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L A INGENTIERTIA GENETICA

Esta tecnologfa permite la obtencifn de fragmentos de DNA para su pos-
terior manipulacidn. Las tijeras representan lus enzimas de restriceidn

con las cuales se " corta " la doble hélice de DNA. Uﬁ)



INTRODUCCION

No cabe duda que la utilizacidn de los microorganismos para la
obtencién de diversos productos han acarreado grandes beneficlos
desde hace miles de aflos, ya que el hombre alin sin conocerlos ha
sabido aprovecharlos. Hubo que esperar largo tiempo para que las
contriﬁuciones de la Ciencia demostran su existencia y que dichos
microrganismos son como maquinas perfectamente coordinadas y que
la elaboracibén de estos Gtiles productos estan determinados por
los genesﬁi-Este dltimo hecho ha sido posible determinarlo gra-
cias al vertiginoso desarrollo de una nueva rama de la Biologia
Molecular que es conocida con el nombre de Ingenierfa Genética.
Esta nueva metodologf{a constituye un poderoso instrumento de la- -
boratoric para revelar detalladamente la funcién del gen, ya que
permite aislar un segmento de material gendtico de cualquier ser
vivo o sintetizarlo quimicamente e introducirlo en una bacteria,
en otras palabras se programa genéticamente a un microorganismo
para la produccién de una sustancia en especial en esta célula
receptora, debido,a que se ha demostrado que los mecanismos ge-
néticoa para obtener una proteina en una célula es universal es
decir funciona para todos los seres vivos.(2)

En la naturaleza existen diversos recursos para lograr una re-
combinacién genética y son conocidos como procesos sexuales que
incrementan notablemente los cambios . en el material
genético original es decir se inducen modificaciones que son la

base de la evolucién. Sin embargo se debe recordar que los orga-



nismos existentes tanto plantas comb animales, si bien son el
producto de la evolucién de especies, retienen su identidad bé—
sica de generacidn en generacibén,debido a la presencia de barre-
ras ecolégicas, fisiolégicas y genéticas. Esta; barreras resultan
de la imposibilidad de intercambiar informacién genética entre
organismos no relacionados entre si.(’:

Esto se presta a confusibn, puesto que existiendo barreras que

no permiten la recombinacidn genética entre organismos de espe-
cies -.diferentes, "por otro lado se pretende introducir genes de
células humanas a bacterias para lograr una mezcla de especies
algo inexistente en la naturalez@, o sea un organismo quimerico,
sin embargo si a esto se antepone el deseo del hombre que desde
tiempos muy remotos ha sofiado con este fin se entendera que hoy
en dia este suefio empieze a tornarse realidad gracias al desarro-
1lo de la manipulacicdn genética ( Ingenierfa Genetica),entendien-
dose la manipulacidn en el sentido literario de trabajar con las
manos, suponiendose que se conoce y se domina el material objeto
de la mampulacién.

El aprovecham}ento de esta metodologia se da en multiples dreas
como son: la Medicina, la Industria Quimica, la Alimenticia, la
Agriéultura entre otraéy)Una de las contribuciones més grandes de
la Ingenier{a Genética esta sin duda en la tecnologfa FarmaceU-
tica,dado que en este campo se han logrado avences al incrementar~

se la produccién de compuestos utilizando microorganismos y que



anteriormente solo producia el hombre y determinado tipo de
animales, de los cuales se extralan de manera drésfica y coa-
tosa; el logro final sera obtener una disminucién gn el costo
de produccidén por lo tanto no seria sorprendente due en un fu-
turo no lejano se obtengan productos farmacelticos sintetiza-

dos por bacterias en el mercado.
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OBJETIVO

Durante afios ha sido de interés humano descifrar y llegar a comprender

la estructura del material hereditario ademas de las alteraciones o cam-
bios genftices observados tanto en plantas como animales a través de la
evolucién, es por eso que después de los hallazgos de grandes investipa-
dores y el descubrimiento de importantes conceptos que llevarian a la in-
vensién de una prometedora tecnologfa llamada Ingenierfa Genética, se quie-
ra recopilar en este trabajo la informacién para tratar de visualizar las
nuevag rutas que nos marca el estudio de la Ingenierfa Genética, ademas de
ofrecer al lector un ahorroc de tiempo y trabajo, dado que dicha recopila-
cién en un tema tan novedoso y estudiado en gran parte del mundo ofrece un
cGmulo de informacibn en vista de que abarca muchas areas como son la In-
dustria Quimica y de transformacién, Agricultura, Industria Alimenticia etc.
nos limitaremos tan solo a los beneficios obtenidos hasta ahora dentro del
campo de la industria Farmacelitica. Se ofrecerd un panorama real basado en
estudios hechos actualmente de las perspectivas que nos marca la Ingenier{a
Genética para tratar de resolver problemas humanos, tales como el desarrollo

de la Tecnologfa Farmaceidtica como posible solucifn a problemas médicos.



I1 GENERALIDADES

Mucho se podrfa decir acerca de los antecédentes que abrieron
las puertas al nacimiento de la Ingenier{a Gehéticé, existe
bastante informacién afin tratandose de la histprig'rediéﬁté

de la Biologla por tal motivo se mencionardn tan é§ioilg§ é6nf
tribuciones clent{ficas que se consideran las ma; iwﬁbhféﬁtegv
y que directamente cristalizaron en el desétrolld;de{esfa ﬁetor

dologfa. (5)

a) Breve analisis de la estructura y funcién.del,DNA en la

s{ntesis de protefnas.{ 6=12 )

El extraordinario y atractivo reto que se le hérpbesentado al
hombre de poder llegar a entender la estructdba del material
genético en especial el humano ha sido uno deklos factores que
han motivado a la incursidn en el campo de la.Genebica a nume-
rogsos cient{ficos desde la antiguedad, los estudios que se con-
sideran de mayor relevancia para la comprensién més cient{rica
de la naturaleza del material gené%ico y su funcion éomenzaron
en 1944 con 0. Avery y sus colaboradores del Instituto Rocke-
feller quienes demostraron que el encargado de la tranﬁmici&n

de la herencia es el DNA ( acido desoxirribonucleico ).



Este material que 75 afios antes aislara el bioqu{mico Friedrich
Miescher estimulg las investigécionea sobre la composiciéh y
forma espacial de las moléculas que lo constituyen, en 1953 J.
Watson y F. Crick eluoidavon estas caracteristicas por medio del
andlisis de la estructura de-esta molecula y revelaron que se ha-~

1la constituida de:

1.~ Azlcar: Gldsido con cinco 5tomos de carbono { pentosa)

en el DNA es desoxirribosa y en el DNA ribosa.

2.~ Base: Entidad qudfmica que contiene nitrégeno, puede ser pi-

rica o pirimfdica.
3.- Fosfato.

Un azlcar una base y un fosfato se combinan para formar un nu-
cleotido los que a su vez se combinan por medio de enlaces fos-
fodiester para formar polinucleétidos dando estos finalmente una
larga cadena.

Los conocimientos anteriores ayudaron a que se propusiera un mo-
delo explicativo de la estructura de la molecula de DNA quedando.
establecido que dicha molecula esta formada por dos cadenas de

polinucledtidos que tiene la apariencia de doble hélice. ( F).



Fig.

P

1.~ Modelo de la forma y estructura del &cido desoxiribo~
nucleico en donde se puede apreciar 1la disposicidn
de doble hélice y como peldafios de una escalera las
moléculas de las bases cuya secuencia encierra la in-

formacidn transmisible del DNA.l‘Y )



Esta doble cadena corre antiparalela y complementaria, es decir las cadenas
corren en diré;cién opuesta y estan unidas por puentes de hidrdgeno que se
establecen entre las bases de ambas cadenas. Estas bases son dos pirimfdicas
citosina (C)y timina ( T ) y dos piricas la adenina ( A ) y la guanina
{ G ), tal apareamiento debe de estar con la regla que dice que siempre la
adenina se aparea con la timina y la citosina con la guanina, dando como
consecuencia que la doble hélice tenga didmetro constante. fig.l

Se vislumbra por medio de estas caracteristicas que al formarse la do-
ble cadena al centro de esta se encuentran dispuestas como peldafios de una
escalera las moléculas de las bases y que el fosfato de desoxiribosa se re-
pite mondtonamente en la doble cadena no asi las cuatro bases por lo tanto,
el orden de las cuatro bases encierra la informacién transmisible del DNA,
funcionando estas como signos de un alfabeto convencional o cédigo y sus
combinaciones en grupos de tres constituyen mensajes que enviados al cito-
plasma por medio del RNA se de la sintesis de moléculas protelcas, hecho
que es posible al llevarse a cabo la transcripcién y la traduccién.

El DNA contiene pues un cédigo genético, pero la s{ntesis de protefnas
ocurre en el citoplasma, en asociacién con organelos citoplasméticos lla-
mados ribosomas. E1 RNA es el enlace entre DNA y protefnas.

La m6ldcula de RNA esta formada por una sola cadena que es muy semejante

a cada una de las que constituyen el DNA, cuya composicifn difiere solo
por su contenido de ribosa en vez de desoxiribosa y uracilo en vez de ti-
mina., Todos los tipos de RNA se sintetizan sobre un patrén de DNA por trans-
cripcién por medio de la enzima RNA polimerasa, originandose una cadena de

RNA complementaria.Existen tres tipos de RNA: RNA mensajero, de transferencia



y ribésomal los tres participan en la sfntesis de protefnas. el RNA mensa-~
jero llevando la informacién genética desde la m6lecula de DNA al citoplas-
ma; el RNA de transferencia actua como adaptador que coloca los aminoécidos
( unidades fundamentales constitutivas de las proteinas ) en el lugar ade-
cuado de la cadena proteica en via de crecimiento y el ribosomal el cual
cumple una funcifn en conexitn con los ribosomasg

Tanto el RNA de tranasferencia como el mensajero actuan en el proceso de tra-
duccién en donde sucesives tripletes ( secuencia de tres bases ) del RNA
mensajero dictan el orden de los aminodcides que transportados por el RNA

de transferencia se unen al ribosoma hasta formar la protefna completa,

A la relacién existente entre DNA-RNA-Protelnas se le califica como Dogma
Central de la Genética Moleculaéf%br lo tanto para la sintesis de cuslquier
prote{na la informacién se halla contenida en el orden o secuencia de bases
en el DNA, el cual es universal, es decir se trata de un cddigo genético
para todos los organismos lo cual hizo pensar que si de alguna manera se lo-
grara introducir un gen en una célula el cual contenga sentido de lectura o
sea que codifique para una determinada protefna es de esperarse que la célu-

la receptora la sintetize.
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b) El gen y sus principales metodos de obtencién para su uso

en la Ingenierf{a Genética.

Un gen es un segmento de DNA que forma el c6digo para un poli~
péptido determinado (protefiia), o bien un tramo a lo largo de

un cromosoma que codifica para un producto funcional que puede
ser RNA, o un producto de la traduccifn o sea una proteina, es
por eso que se considera al gen como la unidad de informacibn
hereditaria. El querer estudiar al gen, su funcién, asi como

sus propiedades fisicoqufmicas y bloldgicas trajo consigo su
aislamiento y purificacién, y ya que era conocida su naturale~
za quimica marc6é la posibilidad de quererlo sintetizar en el la-
boratorio. Desde hace veinte afios la construccién de genes to-
talmente sintéticos fué un verdadero drama algo que la mayoria
de los qufmicos y genetistas no esperaban, afortunadamente la
qufmica de los &cidos nucleicos fué considerada importante e in-~
teresante y en 1960-1970 se realizar00 grandes progresos que
abrieron paso a darse: El primer método para la obtencién de ge-
nes sintéticos.

La producciftn de genes totalmente sintéticos fue lograda por

H. G. Khorana (13,4), esto apoya grandemente al inesperado desa-
rrollo de las técnicas de Ingenierfa Genética, pero si bien es-
ta sintesis es algo espectacular ofrece por lo mismo la implica-
cién de métodos quimicos bastante sofisticados y complicados por
lo que solo se mencionara brevemente la técnica utilizada para

obtenerlos en el laboratorio y un esquema representativo de la
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reaccién con los pasos més importantes de la misma.

Método del diester

El metddo del diester fué el primero en desarrollarse por
Khorana y sus colaboradores en 1977. ()4 )

La Peabcioh se puede resumir en tres pasos principales, con-
sistiendo el paso inicial en la proteccién quimica de grupos
reactivos en la molécula de un desoxirribonucleétido y un de-
soxirribonuleésido tanto en el extremo 3' como 5'. Esto se lo~
gra al agregar un grupo qufmico que tenga la caracteristica de
que al unirse haga que el extremo pierda su reactividad quimi-
ca. Por lo tanto los grupos que ho han quedado protegidos si-
guen conservando dicha reactividad, por lo que la segunda eta~
pa consiste en la formacién de un didesoxirribonucleotido por
medio de un enlace fosfodiédster . La tercera etapa consiste en
seguir afladiendo nucledtidos de acuerdo con las caracteristicas
del polinucledtido que se pretenda obtener. La eliminacién de
los grupos protectores de la molécula se logra con una hidréli~
sis tanto Acida como bésica en dos pasos para asi llegar final-
mente a la sintesis de un polinucleédtido. En la figura 2 se

muestra el esquema de los pasos mAs importantes de la reaccién.
Método del triester
Este metodo se ha perfeccionado recientemente y presenta la ven-

taja de un mayor rendimiento y velocidad. La principal diferencia

de los métodos de diester y triester es la presencia en este Gilti~
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-no de un grupo protector extra sobre los &tomos de fosfato de
los reactivos y productos, el,pbdtg§tor del grupo fosfato es

un grupo clorofenilo el cual vuelve los nucledtidos intermedia-
r.os solubles en solventes orgdnicos, por lo tanto las purifi-
caciones ason hechas con cloroformo. En la figura tres se muestra
e. esquema del método del triester en sus pasos mAs importantes.
Existen ademas de la obtencidn de genes por wia sintética otros
dos nmétodos para la obtencioh de genes pero #s5ta ver de manera
natural es decir de la propia cklula y sen: ;or medio del uso

de las enzimas de restriccibn y a traves de L@ enzima transcrip-
tasa inversa.

El trabajo realizado por los laboratorics de todo el mundo han
facilitado notablemente la ruptura de mcléculas gigantes de DNA
en una serie de fragmentos cortos. Esta operzcidn se realiza con

g
de estas

la ayuda de las enzimas especiales llamadas NUCLEASAS:
se conocen como ENDONUCLEASAS aquellas gue rcmpen de preferencia
enlaces internos, mientras que las que cortan nucledtidos termi-

nales se llaman EXONUCLEASAS, todas estas enz:mas degradan enla-

c2s fosfodiester de cadenas de polinuclectidcs. fig 4

ENDONUCLEASA i :
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fig. 4.- Representacidn esquemdtica de la accisn de 1as GRAC ¥ N
exonucleasas relacionadas con la ruptura de enlaces de DNA.k?Q
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Hace aproximadamente nueve aflos Smith y Wilcox lograron el aisla-
miento de una enzima que éorta el DNA obtenido de cualquier orga-
nismo en sitios espec{ficos y de esta manera generar pequeﬂos frag-
mentos de DNA por.lo tanto de esta manena.se logra aislar a losu-
genes.naturales., Estas nucleasas eapecfficas denominadas como en-
zimas de restriccién {}5.720 ) solo hacen rupturas dentro de secuen-—
cias de bases especificas las cuales posceen un eje de simetrf{a,

es decir estas secuencias se leen lo mismo en una direccion que

en otra, dichas secuencias se denominan BRALINDROMAS por ejemplo:

AAG CTT
TTC GAA

puesto que se encuentra la misma secuencia en ambas cadenas del
DNA ( aunque con ordepamiento opuesto ) tales enzimas siempre
crean rupturas en las dos cadenas quedando ambas con terminales
autoadhes3ivas y nresentando fuerte tendencia a la recombinacién
genéticaf'kas enzimas de restriccién son de origen microbiano y
forman parte del sistema defensivo de la célula contra ;Eidos nu-
cleicos extrafios . Se han caracterizado alrededor de cien enzimas
de restricci6én en los ultimos afios de especificidad diferente y

para ejemplificar su accidn se mencionan algunas en la tabla 1.



ENDONUCLEASAS ©DE RESTRICCION

ENZIMA SECUENCIA DE BASES MICRORGANISHO PRODUCTOR
HIDROLIZADA.

Eco RI «C~T~T-A-A-G~

E. coli RYI3

~G=A~A-T-T-C- E. coli B85S

Eco RII " -N-G-G~A-C~CrN
~H-C-C-T-G-G~N E. coli R245

HindII ~T-1-C-G-A-A- Haemophilus influenzac R
~A=A=G=C-T~T-

Hpa 11 “M-G-G-C-C-R- Haemophilus paminfluenzae
—N-C=C=G~G-N-

Hpa I ~G-T-T=-A=-A-C~ Haomophilus parainfluenzae
~C-A=A-T~T-G~

Alu 1 ~A-G-C-T- Arthrobacter lutues
~T-CmGeAn

BAM H-I ~G-G~-A~-T~C-C~- Bacillus amyloliquefacliens
~C-C~T-A~C-G-

Bha 1 ~G-{=G-C Haemophilus haemolyticus
~C-G-C~G

Sal 1 -G-T-C-G-A-C- Estreptomyces albus G.
~CmA=GmCnT=Gm

Tabla §. - Secuencias que reconoceh algunas endonucleasas restrictivas

y el microorganimo del cual se obtiene. Lie)
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Existe un procedimiento muy ingenioso para la obtencibn de un gen na-
tural en el que se hace uso de la enzima TRANSCRIPTASA INVERSA, ésta
es codificada por virus en los qua la informacién hereditaria no esta
contenida en el DNA sino en cadenas de RNA, por lo que se les llama--
virus RNA y que causan la transformacién permanente y heredable de-~ -
ciertas células normales en células malignas cancerosas. Al respecto-
de que como el RNA de estog virus que contienen genes canceripenos- ~
es transcrito a la forma de DNA para incorporarse a el genoma de la
cfilula huesped como una parte del mismo fué desconocida hasta gue Gal-
timore {1/A2) descubrié6 a las enzimas transcriptasas inversas que
son capaces de producir cadenas complementarias de DNA a partir de un

molde de RNA y luego convertir a estds cadenas de DNA a la forma de do-

ble hélice.

RNAm I‘ § DNA P RNAm ~ P PROTEINAS
1
|
!
1
|
'

Transcriptasa Inversa
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v
De esta ménera se vislumbra la posibilidad de obtener RNA, de
una célula el cual tenga la informacibn para obtener la prote{-
na deseada una vez lograda la obtencidén de el RNAm se procede a

hacerchso de la enzima transcriptasa inveraa y por medio de esta

se puede obtener el DNA o sea el gen de interés.(33 3

Hasta ahora se ha hecho mencioh de que la informacidn genética

esta contenida en fragmentos o genes sin embargo algo importante
que no se ha hecho notar es la manera en la que se distingue una
informacidn pars la sintesis de determinada proteina de otra es
decir algo que separe un gen de otro, esto se debe a que a lo lar~
go de 1la molécula de DNA existe una serie de ordenes codificadas
tambien en forma de secuencias de bases en la que la mhs simple

de estas ordenes indica "comenzar aqul" y "terminar aquf{" lo an-
terior nos dice que existen secuencias de iniciacidn y terminacidn
que marcan donde se debe de empezar a sintetizar una proteina y
hasta donde se encuentra la informacidn para obtenerla, sin embargo
esta prote{na no se puede estar sintetizando siempre o sea en for-
ma indefinida lo que hace pensar como es que se regula la expresién
genética. Se ha observado que organismos eucaridticos tanto plantas
como animales poseen miles de veces mas DNA. que el contenido en las
bacterias, esto es debido al aumento en el nfimero de genes y la pre-
senclia de secuencias no codificadoras o sea sin sentido de lectura
clasificados como genes funcionales y llamados intrones el motivo
por el cual e}l DNA contiene la informaci&n hereditaria en forma dis-
continua no se sabe a ciencia cierta y se dice que es debido a que

los intrones funcionan como reguladores de la expresidn genética.(&?ﬂf}
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En 1861 Jacob y Monod por medio de un modelo,explicaron como 8se
lleva a cabo esta regulacibén en procariotes y postulan la inte-
raci6én de tres tipos de genes que funcionan como un conjunto u-
nitario. Este modelo es llamado del operén siendo é%te. un gru-

po lineal de genes cuya actividad es coordinada por un gen fun-
cional llamado QPERADCR que ejerce un control positivo sobre la
sfntesis de protef{nas es decir dando la sefial de arranque para

la produccién de la protelna, el gen operador es a su vez controla
do por un gen REGULADOR este ejerce un control negativo sobre la
s{ntesis de proteinas al codificar los genes REPRESORES: moléculas
protefcas especificas que inhiben al operador por ligarse a él

con lo que se evita la transcripcién del RNA mensajero y‘poi con-
secuencia la sintesis de protefnas. fig &

Algunos represores no pueden actuar de la misma forma que son
sintetizados sino gue antes deben combinarse con alguna otra sus-
tancia que confiera al represor la estructura adecuada para unir-
se con su operador, a esta sustancia se le denomona CORREPRESOR
Dado que un represor inhibe la sintesis de su proteina correspondien-
te debe ser inactivado cuando se requiera la protefna en cuestidn
Diversas sustancias actuan como inductores especificamente las que
se combinan con las moléculas represoras para impedir que se com-
binen con sus operadores especf{ficos. En resumen estos genes actuan
a nivel de transcripcién y traduccién como un sistema de retroali-

mentacidén para regular la produccién de prote{nas. {26,27,62 ).
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En 1961 Jacob y Monod por medio de un modelo/explicaron como se
lleva a cabo esta regulaci6n en procariotes y postulan la inte-
racion de tres tipos de genes que funcionan como un conjunto u-
nitario. Este modelo es llamado del operén siendo ééte, un gru-

po lineal de genes cuya actividad es coordinada por un gen fun-
cional llamado OPERADOR que ejerce un control positivo sobre la
sfntesis de protef{nas es decir dando la sefial de arranque para

la producecidn de la protelna, el gen operador es a su vez controla
do por un gen REGULADOR este ejerce un control negativo sobre la
sintesis de protelnas al codificar los genes REPRESORES: moléculas
prote{cas especificas que inhiben al operador por ligarse a el

con lo que se evita la transcripci6n del RNA mensajero y por con-
secuencia la sfntesis de protefnas. fj; 5
Algunos represores no pueden actuar de la misma forma que son
sintetizados sino que antes deben combinarse con alguna otra sus-
tancia que confiera al represor la estructura adecuada para unir-
se con su operador, a esta sustancia se le denomona CORREPRESOR
Dadoe que un represor inhibe la sfintesis de su proteina correspondien-
te debe ser inactivado cuando se requiera la proteina en cuestidn
Diversas sustancias actuan como inductores especificamente las que
se conbinan con las moléculas represoras para impedir que se com-
binen con sus operadores especificos. En resumen estos genes aciuan
a nivel de transcripcién y traducci6n como un sistema de retroali-

mentacién para regular la produccién de prohe{nas. (26,27,62 ),
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c) Derinicién de Ingenierfa Genética y los pasos mas importantes

dentro de un proceso de preparacién de DNA recombinante.

Ingenierfa Gendtica os nal término con el que se conoce a la
metodolog{a llamada recombinacién "in vitro" de DNA,esta per-

mite la manipulacién de fragmentos espec{ficos de material ge-
nético en un tubo de ensaye. (2g) ' |

En otras palabras gracias a esta metodologfa héy es posible

gislar un segmento de DNA de cualquig;'ser vivo e infroduqirlo

en una bacteria para su posterior.éStudio detallado.

Mas aln la Ingenier{a Genética ha permitido la expresiél de ge-

nes sintetizados en el laboratorio y con estos genes sintéticos

es posible programar una cepa bacteriana para la produccién de

una determinada protefna.Debido a que las enzimas de restriccidn
generan fragmentos que pueden ser unidos por otras enzimas lla-
madas ligasas de DNA,es per lo tanto posible cortar y reconstruir
moleculas de DNA en gran variedad de formas y todo esto in vitro.

Como se vislumbra esta metodologia. deriva de una elegante mani-
pulacién de la Gen;tica microbiana.

Aunque las técnicas de manipulacién geﬁética son complejas lo prin-
cipal es facil de entender, existen tres problemas principales que
son: La produccién del gen adecuado, La‘insercién del gen en un or-
ganismo efectivo que se replique y se reproduzca, y por fl1timo ase-
gurarse de la insercidh del gen y que este se exprese dandose con

esto la produccién de la proteina en cuesti&h.(gg)
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Las tdcnicas de Ingenierfa Gendtica requieren de varias manipu-
laciones de tipo bioquimico y bipldgico en ¢l laboratorio, que
pueden resumirse en los siguientes puntos:

1) La seleccidn de un transportador molecular o vehiculo que pue-
da replicarse dentro de una célula receptora: 2) Un hétodo para
romper y unir moléculas de DNA obtenidas de diferentes fuentes;

3) Un modo de introducir la molbcula de DNA hibrido, o recombinan-
te, dentro de una célula bacteriana funcional y 4) Un método para
seleccionar a partir de una gran poblacién de células una " clona"

de células que han adquirido el DNA recombinante. {30)

I) Seleccidn del transportador molecular,

Algunas bacterias contienen ade;as de material genético circular

de gran tamafio, diversas moléculaa pequefias y circulares conocidas
como"plasmidos", Todos los plésmidos conocidos son unidades auto-
nomas de replicaci6én esto es son capaces de copiarse asi mismos
independientemente, algunos de ellos se les denomina factores de
resistencia por que al introducifse‘éﬁ alguna bacteria confieren

a su huesped la capacidad de resistencia:a los antibiéticos.(ea)pop
estas cspeciales propiedades los plasmidos se selecciona;on como
los transportadores idoneos en la Ingenier{a Genética.(ao) —-
El pldsmido se purifica por ultracentrifugacioﬂ en gradiente de
densidad de clorurc de cesio/ brumuro de etidio, después de la
extraccidn total del DNA bacteriano ( pl4smido mas DNA cromosémico)
debido a que el plAsmido es una molécula circular con méltiples en-
laces es capaz de unirse a los moléculas de bromuro de etidio por
lo que adguiére un mayor peso espec{fico y se deposita en el fondo.

fig.7 .
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2) Esbozo del métodOJparn romper ygunirnmoléiulas de DNA obtenidas
de diferentes fuentes. (30 )

La insercidn del gen con la informacidn genética para ei pro-
ducto deseado con el transportador o plfAsmido se hace por me-
dio del uso de las enzimas de restriccién y otras enzimas lla-
madas ligasas de DNA. Como se sabe las enzimas de restriccién
hidrolizan al gen en posiciones. espec{ficas o paliﬁérohaé por
lo tanto el pldsmido que sufre ruptura por accioh enzimhtica

se transforma en lineal y de esta manera se puede unir la nue-
va informacién gengtica ademas cuando se requigre se les propor-
cicna tanto al pldsmido como al gen a insertar extremos adheren-
tes y debido a al principio de que los pares de bases se acomo-
dan de acuerdo a los trabajos de Watson y‘Crick, pﬂrica con pi~
rimf{dica ( A-T, G-C ) La unibn entre estos extremos se da debi-
do a la fuerza cohesiva de las terminales de ambas cadenas, afia~
diendose también la enzima DNA ligasa que es la que cataliza di-
cha uni6én. Resulta por lo tanto un DNA hibrido o recombinante
consistente en el plé%mido ¥ la nueva informacidh genética para

el producto deseado. figs. 8,9.

3) Transferencia de DNA recombinante o introducci6én del DNA hi-

brido a la célula.

La introduccién del DNA recombinante a la cdlule huesped se lo-
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Eco RI Eco RI

s' p-ATCTAGTG&ATTCTAGTGGCCGAATTCTTACGTACG—OH 3"
310H-TAGATCACTTAAGATCACCGGCTTAAGAATGCATGC~p 5

Eco R1 Eco RI

pigestién con Eco RI

v

5'p-AATFTCTAGTGGCCQR~OH 3! ‘ 5'p-AAIfETACGTACG—OH 3!
3' HO-IGATCACCGGCTTAA-p 5! 3'0H ATGCATGC-p 6!

5¢ p:AAIIﬁTAGTGGCCG-OH 3! + p- L TACGTACC-OH 3!
ATCACCGGCTTAA-p 5 ATGCATGG-p &'

LIGASA

' p-AATTCTAGTGGCCAATTCTACGTACG-OH 3!

3 GATCACCGGTTAAGATGCATGC-p 6
Fig £~ De manera esquemética se muestra la accidn de la enzima

de restriccién Eco RI en un fragmento de DNA, los frag-
mentos generados por la enzima Eco Rl son unidos por la
enzima ligasa de DNA, generandose asi un nuevo fragmento

con diferente secuencia. (49}
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-gra por un tratamiento de la bacteria con una solucibn de clo-~
ruro de calcio ( Caclz). Por razones afin no bien conocidas este
trataniento hace permeable la membrana celular a las moléculas
de DNA. después del tratamiento con cloruro de calcio la bacte-
ria se expone a una solucién conten;endo DNA recombinante ., Dado

gque el plhsmido es una unidad autdnoma de replicacién, una vez

introducido este podrd replicarse. (20 )

4) Seleccién de clonas

Se plantea ahora el problema de como reconocer y aislar las clo-
nas entendiendose por clona al conjunto de cdlulas que son iden-
ticas a la que les dio origen y que en su material genético lle-
vaba ya el DNA hibrido, por lo que todas las células resultantes
de la divisién de dsta poseeran tambien la nueva informacidn.

Tal y como se menciond anteriormente : los . : plﬁsmidos codifican
para poseer resistencia a algunos antibidticos. Si durante el pro-
ceso se ha utilizado un plésmido con estas caracteristicas y la
manipulacidn de este no altera esta regidn genetica, el DNA recom-
biante que resulte contendrd intacta esta funcién. Por lo tanto
las bacterias que no son resistentes a un determinado antibidtico
podran llegar a serlo si toman DNA recombinante el cual posee esta
funcién . La seleccidn de clonas se hace en placas de cultivo en
las cuales las cdlulas bacterianas son tratadas con antibidtico al

cual se supone son resistentes, por lo tanto solo las bacterias que
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contienen DNA recombinante sobreviven. Las bacterias que no lo
contengan serdn incapaces de crecer en estas condiciones y morirén.UO)
Debido al gran desarrollo que en los dltimos afios hartenido‘esta
tecnologf{a se vislumbra que existen varios recursos utilizados

para cada uno de los pasos mencionados anteriormente es decir

no solo los plgsmidos son utilizados como veh{culos moleculares

ni el cloruro de calcio para introducir el DNA recombinante a la
celula, existen otros muchos métodos, lo que si se asegura’es que

en cualquier méfodo utilizado si se llevan a cabo los cuatro pasos
mencionados de manera eficiente se lograré obtener la protefna de-

seada.
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APLICACIONES‘DE LA INGENIERIA GENETICA EN LA INDUSTRIA FARMACEUTICA

Es dificfl calcular con precisién la magnitud de las ganancias
obtenidas por la industria farmacelitica pero no cabe duda que

es una de las mhs ricas del mercado, pues solo en el 4rea de
productos quimicos sintéticos segun la corporacidn Glick de Ge-
nex, existen mercados de alrededor de 12,400 millones de dbla-
res. Ante este potencial es sencillo imaginarse las sumas que
aporta esta industria a la investigaci&n, sobre todo a aquello
que va encaminado a la reduccién del costo de produccién de
cualquier producto farmacettice de gran demanda, puesto que“im—
plica mayores ganancias y menor inversién al optimizar la pro-
duccién por lo tanto la entrada de la Ingenierfa Gendtica en la
industria farmacedtica trajo una importante transformacifén debi-
do a que estas técnicas encontraron una benefica aplicacién en
la industralizacién de sustancias usadas en la terapeutica mé-
dica humana las que se obtenian anteriormente por procesos lar-
gos y con bajo rendimiento en consecuencia esta tecnologfa pro-
mete la obtencién a escala industrial de diversos productos a un
costo muy por debajo del existente en la actualidad utilizando
otros procesos. Ain aunque a la fecha no ha salido al mercado

un solo producto como resultado de esta metodologfa es sorpren-
dente ver como muchos otros hombres de negocios aportan grandes
capitales para el desarrollo de esta tecnologia. Sin embargo pa-

/ / ’ ’
ra lograr estas optimas condiciones en la produccion aun pasara
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tiempo, se pueden comprender los alcances reales de la manipula-
cién genética y las dificultades por venceér si se analizan bre-
vemente algunos productos obtenidos por Ingenierfa Genftica ( men-
cionandose mas adelante su proceso de obtencibn) esto arrojara

luz gobre las dos caras del problema.

Se ha observado que suministrando una determinada dosis de la hor-
mona humana del crecimiento a personas que sufren enanismo se pue=-
de lograr que crezcan. Actualmente dicha hormona se extrae de la
pituitaria de cadaveres, lo que significa que la produccién que
puede obtenerse por este medio solo permite tratar a uno de cada
seis pacientes. Esto motivd en 1978 que los laboratorios KabiBitrum
de Suecia el mayor abastecedor de la hormona del mundo hiciera un
trato con la compafiia estadounidense Genentech para producir la
hormona por medio de la Ingenierfa Gen&tica, lo cual se logrd y se
espera que este producto puede usarse comercialmente si llegan a
superarse tres problemas fundamentalmente, primero, aumentar la

demanda en el mercado mundial para la hormona que en la actualidad

es de unos quince millones de dolares al afio y que podria elevarse
a 90 millones si se trataran todos los casos de enanismo y al mismo
tiempo se desarrollaran nuevas aplicaciones de la hormona. Segundo,
pasaran varios aflos antes que el laboratorio productor de la hormona
haya terminado las pruebas de seguridad necesarias antes de lanzar

el producto al mercado. El que la hormona sea un producto natural
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no significa necesariamente que sea sepgura. Tercero, la hormona
obtenida por Ingenierfa Genética podria ser en un principio un
producto muy caro. Actualmente la homona extraida de cadaveres
humanos cuesta alrededor de 13,500 dolares por kilogramo y por
algun tiempo la hormona elaborada por tecnicas recombinantes

no sera mé barata, sin embargo experimentando con microorganis-
mos mas eficientes que permitan producir cantidades més elevadas
de la hormona se abaratara tal costo, es decir optimizando los
sistemas de expresién bacteriana y tomando como base un dato ini-
cial que esta claro y establecido de que las bacterias se multi-
plican hasta densidades de miles de millones ( 109) de células
por cent{metro clbico de aqui se tendra que a;eriguar el nlmero
de bacterias por litro de cultivo; de esto se deduce el peso to-

tal bacteriano, sabiendo que la masa de una de ellas es de 2x10“12

y tomando en cuenta gue la hormona producida representa entre el
0.1-1% del peso total bacteriano y aun considerando que en el pro-
ceso de purificacibén se perdiera un alto porcentaje de la cantidad
sintetizada por las bacterias superaria cualquier otro metodo de
obtencién aun optimizando el proceso, debido a que la reproduccion
bacteriana es alt{sima y cada nueva celula generada en el cultivo
seguira sintetizando la sustancia deseada. En base a estos datos
las perspectivas que ofrece esta tecnologla se tornan cada vez mas

reales ejemplificando lo anterior y tomando en cuenta que uno de
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los objetivos principales es una mayor produccién se puede men-
cionar el exito alcanzado cﬁn la hormona somatostatina obtenien-
dose una produccién de 10,000 moleculas por celula bacteriana
productora. Otro resultado aun mAs eficiente es el alcanzado con
la hormona insulina liberandose por célula 100,000 moleculas lo
cual es mas satisfactorio si se tiene en cuenta la mayor impor-
tancia médica de la insulina Yy que se podrfb llegar a producir
hasta 100 gramos de Insulina purificada en 2000 litros de caldo
bacteriano. Para lograr obtener una cantidad equivalente de la
hormona animal se necesitarian m&s de 700 kilogramos de glandu-
las pancreaticas que en la actualidad es de donde se extrae.

No cabe duda que uno de los compuestos mas prometedores es la
proteina interferon usado como agente antiviral y producido por
el hombre, este compuesto ha llegado a ser importante en el tra-
tamiento contra la gripe, la hepatitis y otras enfermedades cau-
sadas por virus, ademas de que se experimenta en el tratamiento
de ciertos tipos de cancer y hasta ha llegado a considerarse la
cura mggica contra esta enfermedad aportando nuevos brios a la
Ingenieria Genetica para su produccién. De los interferones que
s gintetizan en los leucocitos y fibroblastos el rendimeinto al-
c ansado hasta ahora en su obtencién por otros métodos es bajfsimo
dos litros de sangre humana producen un microgramo de interferon
a un costo de dos millones de dolares. Merced a los avances regis-

t~ados en las técnicas de recombinacién se han llegado a obtener
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600 microgramos de interferdn leucoc{tico a partir de in litro

de caldo fermentativo lo que supone un rendimiento mil veces

mayor al conseguldo for litro de sangre,

Como resultado de lo anterior, el interds sobre las aplicaciones
industriales de la Ingenler{a genética crece répidamente. L.a pro-
mesa es8 nada menos que diseflar un atractivo futuro basado esencial-
mente en recursos renovables y no contaminantes ya que como se sabe
diversas empresas de paises desarrollados tienen fuertes presiones
por la gran contaminacién existente, por lo que incrementan amucho
los costos de operaci&n en los que se disponga el uso de desechos

y no acarrecar desequilibrio ecolégice, esto da la base para que
compaifiias como la Gznentech involucrada en la produccién de pro-
tefnas por mbtodos de Ingenierfa Genética emplee ahora a un grupo
de 126 personas incluyendo 40 doctores en Ciencia ademas de ofrecer
la venta de accclones al plblico prometiende ganancias sustanciales
una vez que los productes invadan el mercado siendo los tres pro-
ductos anunciades hasta ahora Interferdn , bajce contrato de Hoffman—
La~Roche: Insulina preparada por EIi Lelly, y la hormona del creci~
miento elaborada por Kabi,

Hasta hoy en un lapso relativamente corto y por ello sorprendente
existen grandes transacciones conocida que han realizado algunas
grandes gorporaciones industriales estadounidenses y del mundo con

compafiias que emplean la Ingenier{a Gen&tica ¥y que Son por varios
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millones de dblares como es el caso de la Genex, Lubrizo Corp.

entre otras muchas. Por otro lado en Estados Unidos un verdadero
caudal de fondos federales han sido canalizados para desarrollar
esta nueva tecnologfa como el NIH que patrocina 717 proyectos re-
lacionados con el DNA recombinante los cuales implican gastos de

100 millones de dolares anuales, ademas de la Fundacién Nacional

de Ciencia que patrocina proyectos alrededor de 15 millones de do-
lares y el Depertamento de Kgricultura financia investigaciones que
representan un gasto cercano a los sies millones de dolares.

La situacidn en Europa aunque a menor escala es igualmente intere-
sante, muchos gobiernos promueven activamente estas investigaciones
asi en Francia, se han encomendado a grandes investigadores inclu-~
yendo premios nobel una evaluacidn sobre el potencial de la biotec-
nologf{a, de este trabajo se generé un informe llamado Sociedad y
fiencia de la vida, en este documento queda clara la importancia de
la Ingenier{a Genética y lo que representa para el futuro de la tec-
nolog{a francesa . Similarmente en Gran Bretafia un estudio sobre

la necesidad de invertir a nivel nacional en las nuevas biotecnolo~
gias recomienda 1la inversidn de 500 millones de pesos para tan solo
"emparejarse" con respecto a paises como E, U. y Japdn.

Con respecto a México la importancia de desarrollar procesos biotec-
nologicos es evidente. En este sentido investigadores de varios cen-—

tros nacionales trabajan en algunos proyectos que se realizan en
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tres instituciones nacionales: UNAM, IPN, UAM.
En la UNAM el doctor Francisco Bolivar Zapata, jefe del Departa-
mento de BIologfa Molecular del Instituto de Investigacioneé Bio- -
médicas, logro sintetizar insulina humana, el doctor Bolivar ase-
gura que la Ingenierfa Genética ademas de Insulina‘permitira pro
ducir atros compuestos muy fitiles.
Existen otros estudios en nuestro pafs en los que se hace uso de
la Ingenierfa Genética qué aunque no esten directamente relacio-
nados con el area farmaceltica nos hace apreciar que existe un
gran espacio para el desarrollo de la biotecnologfa y que en Mé-

xico como en otros palses es posible utilizarla., (31-39).

a) Compuestos obtenidos por tédenicas recombinantes

- Anticuerpos

El primer gran logro de la recombinacidn genética artific;al se
considera fue la s{ntesis de anticuerpos monoclonales, esta no

hace uso de las técnicas de Ingenierfa Genética como tal,pero fué

un antecedente importante ya que entre otras cosas con esto quedd
demostrado que la recombinacién gendtica en el laboratorio si es
posible. La sintesis de anticuerpos mpnaclonales hace uso de la
tusidn de membranas empleando la tecnica de Kao Michayluk descubler-
ta en 1974 y que dice que empleando polietilenglicol las células

de mamffero en cultivo se fusionan e induce la formacidn de agrega-
dos de dos o tres cdlulas. Las caracteristicas mds importantes de

los anticuerpos y su sintesis en reslimen se describen a continuacién.
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Anticuerpos (%)

El término anticuerpos hace referencia é las protelnas que se
producen en respuesta a la aceidn de un agente o sustancia ex-
trafia agresora en un organismo y que reaccionan especificamente
con é1, a este agente extrafio se le conoce con el término de
antfgeno ( Ag ).

La totalidad de anticuerpos puede encuadrarse en un grupo es-
pecial de protefnas séricas que tambien reciben el nombre de
inmunoglobulinas ( Ig ). Las Ig presentan una organizacién
estructural muy parecida pero forman parte de una familia ex-
traordinariamente diversa que puede ser ordenada en grupos y
subgrupos de acuerdo con las diferencias que presenten con
respecto a sus propiedades fisicas, qufwicas e inmunol&gicas.
Los anticuerpos o inmunoglobulinas estan formadas por cadenas
polipeptfdicas ligeras y pesadas . Cada una de estas cadenas
consta de regiones variables y constantes de acuerdo con la
secuencia de aminoAcidos que las forma y que esta genética——
mente determinado. Asi cada cadena de Ig parece estar cifrada
o codificada por dos genes; uno para la region constante y ~--
otro para la region variable. Las cadenas se mantienen unidas

por puentes disulfuro . fig.lO
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Fig no. 10 gepresentaci6n esquemfitica de diferentes inmunoglo-
globulinas, seiialandose 1a localizacién de la regién
variable y constante sobre las cadenas livianas y pe-
sadns.{:’l‘/}
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La actividad biolédgica de cada una de estas moléculas de anti-
cuerpos se centra scbre su capacidaq de enlazar especificamente
los antigenos ( moleculas ggresoras\) ﬁpe han estimulado su pro-
duccién, Este sitio de combinacién esta localizado sobre el ex-
tremo terminal de la molecula de anticuerpo en la region varia-
ble y esta compuesto por un segmento que presenta la caracteris-
tica de ser hipervariable en cuanto a su contenido de aminoacidos
se calcula es entre 15-30 aminoacidos los que pueden estar invo-
lucrados en cada sitio combinante. por 1lo tanto la region hiper-
variable es especifice para cada antigeno.

En la actualidad se desconoce como es que se da la sfntesis de
anticuerpos en un organismo y basada en la forma en la que cola-
borar los genes que los producen se han propuesto varias teorlas
para explicar lo anterior una de las cuales dice que los produc-
tos polipeptidicos resultantes de cada gen se unen hasta el final

de la sintesis dando asi un anticuerpo especifico. fig. 4]
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Fig- /! La teoria més aceptada sere como se lleva a cabo
la sintesis de anticuerpos dice que la informaci6n
genética tanto para la cadena ligera como para la
pesada estan contenidas en exanas a lo largo del
DNA es decir de manera discontinua, por lo tanto
en la transcripcién los intrones son"recortados"
dando asi un RNAm que posteriormente traducido da=-
ran polipeptidos que unidos finalmente dan un anti-
cuerpo especifico. (4O)
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[l estudio de la recombinacidn gendtica en organismos supe-—-
riores ha contribuido también al desarrollo de la Inmunclogfa.

En 1975, Georges Kohler y Cesar L. Milstein, del British Medical
Research Council Laboratory of Molecular Biology de Cambridge,
lograron por primera vez la obtencidn de anticuerpos monoclonales
esto fue posible al fusionar un mieloma o célula cancerosa de la
piel de raton con un glovulo blanco o linfocito productor de anti-
cuerpos. Esta célula blanca fue obtenida de un raton al que previa-
mente se le habia inmunizado con un antigenco espec{fico, el cual
poseia varios determinantes antigénicos por lo tanto el linfocito
tenia ya la informacidn para sintetizar los anticuerpos especifi-
cos para cada determinante antigénico.

De la fusioh de los linfocitos sencibilizados y las células.de -=
mieloma resulto un "hibridoma" o célula hfbrida, que crecia en un
tubo de ensaye y manufacturaba anticuerpos especfkicos los cuales
son conocidos como anticuerpos monoclonales. <4f0}

En la fig.lﬂ\se pueden apreciar los pasos seguidos para la obten-
cion de inmunoglobulinas observandose que el antigeno utilizado
fueron globulos rojos de carnero, al responder el sistema inmune
induce la proliferacion de linfocitos B los cuales secretan las

inmunoglobulinas cuya estructura es especifica para cada determi-

nante antiggnico . E1 segundo paso sera la fusion de celulas, he-
cho que es posible al purificar los linfocitos del paton inmuniza-

do y la-obtencidén de las c€lulas del mieloma.
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Fig no.~ |5 a) Respuesta inmune del animal sencibilizado con

un antigeno en el cual se aprecian 4 determinan-

tes antigenicos diferentes,con la respectiva pro-
duccidén de 4 linfocitos especificos para cada de-
terminante antigenico que estan contenidos en el

suero-llamado también antisuero.

b) Los linfocitos obtenidos en el entisuero se fu-
sionan con celulas de mieloma,resultando celulas
hibridas productoras de gran cantidad de anticuer-
pos monoclonales., (4o
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Las cdlulas del mielomp como toda cflula cancerosua posee la ca-
racteristica de reproducirse de una manera bastante acelerada
hecho que se conserva en el hibridoma por lo tanto la produccidn
de anticuerpos al igual que otras prote{nas sintetizadas por la
céﬁula.hfnrida es alta, de esta manera hoy en dia los médicos --
aportan una proteccidh inmunolégica contra las enfermedades gra-
cias a que en el mercado se encuentran anticuerpos monoclonales
para mhltiples fines, - ;

De los conocimientos ante;iores se han derivado otras investiga-~
ciones por medio de tecnicas recombinantes como es el caso del
estudio hecho por Susumu Tonegawa Y col. miembros del Basel Ins-
titute for Inmunology,los cuales obtuvieron un polipéptido seme-
jante al encontrado en la regién variable de una inmunoglobulina
de ratdn (dlgsto fue logrado al obtener de linfocitos de ratdm,
fragmentos de DNA en los cuales se pensaba encontrar la informa-
cidn para sintetizar la region variable de dicha inmunoglobuli-
na y por medio de la transcripciln lograr el RNAm para dequéﬁ
con la ayuda de 1a transcriptasa inversa obtener la informaéidn
final que se insertarfa en el vehfculo para la posterior trans-
formacidén de E, coli , la cual efectivamente sintetizo la secuen—
cia de aminodcidos contenida en la regidn variable de la inmuno-
globulina de ratdn que previémente se habia establecido, (42) -
El proceso utilizado en Ingenierfa Genética haciendo uso de 1la
transcriptasa inversa se describe paso a paso en la obtencién

de hormonas que fueron las que primeramente se sintetizaron.
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Hormonas

El primer péptido sintetizado por una célula bacteriana
fué la hormona hipotalamica SOMATOSTATINA. Pertenece es-
ta al grupo de las hormonas sintetizadas por el hipota--—
lamo, situado en la base del cerebro; un denso sistema--
de vasos sanguineos la transporta a la hip6fisis, donde-
actua inhibiendo la secrecifn de insulina y de la hormona
humana del crecimiento; investigadores del (ity of Hope--
National Medical Center de Duarte California y de la Uni-
versidad de California en San Francisco escogieron como--
objeto de estudio a la somatostatinalpor varias razones, -
destacando la de su simplicidad, pueﬁ solo consta de 14
aminoacidos, asi aunque todavia no se habia aislado el gen
de la somatostatina humana, se pudo deducir la secuencia-
de nucleotidos a partir del orden conocido de los amino~-
acidos en el tetradecapeptido que se descubrié en un ex-—-
tracto hipotalamico de bovino ( %43 ). Esto posibilité la-
construccién del gen sintético (13 ! obteniendose por el
método del triester (4344 ) y constando este de 52 pares-
de bases de las cuales 42 pares constituian el gen estruc-
turalpara la somatostatina, los restantes nucleotidos se-

incorporaron para proporcionar los extremos adherentes que
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permitieran unir el fragmento del DNA de doble cadena a un
plasmido, asi como para facilitar la correcta expresién go-
netica -~-- - y la recuperacién de la hormona.

La célula que actuarfa como huesped serfa la de E. coli K-12
y para.llevar a cabo la insercién del gen sintetico al plas-
mido identificado como pBR 322, que posee la caracteristica
de actuar como sustrato en diferentes regiones a la gnzima
de restriccidén Eco RI, ademas se combino con un segmento de
operon Lac del genoma de E. coli.

El gen sfintetico se insertd cerca del final del gen que co-
difica para beta-galactosidasa, haciendo uso de la enzima li-
gasa denominada T4 polimerasa. El plasmido recombinante se
introdujo en E. coli por medio de la técnica mencionada an-
teriormente en la introduccion de DNA recombiante por CaClz.
Pgr ultimo la somatostatina sintetizada por E. coli trans-
formada se obtuvo unida a la enzima beta-galactosidasa y por
medio de un tratamiento con bromuro de cianogeno que rompe -
las proteinas en donde se encuentre el aminoacido metionina
se pudo recuperar la somatostatina libre., La obtencién de la
somatostatina libre se previ6é al colocar la informacién para
la codificacién de la metionina antes de la molecula o gen
informante de somatostatina, ademas de que sirvié de protecci=-

6n pues al sintetizarse la somatostatina junto con la enzima
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beta-galactosidasa protege a la hormona de la degradacibn
inmediata por proteinas bacterianas._De esta manera los in-~
vestigadores Keiichi Itakﬁra, Tadaaki Hiroge, quertqfcigab
Artur D. Rirggs de la Divisién de Biologia del_'cikt'y" of Hope
National Medical Center de Duarte California'aéilﬁdmo Her-
bert L. Heyneker , Francisco Bolivar, Herbert w; del Depar-
tamento de Bioquimica y Biofifsica de la universidad de Ca-
lifornia en San Francisco, lograrén en 1977 la sintesis de
la primera hormona humana sintetizada por bacterias por me-

dio de la manipulacidén genética. fig I3
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Fig.~13.- Sintesis de la somatestilina por medio de tecnicas vecopbinantes. Esta
hormona fue la primera obtenida a partir de microsryanismos.(aq)
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Hormona Somatotropina Corionica ( HCS )

El polipéptido hormonal snmatoc;opina coriénica, es secretado
por la placenta y se incrementa durante el embarazo del orden
de un gramo por dfa pasando el primer trimestre. La funcién
fisiolégica de esta hormona tadavia no se conoce pero parece
que su actividad primordial radica en que interviene en el me-
tabolismo de la madre, dotando de importantes nutrientes de
origen materno al feto, para su buen desarrollo,

La estructura primaria de la HCS es nmuy similar al de la hor-
mona humana del crecimiento ( HGH )} conteniendo I9I aminoaci-
dos y el 85% de las secuencias codifican para amino acidos ho-
mélogos.

Tal similitud suguiere que los genes de estas dos hormonas jun
to con la que codifica para la hormona pituitaria prolactina
poseen un gen ancestral que evoluciond. Sin embargo la hormona
HCS es secretada unicamente por la placenta, mientras que la
HGH es producida por la pituitaria.

Para lograr la sintesis de la HCS por bacterias los investiga-~
gores John Shine, Peter H. Seeburg, Josep A. Martial y otros
de la Universidad de California en San Francisco, obtuvieron
el gen que codffica para esta hormona pero no por sintesis quf-
mica, sino por una combinacifin de este y la obtencidn de un gen
natural para lo cual se aisla el RNAmensajero ( RNAm )} de 1la

'
placenta humana . (?/
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Por medio de este RNAm y haciendo uso de la enzima trans-
criptasa inversa (23) ) se obtiene asi un DNA llamado com-
plementario ( DNAc ), que contiene el gen conlla informa-
cidn para codificar la hormona deseada,

La sintesis de esta hormona por recombinacién genética re-
quiere de una serie de pasos elaborados por medio del uso

de enzimas de restriccidn, tanto en el tratamiento del plas-
mido como en el gen a insertar. El plasmido elegido que ac-
tud como vector fye el pMBY9, este se Lraté con la en-
zima Eco RI, proporcionando esta los extremos adherentes

del plasmido para la posterior insercidn del gen deseado.

El DNAc es tratado con la enzima HaeIll que lo fragmenta y
los fragmentos generados contendran el gen para la HCS.

A continuacién dichos fragmentos son tratados con fosfata-
sa alcalina que hidrolizan 1o0s extremos 5' de ambas cadenas
para la posterior purificacidn, los fragmentos ya purifica-
dos tras un tratamiento con ATP mds la enzima T4 cinasa que
regenera los grupos fosfato en posicidn 5' de las dos cade-
nas, se les inserta decanucleotidos en cada extremo 5' que
contienen sitios de reconocimeinto de la Eco RI, por medio
de la enzima ligasa, el tratamiento con EcoRI proporsgiona
los extremos adherentes que se uniran al plasmido generado
anteriormente obteniendose asi el DNA recombinangte.Este
plasmido recombinante es introducido a E., coli por medio de

un tratamiento de la bacteria coun éaCl2 resul tando {ina

>



50

transformacidn, verificando la presencia de bacterias trans-
formadas por exposicidn a el antibiotiéo:al cual el plasmido
introducido proporciona resistencia, por lo tanto las bacte-
rias no resistentes al antibiotico moriran.

La comprobacién de que efectivamente 2l producto sintetizado
por E. coli transformada es HCS se hizo por pruebas de preci-

[
pbétacién con anticuerpos especificos. rig 74
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®
Hormona humana del crecimiento { HGH )

En 1979 1nvestigadorea“;aﬁbjDavid V. Goeddel, Herbert L. Heyne~
ker, Toyohara Hozumi y 6tros del City of Hope Nafional Center

de Duarte California lograron sintetizar la hormona humana del
crecimeinto a partir de té%nicas recombinanatesﬂ?ﬁ% ’

La hormona humana del crecimeinto es un polipeptido de I9I ami-
noacidos elaborada en los tejidos de la hipofisis. El intereds
médico que despierta esta hormona se basa en el hecho de que su
déficit conlleva a una forma de enanismo que puede curarse por
administracidn de la misma. Dicha hormona es caracteristica de
cada especie; su fuente habitual ha venido siendo cadaveres hu-
‘manos. Su esgscasa disponibilidad aun a pesar de muchas aplicacio-
nes clfuicas, ha constituido un factor condicionante del desarro-
1lo de 1la investigaci&n gobre la misma. Por lo tanto la utiliza-
cidn de tecnicas recombinantes aumentara sin duda la producciJn
de la hormona y su digsponibilidad en el mercado al grado de que
la compafiia Genentech una de las firmas establecidas para explo-
tar la tecnolog{a de DNA recombinante se ha asociado a la compa-
fila sueca Kabi Gen AB, para la elaboracién de la hormona huma-
na del crecimiento.

El paso inicial dado por Goeddel para la obtencion de la hormona
fue la extraccidn de RNAm de los tejidos hipofisiarios, poste-

riormente la utilizacion de la enzima transcriptasa inversa pro-

porciond un fragmento que codifica para-los ultimos I67 amino-
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~fcidos e¢s decir el gen resultante resultd incompleto por lo que
se¢ tuvo que hacer uso de la s{ntesis qufmica para la produccidn
de los nucledtidos complemetarios es decir un segmento que co=-
difica para los primeros 24 aminofcidos el cual se construyd por
el mbtodo del triester en tres bloques los cuales fueron unidos
por la enzima ligasa,a este fragmento se antecede el coddn ATG
que codifica para la metionina.

UNa vez obtenido el gen y su complemento se procede a unirlos
lograndose por fin el gen completo que codifica para los I9I1 ami-
nodcidos, insertandose en el plésmldo pBR322 que tiene la carac-
teristica de poseer suoperon lac , semo la parte sintftica del
gen se construyd con su propio coddn de iniciacifn ATG y Su ex-
tremo adherente,la unidn al pldsmido y la iniciacién de la trans-
cripcidn estan previstas para su correcta realizacidn. -
El plédsmido recombinante se introdujo por tratamiento cm}"CEClZa la
bacteria E. coli la cual sintetizd la hormona humana del creci-
niento verificandose por la identificacidn de la homona ¢on elec-
troforesis y.la produccidn de la HGH por bacteria por medio de ra-
dioinrmnunoensaye. fig. 15

Puesto que la importancia de las hormonas sintetizadas por bacte-
rias es grande como el caso de la HGH principalmente poé su uti-
lizacidn médica en humanos despues de que se logro” su sintesis

por técnicas recombinantes se han seguido investigando los efec-

tos tanto in vitro como en animéles,tal es el caso de los hallaz-
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~-got encontrados por lgs investigadores Paul P. W. van Buul y
Sylvia van Buul miembros(45he1 pepartamento de radiacidn gené-
tica de la Universidad de Leiden, ellos demostraron que el tra-
tamiento con altas concentraciones de HGH sintetizada por bacte-
rias a ratones enanos provoca alteracilones cromosdmicas en las
células de la méﬁula osea .‘Lo anterior se comprobo tambien in-
vitro en cultivos celulares de ovarios de Hamster. Por esto se
considera importante que el uso de hormonas sintetizadas: por bac-
terias antes de usarse en la terapia humana {debens'cumplir con
una serie de requisitos que avalen Su efectividad ademés dé no- -

no ser riesgoso-: (47),
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fig .15.~ El gen para la hormona humana del crecimiento fué
ereado mediante una combinacién de sintesis qufmi-
ca y aislamiento de la molecula natural.El segmen-
to del gen para los primeros 24 aminoacidos se cons-
truyo quimicamente y para el resto se utilizaron una
seric de enzimas. Sc empled tambien la transcriptasa
inversa para copiar al gen a partir de RNAm, la parte
Binteticn se construyécon su propio codea de inicia-
cién ( ATG ) que da la sefial de comienzo de transcrip-
cion. (3u),
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Hormona Insulina

La hormona Insulina posee gran demanda én el mercado puesto
que es utilizada para el tratamiento de la Diabetes

hasta ahora esta insulina se obtiene del pancreas de ganado
porcino y bovino .

La insulina humana esta formada por dos cadenas polipeptidi-
cas de 21 y 30 aminoacidos respectivamente y difiere ligera-
mente de la extraida de animales, aunque esta insulina animal
controla los principales sintomas del diabético, no impide
efectos secundarios como el deterioro renal y de la retinay

- - ademas, algunos diabeticos son alérgicos a las hormonas
animales . La insulina humana producida por bacterias por me-
dio de la Ingenieria Genéticn es la que ha dado mejores resul-
tados en cuanto a .- produccidn se refiere, obteniendose m4s
moleculas por celulias bacterianas y si a esto se suma que sea
capaz de contrarestar los efectos secundarios producidos por
la insulina animal, dicha insulina sintdtica ocupara un lugar
preferente en el mercado mundial.

Como se menciono anteriormente la insulina humana esta formada
por dos cadenas polipeptidicas llamadas A y B que difieren por
su contenido y ndmero de aminoacidos. Esta hormona insulina es
sintetizada en el humano en forma de precursor peptfdico llama-
do proinsulina, este polipeptido pierde un segmento interno cuan-

do la proinsulina es convertida a insulina por accidn de enzimas
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cspecificas . . Con.el conocimpiénto de lo anterior asi como
la determinacidén de la estructura y secuencic de amino~ aci~
dos , los primeros investigadores que sintetizaron insulina hu-
mana por medio de técnicas recombinantes fueron Alex Ullrich,
John Shine, John Chirgwin, Raymon Pictet del Depaitamento de
Bioqu(mica y Bioff{sica de la Universidad de California en San
Francisco .en I977. (48}
El punto de partidé fuﬁ‘el_aislamiento de el RNAmensajero (RNAﬁ)

para insulina de lgstéﬁlulagubéta del pEEcreas en los islotes de

Langerhans, con §lgo§det:75§fqﬁtenar un DNAcomplementario (DNAc)

por medio del uso de lak eniimé transcriptasa inversa. Una vez

obtenido el DNAc rE ;coﬁlel uso de las enzimas tanto ligasa como
de restriccidn se procedid a unir los extremos adherentes al gen
que lleva la informacidn‘pahg'La,insulina, al igual que el plas-
mido vector. Caomo ge obSerya{eh la figura 16 los pasos para la
obtencién de Insulina sintéticé'por4medio de transcriptasa inver-
sa son muy similares a los'Utilizﬁdbs en la sfntesis de la hormo-
na somatotropina corionica‘y 1a.hdéﬁon;;humana del crecimiento lo
bésico en este técnica serd la utyiizéeién dé ias enzimas que se
ajusten al proceso para lograr_laiééheraciéh de extremos adheren-

tes y su posterior unién con la ligaéa feapectiva.
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Otros investigadores como es el caso del equipo de Roberto
Crea, Adam Kraszewsiki, Todaaki Hirose y Keiichi Itakura, del
City of Hope National Me%ical Center, construyeron en tres me-
ses los genes que codifican para las dos cadenas A y B de la
insulina humana . Cada gen sintético se uni6 a un plasmido que
fue el pBR322 cerca del gen que codifica para la beta galacto-
sidasa, asi como al operon lac. { 49 }

Los genes sintéticos para cada cadena Ay B se recombinaraon
por separado en diferentes cultivos de E. coli donde cada uno
de los cultivos produce una de las dos cadenas.fig, 17

En los mamiferos las dos cadenas A y B estan unidas entre si

a traves de puentes disulfuro que se forman entre las dos cis-
teinas de ambas cadenas polipeptidicas. Existen métodos quimi- ’
cos que permiten la union correcta de las dos cadenas partien-
do de las cadenas por separado. Esto g8e logra por una oxidaci~-
on controlada de derivados sulfonados de ambas cadenas (4g9) .
La produccién de insulina humana por bacterias ha sido sin du-
da un gran logro que aunado & que puede bajar sustancialmente
de valor en el mercado implicaré que esta se comercialize ,ac-
tualmente se estima que la ganancla es de unos 200 millones de
dolares anuales por lo que se espera triplicar esta suma.’ )
En este sentido la empresa Eli Lilli ha anunciado ya planes de

introduccién del proceso de produccién a la industria basada
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en la sintesis bacteriana. Por lo tanto dicha industria ha
tenido que someter a la insulina sintética ha una aefie de
estudios que necesariamente tienen que confirmar desde el

efecto que ocaciona en el brganismo asi como sus propieda-
des fisicas, quimicas , biolégicas e inmunolégicas (fo-fS)
De esta manera en la actualidad esta demostrado despues de
una larga serle de investigaciones que la insulina humana
sintetizada por bacterias posee semejantes propiedades a

la insulina animal por lo que se anuncia la entrada de la

insulina humana producida por bacterias al mercado.
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Fig 16.-E1 esquema marca los pasos seguidos para lograr la
obtencién de insulina humana a partir de RNAm aisla-
do de las celulas beta del pancreas, se sefialan las
enzimas empleadas en cada paso. Se puede apreciar que
el uso de la enzima Eco RI en este caso tambien es po-
sible siempre y cuando se proporcionen los extremos
adherentes tanto al plasnido como al gen deseado y que
serian 5' TGAATTCA 3', (48)
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Fig. §? Obtencién de insulina humana a partir de genes sinteticos,tanto para la
cadena A como para la B,las cuales se obtienen separadas que se unen por
oxidacién controlade de derivados sulfonados. {49
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INTERFERON

El interfer&h se descubric’ en el curso de los estudios reali—
zados sobre el virus de la gripe en - Tragmentos de‘me@brana
corlioalantoidea de pollo, mantenida en. un me@ié éféif{éiéi.(55;57)
Los sobrenadantes de este cultivo celular, aundgéshé'ﬁdéeian
celulas viricas, inhibian la multiplicacién,dé;iés Vi}ﬁB de la
gripe aun en concentrados frescos; porrlo‘tanﬁbméglddnélﬁy;.
que esta sustancia era un inhibidor vifal y ﬁué éﬁé solhble en
agua . Posteriormente se demostro que qﬁezléS«susténcias de es-
ta clase , denominadas ya interferones iag_ﬁrdduéian<las,pélu-
las infectadas de la mayor parte de virus gnimaleéfya séé‘que
estos posean DNA o RNA en los cultivos de tejidpé ] én el ani~-
mal ( 58,59,60 ) a |

El interferon humano es producidoippr Léé celulas leﬁcoﬁfticas
y fibroblastos en respuestgjtéﬁﬁieﬁia ias,infecciones virales
(aunque tambien se produce pd§;§f§onﬁipo de estimulos). En la
actualidad se han distinguidaifies tipos de interferones lla-
mados alfa (), beta | @)7yrgam§ (%) en base a sus propieda-
des fisicas oufuicas y bioldgicas (g1 ) .

El interferon proéucido por leucocitos es de tipo alfa (a({(sa)
es sintetizado por estas celulas en casos de estimulos virales y
prescnta la caracteristica de ser acido estable. Se han distin-

guido en la actualidad por lo menos tres tipos diferhtes de-=-
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interferones o ( INTA ) que son los que se sintetizan en ma-
yor proporcion , la diferencia entre ellos estrﬁﬁ% principal-
mente en su secuencia de amino acidos y se han clasificado en 3
tres tipos hasta ahora el INT eX 1, INT~' 2, INTex 3.((G})
Estudios hechos por Masucci Grazia M, y col., ( @a) han demos-
trado la actividad "asesina" del interrferon tipool 1 ., Estas
investigaciones se realizaron in vitro resultando que en los

cultivos celulares diche interferon presentaba el siguiente com-

portamiento:

Engrandece la actividad natural de linfocitos humanos

Realza la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)

Inhibe la migracidﬁ de leucocitos

- Inhibe el crecimiento de lineas celulares como la linea Namalwa
Por todo lo anteriors,suprime al virus es decir inhibe su creci-
miento por lo que se le hailamado'ﬁsesind:

De cada uno de los interferones hasta ahora clasificados se han
obtenido datos tanto de su actividad y de su estructur@ ’
demostrandose que en general todos los interferones poseen;
receptores de membrana celular ademas de ser moduladores de la

respuesta inmune es decir supresores o inductores segun sea el

caso .



64

con lo que respecta al interferon (% ) se sabe que es. produ-
cido por Léucocites . en un lb%;(bi»qtrd 90% corresponde al

INF {gl) 1 el cual es tambien estable al ééido pero prgséhtan-
do diferencias en sus pr?piedades serol&ﬁicas, ffsicas y quf;
micas. En cuanto al interferon | Y )} presenta la caracteris&i—
ca de ser labil al écido y este es producido por linfbcitos T
su actividad primordial en la respuesta inmune es la de ser res-
ponsable en el ataque a mitogenos.( (7).

Todos los estudios anteriores se han podido realizar gracias

al gran apoyo de poder sintetizar interferon por medio de bac~
terias dado que la obtencion de interferdn celular por medig
de 8su extraccioﬁ y purificaciéh es altamente costoso.

El interferég sintetizado por bacterias se logro en el afio de
(1980} por Nagata y col.,({3) obteniendo RNAm de leucocitos hu-
manos, posteriormente por medio de la enzima transcriptasa in-
versa se logro obtener el DNAcomplementario { DNAc ) que lle-
varia la informacion para la sf;tesis por E. coli de interfer&g
El plasmido que serviria de vector seria el PBR322 y la intro-
duccio; del plasmido a la bacteria con un tratamiento con clo-
ruro de calcio { Ca Clz) resultando la E. coli transformada, la
cual efectivamente sintetizo” interferon de tipo (cA}) compro~
bandose al someterlo a una serie de pruebas se encontraron en

este todas las propiedades menionadas anteriorﬁente. V:AIG
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RNAM de leucocitos humanos

v

DNAo
Gen para interfe-

ron ol 1

.___._.___» Pléasmido

recombinante

Introduccién del
Plésmido a E. coll

E. coli
o O
INTERFERON o1 ¢ @ @

Fig. l&}--SLntesis bacteriana de Interferon tipo X 1 utilizando RNAm de

leucocitos humanos.
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FACTOR ViIL

Uno de los mas exitosos logros de la Ingenierfa Genftica es

la sintesis del factor VIIE, pertenece este al grupo de pro-
te.nas encarpadas del mecanismo llamado cascada de cuagula-

cién sanguinea que no es otra.cosa'que:la interaccidn de
protefnas pregentes en el plagma, las que por medio de un
estimulo inicial se activan en cascada para lograr la sfntesis

de un producté - llamado fibrina que con la ayuda de otros
componentes sanguineos formanwun cuféulo que finalmente es el
encargado de detener la hemorragia.

La funcidn espec{fica del factor VEII e;:el sistema de zuaguls
cién sanguinea es el de activar al factor X que permancce inac-
tivo si dipho facfor ﬁo cataliza la ggaﬂsformacidn. (54)

Es conocida desde hace muchos afios una enfermedad liamadé hemo~
filia la cual es hereditaria,cuya etiologfa ©s una anomalia en el
gen que codigica‘ la'sfntesis del factor ViII por lo @anto Y
debido a que es un sistema .en cascada la fal%a de eéta pfotexna
inhibe la >sfntesisfde fibrina y p%r consecuencia la fo}macion
del cuagulo . Se ha observadovque 1é¢kransfusi&1 sanguinéa de un
donador sano ( con la presencia del factor VIII en la sangre) a
un paciente hemofflico, controla‘la enfermedad, pero deséfcrtuna-
damente dichas transfusiones acafbean muchos riesgos como son la
transmisidn de virus como el de la hepatitis B, asi comorel virus

HTLVIII causante de la enfermedad llamada SIDAﬁ( s;ndrbme de in-

muno deficiencia adquirida ). (65).
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Por lo tanto y debido a estas graves consecuencias de la trans-
fueidn sanguinea, la Ingenierfa Gendtica se torna cada vez nés
importante dado que se ha logrado sintetizar este componente
sanguineo, gracias a la previa purificaci6n de estéﬁsgoq lo que
mas tafde se pudo conocer su secuencia de amino-&cidossmyara fi-
nalmente lograr caracterizar el gen que lo codifica.(67)

Este Gltimo estudio revelé que el gen"completo" que almacena
la informacidn para la s{ntesis de este factor VIII se halla
constituido de 186,000 pares de basés el cual contiene 26 exones
y 69 intrones, de todo esto finalménte nueve kilobases ponsti-
tuyen el RNAm. Con esto se puede ver que ia prote{na resultante
de este RNAm es bastante grandg teniendo - aproximadamente entre
2332-2351 amino-fcidos (67.).

La obtencidn del gen con esta informaci&h puede ser lograda por
sfntesis quimica o con la obtencién del RNAm obtenido de dife-
rentes fuentes ya que no se sabe con certesa las c€lulas que son
productoras de este factor, y por medio de las enzimas de res-
triccién , grandes pedazos de DNA pueden sér cortados para lograr
asi finalmente aislar el ﬁNAm (68} ;

La informacien obtenidaAde este pcheso es insertada en el plas-
mido pSAT 8cl e introducida»a'éﬁifivbs de células de rifion de
Hamster.

La identificacidn de la protefna producida‘bor estas céiulas se
hece poniendo en contacto al factor X con esta, ai’lafprotefha'

) ' L
obtenida es el factor VIII este activara al factor.X., (69),



Productos futuros que promete la Ingenieria Genetica

Una idea del gran potencial que nos ofrece la Ingenieria

, ‘
Genetica con respecto a los nueves productos que se po-

dran obtener a partir de tecnicas recombinantes en el

futuro lo ofreceNlastablaanoQ,ﬁ. Esta informacidn se dio

a conocer en el reporte del Office of Technology Assess-

ment Report, basada en estudios estad{sticos de compuestos

cuya necesidad de obtener es grande por el tipo de enfer-

medad o condicion que podran ser tratadas por estos.’ 70)

Enfermedad &

Jcondicion

Medicamento obtenido
ug mieroorganismos por
tecnicas recombinantes

Diabetes

MESULINA

Arterioesclerosis

Factor de crecimiento de-
rivado de las plaqguetas

{( PDGF )

tnfermedades virales

INfluenza
Hepatitis

Polio

Herpes
Resfriado comun

ANTERFERON

CANCER

Enfermedad de Hodgin
j.eucemia

-
bnncer en mama

WNTERFERON
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.

4

Enfermedad o Medicamento obtenido de microor-

. . N / :
condicion ganismog por tecnicas recombinantes
Anovulacion Gonadotropina corionica humana
Enanismo ﬁlormona humana del crecimiento
Dolor Encefalinas Zndorflinas

. ’ 3

Inflamacion Hormona adrenocorticotropa

Enfermedades reumaticas

Desordenes de los Calcitonina y Hormona Paratiroide
huesos

Afecciones a Jos Factor del crecimiento delnervio
nervios

Anemias hemorragicas Eritropoitina

Hemofilia Factores VIIf*y IX

Cuagulos sanguineos Urokinasa

Shok AlbdYmina sédrica

Inmunoterapia Cit

aCompuestos ya producidos e incluso algunos ya probados en animales

Tabla no 2:Enfermedad o condicidn y el compuesto obtenido por

)

IngenieriA Genetica utilizado en el tratamiento \
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Bacterias

Parasitosis

Desinteria

Fiebre tifoidea

Tracoma

Malaria

Colera Esquistosomiasis
Diarrea Entermedad del suefio
Virus

Hepatitis
Influenza
Herpes simple
Catarro comun
Varicela zoster

aperas

rinovirus )

Tabla No.™ Principales enfermedades en las que se requiere

el desarrollo de vacunas. { )
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diiiesgos de la Ingenieria Genética

e puede afirmar ya en la actualidad que la Ingeniéria Genética
#frece gran potencial que se podria considerar como ilimitado
#in embargo, existen dentro de estaé éosibilidades de uso al-
zunas que hanllegado a preocupar sin duda desde los principios
de la manipulacldn genética a numerosos cientificos al grado

ve considerarse ya estas como problemas sobresalientes en los
irabajos de esta tecnologfa llegandose finalmente al estable-
imiento de un conjunto de normas muy rigidas dictadas por

2l Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos ( NIH ).(7/)
3lgo do esto es el hecho preocupante de trabajar con microrga-
»ismos productores de céncer y resistentes a los antibioticos
tumo es el caso del virus SV40 que representa un riesgo
may importante ya que estos virus se encuentran reprimidos

¢z la natualeza por mecanismos inexistentes en las bacterias
é¢unde pueden llegar a despertar y empezar a reproducirse, si
Lzs bacterias con que se trabaja la recombinacidn es decir
czcterias que poseen en su interior virus cancerigenos esca-

tzn al medio natural donde se reproducen como lo es el intes-

tino humano pueden producir un tipo de cdncer de caracter epi-
dJmico.(7l;

Tzmbien se ha trabajado con fragmentos de DNA humano en el in-
szrior de una bacteria para conseguir un poco al azar, la lo-
czlizacidn de algun gen . Este método llamado del tiro limpio

2% el que se introduce una informacidn desconocida en el inte-
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-rior de una bacteria de la que todo el mundo posce varios mi-
1lones en el intestino,se pueden introducir tambien fragmentos
de DNA de virus carcinogeﬁicos puesto que muy a menudo se en-
cuentran en el DNA humano y que podria ser el caso del que se
utilizara en el trabajo de recombinacidén por lo anterior cabe
recordar que los virus son microorganismos que no poseen la ma-
quinaria especializada para la sintesis de sus propias proteinas
por lo que se ven obligados a introducir su material genético

en una celula que si posea esta caracteristica, lo que. hace po-
sible su reproduccidn,por esto los virus son considerados como
parasitos intracelularés obligados y el genoma viral introduci-
do es insertado al de la célula huesped obteniendose asi una in-
formacifn portadora de cancer viral.

Estos factores pueden generar bacterias patogenas que se conver-
tirian en epidemicas pues son resistentes a los antiblioticos y
no habria casi posibilidad de atacarlas.

Tambien se podria considerar la posibilidad de la introduccidén
de un gen para una toxina bacteriana como e¢s el caso de la que
producen la bacteria Clostridium botulinum { causante del botu-
lismo )} o Clostridium tetani { causante del tetancs )}, hay que
destacar que la transformacidn perjudicial de una bacteria no es
lo mismo que la liberacidn de un compuesto tdxico al ambiente
mientras que este dltim. tarde o temprano se diluye y degaparece

n N 4 : s
por lo tanto su efecto negativo tambien, la bacteria si se esca-
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-pa del laboratorio productor a un medio natural se va repro=-
duciendo y extendiendose siempre que su modificacidén sea una
ventaja para ella.

Incluso se podrfa pensar en una bacteria que sintetize la hor-
mona humana del crecimiento en el intestino de una persona sin
que su produccién sea regulada como lo es en la glandula pro
ductora, esto provocarfa problemas importantés.

Por todo esto se dictaron las normas para la,seéufidhd pPoOr w=
iniciativa de los mismos cientf{ficos que eétan'tiabajando en

el campo entre otras las més importantes son:

- Se prohibe la utilizacidén de la manipulacién genética para
incorporar material genético de virus carcinogénicos o patoge-
nos, genes de toxinas o fragmentos peligrosos, en el DNA de
bacterias como es el caso del virus S5V40, 40 o polyoma virus.(ﬁg)
- En técnicas de manipulacién genética se hard uso d¢ una va-
riedad de bacterias como la E. coli K-12 que desde un principio
se elipgibd por que s0lo sobrevive en condiciones de laboratorio
muy especiales fuera de €l sus mutaciones recesivas le impiden
proliferar y muere con lo que en te6ria no puede convertirse

en agente patégeno.

Con - 10 que reaspecta al uso de los laboratorios también fué
regulado clasificandolos en cuatro tipos de acuerdo a su segu-
ridad ; P-1 : Baja seguridad

Laboratorios con buenos procedimientos, personal adecuado para
tecnicas gue requieren poco adestramiento y descontaminacion de

desechos.
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p-2 : Mediana seguridad

Laboratorios que no poseen accesos pﬁblicos, autoclave para des-
contaminacidn de desechos en el edificio, facilidad de lavado
tanto del material come humano sin riesgo de contaminacion am-

biental alguna.

P-3 : Alta seguridad
Presidn de aire negativa, filtros de vacio de alta seguridad,
armarios utlilizados para almacehémiento o cualquier otro uso

llamados de Clave II.

P-4 : Mdxima seguridad

Construccidn monolitica, aire con llave de seguridad, desconta-
k]

minacidn con autoclave de todo el material, armarios de alta se-

guridad llamados Clave ITI.

‘Trabajar con pequeiias cantidades de cultivo bacteriano como ma-

ximo IO litros.

Sin embargo desde la promulgacidn de estas normas y despues de

un periodo de cierto control estricto de parte de los organismos
oficiales de salud, se esta llegando al momento en gque la progre-—
siva relajacidn esta conduciendo al abandono gradual de casi to-
das las medidas de seguridad tomadas, dado que experimentos que
necesitaban de laboratorios de tipo P-4 o sea de alta secguridad
sc estan practicando en laboratorios de mediana seguridad o sea
P-2., De los diez litros de cultivo bacteriano es decir de la bac-

teria manipulada se¢ esta pasando a 100 litros de cultivo e inclu-
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-so mds. Se abandona 1? cepa E, coli K-I2 por ser tan Frégil Y

su mantenimiento implica mas trebajo que con las cépas salvajes
que son més resistent;s. (74,75 )

Incluso se ha tenido que expulsar de la Universidad Ameriéana

un investigador que introdujo un DNA clasificado como peligroso

y que no podia ser clonado én el interior de una bacteria.

Esto a llegado hasta el 1l{mite de que el mismo Paul Berg'premio
Novel de Quimica en I980 por sus trabajos en Ingenieréa Genética
este abogando por la supresidn de la normativa de seguridad en
este campo que considera importante pensando en que ya esta en-
trando al uso industrial esta tecnologia. (7§i

Sin embargo por todo lo anteriormente mencionado se considera
impresindible la implantacién de norhas sumamente estrictas pa-
ra el control del uso de la Ingenierfa Genética que si bien com-
porta esperanzas benéficas'para la humanidad tambien grandes ame-
nazas como es el caso de que si en un momento dado la liberacién
de microorganimos peligrosos al medio ambiénte’se consideraré de
bajas o nulas probabilidades, pudiera darse el‘caso de una libe-
racidn intencional que nos hace pensar sin duda Alguna en la ame-

naza de una nueva arma bioldgica de terribles consecuencias.
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RESUMEN

Tomando camo antecedentes fundamentales; el Dogma de la Gene-
tica Molecular que nos dice que todos los seres vivos, plan-
tas,animales superiores, microorganismos, utilizamos el mismo
codigo genético y la molecula de DNA { acido desoxiribonuclei-
co ) para acumular informacidn y transmitirla, los mismos o
casi los mismos aminoacidos, asi como los mismos mecaniémda'

de transcripcién y traduccidn para llegar finalmente a las .pro-
teinas que son las que proporcionan las caracteristicas.ﬁﬁrfo—
logicas, fisiologicas y bioquimicas tipicasydé'cadg‘eaﬁééi;;
asi como el descubrimeinto de las enzimas delrestriccidh{y;ia
sintesis quinica de genes en el laboratorio, iarcenétigé?ﬁaIe}
cular ha podido aportar una novedosa tecnologfa con multiﬁles
iplicaciones en la que destaca la de su utilidad en la indus—’
tria Farmaceltica llamada Ingenieria Genética. |

Este es el Término con el que se le conoce a la metodologfa
llamada recombinacidn " in vitro " de DNA y esta permite la
manipulacion de fragmentos especificos de material genétiéo en
un tubo de ensaye, es decir gracias a esta tecnologfia hoy es
posible aislar un segmento de DNA de cualquier ser vivo e in-
troducirlo a una bacteria como Escherichia coli K«12 por ejem-
plo para la posterior obtencidn de aquella sustancia que el gen
introducido codifica . Ademas de esto lo mas admirable de la

Ingenieria Gendtica es que ha permitido la expresion de genes
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sintetizados en el laboratorio, con estos genes hoy es posible programar
a una cepa bacteriana que produzca una determinada proteina
como es el caso de productos humanos de interes méddico en el
caso de deficiencia de estos,o usados en la terapeutica de
clertas enfermedades, como son hormonas, anticuerpos, inter-
feron

Aunque las técnicas de la Ingenieria Gendtica ya en el labo-
ratorio son complejas lo que se debe de considerar como bd-
sico son los tres pasos siguientes; I} La produccidn u obten-
cidn del gen descado 2) La insercidn dentro de un organismo
efectivo que se replique y se reproduzca 3) Verificacidn de
la insercidn del gen y que se exprese. Esto es al final lo
que da que la proteina deseada se sintetize en la bacteria.
Hasta ahora se ha llegado con satisfaccion a obtener produc-~
tos que antes solamente sintetizaba el hombre o que se extra-
ian de animales para uso humano pero er muy poca cantidad y

a muy alto costo ademds de otros inconvenientes. Esta (til
novedosa tecnologia ofrece para un futuro no lejano la obten~
cion de compuestos de los cuales algunos no se han lopgrado sin-
tetizar por ningun otro método ni obtenerlos de manera natural.
Por esto es indudable que la aplicacidn de esta tccnologfn en
el campo farmacdutico serd una de las mayores aportaciones
tanto econcdmica como tdcenica y social de los dltimos tiempos
8i bien quedara sometida a las exigencias legales que autori-
~2n el uso adecuado de la manipulacidn genetica asi como el

empleo de los productos asi obtenidos.
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CONCLUSIONES

Se considera a la-Ingenieria Genetica como el eje central pa-
ra reronveptir a la Induétria Farmacéﬁtica en altamente efi- -
ciente en sus proceéos de produccion, ya que los proyectos an-
.
teriores de esta tecnologfa van pasando répidamente de pura
ciencia-ficcich a 1la realidad.al disponer en la actualidad
de bacterias transformadas que se han manipulaﬁo para que scan
capaces de producir sustancias cuya utilidad esta centrada ba-
sicamenteen el campo de la Medicina. Esto es posible si se co-
sidera que en teoi"ia la Ingenieria Gendtica puede hecer que
cualquier caracteristica que se encuentre en una determinada
especie y tenga determinado interes pueda ser aislada en forma
de gen y ser introducido en un organismo que a su vez contenga
ciertas caracteristicas ventajosas como pueden ser; que se re-
produzcan més rapidamente que otros, que sea mis pequefio, etc.
Por ejemplo, con esta tecnologfa se ha conseguido transportar
el gen gue codifica la insulina humana a una bacteria que la
ha asumido como propia y se hace capaz de sintetizarla y segre-
garla al exterior donde puede ser recogida y concentrada. Final-
mente esta Insulina pueden utilizarla los diabeticos. De la
misma forma se han obtenido tambien bacterias capaces de pro-
ducir la somatostatina, la hormona humana del crecimeinto,y
aultimamente el interferch ¢l cual se considera como una cura

’ ’ . .
contra el cancer ademas de ser antiviral. Lo anterior ha lle-
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~gado a ser tan tracendente'que algunas compaifiias farmaceuticas
se han valido de estas'tecnologfas para la obtencion répida y
eficiente de-vafiaS“suspaﬁcias que actgalmente son muy costosas
de obtener por otro tipo:dé‘métqdp;

Por otro lado se vislumbra éue las posibilidades de aplicacion
son practicamente infinitas ya que se tiene a disposicion toda
la inmensa informacion acumulada durante millones de afios en
cada una de las especies y variedades existentes.

Por lo mencionado en este trabaje se puede decir que la Inge-
nierid penética es incapaz de crear vida o fabricar nuevas es-
pecies, lo nhximo (12 puede hacer es distribuir genes proceden-
tes de diversas especies en una sola para darle a dstas carac-
teristicas que de forma conjunta no se daban en la naturaleza
Dicho en otras palabras se trata de proporcionarle a determina-
dos microrganismos unas condiciones en las cuales trabajaran
con alta eficiencia, rapidez, perfeccion y especificidad que lo
hace altamente potencial para la obtencion de una sustancia o
producto deseado,

La importancia de los productos que se han obtenido hasta ahora
como los futuros es bdsicamente el interés mundial ya que la de-
manda de estos es grande y repercutira beneficiando a la salud
humana por su bajo costo y facil adquisici&n en el mercado lo

que avala su produccidn.
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Ctra posibilidad que marca el uso de la Ingenieria Genetica es
la"creaciéh" de una bacteria tranformada perjudicial que se lo-
gra obtener al intfoducir DNA de virus patogenos o cancerosos

y la introduccion en esta de factores de resistencia a los anti
bioticos. Con estos factores se puede pasar a una bacteria pa-
togena que se convertiria eﬁ epiddmica v no pedrian atacarse.
Tambien es posible la introduccion de genes que sintetizen al-
guna toxina que si se considera tambien que la bacteria trans-
formada es resistente a los antibioticos se convertiria en una
plaga movtai.

Por todo ello la prqﬁulgacion‘de,normas para el uso adecuado y
provechoso de la Inganiéria Gepetica se considera impresindible
pensando en que se esta ya utilizando esta tecnologfa ¢n la
Industria farmaceutica N las‘normaé de seguridad hasta ahora se-
guidas no son rigidas , lo que se - piensa . de alto riesgo.

Se considera pues a la Ingenieria qenetica debidamente reglamen-
tada para usc industrial como ﬁha perspectiva nueva y esperan-

zadora que allanara el camino con soluciones hasta hace poco in-

sospechadas, (77-88)
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GLOSARTIO

AMINOACIDOS H Unidades estructurales de las proteinés. Existen veinte amino-
acidos comunes que comparten la misma estructura quimica, va-
riando s0lo en cuanto a sus grupos laterales.

H
P
H~ N+~ C-~C
N
H 0
ANTICUERPOS : Llamados tambien inmunoglobulinas son moleculas proteicas con

forma de Y que se unen a antigenos especificos y los neutrali-
zan, se componen de unidades de cuatro cadenas polipeptidicas
dos pesadas y dos livianas unidas entre si por puentes disul-
furo, Se pueden dividir en cinco clases: 1gG,IgM,IgA,IgD,IgE
segun el tipo de la cadena pesada que las compone.

BASES NITRO- Moleculas aromaticas que contienen N, con caracteristicas ba-
GENADAS ) sicas { tendencia a adquirir un atomo de H ). lLas bases nitro
genadas importantes para la celula son purinas y pirimidinas.

CARCINQGENO 3 Agente inductor de cancer

CONJUGACION H Mecanismo de recombinacion en el que se transfiere el DNA en-
tre dos bacterias por contacto celular,

CORREPRESOR H Metabolitos mediante los cuales en combinacion con su represor
inhiben especificamente la producclidn de la proteina implicada
en su metabolismo.

CROMOSOMA H Estructura filamentosa en las que se asocia el material here-
ditario de las celulas y los virus.

DNA : Polimero de desoxiribonucleotidos, el material gendtico toda
celula.

DESOXIRIBONU-

C€LEQSIDC : Producto de la condensacion de una purina o pirimidina con la

pentosa desoxiribosa , un azlcar de cinco carbonos.
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ENLACE FOSFO~
DIESTER

EMLACE DE HIDROGE-
NC

ENLACE DISULFURO

ENLACES COVALEN-
TES

ENZIMAS

ENZIMAS DE RES~
TRICCION

EPISOMA
EXON

EXTREMOS ADHEREN~
TES
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Compuesto que consiste de una base purica o pirimidica li~
gada al azdcar desoxiribosa, el que ha su vew esta unido
al grupo fosfato.

Fuerza de atraccion debil gue existe entre un atomo elec-
tronegativo y un atoro de nidrogeno unido covalentemente
a otro atomo electreonepgativo.

£nlace covalente entre dos atomos de azufre de aminoacidos
distintos deuna misma precieina, es importante en la
fijacién de ciertas es<ructuras proteicas.

Enlaces guimicos fuertes que se genecran cuando ato-

mos comparten electron<s.

Moleculas proteicas capuces de catalizar reaccio-
nes quimicas.

Componentes del sistema defensivo de una celula
contra acidos nucleicos extrafos. Estas enzimas
cortan el DNA de dos hetras siempre y cuando no
este modificado ( p. ei., metilado ) en secuen-
cias especificas, las cuzles acusan simetria en
torno a un punto,

Elemento genetico que puede existir libremente,
o como parte del cromosema celular normal.

Porci8n del DNA cuya informacion se transcribe al
RNAm para la posterior sintesis de proteinas.

Serie de bases al final de de la doble cadena de
un fragmento de DNA que no estan apareadas con su
respectiva base y que por lo mismo presentan al-
ta afinidad quimica a sus bases correspondientes,
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PALINDROHA
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Proceso para la recoleccion de alimentos enplea-
do por muchas celulas. Este procoeso implica ro-
dear a los objetos de tamafio celular con pro-
yecciones tipo seudopodo.

Un tramo a lo largo de un cromosoma que codifica
para un producto funcional, que bien puede ser
RNA o proteinas.

Parte de la Genetica que interpreta los conoci-
mientos del material hereditario desde un punto
de vista molecular ofreciendo sus conceptos en
base a las caracteristicas fisicoquimicas y bio-
logicas de dicho material.

Conjunto haploide de cromosomas con sSus genes
correspondientes.

Genes a lo largo del DNA cuya informacion no es
transcrita a la forma de RNA en otras palabras

no poseen gentido de lectura para la sintesis

de proteinas. Se piensa intervienen en la regula-
cion de la expresion hereditaria.

Relativo a los experimentos efectuados en un sis~
tema no vivo es decir exento de celulas.

Relativo a los experimentos recalizados en un sis-
tema tal que el organismo permanece intacto, ya
sea a nivel de celuls o de un organismo completo.

Disposicidn de algun gen a lo largo de un cromo-
soma.

Enzimas que rompen los enlaces fosfodiester de las
cadenas de acidos nucleicos.

Unidad genética constituida por genes adyacentes
que actuan coordinadamente bajo el control de un
operador y un represor.

Trecho de DNA en que corren en direcciones opues-
tas secuencias identicas de bases.
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INICIACION

SECUENCIAS DE
TERMINACION
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Proceso para la captura DE objetos nutrientes

de tamafio macromolecular.Se cree que su meca-

nismo sea basicamente similar al de la faposi-
tosis.

Elementos cromosomicos bacterianos del cito-
plasma que presentan dupli~aclion autonoma.

Secuencia lineal de nucleotidos, en la que el
azucar en la posicion 3' de un nucleotido se
une al azucar de la posicidn 5' del nucleoti-
do adyacente, mediante un grupo fosfato.

Aparicion en la descendencia de razgos que no
se encontraban reunidos en ninguno de los pro-
genitores,

Producto de un gen regulador: actualmente se
cree que es una proteina y se puede combinar
tanto con su inductor, ccmo con su operador
¢ bien con 8Su correpresor.

Organelos celulares constituidas por proteinas
y RNAribosomal, los ribosomas son lugares de
gintesis proteica.

Polimero de ribonucleotidos.

Estas secuencias son reconocidas por los ribo-
somas y por lo general codifican para el ami-
noacido metionina que es el inicial en la nue-
va cadena polipeptidica en vias de desarrollo
por lo tanto estas secuencias son la sefial pa-
ra el arranque de la traduccidn.

Cierta cantidad de nucleotidos al final de
de cualquier informacion que puede transcri-
birse y que es la sefial para finalizar la
transcripcifn,
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TRANSCRIPCION

TRANSCRIPTASA
INVERSA

TRANSDUCCION

TRANSFORMACION

VIRUS
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Proceso mediante el cual la informacidn genetica
contenida en una molecula de RNAmensajero, dirige
el orden de los aminoacldos especificos durante
la sintesis de proteinas.

Proceso que implica aparceamiento de bases con lo
que la informacifn genetica contenida en el DNA

se utiliza para ordenar una secuencia complemen-
taria de bases en una cadena de RNA.

Enzima que es codificada por ciertos virus de RNA
y que es capaz de producir cadenas complmentarias
de DNA de una hebra usando el molde de RNA y lue
go convertir estas cadenas de DNA a la forma de
doble helice.

Transferencia de genes bacterianos de una bacte-
ria a otra mediante una particula de bacterio-
fago.

Modificacion genetica inducida en una celula por
incorporacion de DNA purificado proveniente de
otras celulas.

Microorganismos que siempre requieren celulas

huesped intactas para su duplicacidn. Contie-

nen como componente genetico ya sea DNA o bien
RNA.
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