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INFECCIOSAS APARICION DE LIPODISTROFIA

Identifican nuevos genes
alterados por los ART
durante la adipogénesis

DM Nueva York
Investigadores del Depar-
tamento de Microbiologia
de la Universidad de Pa-
dua, en Italia, han identifi-
cado nuevos genes altera-
dos o modulados por los
inhibidores de la proteasa
(IP) y los inhibidores de la
transcriptasa inversa ana-
logos de nucleésidos du-
rante la adipogénesis. El
trabajo, coordinado por
Giorgio Palt, se publica en
el dltimo ndmero de AIDS.

Con el fin de analizar la
patogénesis de la lipodis-
trofia asociada a la terapia
antirretroviral en pacien-
tes con infeccién por el
VIH, los investigadores
analizaron sus efectos en
la diferenciacién adipociti-
ca.

Perfil genético

Mediante el uso de microa-
rrays de ADN y RT-PCR
cuantitativa, los autores
analizaron el perfil de ex-
presién genética de 3T3-L1
preadipocitos tratados con
anélogos de nucleésidos
(lamivudina, zidovudina,
estavudina y zalcitabina) e
IP (indinavir, saquinavir y
lopinavir) durante el pro-

ceso de maduracién a adi-
pocitos.

Segtin los resultados, los
IP inhiben significativa-
mente la diferenciacién de
adipocitos, mientras que
los analogos de nucleési-
dos tienen efectos mode-
rados en la adipogénesis.
El andlisis del perfil de ex-
presién genética mostré
que el tratamiento con
analogos de nucleésidos
modula la expresién de
factores de transcripciéon
como el Aebpi, Pousf1y
Phf6, que pueden tener un
papel clave en la determi-
nacién del fenotipo de los
adipocitos.

Los IP también modu-
lan la expresién frente a la
inhibicién de la diferencia-
ci6én de los adipocitos, pro-
vocando tanto una sobre-
rregulacién  del gen
Wntioa como una infra-
rregulacién de la expre-
sién de otros genes impor-
tantes en la codificacién
de factores de transcrip-
cién de adipocitos y de
marcadores especificos de
células grasas, como la adi-
ponectina o la leptina.

m (AIDS 2006; 20 (13):
1691-1705).

ONCOLOGIA MEDIANTE EL USO DE RAYOS X

Obtienen imagenes de la
lucha entre LTAG y p53

oM Nueva York
Un equipo de investigado-
res del Departamento de
Biologia Molecular de la
Universidad del Sur de Ca-
lifornia y del Instituto de
Ciencias Biolégicas de la
Universidad de Pittsburgh,
en Estados Unidos, ha ob-
tenido, mediante rayos X,
las primeras imagenes que
muestran la batalla entre
la vida y la muerte que se
produce entre la proteina
LTag, promotora de proce-
sos tumorales, y una pro-
teina tumorsupresora lla-
mada p53. El hallazo se pu-
blica en el Gltimo nimero
de Genes & Development.

"La p53 es un supresor
de tumores muy impor-
tante que estd mutado en
la mayoria de los casos de
céancer. Si se presenta gran
cantidad de ps53, puedes
anular el antigeno T, han
explicado Xiaojiang Chen
y James Pipas.

El equipo de Chen ha
descrito la interaccién en-
tre LTag y p53 mediante la

cristalizacién del complejo
de un LTag y seis molécu-
las p53, y un total de més
de 5.000 dtomos entre
ellos.

Cada LTag ata por sf
misma un grupo de seis
moléculas p53, inhibiendo
su capacidad para supri-
mir los tumores. La protei-
na ps53 lucha mediante la
prevencién de la réplica
del virus que produce
LTag, conocido como una
oncoproteina por su fun-
ci6n en el crecimiento del
cancer.

Antigeno

En definitiva, "el virus co-
noce de algiin modo la im-
portancia inhibidora de la
molécula p53, y mediante
la oncoproteina LTag inte-
ractda fisicamente y cam-
bia su conformacién para
eludirla" ha sefialado
Chen.

Finalmente, si el virus
tiene éxito, se inicia el pro-
ceso que da pie al desarro-
llo de los tumores.
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TRIBUNA  SUSTITUIRA COMPLETAMENTE A ALGUNOS METODOS DE DETECCION DE PATOGENOS

La PCR amplia sus dominios

U EI autor de la tribuna analiza la evolucion que ha sufrido la técnica diagndstica de reaccion en
cadena de la polimerasa, que nacié6 como una herramienta de biologia molecular y que poco a poco
ha ido ampliando sus indicaciones, siendo clave en la identificacion de virus y retrovirus.

EDUARDO
LOPEZ-
COLLAZO
Unidad de
Investigacion del
Hospital
Universitario La Paz,
de Madrid

Ad

La sensibilidad de
la técnica es mil
veces mayor que
la que se obtiene
con los cultivos, y
los resultados de
ambas pruebas
se correlacionan,
aungue no es
necesario esperar
los siete dias que
necesitan los
cultivos

La PCR también
se puede utilizar
en el diagnéstico
no invasivo
prenatal, ya que
se ha identificado
la presencia de
ADN fetalenla
circulacién de la
madre, lo que
permite extraer
el material
genético

Desde que Kary B. Mullis inventara la PCR
(reaccién en cadena de la polimerasa), a princi-
pios de la década de 1980, en el horizonte de es-
te campo ha ido apareciendo una gran cantidad
de aplicaciones al diagndstico clinico. Esta téc-
nica ha tenido tanta influencia en el desarrollo
de la biologfa y, por consiguiente, en la medici-
na, como el descubrimiento de la estructura de
doble hélice del material genético (ADN). El
hecho de poder amplificar minimas cantidades
de ADN de manera especifica ha propiciado su
aplicacién en la deteccién de microorganismos
dificiles de cultivar, infecciones virales recien-
tes, polimorfismos que causan enfermedades y
marcadores de cdncer, entre otras muchas apli-
caciones. Hoy por hoy, la medicina no puede
caminar sin ella.

Explotando la funcién original de las polime-
rasas -enzimas cuya actividad es copiar secuen-
cias de ADN-, esta técnica nos permite realizar
un fotocopiado molecular de una parte del ma-
terial genético. Por ello, la presencia de infimas
cantidades de una secuencia especifica, como
por ejemplo la secuencia que caracteriza a un
virus, se puede amplificar hasta hacerla visible
y, por lo tanto, detectable. En un principio la
PCR solo era aplicable a la deteccién de ADN;
sin embargo, utilizando un paso previo y con
ayuda de las retrotranscriptasas, podemos de-
tectar también ARN, que es el material genético
presente en los llamados retrovirus, como el
VIH o la hepatitis C. Esta variacién es conocida
como RT-PCR (Retrotranscriptase Polymerase
Chain Reaction).

La amplificacién de una porcién del material
genético perteneciente a un microorganismo o
a un virus nos informa solamente de la presen-
cia o no de esta infeccién en el paciente analiza-
do. Esto tltimo se conoce como PCR cualitati-
va. Sin embargo, si se monitoriza el proceso de
amplificacién de la secuencia en cuestién a
tiempo real, podemos cuantificar la cantidad de
material genético que esta presente en la mues-
tra. La Q-PCR en tiempo real nos posibilita no
s6lo conocer la presencia de la infeccién sino
también cuantificar el nimero de copias exis-
tentes, convirtiéndose en instrumento crucial
para la determinacién de la carga viral. Por otra
parte, la posibilidad de poder amplificar varias
secuencias especiﬁcas de un mismo espécimen
(multi-PCR) nos aporta una informacién com-
pleta de la presencia de la infeccién.

Nuevas indicaciones

Es evidente que esta herramienta, que en prin-
cipio se entendié como otra mas de la biologfa
molecular, tiene un amplio espectro de aplica-
ci6n en el diagnéstico. En el campo de la micro-
biologia, la PCR estd llamada a sustituir com-
pletamente a gran cantidad de los métodos ac-
tuales de deteccién de agentes patégenos. No
sélo gana, por amplia diferencia, en cuanto a la
posibilidad de detectar la presencia de microor-
ganismos dificiles de cultivar; también facilita
tener resultados fiables en un intervalo de tiem-
po corto -horas-, mientras que los cultivos nece-
sitan dias.

En la actualidad se han desarrollado ensayos
de PCR para la deteccién de Listeria, Legionella,
Borrelia, Leptospira, Chlamydia, Neisseria y Tre-
ponema, entre otros. Los resultados obtenidos
por PCR han demostrado correlacionar perfec-
tamente con la informacién que aportan los
cultivos, con la diferencia de que, para estos ul-
timos, se tuvo que esperar unos siete dias,
mientras que los resultados de la PCR se obtu-

vieron en horas. Cabe destacar que la sensibili-
dad de esta técnica es mil veces mayor que la
que tiene un cultivo. Otras aplicaciones intere-
santes, y cada vez mas extendidas, son la deter-
minacién de la resistencia a antibiéticos de bac-
terias aisladas de pacientes y la deteccién de pa-
résitos tales como Toxoplasma, Trypanosoma y
Cryptosporidium.

Cancer y virus

En el diagnéstico del cncer la aplicacién de la
PCR ha sido esencial para determinar la presen-
cia de marcadores especificos del desarrollo de
esta enfermedad, asi como la aparicién de poli-
morfismos que inducen eventos oncolégicos.
Un ejemplo claro lo constituyen los niveles de
expresion de factores como HER-2 y la topo Ila,
genes importantes en el desarrollo del cdncer
de mama, fécilmente detectables por PCR en
tiempo real. Sus niveles indican una mala prog-
nosis para el paciente en cuestién.

Por otra parte, la localizacién de mutaciones
en genes como el ps3 es otra de las aplicaciones
de la PCR al diagnéstico en el campo de la on-
cologfa. Sin embargo, una de las areas donde es-
ta técnica ha tenido mayor impacto es en la de-
teccién y cuantificacién de virus y retrovirus.
Tres factores han contribuido a ello: son agen-
tes patégenos con un material genético muy
simple, el aislamiento de su ADN o ARN es sen-
cillo y, por tltimo, el diagndstico por cultivo es
dificil y laborioso.

Una larga lista de ensayos de PCR se ha esta-
blecido para detectar virus. En este apartado
merecen una especial mencién los retrovirus
que provocan el sida, ya que la PCR ha contri-
buido a eliminar el periodo ventana en su de-
teccién. Los métodos mas tradicionales, basa-
dos en la aparicién de anticuerpos o la detec-
cién de proteinas del virus (Elisa o Western
Blot), necesitan unos niveles de contaminacién
elevados o un periodo de incubacién largo (de
tres a seis meses desde la infeccién).

No obstante, con la PCR se puede reconocer
su presencia transcurridas 48-72 horas de la
contaminacién, siendo mds prudente esperar
una semana para eliminar posibles falsos nega-
tivos. Por otra parte, la posibilidad que brinda la
cuantificacién de las copias existentes ayuda en
el ajuste del tratamiento. La precisién de la PCR
logra diferenciar la presencia de distintos subti-
pos de un mismo virus cuya "apariencia” es in-
distinguible por métodos mas clasicos.

Otros campos de aplicacién de esta técnica
son las enfermedades neurodegenerativas y el
diagnéstico prenatal. Mientras que en el primer
grupo el uso de la PCR se circunscribe a la de-
teccién de polimorfismos que sirven para la cla-
sificacion de este tipo de enfermedades, en el
caso del diagnéstico prenatal se aplica para
identificar posibles fallos genéticos en los fetos.
Recientemente se ha abierto una amplia gama
de posibilidades para el diagnéstico no invasivo
prenatal usando la PCR, debido a que se ha
identificado la presencia de ADN fetal en la cir-
culacién de la madre, posibilitindose la extrac-
cién de material genético fetal desde el plasma
materno.

La precisién y fiabilidad de esta técnica ha
eliminado el antiguo temor que suscitaba la
aparicién de falsos positivos/negativos. Sus mul-
tiples y muy variadas posibilidades nos hacen
recomendar el estudio de las peculiaridades de
cada diagnéstico donde se aplica la PCR, ten-
diendo otro puente de unién entre la biologia
molecular y el diagnéstico clinico.



