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BIOLOGIA MOLECULAR DEL CANCER DE PROSTATA

DEFINCION

La guia practica clinica define al cancer de préstata como el crecimiento anormal de
las células que se encuentran en la glandula prostética.

El cancer de préstata es uno de los principales problemas de salud publica en todo
el mundo, se ha convertido en uno de los tumores mas frecuentemente
diagnosticado en los hombres y ocupa el segundo lugar de causas de muerte en
hombres mayores de 50 afios.

Los factores de riesgo aun son desconocidos especificamente, sin embargo, se ha
demostrado ciertos factores como la heredabilidad, juegan un papel determinante
para el riesgo de presentar el cancer de préstata, incrementado ain mas si 2 o mas

familiares de primera linea lo han presentado.

IDEAS CLAVE SOBRE EL
CANCER DE PROSTATA

El cancer de prostata es el Puede comportarse de
cancer mas comun en los forma muy agresiva, o de
varones forma muy benigna
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GENES ALTERADOS

Un porcentaje importante de los casos de cancer de préstata reportados son de
origen hereditario. Estos casos se relacionan con mutaciones de los genes hKLK3
(PCA3), TMPRSS-2 (Proteasa transmembrana serina 2) y hKLK2 (Calicreina)La
prueba estdndar para deteccion de cancer de préstata es el Antigeno Prostatico
Especifico (PSA). La prueba consiste en la medicion de dicho antigeno en el suero
sanguineo y su comparacion con un nivel normal.

El biomarcador hKLK3 (PCA3) es un gen especifico del cancer de prostata ya que
solo se sobreexpresa en células que han sufrido transformacién a cancer prostatico;
Su expresion en estas células, es 100 veces superior que en las células prostaticas
normales. Por lo tanto, su principal ventaja es que su expresion no se ve afectada
por enfermedades prostaticas no cancerosas. Este estudio se realiza en una
muestra se semen.

CARACTERSITICAS CLINICAS

Los signos de la enfermedad se manifiestan después de una larga evolucién de la
enfermedad y no son especificos. Inician posterior a la obstruccién del flujo urinario
posterior al crecimiento anormal de la gldndula o de la metastasis que se presente
a los diferentes sistemas del organismo.

Signos y sintomas:

€ Problemas al orinar, incluyendo un flujo urinario lento o debilitado o
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necesidad de orinar con mas frecuencia, especialmente de noche
Sangre en la orina o el semen

Disfuncién eréctil.
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Dolor en las caderas, columna vertebral, el térax, debido a que el cancer que
se ha propagado a los huesos

3¢ Debilidad o adormecimiento de las piernas o los pies, o incluso pérdida del
control de la vejiga o los intestinos debido a que el cancer comprime la

meédula espina




CANCER DE PROSTATA

Androsmedic

® Demora al inicio de orinar.

® Esfuerzo para orinar.

® La orina disminuye en fuerza.

® Incremento excesivo de la frecuencia.
® La vejiga no se vacia por completo

DIAGNOSTICO MOLECULAR

El diagnédstico preventivo es sumamente importante ya que, en las fases iniciales,
la mayoria de los hombres con cancer de préstata no presentan sintomas.

El tacto rectal esta indicado en todos los pacientes mayores de 55 afios, en
pacientes con sintomatologia urinaria baja sin importar la edad y en pacientes
asintomaticos, pero con factores de riesgo.

Especifico (APE): Es una serina proteasa relacionada con la calicreina, que se

produce en las células epiteliales de la préstata, su funcion es la licuefaccion del




coagulo del semen. Su dosificacion plasmatica es una herramienta indispensable
en el diagnostico del cancer, se debe tener precaucion en los pacientes con APE
entre 4 ng/ mly 10 ng/ml en estos casos se utiliza la medicion del APE libre y en
complejos para decidir si es necesaria una biopsia; el riego de cancer es menor al
10% cuando la APE es mayor al 25%, pero llega hasta 56% si el APE libre es menor
del 10%5,8.

Conoce las pruebas de diagnoéstico

para cancer de prostata

Tacto rectal: EL medico palpa la Prueba de Antigeno Prostatico
prostata para revisar su tamano, Especifico: Se realiza para
consistencia y uniformidad. conocer el nivel de antigeno

prostatico en la sangre.

Si el médico detecta anomalias en estas dos pruebas es
importante realizar:

Biopsia: Se extrae y analiza Ultrasonido transrrectal: Se
tejido de la prostata para realiza al momento de
confirmar o descartar la realizar la biopsia.

presencia de cancer.

TRATAMIENTO

El tratamiento local es a base de prostatectomia radical, radioterapia, Braquiterapia
(es la implantacion de fuentes radiactivas directamente en la glandula, lo que
permite la concentracion de altas dosis de radiacion directamente en la prostata).
El tratamiento de la enfermedad local avanzada y de alto riesgo es en base de
orquioterapia, agonistas GNRH o LHRH (H (Leuprolida, Goserelin, Triptorelina),

Antiandrogenos (Flutamida, Bicalutamida).




BIOLOGIA MOLECULAR DEL HIV
Generalidades.

El ciclo vital del VIH sigue, en general, las pautas del resto de retrovirus. Después
de que el virus alcanza la célula diana y logra penetrar a través de la membrana
plasmatica, la RT convierte el ARN viral en ADN. ElI ADN retrotranscrito es
transportado al nucleo e integrado al ADN celular, proceso mediado por la enzima
IN. Debido a las caracteristicas de replicacion de los retrovirus, el ADN proviral esta
flanqueado por las regiones LTR (long terminal repeats), con importantes funciones
reguladoras.

GENES ALTERADOS

Se sabe gque la variabilidad genética del VIH-1 afecta mas a unos genes que a otros.
Parece claro que el gen env es el que presenta el mayor nimero de mutaciones. El
analisis bioquimico profundo ha demostrado que no sélo se conservan mas los
genes como gag o pol sino que los tipos de nucleétidos y aminoacidos de esas
regiones son distintos a los encontrados en la envoltura.

GENES ESTRUCTURALES DEL VIH

CARACTERISTICAS CLINICAS

3¢ Forma diseminada de infeccién / fatal
3¢ Curso indolente afectando el estado general.




>X Fiebre, anorexia, pérdida de peso, diarrea o vomito.

3¢ Hepatoesplenomegalia, adenopatia y lesiones en piel ulcero-costrosas.

3 Sintomas respiratorios, tos, expectoracion y disnea. Sudor nocturno.

3¢ Frecuente pancitopenia como consecuencia del compromiso medular y
alteracion de enzimas pancreaticas.

3¢ Extension al torrente sanguineo y puede afectar el sistema nervioso central.

uiceras en la boca

dolores musculares

DIAGNOSTICO MOLECULAR

La deteccidbn de anticuerpos especificos anti-VIH es la forma habitual de
diagnosticar una infeccion por VIH. Los métodos se dividen en:

a) pruebas de screening, disefiadas con un maximo de sensibilidad para detectar
todas las muestras positivas.

b) pruebas confirmatorias, caracterizadas por su especificidad y que permiten
asegurar la

positividad de una muestra previamente reactiva con un test de screening. Ambos




ensayos realizados de forma secuencial obtienen resultados excelentes en cuanto
a exactitud y reproducibilidad y tienen mas del 99% y 95% de sensibilidad y
especificidad respectivamente.

Pruebas de screening
X Técnicas en dot blot que, realizadas correctamente, ofrecen una gran
seguridad en el resultado.

Los tests de screening también pueden ser realizados a partir de muestras de saliva
y orina, para lo cual existen métodos adaptados, con la ventaja que supone sobre

la muestra de suero en cuanto a facilidad en la obtencion, menor riesgo de contagio
accidental y coste econdémico.

Pruebas de confirmacion

Las muestras positivas en la prueba de screening requieren ser confirmadas con un

test muy especifico, empleandose el Western blot (WB), la inmunofluorescencia
indirecta (IFI) o la radioinmunoprecipitacion (RIPA). EI WB es el método
recomendado y permite discriminar, por la aparicion de bandas reactivas, frente a
qué antigenos viricos se dirigen los anticuerpos presentes en la muestra.

Aunque el diagnéstico de la infeccion por el VIH debe establecerse mediante la
deteccién de anticuerpos especificos del virus, puede ser conveniente la utilizacion
de técnicas moleculares basadas en el reconocimiento de fragmentos del genoma
del virus. Estassituaciones especiales se producen en casos de
hipogammaglobulinemia, infeccién perinatal, infeccién silente o infeccion por
variantes del virus que pueden escapar a la deteccion con las técnicas habituales
seroldgicas, como son el VIH-2 y el subtipo O del VIH-1.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es el método de eleccion para el
diagndstico molecular de la infeccién por el VIH. Puede aplicarse directamente a la
deteccion de ADN provirico a partir de células del paciente, o bien mediante una
reaccion de retrotranscripcion previa (RT-PCR), realizada habitualmente en plasma,
cuando la diana que se pretende localizar son las particulas de ARN virico. Su
utilizacion es imprescindible para el diagnostico de VIH en los nifios recién nacidos
de madres seropositivas y en los pacientes con patrones seroldgicos atipicos.

La conveniencia de utilizar técnicas moleculares en el screening de donantes es
discutida aunque es indudable que reduce aun mas el periodo ventana previo a la
seroconversion, de forma que podria diagnosticarse a un paciente infectado tan solo
una semana después de su contacto con el virus.

Pruebas confirmatorias

I. Western blot




[I. Inmunofluorescencia indirecta (IFI)
[ll. Radioinmunoprecipitacion (RIPA)
IV.Inmunoensayo lineal (LIA)
TRATAMIENTO

El tratamiento del VIH implica tomar medicamentos que reducen la cantidad de virus
que hay en el cuerpo.

>X Los medicamentos para el VIH se llaman terapia antirretroviral (TAR).

>€ No hay ninguna cura eficaz para la infeccion por el VIH, pero con la atencion
meédica adecuada, puede controlarla.

La mayoria de las personas logra tener el virus bajo control dentro de un
plazo de seis meses.

Tomar los medicamentos para el VIH no previene la transmision de otras
enfermedades de transmision sexual.
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Tabla 1: Tratamiento antirretroviral durante el embarazo

— zidovudina (Azr)  S0en0ea mﬁ';} emtricitabina (FTC) 44T + dd
lamivudina (3TC) tavudina (d4T) tenofovir {TDF) zalcitabina (ddC)
ITINN nevirapina (NVF) etravirina
Inhibidores netfinavir atazanavirfitonavir
de la proteasg  S2quinavirritonavir  indinavirfritonavir  fosamprenavirlritonavir
P lopinavirfritonavi tipranavir/ritonavir
Inhibidores enfuvirtida (T-20)
de la entrada Maraviroc
Inhibidores .
de la integrasa raltegranir

ITINt: inhibidores de la transcriptasa inversa analogas de nucledsido/nucledtida.
ITINN: inhibidares de la transcriptasa inversa no analogos de nucledsido.




BIOLOGIA MOLECULAR DE HCV (VIRUS DE HEPATITIS C)
GENES ALTERADOS

A las distintas proteinas codificadas del VHC se les adjudican distintas funciones.
El gen C codifica una proteina de la nucleocépside; los genes E1 y E2 codifican las
proteinas de la envoltura del virion, conteniendo numerosas zonas de glucosilacion.

El virus de la hepatitis C es un virus RNA de cadena simple positiva, envuelto, que
pertenece a la familia Flaviviridae y al género Hepacivirus. Se conocen seis
genotipos que muestran una variacion en su secuencia de nucledétidos de 30% a
35%, que se nombran del 1 al 6, y que muestran capacidad diferente de producir
infeccion persistente y causar dafio hepatico, asi como respuesta diferente a los
anticuerpos neutralizantes cruzados y a los medicamentos antivirales. Dentro de
cada genotipo hay mas de 50 subtipos que se denominan a, b, c, d, y asi
sucesivamente, y dentro de cada individuo infectado se encuentran cuasiespecies,
representando la gran heterogeneidad genética de este virus dada por la enzima
RNA polimerasa viral que no corrige los errores durante la replicacion del genoma
viral, y la cual dificulta el desarrollo de una vacuna efectiva. La particula viral tiene
forma esférica, con un didmetro aproximado de 40 nm a 70 nm. Su genoma esta en
el interior de una cépside icosaédrica, tiene una longitud de 9.600 pares de bases y
codifica para una poliproteina Unica que se procesa mientras es traducida en al
menos 10 proteinas, incluidas las proteinas estructurales (core, E1 y E2) y las no
estructurales como la enzima RNA polimerasa viral.

CARACTERISTICAS CLINICAS

La hepatitis C se ha considerado una enfermedad silenciosa y la mayoria de las
personas con la infeccion aguda no presentan manifestaciones clinicas. Sin
embargo, los pacientes con una infeccion cronica establecida pueden ser
sintoméaticos debido al progreso de la enfermedad hepética.

Pueden existir sintomas inespecificos, como malestar general, cansancio o
nauseas, pero en muy pocas ocasiones se desarrolla ictericia, es decir,
pigmentacién amarilla de la piel y las mucosas, que se acompafia de orinas de color
oscuro y deposiciones blancas o amarillentas. Esta hepatitis aguda se cronifica en
mas del 80% de los casos.

La hepatitis cronica por virus C también se caracteriza por producir muy pocos
sintomas durante muchos afos, por lo que lo mas frecuente es que se diagnostique
de forma casual, al realizar analisis por otros motivos.

Cuando existen sintomas, los mas frecuentes son cansancio y molestias leves en
lado derecho del abdomen. Algunos enfermos pueden desarrollar sintomas
relacionados con enfermedades asociadas a la infeccion por virus C, como
manifestaciones cutaneas, articulares, sindrome seco, etc.




Unicamente en fases avanzadas de la enfermedad, cuando se desarrolla una
cirrosis hepatica, apareceran los sintomas propios de esta patologia y sus
complicaciones.

SINTOMAS DE LA HEPATITIS C
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Poco apetito Dolor abdominal

DIAGNOSTICO MOLECULAR

Diagnastico por el laboratorio

Las pruebas para evaluar la infeccion por el virus de la hepatitis C pueden hacerse
en varias circunstancias:

1) para hacer el diagnéstico clinico en un paciente con signos y sintomas o con
pruebas alteradas de funcién hepéatica

2) para evaluar los pacientes con hepatitis C durante el tratamiento.
3) para tamizar e identificar personas infectadas con el virus de la hepatitis

C. Paraello se dispone de pruebas serolbgicas y pruebas virolégicas. Como se sabe
gue hay un nimero importante de personas infectadas con este virus, pero que son




asintométicas y no han sido diagnosticadas, debe hacerse tamizacion para los
factores de riesgo y hacer las pruebas en los individuos que se consideren con
riesgo.

Pruebas serologicas

Las pruebas serolégicas, usualmente por inmunoensayo enzimatico o
quimioluminiscencia, detectan anticuerpos contra el virus. Se utilizan antigenos
recombinantes adheridos a microplatos o microparticulas, dependiendo de la
técnica, para capturar los anticuerpos circulantes contra el virus. Se usan para la
tamizacion y diagnostico de la infeccion por el virus de la hepatitis C. La
especificidad de estas pruebas es mayor del 99%, pero en ocasiones pue- den
arrojar resultados falsos positivos, por lo cual se recomienda siempre hacer una
prueba virolégica confirmatoria, en particular en los pacientes con niveles normales
de ALT.

Pruebas viroldgicas

Las pruebas virologicas que detectan el RNA VHC, pueden ser cualitativas o
cuantitativas (que detecten la carga viral en un momento dado). Se basan
usualmente en la técnica de PCR en tiempo real y pueden detectar desde 50
Ul/mLEstas pruebas también tienen una alta especificidad, mayor del 98%, y su
principal uso es en el monitoreo de la respuesta al trata- miento antiviral; para esto
es importante utilizar siempre la misma técnica y preferiblemente, el mismo
laboratorio. La genotipificacion por su parte, debe hacerse antes de iniciar el
tratamiento, ya que determina su indicacion, la duracién y dosis del mismo, y el
procedimiento para monitorear el tratamiento.

Pruebas hepaticas

Alrededor del 30% de los pacientes con hepatitis cronica mantienen unos niveles de
ALT normales. La mayoria de estos pacientes tienen una inflamacién hepatica leve
o moderada, con fibrosis leve o ausente, la cual puede progresar con el tiempo.
Usualmente el aumento de la ALT y la AST son marcadores importantes de dafio
hepatico; sin embargo, las diferencias en los valores de referencia de acuerdo con
las técnicas y laboratorios, dificultan su uso particularmente en la infeccion crénica
asintomatica, de ahi que unas transaminasas normales. no excluyan el diagnostico
en un momento puntual. Durante la infecciobn aguda es frecuente encontrar
fluctuaciones en los valores de la ALT y del RNA viral, en tanto que durante la in-
feccion cronica tienden a permanecer relativamente estables. Unos niveles
normales de ALT no son suficientes para no tratar a un paciente infectado, ya que,
aungue tienen un mejor prondéstico que aquellos con aumento de la enzima, entre
el 20% y el 30% desarrollan fibrosis. De manera similar, un valor de ALT normal
aislado no indica recuperacion completa o erradicacion del virus después del
tratamiento; sin embargo, si éste es efectivo reduce rapidamente los niveles séricos
de ALT.




TRATAMIENTO
Medicamentos antivirales

La infeccion de hepatitis C se trata con medicamentos antivirales destinados a
eliminar el virus del cuerpo. El objetivo del tratamiento es que no se detecte ningun
virus de la hepatitis C en el cuerpo al menos 12 semanas después de completar el
tratamiento.

Recientemente, los investigadores han logrado avances significativos en el
tratamiento de la hepatitis C mediante nuevos medicamentos antivirales de "accion
directa”, a veces en combinacion con los ya existentes. Como consecuencia, las
personas experimentan mejores resultados, menos efectos secundarios y tiempos
de tratamiento mas cortos, algunos tan cortos como ocho semanas. La eleccion de
los medicamentos y la duracién del tratamiento dependen del genotipo de la
hepatitis C, de la presencia de dafio hepético existente, de otras afecciones y de los
tratamientos previos.

BIOLOGIA MOLECULAR DE VIRUS DE SAR-Cov2
GENES ALTERADOS:

Se han desarrollado varios ensayos de RT-LAMP para apuntar a diferentes regiones
de genes de SARS-CoV-2 con fluorescencia o lecturas colorimétricas.

Una estrategia para producir fluorescencia es usar Calceina, un complejo de
fluoresceina. La fluorescencia de la Calceina se inhibe inicialmente cuando se uneal
manganeso. Los pirofosfatos generados a partir de las reacciones de amplificacion
de ADN secuestran el manganeso y liberan la calceina

La calceina libre puede unirse a los iones de magnesio, aumentando la intensidad
de su emision de fluorescencia. Usando Calceina, se desarrollo un ensayo RTLAMP
para la deteccion visual de SARS-CoV-2. Identificaron correctamente 58/58
pacientes positivos y 72/72 negativos, confirmados con pruebas de RT-PCR
paralelas. Este ensayo de RT-LAMP de los extractos de muestras de ARN de los
pacientes solo requirié una incubacion de 60 minutos a 63 ° C.
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CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES:
Cuadro clinico:
Sintomas

La COVID-19 afecta de distintas maneras en funcién de cada persona. La mayoria
de las personas que se contagian presentan sintomas de intensidad leve o
moderada, y se recuperan sin necesidad de hospitalizacién.

Los sintomas més habituales son los siguientes:

v" Fiebre
v Tos seca
v" Cansancio

Otros sintomas menos comunes son los siguientes:

Molestias y dolores

Dolor de garganta

Diarrea

Conjuntivitis

Dolor de cabeza

Pérdida del sentido del olfato o del gusto

Erupciones cutaneas o pérdida del color en los dedos de las manos o de los
pies

SR NANENENRN

Los sintomas graves son los siguientes:

v’ Dificultad para respirar o sensacion de falta de aire
v Dolor o presién en el pecho
v Incapacidad para hablar o moverse




Flepre Vv asiefllia ;‘

Afecclon resplratoria

~ Ganglios linfaticos
Latidos del corazény Inflamados
resplracion rapldas
Erupclon cutanea

Disfuncion digestiva

nausea y/o diarrea
Enrojecimiento o hinchazon
en l[as manos o los ples

DIAGNOSTICO MOLECULAR:

Extraccion del ARN viral: Segun las indicaciones de la OMS, la muestra biologica
debe mezclarse vigorosamente con N-acetil-L-cisteina en volimenes iguales y 0.9%
de cloruro de sodio.

Amplificacion del genoma viral: Para la identificacion del genoma viral del virus del
SARS-CoV se realizo la sintesis de ADN complementarios (ADNCc). La amplificacion
del genoma viral se llevé a cabo utilizando iniciadores que amplifican una region del
genoma del virus del SARS.

RT-PCR y PCR anidada: En la reaccion de RT-PCR se utilizaron los iniciadores
BNIoutS2, BNIoutAs, BNIinS, BNIin, los cuales amplifican un segmento de la region
ab del ORF 1 (gen pol B). Las muestras se preparan agregando 2 uL ARN y 5.5 uL
de agua DEPC, se incuban durante 10 minutos a 70 o C y 10 minutos en hielo.




Cuadro 2. Tipos de muestras, material requerido y temperatura de transporte para la prueba de RT PCR SARS-Cov-2

Tipo de muestra Material Temperatura de Comentarios
transporte

Exudado faringeo y Medio de transporte viral. 2-8°C El exudado faringeo y nasofaringeo se
nasofaringeo Hisopos de dacrén o rayén con deben colocar en el mismo tubo para
mango de plastico (exudado incrementar la carga viral
faringeo)

Hisopos de dacrén o ray6n
con mango flexible (exudado
nasofaringeo )

Lavado bronquioalveolar  Contenedor estéril con medio 2-8°C Puede haber dilucién del patégeno, pero
de transporte viral adn asi vale la pena tomarla. Se requie-

ren como minimo 2 mL (1 mL de lavado

bronquioalveolar mds 1 mL de medio de

transporte).
Aspirado traqueal, aspirado Contenedor estéril con medio 2-8°C Se requieren, como minimo, 2 mL (1
nasofaringeo o lavado nasal de transporte viral mL de aspirado mas 1 mL de medio de
transporte).
Biopsia de pulmén Contenedor estéril con medio 2-8°C 2 cm’ de la parte visiblemente mas
de transporte viral afectada.

TRATAMIENTO:

Tabla 1: Indicaciones de tratamiento que dependen de la gravedad del cuadro clinico.

Cuadro clinico Radiografia térax/TCAR Tratamiento Actitud
Leve: sin hipoxemia dificultad No indicada, salvo en grupos Sintomatico Alta a domicilio salvo grupos
respiratoria ausente o leve de riesgo de riesgo
Moderado: hipoxemia y/o Normal Sintomético Ingreso sin tratamiento antiviral
dificultad respiratoria moderada ~ Cualquier alteracion Hidroxicloroquina o cloroquina +  Ingreso con tratamiento antiviral

(opacidades en vidrio despulido lopinavir/ritonavir
0 consolidacion)

Grave (UTIP): hipoxemia grave, Cualquier alteracién Hidroxicloroquina o cloroquina +  Ingreso con tratamiento antiviral
dificultad respiratoria grave, mal  (opacidades en vidrio despulido  lopinavir/ritonavir
estado general 0 consolidacion) Valorar uso compasivo de

remdesivir o tocilizumab

TCAR = tomografia computarizada de alta resolucion; UTIP = Unidad de Terapia Intensiva Pediétrica.
Adaptado de: Calvo Rey C et al.'
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