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PRESENTACION

A unidade didactica Investigacion basica en biomedicina forma parte da materia Ini-
ciacion d investigacion que figura no plan de estudos da titulacion de Grao en Medi-
cina pola Universidade de Santiago de Compostela. Esta materia de 3 créditos ECTS
impartese no segundo semestre do primeiro curso. O contido dado nesta materia
proporciona coflecementos chave para que o alumnado de medicina poida acceder
a desenvolver unha carreira investigadora unha vez completada a sua formacion. A
materia engldbase dentro do Mddulo de Medicina Social, Habilidades de Comuni-
cacion e Iniciacion a Investigacion, xunto con outras materias como Bioestatistica
(primeiro curso), Etica médica (segundo curso), Medicina preventiva e satde publica
(quinto curso) ou Medicina legal (quinto curso).

Esta materia dividese en seis unidades didacticas. A presente céntrase na inves-
tigacion basica en biomedicina. Nesta parte da materia buscase que o alumnado vexa
os diferentes modelos experimentais que se empregan en investigacion basica en
biomedicina e cofieza as principais técnicas que se empregan neste tipo de estudos.
Esta unidade didactica (IV), xunto coa unidade didactica Investigacion epidemioldxica
e clinica (Ill), busca que o alumnado cofieza as ferramentas empregadas en distintos
campos da investigacion en medicina. Estas unidades didacticas (lll e IV) precisan
das sesidns previas nas que se presenta ao estudantado o método cientifico (I) e as
técnicas estatisticas empregadas en investigacion, asi como o manexo de programas
informaticos para o tratamento de datos de investigacion (ll). Nas seguintes unida-
des didacticas tratanse as consideracions éticas deste tipo de estudos (V) asi como
a estrutura dos artigos cientificos como ferramentas de difusién dos resultados de
investigacién (VI). A materia de Iniciacion d Investigacion é fundamental para fomen-
tar as boas practicas na investigacién no ambito médico e hospitalario e formar o
alumnado na correcta interpretacidén dos resultados cientificos.

OBXECTIVOS E COMPETENCIAS

Ao longo desta unidade didactica traballaranse os obxectivos xerais (OX) da materia
Iniciacidn a investigacion que se especifican a continuacion:
— OX1: Introducir o alumno na formulacidon de experimentos, técnicas de
investigacion biomédica basica e modelos experimentais.
— OX2: Transmitir a importancia da investigacion basica para o cofiecemento
das bases da enfermidade e a sua translacién a clinica.

De xeito mais concreto, espérase que ao remate desta unidade didactica o alumnado
acade os seguintes obxectivos especificos (OE):
— OE1.: Coiiecer os principais animais modelo e modelos in vitro empregados
en investigacion biomédica basica.
— OE2: Coiiecer os fundamentos bdsicos das técnicas experimentais mais
empregadas na investigacidn basica en biomedicina.
— OES3: Saber escoller un modelo experimental adecuado para responder pre-
guntas bioldxicas concretas para distintos tipos de enfermidades.
— OEA4: Saber interpretar os resultados obtidos usando as técnicas experimen-
tais de uso mais frecuente en investigacién biomédica basica.

—— S 4
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Nesta unidade didactica espérase que o alumnado traballe nas seguintes competen-
cias xerais e especificas das recollidas na Memoria do Titulo do Grao en Medicina da
Universidade de Santiago de Compostela:
— CG34: Ter, na actividade profesional, un punto de vista critico, creativo, con
escepticismo construtivo e orientado a investigacion.
— C€G37: Adquirir a formacién basica para a actividade investigadora.
— CEMII41: Cofiecer os principios do método cientifico, a investigacion biomé-
dica e o ensaio clinico.
— CEMII40: Comprender e interpretar criticamente textos cientificos.

CONTIDOS

Nesta unidade didactica veranse contidos que teran como obxectivo explicar os
modelos experimentais e técnicas basicas mais empregados en investigacién biomé-
dica. Os contidos seran distribuidos en seis bloques que se detallan a continuacion.

1. Modelos experimentais

Neste primeiro bloque introdutorio definese que é un modelo experimental e moti-
vase o seu uso como ferramenta de traballo na investigacion biomédica sendo un dos
elementos centrais do método cientifico (previamente introducido na UD ).

O método cientifico pddese definir como unha serie de pasos sistematicos que nos

levan a xerar un cofiecemento cientifico e consta de cinco elementos fundamentais:

— Pregunta bioldxica: constitiie o obxectivo do estudo.

— Hipdtese: serd a nosa «tentativa de explicacién» do fendmeno de interese
observado. Construiremos a nosa hipdtese tras unha investigacion de fondo
do fenémeno de interese.

— Experimentacion: utilizando un modelo experimental que sexa representa-
tivo do fendémeno natural realizaremos experimentos para testar a hipotese
e xerar os resultados.

— Avaliacion: interpretacion dos datos obtidos e como se adaptan & hipdtese
proposta. Hai dous escenarios posibles: hipdtese certa ou hipdtese falsa. En
ambos os casos deberemos realizar un informe cos datos obtidos.

— Revisidn: se a hipotese é rexeitada se reformulara tendo en conta os datos
obtidos.

Un dos elementos centrais do método cientifico é o modelo experimental: «sistema
simple, accesible e manipulable que permite estudar problemas bioléxicos comple-
xos» (Rosenblueth & Wiener, 1945). Cando empregamos un organismo vivo como
modelo experimental este denominase organismo modelo. Os modelos ofrecen sim-
plicidade e reproducibilidade. No caso dos modelos biomédicos, podemos definilos
como unha «recreacidon» dun sistema bioldxico humano que pode ser utilizado para
entender funcidns fisioldxicas e/ou patoldxicas.

A Y
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Pero, por que traballamos con modelos experimentais? Todos os organismos
descendemos dunha Unica célula ancestral (cofiecida como LUCA), é dicir, todos
temos unha orixe comun; isto fai que o estudo das células dun organismo tefia apli-
cacioén directa a outros organismos e xustifica o uso de organismos modelo para o
estudo de enfermidades humanas.

Unha vez motivado o uso de modelos experimentais, nos seguintes dous blo-
ques presentarase ao alumnado os dous grandes tipos de modelos experimentais:
modelos animais e modelos in vitro (do latin: en vidro).

2. Modelos experimentais: modelos animais

Unha vez motivado o uso de modelos en investigacion, neste segundo bloque veranse
os principais organismos empregados en investigacion, con exemplos de achegas
cientificas que se fixeron empregando distintos organismos modelo.

Os modelos animais pddense definirse como especies animais non-humanas
empregadas en investigacion biomédica porque poden imitar aspectos dun proceso
bioldxico ou unha enfermidade que se atopa nos humanos; con outras palabras: son
organismos que ao parecerse o suficiente aos humanos en anatomia, fisioloxia ou
resposta a patdxenos, os resultados de estudos en modelos animais pddense extra-
polar a humanos.

2.1. Organismos modelo

Todos os organismos empregados como modelo comparten unha serie de
caracteristicas:

— Tefien ciclos de vida curto; chegan a fase madura rapidamente.

— Producen un alto nimero de descendentes.

— Son facilmente manipulables (isto é, hai ferramentas moleculares e xenéti-

cas para 0 seu manexo).

— Son baratos e faciles de manter.

— Tefien un tamafio adulto pequeno.

— Tefien o0 xenoma secuenciado.

— Deben reflectir o sistema bioldxico que queremos estudar.

2.1.1. Organismos modelo unicelulares

Dentro dos organismos modelo unicelulares veranse as bacterias (Escherichia
coli) e os fermentos (Saccharomyces cerevisiae) como os dous organismos unicelula-
res mais empregados posto que son sinxelos de propagar e de manipular por enxefia-
rfa xenética. E importante que o alumnado aprenda que as bacterias son empregadas
para a producién de plasmidos e que os fermentos son moi empregados para xerar
mutantes de xenes de interese e asi poder estudar a sta funcion (técnicas de xené-
tica inversa).

— S %
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2.1.2. Organismos modelo multicelulares

Dentro dos organismos modelos multicelulares, falaremos do verme (Caenorha-
bitis elegans), da mosca da froita (Drosophila melanogaster), do peixe cebra (Danio
rerio) e do rato (Mus musculus). A este Ultimo, posto que é un dos organismos mais
empregados, se lle dedica unha seccidn separada.

Para ilustrar o uso destes organismos modelo na investigacién en Espania, pre-
sentaranselle ao alumnado os datos do uso de distintas especies animais con fins de
investigacién en Espafia (figura 1):

Figura 1: Datos do numero de usos das diferentes especies animais en Espafia nos
anos 2019, 2020 e 2021

Fonte: «Protocolo sobre la proteccion de los animales durante su transporte: exportacion via aérea por
los aeropuertos en Espafia». Catdlogo de Publicacions da Administracion Xeral do Estado: https://cpage.
mpr.gob.es/

——— AV
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Para motivar o alumnado e resaltar que o emprego de organismos modelo filoxene-
ticamente distantes aos seres humanos permitiu achegas cientificas moi importan-
tes, falaremos de descubrimentos que se fixeron empregando por exemplo o verme,
como o mecanismo da morte celular programa (ou apoptose) ou o ARN de interfe-
rencia. Ademais, falaremos de Premios Nobel que recibiron este galardén empre-
gando este pequeno verme como modelo.

2.1.3. Rato

Unha das seccidns mais importantes do segundo bloque esta dedicada ao rato
como organismo modelo. Co rato como exemplo falaremos de modelos inducidos
(animais sans nos que as condiciéns a investigar indtcense de forma experimental),
modelos espontaneos (os modelos de enfermidade xéranse de forma natural como
consecuencia de variacidns xenéticas ou mutacions) e, finalmente, de modelos xera-
dos por modificacidn xenética (animais transxénicos ou modificados xeneticamente).

2.1.3.1. RATOS MODIFICADOS XENETICAMENTE

Os dous obxectivos fundamentais desta seccidn son que o alumnado se fami-
liarice coas técnicas dispofiibles para xerar ratos modificados xeneticamente e coa
terminoloxia que se emprega para referirse a estes animais (isto &, ratos knock-out e
ratos knock-in). E importante que o alumnado cofieza o fundamento das técnicas de
edicion de xenes, xa que os modelos animais modificados xeneticamente se empre-
gan decotio na investigacidn basica.

Falaremos de como podemos empregar o que se cofiece como técnicas de xené-
tica inversa para estudar a funcion dun xene que pode estar mutado nunha enfermi-
dade de orixe xenético. Neste contexto, veranse tres técnicas para a xeracion de ratos
modificados xeneticamente:

— Mediante microinxeccidn pronuclear. Técnica cldsica para a introducion de
material xenético en ratos. Foi a técnica empregada para xerar o primeiro
rato transxénico, e inda que actualmente estd en desuso é importante dende
un punto de vista histdrico.

— Mediante gene targeting. Esta técnica emprega células nai embrionarias e
permite unha modificacidn xenética dirixida do xenoma. Aqui introduciranse
conceptos importantes como son os ratos quimera e veremos o proceso de
cruzamento de xeracidns sucesivas que é necesario para obter os ratos finais
modificados que se usan para a experimentacién. O alumnado traballard
aqui os conceptos de herdanza dominante e recesiva de alelos que se estu-
dan nos cursos de bacharelato.

— Mediante CRISPR-Cas9. Esta técnica supuxo unha revoluciéon no campo da
edicion xénica. Estd baseada no sistema de defensa bacteriano de Strepto-
coccus pyogenes e ten dous compofientes principais: un ARN guia (secuen-
cia duns 125 nucledtidos especifica para o xene diana a mutar) e a endonu-
cleasa Cas9 (xera a rotura da dobre cadea de ADN do xene diana). Poderia-
mos definilo como unhas «tesoiras xenéticas» programables que poderian
cortar calquera secuencia de ADN que desexemos mutar.

—— S 4
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3. Modelos experimentais: modelos in vitro

Unha vez vistos os modelos animais, pasaremos a ver os modelos in vitro, concreta-
mente o cultivo celular e os cultivos celulares tridimensionais (organoides). E impor-
tante que o alumnado se familiarice cos distintos tipos de cultivos (primarios, lifias
celulares, lifias cancerixenas...) e cos procedementos de mantemento de cultivos
(subcultivo, criopreservacién, contaxe de células...). Veranse tamén os distintos com-
pofentes dun cultivo:

— Substrato: a superficie de cultivo.

— Fase gasosa. Conceptos de difusién e de densidade celular.

— Medio de cultivo: requirimentos basicos e suplementos mais comuns (soro,

antibidticos...).
— Factores ambientais: pH, temperatura, humidade.

Tamén falaremos do equipamento basico dun laboratorio de cultivo celular (cabinas
de fluxo laminar, microscopios invertidos con contraste de fases, incubadores...), asi
como das boas practicas dun laboratorio de cultivo (técnica aséptica).

4. Técnicas para o estudo da dindamica celular

Neste bloque, xunto cos bloques 5 e 6, falaremos das técnicas mdis comunmente
empregadas nun laboratorio no que se realice investigacion basica en biomedicina.
O obxectivo é que o alumnado cofieza o fundamento destas técnicas, sen afondar en
detalles técnicos para a realizacién de cada unha delas.

Neste primeiro bloque falaremos de técnicas para o estudo da dinamica celu-
lar, centrandose na microscopia de fluorescencia e na citometria de fluxo. Veranse
exemplos de imaxes e graficas obtidas con estas técnicas, como a que se amosa na
figura 2, e traballaremos na interpretacion dos resultados obtidos empregando estas
técnicas.

Figura 2. Imaxe de microscopia de fluorescencia para o estudo da localizacion
dunha proteina con anticorpos conxugados con marcaxes fluorescentes

Fonte: elaboracidn propia.
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5. Técnicas para amplificacion e analises de acidos nucleicos

Neste bloque afondaremos na técnica da PCR (reaccion en cadea da polimerase)
e das stias multiples aplicacions. Falaremos dos distintos tipos de PCR e das suas
peculiaridades, como son a PCR a tempo real (qPCR) e a PCR combinada coa trans-
cricién reversa (RT-PCR). Na figura 3 amdsase un exemplo dunha imaxe que se pode
empregar para ilustrar o uso da técnica de PCR para estudar distintas variantes de
ARN dun xene.

Figura 3. Deteccion de variantes de corte e empalme alternativo mediante a
técnica de RT-PCR

Fonte: elaboracidn propia.

6. Técnicas para a deteccion de proteinas

Neste ultimo bloque falaremos da técnica mais empregada para a deteccion de
proteinas, o western blot. Ademais de ver os fundamentos da técnica, veremos con
detalle os pasos a seguir para a preparacion de mostras para este tipo de anilise,
e introduciranse os conceptos de control negativo e control positivo, fundamentais
para unha correcta interpretacién de resultados.

METODOLOXIA E ACTIVIDADES PROPOSTAS

A metodoloxia docente prevista nesta unidade diddctica pretende acadar os obxecti-
vos a través da explicacion dos seis bloques de contidos e do traballo auténomo pola
parte do alumnado. As horas impartidas polo docente dividiranse en clases maxis-
trais (expositivas), sesions de seminarios e titorias personalizadas no caso de ser soli-
citadas polo alumnado. O nimero de horas que se deberia empregar para cada parte
guedaria resumido na Taboa 1.
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Taboa 1. Distribucion horaria das actividades formativas para a unidade didactica
Investigacién basica en biomedicina

Numero de horas: De docencia De traballo auténomo
Clases maxistrais 4 7
Seminarios 3 5

Titorias 1

Clases maxistrais (sesidéns expositivas)

Nestas sesions explicaranse os conceptos tedricos apoiandose en presenta-
ciéns e no uso do encerado. As diapositivas e material complementario que se poda
empregar durante este tipo de docencia facilitaranse o alumnado a través do Cam-
pus Virtual da Universidade de Santiago.

Seminarios (sesions interactivas)

Neste tipo de sesidns mais interactivas e en grupos reducidos preténdese que
o alumnado aplique os conceptos vistos nas clases tedricas a casos practicos. Para
fomentar a participacion do alumnado, antes do comezo destas sesions, habilita-
rase unha actividade de escolla no campus virtual para seleccionar de entre varias
enfermidades humanas de base xenética, aquela na que se centrardn as sesions de
seminarios. Unha vez escollido o tema, facilitarase ao alumnado material de consulta
basico previamente 3as sesions na aula. Nas clases presenciais, guiarase ao alumnado
nos pasos a seguir para escoller o modelo experimental idéneo para o estudo da
enfermidade en cuestién e veremos como usariamos a técnica de CRISPR-Cas9 vista
nas sesidns expositivas para xerar un modelo modificado xeneticamente, asi como
as técnicas experimentais que poderiamos usar para caracterizar o noso modelo de
enfermidade.

Titorias

Neste tipo de docencia potenciarase a implicacién do alumnado co obxectivo
de realizar un seguimento da aprendizaxe, asi como de identificar en que contidos é
necesario afondar mais. As titorias poderian ser individuais ou en grupos reducidos,
de como moito catro estudantes.

AVALIACION

Os obxectivos especificos desta unidade didactica serdn avaliados do seguinte xeito:
— [OE1]- [OE2]: Para avaliar estes obxectivos empregarase principalmente o
exame final da materia, no cal se incluirdn preguntas de resposta curta e pre-
guntas con multiples opcidns de reposta que permitan avaliar a compren-

sion dos contidos tedricos por parte do alumnado.

— S %
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— [OE3]- [OE4]: A avaliacion destes obxectivos farase durante as clases de semi-
narios. Por un lado, terase en conta a participaciéon do alumnado na resolu-
cién dos exercicios propostos durante a sesion. Para avaliar este punto, pro-
poranse varias pequenas tarefas ao longo das clases de seminarios para que
un alumno ou alumna resolva cada unha delas. Ademais, durante a ultima
sesidn de seminario habilitarase un cuestionario a través do campus virtual
da Universidade de Santiago no que se avaliara a capacidade dos alumnos
para escoller un modelo experimental para unha pregunta bioldxica pro-
posta e que técnicas se deberian empregar para as analises propostos.

BIBLIOGRAFIA
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