
asociados con espermatozoides para la herencia de
la enfermedad metabdlica paterna.
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La enzima TET3 regula la heredabilidad epigenética de la diabetes. La enzima TET3 media la
herencia del trastorno metabdlico. EI ADN de los espermatozoides estd marcado con muchos grupos
metilo: la metilacién en las secuencias promotoras que normalmente impulsan la transcripcién
conduce a la represion génica. La desmetilacién de este ADN paterno, que ocurre después de la
fertilizacion, se altera si los niveles de azicar en la sangre son altos en las madres (hiperglucemia) a
medida que maduran sus 6vulos. En évulos fertilizados de madres sanas (control), la enzima TET3
media la desmetilacion de los promotores. Cuando la progenie se convierte en adulta, la transcripcidn
normal de genes metabdlicos como Gcek en el pancreas conduce a la secreciéon normal de insulina.
Por el contrario, si los 6vulos se derivan de madres hiperglucémicas, los niveles de TET3 son més
bajos en los évulos fertilizados y se produce menos desmetilacién. En la edad adulta, la expresién de
Gck es anormalmente baja (aunque todavia se produce cierta desmetilacién durante el desarrollo),
lo que lleva a niveles més bajos de secrecidon de insulinay, por lo tanto, a la intolerancia a la glucosa,
un signo de prediabetes.
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BIOMARCADORES EPIGENETICOS EN EL
DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON
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INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson (PD) es el segundo
desorden neurodegenerativo maés frecuente, tan
solo por detrds de la Enfermedad de Alzheimer, y
afecta a un 2% de la poblacion de mas de 60 afios.
Es un desorden multifactorial que implica factores
genéticos, ambientales y epigenéticos, entre otros. El
sintoma mas caracteristico de la PD es la disfuncién
motora, que es causada por una pérdida progresiva de
neuronas dopaminérgicas en la substantia nigra pars
compacta del cerebro, asi como por la acumulacién
de agregados de la proteina a-synucleina, formando
en el cerebro lo que se conoce como cuerpos de Lewy.

La epigenética estudia los cambios en la expresidn
génica que son heredables pero que no son debidos
a ningun cambio estructural en la secuencia de ADN,
de modo que no modifican dicha secuencia. De
este modo la epigenética establece un nexo entre el
genomay el medio ambiente que rodea al individuo,
contribuyendo a la variabilidad entre individuos y
permitiendo al individuo responder a las condiciones
ambientales. La epigenética es responsable, al
menos en parte, de las disparidades existentes entre
distintos individuos en la morbilidad y mortalidad.
De este modo, la salud no depende Unicamente de
las modificaciones en el cédigo del ADN heredadas
o causadas por mutaciones (genética), sino también
de una interaccién dindmica entre nuestros genes y
el ambiente, aunque no se llegue a alterar el cédigo
genético (epigenética). El mejor ejemplo de lo que
supone la epigenética son los gemelos homocigotos,
que comparten los mismos genes. Sin embargo,
la exposicién a distintos factores ambientales o la
adquisicion de distintos hébitos de vida, puede
provocar que tan sélo uno de los gemelos desarrolle
obesidad, cédncer u otra patologia.
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Una de las caracteristicas principales de las
modificaciones  epigenéticas es que  son
reversibles y asi pueden ser alteradas mediante
una intervencidn terapéutica y/o nutricional.
De este modo la epigenética proporciona una
herramienta idénea tanto para el diagndstico de
enfermedades multifactoriales y complejas, como
para la monitorizacién de los pacientes, permitiendo
analizar la respuesta a los distintos tratamientos
administrados.

PRINCIPALES MECANISMOS EPIGENETICOS

Los mecanismos epigenéticos clasicos incluyen la
metilaciéon del DNA, modificaciones de histonas y la
regulacién de microARNs (miARNSs).

Metilacién del ADN

La metilacién del ADN es el mecanismo epigenético
mejor estudiado. Es un proceso mediante el cual las
enzimas ADN metiltransferasas (DNMTs) incorporan
grupos metilo a las moléculas de citosina del ADN,
formando 5-metilcitosinas. La metilacion del ADN
interfiere con la unién de los factores de transcripcion
a los sitios diana en los promotores de los genes,
inhibiendo asi la transcripcién y expresién génica
(Fig. 1).
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Fig. 1. Esquema de mecanismo de metilacién del ADN



Modificaciones de Histonas

Otro mecanismo epigenético es la remodelacién de la cromatina y las modificaciones de histonas. El ADN se
organiza en nucleosomas, que contienen un octdmero de histonas con 2 moléculas de histonas H2A, H2B, H3
y H4. Los extremos amino y carboxi terminal de estas histonas se conocen como colas de histonas y sufren
diferentes modificaciones postraduccionales (Fig. 2).

Cola Estas modificaciones de histonas alteran el nivel
Histona de compactacion de la cromatina y de ese modo
modifican la accesibilidad de la maquinaria de
transcripcién. De este modo, si las modificaciones
provocan una mayor compactacién la maquinaria
de transcripcion no es capaz de acceder y se
produce el silenciamiento de la expresién génica.
Por el contrario, si las modificaciones provocan la
descompactacién de la cromatina se permitird el
reclutamiento de la maquinaria necesaria para que la

DA —2

| | expresion del gen tenga lugar. Las acetiltransferasas

Celamero de histonas (HATs) son unas enzimas que acetilan

Histonas las lisinas de las colas de histonas y este proceso se

. asocia con una estructura abierta de la cromatina
Fig. 2. Esquema de nucleosoma (eucromatina), que permite la expresiéon génica. Por

el contrario, las deacetilasas de histonas (HDACSs)
catalizan la desacetilacion de histonas, provocando
la compactacion de la cromatina, dando lugar a la
heterocromatina y provocando la represién de la
expresion génica (Fig. 3).

Modificaciones de Histonas
HIEL HiaE
ol POk et
- SOACE LLLE] lﬁj
3 —
-‘—l-
T
oty
i . o
-]
[ Expresion génies | | Silenciamiente ginica |

Fig. 3. Esquema del efecto de las modificaciones de histonas sobre la expresion génica

miARNs

Los microARNs (miARNs) son moléculas de ARN de una solo cadena, de aproximadamente 22 nucledtidos,
que suelen actuar como silenciadores génicos post-traduccionales. Se unen a secuencias complementarias de
las regions 3'UTR de los ARN mensajeros (ARNm) en el citoplasma de la célula y de este modo inducen la
degradacion del transcrito y bloquean su traduccién en una proteina.
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BIOMARCADORES EPIGENETICOS EN LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

La bdsqueda de biomarcadores fiables para el diagndstico de PD podria ayudar en el diagndstico precoz y en
la implementacién de un programa de medicina personalizada. La mayoria de los biomarcadores que existen
en la actualidad se basan en técnicas invasivas y/o caras, tales como técnicas de neuroimagen o andlisis del
liquido cerebroespinal. En los ultimos anos se estd desarrollando la biopsia liquida, cuyo objetivo es buscar
biomarcadores para el diagnéstico en fluidos de facil acceso tales como la sangre o la orina. De este modo, la
biopsia liquida supondria una técnica mas econémica y confortable. De este modo, se han desarrollado distintas
investigaciones con el objetivo de encontrar biomarcadores epigenéticos para su uso mediante biopsia liquida,
especialmente en el campo de la oncologia, aunque en los dltimos afios han comenzado a identificarse también
biomarcadores epigenéticos fiables para el diagnédstico de enfermedades neurodegenerativas.

La metilacién global del ADN se encuentra reducida en pacientes con PD

Recientemente se ha demostrado que los niveles de metilacion global del ADN (5mC) estan disminuidos en la
sangre de pacientes con PD (Fig. 4A) (1,2). Ademas, se ha observado que existe una correlacion positiva entre
la edad y los niveles de metilacién global en los pacientes con PD (Fig. 4B).

La hidroximetilacién del ADN (5hmC) es una marca epigenética menos estudiada pero que se ha visto que
también desempefia un papel fundamental en la regulacién de la expresién génica. Ademas, la 5hmC esté
implicada en el desarrollo del sistema nervioso y en enfermedades neurodegenerativas. Un estudio sobre los
niveles de 5hmC mostrd una clara disminucién en los niveles de 5hmC en los pacientes con PD respecto a
los valores obtenidos en individuos sanos (Fig. 4C). Aunque no se observd una correlacion estadisticamente
significativa entre los valores de 5hmC y la edad en los pacientes con PD, el p valor obtenido fue de 0.079,
cercano al nivel de significacion estadistica. Es posible que ampliando el nimero de individuos empleados en
el estudio la correlacion sea significativa.
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Fig. 4. La metilacion global del ADN se encuentra reducida en la sangre de pacientes con PD. A)
Anélisis de los niveles de metilacion global (5mC); B) Correlacién entre la edad y los niveles de 5mC; C)
Anélisis de los niveles de hidroximetilacién global (5hmC).

Estos resultados sugieren que la cuantificacion de los niveles de 5mC y/o 5hmC en la sangre de los pacientes
(biopsia liquida) seria un biomarcador Util para el diagndstico de pacientes con PD.

El caracter reversible de las modificaciones epigenéticas hace que la epigenética no sélo sea una importante
fuente de biomarcadores para el diagndstico de PD, sino que también suponga una herramienta para el
desarrollo de nuevos tratamientos dirigidos contra distintas modificaciones epigenéticas asociadas a PD.
E-PodoFavalin-15999 (AtreMorine) es un nutracéutico obtenido mediante procesos biotecnoldgicos no
desnaturalizantes a partir de la plante Vicia faba. Esta planta es una fuente rica de 3,4-dihidroxifenil-L-alanina
(L-DOPA), el precursor de dopamina que se usa habitualmente en el tratamiento de PD. Se ha demostrado que
el tratamiento con AtreMorine aumenta los niveles de catecolaminas en pacientes con PD (3) y presenta un
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potente efecto neuroprotector en modelos de PD realizados en roedores (4). Recientemente también se ha
demostrado que AtreMorine regula la metilacion del ADN, tanto en un modelo murino como en pacientes con
PD (Fig. 5) (5). Ademas, la induccién en los niveles de 5mC provocada por el tratamiento con AtreMorine varia
en funcién a los distintos geno-fenotipos de la maquinaria farmacogenética, lo que sugiere la importancia de
conocer el perfil farmacogenético del paciente para poder proporcionar una terapia adecuada (5).
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Fig. 5. El tratamiento con AtreMorine aumenta los niveles de metilacién del ADN. A) Andlisis de los
niveles de metilacion global (5mC) en el cerebro de ratones transgénicos 3xTgAD; B) Anélisis de los
niveles de metilacién global (5mC) en el higado de ratones transgénicos 3xTgAD; C) Anélisis de los
niveles de metilacién global (5mC) en el suero de ratones transgénicos 3xTgAD; D) Andlisis de los
niveles de metilacion global (5mC) en el suero de pacientes antes y después del tratamiento con
AtreMorine.

La expresién y actividad de Sirtuina se encuentra disminuida en pacientes con PD

Las Sirtuinas son deacetilasas de histonas NAD-dependientes y estdn implicadas en diferentes vias de
sefalizacion relacionadas con el envejecimiento y las enfermedades neurodegenerativas. Se ha observado que
la expresion de SIRT1 en la sangre de pacientes con PD disminuye en un 80% respecto a los valores observados
en individuos sanos, mientras que la expresion de SIRT2 no se modifica significativamente (Fig. 6A). La actividad
de las enzimas Sirtuinas también se encuentra fuertemente inhibida en la sangre de pacientes con PD, siendo
sus niveles practicamente indetectables (Fig. 6B). El anélisis de la curva ROC muestra una especificidad del 81%
y una sensibilidad del 85% para este biomarcador (Fig. 6C), unos valores que sugieren la idoneidad del uso de
Sirtuina como un biomarcador diagndstico para la Enfermedad de Parkinson.
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Fig. 6. La expresion y actividad SIRT se encuentra reducida en la sangre de pacientes con PD. A)
Anélisis de los niveles de expresion de SIRT1; B) Anélisis de los niveles de expresion de SIRT2;
C) Anélisis de los niveles de actividad SIRT; D) Curva ROC de especificidad y sensibilidad para el
biomarcador actividad Sirtuina.
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La expresién de genes relacionados con procesos neurodegenerativos se encuentra alterada en pacientes con PD

Se ha observado que la expresion de distintos genes relacionados con procesos neurodegenerativos se
encuentra alterada en la sangre de pacientes con PD. De este modo, en pacientes con PD la expresion del
factor de crecimiento pleiotréfico neuregulina 1 (NRG1) disminuye un 80% en pacientes con PD (Fig. 7A), la
expresion de la proteina asociada a microtdbulos tau (MAPT) aumenta unas 5 veces (Fig. 7B) y la expresion de
factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) disminuye en 40 veces (Fig. 7C). El estudio de la curva ROC
muestra que el uso de la expresiéon de BDNF como biomarcador de PD muestra un 100% de especificidad y un
60% de sensibilidad (Fig. 7D), unos valores que sugieren la idoneidad del uso de BDNF como un biomarcador
diagndstico para la Enfermedad de Parkinson.
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Fig. 7. La expresién de genes relacionados con procesos neurodegenerativos estan regulados en la
sangre de pacientes con AD. A) Anélisis de los niveles de expresion de NRG1; B) Anélisis de los niveles
de expresién de MAPT; C) Anélisis de los niveles de actividad BDNF; D) Curva ROC de especificidad y
sensibilidad para el biomarcador expresion de BDNF.

CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este articulo muestran cémo los niveles de metilacion global del ADN y
la expresién/actividad de la deacetilasa de histonas Sirtuina se encuentran disminuidas en la sangre de
pacientes con PD. Ademas, se ha encontrado alterada la expresién de distintos genes implicados en procesos
neurodegenerativos, entre los que destaca BDNF, cuya expresion es casi inexistente en la sangre de pacientes
con PD. Todos ellos serian nuevos biomarcadores epigenéticos para el diagndstico de PD que se emplearian
mediante un simple anélisis de sangre (biopsia liquida) y que ayudarian en la implementacién de un mejor
protocolo diagndstico personalizado de esta patologia.

Cabe destacar el carécter reversible de las modificaciones epigenéticas y por lo tanto de los biomarcadores
epigenéticos. De este modo, estos biomarcadores no sélo son Utiles para el diagndstico de la enfermedad
de Parkinson sino que podrian ayudar al especialista a analizar la evolucién del paciente y la respuesta a los
tratamientos pautados. La existencia de biomarcadores epigenéticos que puedan emplearse mediante técnicas
de biopsia liquida facilita el seguimiento de la evolucién del paciente a lo largo de los meses.
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ABSTRACT

Actualmente, en la busqueda de nuevos tratamientos
para los varios tipos de céancer, se prioriza la
caracterizacion de agentes quimioterapéuticos
novedosos y efectivos. Los epifarmacos parecen
responder a esta demanda, por lo que se empiezan a
utilizar progresivamente en el tratamiento del cancer,
aunque también presentan efectos adversos. Por ello,
el modular al aparato epigenético con bioproductos
de extractos naturales, como el AntiGan, puede
ayudar tanto a la prevencién como al tratamiento del
céncer sin tales efectos secundarios. Para determinar si
el extracto marino de lipoproteinas (AntiGan) muestra
efectos epigenéticos y antitumorales, se ha testado
su efecto en diferentes lineas celulares tumorales
humanas como las HepG2 (carcinoma hepatocelular)
y HCT116 (carcinoma colorrectal), utilizando
concentraciones graduales (10, 50, 100 y hasta 500
pg/mL) durante 24 h, 48 h 'y 72 h. Se ha observado
que AntiGan (10 pg/mL) redujo la viabilidad de células
tumorales después de 48 h y aumentd la expresion
de marcadores antitumorales (Bax); En mayores
concentraciones, AntiGan (10 y 50 pg/mL) aumenté
la inmunorreactividad indicada por el marcador
de caspasa-3 en ambos tipos de células tumorales
(HepG2 y HCT116). Ademas, AntiGan (10 y 50 pg/
mL) también atenud la expresiéon de proteinas pro-
inflamatorias (COX-2 e IL-17) y pre-cancerigenas. En el
campo epigenético, se observé que AntiGan (10 pg/
mL) aumentd los niveles de marcadores de metilacidn
de ADN (5 mC) en ambos tipos de células y redujo
la expresion de aquellos que inducen la metilacién

50 - Boletin Médico EuroEspes Health

propia de células pro-cancerigenas (DNMTT,
DNMT3a y SIRT1) en estas células tumorales. Por lo
tanto, el presente estudio experimental in vitro indica
que AntiGan es un novedoso bioproducto antitumoral
con propiedades epigenéticas (epinutracéuticas)
demostradas y vélido para el tratamiento del céancer
de higado y colorrectal.



Griafico ilustrativo del papel central de los mecanismos epigenéticos inducidos por
AntiGan contra el cancer.
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Las modificaciones epigenéticas como la metilacion del ADN, las modificaciones de las histonas y los ARN
no codificantes pueden ser regulados por las proteinas galectina (congerina | y Il) como factores clave para
mejorar las caracteristicas patoldgicas del céncer. Estas caracteristicas estan influenciadas por procesos
como la inestabilidad gendmica, la mutacion y la inflamacién promotora de tumores, que a su vez conducen
a alteraciones en los mecanismos epigenéticos. AntiGan aumenté la apoptosis y redujo la viabilidad celular,
asi como la expresién de marcadores pre-cancerigenos COX-2 e IL-17 en lineas celulares de carcinoma
hepatocelular (HepG2) y carcinoma colorrectal (HCT116). AntiGan también regulé la metilacién del ADN vy la
actividad/expresién de SIRT, lo que indica que AntiGan es un epinutracéutico contra dichas células tumorales.
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INTRODUCCION

El cdncer, una de las principales causas de mortalidad
en todo el mundo, se caracteriza por el crecimiento
celular desenfrenado y la capacidad adquirida
de diseminarse a otros 6rganos. El cancer y las
neoplasias malignas fueron la principal causa de
muerte en el grupo de edad de 45 a 64 afos en los
Estados Unidos en 2020; alrededor de 1.8 millones
de personas fueron diagnosticadas con cancery 600
000 personas murieron a causa de la enfermedad.
El céancer colorrectal (CCR) representa el 10 % de
la incidencia mundial de céncer. El CCR, la tercera
neoplasiamalignamaésfrecuenteyelsegundosubtipo
de céncer més letal, produce aproximadamente 1.9
millones de nuevos casos al afio. De acuerdo con
las proyecciones de envejecimiento, expansion de
la poblacién y progreso humano, se espera que el
nimero de nuevos casos de CCR a nivel mundial
alcance los 3.2 millones para 2040. Asia oriental y
Africa son regiones con la mayor carga de carcinoma
hepatocelular (HCC). Después del cancer de pulmén,
colorrectal y de estémago, el céancer de higado es
el sexto céncer diagnosticado con mas frecuencia
y la cuarta causa mas importante de mortalidad
relacionada con el cancer en todo el mundo.

El metabolismo celular desregulado es un sello
distintivo del cancer y ocurre debido a mutaciones
genéticas acumuladas, cambios epigenéticos y
factores ambientales. La epigenética, el estudio
de las alteraciones reversibles y hereditarias en la
expresion génica y la funcién celular causadas por
mecanismos basados en la cromatina sin cambios en
la secuencia de ADN original, esta influenciada por
factores ambientales. Las alteraciones aberrantes
del aparato epigenético, por lo tanto, promueven la
aparicion inapropiada de expresiones genéticas y
tumorigénesis.

Los mecanismos epigenéticos clasicos incluyen
la metilacion del ADN, la remodelacién de la
cromatina/modificaciones de histonasy la regulacién
de microARN (miARN). Las alteraciones epigenéticas
deficientes, como la hipermetilacién del promotor de
los genes supresores de tumoresy las modificaciones
anormales de las histonas postraduccionales
causadas por la desregulacién de la acetilacién/
metilacién y los cambios en la expresion de miARN,
se asocian con varios tipos de céncer.

La metilacion del ADN sigue siendo el sello
epigenético mas investigado. La metilacién del
ADN es un mecanismo reversible en el que las ADN
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metiltransferasas (DNMT) catalizan la transferencia
de grupos metilo del cofactor S-adenosil metionina
a la posicién C5 de las citosinas en los dinucledtidos
CpG; estas citosinas se convierten en 5-metilcitosinas
(5mC), lo que afecta la estabilidad y accesibilidad del
ADN, regulando asi la expresién génica. La familia
DNMT comprende las enzimas candnicas DNMT1,
DNMT3ay DNMT3b. DNMT1 conserva las marcas de
metilacion en las hebras de ADN recién sintetizadas
y mantiene la herencia del patrén de metilacion. La
hipometilacion gendmica global ocurre en varios
tipos de céancer, incluido el céncer hepatocelular
y colorrectal. Los elementos repetitivos en la
heterocromatina, como las repeticiones satelitales y
los retrotransposones, se hipometilan en varios tipos
de céncer, lo que afecta la estructura de la cromatina
y la estabilidad gendmica.

La acetilacién de histonas implica la transferencia de
un grupo acetilo a un residuo de lisina en el extremo
N de las histonas; esto reduce la carga positiva de
las histonas, debilitando su interaccion con el ADN
cargado negativamente. La acetilacién de histonas
promueve latranscripcién de genes alfacilitar la unién
de factores de transcripcion y complejos enzimaticos
relacionados con el ADN. Sin embargo, las histonas
desacetilasas producen el efecto contrario e inhiben
la expresidn génica. Las sirtuinas, son proteinas
desacetilasas/ADP ribosiltransferasas dependientes
de NAD que desempefian funciones importantes
en la estructura de la cromatina, la regulacién del
ciclo celular, la diferenciacion celular, la respuesta
celular al estrés, el metabolismo y los procesos de
envejecimiento. SIRT1, la sirtuina de mamiferos
mas estudiada, regula la diferenciaciéon neuronal, la
progresién tumoral, la apoptosis, la estabilidad de
la estructura cromosémica y del ADN, la expresiéon
génicay la progresion del ciclo celular.

Los cénceres se asocian con modificaciones
epigenéticas aberrantes, como alteraciones en la
metilacion del ADN o modificaciones anormales
de histonas postraduccionales por desregulacion
de la acetilacion y/o metilacién. Dado que los
modificadores epigenéticos son sensibles a factores
extrinsecos y exhiben mecanismos reversibles, estan
emergiendo como objetivos prometedores en una
variedad de patologias, incluido el céncer. Varios
epifdrmacos, compuestos que se dirigen a enzimas



con actividad epigenética o al epigenoma, se han
utilizado en ensayos clinicos paralaterapia del cancer.
Sin embargo, se han informado efectos tdxicos
significativos con esos agentes. Los nutracéuticos
también funcionan como epifdrmacos (1-4), y
varios bioproductos naturales como la quercetina,
el resveratrol, la curcumina, la genisteina y las
catequinas exhiben potentes efectos antitumorales
al revertir las alteraciones epigenéticas asociadas
con la activaciéon de oncogenes o la inactivacién de
genes supresores de tumores. Estos compuestos
modulan el epigenoma a través de mecanismos de
remodelacién de la cromatina. Los nutracéuticos
pueden, por lo tanto, restaurar las alteraciones
epigenéticas inducidas por la carcinogénesis y
representar una opcion terapéutica alternativa para
el tratamiento del céncer, ayudando a mejorar los
efectos etiopatoldgicos del cancer.

AntiGan es un nutracéutico perteneciente a la
familia de las lipofisinas, que ha sido desarrollado
mediante procedimientos biotecnoldgicos no
desnaturalizantes a partir de la epidermis y el
esofago de la anguila marina Congrio que muestra
propiedades de fortificacion inmunoquimica. El
extracto de E-Congerine-10423 es la base estructural
de AntiGan y contiene todas las propiedades
bioldgicas de la especie original. En la composicién
nutricional de E-Congerine-10423 destaca el alto
contenido en proteinas (80%) y la gran cantidad
de é&cidos grasos insaturados (65% de la grasa
total). El principal &cido graso monoinsaturado
en Anti-Gan es el acido oleico, y los &cidos grasos
poliinsaturados estan representados principalmente
por EPA, DHA y &cido linoleico, y el acido graso
saturado maéas abundante es el &cido palmitico.
E-Congerine-10423 también contiene vitaminas Ay
D en grandes cantidades, y vitaminas del complejo
B, principalmente B1y B3, y minerales, como fésforo,
potasio y magnesio. Las congerinas | y Il son dos
proteinas aisladas del moco de la piel del congrio
(Conger myrias-ter), que pertenecen a la familia
de proteinas lectinas galectinas. Las galectinas
participan en muchos procesos fisiolégicos como el
desarrollo, diferenciacién, morfogénesis, inmunidad,
apoptosis y metéstasis de células malignas. La
existencia de proteinas de congerina en la piel
mucosa del congrio puede ser responsable de
los efectos inmunomoduladores, citotoxicos vy
quimiopreventivos de AntiGan. AntiGan es citotoxico
para las células de adenocarcinoma colorrectal en
cultivo y contra la inflamacién relacionada con el
cancer de colon in vivo. En humanos, AntiGan reduce
los niveles de marcadores tumorales en sujetos
sanos; esta respuesta es pronunciada en pacientes

con diferentes tipos de cancer (5,6,7). Esos estudios,
sin embargo, no probaron el potencial de AntiGan
como un producto nutracéutico con propiedades
epigenéticas (epinutracéutico). Otros nutracéuticos
como E-PodoFavalin-15999  (AtreMorine), un
novedoso compuesto extraido de Vicia fabia L.y
rico en 3,4-dihidrofenil-l-alanina (L-DOPA), también
regulan la metilacion del ADN, en neuro-trastornos
degenerativos (8-10). En el presente estudio,
investigamos, in vitro, el efecto de AntiGan contra
el carcinoma hepatocelular, su acciéon citotdxica
contra el céncer colorrectal y su potencial como
epifarmaco. Dado que AntiGan exhibe propiedades
antitumorales, el objetivo de este estudio fue
determinar si AntiGan actla como epinutracéutico
al regular la maquinaria epigenética que impulsa el
desarrollo y la progresién del céncer.

RESULTADOS

Efecto de AntiGan sobre la viabilidad celular de
lineas tumorales humanas

Para determinar el efecto de AntiGan sobre la
viabilidad de las células cancerosas, se seleccionaron
dos lineas celulares de céncer humano diferentes.
HepG2 es una linea celular de hepatocarcinoma
derivada del higado de un vardén caucésico de 15
afnos con carcinoma hepatocelular bien diferenciado.
HCT116, unalinea celular de cdncer de colon humano
con morfologia epitelial, se utiliza habitualmente
en investigacion terapéutica y deteccién de nuevos
farmacos. Las células HepG2 y HCT116 se trataron
con AntiGan (10, 50, 100 y hasta 500 pg/mL) durante
24 h, 48 h'y 72 h (Fig. 1). Después de 48 h de
tratamiento, en presencia de 10 pg/mL de AntiGan,
la viabilidad de células cancerigenas disminuyd
aproximadamente un 30 % (Fig. 1B). El efecto de
AntiGan sobre la viabilidad de células cancerigenas
no fue dependiente de la dosis, por lo que las
concentraciones mas altas de AntiGan no produjeron
ningun efecto aditivo (Figura 1B). Se obtuvieron
resultados similares en ambas lineas celulares 72 h
después del tratamiento con AntiGan (Fig. 1C).

Boletin Médico EuroEspes Health - 53



) HepG2 ) HepG2 ) HepG2
12
g SN
Z Zos
= =
ﬁ m 06
= > aa
o] Sz
. 0 o 0
AntiGan (pg/mL) 10 50 100 500 AntiGan (pe/mlL) 10 50 100 500 AntiGan (pg/ml) 10 50 100 500
HCT116 HCT116 HCT116
14 12 15
Fu g 3 =
z! Zos £ 1
= 08 = =
= =]
20 ﬁo.s =
= oa >0.4 205
8 oz o2 &
0 0 0
AntiGan (pe/mlL) 10 50 100 500 AntiGan (pg/mL) 10 50 100 500 AntiGan (pg/mL) 10 50 100 500

Fig. 1. AntiGan reduce la viabilidad de lineas celulares cancerigenas. Las células cancerigenas
HepG2 y HCT116 se trataron con AntiGan (10-500 pg/mL); resultados a las 24 h (A), 48 h (B) y

72 h (C). La viabilidad celular se determiné con el ensayo PrestoBlue Cell Viability. Se realizaron
ocho réplicas de cada tratamiento y los resultados se representan como cambios de densidad en
comparacion con las células tratadas con vehiculo indcuo. Los datos se expresan como media +
S.E.M. ** p < 0,01; *** p < 0,001.

El tratamiento con AntiGan induce la apoptosis en lineas tumorales de cancer humano

Bax es miembro de la familia Bcl-2 con propiedades pro-apoptéticas. Dado el papel de Bax en la apoptosis,
probamos si AntiGan inducia algin cambio en la expresién de Bax cuando se agrega al medio de cultivo de
células HepG2 y HCT116. En células HepG2 y HCT116, AntiGan (10 y 50 pg/mL) provocd un gran aumento en
la expresidn de Bax (Fig. 2A,B), en un rango del 53-67 % en comparacién con las células tratadas con vehiculo
inocuo. Por otro lado, la proteina supresora de tumores 53 (p53) es un importante regulador de la apoptosis.
La inactivacién de p53 ocurre en mas del 50% de todos los cénceres humanos, y provoca la pérdida de un
sensor clave de dafio en el ADN, lo que induce una cascada de efectores apoptdticos. La expresién de p53
aumentd considerablemente, aunque no de forma estadisticamente significativa, en las células HepG2 tratadas
con AntiGan (50 pg/mL) en comparacion con las células tratadas con vehiculo control (Fig. 2A). El aumento en la
expresion de p53, causado por el tratamiento con AntiGan, fue mayor en las células HCT116 que en las células
HepG2 (Fig. 2B).
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Fig. 2. AntiGan induce la apoptosis en lineas celulares de cancer. Las células cancerigenas HepG2

BAX / DAPI
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(A)y HCT116 (B) se trataron con AntiGan (10 y 50 pg/mL) durante 48 h y luego se inmunotifieron
con anticuerpos contra Bax (verde) y p53 (rojo). A, D, G Células de control; B, E, H ANTIGAN 10 ug/
mL; C, F, ANTIGAN 50 ug/ml. Los nucleos se marcaron con diclorhidrato de 4',6-diamidina-2'-
fenilindol (DAPI, azul). Barra de escala: 100 um para todas las iméagenes.

AntiGan regula la expresién de marcadores pre-tumorales (COX-2 e IL-17)

COX-2 induce la actividad similar a la observada por las células madre cancerigena y también su resistencia
apoptdtica, proliferacion, angiogénesis, inflamacion, invasién y metéstasis. AntiGan no afectd la expresién de
COX-2 en células HepG2 (Fig. 3A), sin embargo, AntiGan (10 ug/mL) produjo una disminucién moderada (42%)
en las células HCT116 en comparacion con las células no tratadas (Fig. 3B) y AntiGan (50 pg/mL) redujo la
expresion de COX-2 enun 61% en células HCT116 (Fig. 3B). Por otro lado, el marcador pretumoral interleucina-17
(IL-17) es una citocina proinflamatoria implicada en la formacién, el crecimiento y la metéstasis de varios tipos de
cancer. AntiGan (10 y 50 pg/mL) redujo la expresion de IL-17 en células HepG2 (Fig. 3A). El efecto de AntiGan
fue més fuerte en las células HCT116, por lo que esta disminucidn fue un 74% mayor en las células tratadas con
50 pg/mL de AntiGan que en las células tratadas con 10 pg/ml de AntiGan, que mostraron un aumento del 39%
en la expresion de IL-17 (Fig. 3B).
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Fig. 3. AntiGan regula la expresién de marcadores pre-tumorales COX-2 e IL-17 en células cancerosas
in vitro. Las células HepG2 (A) y HCT116 (B) se trataron con AntiGan (10 y 50 pg/mL) durante 48 h.
Las células se inmunomarcaron con anticuerpos contra COX-2 (rojo) e IL-17 (verde). ). A, D Células de
control; B, EANTI-GAN 10 ug/mL; C, F, ANTIGAN 50 ug/ml. Las células se contrastaron con DAPI (azul)
para marcar los ndcleos. COX-2, ciclooxigenasa-2; IL-17, interleucina 17. Barra de escala: 100 ym para
todas las imagenes.

AntiGan regula la metilacion del ADN en células HepG2 y HCT116

La hipometilacion del ADN es una caracteristica omnipresente en los tumores humanos. En este estudio también
testamos el efecto de AntiGan en la metilacién global del ADN. En efecto, los niveles de 5mC aumentaron en las
células HepG2 y HCT116 expuestas a AntiGan (Fig. 4A,B). En ambas lineas celulares, este aumento fue mayor
en presencia de 10 pyg/mL que de 50 pg/mL; AntiGan (10 pg/mL) aumentd los niveles de 5mC en un 55% en las
células HepG2 (Figura 4A)y en casi un 50% en la linea celular HCT116 (Fig. 4B). AntiGan, por lo tanto, revirtié la
induccién de hipometilacion en estas células tumorales. Por otro lado, dado el aumento en la metilacién global
del ADN causado por el tratamiento con AntiGan, usamos el método de la qPCR para analizar la expresion
de DNMT en las lineas celulares HepG2 y HCT116. AntiGan (10 pg/mL) redujo fuertemente la expresion de
DNMT1 y DNMT3a en células HepG2 y HCT116 en comparacién con el vehiculo control (Fig. 4C,D). No hubo
diferencias en la expresion de DNMT1y DNMT3a entre 10 y 50 pg/mL de AntiGan. Por lo tanto, AntiGan (10 pg/
mL) fue suficiente para regular la maquinaria de metilacion del ADN. A continuacién, evaluamos la expresidn de
la proteina DNMT después del tratamiento con AntiGan con microscopia de inmunofluorescencia. Sin embargo,
los niveles de proteina DNMT3a fueron mas altos en las células HepG2 y HCT116 después del tratamiento con
AntiGan que en las células no tratadas (Figura 4G,H). Este aumento se observé en ambas concentraciones de
AntiGan (10 y 50 pg/mL).

56 - Boletin Médico EuroEspes Health



A) HepG2 B) HCT116 Q) HepG2
0.12 0.15 14
0.1 . ! % 1.2
X 008 & 01 DE: .
u 0.06 (_E) - 0.8
: | = o0s
& oo | 2 005 S o
0.02 Q o . .
0 0 0
AntiGan (pg/mL) - 10 50  AntiGan (pg/mL) - 10 50 AntiGan (pg/mL) . 10 50
D) HCT116 E) HepG2 F) HCT116
1.4 1.2 | 1.4
g 12 g 1 g 12
e 1 e | <
[ 08 g 08 | 1=
- 50.3
E 0.6 E 06 | Pos .
Z 04 s 4 | 0.4 »
B .2 v . g 0.2 | ' * Qo2
i} —1 o L 0
AntiGan (pg/mL) - 10 50 AntiGan (pg/mL) - 10 50 AntiGan (pg/mlL) - 10 50
G) HepG2 cells
CONTROL ANTIGAN 1019 ANTIGAN 50ug

DNMT / DAPI

--

H) HCT116 cells
CONTROL ANTIGAN 1039 ANTIGAN 5019

..

DAPI

Fig. 4. AntiGan regula la metilacion del ADN en lineas celulares de cancer colorrectal y de higado. Las
células HepG2 y HCT116 se trataron con AntiGan (10 y 50 pg/mL) durante 48 h. Los niveles globales
de metilacién del ADN (5 mC) se midieron en células HepG2 (A) y HCT116 (B) y se expresaron como
porcentajes. Los niveles de ARNm de DNMT1 se midieron mediante gPCR en células HepG2 (C) y
HCT116 (D). Los niveles de ARNm de DNMT3a también se midieron mediante gPCR en células HepG2
(E)y HCT116 (F). Los resultados se expresan como cambio de densidad en comparacién con las células
no tratadas. Las células HepG2 (G) y HCT116 (H) se inmunotifieron con un anticuerpo contra DNMT3a
(rojo). Células de control; B ANTIGAN 10 ug/mL; C ANTIGAN 50 ug/ml. Se usé DAPI (en azul) para
marcar los nucleos. Los datos se expresan como media = S.E.M. La significacion estadistica entre
grupos se calculé con ANOVA de una via con correccién de Bonferroni post hoc para comparaciones
multiples y se muestra como: * p < 0,05. 5 mC, 5-metilcitosina; gPCR, PCR cuantitativa en tiempo real.
Barra de escala: 100 pm para todas las imagenes.
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Sin embargo, el andlisis detallado mostré diferencias en términos de localizacion de DNMT3a. La
inmunorreactividad de DNMT3a se observd principalmente dentro de los nucleos de las células HepG2 y
HCT116 tratadas con vehiculo control. Sin embargo, AntiGan disminuyé la inmunopositividad DNMT3a nuclear,
pero aumentd la citoplasmatica, en ambas lineas celulares (Fig. 5A,B). La presencia de tincién citoplasmética
de DNMT3a después del tratamiento con AntiGan puede explicar la disparidad en el efecto de AntiGan entre
nuestros datos de ARNm y proteinas.
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Fig. 5. AntiGan regula la localizacién celular de DNMT3a en células cancerigenas in vitro. Las células
cancerigenas HepG2 (A)y HCT116 (B) se trataron con AntiGan (10 y 50 pg/mL) durante 48 h. Las células
se inmunotifieron con un anticuerpo especifico contra DNMT3a (rojo) y se contrastaron con DAPI (azul)
para marcar los nucleos. Las imdgenes combinadas que muestran inmunorreactividad de DNMT3a/
tincién de DAPI se encuentran en la columna derecha de los paneles. Barra de escala: 100 ym para
todas las imagenes.

AntiGan regula la expresién y actividad de Sirtuina en células HepG2 y HCT116

Las Sirtuinas regulan la supervivencia, la apoptosis, la metéstasis y la tumorigénesis de las células cancerigenas.
AntiGan redujo la actividad SIRT en las Iineas celulares HepG2 y HCT116 (Figura 6). En las células HepG2, AntiGan
(50 pg/mL) provocd una ligera disminucién de la actividad SIRT (p = 0.04) (Fig. 6A); sin embargo, AntiGan, en
concentraciones de 10y 50 pg/ml, redujo significativamente la actividad SIRT solo en células HCT116 (p = 0.034
yp =y 0.041, respectivamente) (Fig. 6B). Si bien SIRT1 estimula el crecimiento y la proliferacién celular en una
variedad de subtipos de céncer, también puede actuar como un supresor de tumores. AntiGan (10 y 50 pg/
mL) redujo la expresion de ARNm de SIRT1 en células HepG2 y HCT116 en comparacién con las células no
tratadas, y estas reducciones fueron similares en ambas concentraciones de AntiGan (Fig. 6C,D). AntiGan (10
y 50 pg/mL) redujo los niveles de ARNm de SIRT2 mas de 10 veces en células HepG2 (de 1 a 0.053 y 0.057,
respectivamente) (Fig. 6E). AntiGan (10 y 50 pg/mL) redujo los niveles de SIRT2 en aproximadamente un 70% (de
1a0.35y0.38, respectivamente) en células HCT116 (Fig. 6F). Estas reducciones fueron nuevamente similares en
ambas concentraciones de AntiGan. Para determinar el efecto de AntiGan en la expresiéon de la proteina SIRT1,
inmunomarcamos células HCT116 con un anticuerpo contra SIRT1; Las células SIRT1 inmunopositivas fueron
ligeramente méas numerosas en presencia de 10 y 50 pg/mL de AntiGan que en las células no tratadas (Fig. 6G).
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Fig. 6. AntiGan regula la actividad y expresién de SIRT. Las células cancerigenas HepG2 y HCT116 se
trataron con AntiGan (10 y 50 pg/mL) durante 48 h. La actividad de sirtuina se midié en células HepG2
(A)y HCT116 (B), los niveles de ARNm de SIRT1 se midieron en células HepG2 (C)y HCT116 (D), y los
niveles de ARNm de SIRT2 también se midieron en células HepG2 (E) y HCT116 (F). Los resultados se
expresan como cambios en la induccién de actividad celular frente a células no tratadas. (G) Las células
HCT116 se inmunomarcaron con un anticuerpo contra SIRT1 (rojo). Células de control; B ANTIGAN
10 ug/mL; C ANTIGAN 50 ug/ml. Las células se contratifieron con el marcador de ADN nuclear DAPI
(azul). La significaciéon estadistica entre grupos se calculé con ANOVA de una via con correccién post
hoc de Bonferroni para comparaciones mdltiples y se muestra como: * p < 0,05. gPCR, PCR cuantitativa

en tiempo real; SIRT, sirtuina.
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Lainmunolocalizacion de SIRT1 se alterd en células tumorales tratadas con AntiGan. En células HCT116 expuestas
a AntiGan (10 pg/mL), se detecté inmunorreactividad de SIRT1 en el nicleo y en el citoplasma; en las células
tratadas con vehiculo control, la tincién positiva para SIRT1 se limitd principalmente al interior de los nucleos. La
localizacidn citoplasmética de SIRT1 fue mayor en las células HCT116 tratadas con 50 pg/mL de AntiGan (Fig. 7).

HCT116 cells

h - . 1
B . . 1
- . . 1

Fig. 7. AntiGan regula la localizacion celular de SIRT1. Las células cancerigenas HCT116 se trataron
con AntiGan (10 y 50 pg/mL) durante 48 h. Las células se inmunomarcaron con un anticuerpo
contra SIRT1. Los nucleos se contrastaron con DAPI (azul). Las imdgenes combinadas que muestran
inmunorreactividad de SIRT1/tincion DAPI se encuentran en la columna derecha de los paneles. Barra
de escala: 150 pm para todas las imégenes.
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CONCLUSIONES

En este estudio, hemos evaluado el nutracéutico AntiGan como un potencial agente terapéutico contra el cancer.
Los resultados aqui presentados demuestran que AntiGan aumenta la apoptosis y reduce la viabilidad de células
cancerigenas, mediante la expresiéon de COX-2 e IL-17 en las lineas celulares HepG2 y HCT116. Ademas, AntiGan
regula la metilacion del ADN y la actividad y expresién de SIRT, lo que indica que AntiGan es un Epinutracéutico
contralas célulastumorales descritas. Aunque se han desarrolladoy probado varios Epimedicamentos en ensayos
clinicos para el tratamiento de tumores, estos han mostrado cierto grado de toxicidad sistémica y algunos efectos
secundarios adversos. Los nutracéuticos (EpiNutracéuticos), sin embargo, pueden ser un tratamiento eficaz y
fiable para evitar tales efectos indeseables en pacientes con cancer. Nuestros datos muestran que AntiGan es un
poderoso compuesto antitumoral y epigenético contra las células cancerigenas de higado y colon in vitro (11);
estos resultados pueden ayudar a ampliar las opciones terapéuticas actuales y futuras, al mejorar notablemente
el tratamiento de pacientes con cancer.
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CEREBRO ALTERADO
POR LA MARIHUANA

IVAN TELLADO

Departamento de Diagnostico Digital

Centro Internacional de Neurociencias y Medicina Gendmica

La marihuana (Cannabis sativa L.) es una planta
asidtica originaria del Himalaya, extendida hoy
por el mundo entero y usada ampliamente como
psicotrépico. La creencia acerca de su menor poder
dafiino con respecto a otras drogas, como la cocaina
y la heroina, ha hecho que sea, posiblemente, la
droga mas consumida en los paises industrializados.
Sin embargo, estd bien establecido que es una
sustancia que produce alteraciones en la actividad
cerebral y efectos perniciosos sobre la memoria,
atencion, funciones  psicomotoras, funciones
ejecutivas y toma de decisiones (1,2). El consumo
de marihuana genera adiccién. La dependencia
produce un aumento progresivo del numero de
dosis y de la duracién total de intoxicacién. Ambos
factores aumentan dramaticamente el dafio cerebral.
La principal sustancia psicoactiva de la marihuana es
el tetrahidrocannabinol (THC) que interacciona en el
cerebro con los receptores cannabinoides, causando
una inhibicion de la transmisién presindptica con
una disminucién aguda de la funcién cognitiva (3).
Estudios hemodindmicos han descrito una caida
de la perfusion cerebral que hace que disminuya
significativamente el aporte de oxigeno a las células
cerebrales (4).

El electroencefalograma cuantitativo (qEEG) ofrece
un método no invasivo y de bajo coste para encontrar
biomarcadores de intoxicacidn y deterioro cognitivo
asociados al consumo de cannabis. La intoxicacién
aguda produce un rapido deterioro de la funcién
cerebral. Se han documentado alteraciones en la
banda de frecuencia theta (Fig. 1), con un aumento
de la conectividad frontal y un descenso de las
interconexiones anterio-posteriores (5). También
se ha descrito un aumento de descargas de ondas
lentas agudas y puntas en regiones frontales y un
riesgo aumentado de ataque epiléptico en ciertas
personas (6). Los consumidores habituales presentan
rasgos especificos en su actividad cerebral, tanto en
la actividad cortical como en la conectividad entre
diferentes areas, que dan lugar a pérdida de eficacia

neuronal y a déficit cognitivo. Los consumidores
habituales exhiben un cerebro “ruidoso” con una
conectividad inter e intrahemisférica alterada y un
aumento del poder de las ondas theta, betay gamma
(Fig. 2), que sugiere una mayor activacion cortical
en reposo y una desinhibicién de las funciones
inhibitorias, que podrian interrumpir los procesos
cognitivos (7). Investigaciones recientes centradas
en el estudio de la funcion cerebral en reposo
demuestran que el consumo prolongado de cannabis
estd asociado a un estado de hiperactivacion neural
y a una comunicaciéon deficiente entre diferentes
regiones cerebrales (8). Patrones andmalos de
actividad cerebral similares a estos han sido
encontrados en heroinémanos (9), alcohdlicos (10) y
cocainémanos (11). La region cerebral més afectada
es el 16bulo frontal, en el que los cambios en la
actividad bioeléctrica cerebral estdn acompanados
por un descenso significativo del flujo sanguineo
(12). La disfuncién del Iébulo frontal se correlaciona
con problemas emocionales, impulsividad y una
pérdida de control acerca del consumo que aumenta
los niveles de adiccién.

En los ultimos afios se han acumulado evidencias
acerca de la asociacion del consumo de cannabis con
enfermedades psiquidtricas graves. La alteracion de
la actividad oscilatoria neuronal causada por el THC
parece estar detrds de muchos casos de psicosis y
esquizofrenia. El consumo durante la adolescencia,
que representa un estado critico de maduracion
neuronal, compromete la habilidad cerebral para
generar ciertas actividades oscilatorias normales en
el futuro adulto. Parece que uno de los mecanismos
por el que el consumo de cannabis induce psicosis
es a través de la alteracidn de las actividades theta y
gamma, que estan significativamente desreguladas
en la esquizofrenia y se encuentran involucradas en
la funcion perceptiva y cognitiva. Recientes estudios
han mostrado anormalidades en la actividad cerebral
parecidas a las observadas en esquizofrenia junto
con alteraciones en la atencién, memoria de trabajo
e integracion senso-motora, entre otras (13). La
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relacién causal entre el consumo de cannabis y el
riesgo aumentado de sufrir esquizofrenia se ha visto
reforzada con nuevas evidencias desde un enfoque
genético. En un reciente estudio usando 10 variantes
genéticas relacionadas con el consumo de cannabis
en 32 300 consumidores y 45 604 controles, el
consumo se asocié con un riesgo incrementado de
sufrir esquizofrenia (14).

Nuevos hallazgos apuntan a los efectos epigenéticos
del cannabis. La exposicién en los periodos
pregestacional (en madre y padre) y prenatal esta
asociada a procesos epigenéticos, tales como la
metilacion del ADN y la modificacién de las histonas,
que alteran la expresién de genes clave en el
desarrollo fetal. La programacién epigenética fetal
sugiere alteraciones en regiones involucradas en el
desarrollo del trastorno del espectro autista (TEA),
trastorno por déficit de atencién con hiperactividad
(TDAH), esquizofrenia, adicciény otras enfermedades
psiquiatricas(15).El consumo de cannabis contribuye,
por tanto, al desarrollo de enfermedades mentales a
través de mecanismos epigenéticos.

Cannabis
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En resumen, el uso de la marihuana como sustancia
psicotropica genera estados de actividad cerebral
alterados, queinvolucran especialmente ala actividad
theta y a las actividades rapidas beta y gamma, y que
constituyen un riesgo creciente de sufrir enfermedad
mental grave, sobre todo si su uso tiene lugar en
momentos clave del desarrollo neuronal (prenatal y
adolescencia), con la participacion de mecanismos
epigenéticos y en individuos genéticamente
vulnerables.
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Imagen2. Espectrograma mostrando el exceso de actividad theta (en rojo) alrededor de los 5.5 Hz en regiones frontales que exhibe un consumidor habitual de cannabis. Se puede observar también un ligero

aumento de la actividad beta en el rango de 14-14.5 Hz en regién frontal izquierda.
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LA VARIANTE OMICRON POTENCIA LA
INMUNIDAD ANTI-COVID

La industria y la politica se han apresurado en
intentar SARS-CoV-2 Delta y Omicron son variantes
de preocupacién (COV) relevantes a nivel mundial.
Si bien las personas infectadas con Delta corren el
riesgo de desarrollar una enfermedad pulmonar
grave, la infeccién por Omicron a menudo causa
sintomas mas leves, especialmente en personas
vacunadas. Surge la pregunta de si las infecciones
generalizadas por Omicron podrian conducir a una
futura proteccion de variantes cruzadas, acelerando
el final de la pandemia. Rahul K. Suryawanshi y
colegas de los Gladstone Institutes de San Francisco
muestran que sin vacunacion, la infeccidén con
Omicron induce una respuesta inmune humoral
limitada en ratones y humanos. Los sueros de ratones
que sobreexpresan el receptor humano ACE2 e
infectados con Omicron neutralizan solo Omicron,
pero no otros COV, mientras que se observé una
neutralizacion més amplia de variantes cruzadas
después de las infecciones por WAT y Delta. A
diferencia de WA1 y Delta, Omicron se replica
a niveles bajos en los pulmones y cerebros de
animales infectados, lo que lleva a una enfermedad
leve con una expresidén reducida de citoquinas
proinflamatorias y una activacion disminuida de las
células T residentes en los pulmones. Los sueros de
individuos no vacunados e infectados con Omicron
muestran la misma neutralizacién limitada de solo
Omicron. Por el contrario, las infecciones irruptivas
de Omicron inducen titulos de neutralizacién
generales mas altos contra todos los COV. Estos
resultados demuestran que la infeccién por Omicron
mejora la inmunidad preexistente provocada por
las vacunas, pero, por si sola, puede no conferir una
amplia proteccién contra las variantes no Omicron
en individuos no vacunados.

Suryawanshi, R.K., Chen, I.P., Ma, T. et al. Limited cross-
variant immunity from SARS-CoV-2 Omicron without
vaccination. Nature (2022).

https://doi.org/10.1038/s41586-022-04865-0.

SUSCEPTIBILIDAD ANTIVIRAL DE OMICRON

La reciente aparicién de variantes de Omicron del
SARS-CoV-2 que poseen numerosas mutaciones
ha suscitado preocupacién por la disminucion de
la eficacia de las vacunas actuales, los anticuerpos
monoclonales terapéuticos y los medicamentos
antivirales para covid-19 contra estas variantes.
El linaje original de Omicron, BA.1, prevalecié en
muchos paises, pero més recientemente, BA.2 se ha
vuelto dominante en al menos 68 paises.

Ryuta Uraki y colegas de la Universidad de Tokio,
evaluaron la capacidad replicativa y la patogenicidad
de los aislados infecciosos auténticos de BA.2 en
ratones y hamsteres inmunocompetentes que
expresan ACE2 humano (hACE2). En contraste
con datos recientes con cepas quiméricas y
recombinantes de SARS-CoV-2, que expresan las
proteinas espiga de BA.1 y BA.2 en una columna
vertebral ancestral WK-5214, observaron una
infectividad y patogenicidad similares en ratones y
hamsteres entre BA.2 y BA.1, y menos patogenicidad
en comparacion con las cepas tempranas de SARS-
CoV-2.También observaron una reduccién marcaday
significativaenlaactividad neutralizante del plasmade
individuos convalecientes de COVID-19 y receptores
de vacunas contra BA.2 en comparacién con cepas
ancestrales y variantes delta. Ademas, vieron que
algunos anticuerpos monoclonales terapéuticos
(REGN10987/REGN10933, COV2-2196/COV2-
2130 y S309) y farmacos antivirales (molnupiravir,
nirmatrelviry S-217622) pueden restringir la infeccién
viral en los dérganos respiratorios de los hédmsters
infectados con BA.2. Estos hallazgos sugieren que la
replicacién y patogenicidad de BA.2 es comparable
a la de BA.1 en roedores y que varios anticuerpos
monoclonales terapéuticos y compuestos antivirales
son efectivos contra las variantes de Omicron/BA.2.

Uraki, R., Kiso, M., lida, S. et al. Characterization and
antiviral susceptibility of SARS-CoV-2 Omicron/BA.2.
Nature (2022).

https://doi.org/10.1038/s41586-022-04856-1
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LOS DANOS DE LA PANDEMIA

;Como se cuenta el coste de una pandemia?
El COVID-19 ha matado a unos 15 millones de
personas desde que surgid a finales de 2019, pero
su impacto en la salud llega mucho més alla. Para
cientos de millones de personas en todo el mundo,
la infeccidon con el coronavirus SARS-CoV-2 ha traido
una serie de problemas, desde los efectos agudos
de la enfermedad hasta los sintomas duraderos
conocidos como COVID prolongado o persistente.
Calcular el tamano de esa carga de salud es un
desafio importante: los gobiernos usan esas cifras
para planificar cémo gastar los presupuestos de
atencién médica. Asi que los investigadores estan
empezando a contar los impactos generales en la
salud y tratando de extraer lecciones de cualquier
patron. Esperan, por ejemplo, discernir como se ven
afectadas las diferentes poblaciones y proporcionar
evidencia sobre los efectos de los despliegues de
vacunas y las nuevas variantes del virus.

Los grupos de investigacion estadn explorando una
serie de formas de calcular la carga de COVID-19, y
muchos estdn comenzando a mostrar sus resultados.
Los primeros datos sugieren que el impacto es
significativo y varia segun el pais. Un estudio encontré
que la COVID-19 tuvo un alto coste en 16 paises
europeos, pero que los impactos en las diferentes
naciones variaron debido a factores que van desde
la estructura de edad de la poblacién hasta las
respuestas politicas a la pandemia.

Las estimaciones producidas por los equipos
nacionales proporcionan mas detalles. En Escocia, la
COVID-19 fue la segunda, después de la cardiopatia
isquémica, que mas impacto tuvo en la salud de la
poblacidon en 2020. En los Paises Bajos, ese afio, la
carga fue 16 veces mayor que la de una temporada
tipica de gripe.

Con la pandemia todavia haciendo estragos en
muchas partes del mundo, es demasiado pronto
calcular el nimero total de victimas. Pero algunos
investigadores creen que ha ayudado a cambiar
la forma en que se calculan los efectos de las
enfermedades sobre la salud. Los investigadores
ahora estan armonizando los procesos que utilizan
para estimar la carga de la enfermedad y adaptando
los modelos a los datos disponibles en cada
ubicacidn. Esperan que esto haga que los resultados
sean mas precisos.

El Servicio Nacional de Salud del Reino Unido
enumera una docena de sintomas de COVID-19
para adultos, desde la pérdida del olfato hasta una
temperatura alta. Incluso las personas que tienen
un caso relativamente leve y superan los sintomas

68 - Boletin Médico EuroEspes Health

en casa pueden ver efectos duraderos en la salud,
como fatiga o dificultad para respirar. Si los sintomas
contindan mas alléd de un par de meses, las personas
pueden ser diagnosticadas con una enfermedad
ampliamente  conocida como COVID largo,
prolongado o persistente.

Para cuantificar cémo una enfermedad afecta a toda
una poblacién, los cientificos combinan datos sobre
experiencias individuales. Estos incluyen el nimero
de personas infectadas, el nimero de personas
que tuvieron ciertos sintomas, la duracién de las
enfermedades, cudntas necesitaron tratamiento
hospitalario o murieron, y las edades de los
pacientes, entre otras cosas. Luego los usan para
calcular cuéntos afios de vida se han perdido por la
enfermedad y cuéntos afos se viven con sintomas
incapacitantes.

Los investigadores pueden utilizar la esperanza
de vida promedio en un pais para calcular cuantos
anos de vida se han perdido debido a la muerte
prematura. Sin embargo, las pérdidas debidas a
la discapacidad son mas dificiles de calcular. Para
cuantificarlos, los investigadores utilizan datos
sobre el nimero de personas afectadas por una
determinada enfermedad, la cantidad de tiempo
que latieneny un valor para la enfermedad conocido
como peso de discapacidad. El grupo global de
carga de morbilidad del IHME mantiene una lista
estandarizada de pesos de discapacidad; la uUltima
versién disponible, publicada en 2019, le da a un
dolor de oido leve un peso de discapacidad de 0.013
y esclerosis multiple severa de 0.719 (un peso de 0 es
salud perfecta; un peso de 1 es la muerte).

Actualmente, no existe un peso de discapacidad
estandarizado para COVID-19. En cambio, los
investigadores utilizan los pesos de discapacidad
asociados con otras enfermedades infecciosas
y condiciones de salud similares. El total de los
anos de vida perdidos debido a una enfermedad,
discapacidad o muerte prematura da una estimacion
de la carga en una unidad conocida como afios
de vida ajustados por discapacidad, o AVAD. Es la
piedra angular de la investigacién sobre la carga de
la enfermedad. Los datos que entran en los AVAD
provienen de una variedad de fuentes. Muchos
son recogidos rutinariamente por las autoridades
sanitarias nacionales. Para COVID-19, algunos datos
se han recopilado a través de esfuerzos de vigilancia
dirigidos, como el estudio REACT (Evaluacién en
tiempo real de la transmisién comunitaria), un
ejercicio de muestreo masivo que comenzd en
2020 y ha narrado cémo el SARS-CoV-2 se estd
moviendo a través de Inglaterra y qué sintomas estan
experimentando las personas.



Los datos del estudio REACT sugieren que los
efectos de COVID-19 en la salud pueden persistir.
Una preimpresion publicada en el servidor medRxiv
en julio pasado sugirié que el 19% de la poblacién
inglesa habia tenido COVID-19, y que alrededor
de un tercio de ellos, mas de 2 millones de adultos,
habian experimentado uno o mas sintomas durante
al menos 12 semanas. Eso es el 6% de la poblacion.

Los primeros resultados sobre la salud perdida por
CQVID-19 se estan filtrando. En general, el impacto
de COVID-19 ha sido draméticamente alto en
todo el mundo. La investigacidn europea sugiere
que Eslovaquia probablemente tuvo una carga
menor que otros paises porque el gobierno actud
rapidamente para bloquear y la gente cumplié. Por
el contrario, la carga fue mayor en Suecia, donde
el gobierno adopté un enfoque de "inmunidad
colectiva" y permitié que el virus se propagara en
gran medida sin control. Los anélisis individuales de
los paises también revelan grandes diferencias en la
carga sanitaria de la COVID-19. Una investigacion
de Malta revela que entre marzo de 2020 y marzo
de 2021, el COVID-19 se convirtié en la cuarta causa
principal de discapacidad, después de la cardiopatia
isquémica, el dolor lumbar y la diabetes. En india,
se ubicdé mucho mas abajo en la lista: utilizando los
datos de 2019 como guia, habria representado el
3% de la carga total de salud, colocéandola fuera del
top 10y calificdndola como una carga menor que la
cardiopatia isquémica, las deficiencias nutricionales y
las enfermedades respiratorias crénicas. Los autores
reconocen, sin embargo, que los casos de COVID-19
podrian estar subnotificados en la India, lo que
afectaria la tasa de AVAD.

Cada proyecto obtiene sus datos de manera
ligeramente diferente, lo que puede aumentar la
variacion en las estimaciones de DALY. El grupo de
investigacion que estimé los AVAD para 16 paises
europeos, por ejemplo, utilizé6 datos agregados del
Centro Europeo para la Prevencion y el Control de
las Enfermedades (ECDC), la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) y el Grupo del Banco Mundial;
muchos de los estudios nacionales utilizaron datos
mas detallados especificos de cada pais. Como
consecuencia, las estimaciones de AVAD para el
mismo pais varian en diferentes manos. Utilizando
datos del ECDC, la OMS y el Banco Mundial para
Dinamarca, por ejemplo, se obtiene una cifra de 116
AVAD por cada 100 000 personas, mientras que el
grupo de Monteiro Pires utilizé datos de los sistemas
de salud de Dinamarca para llegar a una cifra mas
cercana a 520 (go.nature.com/3ménsrj).

Variosdelosestudios de paises europeosindividuales
han sido apoyados por la Red Europea de Carga
de Enfermedad, un proyecto lanzado en 2019 para
mejorar la forma en que se calcula y comprende la

carga de enfermedad. La red de epidemidlogos e
investigadores de salud publica de 53 paises de
todo el mundo se dio cuenta rédpidamente de que
deberia documentar la carga de salud publica del
virus pandémico naciente, y comenzd a desarrollar
un protocolo de consenso, que incluye un modelo
especifico para la progresién de la enfermedad de
COVID-19 desde la infeccién hasta la recuperacion
o la muerte. Los investigadores de la red ahora
han completado las estimaciones de carga para
Malta, Dinamarca, los Paises Bajos, Escocia, Irlanda
y Alemania, y se espera que aparezcan mas en los
proximos meses.

Las pandemias incapacitan a las personas: la leccidon
de historia que los responsables de la formulacion
de politicas ignoran. Todavia no hay una estimacién
del costo de salud mundial de COVID-19, pero el
IHME ha estado produciendo cifras para un catédlogo
de otras enfermedades desde la década de 1990.
A principios de 2020, cuando quedd claro que una
pandemia estaba en marcha, el instituto ya tenia la
maquinaria para comprender los efectos méas amplios
del SARS-CoV-2 en la salud y se puso a trabajar para
agregar COVID-19 al catadlogo. Alrededor de 100
miembros del personal fueron desviados al esfuerzo.
Sus datos se estan considerando actualmente para
su publicacidn.

A diferencia de muchos otros célculos, los datos
incluyen estimaciones de la carga de COVID largo.
Los hallazgos sugieren que en 2020 y 2021, se
estima que 4.6 millones de personas en los Estados
Unidos tuvieron sintomas que persistieron durante
al menos tres meses. La definiciéon del grupo de
COVID largo gira en torno a tres grupos de sintomas,
centrdndose en la fatiga, los problemas cognitivos y
los problemas respiratorios en curso. Més del 85%
de estos casos se produjeron como resultado de un
ataque de COVID-19 que no requiridé tratamiento
hospitalario. Alrededor del 5% de las mujeres y el
2% de los hombres que tuvieron un caso leve de
COVID-19 todavia tenian sintomas 6 meses después
de que termind la fase aguda de la enfermedad.
Para los tratados en el hospital, fue del 26% de las
mujeres y el 15% de los hombres, aumentando al
42% vy al 27%, respectivamente, si el paciente pasé
tiempo en la unidad de cuidados intensivos. Las
personas con COVID largo tienen un peso promedio
de discapacidad de 0.21, equivalente a una pérdida
auditiva completa o una lesién cerebral traumética
grave.

Un gran problema para los investigadores que
intentan estimar la carga de COVID-19 esla cobertura
de los datos. Algunos paises, como los de las islas del
Pacifico, registran tan pocos casos que los datos no
son estadisticamente sélidos. Y muchos paises del
Africa subsahariana, entre otras regiones, carecen
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de la capacidad de rastrear el exceso de muertes
debido a COVID debido a sistemas de registro
inadecuados. El grupo IHME evita esto utilizando
datos de paises vecinos para generar estimaciones
especificas de cada pais. Pero en Ultima instancia, los
célculos precisos requerirdn la recopilaciéon de datos
mas detallados. El segundo punto ciego de los datos
es el COVID largo. Hasta ahora, solo unos pocos
grupos de investigacién fuera del IHME han incluido
estos datos en sus estimaciones. Otros piensan
que sin una buena informacién sobre COVID largo,
calcular la carga de la enfermedad es prematuro.

AHEAVY BURDEN

Researchers are starting to analyse how many years of life have been lost to death and
ill health from COVID-19, measured in units called disability-adjusted life years (DALYs).

The toll of COVID-19 in Europe

An analysis of 16 European countries using data from sources such as the World Health
Organization suggests that the toll can vary widely depending on a population’s age
structure or, perhaps, a government’s response to the pandemic. National estimates,
using more detailed data, tend to yield larger burden estimates.

COVID-19 DALYs per 100,000 people (data for 2020):
Country-level data (where available)

@ European study

Netherlands

429

Czech
Republic Sweden
534 529
Luxemnbourg Portugal Poland
am 2719 239

Slovakia Finland Estonia
101 59 55

How COVID-19 stacks up
In countries for which data are available, COVID-19
tends to be one of the most burdensome diseases.
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Algunas estimaciones nacionales, como las de
Escocia, Malta e Irlanda, incluyen datos limitados de
COVID a largo plazo en sus anélisis, pero reconocen
las incertidumbres.

A pesar del gran esfuerzo epidemiolégico realizado
or muchos paises e importantes grupos de
investigacion, la informacién disponible sobre los
dafos por COVID es deficiente en todo el mundo.
Puede que al sector politico no le interese saber mas
para esquivar responsabilidades.

©

Malta
Ischaemic heart disease

13,594 DALYs

Lower back pain

7106
Diabetes
5796
COVID-19
Stroke
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Ischaemic heart disease
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Lung cancer
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Stroke:
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health conditions in terms of Y
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*Data are for 2020 for COVID-19 and for ZOI7 for other conditions. onature

Infografia que muestra el nimero de afios de vida
perdidos por muerte y mala salud por COVID-19 en 16
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EL PROGRAMA SAVE DE VIGILANCIA ANTI-
coviD

La aparicion global de muchas variantes del
coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo
grave (SARS-CoV-2) pone en peligro la inmunidad
antiviral protectora inducida después de la infeccién
o la vacunacién. Para abordar la amenaza para la
salud publica causada por la creciente diversidad
gendmica del SARS-CoV-2, el Instituto Nacional
de Alergias y Enfermedades Infecciosas de los
Institutos Nacionales de Salud de EEUU establecié
el programa de Evaluacién de la Evolucién Viral
(SAVE) del SARS-CoV-2. Este esfuerzo fue disefiado
para proporcionar una evaluacion del riesgo en
tiempo real de las variantes del SARS-CoV-2 que
podrian afectar potencialmente la transmisién, la
virulencia y la resistencia a la inmunidad inducida
por infecciones y vacunas. El programa SAVE es un
componente critico de generacion de datos del
Grupo Interinstitucional SARS-CoV-2 del Gobierno
de los Estados Unidos para evaluar las implicaciones
de las variantes del SARS-CoV-2 en el diagndstico, las
vacunas y la terapéutica, y para comunicar el riesgo
para la salud publica.

El SARS-CoV-2, el agente etiolégico de la
enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19),
ha causado una pandemia devastadora que ha
provocado mas de 6 millones de muertes en todo
el mundo (https://covid19.who.int). Con ciclos
de transmisidén continuos que ocurren en todo
el mundo, han surgido variantes del SARS-CoV-2
con mutaciones en todo su genoma, incluso en
el gen de la proteina espiga, el principal objetivo
antigénico de todas las vacunas contra el SARS-
CoV-2 actualmente en uso. La répida aparicion de
variantes, la dltima de las cuales fue Omicron en
noviembre de 2021, ha generado preocupaciones
sobre cémo las nuevas mutaciones afectan la
replicacion del virus, la infectividad, la transmision y
la infeccidn, y la inmunidad inducida por la vacuna.
Esta rdpida evolucién genética del SARS-CoV-2
creé una necesidad inmediata de monitorizar y
caracterizar variantes de resistencia potencial a
contramedidas médicas.

El Departamento de Saludy Servicios Humanos de los
Estados Unidos establecié el Grupo Interinstitucional
(SIG) SARS-CoV-2 para maximizar la coordinacion
entre los Centros para el Control y la Prevencion
de Enfermedades, los Institutos Nacionales de
Salud (NIH), la Administracién de Alimentos y
Medicamentos, la Autoridad de Investigacion vy

Desarrollo Biomédico Avanzado y el Departamento
de Defensa para la respuesta de salud publica de
los Estados Unidos a la pandemia de COVID-193.
El Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades
Infecciosas (NIAID) formé el consorcio SAVE en
enero de 2021 como un componente critico de
generacion de datos para el SIG y para facilitar el
intercambio rapido de datos con socios globales y la
comunidad cientifica. El programa SAVE proporciona
una evaluacion exhaustiva del riesgo en tiempo real
de las mutaciones emergentes en las cepas del
SARS-CoV-2 que podrian afectar la transmisibilidad,
la virulencia y la inmunidad inducida por la infeccién
o la vacuna. SAVE se construyd como una linea
de evaluacién de riesgos racional, estructurada e
iterativa con el objetivo de proporcionar datos criticos
para respaldar las acciones de SIG y garantizar la
efectividad de las contramedidas contra las variantes
emergentes.

El programa SAVE se divide en tres grupos de trabajo
para proporcionar evaluaciones de riesgo en tiempo
real de las variantes del SARS-CoV-2 sobre lainfeccidon
y la inmunidad inducida por la vacuna. El grupo de
deteccién y andlisis tempranos cura y prioriza las
variantes emergentes del SARS-CoV-2. El grupo in
vitro evalla el efecto de las variantes del SARS-CoV-2
sobre las respuestas inmunes humorales y mediadas
por células. El grupo in vivo utiliza modelos animales
para probar la eficacia de la vacuna, la transmision y
definir los mecanismos inmunes y los correlatos de
proteccion. Estos datos se introducen en el SIG, que
coordina entre diferentes agencias gubernamentales
de los Estados Unidos para evaluar el impacto
de las variantes en las contramedidas criticas del
SARS-CoV-2, incluidas las vacunas, las terapias y los
diagndsticos. Este enfoque iterativo permite el flujo
de informacidn entre el programa SAVE y el SIG para
continuar priorizando y probando las variantes del
SARS-CoV-2.

El programa SAVE estd compuesto por un equipo
internacional de cientificos con experiencia en
virologia, inmunologia, vacunologia, biologia
estructural, bioinformética, genética viral y evolucién.
Cada miembro del equipo es responsable de las
contribuciones clave que van desde la curacién
de mutaciones virales, el anélisis bioinformético,
el desarrollo de nuevos reactivos, el desarrollo y
las pruebas de ensayos, la caracterizacién in vitro
y el desarrollo de modelos in vivo y las pruebas de
contramedidas. El programa SAVE se divide en tres
grupos de trabajo: 1) el grupo de deteccién y andlisis
tempranos; 2) el grupoinvitro; y (3) el grupo in vivo. El
grupo de deteccion temprana utiliza bases de datos
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publicas y herramientas de anélisis para seleccionar
y priorizar las variantes emergentes del SARS-CoV-2.
El grupo in vitro evalla el impacto de las variantes del
SARS-CoV-2 en las respuestas inmunes humorales y
mediadas por células mediante ensayos in vitro. El
grupo in vivo utiliza modelos animales pequefios
y grandes para probar la eficacia de la vacuna, la
transmisién y definir los mecanismos inmunes vy
los correlatos de proteccidon. Un tema comuin en
estos subgrupos es la integracién de enfoques
experimentales y computacionales ortogonales para
validar los hallazgos y fortalecer la evidencia de las
recomendaciones. Los esfuerzos de colaboracién
entre los genetistas de deteccion temprana y los
bidlogos evolutivos, y los virélogos/inmundlogos del
grupo in vitro permiten la rapida determinacion de las
relaciones entre la evolucién viral y la sensibilidad a
la neutralizacién. A su vez, estos resultados permiten
al equipo in vivo evaluar y evaluar la proteccién de la
vacuna en estudios con animales. El grupo SAVE invita
rutinariamente a cientificos de sitios internacionales
a presentar una evaluacién en tiempo real de las
variantes e infecciones por SARS-CoV-2 dentro de su
region. El grupo SAVE se coordina con el Repositorio
de Recursos de Investigacion de Biodefensa e
Infecciones Emergentes (BEI), el Centro de Referencia
Mundial para Virus y Arbovirus Emergentes (WRCEVA)
y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) para
distribuir aislados, proteinas y pldsmidos de SARS-
CoV-2. El grupo SAVE también tiene una politica de
intercambio abierto en la que los hallazgos se difunden
répidamente a través de servidores de preimpresién
mientras que los manuscritos se someten a una
revision formal por pares.

DeGrace, M.M., Ghedin, E., Frieman, M.B. et al.
Defining the risk of SARS-CoV-2 variants on immune
protection. Nature 605, 640-652 (2022).

https://doi.org/10.1038/s41586-022-04690-5.
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REPARAR EL DANO CAUSADO POR LA COVID-19
EN LA ESCUELA

Unodelosimpactos més negativos de lapandemiade
COVID-19 no tiene nada que ver con las infecciones
o la salud sino con el cierre de las escuelas y el dafio
causado a la educacién de unos 1600 millones de
nifos en todo el mundo.

Dos afos después de la pandemia, las escuelas
habian estado completamente cerradas durante
un promedio de més de 4.5 meses en todos los
paises. Uno de cada diez paises ha cerrado escuelas
durante mas de nueve meses, segun la organizacion
cultural de las Naciones Unidas UNESCO, y millones
de nifos en todo el mundo no han regresado en
absoluto. Los datos siguen llegando, pero estan
empezando a confirmar lo que todos temian: que
los nifos que enfrentan los mayores contratiempos
en el aprendizaje son aquellos que son pobres
o desfavorecidos. Y se sabe que las pérdidas de
aprendizaje dejan cicatrices de por vida, por lo que
es probable que esto conduzca a la pérdida de
oportunidades y menores ingresos en las proximas
décadas.

Muchas naciones quieren minimizar estas pérdidas,
pero reducir las escuelas a un simple esquema de
negocio, como de costumbre, seria un error. En
cambio, deberia aprovecharse este momento para
mejorar los sistemas de ensefianza y educacion,
apoyados en el andlisis riguroso de las consecuencias
del dafio mediante proyectos de investigacion. Los
estudios cientificos apuntan a métodos rentables
para mejorar la asistencia a la escuelay el aprendizaje
en paises de ingresos bajos y altos. Estas estrategias
van desde proporcionar informacién a los padres
y los nifios sobre los beneficios a largo plazo de la
educacion, hasta ayudar a los nifios a comprender lo
que leen, involucrar a los padres en la educacién de
los nifos, dar a los nifios comentarios significativos
sobre su trabajo y ayudar a los estudiantes a planificar
y evaluar su propio aprendizaje. Con demasiada
frecuencia, estas investigaciones son pasadas por alto
por los educadores e ignoradas por los responsables
politicos que piensan erréneamente que saben
lo que funciona mejor. Pero poner a trabajar los
conocimientos basados en la evidencia en las aulas
de todo el mundo ayudaria a los nifos a recuperarse
del dafio educativo infligido por la pandemia.
También fortaleceria sistemas educativos enteros,
muchos de los cuales estaban fallando a los nifios
mucho antes de que llegara la COVID-19. A muchos
nifos se les niega la educacién por el conflicto, la
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pobreza o la politica, incluidas crisis como la guerra
en Ucrania y la decision de los talibanes de excluir a
muchas nifias de la escuela en Afganistan.

Los defensores de la educaciéon basada en la
evidencia tienen que ser realistas sobre las
limitaciones de la investigacidn. Un gran desafio es la
enorme variacion en las aulasy escuelas dentro de los
paises y en todo el mundo. Un programa de tutoria
que ha demostrado ser efectivo en una escuela
podria no funcionar en otra si las edades, los estilos
de aprendizaje o los entornos del hogar de los nifios
difieren, o si se implementa de una manera diferente.
La investigacién educativa tiende a servir como guia,
pero no es una garantia de que algo funcione para
un aula o nifo en particular, o cuando se amplie en
toda una nacién. Por lo tanto, es fundamental que
los maestros se involucren en la investigacidony en la
aplicacién de resultados.

Un problema mayor es que la investigacién educativa
estd en gran medida desacoplada de la préctica: la
mayoria delosinvestigadores educativos no ensefan;
la mayoria de los maestros no aprenden ni participan
en mucha investigacién. Sin embargo, esto no es lo
mismo en todas partes. Investigar la efectividad de
las lecciones es una parte integral del desarrollo
profesional de los maestros en paises como China
y Japon. Otras naciones deberian aprender de este
enfoque.

Algunos han sugerido que los nifios podrian
recuperarse rapidamente de los cierres de escuelas
relacionados con COVID al poner en marcha un
impulso de aprendizaje. Una visién mas realista es
que los nifos mas acomodados se recuperaran
mas rapido, y la pandemia amplificara las profundas
desigualdades existentes en la educacién. Es por eso
que cualquier esfuerzo para ayudar a los nifios de
hoy, y construir los sistemas educativos del mafana,
debe centrarse primero en los nifilos mas marginados
y desfavorecidos.

Nature 605, 588 (2022). doi: https://doi.org/10.1038/
d41586-022-01429-0.

EL EJEMPLO DE JAPON

A través de seis oleadas de COVID-19 en Japdn,
el nimero de casos y muertes per céapita ha sido
significativamente menor que en otros paises del
G7, a pesar de tener la poblacién mas envejecida del
mundo y estar densamente poblada. Aunque Japdn
tiene altas tasas de vacunacidn, especialmente para
las personas mayores, y el uso de mascarilla es comun,
nada de esto explica la baja mortalidad por COVID en
el archipiélago nipdn. Las muertes eran pocas incluso
antes de que las vacunas estuvieran disponibles, y las
mascaras son comunes en toda Asia.

Japdén ha tratado de comprender la propagacién
y los riesgos de la enfermedad y aplicarlo para
minimizar las muertes y hospitalizaciones mientras
se mantienen las actividades sociales y econémicas.
Las compensaciones entre estos factores pueden ser
incomodas. La fuerte presién social probablemente
ayudd aaumentar las medidas de proteccién, como el
uso de maéscaras, y minimizé los comportamientos de
riesgo. En general, el gobierno equipé répidamente
a su gente con informacién para tomar medidas de
proteccidn y evitd recetas rigidas.

La constitucién de Japdn prohibe los confinamientos
estrictos, por lo que se necesitaba otra estrategia
para suprimir la transmision. De cara a la pandemia,
Japén tenia més de 8000 enfermeras de salud
publica en 400 centros de salud publica que
realizaban un rastreo de contactos "retrospectivo" de
enfermedades, como la tuberculosis, para identificar
como se infectaban las personas, y ese sistema se
adapté répidamente a COVID-19.

A finales de febrero de 2020, los cientificos habian
identificado muchos grupos de transmision y se
dieron cuenta de que la mayoria de las personas
infectadas no infectaban a nadie mas, pero unos
pocos infectaban a muchos.

El equipo del Prof. Hitoshi Oshitani, de la Tohoku
University Graduate School of Medicine, y consejero
del gobierno japonés para el control de la pandemia
advirtié contra las '3C' (sanmitsu): entornos cerrados,
condiciones de hacinamiento y entornos de contacto
cercano. A pesar de que otros paises se centraron
en la desinfeccion, Japdn promovié este concepto
ampliamente, pidiendo a las personas que evitaran
las actividades de alto riesgo, como bares de karaoke,
clubes nocturnos y restaurantes en interiores. La
gente cumplié en gran medida. Un panel de artistas,
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académicos y periodistas nombré “sanmitsu” la
palabra de moda del afio en Japdn en 2020.

Las respuestas de salud mental a la COVID-19
descuidan las realidades sociales. Desde el
comienzo de la pandemia, los japoneses rastrearon
como difieren los eventos de superpropagacion.
Otras partes del mundo han seguido coqueteando
con "volver a la normalidad" levantando totalmente
las restricciones, a menudo al servicio de la
economia, solo para ver que los casos se disparaban
nuevamente, con un nUmero significativo de
muertes. Las soluciones simples que ayudan solo a
los individuos privilegiados e inmunocompetentes
no pueden aceptarse como una "nueva normalidad",
mientras que las personas vulnerables son las mas
afectadas por tales politicas. Los datos actuales
sugieren que los ciudadanos japoneses se estan
adaptando. A finales de abril y principios de mayo,
Japon celebrd sus vacaciones de la Semana Dorada.
Este afio, casi no hubo restricciones especiales
sobre cudndo los restaurantes tenian que cerrar o
si podian servir alcohol. Las multitudes aumentaron,
pero mas pequefas que en los afios anteriores a la
pandemia, y se enfatizaron las precauciones, como
encontrar espacios ventilados. En las olas anteriores,
las personas se relajaban a medida que los casos
disminuian, lo que provocaba una ola posterior.
Pero el comportamiento después del aumento a
principios de este afio parece diferente, incluso sin
medidas restrictivas en vigor.

La situacion es cada vez mas complicada. La gente
es reacia a aceptar medidas estrictas, incluso con
el aumento de casos, porque la cobertura de la
vacuna es alta y las tasas de mortalidad de Omicron
son maés bajas. Hay maés intervenciones disponibles,
especialmente en un pais de altos ingresos como
Japén: vacunas de refuerzo, antivirales, mejor
atencién clinica y medidas de salud publica, como
monitores de CO2 para rastrear la ventilacién en
edificios publicos. Pero no hay una bala de plata que
pueda eliminar el virus. Ciertamente, la respuesta de
Japdn no ha sido perfecta y ha recibido criticas. Es
cierto que la capacidad de prueba inicial del pais
era limitada, pero las pruebas exhaustivas no son
suficientes para suprimir la transmision.

Los cientificos y los asesores gubernamentales
tienen que lidiar con el hecho de que aldn no se
conoce el equilibrio adecuado a largo plazo. Hay
que comprender que el comportamiento tanto del
virus como de las personas esté sujeto a cambios, y
las recomendaciones deben ajustarse a medida que
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se desarrollan dichos cambios.

A menudo, frases como 'estrategia de salida' o
'volver a la normalidad' son utilizadas por personas
que aforan los dias en que viviamos sin la amenaza
de este virus. Pero no estamos cerca de volver a la
normalidad. Las naciones deben seguir buscando el
mejor equilibrio entre la supresién de la transmisidn
y el mantenimiento de las actividades sociales
y econdmicas, utilizando todas las herramientas
disponibles a medida que se aplican a las culturas,
tradiciones, marcos legales y préacticas existentes,
para minimizar el sufrimiento en todo el mundo.

Quizéd el mejor ejemplo de Japdén haya sido la
utilizacién del sentido comun, el respeto a la libertad
de las personas, el permitir a la ciencia asesorar a
las administraciones involucradas en salud publica y
evitar todo triunfalismo politico.

Nature 605, 589 (2022). doi: https://doi.org/10.1038/
d41586-022-01385-9
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VARIANTES OMICRON

La familia Omicron ahora incluye BA.2.12.1, que esté
ganando terreno en América del Norte, asi como
BA.4 y BA.5, que se estan extendiendo rapidamente
en Sudafrica.

En un futuro previsible, el coronavirus SARS-CoV-2
continuaré evolucionando hacia nuevas variantes que
conducen a oleadas de infecciones. En 2020 y 2021,
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) anuncié
la aparicién de variantes preocupantes al darles
nombres del alfabeto griego. Pero este afio, Omicron
se ha mantenido en el centro de atencidn, con
miembros de su familia, subvariantes, alimentando
aumentos repentinos a medida que evaden los
anticuerpos que las personas han generado a partir
de infecciones y vacunas anteriores. Por ejemplo, la
subvariante Omicron BA.2.12.1 estéd ganando terreno
en América del Norte, ya que ahora representa
aproximadamente el 26% de los genomas del SARS-
CoV-2 presentados a la iniciativa de datos GISAID,
y BA4 y BA5 se estdn propagando rapidamente
en Sudéfrica, comprendiendo mas del 90% de los
genomas secuenciados.

El SARS-CoV-2 adquiere mutaciones a medida que
se replica en las células. Técnicamente, esto significa
que millones de variantes probablemente surgen
todos los dias. Pero la mayoria de las mutaciones
no mejoran la capacidad del virus para sobrevivir y

reproducirse, por lo que estas variantes se pierden
en el tiempo, superadas por las versiones mas
adecuadas.

Sin embargo, una pequefia parte de las variantes
ganan efecto. Cuando esto sucede, losinvestigadores
que realizan vigilancia gendémica sefalan muestras
que tienen el mismo conjunto de mutaciones
distintas. Para saber si estas muestras constituyen
una nueva rama en el arbol genealdgico del SARS-
CoV-2, se ponen en contacto con bioinforméticos
que han establecido sistemas de nomenclatura para
el virus. Un grupo popular, llamado Pango, consiste
en aproximadamente dos docenas de bidlogos
evolutivos y bioinforméticos que comparan las
secuencias de las muestras con cientos de otras
utilizando software filogenético. El nombre del
grupo deriva de un programa de software llamado
Pangolin, creado originalmente por el bioinformético
Aine O'Toole en la Universidad de Edimburgo, Reino
Unido. Si el andlisis sugiere que las nuevas muestras
derivaron del mismo ancestro comin reciente,
significa que son un linaje distinto en el arbol del
coronavirus. Al determinar sinombrar el linaje, Pango
considera si las variantes han aparecido con mas
frecuencia a lo largo del tiempo y si sus mutaciones
se encuentran en regiones del virus que podrian
darle una ventaja competitiva. En este punto, una
etiqueta de linaje no indica riesgo. Méas bien, permite
a los cientificos vigilar una variante y aprender mas.

Fotomicrografia: National Institutes of Health/
Science Photo Library.
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EVOLUTION OF A VIRUS

Variants of the SARS-CoV-2 coronavirus arise constantly as it evolves. But so
far, only five have met the World Health Organization's criteria to be called
variants of concern. By definition, these variants are much more transmissible,
virulent or able to escape an immune response than the versions that came
before them. Researchers can watch the evolution of SARS-CoV-2 by tracking
genomic sequences submitted to data platforms such as GISAID.
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Nature, 27 May, 2022. doi: https://doi.org/10.1038/
d41586-022-01466-9.
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LA VACUNA DE LA GRIPE PODRIA PROTEGER
FRENTE A COVID-19

Las vacunas contra la influenza tienen un beneficio
sorprendente para la salud; también podrian
prevenir el COVID-19, particularmente en sus formas
mas graves, segun un estudio de Elias Tayar. El
estudio de mas de 30 000 trabajadores de la salud
en Qatar encontré que aquellos que recibieron una
vacuna contra la gripe tenfan casi un 90% menos de
probabilidades de desarrollar COVID-19 grave en
los proximos meses, en comparacion con aquellos
que no habian sido vacunados recientemente contra
la gripe. El estudio, que se realizé a fines de 2020,
antes del lanzamiento de las vacunas CQOVID-19,
estd en linea con trabajos anteriores que sugieren
que aumentar el sistema inmunoldgico utilizando
vacunas contra la influenza y otros pinchazos podria
ayudar al cuerpo a defenderse del coronavirus SARS-
CoV-2.

En los primeros meses de la pandemia, mientras
las vacunas contra la COVID-19 aln estaban en
desarrollo, los investigadores estaban intensamente
interesados en la posibilidad de que las vacunas
existentes pudieran proporcionar cierta proteccion
contra el SARS-CoV-2. Pero recopilar pruebas
sélidas de tal efecto es dificil, porque las personas
que buscan la vacunacién contra enfermedades
distintas de COVID-19 también podrian tomar otras
decisiones que reduzcan su riesgo de infectarse con
SARS-CoV-2.

Para minimizar el impacto de este "efecto de usuario
saludable", un equipo dirigido por Laith Jamal
Abu-Raddad, epidemidlogo de enfermedades
infecciosas de Weill Cornell Medicine-Qatar en Doha,
analizd los registros de salud de 30 774 trabajadores
médicos en el pais. Probablemente haya menos
variacion en el comportamiento relacionado con la
salud entre estos trabajadores que en la poblacion
general, reduciendo, pero probablemente no
eliminando, el sesgo. Los investigadores rastrearon
a 518 trabajadores que dieron positivo por
SARS-CoV-2 y los compararon con mas de 2000
participantes del estudio que habian dado negativo
para el virus. Aquellos que habian recibido una
vacuna contra la influenza esa temporada tenian un
30% menos de probabilidades de dar positivo para
SARS-CoV-2, y un 89% menos de probabilidades de
desarrollar COVID-19 grave, en comparaciéon con
los trabajadores que no lo habian hecho (aunque
el nimero de casos graves fue pequefio en ambos

grupos).

Giinther Fink, epidemidlogo de la Universidad de
Basilea en Suiza, descubrieron el mismo vinculo;
su equipo informé que las vacunas contra la gripe
se asociaron con un menor riesgo de muerte en
personas hospitalizadas con COVID-19 en Brasil.

No estd claro cuénto tiempo dura esta proteccion.
Entre aquellos en el estudio de Qatar que se
vacunaron contra la gripe y luego contrajeron
COVID-19, el equipo de Abu-Raddad registrd
infecciones por SARS-CoV-2 que ocurrieron, en
promedio, aproximadamente seis semanas después
de la vacunacién. Tampoco se sabe por qué las
vacunas contralainfluenza, que se componen de virus
de influenza muertos, protegerian contra COVID-19.
Las vacunas entrenan al sistema inmunitario para
reconocer patdégenos especificos, pero también
aceleran las defensas antivirales de accién amplia.

Saber que las vacunas contra la gripe y otras
enfermedades pueden ofrecer proteccién contra el
COVID-19, aunque solo sea parcial y por un periodo
limitado, podria limitar el dafio causado por una
futura pandemia antes de que se desarrolle una
vacuna para la enfermedad.

Nature 605, 602 (2022). doi: https://doi.org/10.1038/
d41586-022-01315-9.

Tayar, E. et al. medRxiv https://doi.
org/10.1101/2022.05.09.22274802 (2022).
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LAS VACUNAS OFRECEN POCA PROTECCION
FRENTE A COVID-19 PERSISTENTE

Las vacunas contra la influenza tienen un beneficio
Sara Reardon informa en Nature (22 de mayo), que
los resultados sugieren que las vacunas ofrecen
menos proteccion contra los sintomas persistentes
de lo esperado. La vacunacion contra el SARS-CoV-2
reduce el riesgo de COVID prolongado después de
la infeccién en solo un 15%, segln un estudio de més
de 13 millones de personas realizado por el grupo de
Ziyad Al-Aly, en el Veterans Research and Education
Foundation of Saint Louis y otros departamentos de
la Washington University School of Medicine de St.
Louis y Missouri. Esa es la cohorte més grande que
se ha utilizado hasta ahora para examinar cuanto
protegen las vacunas contra la afeccién, pero es
poco probable que termine con la incertidumbre.

El COVID prolongado, enfermedad que persiste
durante semanas o meses después de lainfeccion por
SARS-CoV-2, ha demostrado ser dificil de estudiar,
entre otras cosas porque la variedad de sintomas
hace que sea dificil de definir. Incluso descubrir lo
comun que es ha sido un desafio. Algunos estudios
han sugerido que ocurre en hasta el 30% de las
personas infectadas con el virus. Pero un estudio de
aproximadamente 4.5 millones de personas tratadas
en hospitales del Departamento de Asuntos de
Veteranos (VA) de los Estados Unidos sugiere que el
numero es del 7% en general y més bajo que el de
aquellos que no fueron hospitalizados.

Otro misterio a descubrir es sies menos probable que
ocurra COVID durante mucho tiempo después de
una infeccidn irruptiva, en una persona vacunada. El
nefrélogo Ziyad Al-Aly del VA Saint Louis Health Care
System en St Louis, Missouri, y sus colegas, analizaron
los registros de salud de VA de enero a diciembre
de 2021, incluidos los de aproximadamente 34 000
personas vacunadas que tenian infecciones irruptivas
por SARS-CoV-2, 113 000 personas que habian sido
infectadas pero no vacunadas y mas de 13 millones
de personas que no habian sido infectadas.

Los investigadores encontraron que la vacunacién
parecia reducir la probabilidad de COVID persistente
en personas que habian sido infectadas solo en
un 15%. Eso contrasta con estudios anteriores mas
pequefos, que han encontrado tasas de proteccién
mucho més altas. También es una desviacién de otro
gran estudio, que analizé datos autoinformados de
1.2 millones de usuarios de teléfonos inteligentes
del Reino Unido y descubrié que dos dosis de una
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vacuna COVID-19 redujeron a la mitad el riesgo de
COVID persistente.

Los autores del Ultimo estudio también compararon
sintomas como la niebla cerebral y la fatiga en
personas vacunadas y no vacunadas hasta seis
meses después de que dieron positivo por SARS-
CoV-2. El equipo no encontré diferencias en el tipo
o la gravedad de los sintomas entre los que habian
sido vacunados y los que no.

Ha habido mas de 83 millones de infecciones por
COVID-19 solo en los Estados Unidos. Si incluso un
pequefio porcentaje de ellos se convierte en COVID
persistente, ese es un ndmero asombrosamente
alto de personas afectadas por una enfermedad
que sigue siendo misteriosa.La proteccion limitada
proporcionada por las vacunas significa que retirar
medidas como los mandatos de mascarillas y las
restricciones de distanciamiento social podria estar
poniendo en riesgo a mas personas, particularmente
aquellasconsistemasinmunolégicoscomprometidos.
Segun Al-Aly, la vacuna solo protegeria a un 15% de
las personas. Estos resultados apuntan a la necesidad
de mas investigacion sobre COVID a largo plazo y
un desarrollo acelerado de medidas profilacticas
y estrategias terapéuticas mas alld de los recursos
empleados hasta ahora.

Reardon S. Nature, 22 May, 2022. doi: https://doi.
org/10.1038/d41586-022-01453-0.

Al-Aly, Z., Bowe, B. & Xie, Y. Long COVID after
breakthrough SARS-CoV-2 infection. Nat Med (2022).
https://doi.org/10.1038/s41591-022-01840-0
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TiMIDO RENACIMIENTO DE LA TERAPIA GENICA

Las cefalalgias autondmicas del trigémino se asocian con cefalea unilateral y La
investigacion en terapia génica ha experimentado un cierto renacimiento, con
una serie de resultados prometedores en ensayos clinicos contra enfermedades
genéticas devastadoras, incluida la anemia de células falciformes. Pero las
respuestas inmunes pueden hacer que las terapias sean menos efectivas y generar
efectos secundarios peligrosos. Nuevos enfoques en Terapia Génica y Celular
podrian reducir el riesgo de una respuesta inflamatoria deletérea.

Los investigadores han sido cautelosos durante mucho tiempo al explicar cémo
las respuestas inmunes podrian hacer que las terapias génicas fuesen menos
efectivas. Los tratamientos a menudo dependen de un virus para transportar un
gen a las células, pero si el receptor ya tiene anticuerpos contra ese virus, una
respuesta inmune podria dificultar el tratamiento. Como resultado, la participacién
en ensayos clinicos de terapia génica a menudo se limita a personas que ain no
tienen dichos anticuerpos.

En la mayoria de los estudios de terapia génica, el gen es transportado por uno
de varios adenovirus (AAV) disponibles, un grupo de virus pequefios que se han
estudiado durante casi cuatro décadas. Miles de personas han recibido una terapia
génica basada en AAV, como Zolgensma (onasemnogene abeparvovec), un
tratamiento para la atrofia muscular espinal, o Luxturna (voretigene neparvovec),
que trata una forma de distrofia retiniana que puede causar ceguera.

Los vectores AAV también se estan utilizando en ensayos clinicos de terapias
de edicién de genes, incluidas las basadas en el popular sistema CRISPR-Cas?9.
Y los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos (NIH) han lanzado un
programa para estudiar los vectores AAV, con la esperanza de fomentar una linea
de terapia génica en la que los desarrolladores puedan simplemente intercambiar
un nuevo gen terapéutico en el genoma viral para tratar una enfermedad en
particular, sin tener que realizar grandes ensayos clinicos para establecer la
seguridad. Los ensayos clinicos grandes son particularmente dificiles cuando se
trata de tratamientos para trastornos genéticos raros.
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La principal preocupacion solia ser que los anticuerpos contra un AAV o su carga
evitarian que la terapia génica funcionara o excluirian la posibilidad de administrar
multiples dosis. Pero mas recientemente, los investigadores se han dado cuenta de
que los anticuerpos podrian estimular la produccién de moléculas inflamatorias,
activar las vias de muerte celulary desencadenar el desarrollo de células T asesinas
que podrian dirigirse a las células que contienen AAV para su destruccién.

Algunos investigadores estan tratando de disefiar vectores AAV més seguros. Los
riesgos aumentan cuando se usan cantidades altas de AAV. Otros estéan tratando
de "humanizar" el genoma AAV, para que sea menos probable que active las
vias inmunes. Por ejemplo, en los seres humanos, cuando la base C del ADN es
seguida directamente en la secuencia del genoma por la base G, a menudo lleva
un grupo quimico llamado metilo. AAV tiene un mayor porcentaje de grupos
CG sin un metilo, una posible sefial de alerta para el sistema inmunolégico. El
aumento de la metilacién de las regiones ricas en CG disminuye la activacion de
moléculas promotoras de la inflamacién llamadas citoquinas. La misma metilacién,
si se usa demasiado, también podria suprimir la expresién génica, incluida la
del gen terapéutico transportado por el AAV. Otros autores estan trabajando
en formas de suprimir las respuestas inmunes dafinas. Las terapias génicas a
menudo se administran con inmunosupresores como los esteroides, pero existe
la preocupacion de que tales tratamientos a veces sean ineficaces y puedan
hacer que los receptores sean vulnerables a la infeccién. En algunos centros de
investigacion se estan desarrollando nanoparticulas disefiadas para ser absorbidas
por las células inmunes, acopladas a un medicamento llamado rapamicina que, a
veces, se usa para suprimir el sistema inmunoldgico después del trasplante de
érganos.

A medida que el alcance de las terapias génicas continla expandiéndose, habra
que desarrollar herramientas para monitorizar la inflamaciéon potencialmente
peligrosa en partes del cuerpo de dificil acceso, como el cerebro.

Fotomicrografia de Dennis Kunkel. Nature,
31 May, 2022. doi: https://doi.org/10.1038/
d41586-022-01518-0.
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EL MARAVILLOSO MUNDO DE LA INMUNOLOGIA
CEREBRAL

Antiguamente se pensaba que el cerebro estaba aislado del resto del sistema
inmunoldgico corporal, pero en los Ultimos afos estd surgiendo una imagen
emocionante del cerebro como un ecosistema inmunoldgico Unico.

El cerebro es el soberano del cuerpo y recibe proteccién de acuerdo con su alto
estatus. Sus células son longevas y se refugian dentro de una temible fortificacion
llamada barrera hematoencefélica. Durante mucho tiempo, los cientificos pensaron
que el cerebro estaba completamente aislado del caos del resto del cuerpo,
especialmente su ansioso sistema de defensa, una masa de células inmunes que
luchan contra las infecciones. En la uUltima década, sin embargo, se ha descubierto
que el trabajo de proteger el cerebro no es tan sencillo como se pensaba. Su
fortificacion tiene puertas de entrada y brechas, y sus fronteras estan llenas de
células inmunes activas.

El cerebroy el sistema inmunoldgico estan estrechamente entrelazados. El cerebro
tenfa sus propias células inmunes residentes, llamadas microglia. Otros guerreros
inmunes estan alojados en las regiones alrededor del cerebro. Algunas de estas
células provienen de otras partes del cuerpo; otros se producen localmente, en
la médula dsea del créneo. Al estudiar estas células inmunes y mapear cémo
interactian con el cerebro, se ha descubierto que juegan un papel importante
tanto en los cerebros sanos como en los enfermos o dafiados.

Hace més de dos décadas, cuando el neuroinmundlogo Michal Schwartz acababa
de establecer su laboratorio en el Instituto Weizmann de Ciencias en Rehovot,
Israel, no podia dejar de hacerse una pregunta impopular: ;podria ser realmente
cierto que el cerebro estd completamente aislado de la proteccién inmune? Laidea
de que el cerebro estaba fuera de los limites del sistema inmunoldgico eché raices
décadas antes. En la década de 1920, el cientifico japonés Y. Shirai informé que
cuando las células tumorales se implantaban en el cuerpo de una rata, la respuesta
inmune las destruia, pero cuando se colocaban en el cerebro, sobrevivian, lo que
indicaba una respuesta inmune débil o ausente. Hallazgos similares siguieron en
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la década de 1940. También se pensaba que el cerebro carecia de un sistema para
transportar moléculas inmunes dentro y fuera, como el sistema de drenaje linfatico
que existe en otras partes del cuerpo, a pesar de que dicho sistema se describi
por primera vez en el cerebro hace més de dos siglos. La opinién predominante,
entonces, era que el cerebroy el sistema inmunoldgico vivian vidas en gran medida
separadas. Se pensaba que los dos chocaban solo en circunstancias hostiles:
cuando las células inmunes se volvian rebeldes, atacando a las propias células del
cuerpo en enfermedades como la esclerosis miltiple. Entonces, cuando, a fines de
la década de 1990, Schwartz y su equipo informaron que después de una lesién
aguda en el sistema nervioso central, dos tipos de células inmunes, macréfagos y
células T, protegian a las neuronas del dafio y apoyaban su recuperacion, muchos
cientificos se mostraron escépticos.

Desde esos primeros experimentos, el equipo de Schwartz y otros han acumulado
un gran cuerpo de evidencias que muestran que las células inmunes, de hecho,
tienen un papel importante en el cerebro, incluso en ausencia de enfermedades
autoinmunes. En ratones transgénicos disefiados para carecer de un sistema
inmunoldgico, las enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de
neurona motora (esclerosis lateral amiotrofica) y la enfermedad de Alzheimer
parecian progresar mas rapidamente, mientras que la restauracion del sistema
inmune ralentizaba su progresion. Las células inmunes en los bordes del cerebro
son activas en las enfermedades neurodegenerativas. Los mérgenes del cerebro
son inmunoldgicamente diversos: casi cualquier tipo de célula inmune en el
cuerpo también se puede encontrar en el drea que rodea el cerebro.

A medida que aumentan las evidencias de la participacién de las células inmunes
durante la lesion cerebral y la enfermedad, los investigadores han estado
explorando su funcién en cerebros sanos. Muchos grupos han encontrado que
la microglia es importante para el desarrollo del cerebro. Estas células estén
involucradas en la poda de las conexiones neuronales, y los estudios sugieren
que los problemas en el proceso de poda podrian contribuir a las condiciones del
desarrollo neurolégico. Las células inmunes fronterizas también han demostrado
ser esenciales en cerebros sanos. Los ratones que carecen de algunas de estas
células muestran problemas de aprendizaje y comportamiento social. Otros
sugieren que los ratones que se desarrollan sin una poblacion especifica de
células T, tanto en el cerebro como en el resto del cuerpo, presentan una microglia
defectuosa.

Un gran misterio es cdmo exactamente las células inmunes, particularmente las
que estan alrededor de las fronteras, hablan con el cerebro. Aunque hay alguna
evidencia de que ocasionalmente podrian cruzar al érgano, la mayoria de los
estudios hasta ahora sugieren que estas células se comunican mediante el envio
de mensajeros moleculares conocidos como citoquinas. Estos, a su vez, influyen en
el comportamiento.

Los investigadores han estado estudiando cdémo las citoquinas afectan
el comportamiento durante décadas, encontrando, por ejemplo, que las
citoquinas enviadas por las células inmunes durante la infecciéon pueden iniciar
"comportamientos de enfermedad" como el aumento del suefio. En modelos
animales las alteraciones en las citoquinas pueden conducir a alteraciones en la
memoria, el aprendizaje y los comportamientos sociales. Las citoquinas también
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podrian ser un vinculo entre el sistema inmunoldgico y las afecciones del desarrollo
neuroldgico como el autismo.

La comunicacién entre el sistema inmunoldgico y el cerebro también parece ir en
la otra direccién: el cerebro puede dirigir el sistema inmunoldgico. Algunas de
estas ideas tienen décadas de antigliedad. En la década de 1970, los cientificos
condicionaron a las ratas a inmunodeprimirse cuando probaban la sacarina, un
edulcorante artificial, combinandola con un medicamento inmunosupresor durante
varios dias. Un trabajo reciente explora el vinculo entre la emocién, la inmunidad
y el cadncer en ratones. La activacién de neuronas en el drea tegmental ventral, una
regién del cerebro involucrada en las emociones positivas y la motivacion, aumenta
la respuesta inmune vy, a su vez, ralentiza el crecimiento tumoral. Al activar estas
neuronas artificialmente, los cientificos pueden despertar la respuesta inmune
intestinal. Se estan rastreando las neuronas y circuitos especificos que modulan la
respuesta inmune.

Uno de los mayores desafios ahora es separar qué poblaciones de células
estdn involucradas en estas innumerables funciones. Para abordarlo, algunos
investigadoreshanestadoinvestigandocémo estascélulasdifierenanivelmolecular,
mediante la secuenciacion de genes en células individuales. Esto ha revelado un
subconjunto de microglia asociada con enfermedades neurodegenerativas, por
ejemplo. Comprender cémo funcionan estas microglias de manera diferente a sus
hermanas sanas sera util en el desarrollo de tratamientos. También podrian usarse
como marcadores para rastrear la progresion de una enfermedad o la eficacia de
las terapias.

Fotomicrografia de Siling Du, Kipnis lab, Washington University in St. Louis. Nature 606, 22-24
(2022). doi: https://doi.org/10.1038/d41586-022-01502-8.
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Figura: Nik Spencer. Nature 606, 22-24 (2022).
doi: https://doi.org/10.1038/d41586-022-
01502-8.
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DIALOGO DE TAU Y B-AMILOIDE EN LA
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La proteina beta-amiloide y la proteinatau son moléculas clave en la patogénesis de
la enfermedad de Alzheimer (EA). Al combinarimégenes moleculares transversales
y longitudinales y andlisis de conectividad de red en humanos vivos, el equipo
de Wha Jin Lee, de la School of Biomedical Engineering, de la Universidad de
Corea en Sedl, identificd dos interacciones amiloide-beta/tau asociadas con el
inicio y la propagacién de la propagacién de tau. La corteza entorrinal lateral,
un sitio temprano de formacién de enredos neurofibrilares tau, estd sujeta a
interacciones remotas mediadas por la conectividad amiloide-beta/tau vinculadas
a la propagacién inicial de tau. El giro temporal inferior es la regién que presenta
las mayores interacciones locales amiloide-beta/tau y un perfil de conectividad
muy adecuado para acelerar la propagacién de tau.

Lee, W. J. et al. Regional AB-tau interactions promote
onset and acceleration of Alzheimer's disease

tau spreading. Neuron https://doi.org/10.1016/j.
neuron.2022.03.034 (2022).
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SERIAS CRITICAS A LA FDAY MARCHA ATRAS EN
LA APROBACION ACELERADA DE FARMACOS
BAJO PRESION POLITICA

Casi un afio después de que la FDA (US Food and Drug Administration) diera luz
verde a un controvertido medicamento para tratar la enfermedad de Alzheimer, los
legisladores estan tratando de enmendar el proceso que llevd a su aprobacién. El
Comité de Energia y Comercio de la Cdmara de Representantes, que supervisa la
seguridad de los medicamentos y la investigacién biomédica, anuncié la semana
pasada que espera otorgar a la FDA una mayor autoridad para rescindir las
aprobaciones aceleradas siuna compafia no completa los estudios de seguimiento
sobre el tratamiento en un periodo de tiempo razonable.

La disposicion, que se introdujo como parte de un proyecto de ley de reautorizacién
de fondos de la FDA, que probablemente se aprobaré antes de septiembre, se
produce inmediatamente después de la aprobacién de la agencia en 2021 de
aducanumab, un medicamento de anticuerpos que se hademostrado que reducela
acumulacién de placas en el cerebro asociadas con la progresién de la enfermedad
de Alzheimer. A pesar de un voto casi undnime en contra de la aprobacién de
un panel independiente de expertos, la agencia acelerd el medicamento, que fue
desarrollado por Biogen, una compafiia de biotecnologia con sede en Cambridge,
Massachusetts. Tres miembros del panel asesor renunciaron en protesta por la
decisién, y la aprobacién es objeto de multiples investigaciones por parte de los
reguladores federales.

Aducanumab no es la Unica razén por la que esta via de aprobacién de
medicamentos esta siendo criticada: desde su inicio, el programa ha llevado a que
279 tratamientos lleguen al mercado, con casi dos tercios solo en la Ultima década.
La creciente popularidad del programa indica un alejamiento de su intencién
original. La aprobacién acelerada comenzé como un programa especial para un
pequefio nimero de medicamentos, y ahora la mayoria de los medicamentos
contra el cancer se estén colando a través de programa de aprobacion acelerada.
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La FDA cre¢ la via de aprobacién acelerada en 1992, en gran parte en respuesta
a la crisis del VIH-SIDA, para llevar al mercado sin demora los medicamentos que
se necesitan con urgencia. En lugar de demostrar la eficacia a través de criterios
de valoracién clinicamente significativos, como la supervivencia del paciente o
la reduccién de los sintomas, los candidatos a farmacos revisados bajo esta via a
menudo se basan en lo que se conoce como criterios de valoracidn sustitutos, que
pueden ser mas rapidos o mas faciles de rastrear que los criterios de valoracién
convencionales de los ensayos clinicos. Por ejemplo, la contraccién tumoral es un
sustituto comun utilizado en ensayos clinicos de medicamentos contra el céncer,
pero esta métrica no estd necesariamente relacionada con un beneficio directo
para los pacientes. Esta via ha turboalimentado el nimero de inmunoterapias y
tratamientos contra el cdncer en el mercado. Pero algunos de estos medicamentos
cuestan cientos de miles de ddlares por afio, a pesar de, en muchos casos, datos
limitados que muestran su utilidad clinica. El programa ha sido cooptado por la
industria farmacéutica para acelerar las aprobaciones. Los tratamientos contra el
céncer aprobados a través de la via han llegado al mercado en promedio unos
tres anos antes de lo que lo harian a través de las rutas estandar. Y un solo estudio
que utilice criterios de valoracion sustitutos podria ser suficiente para obtener un
tratamiento en el mercado.

Parte del problema es que las compafiias farmacéuticas no estan cumpliendo con
su parte del trato con estudios oportunos posteriores a la comercializacion que
confirman los beneficios del medicamento. Algunos investigadores cuestionan si
a las empresas se les da demasiado tiempo para producir tales datos. Un anélisis
de 2021 encontré que el 13% de los medicamentos a los que se les otorgd la
aprobacién acelerada entre 1992 y 2016 no se habian convertido en aprobacion
completa dentro de los cinco afios, y permanecieron en el mercado durante una
mediana de 9.5 afos sin los datos necesarios para la conversion.

Los ensayos posteriores a la comercializacién pueden llevar mucho tiempo,
especialmente para afecciones de progreso lento, como las enfermedades
neurodegenerativas. También es dificil para las empresas reclutar participantes,
porque las personas preferirian que se les garantizara un medicamento aprobado
que arriesgarse a recibir un placebo. En lugar de exigir que una compafia deje
de vender un medicamento que no se ha convertido en aprobaciéon completa, la
agencia a menudo solicita que la compafiia lo retire voluntariamente del mercado.
Por ejemplo, en 2011, la FDA revocé su aprobacién acelerada del medicamento
de anticuerpos bevacizumab para tratar el cdncer de mama, citando una falta de
beneficio clinico. Esto resulté en una reaccion publica cuando las personas con
cancer de mama dieron testimonios emocionales en un intento de mantener la
aprobacién en su lugar. Para muchas personas, la aprobacion acelerada ofrece
una "valiosa fuente de esperanza". Sin embargo, no es el trabajo de la FDA dar
esperanza. La esperanza no es lo que mantiene vivos a los pacientes sino los
medicamentos que garantizan seguridad y eficacia.

El programa de aprobacion acelerada ha servido de modelo para otros paises. Pero
los adoptantes, incluidos la Unién Europeay Japdn, han dado a los reguladores de
medicamentos mas autoridad. Los reguladores pueden exigir a las empresas que
presenten datos de ensayos confirmatorios en un periodo de tiempo determinado;
si no lo hacen, sus aprobaciones pueden ser retiradas.

Los Centros de Servicios de Medicare y Medicaid (CMS) de los Estados Unidos
en Baltimore deciden qué tratamientos se financiaran para decenas de millones
de residentes de los Estados Unidos. A principios de este afo, preocupado por

Boletin Médico EuroEspes Health



la eficacia de aducanumab, el CMS declaré que cubriria el coste anual de US $
28,800 del medicamento solo para las personas inscritas en ensayos clinicos.
Aunque esa decisién no tiene precedentes, el CMS deberia considerar una tasa de
reembolso mas baja para otros tratamientos de aprobacién acelerada que atiin no
han obtenido la aprobacién completa.

La debacle del aducanumab es un "punto débil" en el gran esquema de
aprobaciones aceleradas, y reclama atencién sobre la necesidad de ensayos
confirmatorios para algunos medicamentos. La reforma no serd sencilla. Una vez
que un medicamento ingresa al mercado, las compafiias farmacéuticas no tienen
prisa por demostrar su inutilidad.

GROWING MOMENTUM FOR ACCELERATED APPROVAL

Nearly 300 treatments have been approved through the US Food and Drug
Administration’s accelerated-approval programme. With additional data, these can
go on to receive full approval. Some approvals have been withdrawn because of a
lack of follow-up data, but full approval is still pending for many.

B Approval withdrawn B Converted to full approval
Not yet converted to full approval

Treatments accepted through
accelerated approval

1995 2000 2005 2010 2015 2020

onature

Nature 605, 600-601 (2022). doi: https://doi.
org/10.1038/d41586-022-01316-8.
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PRIMEROS TRASPLANTES DE RINON DE CERDO
EN HUMANOS

La proteina beta-amiloide y la proteina tau son moléculas clave en la patogénesis
de Los rifones de cerdos, modificados genéticamente para tener sistemas
inmunes similares a los humanos, funcionaron con éxito cuando se trasplantaron
a dos pacientes que habian muerto recientemente. Aunque los érganos parecian
funcionar, algunos investigadores cuestionan el valor de los experimentos y
argumentan que los ensayos clinicos en personas vivas son la Unica forma de
averiguar si los trasplantes de cerdos pueden ayudar a aliviar la escasez de érganos
humanos disponibles para las personas que los necesitan.

Los investigadores han trasplantado érganos de cerdo a primates no humanos
con gran éxito: un babuino vivié durante mas de dos afios con un corazén de
cerdo modificado genéticamente. Pero los sistemas inmunoldgico y metabdlico
de los babuinos son diferentes de los humanos, y ciertos medicamentos
inmunosupresores utilizados rutinariamente en trasplantes de érganos humanos
no funcionan en primates no humanos.

En pruebas de trasplantes, realizadas por Robert Montgomery y su equipo de
la New York University (NYU) en septiembre y noviembre de 2021, se utilizaron
cerdos que habian sido modificados genéticamente para eliminar una proteina
llamada alfa-1,3-galactosiltransferasa (aGal). La version porcina de aGal activa
el sistema inmunoldégico humano para rechazar los xenotrasplantes (érganos
transferidos de una especie diferente). Con cada riidn que los investigadores
trasplantaron, también trasplantaron un timo de cerdo, un érgano que produce
células inmunes y ayuda al cuerpo a aceptar los 6rganos extrafos. Probaron estas
"timoquinas" en dos personas que habian sido declaradas legalmente muertas
uno o dos dias antes porque no tenian funcién cerebral. Los investigadores no
extirparon los rifones de los pacientes, sino que injertaron los rifiones de cerdo
en las venas y arterias que transportaban sangre hacia y desde las piernas de los
receptores. Luego monitorizaron la funcién de los rifiones y las respuestas inmunes
de los pacientes durante 54 horas, un limite impuesto por la junta de ética de la
NYU, basado en la cantidad de tiempo que generalmente se requiere para extraer
los 6rganos de una persona para el trasplante.
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En un articulo publicado el 19 de mayo en The New England Journal of Medicine,
los investigadores dijeron que los pacientes no mostraron una reaccién inmune
inmediata a los érganos. El xenoinjerto en ambos receptores comenzé a producir
orina momentos después de la reperfusion. Durante el estudio de 54 horas, la
TFGe cinética aumenté de 23 ml por minuto por 1.73 m? de superficie corporal
antes del trasplante a 62 mL por minuto por 1.73 m? después del trasplante
en el receptor 1y de 55 a 109 mL por minuto por 1.73 m? en el receptor 2. En
ambos receptores, el nivel de creatinina, que habia estado en estado estacionario,
disminuyé después de la implantacién del xenoinjerto, de 1.97 a 0.82 mg por
decilitro en el receptor 1y de 1.10 a 0.57 mg por decilitro en el receptor 2. Los
rifiones trasplantados permanecieron rosados y bien perfundidos, y continuaron
produciendo orina durante todo el estudio. Las biopsias que se realizaron a las
6, 24, 48 y 54 horas no revelaron signos de rechazo hiperagudo o mediado por
anticuerpos. La produccién de orina por hora con el xenoinjerto fue méas del doble
de la produccién con los rifiones nativos.

Otros investigadores, sin embargo, son escépticos ante los resultados. Por un lado,
a los cerdos utilizados en el estudio les faltaba solo un gen, a pesar de que la
investigacion muestra que la modificacion de tres o més genes ayuda al sistema
inmunoldgico humano a aceptar el 6rgano. Ademés, es dificil saber si los riflones
de cerdo estaban funcionando o si la orina y la creatinina provenian realmente de
los propios rinones de los pacientes.

Algunos también plantean cuestiones éticas. La investigacion en babuinos y
suero humano ya habia demostrado que los sistemas inmunes de los primates
no rechazarian inmediatamente un d6rgano de cerdo que carece de aGal. La
pregunta sin respuesta es si el sistema inmunoldgico humano atacara el érgano
meses después y si el rgano continuard funcionando. Para testar esto habria que
mantener a los pacientes trasplantados en condiciones de muerte cerebral durante
meses. Segln un cédigo de bioética implantado en 2005, los investigadores
deben mantener a las personas que tienen una pérdida irreversible de la funcion
cerebral en soporte vital durante solo un dia, a menos que haya razones cientificas
vélidas para extender el periodo.
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Algunos investigadores argumentan que es hora de comenzar a trasplantar
6rganos animales a personas vivas, algo que solo ha tenido un éxito parcial. En
enero, investigadores de la Universidad de Maryland obtuvieron un permiso
especial de la FDA para realizar el primer trasplante de emergencia de un corazén
de cerdo genéticamente modificado a un hombre que seguramente moriria de lo
contrario y que de hecho murié dos meses después a causa de un citomegalovirus
porcino, un virus animal que es inofensivo para los humanos pero que causé que
su sistema inmunoldgico rechazara el érgano.

La manipulacion genética para optimizar el trasplante de érganos abre un nuevo
horizonte de esperanza a muchas personas condenadas a morir por fallo orgénico
y la investigacion preliminar para hacer estos trasplantes efectivos abre la caja
de Pandora a cuestiones bioéticas que requieren adaptarse a los tiempos vy al
progreso cientifico.

Nature 605, 597-598 (2022). doi: https://doi.org/10.1038/d41586-022-01418-3

Montgomery RA, Stern JM, Lonze BE, Tatapudi VS,
Mangiola M, Wu M, Weldon E, Lawson N, Deterville
C, Dieter RA, Sullivan B, Boulton G, Parent B, Piper G,
Sommer P, Cawthon S, Duggan E, Ayares D, Dandro
A, Fazio-Kroll A, Kokkinaki M, Burdorf L, Lorber M,
Boeke JD, Pass H, Keating B, Griesemer A, Ali NM,
Mehta SA, Stewart ZA. Results of Two Cases of Pig-
to-Human Kidney Xenotransplantation. N Engl J
Med. 2022 May 19;386(20):1889-1898. doi: 10.1056/
NEJMoa2120238. PMID: 35584156.
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MECANISMOS PARA ENTENDER MEJOR EL
DOLOR NEUROPATICO

En los dltimos afios hemos sido testigos de grandes avances en la comprensién de
los mecanismos del dolor neuropatico basados en el sistema nervioso central, con
contribuciones clave atribuidas a la activacién glial espinal y los circuitos celulares
y la sefalizacion que median la desinhibicién de la nocicepcién por el tacto ligero.
No estd claro si las alteraciones de los nervios periféricos estan causalmente
relacionadas con el mantenimiento del dolor neuropético crénico o solo se
requieren como desencadenante inicial de los procesos de plasticidad central. El
dolor crénico rara vez se ha estudiado en asociacion con la regeneracidn nerviosa
después de una lesidn. Después de un trauma fisico, las fibras nerviosas periféricas
dafiadas tienen una capacidad limitada para regenerarse gradualmente en
ambientes permisivos. Sila regeneracion se ve obstaculizada por elementos fisicos
o un entorno local no propicio, las fibras nerviosas vecinas no dafadas pueden
invadir regiones denervadas a través de brotes colaterales. Sin embargo, si esto
conduce a la recuperacién de la sensacién normal y la desaparicion del dolor, o a
la exacerbacion del dolor neuropético a través de la hiperinervaciéon o el cableado
errébneo de las colaterales, es un asunto controvertido. La desambiguacion
inequivoca del papel de la regeneracién de los nervios periféricos en el dolor
neuropético se ha visto obstaculizada hasta ahora por la naturaleza correlativa
y poblacional de los anélisis de tejidos post mortem en estudios preclinicos
y clinicos, que no tienen en cuenta la naturaleza dindmica de los cambios, la
variabilidad interindividual de los patrones de inervacién y la conectividad con los
organos terminales finales; estos estudios también carecen de anélisis causales,
por lo que no logran establecer si la reorganizacién periférica es una causa o una
consecuencia del dolor neuropatico.
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La lesion nerviosa provoca dolor crénico y sensibilidad exagerada al tacto suave
(alodinia), asi como una pérdida de sensibilidad en las &reas en las que se unen los
nervios lesionados y no lesionados. Se desconocen los mecanismos que expliquen
estos sintomas mixtos y paraddjicos.

El grupo de Vijayan Gangadharan, del Instituto de Farmacologia de la Universidad
de Heidelberg y del Max Planck Institute for Brain Research, en Frankfurt am Main,
Alemania, obtuvieron imagenes longitudinales y no invasivas de poblaciones de
fibras marcadas genéticamente que detectan estimulos nocivos (nociceptores) y
tacto suave (aferentes de bajo umbral) periféricamente en la piel durante més de
10 meses después de la lesién nerviosa, mientras que simultdneamente rastreaban
el comportamiento relacionado con el dolor en los mismos ratones. Las areas
de la piel completamente denervadas inicialmente perdieron la sensibilidad,
recuperaron gradualmente la sensibilidad normal y desarrollaron una marcada
alodinia y aversién al tacto suave varios meses después de la lesidn. Este dolor
neuropético inducido por reinervacion involucré nociceptores que brotaron en
territorios denervados reproduciendo con precisién el patrén inicial de inervacién,
fueron guiados por vasos sanguineos y mostraron conectividad terminal irregular
en la piel y redujeron los umbrales de activacion imitando aferentes de umbral
bajo. Por el contrario, las aferencias de umbral bajo, que normalmente median la
sensacion tactil y la alodinia en territorios nerviosos intactos después de una lesion,
no se reinervaron, lo que llevd a una inervacién aberrante de los érganos finales
tactiles, como los corpusculos de Meissner con nociceptores solos. La ablacién
genética de nociceptores abrogé completamente la alodinia de reinervacion.
Estos resultados revelan la aparicién de una forma de dolor neuropético crénico
que es impulsado por la plasticidad estructural, la conectividad terminal anormal y
el mal funcionamiento de los nociceptores durante la reinervacion, y proporcionan
un marco mecanicista para las manifestaciones sensoriales paraddjicas que se
observan clinicamente y pueden imponer una pesada carga a los pacientes.

Gangadharan, V., Zheng, H., Taberner, F.J. et al.
Neuropathic pain caused by miswiring and abnormal
end organ targeting. Nature 606, 137-145 (2022).
https://doi.org/10.1038/s41586-022-04777-z.
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LA INTELIGENCIA ARTIFICIALAMENAZA LA LEY DE
PATENTES

Un interesante articulo de Alexandra George, profesor de Leyes, y Toby Walsh,
profesor de Inteligencia Artificial en la Universidad de Nuevo Gales del Sur en
Sydney, Australia, alerta sobre el impacto que puede tener la inteligencia artificial
sobre la ley de patentes en el desarrollo de fAirmacos u otros productos sanitarios.

En 2020, un algoritmo de aprendizaje automatico ayudd alos cientificos adesarrollar
un potente antibidtico que funciona contra muchos patégenos (Nature https://doi.
org/ggm2p4; 2020). La inteligencia artificial (IA) también se esta utilizando para
ayudar al desarrollo de vacunas, el disefio de farmacos, el descubrimiento de
materiales, la tecnologia espacial y el disefio de naves. En pocos afios, numerosos
inventos podrian involucrar a la |A. Esto esté creando una de las mayores amenazas
a las que se han enfrentado los sistemas de patentes.

El derecho de patentes se basa en el supuesto de que los inventores son humanos;
actualmente tiene dificultades para tratar con un inventor que es una maquina.
Los tribunales de todo el mundo estan luchando con este problema ahora que
las solicitudes de patente que nombran un sistema de IA como inventor se han
presentado en mas de 100 paises. Varios grupos estan llevando a cabo consultas
publicas sobre la legislacion en materia de IA y propiedad intelectual (P.l.), en
particular en los Estados Unidos, el Reino Unido y Europa.

Si los tribunales y los gobiernos deciden que las invenciones hechas por IA no
pueden patentarse, las implicaciones podrian ser enormes. Los financiadores y las
empresas estarian menos incentivados a realizar investigaciones Utiles utilizando
inventores de |IA cuando el retorno de su inversién podria ser limitado. La sociedad
podria perderse el desarrollo de inventos que valgan la pena y salven vidas.

En lugar de obligar a las antiguas leyes de patentes a dar cabida a las nuevas
tecnologias, los autores australianos proponen que los gobiernos nacionales
disefien leyes de Pl a medida (IA-Pl) que protejan las invenciones generadas por
IA. Las naciones también deben crear un tratado internacional para garantizar
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que estas leyes sigan principios estandarizados y que cualquier disputa pueda
resolverse de manera eficiente.

Las méquinas que son capaces de inventar no fueron una consideracién para
los redactores de la primera legislacion de patentes del mundo, el Estatuto de
Patentes de Venecia de 1474. Tampoco estaban contemplados en el Convenio de
Paris para la Proteccion de la Propiedad Industrial de 1883, que sentd las bases
del sistema internacional de patentes. Incluso en 1994, las invenciones generadas
por |A seguian siendo casi desconocidas cuando la Organizacién Mundial del
Comercio finalizd su Acuerdo sobre los Aspectos de los Derechos de Propiedad
Intelectual relacionados con el Comercio (ADPIC). Los tratados de 1883 y 1994
exigen hoy normas internacionales sobre patentes.

El Acuerdo sobre los ADPIC protege "toda invencion, ya sean productos o procesos,
en todos los campos de la tecnologia, siempre que sea nueva, implique una
actividad inventiva y pueda aplicarse industrialmente" (go.nature.com/3n4khc2).
En su redaccidn, «invenciones», «nuevas, «actividades inventivas» y «capaces de
aplicacion industrial» son términos de arte, cada uno con una definicién juridica.
En esencia, un objeto no es patentable si no se cumple alguno de estos requisitos.

;Qué es patentable? Generalmente, una invenciéon debe cumplir con cada uno de
los siguientes requisitos antes de que pueda ser patentada:

e Una invencién hecha por uno o més inventores. Esto incluye productos,
procesos o métodos en casi todos los campos de la tecnologia.

e Novedad. La invencidn aln no existe.

e Actividad inventiva o no obvia. La invencidn no seria obvia para una "persona
experta en el arte" que tiene un "conocimiento general comin" en ese campo.

e Capaz de aplicacién industrial o utilidad. La invencidén puede ser hecha o
utilizada en la industria, hace lo que se afirma y/o tiene importancia econémica.

Los 164 miembros de la Organizacion Mundial del Comercio deben cumplir con
estos principios, estandarizados por el Acuerdo sobre los Aspectos de los Derechos
de Propiedad Intelectual relacionados con el Comercio (ADPIC) de 1994.

Las nuevas tecnologias ya han desafiado antes al sistema. Casos de alto perfil han
probado si las secuencias genéticas, los organismos vivos hechos por el hombre
y otros objetos podrian patentarse. La cuestion juridica central en estos casos era
si se trataba de invenciones. Por ejemplo, después de una batalla judicial de afios
entre la Asociacién de Patologia Molecular de los Estados Unidos y la firma de
diagnéstico molecular Myriad Genetics en Salt Lake City, Utah, la Corte Suprema
de los Estados Unidos concluyd en 2013 que las secuencias de genes humanos
aisladas no eran patentables porque la informacién genética es un producto de la
naturaleza en lugar de una invencién humana.

Lasinvenciones generadas por la |A desafian el sistema de patentes de una manera
nueva porque la cuestién es sobre "quién" hizo la invencién, en lugar de "qué" se
inventd. La primera y més apremiante pregunta a la que se han enfrentado las
oficinas de registro de patentes con tales invenciones ha sido si el inventor tiene
que ser humano. De lo contrario, uno de los temores es que las IA pronto sean
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tan prolificas que sus invenciones puedan abrumar el sistema de patentes con
solicitudes. Otro desafio es alin méas fundamental. Una "actividad inventiva" ocurre
cuando una invencién se considera "no obvia" para una "persona experta en la
materia". Esta persona tedrica tiene el nivel promedio de habilidad y conocimiento
general de un experto ordinario en el campo técnico relevante. Si un examinador
de patentes concluye que la invencién no habria sido obvia para esta persona
hipotética, la invencidn estd un paso mas cerca de ser patentada. Pero si las I1A se
vuelven mas conocedoras y capacitadas que todas las personas en un campo, no
esté claro cémo un examinador de patentes humano podria evaluar si la invencion
de una IA era obvia. Un sistema de IA construido para revisar toda la informacion
publicada sobre un area de la tecnologia antes de que se invente poseeria un
cuerpo de conocimiento mucho més grande que cualquier ser humano. Evaluado
contra todo conocimiento, casitodo pareceria obvio. Sitodo el mundo tiene acceso
a tales herramientas de IA en el futuro, entonces el criterio de patentabilidad de la
"actividad inventiva" seria casi imposible de lograr, y casi nada seria patentable. Se
requeriria un replanteamiento completo.

Estos problemas han sido puestos de relieve por un sistema de IA llamado
DABUS (Device for the Autonomous Bootstrapping of Unified Sentience), creado
por Stephen Thaler, presidente y director ejecutivo de la firma de |A con sede en
Estados Unidos Imagination Engines. Thaler afirma que DABUS inventé un nuevo
tipo de recipiente de alimentos y una luz intermitente para atraer la atencién en
emergencias.

Los inventos no son notables. Las consecuencias de ellos si lo son. En 2018, el
equipo legal internacional de Thaler, dirigido por el académico Ryan Abbott de |a
Universidad de Surrey en Guildford, Reino Unido, comenzé a presentar solicitudes
a las oficinas de patentes de todo el mundo, nombrando a DABUS como inventor.
Se cree que estos casos son los primeros en probar si un sistema de |A puede ser
reconocido como inventor bajo las leyes existentes. Las oficinas de patentes y los
tribunales han tenido que pronunciarse sobre esta cuestién y han comenzado a
sefalar lagunas en la legislacién.

Hasta la fecha, las oficinas de registro de patentes han rechazado las solicitudes
en el Reino Unido, los Estados Unidos, Europa (tanto en la Oficina Europea de
Patentes como en Alemania), Corea del Sur, Taiwan, Nueva Zelanda y Australia.
Las impugnaciones de estas decisiones han fracasado en su mayor parte, y los
tribunales concluyen que se presume que los inventores son humanos. En
Alemania, un tribunal aceptd que las invenciones podrian patentarse si Thaler
fuera nombrado como el inventor que impulsé a DABUS a crear las invenciones,
un compromiso que reconocié la entrada del sistema de IA. Pero en este punto,
la marea de la opinién judicial esté corriendo casi en su totalidad en contra de
reconocer los sistemas de IA como inventores para fines de patentes.

En ausencia de leyes claras que establezcan cémo evaluar las invenciones
generadas por |A, los registros de patentes y los jueces actualmente tienen que
interpretar y aplicar la legislacién existente lo mejor que puedan. Esto estd lejos
de ser ideal. Seria mejor para los gobiernos crear una legislacion explicitamente
adaptada a la inventiva de la |A.
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UNA VACUNA CONTRA TUMORES RESISTENTES

La mayoria de las vacunas contra el cancer se dirigen a los antigenos peptidicos,
lo que requiere personalizacion debido a la gran diversidad interindividual en las
principales moléculas del complejo de histocompatibilidad (MHC) que presentan
péptidos a las células T. Ademads, los tumores escapan con frecuencia de la
inmunidad mediada por células T a través de mecanismos que interfieren con la
presentacion peptidica. Soumya Badrinath y colaboradores, del Departamento
de Inmunologia del Céncer y Virologia del Dana-Farber Cancer Institute y
del Departamento de Inmunologia de la Harvard Medical School de Boston
desarrollaron una vacuna contra el cadncer que induce un ataque coordinado por
diversas poblaciones de células T y células asesinas naturales (NK). La vacuna se
dirige a las proteinas de estrés MICA y MICB (MICA/B) expresadas por muchos
cénceres humanos como resultado del dano al ADN. MICA/B sirven como ligandos
para la activacién del receptor NKG2D en células Ty células NK, pero los tumores
evaden el reconocimiento inmune mediante la escision proteolitica MICA/B. Los
anticuerpos inducidos por vacunas aumentan la densidad de las proteinas MICA/B
en la superficie de las células tumorales al inhibir el desprendimiento proteolitico,
mejorar la presentacién de antigenos tumorales por las células dendriticas a las
células Ty aumentar la funcidn citotdxica de las células NK. En particular, esta vacuna
mantiene la eficacia contra tumores deficientes en MHC clase | resistentes a células
T citotdxicas a través de la accidn coordinada de células NK'y células T CD4 +. La
vacuna también es eficaz en un entorno clinicamente importante. La inmunizacién
después de la extirpacion quirdrgica de tumores primarios altamente metastasicos
inhibe el crecimiento posterior de metastasis.

Badrinath, S., Dellacherie, M.O., Li, A. et al. A vaccine
targeting resistant tumours by dual T cell plus NK cell
attack. Nature (2022). https://doi.org/10.1038/s41586-
022-04772-4.
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PRODUCTOS MICROBIANOS EN LA INFLAMACION
INTESTINAL CRONICA

Los microorganismos asociados al ser humano son una rica fuente de productos
moleculares potencialmente bioactivos, tanto proteinas como metabolitos. Estos
productos microbianos bioactivos impulsan procesos que incluyen interacciones
huésped-microbio mediados por moléculas pequefas e interaccion microbio-
microbio. Aunque dicha bioactividad subyace a cualquier ecologia microbiana, es
particularmente importante en el microbioma humano, en el que las interrupciones
de la funcion entre especies contribuyen a afecciones como la enfermedad
inflamatoria intestinal (Ell). Aunque es solo una de las muchas condiciones de
salud en las que estéd implicado el microbioma humano, la Ell se encuentra entre
las mejor estudiadas con respecto a la bioactividad microbiana, y sin embargo,
muchos productos microbianos no caracterizados probablemente contribuyen a
su disbiosis.

Para abordar estas brechas, Yancong Zhang y colegas, del Infectious Disease and
Microbiome Program, en el Broad Institute of MIT en Harvard, Cambridge, y de la
Harvard T.H. Chan School of Public Health de Boston, investigaron la capacidad
bioactiva de las proteinas microbianas del intestino humano durante la Ell a través
de un esfuerzo sistemético paraidentificary priorizar las proteinas no caracterizadas
con bioactividad potencial a escala de toda la comunidad. Priorizaron mas de
340 000 familias de proteinas como potencialmente bioactivas con respecto a
la inflamacién durante la Ell, y més del 50% de ellas no estaban caracterizadas
previamente. Estas proteinas también fueron validadas por perfiles independientes
de metatranscriptémica y metaprotedmica. Los autores encontraron que diferentes
combinaciones de componentes proinflamatorios de Enterobacteriaceae pilus
provocaban respuestas inmunes distintas in vitro, apoyando su inmunogenicidad
diferencial. Eliminar los homdlogos del factor de von Willebrand (VWF) no
caracterizados deteriord la actividad de formacién de biopeliculas en Bacteroides
y esta actividad fue restaurada por la complementacion de plasmidos. El método
de anélisis y su implementacién de cédigo abierto, a la que se refieren como
MetaWIBELE (flujo de trabajo para identificar nuevos elementos bioactivos en el
microbioma), se puede generalizar a otras comunidades microbianas asociadas
al huésped y no asociadas al huésped y fenotipos de enfermedades humanas.
Los resultados priorizados proporcionan miles de genes microbianos que
probablemente interactien con lainmunidad del huésped en la Ell y la inflamacién
intestinal.
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Las comunidades microbianas y sus compuestos bioactivos asociados a menudo
se alteran en afecciones como las enfermedades inflamatorias intestinales (Ell).
Sin embargo, incluso en ambientes bien caracterizados (por ejemplo, el tracto
gastrointestinal humano), més de un tercio de las proteinas microbianas no
estan caracterizadas y a menudo se espera que sean bioactivas. Méas de 340
000 familias de proteinas potencialmente bioactivas influyen en la inflamacion
intestinal durante la Ell, la mitad de las cuales son desconocidas. Para caracterizar
estas proteinas, los autores norteamericanos utilizaron una combinacion de
metagendmica, metatranscriptdmica y metaprotedmica para proporcionar
evidencia de bioactividad para un subconjunto de proteinas que estan involucradas
en el huésped y la comunicaciéon microbiana célula-célula en el microbioma; por
ejemplo, proteinas asociadas con procesos de adherencia o invasién, y factores
extracelulares similares a los de von Willebrand. Las predicciones a partir de
datos de alto rendimiento se validaron utilizando experimentos dirigidos que
revelaron la inmunogenicidad diferencial de las pilinas de Enterobacteriaceae vy la
contribuciéon de los homélogos de los factores de von Willebrand a la formacién de
biopeliculas de Bacteroides de una manera dependiente de los niveles de mucina.
Esta metodologia, denominada MetaWIBELE (workflow to identify novel bioactive
elements in the microbiome), es generalizable a otras comunidades ambientales 'y
fenotipos humanos. Los resultados proporcionan miles de proteinas microbianas
candidatas que probablemente interactden con el sistema inmune del huésped
en la Ell.
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Priorizacion de proteinas no caracterizadas implicadas en la bioactividad potencial y

asociadas con la gravedad de la enfermedad inflamatoria intestinal.

Zhang, Y., Bhosle, A., Bae, S. et al. Discovery of

bioactive microbial gene products in inflammatory
bowel disease. Nature (2022). https://doi.

org/10.1038/s41586-022-04648-7.
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VIROTERAPIA,ONCOLI'TICA: USO DE VIRUS
CONTRA EL CANCER

En los Ultimos afos se han observado rapidos avances en el desarrollo preclinico
y la evaluacion clinica de las terapias basadas en virus oncoliticos (que destruyen
células cancerosas), que estan surgiendo como modalidad de tratamiento para
algunos tipos de cancer.

Stephen J.Russell, de la Mayo Clinicy Viyriad en Rochester; John C.Bell, del Ottawa
Hospital Research Institute, en la Universidad de Ottawa; Christine E. Engeland,
de la Clinical Cooperation Unit Virotherapy del German Cancer Research Center
(DKFZ) y del National Center for Tumor Diseases (NCT) en Heidelberg; y Grant
McFadden, del Center for Immunotherapy, Vaccines, and Virotherapy (CIVV) en el
Biodesign Institute de la Arizona State University en Tempe,y OncoMyx Therapeutics,
en Phoenix, Arizona, son expertos en el campo de la viroterapia oncolitica que
describen algunos de los avances importantes en esta érea, destacan los desafios
clave que aun deben abordarse para trasladar estas terapias a la clinica y citan
las &reas de investigacion a observar, desde la ingenieria genética y la fabricacién
de virus terapéuticos seguros y eficaces, hasta las pruebas en modelos animales
y, en Ultima instancia, en pacientes. Los temas clave que surgen son la necesidad
de optimizar estas terapias para modular el microambiente inmune tumoral y el
potencial de combinar la viroterapia con otras inmunoterapias para obtener el
méaximo beneficio clinico.

Los virus oncoliticos (OM) se convertiran en la tercera pata de la inmunoterapia
contra el cancer, funcionando como vacunas agndsticas de antigeno para aumentar
la actividad del bloqueo de puntos de control y las terapias celulares adoptivas.
Matan las células tumoralesin situ, inflaman el tumor, reclutan células presentadoras
de antigenos que fagocitan antigenos tumorales e impulsan la amplificacion de las
células T antitumorales, a pesar de que se desconoce la identidad de los antigenos
tumorales.

Preclinicamente, la variedad de nuevas plataformas OV, cargas (tiles de transgenes
y terapias combinadas bajo investigacion esta floreciendo. Los temas emergentes
son que las cargas Utiles genéticas como la interleucina-12 y el anti-CTLA4 pueden
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aumentar poderosamente la actividad inmunoestimulante de varios OV. En el
frente de la orientacién, las especificidades de entrada de ciertas plataformas OV
ahora se pueden controlar con precision mediante la ingenieria de sus proteinas
de union de superficie para mostrar ligandos dirigidos a tumores, como los
anticuerpos de cadena Unica. Los ovismos no deseados que son potencialmente
dafiinos para los tejidos normales también se pueden eliminar de manera
eficiente mediante la ingenieria de secuencias diana de microARN en genomas
QV (orientacién de microARN). En cuanto a las terapias combinadas, la potencia
ov se ha incrementado mediante la asociacién racional con medicamentos que
aumentan la propagacién del virus intratumoral al suprimir las defensas inmunes.
También es prometedor en combinaciones con medicamentos que aumentan el
control inmunolégico del tumor mediante la inhibicién de los puntos de control
inmunitarios, o con células T CAR que pueden transportar OV a tumores donde,
a su vez, el OV entregado puede convertir el tumor en un objetivo CAR T mas
susceptible. Estas observaciones proporcionan un caso convincente de que
para que los OV sean lo mas efectivos en la clinica, tendrédn que incorporarse a
regimenes de combinacion racionales.

Clinicamente, ha habido un progreso constante en el campo después de la
aprobacién original de la FDA de la terapia de talimogene laherparepvec (T-VEC)
intratumoral basada en el virus del herpessimple (VHS)de Amgen parael melanoma
avanzado en 2015. Un desarrollo reciente alentador es que teserpaturev, un HSV
desarrollado por Daiichi Sankyo, que recibié la aprobacién regulatoria provisional
en Japdn para la terapia intratumoral estereotactica de pacientes con glioma
inoperable. La aprobacion se basé en un pequefio estudio no aleatorizado en el
que 12 de 13 pacientes tratados con el virus oncolitico todavia estaban vivos en
el hito de un afio, un resultado sobresaliente teniendo en cuenta la supervivencia
esperada de 7 meses para este grupo de pacientes con glioblastoma recurrente.
Las nuevas construcciones de HSV de Replimune que codifican poderosos
transgenes inmunoactivadores (IL-12 y un anticuerpo anti-CTLA4) estan mostrando
una promesa temprana incluso fuera del &mbito de los cénceres de piel, que
siguen siendo los Unicos canceres aprobados para la terapia OV en los Estados
Unidos. Sin embargo, en un revés reciente, el ensayo aleatorizado de melanoma
de fase 3 de Amgen que compard la monoterapia con pembrolizumab anti-PD1
versus T-VEC mas pembrolizumab se detuvo temprano después de un anélisis
provisional de futilidad. Esto fue sorprendente, particularmente a la luz del gran
estudio aleatorizado de fase 2 realizado previamente por Amgen que mostré una
fuerte superioridad de TVEC mas ipilumumab (anti-CTLA4) versus ipilumumab
solo.

En comparacién con el enfoque intratumoral, los ensayos clinicos de la terapia OV
intravenosa se han retrasado, en parte debido a la necesidad de usar virus que los
pacientes con cancer no han encontrado previamente y se han vuelto inmunes, y
que pueden fabricarse de manera eficiente para facilitar la terapia de dosis altas.
Afortunadamente, el progreso ahora se esté acelerando y los resultados de varios
ensayos de terapia sistémica OV en curso se esperan con impaciencia. Un éxito
reciente notable, informado en la reunién anual de la Sociedad Americana de
Oncologia Clinica en mayo de 2021, fue la demostracion de respuestas duraderas
claras en pacientes con neoplasias malignas hematoldgicas muy pretratadas en un
ensayo clinico de fase 1 de una dosis intravenosa Unica de Voyager-V1 de Vyriad,
un virus de estomatitis vesicular recombinante.

Se ha hecho evidente en las Ultimas décadas de investigacion y pruebas clinicas
que los OV tienen el potencial de ser mucho méas que simplemente agentes
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citoliticos y pueden afectar terapéuticamente muchas de las caracteristicas del
cancer descritas por Hanahan y Weinberg. Mas alld de su efecto directo sobre las
células tumorales, puede ser que el verdadero poder de la OV sea su capacidad
para involucrar el propio sistema inmunoldgico del paciente, lo que hace que
reconozca y destruya las células cancerosas. Los grandes virus de ADN como los
herpesvirus y los poxvirus ahora se estdn programando para expresar multiples
genes inmunomoduladores complementarios con el objetivo de remodelar el
microambiente tumoral y revertir los entornos promalignos e inmunosupresores.
A medida que estos OV se replican y se propagan dentro y entre los tumores,
en el camino pueden, de manera especifica, diseminar informacién genética en
forma de proteinas, ARNm o microARN. Hay una dicotomia aqui en que los virus
por si solos codifican mdltiples genes inmunosupresores innatos y adaptativos que
son criticos para su capacidad de evitar al menos temporalmente el aclaramiento
inmunoldgico. Se requiere un equilibrio de inmunosupresién codificada viralmente
para facilitar la infeccion y propagacién de OV 'y, al mismo tiempo, reclutar células
inmunes terapéuticas para atacar y destruir las células cancerosas. Tal vez el uso
de sistemas de expresion génica regulables dentro de los OV para desplegar
tacticamente cargas Utiles cuando y donde serdn maés efectivos seré critico para
el uso 6ptimo de esta plataforma. Algunos sistemas promotores inducibles para
el control de la expresién génica celular han entrado en ensayos clinicos y parece
razonable esperar que puedan adaptarse para algunas plataformas OV.

Desde un punto de vistatedrico, la viroterapia oncolitica es un enfoque convincente:
el agente terapéutico se amplifica selectivamente dentro de las células malignas,
conduce a la lisis de células tumorales y, al mismo tiempo, inicia la inmunidad
antitumoral. Ahora hay que demostrar que este concepto se traduce en la practica
clinica en un beneficio tangible para los pacientes.

Russell, S.J., Bell, J.C., Engeland, C.E. et al. Advances
in oncolytic virotherapy. Commun Med 2, 33 (2022).
https://doi.org/10.1038/s43856-022-00098-4.
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NUEVO ANALISIS E IDEAS PACIFICADORAS ENTRE
RUSIAY UCRANIA

SALVADOR HARGUINDEY

106

El confrontador y dualista nivel de concienciacién actual ha llevado a una situacion
dolorosisima y cadtica en Ucrania que tiene a toda la humanidad anonadada y
amedrentada. Esta situacion evidencia la necesidad de evolucionar ascendentemente
a un tipo de conciencia capaz de acoger la totalidad del conflicto asi como sus
condicionantes (adualismo). En primer lugar, hay que concebir propuestas inéditas
para la paz y el entendimiento entre las diferentes sensibilidades e identidades
enfrentadas. Por esta razén, Beck y Cowan han dicho que toda lucha politica se ha
transformado, incluso desde su misma raiz, “en una confrontacidn entre estructuras,
estados o estadios evolutivos de la conciencia humana”. Asimismo, hace décadas
que Abraham Maslow anuncié que “desde la perspectiva de la conciencia
transpersonal se puede proponer un programa de politica integral en media hora”.
Lo que concuerda plenamente con el conocido dicho de Einstein de que "ningln
problema se resuelve al mismo nivel de conciencia que lo originé”. Ultimamente, Ken
Wilber, al considerar los fundamentalismos e integrismos més en boga, concluye
afirmando que “nadie a un nivel de concienciacién elevado (espiritual y centrado
en la humanidad, o mundocéntrico) lanzaria alegremente la bomba atémica, pero
alguien a un nivel colectivista, egocéntrico y preconvencional bombardearia con
felicidad hasta mandar al infierno a cualquiera que se interpusiera en su camino”.

El primer intento de mediacién pacificadora a un elevado nivel de concienciacién
llevaria a pensar en la iglesia ortodoxa, la cual, desde un punto de vista (idealmente)
suprapolitico y supraconflictivo, y desde una perspectiva tedrica de unidad cristiana,
podriay deberia mediar entre Ucrania y Rusia. Pero esto no parece ser posible en este
caso, ya que la iglesia ortodoxa rusa, liderada por el patriarca Kirill, se halla enfrentada
alaiglesia ortodoxa ucraniana desde que esta de separd de la primera. Hasta el punto
de que el "supuestamente cristiano” Kirill haya dicho que la invasién de Ucrania esta
justificada, que Putin es un “regalo de Dios" y que a la invasién de Ucrania se oponen
“las fuerzas del mal”.

Se echa mucho de menos a Juan Pablo Il, a Dostoyevski y a Tolstoi. Con ellos aqui
y ahora esta guerra prenuclear no hubiera tenido lugar. El papa actual se limita a
palabras indtiles. Blando, primitivo e inimaginativo, no es siquiera capaz de alentar un
"sinodo” al mas alto nivel inter y polireligioso entre los lideres de todas las principales
religiones que predominan en Rusia y Ucrania hoy en dia. Es decir, una reunién que
cuente al menos con altos representantes de las dos iglesias ortodoxas, ademas del
Dalai Lama, y al menos un iman musulman, un rabino judio y él mismo. Todo en
un intento de buscar “una sintesis superior de opuestos”, siguiendo la terminologia
pacifista de Carl Jung.

La siguiente perspectiva, mas heterodoxa, la cultural-espiritual, ha sido recientemente
considerada en algun circulo intelectual avanzado como una desesperada busqueda
de nexos de unién y goznes de crecimiento para la totalidad del Arbol de la Vida
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humana ruso-ucraniana o ucraniano-rusa.

iPara empezar, y para colmo, Putin ha declarado que Occidente trata de destruir
la cultura rusa. Os estan engafando, y muchos lo sabéis. Lo que os une a vuestros
hermanos ucranianos es el alma de Dostoyevski, que predijo con décadas de
antelacion la revolucion bolchevique de 1917 en su novela “Los demonios”, los que
ahora, recalcitrantemente, han resucitado en la persona de Stavroguin-Putin, cuyo
novelesco y sadomasoquista hermano gemelo del dictador ruso declara «que ni
conozco ni siento el bien y el mal, y que no sélo he perdido todo sentido de él, sino
que no hay bien ni mal... y que es solo un prejuicio». La verdadera esencia del alma
rusa es la de la santa bondad del principe Mishkin, de Aliosha Karamazov y del texto
dostoyevskiano: “Mediaciones sobre Cristo”, asi como cuando el gran escritor nos
dice: “Si alguien me mostrara que Jesucristo no esté en la verdad, elegiria seguir a
Jesucristo que a la verdad”. Algo que el mismo Tolstoi, que se declaré amante del
espiritu colectivo del pueblo ruso, refrendaria sin dudarlo.

iSi Dostoyevski profetizé con décadas de antelacién el aterrizaje de los
endemoniados bolcheviques en la sagrada tierra rusa en su novela “Los demonios”,
no menos profeta, ni de menor talento, es el autor de esa gran obra de la literatura
ruso-ucraniana, Mijail Bulgakov, autor soviético nacido en Kiev, titulada: “El maestroy
Margarita”. Su extraordinaria novela es considerada como una de las més importantes
del siglo XX. En ella, que representa un texto hermanado con el “Fausto” de Goethe
y su Mefistofeles, Bulgakov también profetiza con muchas décadas de antelacién la
llegada de diabdlicos gobernantes. Su temética trata de la visita a la Unién Soviética
del Diablo, este disfrazado como un ser humano y con unos poderes casi infinitos,
de nombre “Woland” en la novela. Es una desalmada bestia apocaliptica y Anticristo
de ultima generacién. Al final, sélo el humilde amor de Margarita (;una Maria
Magdalena?) por el maestro (;un alter ego de Jesucristo?) triunfa sobre el mal, no
sin que antes ese deshumanizado Diablo abandone el Moscu volando, mientras sus
clpulas y ventanas arden en el crepusculo del Domingo de Pascua.

iUna gran hibridacion del espiritu humano nos espera en un pedregoso, pero ya
imparable, sendero hacia una nueva era de paz y confraternizacién. Finalmente, a ver
si los politicos y militares rusos, norteamericanos, chinos, aprenden de una vez por
todas lo siguiente. La vida es Una. El mundo es Uno. La humanidad es Una.Y el amor
es Uno.
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HORACIO ABUNDIO MELIES

MIGUEL NIETO
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Se cuenta que Abundio perdié la cabeza cuando intentaba traducir el "y también un
par de huevos duros” de la escena del camarote. Aunque igual su desvario empezd
antes, cuando decidié vengarse del cine sonoro no ya porque le hubieran apartado
del oficio de su vida, de su vida toda, sino porque hasta Chaplin habia claudicado.
El vagabundo se vendié por unas candilejas y un canto de amapola en ‘Luces en la
ciudad’. Un poema en blanco y negro donde, cierto es que no se hablaba, pero habia
musica. Cine sonoro a la postre.

Explica, Intérprete, Recaredo, Truchiman; lldmenlo como quieran, que todas esas
maneras son validas. Piniculero le gustaba mas, pero en los carteles puso enorme: ‘El
Gran Horacio Meliés: Comentarista de Suefios’. Poético, como el oficio. Ahora que no
lo necesitaban, desahuciado por el futuro que no cesa con la irrupcion del negro ese
que ni era negro y que tampoco cantaba jazz, queria convertir la ‘Sopa de Ganso' de
los hermanos Marx -otros traidores- en un paramo auditivo. Sélo mimica, a la que,
como habia sido desde que Diosy los Lumiere existian, él pondria magia. La de antes,
la del cine de pantomimas. Pero no pudo ser. Agonizd ante un reto tan formidable
como la estampa de Gary Cooper, que forjaba su solitaria leyenda y, al paso, se hacia
hueco para estar en los cielos.

Horacio se habia pasado media vida poniéndole voz, facundia, muecas, ruidos y
chascarrillos a las peliculas, rusticas, que aparecieron poco antes de nacer, con el
siglo, en Fregenal del Valle. Pobre de solemnidad en aquella Espaia desquiciada que
siguid al desastre de Cuba, Abundio -como le bautizaron- era un hijo del pesimismo,
la piedra filosofal en la que se asentd el reinado de aquel otro nifio, Alfonso XlI, que
dijeron estaba llamado a hacer grandes cosas. Grandes cosas, ya ven qué cosas. Por
méas que sus padres le juraran que Abundio venia de abundancia, el interfecto no
salia de los "eres mas tonto, o eres mas feo que”... mismamente él mismo: Abundio.
Estas burlas -seguiin sus amigos- ya le dieron un punto paranoico.

Suvida en el campo fue tan insulsa que ni recuerdos guardé. Padre, con las alpargatas
de barro; madre, entre picones y tendederos; las bestias, cagando estiércol como
bestias, y los tdbanos, los del "no eres més tonto que...", sorbiendo mocos. Como
él. Poco mas. La escuela, un corral con pizarra desconchada, palmetazos y pedradas
en el recreo. La casa, arida como el esparto, como la sequia que pronto llamaron
pertinaz, término que hizo tanta fortuna como famélicos el hambre. Y el pueblo, una
joya arquitectdnica estilo adobe remordimiento. Huyeron de la gusa a la capital, un
mundo inhdspito sin cdncamos donde colgar morcillas ni artesas donde salar tocino;
un universo menguado que olia a desaglie, a cieno de calle y a petréleo requemado.
Abundio perdié a su madre cuando se le cayeron los primeros dientes y a su padre,
de seguida, con las caries. Mala cosa su padre, que empezd a patear a la cabra que no
daba la leche que no bebiany al que le dio por amancebar aguardiente. Seco. Como
la pertinaz. Si, en la ciudad también.
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No recuerda el afio de aquella feria, si que fue por cuando calculaban las cabafiuelas,
quiza 1915. Malas cosechas y més hambre, anunciaron. Guerra ya tenian aunque en
El Real los tiros los daban con escopetas de plomillo trucado. Los hombres marraban
dianas mientras que a sus sefioras les leian la manopla y les vendian claveles de retal.
Olia dulce a algoddn rosa y en el circo, con genuinos trapecistas rusos amamantados
en la huerta murciana, rugian tigres de Bengala con rayas de alquitrén a los que
hartaba de mollate el domador, que era también jefe de pista, duefio y, como manda
la tradicion, beneficiario en sus ratos libres de la trapecista. El payaso Marcelino, la
estrella nacional, de otra galaxia, se fue a hacer las Américas. Nunca mas se supo.
América era un agujero negro por catalogar.

El circo no era el Price ni ‘La barraca de los Franceses’ un cine parisino, pero se
dejaban querer. Abundio conocié a Horacio, el genuino, una tarde de domingo -
alld cuando los alemanes empezaron a usar gas venenoso en la Gran Guerra- a las
puertas de su ‘Pabellén de los Suefios’ El hombre con panza de gaita, mostacho,
levita y chistera invitaba al espectéculo “mucho més grande que el mundo mundial
del circo -voceaba-, lo nunca visto, pasen y vean, imagenes insdlitas en movimiento,
sucedidos del mundo ignoto, carcajadas sin pausa aseguradas, aventuras de héroes,
dragonesy bellas damiselas, mundos desconocidos por venir, cruzadas sin cuento...
Pasen y vean damas y caballeros, sefioras y sefiores, jovenes y mocitas, el invento del
que todos hablan: el cimematdgrafo. Los nifios en carrito, gratis”. Todo de corrido, casi
sin respirar de la gaita.

Agquello funciond. El circo levantd la carpa pero la barraca de suefios, tal fue el éxito,
echd raices rebautizada como ‘Pabellén Edison’, el de las patentes como churros. “Mas
técnico-festivo”, senald Horacio El Viejo, un Pllinio que lo bordaba como chambeléan
de fantasias. También de pesadillas, que el terror movia tanto montafias como taquilla.
A Abundio no le dejaban entrar. Por crio y porque no tenia ni una perragorda. Le
costd traspasar el foso hacia aquello que fuera, que estaba muy seguro que era “algo
muy importante, formidable y preciso de ver”, segun los lugarefios. Y se lo estaba
perdiendo. Al otro lado del castillo de lona se escuchaban risas, alaridos y aplausos,
como en los toros. Al final le salvé la vieja bruja que buscéd acomodo, para vender
mas, en el zaguén de la entrada. Abundio aproveché que la gitana de los ‘pajaritos
de la suerte’ tuvo urgencia de retrete para colarse. Por entre la toquilla negra entrevié
como un faro, una linterna poderosa, que sonaba a maquina de coser, y que tras el
biombo vomitaba cosas a ritmo de martinete.

Cosas mégicas. El haz de luz se abria paso con dificultad entre humo de miasmas
para estamparse en una sdbana donde las fotografias cobraban vida: Obreros
saliendo como hormigas con mucha prisa de una fabrica, una locomotora que se
echaba encima del gentio de cuerpo presente sin lamentar desgracias personales,
locos policias que corrian como si los ladrones les persiguieran a ellos, un vagabundo
escuchimizado, un tieso tocado con bombin, zapatones y una pata de libélula por
baston...

El impacto fue tal que Abundio se aferré a un poste y no habia forma inhumana de
echarlo. Nunca més quiso apearse del paraiso y se las ingeniaba para colarse. Todas
las sesiones. Horacio, el del mostacho, no sabia qué hacer. Al final, se encariind de
aquel nifio que dia si, semana también, se le plantaba delante de sus narices para
ver el cinematdgrafo. Lo que dieran. Sin distingos. Tanto le encandilé el invento, la
linterna magica, el cinematdgrafo, que Abundio quiso aprender sus secretos. Horacio,
ademas sin hijos, claudicé. Empezd haciendo recados, cargando con las bobinas, que
pesaban como lingotes de plata, y barriendo con escobas de mijo el salén, que era
terrizo. Ni este chusco escarnio doblegd su determinacion de dedicarse al que ya
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llamaban ‘Septimo arte?, séptimo sélo -rezongaban- por aparecer tarde.

Horacio vivié lo justo para ensefar el oficio al aprendiz que le imitaba maneras, planta
y mostacho para deleite de las mozas en edad de merecer, que regalaba con entradas
en justa correspondencia a sus atenciones, fogosas como el calor que despedia el
engranaje del ciclope. El viejo tuvo una década, tan dichosa como prodigiosa, para
cederle el testigo -gripe espanola mediante- a Abundio cuando el nifo rey destinado
a hacer cosas, el del nimero de la mala suerte, hizo el Primo. Abundio heredé el cine
que fue barracay, por deseo expreso de sumentor, el nombre: Horacio, al que afiadié
Melies, un apellido franchute acorde con los inventores de la cosa. Sin darse cuenta
habia pasado de las pompas de jabdén a chafardear los 8.000 metros de pelicula,
ocho episodios, de ‘Misterios de Barcelona’. Corria 1923.

Habia que ponerle chicha atodo lo que pasaba en la pantallay en el patio de butacas,
con sillas de tijera ancladas al suelo dada su tendencia a emigrar a las chabolas.
Horacio Meliés se sabia duefio del mundo cuando apagaban los quinquésy en la sala
mandaba la oscuridad, que no el silencio. Para callar a la gente engallaba su figura -
portento en verdad digno de iluminarse- subido a una peana de guardia de tréfico (los
del circo, nunca le vendieron una de amaestrar elefantes)y, como un Moisés, sin tablas
pero con muchos mandamientos, aullaba: “iSe callen!, jllega el espectaculo de las
pantomimas luminosas!”; “Ni respiren ni acaso parpadee la distinguida concurrencia,
afecto publico, porque se perderdn momentos fantasticos, inverosimiles, inveterados
y hasta insélitos de pura insolidez”; “Recuerden que esté prohibido traer fiambreras
con comida de la casa, escupir, aunque sea hacia abajo, soltar blasfemias y mear en
los rincones”; Absténganse de chicles la gente de mal mascar. Todas las conductas
desviadas serdn sancionadas ipso facto con la expulsién de la sala”, remataba.
Mandaba proyectar con un redoble de bongos, su sello personal.

El cine era tanto realidad en movimiento como artificio. Nada como una pelicula
atesora el inmenso poder de hipotecar el tiempo. Tenia truco y necesitaba trucos, no
sélo en la pantalla sino sobre todo fuera. Algunos los heredé de su mentor, el otro
Horacio que como Explica no sdlo leia los intertitulos para los analfabetos, sino que
comentaba y sonorizaba la proyeccién. Imitaba los ladridos de perro con bocinas
y los cascos de los caballos con céscaras de coco. Brasilefios, que sonaban mejor.
Una cornetin con sordina  -"gua, guaaa, guua, guuuaaa’- remarcaba los chascos
en escena y la sirena de carro de bomberos los aullidos. Todos, aunque el que hizo
fortuna fue el de Stan, El Flaco, que cuando llegé el sonoro lo copid sin ni tan siquiera
dar las gracias.

Sumo amanos y cualquier artilugio servia para engrandecer el espectaculo. Horacio
Meliés era feliz como nunca Abundio pudo imaginar. Ordenaba a su antojo el ritmo
de la accién frenando la manivela del proyector y manejaba su puntero con la agilidad
de Charlot su baston de junco. El cinematdgrafo, quizé desde que nacié kinetoscopio,
un juguete para nifos relamidos, destilaba misterio. La misién del Explica consistia
en aportarle méas. Habia que desplegar mas alla los ensuefios de esa sdbana donde
habitaba el infinito. El cine rompia muros. Paladeaba otros mundos.
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ANALISIS GENETICO PERFIL FARMACOGENOMICO
RECIEN NACIDO PARA TODA LA VIDA VEJEZ

Gestién mas efectiva de
pacientes polimedicados

Evitar el riesgo de reacciones
adversas desde el primer
minuto de vida

Un Gnico analisis para una
enorme cantidad de
tratamientos

SISTEMA NERVIOSO CARDIOLOGIA TRAUMATOLOGIA ONCOLOGIA
_@ . g @
-

* Antidepresivos
® Antipsicéticos
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® Antihipertensivos

* Antiarritmicos
n

® Analgésicos

® Anestésicos

* Anti-inflamatorios
bomba de pi * Corti id

sedantes .

® Antidemencia
* Psicoestimulantes
* Antiepilépticos

* Bloqueantes canal de calcio
® Sistema renina - angiotensina
* Modificadores de lipidos
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* Antineoplasicos

El 25-30% de los pacientes no
responden adecuadamente a la dosis
recomendada de farmaco. El Perfil
Farmacogenémico identifica a esos
respondedores andémalos y establece
recomendaciones de ajuste de dosis
para evitar efectos no deseados.

A partir de una muestra de sangre o
saliva obtenemos un perfil personalizado
que determina qué farmacos podemos
tomar, cuéles evitar y en qué dosis son
més eficaces para cada individuo.

El Perfil Farmacogenémico de EuroEspes
analiza 60 farmacogenes que explican la
respuesta a méas de 1.200 farmacos,
incluyendo todos los de uso comin mas
frecuente.

El Perfil Farmacogendmico detecta qué
farmacos debe evitar para no sufrir
reacciones toxicas o efectos adversos y
para los cuales su médico debe realizar
un ajuste de dosis personalizado.

ENF. INFECCIOSAS OTRAS ESPECIALIDADES

 Antibicticos
e Anti-infecciosos

 Antihistaminicos
* Antidiabéticos
e Diuréticos

* Antiglaucoma
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Perfil Genémico Personal

Genomica y Farmacogenomica
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GENOMICO PERSONAL

(PgenP)
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ENFERMEDAD

(Tratamiento de la enfermedad)
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El conocimiento del genoma
nos permite identificar y tratar
las enfermedades de manera
personalizada.

%

ANALISIS GENETICO ~ MEDICINA PERSONALIZADA
(PgenP) (Tratamiento del enfermo)

T T

Las variantes de nuestro
genoma explican nuestro
riesgo a desarrollar enferme-
dades vy las diferencias en la
capacidad de respuesta al
tratamiento.
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Variantes de riesgo personal

Se muestran genes patogénicos con mutaciones responsables de enfermedades (pasadas, presentes o futuras)
en la persona portadora. Esta informaciéon gendmica es vital para la confirmacion diagnéstica de enfermedades
que haya sufrido o pueda estar sufriendo la persona portadora, asi como enfermedades que con altisima
probabilidad pueda sufrir a lo largo de su vida.

Variantes de riesgo familiar

Se muestran genes defectuosos, que no tienen por qué causar enfermedad en la persona portadora, pero que
pueden ser heredados por sus hijos. Si los hijos portadores de esos genes se unen a otra persona con idéntico
defecto genético, el 25% de sus descendientes puede sufrir una enfermedad, de las conocidas como de
herencia recesiva.

Variantes de riesgo indefinido

Incluye un conjunto de més de 500 genes cuya funcién es desconocida hoy dia, pero que estéan presentes en
maés del 50% de la poblacion. PgenP ofrece al usuario la lista completa de estos genes, presentes en el genoma
de cada persona, para que cada cual disponga de forma permanente de esa informacién de posible valor a lo
largo de su vida y que, sin duda, ird adquiriendo relevancia a medida que avance la ciencia y el conocimiento de
la gendémica estructural y funcional.
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CGhiotec

Chiotac

Antiosteoporosis. Hipolipemiante. Regulador del
Déficit de Anti-arterioesclerético. crecimiento celular.
vitamina D. Anti-oxidante.

LiNEA HIiBRIDA

Yastistaceion § aalsex
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CGhiotec

Para el funcionamiento Antianémico. Potencia Hepatoprotector.
normal del sistema nervioso  Energizante. y satisfaccion.
y para un rendimiento Prometabdlico.

intelectual normal.

LiNEA VEGETAL

Con Vitamina E natural Neuroprotector.
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frente al dafio oxidativo. = Anti-parkinsoniano.
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