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Aplicaciones de la biologia molecular enla salud humana - I Parte
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Introduccién

Laestructura que conocemos hoy como DNA
(acido desoxirribonucleico) fue descrita por
Watson y Crick en el afo 1953. A partir de esta
propuesta, confluyeron ideas y nuevos enfo-
ques experimentales que condujeron a lo que ha
sido denominado como «dogma central de la
biologia molecular», en el que la informacién
genética fluye del DNA al ARN (acido ribo-
nucleico) y de este a la proteina; por tanto,
propone que es el DNA el material que almace-
nalainformacién genética en unidades de infor-
macién hereditaria denominadas genes. Aun
cuando este enunciado es cierto para la mayoria
de los seres vivientes; se ha comprobado que en
determinados virus la informacién genética se
almacena en forma de RNA, esta puede ser
transferida del RNA al DNA a través de un
proceso de transcripcién inversa.

Desde la propuesta de la doble hélice para la
molécula del DNA, el conocimiento producido
durante mas de cuarenta afos de investigacion
en la biologfa molecular, ha hecho posible el
avance de las metodologias que permiten la
manipulaciéon del material genético de los or-
ganismos, a la vez que ha suscitado una de las
mayores revoluciones en el pensamiento bio-
l6gico como es la de poder entender, de mane-
ra mas integral, la vida en nuestro planeta. En
este contexto, tal vez uno de los mayores
logros de la biologia molecular en el siglo XX,
fue el poder, de manera dirigida, manipular la
informacién genética de los organismos inclu-
yendo el hombre. Este enfoque tecnolégico

denominado tecnologia del DNA recombi-
nante, ha permitido un avance fundamental en
la manera como se entiende actualmente el
funcionamiento de los genes, en la posibilidad
de corregir defectos genéticos y en la produc-
cién de nuevas alternativas terapéuticas, todo
ello con el fin de mejorar la salud mundial. Sin
embargo y a pesar de los grandes avances en
estas areas, existen riesgos potenciales que
nos llevan a cuestionarnos como estos avances
deben utilizarse y regularse para tener una
bioseguridad en los protocolos, ademas de
poder darles a todos los habitantes del planeta
iguales oportunidades de utilizacion.

Estructura quimica del 4cido desoxirri-
bonucleico (DNA)

El DNA es un largo polimero (polinu-
cleétido), formado por una serie de subunidades
monoméricas denominadas los nucledtidos
(figura 1). De acuerdo con el modelo actual mas
aceptado, el DNA es una doble cadena de
polinucleétidos que se enrollan entre si para
darle a la molécula de DNA una estructura
helicoidal. Una doble cadena de DNA mide de
22 a 26 A (2.2 a 2.6 nanémetros) de ancho,
mientras que (un nucle6tido) mide 3.3 A (0.33
nm) de largo. Aunque cada unidad individual
que se repite es muy pequefla, los polimeros de
DNA pueden ser moléculas enormes que con-
tienen millones de nucleétidos. Por ejemplo, el
cromosoma humano mas largo, el cromosoma
numero 1, tiene aproximadamente 220 millones
de pares de bases.
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Figura 1. Representaciéon de una cadena poli-
nucleotidica sobrela cual se construyen las moléculas
de DNA de doble cadena. Cada uno de los nu-
cledsidos 5"-monofosfato esta unido mediante un
enlace covalente denominado enlace fosfodiester.
Este arreglo hace que la orientaciéon de las
desoxirribosas y los fosfatos formen un esqueleto
azucar-fosfato. Este contorno molecular del
polinucleétido esta cargado negativamente a pH
tisioloégico y tienela capacidad de formar enlaces de
hidrégeno conle agua. Enla otrasuperficie lainterna
se dispone las bases nitrogenadas. Asi pues el
polinucleétido es capaz de tener dos superficies de
contacto. El esqueleto azucar-fosfato es hidrofilico,
mientras que la disposicion de las distintas bases

nitrogenadas forma una superficie relativamente
hidrofdobica.
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El éxito del modelo de la doble hélice esta en
su consistencia con las propiedades fisicas y
quimicas del DNA (figura 2).

La estructura monomérica de soporte de una
hebra de DNA es el nucleétido, este a su vez
esta compuesto de una molécula de aztucar que
es una pentosa (la Desoxirribosa); una de cuatro
bases nitrogenadas (Adenina, Guanina, Citosina,
Timina) cuya unién covalente produce uno de
cuatro nucledsidos diferentes. La unién de un
grupo fosfato al nucledsido genera el nucleétido.
El DNA como polimero esta compuesto por
largas cadenas de nucle6tidos unidas covalen-
temente entre si por enlaces N-glicosidicos. Por
esta razon es que el DNA es una doble cadena

de polinucleétidos (figura 1).

La doble hélice del DNA se mantiene estable
mediante la formacion de puentes de hidrégeno
entre las bases asociadas a cada una de las dos
hebras. Parala formacion de un enlace de hidré-
geno una de las bases debe presentar un «dona-
dor» de hidrégenos con un atomo de hidrégeno
con carga parcial positiva (-NH2 o -NH) y la
otra base debe presentar un grupo «aceptor» de
hidrégenos con un atomo cargado electrone-
gativamente (C=0O o N). Los nucleétidos de
cada una de las dos cadenas que forman el DNA
establecen una asociacion especifica mediante
puentes de hidrégeno con los correspondientes
de la otra cadena. Cada tipo de base en una
hebra forma un enlace unicamente con un tipo
de base en la otra hebra, lo que se denomina
«complementariedad de las bases». Segun esto,
las purinas forman enlaces con las pirimidinas,

de forma que A se enlaza solo con T, y C solo
con G.

La organizacién de dos nucledtidos apareados
a lo largo de la doble hélice se denomina aparea-
miento de bases (figura 2). Este apareamiento
corresponde a la observaciéon hecha por Erwin
Chargaff quien mostrd, que la cantidad molar de
adenina era muy similar a la de timina; ademas
que la cantidad molar de citosina era igual a la de
guanina en el DNA. Esta observaciéon permitié
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Figura 2. Representacion esquematica del modelo de doble hélice
para la molécula de DNA. De acuerdo con lo propuesto por
Watsony Crick, la doble hélice son dos cadenas polinucleotidicas,
cuyas bases nitrogenadas son complementarias, o sea si en una
cadena existe A en la complementaria se dispondra T, estas se
parearan mediante dos enlaces de hidrégeno; de otra parte si hay
Cenlacomplementaria habra Gy estas dos se uniran mediante tres
enlaces de hidrogeno. La doble hélice se favorece termodinamica-
mente por la sumatoria de esto enlaces de hidrégeno, asi la
moléculade DNA de doble hélice es una estructura termodinami-
camente estable pero flexible. Enla doble hélice existird un surco
mayor. Cada vuelta deladoble hélice Bincluye 10.5 pares de bases.

establecer la hipotesis que una purina siempre
mostraba afinidad con una pirimidina.

LLa doble hélice se estabiliza por el efecto
hidrofébico y el apilamiento de bases nitroge-
nadas; estos son independientes de la secuencia
de bases del DNA. Como los puentes de hidré-
geno no son enlaces covalentes, pueden rom-
perse y formarse de nuevo dando una estructura
dindmica. Por esta razén las dos hebras de la
doble hélice pueden separarse como una
cremallera, mediante fuerza mecanica o por alta
temperatura. Como resultado de esta comple-
mentariedad, toda la informacién contenida en
la secuencia de doble hebra de 1a hélice de DNA
esta duplicada en cada hebra, lo cual es funda-
mental durante el proceso de replicacién del
DNA. En efecto, esta interaccion reversible y
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especifica entre pares de bases complementa-
rias es critica para todas las funciones del DNA
en los organismos vivos.

Existen dos tipos diferentes de apareamien-
to que ayudan a la estabilizaciéon de la doble
hélice mediante la sumacion de las energfas de
enlace de los pares de base complementarios.
AT forman dos puentes de hidrégeno, y GC
tres. Bl par de bases GC es por tanto, mas fuerte
que el par de bases AT. Como consecuencia,
tanto el porcentaje de pares de bases GC como
la longitud total de la doble hélice de ADN
determinan la fuerza de la asociacién entre las
dos hebras de ADN. Asi, dobles hélices largas
de ADN con alto contenido en GC tienen he-
bras que interaccionan mas fuerte que dobles
hélices cortas con alto contenido en AT.



La doble hélice es una espiral dextrogira,
esto es, cada una de las cadenas de nucledtidos
gira a la derecha. Cuando las dos hebras de
ADN se enrollan una sobre la otra, se forman
huecos o hendiduras entre ellas, dejando ex-
puestos los laterales de las bases nitrogenadas
del interior (figura 2). En la conformacién mas
comun que adopta el DNA se generan, como
consecuencia de los angulos formados entre los
azucares de ambas cadenas de cada par de bases
nitrogenadas, dos tipos de hendiduras superfi-
ciales: El surco mayor, que mide 22 A (2.2 nm)
de ancho, y la otra, la hendidura o surco menor,
que mide 12 A (1.2 nm) de ancho. Cada vuelta
de hélice, que es cuando esta ha realizado un
giro de 360° mide 34 A, y en cada una de esas
vueltas hay unos 10.5 pares de bases.

Una de las caracteristicas biolégicas de do-
ble hélice es que la secuencia lineal de
nucleétidos tiene informaciéon biolégica. Una
proporcién de ella esta representada en los
genes que se codifican por las diferentes protei-
nas que conforman nuestro cuerpo o hacen
parte de los distintos procesos metabdlicos. Asi
pues, la informacién genética que se transmite
a las nuevas generaciones esta contenida en la
molécula de DNA que en el caso de los huma-
nos, tiene un tamano de mas de 3.000 millones
de estos nucle6tidos combinados, producto de
una evolucién bioldgica.

Qué es un gen

El concepto de gen ha hecho parte funda-
mental del desarrollo del pensamiento biologi-
co de los dos dltimos siglos. Esto porque su
definiciéon es fundamental en los campos de la
genética, la biologfa molecular, la evolucién y
recientemente en la gendmica.

La definicién de gen fue evolucionando a
medida que la biologfa encontraba nuevas evi-
dencias sobre su estructura y funcién. Es asi que
el concepto de gen, lo podemos enmarcar en dos
categorias principales: la abstracta y la fisica. El
concepto abstracto se refiere principalmente a
ciertos rasgos dentro de los que podemos incluir
muchas de las enfermedades conocidas como
monogénicas o de herencia simple mendeliana.
En este sentido muchos de los bidlogos
evolucionistas y genetistas humanos clasicos

FELPE GARCIA VALLEJO, MARTHA CECILIA DOMINGUEZ,
ADALBERTO SANCHEZ

utilizaron este concepto en una unidad de trans-
mision hereditaria. El concepto abstracto de gen
se valida en lo que denominamos fenotipo, o sea
el efecto biolégico o rasgo detectable.

Con el desarrollo de la quimica de la heren-
cia, a partir de los afios cincuenta del siglo
pasado, surge el concepto fisico de gen, que lo
define como una porciéon de DNA que esta
delimitado por una serie de secuencias consen-
so; en esa secuencia de nucleétidos delimitada,
existe un mensaje que se expresa en una
macromolécula funcional la cual es una protei-
na. Asi podemos definir el gen desde el punto de
vista fisico como una secuencia de DNA que se
transcribe a un RNA mensajero (mRNA) y del
cual se sintetiza un producto funcional. Sin
embargo esta definicién tan exacta, tiene incon-
venientes de ser general, a la luz de los nuevos
hallazgos sobre el genoma humano y otros
genomas de organismos tanto procariéticos
como eucarioticos. Si miramos los nuevos con-
ceptos con relacion al papel que juega el RNA
en la fisiologia celular, la definicién anterior
queda corta pues al incluir un producto funcio-
nal, una proteina, excluye cualquier otro tipo de
funcionalidad dentro de la célula.

Si usamos una definicién mas general, un gen
es una secuencia de DNA que es transcrita,
existen diferentes tipos de genes: aquellos que
codifican por secuencias lineares de proteinas y
los genes que transcriben moléculas de RNA
diferentes a los mRINA. En estos ultimos, existe
una gama muy amplia de RNA cuyas funciones
no son solo participativas en la sintesis de protei-
nas si no en funciones tales como modificaciones
postranscripcion y replicacion del DNA, regula-
dores, y como RNAs parasito. Todos ellos son
transcritos a partir de regiones del genoma (genes
RNA) de los organismos o son parte del procesa-
miento de transcritos de RNA.

El gen eucariético

A diferencia de la estructura simple de un
gen bacteriano, el cual contiene una secuencia
promotora desde la que se inicia la transcrip-
cion de las secuencias de nucle6tidos que codi-
fican por la proteina, la organizaciéon de los
genes de los organismos eucariéticos es mucho
mas compleja y flexible (figura 3).
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Figura 3. Estructura general de un gen eucariético. El promotor que es una region del genomalocalizada antes
del gen propiamente dicho, esta compuesto por una serie de secuencias consenso que regulan tanto el inicio
de transcripcion como los niveles de de sintesis de mRNA en la célula. Este elemento promotor se localiza
«upstream» y no se incluye en el transcrito inicial. DPE, TATA y BRE son elementos que controlan lainiciacion
dela transcripciony estanlocalizados dentro del promotor. En el sentido de transcripcion «downstream» se
localiza el gen que esta divido en exones (secuencias que codifican poraminoacidos) e intrones, las cuales son
espaciadoras delos exones. Durante el proceso de transcripcién y procesamiento, se sintetiza inicialmente un
transcrito primario que contiene tanto intrones como exones. Los intrones son removidos mediante el proceso
de «splicing», empalmandose los exones para generar el mRNA que contiene una cola 3’ de poliA y un
nucleésido metilado el capuchoén en su estremo 5°. Cuando se completan estos tres procesos, el mRNA esta

listo para su salida del nucleo al citoplasma y su traduccion en los ribosomas.

De acuerdo conlo que se muestra en la figura
3, el gen eucaridtico posee elementos de control
de su propia transcripcién; estos se localizan en
la region «upstream» denominada promotor.
Desde el punto de vista funcional, el promotor
contiene una serie de secuencias reguladoras de
la transcripcién a nivel de tejido especifico y
también de regulacion temporal. Ademas, mas
alla, corriente arriba del promotor, existen una
serie de secuencias que se denominan poten-
ciadoras (enhancers), que tienen como papel
esencial mantener niveles cuantitativamente
regulados de transcripcion. Es fundamental
diferenciar el promotor de bacterias del de los
organismos eucaridticos. En estos dltimos, se
ha producido una proceso de evolucion hacia
una mayor complejidad pero ganando en
funcionalidad y adaptabilidad.

La region codificante del gen eucaridtico
esta conformada por exones y esta interrumpida
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por secuencias no codificantes o intrones. Aun-
que no es del caso entrar a discutir para qué son
los intrones, ellos estan en casi todos los genes
eucariéticos que codifican por proteinas, con
muy pocas excepciones. Podemos entonces
afirmar que los intrones han hecho parte de la
evolucion del gen eucariético. Durante el pro-
ceso de transcripcion del gen, se produce un
transcrito primario que contiene tanto exones
como intrones. Sin embargo, los intrones son
removidos y los exones unidos covalentemente,
en un proceso denominado «splicing». En este
proceso de remocién de intrones y unién de
exones, participan una serie de ribonucleo-
proteinas («SNURP») que poseen un grupo
especial de moléculas pequefias de RNA deno-
minadas URNA. Finalmente el proceso termina
con el transporte de una ribonucleoproteina
mensajera al citoplasma a través del complejo
del poro nuclear.
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Los genes pueden ser aislados y clonados
mediante Ingenieria Genética

En 1973 A. C Chang, Stanley Cohen y Herber
Boyer, hicieron publico el primer experimento
de DNA recombinante al unir un fragmento
producido por la digestién con una enzima de
restriccion de un plasmido bacteriano de la
bacteria Escherichia coli en el sitio de restriccion
homologos de un plasmido completo. Un afio
mas tarde, A. C Chang y Stanley Cohen aislaron
fragmentos de DNA del cromosoma bacteriano
de Staphylococcus y los ligaron covalentemente a
un plasmido de E. co/i, produciendo plasmidos
quiméricos no conjugativos. Cuando estos
plasmidos recombinantes se introdujeron en la
bacteria . Co/i, lograron que los genes conteni-
dos en los fragmentos de DNA de Staphylococcus
se replicaran correctamente en este nuevo siste-
ma genético de E. co/i. Los resultados obtenidos
en ese entonces, abrieron las puertas para el
estudio detallado de la estructura y funciona-
miento de genes tanto eucariéticos como
procariéticos. Podemos concluir que la tecno-
logia de la manipulacién de la molécula de DNA
ha avanzado dramaticamente en muy pocos
aflos, llegando a tener una influencia no solo en
la ciencia basica sino en las aplicaciones
biotecnolégicas que han revolucionado la in-
dustria y la economia mundiales.

Latécnicadel DNA recombinante

La metodologia que permite reconstruir
moléculas de DNA por unién de secuencias de
nucle6tidos de una gran variedad de organismos
a un sistema genético de replicaciéon auténoma
denominado vector, se describe como Ingenieria
Genética o Técnica del DNA Recombinante (el tér-
mino ingenieria genética es coloquial siendo
mas apropiado describirlo como DNA recom-
binante). El desarrollo de la técnica del DNA
recombinante fue posible gracias a los estudios
previos efectuados durante treinta afios en la
exploraciéon molecular de los procesos genéticos
y celulares. Por esta razon se ha convertido en
una serie de metodologias que tienen como
objetivo poder manipular de manera parcial la
informacién genética de los organismos.

Sin embargo como cualquier tecnologia, la
Ingenieria Genética, requiere del empleo de
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una serie de procesos biolégicos controlados y
de herramientas moleculares para poder llevar
a cabo experimentos en este campo. Por esta
razén decimos que la técnica del DNA
recombinante necesita para su aplicacién de
una «caja de herramientas», dentro de las que se
incluyen moléculas de DNA vectoras, enzimas
que hidrolizan el DNA (Endonucleasas de
Restriccion), enzimas que polimerizan del DNA
(DNA polimerasas), aquellas que ligan
covalentemente moléculas de DNA (DNA
ligasas) y otras que tienen como objetivo com-
pletar los procesos de clonacion molecular. A
continuacién haremos una descripcién general
de esta caja de herramientas moleculares y
como se pueden obtener resultados aplicables
tanto a la investigacion basica como a aquella
que involucra una mejora en el funcionamien-
to de los organismos especialmente en los
humanos.

Endonucleasas de restriccionlos «escalpelos
moleculares» para cortar el DNA

La técnica del DNA recombinante utiliza de
manera exitosa las endonucleasas de restric-
cién; estas son enzimas bacterianas cuya expre-
sion es inducida por la infeccién de ciertos
bacteriéfagos a cepas especificas de bacterias.
Este proceso definido como restricciéon/modi-
ficacion tiene como resultado la sintesis de una
endonucleasa de restricciéon que «ataca» y frag-
menta el DNA infectante. Por otro lado, una
enzima de modificacién, generalmente una que
adiciona grupos metilo a ciertas bases nitro-
genadas denominada DNA metilasa, protege el
DNA bacteriano de ser destruido por su propia
endonucleasa de restriccion.

Todas las endonucleasas de restriccion reco-
nocen secuencias especificas de nucledtidos
sobre un sustrato que es una molécula de DNA
de cadena doble. Existen tres clases principales
de estas enzimas denominadas ER I a III. Las
endonucleasas de restriccion de las clases Iy I11
son enzimas que reconocen una secuencia espe-
cifica larga de ocho o mas nucleétidos, pero su
accion hidrolitica endonucledsica se realiza en
algunos nucledtidos externos a este sitio de
reconocimiento. Todas las enzimas del tipo I
requieren para su actividad nucleasica, de la
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hidrélisis de una molécula de ATP, ademas de
S-adenosilmetionina (SAM) y Mg*" como
cofactores. Debido a que su mecanismo de
corte es bastante amplio, este grupo de
endonucleasas no son utiles para las experien-
cias de DNA recombinante. En este sentido, las
endonucleasas de restriccion de la clase 11 son,
por su especificidad, las empleadas en todos los
experimentos de clonacién molecular.

Las endonucleasas de clase 11, se convierte
en una especie de «bisturi molecular« que corta
el DNA en sitios especificos los cuales contie-
nen secuencias de nucleétidos que varfan de
cuatro a seis pares de bases. La secuencia del
sitio blanco, determina la especificidad de reco-
nocimiento de la correspondiente endonucleasa
de restriccién; actualmente se conocen aproxi-
madamente 350 diferentes enzimas de restric-
cién que poseen especificidades de secuencia
muy variables.

Para la clasificacion y sistematizacion de las
ER, su denominaciéon taxondémica contiene ca-
racterfsticas de la especie bacteriana o cepa de
la cual fue aislada. Por ejemplo Eco RI es una
enzima de E. co/i que contiene el plasmido R. Tal
como hemos descrito anteriormente las
endonucleasas de restriccion del tipo II siempre
reconocen secuencias de 4 a 6 nucle6tidos; en la
tabla 1 se presentan las caracteristicas mas im-
portantes de algunas de las endonucleasas de
restriccion mas comunes.

Aquellas enzimas de restriccién que tienen
secuencias de reconocimiento de cuatro pares
de nucleétidos generan, en la mayoria de las
DNAs analizados, fragmentos cortos, mien-
tras que las que reconocen sitios de seis pares
de nucledtidos generan fragmentos largos (es
necesario aclarar que estadisticamente una
secuencia de cuatro nucleétidos estd mas repre-
sentada en un genoma que una de seis
nucleétidos). Al analizar la informacién con-
signada en la tabla 1, se observa que una
caracteristica importante de las secuencias de
reconocimiento de estas y otras enzimas de
restriccion, es su simetria. Por ejemplo: En la
secuencia

GAA TTC
CTT AAG
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Que corresponde al sitio de unién de la
EcoRI, existe un eje imaginario de simetria a
partir del cual la secuencia se lee lo mismo en
ambas cadenas en la direccion 5—3’. Este
arreglo de secuencias es lo que se define como
un «palindromen.

Algunas enzimas de restriccién cortan en la
mitad del sitio de reconocimiento y producen
extremos romos («flush endsy), tal es el caso de
Hae I1I, Alu I, Sma I y Pov 11 descritas en la tabla
presentada y representadas graficamente en la
tigura 4. En otras el corte no se produce en el
centro del palindrome sino que la hidrdlisis de los
enlaces fosfodiester ocurre de 3 a 5 nucleétidos
mas alla; el efecto es la generacion de segmentos
muy cortos de DNA de una sola cadena, que
pueden aparearse entre si (figura 4). Estos extre-
mos denominados «pegajosos» («sticky ends») son
susceptibles de unirse a cualquier otro fragmento
de DNA que hubiese sido cortado por la misma
enzima o un isoesquisémero de ella, constitu-
yéndose asi en un instrumento ideal para la
Ingenieria Genética.

Los vectores de clonacion molecular

Un vector de clonacidon, es un sistema
genético replicante cuya replicaciéon es autono-
ma ¢ independiente de la de otros sistemas
coexistentes. Asi pues, la definicién de vector
restringe a ciertas moléculas de DNA como
plasmidos, virus o derivados de ellos, la gama
de vectores que se emplean actualmente para
los experimentos de DNA recombinante. Como
cualquier sistema replicante, un vector debe
poseer un origen de replicacién que le permita
suduplicaciéon autonoma del DNA cromosémico
dela célula que lo aloja y también debe contener
marcas genéticas que permiten la selecciéon de
la célula que los contiene.

La clonacién de un fragmento de DNA en un
vector permite producir cantidades DNA
recombinante a partir de una molécula original.
Se define un clon como una poblaciéon de molé-
culas o células todas idénticas con relacién a
una molécula o célula ancestral original. Por
esta razén a la técnica de DNA recombinante
también se le denomina clonacién moleculat.
La clonacién de DNA se puede realizar gracias
a la capacidad que poseen los plasmidos
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Tabla 1. Nombre, denominacion taxonémica y secuencias de nucle6tidos reconocidas por algunas
endonucleasas de restriccion del tipo IT empleadas en experimentos de DNA recombinante.

Enzima  Origen bacteriano Sitio de reconocimiento Resultado del corte
FEcwoRI Escherichia coli 5GAATTC 5—G AATTC—3'
3CTTAAG 3 —CTTAA G—5'
BamHI Bacillus amyloliguefaciens 5’GGATCC 5'—G GATCC—3'
3’CCTAGG 3' —CCTAG G—5'
HindII1 Haemophilus influenzae 5’AAGCTT 5'—A AGCTT—3'
3ITTCGAA 3' —_TTCGA A—5'
Taql Thermus aguaticus 5"TCGA 5'—T CGA—3'
3AGCT 3' —AGC T—75'
Hinfl Haemophilus influenzae 5’GANTC 5'—G ANTC—3'
3’CTNAG 3' —CTNA G—5'
PopIT* Protens vulgaris 5’CAGCTG 5'—CAG CrG—3'
3’GTCGAC 3' —GTC GAC—5'
Smal* Serratia marcescens 5°CCCGGG 5'—CCC GGG—3'
3’GGGCCC 3' —GGG ccc—5'
Hael1T* Haemophilus egytins 5°GGCC 5'—GG cc—3'
3’CCGG 3'—CC GG—5'
Alul* Arthrobacter Iuteus 5AGCT 5—AG CcT—3'
3TCGA 3'—TC GA—5'
Kpnl Klebsiella pnenmonia 5‘GGTACC 5'—GGTAC c—3'
3’CCATGG 3'—C CATGG—5'
PsA Providencia stuartii 5’CTGCAG 5'—CTGCA G—3'
3’GACGTC 3'—G ACGTC—5'
Sall Streptomyces albue 5GTCGAC 5—G TCGAC—3'
3CAGCTG 3' —CAGCT G—5'
Xbal Xanthomonas badrii 5 TCTAGA 5'—T CTAGA—3'
3AGATCT 3' —AGATC T—75'
* = DNA queda con extremos romos.
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Figura 4. Enzimas de restriccion. Este tipo de endonucleasas puede generar dos tipos de extremos.
En el primer caso, el corte genera nucléotidos de cadena unica protuberantes llamados extremos
cohesivos. Estos extremos se pueden unir por medio de otra enzima, la DNA ligasa. En el segundo
caso, se generan extremos doble cadena (extremos romos). Estos extremos también pueden
ser unidos conlaayuda de una enzimaligasa en condiciones fisicoquimicas especiales.

bacterianos y fagos para continuar sus «estilos
de vida usuales» una vez que se les han inserta-
do secuencias de DNA foraneo a sus genomas.
Una insercién de DNA genera un vector hibrido o
quimérico que consiste en parte de DNA del
genoma original y una parte de secuencias adi-
cionales o «fordneas». Estos elementos quiméri-
cos replican en bacterias de forma similar a los
vectores no recombinantes, de esta forma se
pueden obtener grandes cantidades de un frag-
mento foraneo clonado en estos.

Para clonar DNA existen una serie de vectores,
los cuales han sido objeto de manipulacién, que
incluyen una gama muy amplia de plasmidos
bacterianos derivados y modificados de contra-
partes naturales, bacteriéfagos dentro de los que
se incluye una amplia de modificados del
bacteriéfago Lambda, del M13 y de otros. Ade-
mas una serie muy importante de vectores de
clonacién contienen elementos genéticos deri-
vados de sistemas eucaridticos, que permiten la
manipulacién y expresiéon de genes bajo condi-
ciones de expresion eucarioticas. Finalmente se
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han desarrollado vectores derivados de virus de
animales y plantas, los cuales se emplean para
producir organismos transgénicos y en la terapia
génica que revisaremos mas adelante.

Los plasmidoes, son quiza los vectores mas
utilizados. Estos son moléculas circulares de
DNA que se replican de manera independiente
al cromosoma de la célula hospedera. De ma-
nera natural se encuentran en las bacterias en
tamafios que van desde 5,000 hasta 400,000
pb. Existen dos tipos generales de sistemas de
control de replicaciéon del plasmido: aquellos
de copia tnica son mantenidos a niveles de 1
plasmido por bacteria en contraste con los
multicopia que se encuentran en niveles mu-
cho mayores, tipicamente de 10 a 20 genomas
por célula.

El plasmido pBR322 es uno de los mas
célebres que existen, por ser el primer plasmido
disefiado y utilizado en biotecnologia. Aunque
se basa en un andamiaje natural, le fueron
agregados genes para realizar las funciones que



el investigador requeria. Construido por Fran-
cisco Bolivar y Raymond Rodriguez de la Uni-
versidad de Stanford, se convirtié en una de las
primeras herramientas para la introducciéon de
genes especificos en una bacteria. El pBR322
cuyo tamafio es de 4361 pares de bases, posee
un gen de resistencia a la ampicilina que le
confiere a la célula portadora del plasmido la
capacidad de crecer en un medio bacteriol6gico
con dicho antibiético, esta resistencia se des-
truye cuando este se somete a tratamiento con
EcoRI. Es asf que siun DNA es clonado en este
sitio, el recombinante es sensible al tratamiento
con este antibidtico pero conserva la resistencia
a tetraciclina (figura 5). Este doble juego permi-
te establecer un sistema muy rapido y sencillo
de seleccionar clones recombinantes cuyos frag-
mentos de DNA clonados han sido ligados en
este sitio. Este procedimiento se denomina «se-
leccién negativar, porque se busca que la colo-
nia de bacterias o levadura pierda una funcion;
en este caso, la de resistir a la ampicilina.

EcoR |
pBR322
AN
®
Origen de
Replicacion

Figura 5. Mapa genético y de restriccion del plasmido
vector pBR322. Como vector de clonaciéon este
plasmido desarrollado por Francisco Bolivar y
Raymond Rodriguez contiene un solo sitio para el
corte con EcoRI que separa el gen de resistencia a
Ampicilina AmpR yBamHI cuyaacciéninactivael gen
deresistenciaatetraciclina Tet®. Ademas contiene un
sitio de origen de replicacion OriC quele permite una
replicacién auténoma. El tamafio total del plasmido
es de 4361 pb siendo su capacidad de clonacion de
aproximadamente 10.000 pares de bases.

FELPE GARCIA VALLEJO, MARTHA CECILIA DOMINGUEZ,
ADALBERTO SANCHEZ

Se han construido muchos plasmidos para
ser usados como vectores de clonaciéon. La
gran mayoria de ellos reinen varias caracterfs-
ticas genéticas bacterianas o de sistemas virales
eucarioticos, estas permiten desarrollar estra-
tegias de tamizado de secuencias especificas
clonadas.

Como se ha descrito antes, talvez, la estrate-
gia mas comun es el uso de plasmidos vectores
que portan genes que especifican por resisten-
cia a antibidticos. Esta caracteristica fue exitosa
en el disefio de un sistema de clonacién. Sin
embargo, no es la Gnica manera de tener un
sistema de tamizado. A partir de la introduccién
de genes que codifican por enzimas cuya activi-
dad puede ser facilmente monitoreada, se han
construido una serie de vectores que expresan
la beta-Galactosidasa. Esta enzima hidroliza la
lactosa en sus dos monosacaridos glucosa y
galactosa. La actividad enzimatica puede ser
trazada utilizando un sustrato artificial acopla-
do a una molécula que da una reaccién colorea-
da (azul). Si el DNA foraneo es clonado cerca
de un sitio de restricciéon que inactiva la enzima,
los clones recombinantes dan una reacciéon ne-
gativa que se traduce en una colonia blanca en
contraposicion a las no recombinantes que ex-
presan un color azul.

Construccion de bibliotecas de DNA
recombinante

El primer paso hacia la identificacién de un
gene en particular es digerir el genoma que lo
contiene en fragmentos manejables de acuerdo
con el vector escogido. Lo deseable es que el
gene se encuentre localizado en uno de estos
fragmentos. La capacidad de clonaciéon de un
vector la cual se define como el tamafio maximo
que se puede ligar en un vector sin alterar su
capacidad replicativa varia dependiendo del sis-
tema de clonacion utilizado. El tamafio maneja-
ble oscila, de acuerdo al sistema, pero para los
plasmidos es de maximo diez mil pares de bases.

Debido al tamafo relativamente grande de
los genomas de muchos organismos, el DNA a
clonar se fragmenta en pedazos de tamafio acep-
table; esta colecciéon de fragmentos se liga a
vectores apropiados con el objetivo de cons-
truir una biblioteca de clones recombinantes o
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geneteca. Dentro de la coleccion de vectores
quiméricos habra uno que tendra el fragmento
que contiene el gene que se quiere aislar. El
problema se centra en la metodologia a utilizar
en la seleccidén del clon recombinante corres-
pondiente. Para tal fin se han desarrollado va-
rios enfoques experimentales, dentro de los
cuales el mas comunmente utilizado es la
hibridizacién de colonias de bacterias recom-
binantes o de placas de lisis de bacteriéfagos
recombinantes que han crecido sobre superfi-
cies solidas de agar.

El protocolo de clonacién molecular més sen-
cillo es emplear una endonucleasa de restriccion
que produzca cortes que generan extremos
cohesivos tanto en el vector como en el DNA
foraneo. El ejemplo clasico es la enzima EcoRI
tal como ya ha sido explicado en las secciones
anteriores. Posteriormente las secuencias com-
plementarias de los dos extremos de cada DNA
se alinean (puesto que estos extremos son
homologos); después del alineamiento, en las
moléculas recombinantes se sellan los huecos
dentro del vector quimérico con DNA ligasa de
T4 (figura 6). Una ventaja de este procedimiento
es que no se pierde el sitio de EcoRI, sirviendo
como referencial para el estudio y estimacion de
tamafio del fragmento clonado.

El RNA mensajero puede ser copiado a
cDNA

Con el fin de obtener una secuencia de DNA
que represente el codificado de una proteina
particular, el enfoque ideal es comenzar con su
correspondiente mRNA el cual después de todo,
es el molde empleado para la traduccién en la
proteina 7z vivo. La existencia de la transcrip-
cién reversa (por la transcriptasa reversa AMV,
del virus de la mieloblastosis aviar, enzima que
copia una cadena de DNA a partir de un molde
de RNA), es una opciéon que se emplea para
resolver esta clase de problemas en la clonacién
de secuencias de DNA. La transcripcion reversa
es extremadamente facil para mRNAs que po-
sean colas de poli (A) en su extremo 3’ (al igual
que otras enzimas que sintetizan DNA, la
transcriptasa reversa no puede iniciar la forma-
ciéon de una cadena polinucleotidica sin un
extremo cebador) (figura 7).
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El producto de reacciéon de la transcriptasa
reversa, es una molécula de DNA de doble
cadena complementaria al mMRNA que se utilizé
como molde. El dnico problema practico es la
tendencia que tiene la transcriptasa reversa iz
vitro a detenerse en varios puntos antes de
alcanzar el extremo 5°. Otra caracteristica im-
portante de esta enzima es que cuando alcanza
el terminal 5°, se desliza de 10-20 bp por fuera
del molde, generando un gancho. Este puede
ser empleado para iniciar la sintesis de la banda
de DNA complementaria.

En esta unién el RNA se degrada por trata-
miento con alcali, para producir un DNA copia-
do (cDNA) de una cadena complementaria al
mRNA molde usado. Posteriormente la misma
transcriptasa o la DNA polimerasa I de E. co/i
convierte el cDNA de simple cadena en un
DNA duplex. El producto final es un DNA de
doble cadena que contiene el «gancho» del ex-
tremo 5°. Este se degrada por el tratamiento in
vitro con la enzima nucleasa S1 (que hidroliza
especificamente DNA de cadena tunica), as{ se
restablece la estructura de doble hélice con los
extremos 5 libres.

¢Coémo encontrar un gen en unabiblioteca
de DNA recombinante?

Una de las metodologias mas usadas para la
seleccion de clones recombinantes, es el em-
pleo de sondas o rastreadores que tengan alguna
homologia de bases con el gene a seleccionar.
En este punto se ve la importancia de los clones
de cDNA, pues si previamente se ha caracteri-
zado el producto de transcripcion del gene en
cuestion, es posible sintetizar y clonar su cDNA.
Asi, empleando la metodologia de hibridacion
de secuencias homoélogos, se puede «pescar de
la geneteca el clon recombinante que porte el
gene.

En términos practicos la seleccion de clones
recombinantes se realiza por técnicas de
plaqueo de la coleccién de recombinantes. En
resumen esta metodologia consiste en: 1. Cre-
cimiento una densidad de colonias apropiadas
para individualizarlas en la caja de Petri. 2.
Transferencia del DNA de cada colonia a fil-
tros de nitrato de celulosa o de Nylon previa
desnaturalizacion en condiciones alcalinas y
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Figura 6. Construcciéon de un DNA quimérico. Esquema del flujo de procesos moleculares utilizados para
obtener mediantela técnica de DNA recombinante clones quiméricos a partir de un DNA foraneo. Enlos
primeros pasos se somete a digestion con lamisma Endonucleasa de restriccion tanto el DNA foraneo como
el plasmido vector. Una vez linearizado el plasmido vector, se mezclan las dos poblaciones de moléculas
digeridas que tienen extremos cohesivos complementarios y se incuban conlaDNA ligasa del bacteriéfago
T4. Lareaccion deligacion produce plasmidos recombinantes conteniendo porciones de genoma foraneo
utilizado. A partir de estas bacterias recombinantes que conforman una biblioteca de DNA recombinante,
se seleccionan clones recombinantes que son propagados en medios de cultivo apropiados. Posteriormente
mediante utilizacion de una sonda de DNA especifica, se busca el clon recombinante que contenga el
fragmento homologo ala sonda. De esta manera se purifican y estudian los plasmidos quiméricos.
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Figura 7. Sintesis de DNA complementario (cDNA) a partir de moléculas de RNA mensajero (mRNA)
mediante la utilizacion de la Transcriptasa Reversa del Virus Mieloblastosis Aviar (AMYV). Para que la
Transcriptasainicie la sintesis de una cadenade DNA, es necesario la adiciéon de oligonucleétidos cebadores
repetidos (dT),.. Estos forman porciones homologas con las colas 3”de poliadenosinas que tienen los
mRNA eucariéticos; de estamanerala transcriptasa reversa completala sintesis de una moléculade cDNA
complementaria. Posteriormente laDNA polimerasa de T4 completala sintesis de la segunda cadena para
producir un sustrato de DNA de doble cadena a ser clonado en vectores apropiados.

posterior neutralizaciéon. El DNA de cada co-
lonia es sometido a hibridizacién con la co-
rrespondiente sonda previamente marcada, bien
sea radiactivamente o por procedimientos no
radioactivos, en condiciones fisicoquimicas
apropiadas para que ocurra el apareamiento de
porciones de nucle6tidos de la sonda con el
DNA clonado en el recombinante. Después de
una serie de lavados, en condiciones de sal
necesarias para retirar los hibridos inespeci-
ficos, (este efecto se denomina astringencia),
los filtros son sometidos a procedimientos de
revelado con el fin de localizar las colonias que
contienen DNA complementario a la sonda
empleada (figura 8).
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Transferencia e hibridizacion de DNA en
«Southern»

Una de las técnicas mas utilizadas para iden-
tificar y estudiar estructuralmente genes que
han sido clonados, es la técnica de transferencia
¢ hibridizacién en Southern desarrollada por
Southern en 1968. Esta metodologia combina
la separacion electroforética de moléculas de
DNA en geles de agarosa con la posterior trans-
ferencia de éstas a membranas de Nitrocelulosa
(NC) o de Nylon.

Es importante destacar que solamente el
DNA de cadena tnica se une a la membrana de
manera estable, por lo cual hay que tratar los
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Figura 8. Descripcion delmétodo de hibridizacion en colonias empleado para seleccionar clones recombinantes
apartir de una coleccién inicial de recombinantes. El objetivo esidentificar clones recombinantes que tengan
fragmentos de DNA complementarios a sondas de DNA especificas mas utilizadas. El revelado en la
membrana de Nylon, permite volver a la placa con las bacterias y obtener el clon recombinante bacteriano.

fragmentos con soluciones desnaturalizantes
que permitan la generaciéon de fragmentos de
cadena unica. Al transferir los fragmentos, se-
parados de acuerdo con su tamafio molecular, a
membranas NC es posible hibridizarlos utili-
zando para ello una sonda de DNA que tenga
secuencias complementarias al gene que se de-
sea estudiar. Las condiciones son muy semejan-
tes a las previamente descritas para la
hibridizacién de colonias (figura 9).
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Recientemente se han desarrollado varias
metodologias de transferencia de otras moléculas
que tienen casi el mismo principio del Southern.
El Northern es la técnica de transferencia de
poblaciones de RNA a membranas de NC o de
Nylon. El Western es la forma de transferir
proteinas de geles de poliacrilamida a membra-
nas de NC, proteinas de geles de poliacrilamida
a membranas de NC. A medida que se van
perfeccionando las técnicas de deteccién, se

APLICACIONES DE LA BIOLOGIA MOLECULAR
EN LA SALUD HUMANA



Separacion por
electroforesis de

fragmentos de DNA
+
Peso

- /Papel toalla Transt . ilaridad

ransferencia, por capilaridad,

4= Membrana
de Nvion de los fragmentos de DNA
SRR = € Y10 desnaturalizados en solucién
heﬂ'ﬂva?aenao"o'e' G e I
e X ®=-Solucion de de NaOH
\ transferencia
: Soporte
Membrana de Nylon con los
fragmentos transferidos y lista
para hibridizacién con la sonda
correspondiente
I ] Hibridizacién de la membrana
e de Nylon con la sonda de DNA
e correspondiente
E
—

Figura9.Representacion esquematica del flujo de procesos que se desarrollan en el método de transferencia
de DNA e hibridizacién con sonda especifica. La metodologia se denomina hibridizacién en Southern.

hace mas facil aislar y estudiar genes. En los
ultimos afios ha sido perfeccionada una de las
metodologias mas potentes, la sintesis de se-
cuencias de oligo-nucleétidos 7z vitro. Emplean-
do este enfoque, es posible sintetizar cualquier
sonda, pues basta conocer parcialmente la se-
cuencia de aminoicidos de una determinada
proteina. Esta sonda sirve de base para aislar el
gene de una geneteca.
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Lasecuenciacion del DNA

La secuenciaciéon de DNA incluye un con-
junto de métodos y técnicas bioquimicas cuya
finalidad es la determinaciéon del orden de los
nucleétidos (A, C, G y T) en un oligonucleétido
de DNA. Determinar la secuencia de DNA es
util en el estudio de la investigacion basica de
los procesos biologicos fundamentales, asi como



en campos aplicados, como la investigacion
forense. El desarrollo de la secuenciacion del
DNA ha acelerado significativamente la inves-
tigacién y los descubrimientos en biologfa.

Las técnicas de secuenciacion actuales per-
miten realizar esta secuenciacién a gran velo-
cidad, lo cual ha sido de gran importancia para
proyectos de secuenciacion a gran escala como
el Proyecto Genoma Humano. Otros proyec-
tos relacionados, en ocasiones, fruto de la
colaboracién de cientificos a escala mundial,
han establecido la secuencia completa de DNA
de muchos genomas de animales, plantas y
microorganismos.

Aplicaciones de la técnica de DNA
recombinante

Aunque las aplicaciones de la Ingenieria
Genética cubren casi la totalidad de los proce-
sos en plantas y animales, la medicina y la salud
humana, son quiza los campos de aplicacién
mas beneficiados con el descubrimiento y la
implementacién de la tecnologia de DNA
recombinante, puesto que esta ha permitido
descubrir y buscar alternativas y tratamientos
para numerosas enfermedades, la deteccién
temprana de enfermedades genéticas, la pro-
duccién de sustancias y medicamentos revolu-
cionarios y como complemento a todo esto se
ha desarrollado también terapias génicas para
algunas de las enfermedades que aquejan dia-
riamente a miles de personas.

Es importante resaltar que aunque existe una
gama muy importante de productos de DNA
recombinante que tienen usos benéficos para la
especie humana y el planeta, se vislumbra una
posibilidad real de que algunas de las aplicacio-
nes generen productos nocivos o destructivos
para el hombre y el planeta. Nos referimos a una
realidad que existe en el armamento biolégico
almacenado en algunas de los laboratorios de
investigaciéon y aplicaciéon en muchos de los
paises desarrollados y que son mas peligrosos
que las mismas armas nucleares de destruccién
masiva. Por esta razon y desde 1976, afio en que
se llevo a cabo la Conferencia de Asilomar en
California, existen lineamientos bioéticos y de
seguridad biolégica obligatorios para desarrollar
experimentos de DNA recombinante.
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Produccién de proteinas recombinantes

La Ingenierfa Genética ha abierto la posibili-
dad de emplear bacterias y otros microorganismos
para producir protefnas de importancia econémi-
ca, médica e industrial. Esto ha posibilitado el
desarrollo una de las mas nuevas fronteras de
conocimiento enla genéticayla biologfa molecular.

Una proteina recombinante es aquellas que
se expresa como parte de un construido genera-
do por clonacién molecular en un sistema bio-
logico. Generalmente estas proteinas se expresan
en sistemas biolégicos en los que naturalmente
no existe su sintesis, por lo que es una informa-
cién genética nueva que se expresa empleando
la maquinaria biosintética de la célula que con-
tiene el construido. La produccion de proteinas
recombinantes ha abierto una gran frontera para
la obtencién de organismos biofabricas que
sintetizan proteinas recombinantes de interés
biotecnolégico. Recientemente se ha documen-
tado la clonaciéon de genes de proteinas de
importancia médica como la insulina, la soma-
tostatina y la eritropoyetina, entre otros, lo que
ha permitido el inicio de una nueva era de la
industria farmacéutica en la que los farmacos,
proteinas recombinantes, se producen por sis-
temas de crecimiento de organismos biofabrica.

Con esta vision la industria farmacéutica
actual ve la importancia de implementar proce-
sOs menos contaminantes y con costos de pro-
ducciéon menores. Ademas uno de los problemas
mas importantes de la agricultura moderna, es
el empleo de insecticidas y controladores de
plagas, pues la utilizaciéon de estos compuestos
ademas de incrementar costos de produccién
también aumenta el peligro de contaminacién
del ecosistema y por ende trae consecuencias
importantes para la salud humana. Una de las
alternativas viables para resolver esta proble-
matica es la introduccion de genes de fijacién de
nitrégeno y otros genes como los de resistencia
en bacterias que habiten en las raices de plantas
no leguminosas con lo que se eliminaria el uso
de fertilizantes nitrogenados o de pesticidas y
controladores de plagas. Uno de los elementos
centrales en la implementacion de los procesos
biotecnolégicos antes mencionados, es el desa-
rrollo de sistemas de expresion modulada de
genes, los denominados vectores de expresion.
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Tal como habifamos descrito en secciones
anteriores, lo vectores de expresiéon son un
aspecto fundamental para la produccién de pro-
teinas recombinantes. De acuerdo con lo que se
muestra en la tabla 2 existen varios elementos
genéticos que hacen parte de este grupo de los
vectores de expresion tanto en los sistemas
procariéticos como el los eucaridticos. Estos
son requisitos minimos que debe tener un vector
de expresion. En general las funciones algunos
de ellos son similares, lo que cambia es su
capacidad para expresar la proteina recombi-
nante en un huésped procariético (bacteria) o
en uno eucariético (células en cultivo).

El uso de productos recombinantes tiene
ventajas importantes en comparaciéon con el
empleo de material extraido de tejidos, espe-
cialmente en lo que se refiere a proteinas huma-
nas. Con frecuencia la fermentacién de bacterias
en biorreactores produce cantidades importan-
tes de proteina a bajos costos y con relativa
pureza. Se obvian pasos en la sintesis quimica o
en la extracciéon que utilizan reactivos poten-
cialmente nocivos para la salud. Este aspecto es

fundamental en el control de calidad, el cual es
mas facil y seguro para la produccién de un
agente terapéutico via DNA recombinante.

Hasta el momento, la clonacion de muchos
genes eucarioticos en vectores de expresion
bacteriana ha traido problemas tecnolégicos pues
las proteinas recombinantes producidas no pare-
cen expresarse en forma correcta. Este hecho ha
impulsado la construccién y desarrollo de nue-
vos vectores de expresion que contienen promo-
tores de origen eucariético presentes en virus
animales o en genes humanos aislados previa-
mente. Con la utilizacién de vectores de expre-
sién eucarioticos ha sido posible la expresion y
produccién comercial de la Insulina humana
recombinante y de la Somatostatina humana de
origen recombinante entre muchas de las protei-
nas recombinantes utilizadas actualmente en el
tratamiento de enfermedades humanas. La tabla
3 consigna las caracteristicas de algunas protei-
nas que se emplean hoy como agentes terapéuti-
cos. Muchos de ellos ya se encuentran en fase de
producciéon comercial mediante la clonacién
molecular y su expresion, a gran escala.

Tabla 2. Caracteristicas de los vectores de expresion tanto procaridticos como eucarioticos

Caracteristica

Vector procarioético

Vector eucaridtico

Marcadores seleccionables

Resistencia a ampicilina.
Resistencia a tetraciclina.

Resistencia a Neomicina.
Dihidrofolato reductasa.
Glutamina sintetasa.
Timidin kinasa (TK).

Promotores Triptofano o lactosa. B-actina.
Del fago T7. Citomegalovirus PI.
Nir B. Temprano de SV40.
Metalotioneina.
Alto nivel de expresion.
Ventajas Alto nivel de expresion. Modificaciones postraduccion.
Rapidez de sintesis.
Secrecion.
Facilidad de manejo. Actividad biolégica y
Econdémico. plegamiento proteico correcto.
Desventajas Poca capacidad de secrecion. Relativamente lento.

Modificaciones pos-traduccién
ineficientes.

Altos costos de produccion.
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Tabla 3. Proteinas terapéuticas usadas hoy en dia enla clinica y producidas via DNA recombinante.

Producto Usos
Insulina humana. Diabetes mellitus insulino dependiente.
Somatotropina. Enanismo hipofisiario.

Activador del plasmindgeno.
o-interferén.
B-interferon.
Y- interferén.

Eritropoyetina.

Factor de crecimiento epidérmico.

Factor VIIIc y IX.
Anticuerpo anti-CD3.

Glucocerebrocidasa.

Infarto agudo del miocardio.

Leucemia mieloide crénica, mieloma, hepatitis B, Sarcoma de Kapossi.
Ensayo en esclerosis multiple.

Como agente antineopldsico.

Anemia en pacientes anéfricos o con insuficiencia renal.
Quemaduras.

Hemofilia A y B.

Trasplantes.

Enfermedad de Gaucher.

Interleucina 2.

Inmunoterapia del cancer.

Nuestros conocimientos moleculares sobre
las enfermedades hereditarias son mucho mas
recientes. En estas el defecto genético ocasiona
la funcién anormal de una proteina especifica.
Con todo el incremento en las investigaciones
que ha ocurrido en los ultimos veinte afios, ha
sido posible el entendimiento al nivel molecular
de muchas enfermedades, incluyendo las no
genéticas. En este sentido la caracterizaciéon de
ciertas proteinas que aparentemente faltan o no
funcionan correctamente, ha abierto el camino
para una potencial estrategia terapéutica en el
tratamiento de algunas enfermedades en las que
estas proteinas juegan un papel importante.

Lasnuevas vacunas

En todo el mundo, desde principios de la
década de 1980, laboratorios y cientificos in-
vestigan el desarrollo de nuevas vacunas que se
espera, reemplazaran en un futuro alas tradicio-
nales actualmente empleadas. Estas nuevas
vacunas son producidas por la Ingenieria
Genética, basadas en la molécula de DNA y en
las secuencias de aminoacidos que contienen la
informacién genética con la cual el organismo
patégeno produce la enfermedad. La primera
vacuna recombinante para uso en humanos fue
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la vacuna contra la hepatitis B. Actualmente,
las investigaciones se centran en mejorar las
vacunas ya existentes para lograr respuestas
inmunitarias mas eficaces, nuevas vias de admi-
nistracién y en la aplicacién de vacunas combi-
nadas (varias vacunas en una sola dosis) para
reducir el numero de inyecciones. El descubri-
miento y decodificacién de los genomas de
bacterias y virus patégeno llevado a cabo en los
ultimos afios, ha abierto una enorme esperanza
en el desarrollo de estas nuevas vacunas. Ac-
tualmente existen una gama de protocolos para
obtener vacunas. Asf las vacunas con base en la
técnica del DNA pueden incluirse en una de de
las siguientes estrategias:

Vacunas atenuadas: mediante técnicas de
Ingenieria Genética, se pueden eliminar los
genes de virulencia de un agente infeccioso
manteniendo la habilidad de provocar una res-
puesta inmune. En este caso, el organismo
modificado genéticamente puede usarse como
una vacuna viva sin riesgo a que revierta al
tipo virulento. En la actualidad, se encuentra
en fase de ensayos clinicos una vacuna de
cepas estables del agente del célera (I7zbrio
cholerae). El mismo, esta desprovisto del gen
que codifica para su potente enterotoxina que
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provocala enfermedad. En el caso de Sa/monella
se ha ensayado quitarle ciertos genes que aun-
que no estan relacionados con la virulencia, al
desaparecer convierten la cepa en atenuada
(disminucién de su virulencia en un millén de
veces). Se ha demostrado su efectividad en
ovejas, bovinos, pollos y, mas recientemente
en humanos.

Vacunas vectores o de organismos recom-
binantes vivos: estas, utilizan microorganismos
no patoégenos (virus o bacterias) a los cuales se
les incorporaron, mediante Ingenieria Genética,
genes de agentes patogenos que codifican para
los antigenos que desencadenan la respuesta
inmune. El virus vacunal es uno de los vectores
recombinantes mas utilizados en este tipo de
vacunas, ya que tiene un genoma grande, total-
mente secuenciado y permite acomodar varios
genes foraneos en su interior. De esta manera,
se ha desarrollado una vacuna contra la rabia al
insertar en el genoma de este virus, un gen del
virus rabico; este construido provoca la res-
puesta inmune en el organismo hospedador.
También se han ensayado las expresiones de
genes que codifican para antigenos de virus de
la hepatitis B, de la gripe y del herpes simple.
Mediante este método, se podrian desarrollar
vacunas que inmunicen simultineamente para
varias enfermedades, al insertar en el virus
recombinante varios genes de distintos organis-
mos patoégenos al mismo tiempo.

Virus vivos recombinantes: los Paramyxovirus
son una familia de virus que incluye agentes de
enfermedad comunes como sarampioén, paperas
y parainfluenza. La estructura genémica de estos
virus es tal, que se le podrian insertar genes
adicionales que codificasen una amplia variedad
de proteinas de fuentes diferentes. Asi el virus
del sarampién ofrece varias ventajas como por-
tador de genes que provoquen respuesta inmune
contra otras enfermedades al mismo tiempo. Con
tecnologias recombinantes se hace posible ex-
tender el rango de enfermedades contra las que
una sola cepa atenuada del virus puede conferir
inmunidad.

Vacunas de subunidades: para aquellos
agentes infecciosos que no se pueden mantener
en cultivo, es posible aislar los genes que codifi-
can para las proteinas que provocan la respuesta
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inmune (por ejemplo, las proteinas de las
capsides). Mediante Ingenieria Genética, esos
genes se pueden clonar y expresar en huéspedes
alternativos tales como bacterias (Escherichia
coli), levaduras (Saccharomyces cerevisiae) o lineas
celulares de mamiferos. Luego de insertado el
gen de interés, la bacteria o levadura recombi-
nante comienza a producir subunidades de pro-
teinas en grandes cantidades, las cuales son
recolectadas y purificadas para utilizarlas como
vacunas. La vacuna contra la hepatitis B fue la
primera vacuna puesta en el mercado producida
por este método. Esta vacuna se desarrollé
aislando el gen del virus que codifica para el
antigeno HBsAg que provoca respuesta inmu-
ne. El gen que produce esta proteina se introdu-
jo por clonacién en plasmidos de expresion de
levaduras (S. cerevisiae). Una vez construido, el
antigeno se produjeron en grandes volumenes
en fermentadores industriales y de un modo
seguro. En la actualidad, se esta avanzando en
vacunas de subunidades frente al virus del her-
pes simple (HSV), y la fiebre aftosa.

Vacunas de DNA: son las vacunas actual-
mente en experimental que suscitan mucha ex-
pectativa. Estas consisten en plasmidos en los
que se introduce tan solo la pequefa fraccién
del material genético del patégeno contra el que
se pretende inmunizar (los genes que codifican
la produccién de uno o varios de sus antigenos).
Cuando se inyecta el plasmido en el musculo o
en la piel, este penetra dentro de la célula y llega
al nucleo, para comandar desde alli la produc-
cién de los antigenos del patégeno que desenca-
denaran la respuesta inmune. De esta forma lo
que se hace es trasladar la fabrica de la vacuna
a los tejidos de la misma persona. Actualmente,
se estan realizando ensayos de varias vacunas
de este tipo, para la hepatitis B, la malaria, la
gripe, el herpes simple y el SIDA/VIH.

Vacuna de DNA desnudo: en este tipo de
vacunas se utiliza directamente una porcion del
DNA purificado que contenga el gen de la
proteina que produce la respuesta inmune. Esta
fraccion de DNA se inserta en un plasmido. Las
células del paciente vacunado captan ese
plasmido y lo incorporan en su nicleo, permi-
tiendo la expresion del gen foraneo y producien-
do la proteina recombinante. Esta proteina es
secretada al exterior de la célula, por lo cual el
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sistema inmune puede reconocerla de la misma
manera que durante una infeccién natural, in-
duciendo una respuesta inmune.

Como se vio anteriormente, para el disefio de
las nuevas vacunas se parte del conocimiento
detallado del genoma del patégeno. Con esta
base, se inactivan selectivamente solo aquellos
genes no deseados implicados en virulencia, o
se potencian aquellas caracteristicas de inmuno-
genicidad favorables para la preparacién de la
vacuna. Al conocer en detalle la composicion
molecular de la vacuna, se garantiza su seguri-
dad y estabilidad, eliminado los posibles riesgos
de introducir microorganismos vivos atenua-
dos. Otras ventajas incluyen la ausencia de
riesgos en su produccion a escala industrial, ya
que no se trabaja en ningin momento con orga-
nismos patogenos.

En la actualidad se estan llevando a cabo
investigaciones en vacunas contra el virus del
papiloma Humano HPV (algunos subtipos po-
drfan vincularse con el cancer de cuello de ute-
r0), la malaria (enfermedad que mata a casi tres
millones de personas por afio), el citomegalovirus
(que provoca un sindrome similar a la mono-
nucleosis), la Shigella una bacteria que produce
diarrea, el herpes y enfermedades parasitarias
como la toxoplasmosis. También se estan pro-
bando vacunas contra el HIV (virus que causa el
SIDA), y contra el cdlera o el dengue, y varios
tipos de cancer.

Ademas del desarrollo de nuevas vacunas,
también se estan mejorando algunas ya existen-
tes, como la vacuna contra el neumococo (cau-
sante de neumonia y meningitis), que abarcara
mas serotipos de este microorganismo que las
vacunas actuales. Al mismo tiempo, se estan
estudiando vias de administracién nuevas, como
la nasal (a través de las mucosas) o intradérmicas
(en la piel, aunque sin pinchazo). Otra opcion
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muy interesante la constituyen las vacunas que
podrian ingerirse con los alimentos o «vacunas
comestiblesy».

Organismos transgénicos

Las técnicas de manipulacion genética de la
biotecnologia moderna han hecho posible mo-
dificar la informacién genética de una serie de
organismos animales, apelando a diferentes téc-
nicas y con diferente proposito y resultados. Un
organismo transgénicos es aquél que ha sufrido
la alteracion de su material hereditario (genoma)
por la introduccién artificial (manipulaciéon
genética) de un gene exdgeno, esto es, prove-
niente de otro organismo completamente dife-
rente. Los organismos transgénicos muestran
que aparentemente no existen barreras para
mezclar los genes de dos especies diferentes.

A mediados de los afios sesenta se comen-
zaron a desarrollar bio-herramientas molecu-
lares con las cuales se podia componer y
descomponer al DNA, lo que permiti6 inter-
cambiar fragmentos especificos de DNA de
distintas especies e incluso transferirlos a
microorganismos como las bacterias. Después
se descubri6 que esta practica la venia hacien-
do la naturaleza desde hace millones de afios
con los vegetales a través de la bacteria llama-
da Agrobacterinm tumefaciens.

Animales biofabrica

Un animal biofabrica es aquel al cual se le ha
introducido una informacién genética que le
permite sintetizar una determinada proteina por
transgénesis. Logicamente la expresion del gene
se efectia clonandolo en vectores de expresion
que contengan promotores y elementos de con-
trol de la transcripcion que puedan controlar la
expresion del gene en un determinado 6rgano.
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