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RESUMEN

= I . . ) :
-ZARATE PADILLA SERGIO EDUARDO. Aplicaciones ds 1la tacnologfa del

‘w‘ci'do degoxirribonucléico recombinante en sl ganado bovino y porci-

no: Estudio recapitulativo (bajo la direccidén de: Dr. Joasé Manuel
Barruecos Villalobos y Dr. Edmundo Calva Horcado).

Bl presento trabajo tiene el objetivo de contribufr ala difusidn
- dc los conocimientos de las aplicaciones que tiene 1a tecnologfa’

.del ADN roconblnanto o ingenieria gon‘uea molecular en la produc=

- c16n de- gnnado bavino y porcino, lLas técnicas de recombinacidén

do ADN pundon ser cona;deradax como un elemento valioso para mejo-

' »rlr la produccidn d_o ganado bovino y porcino.. De esta manera,

los avances que se han conseguido hasta la fecha incluyen: un in-
_'crenento en ol conocimiento de la composicién gendtica de estas

-dos 'ospecio's.‘lnv creacidén de agentes de diagndstico, la producecidn -

de vacunas, un gran potencial en técnicas de seleccidn de ganado,
la creacién de animsles transgénicos, ol andlisis y manipulacidn
del complejo principal de histooompatibilidad (reaponsable en

gran forma de la resistencia de los animales a las enfermedades)
»_y> la produccién de productos farmacéuticos, entre otros. Para la
realizacién del prosonté trabajo se utinzaron los servicios bi-
bliotecarios de las siguientes instituciones de la U,N,A.M.: Cen-
tro de Investigacidn Cientifica y Humanistica, Instituto de Inves

tigaciones Biouédicas, Centro de Investigacidén sobre Ingenierfa Ge

nética y Biotecnologfa y Facultad de Medicina Veterinaria y Zooteg
nis. Se consultaron y snalizaron 268 referencias y se agrupé la
Anformacién en 9 capftulos.



1NTRODUCCISN o .

Bn el siglo pasado, el austriaco Gregoriovnendcl, deacubrié que
ia herencia obedece a leyes estad{sticas precisas; postuld que las
caracter{sticas de las plantas son transmitidas a sus descendientes
a través de determinantes, hoy en dia llamados genes. Eata revela-
.¢i8n abrif 1a puerta a un campo muy amplio en la investigacién cien~
tfﬁcl (19,133,173,241,252).

En 1953 F. Crick y J. Vatson descubrieron que el dcido do-oxi-
rribonucleico (ADK) tiene una hélice conplenentaria dobls, Cada
hélicozpstiltormnda poi”una cadena de polinucleotidoa; cada nucleo-
tido esté formado por un asicar (desoxirribosa), una base nitroge-
nada y un grupo fosfato. El orden de las bases nitrogenadss & 1o -
A largo de la cadena determina 91 cédigo gtnétioo de un organiano
(133.153,196.221 238,241,252,260).

He Smith, K. Wilcox y sus colaboradores aislaron en 1970 la pri
mera endonucleasa de restriccién. Batas ensimas cortan em secuen-
oias espec{ficas en la molécula de ADN. Los fragmentos, generados
por el corte con enzimas de restriccidn, puaden unirse o recombinar-
se con fragaentos de otro orfgen para producir asi el "ADN recombi-
nante® y & los métodos para lograrlo se conocen como "tecnologia del
ADR recombinante” o "ingenieria gendtica molecular". El ADN recom-
binante se puede generar in viiro insertando genes o secuencias de
ADN de un organismo en vactores de clonacién (pldsmidos, fagos o cds
midoa). éstos, al replicarae en bacterias, producen miltiples oco-
‘pias de au genoma hfbrido. de esta manera, los genes deseados se clo
nan y recuperan poateriormente (1, 18.33:34.47 67.104.185.225,226,
233.234.239.241.243.260)- - . :

“1a teonologfn del ADX recombinante es una de las principales re
volucionea clentif&ona de oato aiglo, con un gran potencial econfmi-
co ('Ib,l'lﬂ. s T e T

-la ciencia bésicn de 1a gsnctica molecular ¢s ainfmics, esto
pernite uvansnr dfn a dfa en el conocimiento de nuevas técniocas plra
la nanipulnet&n dol ADH y para crear nuevos productos dtiles tl Hom-



bra y a los an;nales. Por ejemplo, por medio de asta teénolog{a ha
sido posible 1a obtencidn eficiente de productos'para el hombre ta-
" les como: insulinm, hormona del crecimiento, calcitoaina, interfero-
" 'nes y factores de coagulacién, entre otros (1,2,33, 34 944,67,79,85,
89,161,188.223.257).

Mediante la insercidn en forma funcional de unm gen clonado al
:genon; de un individuo se puede explotar su actividad biolégica nor-
mal, transformando las caracter{sticas ganéticaa del individuo recep
-tore En otras pnlabrnl. 8o puode Programar geneticnmento al indivi
duo receptor (228,234,253). : »

Actualmente es’posiblé sintetizar qufmicamente el ADN, esto
conntituyo una herranienta poderosa que forma pnrto de las técnicas
" modernas en ingenierfa genética 'y biotecnologfs. Bstas técnicas
permiten entre otras cosas, manipular con total libertad material ge
nético de cualquier orfgen. Ademds, un gen puede ser usado para la
deteccidn y aislamiento de secuencias nucleftidas oapecificas de in-
terds terapéutico y de diagnéstico (226).[_\\“\\ L\\'i\

Los. genes clonados se pueden marcar con fosfato 32 para usarlos
como "detdctores" qné hibridizan con determinados fragmentos de ADN.

Batos detectores han sido utilizados en genética humana como mar—
cadores genéticos llamados "polimorfismos en la longitud de los frag
mentos de restriccidn® (PLFR), para el diagnéstico pre y postnatal
de enferuedades genéticas y para el mapeo de Cromosomas (20 25,71,
1044227 ,25452564257)

Las caraoterf:tic&a de importancia econdmica en medicina vete-
" rinaria y los’ loci polig‘nicos involucrados- en su expresidén son lla-
mados "loci de camcterfsucaa cuantitativas® (LCC). Los LCC se
podrfan identiricar por uedlo del uso da los PLFR pars establecer me
Jores programas de selecoi&n de anllnlel (227,228). -

La American Veterinary Medical Association estima que lms pdr-

didas ocon&nicna en 01 san.do, debido a enrernodldoa 1nfoooio:ul.
ea de varios lillonol do d61aron al ailo. Batd nnpli-lento aceptado
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"' que muchos brotes de enfermedades devastadoras ocurren porque los an

Q
tibidticoa“-on imafectivos para controlarlas o limitar su severidad
¥ porque no es ffcil producir vacunas efoctivas. Por lo tanto, el
- impacto n‘s inmediato que puede tener la tecnologia del ADN recowbi-

nante os en la prcduccidn de vacunas (44,205,244,254,259),

Pafses en vfa.s de deurrouo, con numerosas granju pequefias y
pobrea, podrfan ganar enormemente con- los avances en ingenier{a gend
tica, los cuales ofrecen 1la oaporanf.:a. de incrementar y otabiiizat

la produccién agricola y ganadera (239).

Estas y otras ap'li'caci&ne»s‘ y en especial para el ganado bovino y
porcino aerin roferidas con mis detalle en el 'pruenf;e tiabajo, cuyo
objetnm es el de contribuir & la difusién de los conociuontoa 80=
bre ingenierfa genduca. nolecular que t:lenen ¥ pueden ‘tener aplien—

"'clones en el nejoranionto de la produccién del ganado bovino y por-

cino. Para una meJor comprensién de algunos de los términos utili-
zados en el presente trabajo, 8@ sugiere consultar el glosario.
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A) usmnmu'ro DE ozxms

El conocinientﬁ'de las nuevas tdcnicas para analizar la estruc-
tura, la funcidn y la manipulacifn del genoma de um organismo a tra-
vés de 1a tecnologia del ADN recombinante o ingenierfa genética mole
cular, es un requisito fundamental para la obtencidn de productos
dtiles al hombre y & los animales a trayls de la biotecnologfa (1,2,

-33,34,44,57,7é,as,eé.16;.1éq;2235256;é51)-

»Localizncisn de genosz

Los primeros trabajos de localtzac16n do genes ‘datan desde 1915
y fueron realizados en la mosca de la fruta. Bn étta,lo determiné

la locnlizacidn precisa sobre los cromosomas de 85 genos mutnntos
(257) ' ‘

- Ls técnica do hibtidizacion cnlular tu3‘01 priner aiiteun de

transferencia de genel en ser desarrollado Yy tus adaptado para ma-
pear genes. BEsta técnica proporciona un sistems rdpido, eficiente
y econdmico pars mapear genes., Més de doscientos genes fueron ma-
peados en el hombre en la década pasads con el uso de esta técnica.
Por ejemplo, en el cerdo las enzimas MPI y NP se localizaron en
ol oromosoma nimero 7, fusionando células del mieloma del ratén y

_esplenocitos del cerdo (57,208).

Gracias a las nuevas tdécnicas de recombinacidn in vitro de ge-
nes, se descubrid que en organismos eucariotes existen regiones de
ADN que no codifican y que actdan interrumpiendq'laa secuencias de
los genes que af coditican, llamados intrones y exones reapectiva-
mente, La extenqi&n de los andlisis de recombinacién in vitro a

- familias de genes y regionea croIOsomalea, pernltiri 1a _construccién

de mapas -detallados de los cromosomds y de estos datos segurnmonte
surgirdn principios generales acerca de 1a organizac16n ¥ regulnci&n

~ del genoma (34). : L S LT

Un mapa de gones consiate en la aaignacidn de un gene o grupo‘
‘de genes a un sitio espec{fico del eronosoma (34,204). .
Bl uso de los gones y no de sus productol reprocenta una vnlio-'




sa_herramienta para realizar"eltudios gendticoa. Si un gene es olo~-
nado y marcado radioactivamente, puede funcionar como un marcador ge-
nético de alta resolucién. Por medio de hibridizacién in situ de
estos genaes con 1os cromosonas intactos, es poaible idéntiﬁcar el ai
tio que ocupa el gene en 1as bandas y sub ba.ndl.s de los cromosomas fi
Jados en netafase. al observarlos al licrnseopio. De esta manera,
se ha asignado una localizacwn tentativa del complejo principal de
histocompatibilidad del bovino en el crononon ndmero 2’5 'y una locn-

" 1izacidn definitiva de estos genes en sl cronosona mhero 7 dcl cor-

do (75,84,199,220). .
. " 81 el gene que a9 clond es marcado con fosfa.to 32 puede sorvir,
como ya se menciond, como marendor genético al hibridizar con segnen-

tos de ADN (cortado con enzinas de restriccién y deamtunlludo) con

los que comparta homologfa en su secusnoia de bases, produc:lo/ndoso lo
que g8 llama polimorfismos en la longlitud de los fragmentos de res- .
triccidn (PLFR). Los PLFR han sido utilizados para asigoar localiza
ciones a los genes en los cromosomas humanos. Esta técaica puede
permitir complatar el mapao de) 95% del genoma humano (20,24,71,80,
104,227,254,257). '

Construccién de bibliotecas o bancos gendmicos:

Una biblioteca o banco de genes es la coleccién completa de se-
cuencias de ADN en las cuales estd representado el genoma de un orgl;'
nismo {46,233,234,239).

COnuﬂnnente, los bancos d¢ genes contienen un gran m!nero de .
ellos, as{ que -1 queremos un gen en particular, éete puade ux' an-
ladoﬁg los bancos (45).: ' v

Existen dos tipos de bancos; el banco genomico ¥ oI do 'ADN com~ -
plolenta.rto. Bl bnnco geno’nico es una coleccidn -de piezas do ADI .
que representa el genoma completo de organiamos evolucionados y estnn :

,contenidas en vectores de clonac:lGn. Bl banco de ADN conplomentario.-

. o8 una coleccidén de piezas de ADN quo unicuonte repreuenn ol AD!I

SR




que puede transcribirse a ARN mensajero ( exones), dichas piezas tam-
bién estan contenidas en vectores y se sintetizan a partir de moldes
de ARN mensajero. El contenido del banco de ADN complementario de-
pende mucho del tipo de células utilizadas para aislar el ARN mensa-
jerc usado en su construccién, ya que los proceaos de traniéripci6n
var{an entre las diferentes células de los tejidos (45).

Construcci&n de bancos genonicoa: para construir un banco. geno-
mico ae requiere proparar el ADK en fragnentoa nayorou de 100 kilo-
bases (100,000 pares de bases en una doble cadena de ADN). . Estos -
fragmentos se rompen en pequeiias unidades a tr’avii de diges_tionu.
parciales con enzimas de restriccidn o por corte mecanico (para ob-
tener fragmentos de diferente tamafio se.vnrfn la cantidad de enzima
y el tiempo de exposicidn) y se ;néertan en vebtofeq o vehfculos @o
clonacidn, Bdsicamente se usan tres tipos de vectoress plésmidos,
fagos o cdsmidos (el vehfculo a escoger depende del tamaiio de los
fragmentos y de la aplicacién que va a toner en el banco) los tua=
les tienen en comin varias propiedades, entre las chlea podemos men
cionar que; usualmente contienen genes de resistoncia a antibiéticoas,
1o que permite que sean facilmente aislados y detectados y que oon=
tienen sitios dnicos de corte para varias enzimas de restriceidnllo
que ayuda a la insercién de fragmentos de ADN (W% 687,

Por ejegplo, el bacteriofago lambda infecta a Bacherichia coli

¥ puede crecer como lisdgeno, en donde se incorpora al c¢romosoma hu‘_n_
ped y se replica junto con éate. Aleernauvmenn, pixede lisar a la
célula después de haber producido varias decenas de progenie, o sea

qub entra en una fase 1lftica. Un fago lanbda en' fase 1ftica puede .
funcionar como vehiculo de clonacién. El ADN del- tago lubdn al ser.
digerido con enzimas de restriccién genera tragmentos diuponsables e

indispensables para el crecimiento lftico.: Loa rragnentus diapensa- -
bles pueden sustituirse por ADE exdgeno para produoir moléoulnl reco--'
‘binantes que son incorporadas dentro de la capaide del fago, medianto
.incubacién en sistema 1ibre de células. De esa lanoru, e]. ADN Tecom .




binante se podrd replicar muchas veces en -una célula bacteriana emer-
giendo en una forma de partfcula viral completa, la cual reinfecta
poateriomente a otra bacteria para ropetir el ciclo de amplificacién
en un césped de Escherichia coli‘?n‘.é 233),

Cuando el vehfculo es el "Caronte 4" del fago lambda, el ADN de]:

.vector (de 46 kilobases) se anilla y se liga por sus extremoss Ense

guida se corta con la enzima de restriccién EcoRI. Esto produce 3
fragaentos: el mayor (de 30 kilobases), contiene segmentos del’ oxtre-_
mo derecho y del extremo izquierds (brazos) del genoma, los cusles’

son indispensables para el crecimiento 1ftico y dos frag-zm'mf;ou~ meNno~-

res (de 7.2 y 6.6 kilobases) internos y dispensables para el creci-

miento 1ftico. Los brazos se separan por ico_ntriﬁlgacnin en gradien-
te de sacarosa, se dializan para eliminar salas y sacarosa y se -
gan al ADN exdgeno que se va a clonar por medio de adaptadores sinté-
ticos que generan extremos cohesivos al ser cortados con la enzima

EcoRl (algunas enzimas de restriceidn como la -mkl, al cortar sobre

la doble cadena de ADN, producen en cada extremo un corte tal que qus
dan tres nucledtidos de una de las dos cadenas sin aparearse, eatos
nuclet‘udos tienen la posibilidad de aparearse con tres nucleotidos
complementarios de otro extremo de ADN, producido a su vez por el
corte con la mispa enzima de restriccidn o con otra que iealico un
corte similar, por esto son llamados extremos cohesivos), Antes de
unir el ADN del vector con el ADN exdgeno, este §ltimo se corta pir-
cialmente con la enzime EcoRI a un tamafio medio de 18 kilobages. Al -
ternativamente, se puede digerir parcialmente el ADN exdgeno con las

- enzimas HaeIll y Alul, estas enzimaa reconocen sdlo cuatro "pa‘ifoa; de

bases y por lo tanto tienen mayor probabilidad de corte qu'eic-o’ni'; -
por lo tanto, existen mds probabilidades de abarcar todo 01 genona.

Por dltimo, una vez generadas las moléculas de ADN reconbinnnto, ‘s-- :

tas son encapsuladas 1n Yitro para formar un tago completo y roprodu-' ., -

cirlo en bacterias (46,233,234) 0

Invo-tigtcionu ‘recientes encontrarou un nuevo notor llmdo




" ¢dsmido.  Los cdsmidos son hfbridos de bacteriéfago y plismido. E1
¢dsmido contiene la parte de ADN del bacteriifago necesaria para 1la
insercidn y "empaguetado" dentro de la cabeza del bacteriéfago y al-
gunas dé las caracterfsticas de autoreplicacidn del pldsmido. Debi
do a asio, el cdsmido puede acomodar frngnentos de ADN largos (de

_ aproximadamente 35 a 45 knobnea) vy ‘és til en el estudioy de ADN de
gran extonsidn y de rogionea adyacentes a un gene conocido (45.234).

) Construconfn de bancoa de ADN conplementario: se construyen en
forma similar a los bancos gen&nicga, solo que el ARN mensajero es
preparado en lugar del ADN. Puesto que la mayor parte de los ARN _
mensajeros tienen .una cola poli(A) (numerosas repeticiones de 1a base

‘adenina oli-o;,_ extremo de la molécula de Am! mensajero), ol ARN measa-
~Jero’ puede ser separado de otros ARNs pasandolo por. una -columna oli-
go( dt)l. El ARN mensajero ¢s usado para formar el ADN complementa=
fio por medio de 1a accidén de la enzima reversa transcriptasa, la
cual transcribe al mri mensajero en ADNe Como en la construccién de
los bancos gendmicos, éste es insertado ¥ propagado en vectores de
clonacién (45).

Genen aislados de ganado bovino y porecino:
Uno de los genes que 6 han aislado y que més ha llamado la a=
toncidn es ol que codifica para la hormona del crecimiento bovina.
Esta hormona solo habia sido posidble obtenerls a partir de cien-

tos de glandulas pituitarias. Por lo tanto, las oapoctauvn para
producirla a partir de nicroorganiamos programados’ por :I.ngenierfa ge~
_.nﬂ'ica molacular son muy grandes debido a 1. poaibilidad que ‘existe
‘de usarla como pronotor del crocinionto. reenplazando a los eateroi-
des usados para este rIWIG,Mlll 160 173.174.188). .

. La administracidn de la hornona., n Vacgs proc_i‘ucforuw&o’é:c{l}, ’
. v"t, wiLu | ‘ c ve L SR e
' ?romnla aigniff Ljifr'ntin o §rgauc "i-Sn Y reduoo 1. clnt:ldld de
le wiew la peIeod L Cr1om »

IS GHB‘;(dt): Marca registrada. W




alimento requerido para una alta produccién, El 10 de abril de 1986

se 30licité a la PDA (Food Drug Adniniatrntibn) di BEstados Unidos su
aprobacidn para la produccﬁn de la hormona a nivel comercial (121,

180), o . _
Bn el cuadro minero 1l se pruonhn alguno- do loa gonos que se

han clonado del ganado bovino b 4 porcino ¥ on su olao, nlgunns de las

aplicacionoa sugorldaa por lon uutorol.




CUADRO # 1
BOVINOS
GENE ‘ pe?
. Tiroglobalina 2,831
. Y-criatalin 522
Prolactina 30
Renina -
Caseina o« 1,194
sl .
‘Precursor oxito- 315
cinq-nenrofilinal
Elastina 62,000
- Redopsina . 64,000
Corticotropin=". 1,001
~lipotropin .

Proproencefalink 1,222

PR N
feve Lo

1

s BRI

S

BANCO
gencmico

gendmico

gendmico y
complementario
cosplenentario

oomplementario

complementario

complementario

ecomplementario

complementario

complementario

GENES QU:Z SE HAN CLONADO DEL GANADO BOVINO Y PORCINO

/
ACCION FISIOLOGICA

proteina precursora de la hor-
mona tiroidea

proteina del cristalino de ver

tebrados

hormoaa polipéptica eaencial
para la. lactogénesis

enzima proteolftica del aboma-
aso de becerros '

principal protgfna de la leche

horaona de neurchipdfisis relg
cionada con el ‘wecanismo del
parto

protefna de tejides eldsticos

piguento protéico gue absorbe -

la luz en la retina, rosponsa-
ble de la exitacidn por la lus

hormona con actividad :melano=
trdpica y corticotrdpica

horwona pituitaria opidcea

" aminodcidos a L

UTILIDAD- FUENTE
comercial 138
diferenciacion ' 29

y desarrollo de
fibras celula-~
res del orlstaf

lino

comercial 139
21?

produccidn de 63,152

quesos 164

suplemento de 235

infantes _

- comercial y fi- 127
logenia de sus
:euu5§eial
. - 58
andlisis de la 28
estractura de 177

piguentos huma- '
nos '

v
-t

W - . 176

Tty



CUADRO # 1 Continuacién

GENE r® - manco ACCION FISIOLOGICA . UTILIDAD FUENTE
Tiroglobulina 8,431 complementario hormona tiroidea esencial esen- . - - 1358
cial para el crecimiento y do- - . 159
. sarrollo neurolédgico . ’ _
Factor de croci- 440 - -itogelno de oélulas de origen induce creci- 134
miento de fibro- mcsodermico y neuroectodérmico miento de vasos
" blastos ac{dices . sanguineos
' . PORCINOS - | : ' . T
e Relaxina - 300 . complemeatario dilata liganentoa de la pelvll , - 101
o T : N .y del cérvix en el parto . " . . :
' B-neoendorﬂna 2,333 gensaico péptido endégeno con actividad ' . 118
(precursor) _ opidcea , .
Prorelaxina - gendmico precursor de, ia; relaxina - " 236,

" @ PBa Pares de Bases ' ‘ ' o .




C o ) b DT
) APLICACIONBS PARA EL DBSARROLLO DE METODOS DB Dx¢qnéérzco DE ENFERME-
DADRS DEL CANADO BOVINO Y PORCINO i T

Bdsicamente se han desarrollado dos métodos para producir agen-
tes de diagndaticos el primero, ost‘ basade en el uso de detectores
(secuencims de ADN clonadas y marcadas radicactivamente) y el segun-
do, esta basado en los anticuerpos monoclonales.

Detectores: ) } ) , ]

Los métodos baéadoa_ en la tcon&log!a del ADN rcconbinhnt'e para
diagnosticar ou_femedados son altamente aonaiti_vos y ‘permiten oitn-
blecer diferencias de las moldculas de ADN de difersntes espscie. Bs
tas propiedades han favorecido ls aplicacidén de esta tecnologfa para
detectar tanto enfermedades hereditariad- como adquiridas, ampliando
su papel dentro de la medicins olfnics (45,50), . _

Kn'- el hombre, se han podido diagnosticar una serie de enfermeda~
des de orfgen hereditario como: anemia de células rnlcqifornel, defi-
ciencia de alfa-l-antitripaina, fenilcetonuria, deficiencia de hipo-
xantins-guanina, fibrosis qufstlcl.l,' distrofia muacular Duchenne, oﬁ-
formedad de Lesch-Nyhan, corea de Huntington, entre otras (50,220,
233).

El uso de secuencias de ADN, marcadas radioactivamente, ha pro-
pdrcionado una excelente oportunidad para diagnosticar snfermedades
adquiridas por el hecho de que hibridizan con secuencias espec{ficas
del agente infeccioso, esta propiedad tambidén ha sido utilizeda para:
tipificar especies de patégenos, diferenciar infeccionex de orfgen Ba
tural de las de orfgen vacunal y para detectar infecciones latentes,

Adends, tiene la propiedad de que @etectan en forma rdpida y direc
ta pequefias cantidades de patGgepoa en flufdos corporales, biopsias o
material postmortem. Gracias a esto no os'nocésariq gultiplicar la
cantidad del germen patdgeno por medio de su crecimiento en vivo o de

"1 Se logré diagnoasticar en el .Centro de Invenugacloxies sobre In-
genierfa Genética y Biotecnologfa de la U.N.A.M. por el Dr, B
‘Calva y colaboradores, B, Calva, comunicacién personal 1988, -



realizar pruebas de neutralizacidn, procedimientéa que toman sucho
tiempoa, Una prueba basada en la tecnglogfa del ADN recombinante

puede hacerse sn 24 horas (16,51‘?63‘&34,242.254,255). (-°\°> "Wﬂ AV .

Se han destinado mds cantidad de recursos en el desarrollo de
técnicas para el diagndstico de enfermedades del hombre que para las
de los animales, debido al mayor potencial econdaico que existe on
el primer caso. Sin ombargo; ei potencial que ei'engxi los a_nueuo"r-"-
pos monoclonales y las rapucas de ADN (detectores). en medicina ve-
terinaria es tan grande que no debe ignmorarse {51). . _

' En ol cuadro nimero 2 se pressntan algunos de los detectores de
‘interés en la produccidn bovina y porecina que se han daado con fines
de diagnéstico. ' ' ' '

Ant 1cuerpo§ monoclonales:

Bn 1975, KSheler y Milsten reportaron el desarrollo de la tece
nologfa de loas anticuerpos monoclonales (AH), con olloi g6 Crea una
revolucidén en la investigacidn médica (218,219). _

La tecnologf{a de los AM 3 una forma de la ingenierfa genética,
resul tando en la produccidn de anticuerpos (Acs) oapocf(icos a tra-
vés de lfneas de cultivo de tejidoh” Los AM son poblaciones homogé=
neas de moldculas de Acs idénticas (18).

La produccidén de AM involucra la creacidn de células hfbridas o
rioon,bimntoa para lo cuasl se siguen los pasos que a continuacién se
" menocionan: '

l.- Hiperinmunizacién: un ratén es inmunizado repetidamante con un
antfgeno (Ag) deseado. .

2.- Coleccién de Acs producidos por el r_ithx los Acs se exitx'-aen_
do las células del bazo del ratén, de las cuales se obtienen
los linfocitos B, )

3.~ Fusién de células: los linfooitos B extrafdos del ratén se in-'
cuban con células tumorales (células del mieloma) de ratén, en
un medio que contiens polietilenglicol para promover 1la fusién



-.CUA.Dm‘) #2  ALGUNOS DETECTORES QUL SE HAN UTILIZADO PABA DIAGN’DSTICAR ENPERMEDADES EN EL GANADO

DETECTOR

H-Clal (fresgmento de LDN de 6 kilo-
bases)

Segmento ARN conple-ent.rlo y 7 frag-
meatos de ADN gendmico clonados em
Escherichia coli .

St=B, 3ta-H, Sta-P y LT (genel de to~
x{ oa de Escherichia coli)

Seguenton de ADN marcado con biotina
y ADN de un virus vacunal

BOVINO Y POBBINO

ENPEBRMEDAD Y ESPECIE .
Fiebre porcina africana

Pascudorrabia porcioa
Colibacilosis enterotoxigénica bovina

y porcina (Kscherichia goli K-88)

ninotrgqueftia viral bovina

FUENTE
240

100,157

146,147
148,166

16,74
2565

-G -
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de las células y en consecuencia, la formacidén del hibridoma,
4.~ Selecoidn de cdlulas hfbridas: se tranafieren las células a un
medio conocido como HAT (nipoxantina, inoperin y timidina) el
cual es t8xico para laa células B y para las del mieloma pero
B no para las células hfbridas. ) '
IR .- Identificacién de las células hfbridas: las células hibridas
B " son las que sobreviven en el medio antes mencionado, dichas '
cﬁlulaa son suspendidas en un medio fresco Qn placas microtitu .
. ladoras.  Se incuba el flufdo sobrenadante, deapuds de 1la in=
B - ‘eubacidn es analizado para detectar la presencia del anticuer- -
) o po deseado usando diferentes técnices inmunolégicas. ,,Sollo
una pequefia cantidad de células B producen el anticuerpo dcaqs'
6e= Alslamiento de células hfbridas: las células que producen el
anticuerpo deseado pasan repetidamente por procesos de dilu-
cidn. '
7.~ Clonacién: la célula hfbrida, una vez aislada, es colocada en
un medio de cultivo de tejidos fresco para promover su multi -
plicacién. De esta nanéra,_lns clonas producen sl anticuerpo
deseado en grandes cantidades.
8.~ Producoidn de anticuerpos: los hibridomas pueden ser manteni-
dos en cultivos de tejido, produciendo 0.5 mg/ml o se pueden
_}nyectar intraperitonealmente en ratones o ratas; las células
“"hfbridas se adhieren a la superficie serosa y se reproducen
; . ' provocando la secrecidn de grandes voliumenes de anticuerpos ( 8
RS .8/l1)o )
) 3,%k'.§,- ColocoiGn de los anticuerpos: para colectar los anticuorpos 01
- :nnimal se somete a cutanasia y se aspira el lfquido asc{tico
s - que es ol que contiene los anticuerpos (18.51.52.65,92.9‘5 218,
SRR 219). ’

'1prqndieqdo dilydso que vaya a tener el nnticuérpo, ls ﬁutifﬁé&-
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cién do’é-th puede ser deade la aimplo'contritugnci6n del 1fquido
ascitico hasta gran cantidad de técnicas sofisticadas de purificacidn
inmunoldgica (65).

La t8cnica de AM y el descubrimiento de que las células del sis-
tema inmune se comunican entre s por medio de factores peptfdicos,
<pornit1r£ el mejoramiento de las t8cnicas de diagnéstico- (198)

A Bl potencial ‘de las aplicaciones de los AN es en medicina vete-
- rinaria onor-o; uno de los usos es el diagnéstico de enfermedades ya
que son altananto eapecificos, pudiendose aislar los conponentes ine
nunosdntcol de ant{genos complejos como los de bacterias, virus, hon-
gos y pardsitos, as{ como los de las células tumorsles. Otra de las
vontnjlsv ea que se pueden producir en sltas concontracionea, por lo
que se dinminuye el coato ‘de la pruebs diagnéstica en comparacidn con'
anticuerpos y nntitoxtna: utilizadas en otros mftodos. Tor su eape-
cificidad los AM pdoden utilizarse para diferenciar cepas que no se
pubdén diferenciar por métodos serolégicos convencionales, Por ejem
Ploy, AM que distinguen cepas diferentes del virus de~parvovtrua,(18.
219)0 )

Los AM pueden ser usados para preparar equipos (kits) comercis-
leq para identificar patdgenos; pueden servir como estandares inter-
nacionales para 1la identificacidn de cepas de rinoneumonitis, bruce-
las y ¥ibrio cholerae (18,109,210,262),

‘Ya se han producido AN contra antfgenos somiticos de Dirofila-
ris immitis, Babesia bovis, adenovirus, rotavirus y virus de 1la leue
ceia bovina {218).

. Em cordon. -8 travéa do los AM ae han desarrollado una serie de

productol p-rn 1agnost1car ¥ prevenir pseudorabia y para ol geanado
bovtno pnra dotoct.r Streptococcus agalactiae en muestiras de leche
-y se produjcron y olractorizaran AM contra la exotoxina A de Psesudo-
BODAS B eT V] inoaa, tgualnento oncontradn on problonal de mastitis (7. f
43057v59)~-_ ' :

' Bxisten Beren do 203 aolplﬂfns en todo ol nundo que estién d.ll-‘
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- rrollando equipos de diagnéstico para uso en medicina veterinaria

(201).

Ea suma, los AM tienen un gran potencial como un instrumento de
1a ingenieria yndﬂol., primero porque permite identificar snt{gencs
dtiles (por oj'o-plo.- aquellos que inducen inmunidad dorprotocoﬁn) Yy
segundo, - pn.ra mdu en la clonacién de los cSdigos genéticos de esos _

- 'lntfsonoa para la pnparacﬁn de vacunas o do oqulpos do dnsnhu-

co (140)
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Las p‘rdidan econdmicas atribufdas a las enfermedades de los a-
nimwes eatdn estimadas en cien millones de dSlares al afio en todo el
mundo y muchaas de las nuevas vacunas podran aportar facilmente mu-
chos millones de délares en el neroldq, debido & que los programas
de inmunizacién son una parte importante de la medicina provontiiﬂ
~en cerdos y bovinos.  En ciertd-fornn. ol desarrollo de vacunas pa-
ra 1a lplicacIGn on animales ha avanzado néds que las deaarrolladnl
para humanos (43,201,216,229)« C\15)
Actualmente con los avancos ‘en innuuologf-, biologfa y gon‘tiet

- molecular, se plantean nuovnn a;tornativna_pqra el desarrollo de va-:
cunas en contia do:toxinaa y agentes infecciosos. - ‘Muchos de estos
.:onfoqupu se -encuentran en etapas de desarrollo, pero oxinteulbuonll,
razonia.phrg ;atar opttlistah Qn cuanto a.qu§ ¢l hombre se iqeuontfi
en el inicio de una nueva eraj on la que las pfopiodades de las va-
cunas podrén estar controladas y manipuladas dé una manera més racip
nal de lo que basta hoy ha sido posible. Ademas, ss podrin producir
vacunaa a un meaor coato y ain se podrdn obtenar algunas de las que
no ha sido posible producir por métodos convencionmles (9,34,40,89,
205,209). '

‘ La demostracidn conclusiva de que las secuencias de ADN puodnn
ser introducidas en bacterias a través de bateridfagos o plésmidos

y posteriormente replicadas como parto del ADN del vector, abrié in
mediatamente la posibilidad de que la informacién codificada por el
ADN exégeno introducide pudiara expresarse como producto protélcél‘
* De esta manera, protefnas valiosas por lo escaso se pueden pro-
ducir en grundoa cantidades a trav‘a de cultivoa -bacterianos en los
que se puado alcanzar hasta un 20°x 75‘ dol total de 1a protofnl
bacteriana (34.35,40,78.111 225,254). .

1 En los virus ARN 01 sononn o- trnnscrito & una copla de ADY antes
de la clonacién uiguiendo 01 necaniano do la reversa tran-crlptn-
sa (22,78) e ‘
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Dentro de las ventajas de las vacM: producidas por ingenie~
gmética podenmss mencionar;
Se pueden desarrollar vacunas para virus que crecen pobrsmente

- en cultivo ¢elular y para los cuales, de alguna manera, ho es

posible producir densro de poco tiempo por ‘métodos convenciona-
les (79). Joe

Son nguras ¥y ostablos “nperatuu ambunte y se puodcn slmae
cenar por largo tiempo (40,78,85,181). )

Se pueden obtener vacunas de composicidn preeiu {40).

?uodon ser de fdcil nnufaetura., cconon:’.u de produccid'n y lazgs
vida medta (78).

Pueden 4ndueir respuests humoral y celular (172).

No existe diﬁcultad para roproductr detomlmtn confomelo-

nales del agente (9).

Pueden manufacturarse ém una forma tal que n1 ser administrada
en una sola d6sis induzcan innunidad de larga duracién (78).
Pueden ser mis puras, mis seguras y con mayor potencias Yy efica-
cia si estan correctamente designadas (40,48,78,181),

Puedan proteger contra muchos tipos de virus proaontos en una
regidn geogrdfica detorminada .v no inducir reacciocnes nd'urua
(272).

. 8¢ han desarrollado varios métodos para expresar protefnas que

forman parte del agozite infeccioso, A grandes rasgos, estos se pue

den

dividir en:
Bxpresién de snt{genos en proqariotop',-‘ ) e
Expresién de antfgencs en sucariotes - P
Expresién de antfgencs en ninieﬂ.ulas bacuriml .
Bxpresién de antfgenos én voctoron virah& COmD :I.n. vnccin!.a o_
.ol virus del papiloma hovi.no S ;

Atenuacién por supresién de genos y con la poaibnidsd de sinte-~
tizar AD!. ARK y polipéptidos en forms. ainthiu las fopcionu m




ra produci 11g§unas efectivas se-incrementa (19,35,41,112,120,
142,145,193,202,208,212).

Jacunas: o -
A eontinuncidn se describen algunos ds los avances logrados has

ta 1a faecha en este renglén. T S
' ’ Piebre afto.u. el virus de la fiebre n!tou es un pzcomtvirua._ .
pertenece al grupo de los aftovirua y s sin d\_a_da la eqforqupd que
afks ha llamado la atencién a los investigadores, debido ala 'grq
variabilidad antigénica del virus y a que pro'babi'o--onte es la enfer
. medad mds inportanu en los animales donésf.ieol (30.31,167.174.181.
207,265)., , N :

Con las vacunas convencionalu. ha habido grandos pérdidas ooo
nénicas por deficiencias en su manufactura, ademds de que pusden
producir reaccionss pirogénicap, ale/rgicu, abortos, disturbios nen
roldgicos y otras secuelas en los animales., El virus tiene siete
serotipos con 65 o mfs subtipos. Ia cdpside tiene cuatro polipép~
tidos principales: VPl, VP2,VP3 y VP&, El vi_nie puede afaectar &
rumisntes y cerdos (31,70,167,181,188),

Ya se han aislado y clonado los genes que codifican para 1la glie
coprotefna VPl y VP3: de la VP3 también me sintetizé un polipéptido
quilicuente ¥ los resultados obtenidos fueron muy huenos porque :
protegen a los animales contra la exposicién al virus (22,167,181). Qe

"Bn 1982 J. Bittle observé gque en la fraccidén VPl reside gran
parto da la variabilidad sntigénica del urua. . For este hecho se ,
clond esta tucoﬁn on E. coll y se observs quo produce altoa nivo-- ’
les de mticuerpos neutralizantes an varias especle- capacoa de pro
teger a los animales contra desaffos con el virus (30 31,40,207 265)

Gracias a los esgfuerzos rulizadoa en la 1nveat1gae16n con es-
te virus, el departuonto de agricultuu de loq_Bst_gdos Unidpl cola

- bord con una co-paﬁfi privada para probar una"vaéuna'__'}'ee'_q-binmta

contra la fiebre aftosa; los resultados obtenidos son muy buemos




(43,89)

Rabia: la rabia es una de las enfermedades mids viejas conocidas
por el hombre, es una zoonolis muy importante. Deade que P‘atcur
descubrid la primera vacuna hace mds de 100 aﬂos, han uurgtdo una
gran cantidad de productos vacunales (3,41,122 258,264)- 0E

El ﬁnico componente del virus de la rabia que es capaz de pro--
ducir anticuerpos neutralizantes para proteger a los animnlos es una L

glicoprotefna que &ste contiene. Se ha clonado, oxp:gaada'y carae- T

terizado una glicoprotefna biosintética del virua de 1a rabia'y ae’
reportaron resultados préliﬂinares de. que esta glicoproteina sufrié
renaturalizacidn oxidativa. lo que abre la pouibilidad do productr
" una vacuna (¥49.157 264,266), GHL) -

Por otra parte, se logrd orear una vacuna por medio do la recom
binacién del virus de la vaccinia con uh sognento alterado de ADN
complonentario que codifica para 1la glicoprotefna del virus rdbicos
el vtrua de la vaccinia recombinado produjo aitos tftulos de anti=-
cuerpos neutralizantes en conejos y protegid ratones contra desaffos
con virus de campo de rabia (122). - » .

En base a estos y a nuchos otros estudios que se han realizado
con el virus de 14 rabla, ya se Logrd Producir una vacuna recombinan
te y se probd en Argentina (82,83),

Pseudorrabia: 8l virus de la pseudorrabia es un.@-harpesvirué.
tipo I que afecta & los animales salvajes y domfsticos. El cerdo
se considora el principal reservorio del virus, otros aninales 1nc1u

yendo ovejas, cabras, ganado bovino, perros o gstos pueden ser nfoc----

tados (124,211)
Usando la técnica de plianidoa recombinantes con gonoua viral, o

S. Eit. y sus colaboradores -uprimieron una porci&n dol gene. quo co--”f:'

' difica para la tinidin quinasa, de una cepa Bucharest del virua. -Liif»
supreaidén de este gene elimina la posibilidad de rovoral&n ala vlru




lencia y reduce la posibilidad de que la vacuna induzca morbilidad y
muerte en borregos y bacerros, reduce en gran forma 61 neurotropismo
y virulencia on ratones, pollos, conejos y ovejas, siendo inmunégeno
y avirulento en cerdos. Existe una vacuna con aprodacidén conercui
para cerdos introducida al mercado en 1986, producida con olta t‘cni
ca (43,124,150,211). . , s EEEE

Parvovirus: una causa principal de falla ropioduétin) on cer-
- dos es el parvovirus porcino. Bste virus pertenece & un grupo que )
incluye parvovirus canino ¥y pnrvévi_rul H-l. Bl parvovirus poi-d:hio' o
no estd ntigo’nﬂcamnto relacionado con otroa parvovirus, I se '
han coiutruido' clonas de fragmentos .aproiuadpa del v_ix;ua 'quo phod(n ’
.ger dtiles en la prbducci&n de péptidos p.r;; vacunas de subunidades
contra parvovirus porcino, estas incluyen las formas replicativas
NADL-8 y NADL-2 de dos virus diastintos de parvovirus porcino. La
forma NADL-2 es la menos virulenta y se obtuvo una sﬁpresiGn en la
regidn que codifica para la cfpside protéica del viridn, eato puede
reducir el potencial patdégeno, de forma replicativa NADL-2, Actual
mente existe una vacuna comercial (43,113,165). ‘
El parvovirus bovino es un parvovirus auténomo y tiens una li-
gora homologfa con el parvevirus B-19 humano, canino, panleucopenia
y algunos del ratén, comparando las moléculas de ADN. Los estudios
sobre las relaciones evolutivas entre estos tipos de parvovirus pue-
den ser tiles en 1a identificacién de parvovirus y para designar
una vacuna general contra parvovirus de estas éspecies (43,56,174).

Gntroonterith trmnui.ble:- el virus de la gastroonhritii =
transaisible produce una enfermedad entérica letamente contagion on -
cerdos, en lechones la mortalidad alcanza un 100% (114). . S ”

Bl virus de la gastroenteritis transmisible es un virus ARN cn-: T
vuelto del grupo de los coronavirus, Ya se clono on Bscherichia - - '_

coli el gene que codifica para la glicoprotefna Gpl9S que forma la




superficie de proteccién que sobresale de la membrana hol,virus. 'qu
cias a las propiedades de esta glicoprotefna, puede ser usada como
subunidad vacunal efectiva (22,114).

Rotuvirﬁl: los rotavirus son miembros de la familia reoviridae.
Se han toniQo avances conaidorablcs‘para la preparacion de vichgii,-

sintéticas contra rotavirus. Los ro@avirui prddudbi'dilrfeas'pi ni-
ﬂop y snimales jévenes. Ya se han conltrpido oligopéptidon lint‘ﬁi; ]
cos que mimetizan 1a regién de la protefna YPT que es la nis proba-
ble de contener determinantes antigénicos capaces de producir anti-
cuerpos neutralizantes (3,77). i

Por otra pirte, l.'hl intentado establacer la agignnciGn de los
genes quo codifican para antf{genos principales y par;.nétlviéidql
funoionales de 9308 virus, con la intencién de producir vﬁounll (99).

Batomatitis vesicular: es pioduqida por un virua ARN y es una
zoqnonil. Se genord una partfcula defectuosa que interfiere con
las partf{culas DI°LT por una supresidén interna en el genoma de una
. copa termoestable del virus. La partfocula DI sintetiza una glico-
protefna aberrante ARN mensajero in vivo, de esta manera se podré
producir una vacuna ¢on caracterfsticas semejantes a la vacuna del '
virus de la pseudorrabisz, p‘oducida por la técnica de supresidén de
genes (3,105,106,206).

- Tanbién ae han clonado glicop§oteinaa de superficie ddl virus -

y se recombinaron con el Cirua de la vaccinia el cual sintetizd los
polipéptidos del virus (en ol ganado, el grade de proteccién contrs
la inyeccién intradermolengual del virus de campo tu"edrr‘lncionu;:
da con ol nivel de anticuerpos neutralizantes, producidos después de :
. 1a vacunacidn X 22,143). ) ’

Fiebre del Valle Rift: es producida por un virus ARN 'y es una
soonosis. Actualmente eXiste una vacuna producida por medio de la



tecnologfa del ADN.rscombinante en sl mercado (3,22,43).

!

Ademdés, existen vacunas preparadas pof medio de la_gocnolbgfl |
del ADN rgcolbinanto_eontra diarrea viral bovtnn; paptloiato:il'bo- :
vina y disenter{a porcina.  También :o hnn aislado inmundgenos de -
adenovirus y virus de la lengua azul con grandoa posibiltdndos pnrn R
clonarse y construir vacunas (22,43,174,188).23( ’

'Buctorinll:

En el caso de bacterias se han realizado avincog consideradbles
en su estudio, muchos de 1los cuales representan uma promesa para la.

‘produccién de vacunss efectivas. Bn el cuadro odmero 3 se mueatran -
" algunas de las investigaciones que se han realizado en bacterias Yy

en el hongo Histoplasma capsulatum, de interds en la produccidén de
ganado bovino y porcino.

Antitoxinas:

Las toxinas son candidatos atractivos para au uso potencial como

. ant{genos porque muchas de 9llas son excelentes inmunégencs (72).

$e han preparado anticuerpos monoclonales especificos de K-29,
un factor de invasividad de la Bscherichia coli enterotoxigénica. Es
te antigeno es un antfgcho de pili o vollo?idndo-; las vollo{idadon
socretan enterctoxinas para la patogenicidad y enterotoxigenicidad de
la bacteria, Estos anticuerpos monoclonales mostraron tener efecti-

vidad para proteger becerros de un dfa de edad contra dosis lotaloi

. de B. coli K-39 enterotoxigénica. Existe un producto qoiorcinl en °

el mercado para uso en becerros reciéan nacidos (43,90,174;,176).
' Para cerdos también se han proparado vacunas polivalentes recon-

_binantes en contra de cepas enterotoxigénicas de B.ooli K-88, X-99 ¥y

987P. Las cerdas gestantes vacunadas produjeron anticuorpds espo~

_officos contra las niorovollaildudsé adhqrpntcs‘y los anticuerpos

fueron transferidos & los cerditos a través del calostro y de la le-
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BACTERIA

H!e-onhiinn'lnfiuenzae tipo B

Bordetella bronchiseptica y Bordete-

1lg parapertrusis

Mycobasterium tuberculosis
Mycobacterium paratuberculosis

Neisserig spp.
Pscudomona: asruginosa
§!tregtocoeeul pasumoniae

Leptospira serogrupos -ejroe Yy pomona

féetus subsp. fotus

ngﬁzlohaeter
Estreptococeus agalactiae

‘Staphylococcus gureus

Corynebacterium diphteriae
Bacillul anthracis

Bordetella pertfusis
Salwonells typhi.
Escherichia coli

Rickettsia ricketsii y Rickettsia
tsutsugamusi
HONGU '

'ﬂlltoélilnﬁ capsulatum

'.INHUNéGENO CLONADO 0 TIPG D& ESTUDIO

5

Genes de las tdxina-:si y 8, respectivamente

AFP y L

- Andlisis de enzimas de restriccidn
PH y H8
Fosfolipasa C

1

Libreria de ADN couplementario
Homolog{a de ADN

Andlisis de enzimas de restriccién
Hibridizacidn ADN-ADN '
Antfgeno A

Gene de toxina A vy B

Gene de toxina de factor de edema
Gene Cya de toxina ademil :ziclasa
Gene de antfgeno de membrana o;toing g;gé
Gene de pili de adherencia
Ant{genos de membrana externa _

Exprosidn de geneq;éurante una fase de tran-

sicidn . _ ,

‘. N L tt - . " K ‘. N . ’ .
CUADRO #vav ALGUNAS BACTZRIAS ANALIZADAS CON EL USO DE LA TECNOLOGIA DEL ADN RECOMBINANTE

PUENTE

75
H5,110

151 39,158

137,267,288
61

6,32
136,249

59,250
29

89
146,251
138,145
146
162

91 .

197°

115

155,156,186
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che. De esta manera, se prbviene‘la adherencia, colonizacién y la
enfermedad en los lechones (116,188).
Bl Departamento de Agricultura de los Estados Unidos aprobd dos

_ bacterinas para tratar diarreas de bocorros. una de ellas es un toxol

de (78,89,217).

'Vucunas contra gnrisitoss
‘La producoiGn de vaounas moleculares contra pardsitos, en medi-
' ~.cins veterinaria est{ limitada por el hecho de que los pardsitos son

. organismos esucariotes complejos y a menudo viven en superticies de mu
'~ _aosas por 1o que la respuesta a la vacunacidn resulta problemftica.

Adends, tenemos que afiadir que 1;,1nluhogonic1dld de los‘colpohon-

tes de los pardsitos es pobremente comocida (88,172). LT

Kiintrns'que el genoma de¢ un virus tiene cerca de 0,2 millones
de pares de bases 1los genomas de protozoarios, como Trypanosoms ¥
Plasmodium, tienen cerca de 40 millones de pares de bases (01 genosa
bhusano comprende 4,000 millones de pares de bases). El tamailo del
genoma eg proporcional a la conplejidﬁd del organismo y por fagfanto
estd relacionado con la dificultad para producir vacunas. Una des-
ventaja substancial es que una gran coantidad de antfgenos parasita-
rios no pueden ser clonados y expresados en B. coli (5,172).(?56\

Actualmente existen mejores posibilidades de oportunidades eco-

nénicas para producir vacunas contra enfermedades parasitarias, como
.\en el caﬁo de coccidiosis aviaria, babesiosis, .naplanmoais y henon—~

cosis, las dexds 3son controladas por drogas antiparasitarias, pero
"'.li ae doaurrolln roslntoncin a las drogas, los 1ncont1vos para pro-

'7}1due1r Vacunas pars las dcnia onternodadea paragitarias aunentlr‘n

(65,90,172)4 ) :

- . Bl ﬁnico reporte publicado en el que se¢ usan virus como vocto-
~res pnra vacunas contra parésitos es el virud:de la vaccinia, ~ Bs-

'-‘to. codifica para el deterniante antigénico del eiroun.porosoico del

-ipnrisito ‘de la nnlarin, gllslodiun knovlesi. Debido al optimismo
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por éste descubrimiento, podemos asuzir que muchos otros genes de PR=
rdsitos pueden ser clonados en esta forma (9,41,172),

Una de las ventajas del virus de la vaccinia es que tiene un ge-
_noma grande y se pueden insertar siculténeamente un buen nimero de
gonoa diferentes para hacer vacunas multivalentes. Con el uso de va
cunnl vivas, tlpicamento se induco inmunidad protoctora de largs du-

: tlctdn en respuesta humoral y celular. Bn roapuosta, -ntfgonon pu-

-rificodol 1nducen la prodncci&n de snticuerpos pero una pobre rot-

puesta de células T. La reapussta de ¢flulas T es importante em in-

- festactones plrnaltarins (172).

) Los estudios del eonplojo principal de hi-tocolpnttbilidud en _
aninalen domésticos y el futuro desarrollo de agentes tipificantes,
son importantes para el desarrollo de vacunas moleculares contra pa-
r‘aitos; porquo‘jélo ciertos haplotipos complejo principal de histo-
compatibilidad pueden responder a inmuniszaciones a partir de antfge-
nos parasitarios (en poblaciones con cruzamiento cerrado, pueden no
desarrollar inmunidad después de la vacunacién) (4,14,55,172,203,248).

Se pueden utilizar los antiguerpos anti-ideot{picos monoclonales
(antfgeno contra el que se dirige el anticuerpo) como vacunas poten-
ciales, tal ez el caso de la tripanosomiasis) estos inducen anticuer-
pos eapeci{ficos sn base a respuestas de células T citotoxicas ¢ in-
cluso inducen respuesta en animales cuyo haplotipo complejo princi-
pal de histocompatibilidad en otras condioiones no responderfa (172),

Las vacunas recombinantes pueden no ser viables para ciertos pa=-

4:és@t01, debido a que sus principales antfgenoms de superficie no aon

yfptégﬁﬁg;a sino bdsicamente son carbohidratos. En los nemftodos, ls

-: cuttculi‘iit‘ cubierta por una menbrana, la epieutfoulu,nla cual se- -

'?Aorot. un earbohidrato que contiene glicocalix, Se pueden encontrar
;lltas eoncantracxonea de nucopolisacdridol en la auperficie de los

-}ﬂpa:‘-itol . ;uclulo la nism: cutfcula eata compuesta principalmente

" dé colfgena. Bl hﬁptbno.toafpril coline (¥C) se dodeubriéfqn-ol gx-, 

tracto de muchos ﬁirllitos helmintos (los anticuerpos contra PC tie-
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‘nen una funcién protectora contra pardsitos), esto sugiere que las’
lipoprotefnas de los parfsitos son moléculas transportadoras de ¥C y
que eatas estructuras no protéicas son antfgenos candidatos para va-

cunas poton!:ulu o antfgenos para estudios con aut!.cuqrpoa anti-ideo

- ‘tfpicos monoclonsles. Los aaticuerpos snti-ideot{picos monoclona-
Los® podr:tan utillzaru en vacunas contra hemoncosis y lchiltolonnll
(ar2). - -

‘B psrisito IrIchinella sgirlln proporoionn un excelente sis-.
'tpn para_ el. desarrollo de vacunes contra holninton_y ya se identi-
"'!-i'cnfon' dos antfgenos que protegen a ratones y ratas contra desaffos.
7 coi este pardaito.” Con el uso de‘ métodos de clonacidn a partir de
v unn. prcpmown do ARN unaa;\ero de una libreria _de ADN eonplolontl-

“'ro de 10§ genes quo codifican para determinantes antig‘nicos 88 po=

4ffa producir una vacuna efectiva (88).

.A\!n cuando no es pokiblo predecir en eate momento oua’l (] cuo{l.n
enfoques dardn lugar al desarrollo de vacunas prdcticas, todos ellos
o-tg’n contiibuyendo de manera importante a comprender mfs I{ntisamen-
te los problemas fundamentales involucrados en ol desarrollo de vacu-

nas y .no serf{a raro que todos ellos dieran lugar a alternativas prdc-
tioms uportantos. R&ﬁidoa avances en 61 conociniento do las secusn
cias gque codificn para co-ponontn inmunogénicos lc—vonn su pocos
 afios hs.w).
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: Q "APLi(g'ACION EN PROGRAMAS DE SELECCI(;N DE GANADO éOVIﬁO Y PORéIld

Los péltmornsma en la longitud de los fragmentos de reatric-
cién (PLFR) son una herramienta muy dtil para analizar el genoma de
organismos; a continuacidn se explicard mfs en detalle que son los
PLFR, colno se forman y CQ’IO se pueden emplear en progranas de selec-
¢ién en el ganado bovino y poreino. Para mds detalle acerca de las
/'td_cgicas de.corte con enzimas de restriccién, electrofordsis, trans-
ferencia %ipo Southern y auto radiograf{s se sugiere conﬁutigr la
téais de Garcfa, V. G. 1. . .

Despuds de 1a digestién dol ADN con enzimas de restriccidn, se
prdduco un ndlero linitado de "fragmentos de restriccién" de acuerdo
con el nimero de sitios de restriccidn (sitios de corte) presentes.en
'll cldlns. ."Batos frasmentos pueden variar de 1ongitud dependisndo
. do los sitios de re-tricaiGn adyacentes y pueden sor separados por

electrofosésis en gol de acuerdo a su temafio; asf, un fragmenta lar=-
80 correrd una distancia menor en el gel que uno mfs corto y pueden
observarse directamente en ol microscoplio de luz ultravioleta previa
tincién con bromuro de stidio (227,258).

Si dos moléculas de ADN que generalmente son homflogas difierenm
en la preaencia de un sitio de rqatrieci6n, se forma un sitio poli-
mérfico de restriccidén ykllgunos de los fragmentos variaran ea su
longitud después de la digestién enzimftica, esto es, que un sitio ‘p_g
limdérfico de restriccidn podrd formar un PLFR y puede visualizarse qi
reotugonto como un pntr&n de bandeo diferente en el gel después de la

- elactrofordsis (182,227,254,257). '

' El genoma de organismos supsriores contiene miles de nucleStidos,
- por lo.que se tormaran nuoho- fragmentos de restriccidén que se obser-
- van on ol'gol—en rorml do un "barrido contfnuo'; si. un sitio polilor-

vfico de restr!cot&n osta presentey el canbio resultante en la locali-
_zaoiGn do uno do 1oq fragmentos de restricet&n no serd distinguido

Garcfa . 0.,PT6315 de liooncistura. Fac. de Ned. Vet. y Zoot.,
Ul oA .H. 'y "‘xico, 1988.
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dlfectamenta, debido a'quo muchos otros fragmentos, de aproximadamen
te la misma longitud, est‘n,presentes. Por lo tanto, en vez de es-

-tar observando todos loa fragmentos del total de ADN para detectar .
un PLFR, los fragmentos polimdrficos espec{ficos pueden ser identi-
ficados por hibridizacidn con una secuencia easpec{fica de ADK clona-’
da y marcada radioactivamento (detector) (200,227,234,254,257).

Para racilitar 1& hibridillcidn del ADK, éate es generaluente
transferido del gel a un soporte sélifo (filtro de nitrocelulosa) por
un procedimiento llamado transferencia tipo Southern. la hibridfﬁg
cién toma lugar‘eﬂ'los fra;meﬁtos inmovilizados en el filtre., Dese’
pues de la hibridizacién se toman auto radiograffias del filtro y ;o
1ngpecc16nl laJlocalizaciJn de las bandas que estdn unidas al deteo-
“tor.- Cada banda representa la localizacién de los rragnahcoi dp'rq!
" triccidn que co-parteh homolog{a con la secuencia marcads. Si en
diferentes individuos de la misma especie los fragmentos de restrio-
cidn detectados por el detector difieren en su longisud, ‘atas toma-
r‘h localizaciones diferentes a los patrones de bandeo en el gel y
las bandas auto radiogréficas diferiran sn su correapondionte loca-

. lizacién. De esta maners, -orn demostrado un PLFR. Se pueds no-
tar que esta técnica es limitada para el uso de los detectoéoa que
son homdlogoa con secuencias que ost‘n presentes aélo pocas veces en
el genoma o =i el datector fué homélogo para una secuencia altaments
repetitiva, Bn este caso, el Qetector hivridizard con muchos pun-
tos sobres el gel presentandose un barrido auto radiogrdfico que no
permite observar bandas individuales (227).

" Bs necesario que ql.giﬁio poligé;gicq de restriccidn (por ejem-
*p;;.ol que‘sé proépce:pdr-ui»ﬁaibio gﬁ_uno de io§ nucleitidos que fun
ciona como sitio dc'recbndaiﬁiéntb para una enzima determinads (muta
cién puntunl)) ente carqn o on la vecindad dol sitio do unién de la

secuencia narcndu para que se detocto un PLEFR (227).

La naturaleza’ de loa canbiol en 1a lolécula de ADN que forman

un PLFR, puede muchas’ veeea aor doterninada por consideracién del




-ndmero de enzimas que muestran polimorfismo ton un determinado detec-

tor y por loa cambios en el tamaiflo de los fragmentos cuando al ADN es
cortado siguiendo una metodologfa en el uso de enzimas de restriccién.
Dichos cambios en el tamafio de los fragmentos son debidos en gran

"parte a los siguientes fendmenos:

Mutacién puntual: es prqﬁgcida por el cambio en uno de los nu-
cledtidos de un sitio de recdhociuiquto de una enzimm de restriccidn,

- produciendo un PLFR unicamente con la enzima dspecftica para este ai

tioj el tamafio de los fragmentos seran monomorficos.con todas las -
otras enzimas. Se espera que sea Buy rara una recombinacidn entre
mutacién y marcador. . o -

Inmercidn o 'Suprosidnx afecta generalmente un tngnonto ;rhndo
con totha lu enzimas de restriccién debido a que lleva sitios .di-
cionales on ol ugneneo afladido o suprinido. ‘0 'debido a cmmbiés en
el tauii? de los fragmentos como un resultado de la presencia o au-
sencia del segmento de insercidn.

Inversidn: se debs a cambios on las distancins entre pares de
sitios do restriccidn, el desector os agrupado cuando uno de 1oa Si-
tios asta inclufdo en la secuencia invertida y podr‘n cambiar 01 ta-

" mafio de los fragmentoa para enzimas que tienen un gitio de restric-

cién dentro de la secuencia invertida (227,233,234)
Estos fenfnenos se ejemplifican en la figura mimero 1.

De lo expresado anteriorments, resulta evidente que las secuen-
clonadas, cualquiera que ostas sean, pueden ssrvir como detactoras.
Las soeueneian detectoras ‘no uonen que ser hou‘logn a algdn gene

_ conecido. Adenfs, ol mismo siti.n ponlﬁrﬂ.co de roatricci&n no tio-
_ ne que estar dentro de una uecuoncia codlficadorn (exon)s E1 sitlo

de restrioccién poltl6rnco, locnizado ln intrones, Anll repetitivo o

- secuencias rcgulndoras. puodon producir un PL!'R 8t uhn junto a 1a

un16n de 1a secuencia deteotora (227) » 4
Los PLFR son una nuava elua do wudore- gen‘ticoa descubiere
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. Pigura # 1 Mapa de restriceidn del ADE y .n‘nu- southom dol.
B : genoma

A) La diatribucién de los sitios de roatriocwn pare
un ndneroc de enzimas en la vcoindad de una secuen-
“oia detectora esta indioads por."flechas™, flineas" .
y "paletas™s la secuencia dehotor& se 1nd:|.ca -eon -
- un pequeiio .7} Se muestran tres cambios moleculares: ..
' Nutacién puntual (pérdida de un aitio para la "fle-
cha"} Inversion (involuora un” sifio para una "1i-
nea®) y Adicién (también. tnvolucrn un nltio p.!'l v
o una "lines"). o
B) uodelo ‘de bandeo obtenido do cada. uns de lu cuft= -
~tro moléculas de ADN (l-uoml, PH-lunchn puntml.'
I=inversién y Asadiocidn) después-de 1a . digestidn con -
las enzinas indicadas y la hibudiucién con una se-
cuencisa dotootom. R . . .
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" tos por medio de 1la tecnologfa del ADN recombinante (200,227,256,
257).

El dassrrol}lo de mapeo del genoma incluye el uso de PLFR para

determinar la localizacién aproximada en el cromosoma de uno o varios
" genes lnvoluéradog en una enfermedad. En el hombre por ejemplo, hen
sido utilizadoa ;é_{n' ol diagndstico prenatal de hemoglobdinopatias y su.
utilidad se ha extendido para la deteccidn d.o genes responaables de
degdérdenes gendtigos' como? dis’trot_ia muscular Duchexine, rotin_itiu pig
mentosa, corea de Huntihgton'ély para detectar la variabilidad gené-
tica on los haplohﬁés de antigenos que no puoden ser detectados por
medio de pruobas aorol&gicaa. como en el caso do 1la diabatos (200,
o 254.255 257) _ _

En animales. do-éaticoa, los PLFR podrdn ser usados para encon-
trar caracterfsticas de interés econdmico (dadas por uno o algunoa
loct 3on6ucoa) para -cjorlr los programas de selecci.Gn ¥y de cruza-
miento entre razas (200).

M. Soller y s. Beckmann han sugerido otras aplicaciones potencia
les: la primera, es como medio de identificacidén de.pxonto;‘co, la
segunda, es cond marcadores auxiliares de-la seleccidn de amonfnlu
antes de entrar a una prusba de progenie y por {ltimo, para una intro
greaidn rdpida de una caracterfstica de una poblacidn a otra (por e-

. jemplo, la resistencia a la tripanosoniasis) (25,26).

El mejoramiente gen_&tico esta limitado por el hecho de que las
caracterfsticas econdmicas son poligénicas dentro de la naturaleza y
estdn inrluenciadas por una gran variedad de factores msdioambienta-
les. EBn consecuencia. no es poaible doteninnr el pnotfpo de un in
dividuo, en 1o quo se.. roriere a valores econdnicoa, por omlmci&n
exclusiva del renatfpo. - Los métodon biométricos smolo son vdlidos pa

Grevaluar: la ugnitud de la variac16n genética ¥y para gnlar el proceso
|- de seleccién de animales (26,218,254).

Las canctorfsticaa cuntitativaa de 1ntor6- econdmico y los

" locd 1nvolucradoa on su exprosidn son llamados "l.oci de °‘"°“"f"\
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ticas cuantitativag® (1¢€), - Una alternativa viable para identifi-

car un LCC es el uso de los PLFR como marcadores gendticos, para mo-‘

nitorear la transmisién de los alelos LCC de padres a hijos, en el
curso de los programas de mejoragiento (228,254),

- Los estudios biométricos muestran que, en una poblacidn en pare
ticular, algunos alelos tienen ofecto significativo en el valor eco-

) némico Yy pueden ser fundamentados en la segregacién de un pequefio nd

mero de LCG (10 & 20 para una caracter{stica particular o 100 a 2000

cuando consideramos todas las caracterfsticas econdmicas al mismo
tiempo). considerando que exiaten cerca de 50,000 cédigos de se-
cuencias en sl genoma de eucariotessuperiores y que nuchaa mutacio-
nes puntuales (que afectan la funcién LCC) no cambian un sitio de
restricci&n’ la probabilidad de que .una prueba fortuita detector-en-
zima tenga un efecto directo sobre las caracterfsticas econ6m1caa
valiosas puede ser muy pequeiio. Para incrementar esta probabilidad,
se puedon usar detectores que tienen imporitancia en tunciones fisio-
18gicas de desarrollo (por ejemplo, varias hormonas pfbézlcns, inter
ferones, glicoprotefnas o genes que codifican para el complejo prin-
cipal de hiutoconpatibilidnd) para detectar un PLFR asociado con un
LCC. Ademds, esos PLFR son candidatos obvios para un estudic de
efecto directo (20463,127,139,144,152,158,164,214,227,254),

Los métodos basados en los marcadores genéticos como auxiliares
de la seleccidén pueden ser #tiles unicamente cuando los otros méto-
dos no miden el progreso apreciabiq cuando'gran nimero de descendien
tes se obtienen de un solo progenitor y cuando el coato econdmico
~do las evaluaciones .de los PLFR asi lo permits (26).

' Une vez que un efecto directo -obrc una csrlctorfatica de im-
portancia ooon&nica fu‘ asignado a un alelo particular PLFR, unss po=
cas generacionea de ooloccidn puodon ser sutlcionten para llevarla a
' lltll rracuonoinn (26). o ] ’

" Una tplicuct&n obvia de los narcadoros auxiliares de la selec-
cién, es en litunciones en donde 1a raza donadors (por ejemplo, razs




nativa o silvestre) es caracterizada por tener altos valores de uns
caracterfatica fenot{pica particular, mientras que la raza receptora '
tiene un mérito econdmico superior. ‘La FAO por ejemplo, eata oxplo
rando ol potencial de los PLFR auxiliaru_ de la introgreaidn como un
nedib pﬁri introducir genu para 1a tolerancia z la tr!punononllsh' '
de la raza N'dams toleranto (dcl onte de Africa) a poblacionu su-
‘coptiblel de’la raza cobtﬁ (26). T L .
' - Una gran ventajs del émas siatcu de anflisis del genoma o8 que
se pueden evaluar boccrrow.lnten do quo entren s un proaranl do pro-
. genie, por medio de la examinaci&n de su’ genotipo. -Tanbidn se pue=
den evaluar toros donpudl de haber musrto por anflisis directo del
ADN oonconido en su semen mantenido en congelacidn (14.15.37.203).
En lusl. ua alelo PLFR ‘que tonga un erocto egonémico dirocto

uodo rapidanente ser 1ntroducido de una pobl..oi&n & otra, utilizan-
do cruzas apropiadas. Aunque puede existir cierta dificultad para
detectar una combinacién adecumda enzima-detector que tenga efecto
directo en oaracter{sticas econdémicas, una vez identificada el im-
pacto en el mejoramiento ginético del ganado serd enorme. De gran . ‘
ayuda pueden ser los utudtoi de PLFR del ganado bovino y porcino,
porque aparte de que proporciom datos importantes IOOI'OI de au ge-
noma, pueden ser dtiles para duscar un efecto directo con Lee (14,
15, 25,26,54,55,84,200,248).
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Cualquier grupo.do investigacién qué trabaja con ipgenierfa go=
nética molecular, ha reconocido que la posibilidad de obtener seg-
mentos especfficos de ADN de cualquier orfgen abre una serie auy am-
plia de posibilidades experimontales en biologfa y medicina. Ests

" alternativa tiene una importancia fundamental dentro de la investiga- .
cién bésica, ya que algunas de las 1n;q:ipgnntca nds importantes que
" se han formulado los bidlogos por més de un siglo ’nt‘n Ifntimamente
-rellcianadas con 1la orgéni:aci&n ¥ 1a expresidn del material genéti-
.1 eﬁ las c¢flulas de plantas y animales. - A codpinuaoiGn,so mencio=
nan otraﬁ aplicaciones, o posibles ablicacionoa, para ol mejoramien-
to de 1a producct&nvdel ganado bovino y poreinc (34). .

o Irnnaforoncin de ggpos.

Uno de los mecanismos de transferencia de genes que mes ha lla=-
‘mado 1a atencidn es el de la microinyeccidén. Haata hace cerca de
diez afies no se habfa podido introducir ADN extrafio en células de
organismos eucariotes, debido a la necesidad que existe de la aceidn
-coherente y complementaria de gran nimero de genes que conforman su
genoma {34,2%4,254,257).
Dentro de los primeros reportes de introducciGn de materinl go-
nético en células de organismos eucariotes on‘ el gene de la globina
" humana a una célula de fibroblasto, usando como vector al virus SV40
del monmo. " En este caso se demostré evidencia f{sica de transforma-
cién de la célula receptora (34,81,171,192,194,208,215,253).
Llos primeros expsrimentos de microinyeccidn fueron realizados
- por P. Anderson y sus colaboradorea en 1980; ollou inyectaron una Rez
cla de dos pllamidoa que contienen ol vtrus herpes silplo y el geno
timidin qulnssu y el gene beta globin hunano ‘en eélulus de ratén (132,
13,215). LT LR -

Con el desarrollo de eata t‘cnieu poateriornente fu“posiblo Pro-
-ducir lo que se 1llasa ratones tran-g&nico-; estos !uoron formados por
: 1- microinyeccidn del gene de la hormona dol croct.ionto de %,/rctn




‘en embriones de ratén, estos embriones fueron implantados en hembras
pseudogestantes para permitir su desarrollo y'le obtuvieron ratones
que crecieron mids que los testigo y que expresaron altos niveles de
ls hormona del crecimiento en su suero, estos ratones fueron llama-
dos "super ratdn" (96,97,98,233,234). ]

81 punto de nayor 1mportancia en. nedicina‘voterinaria o8 que en

los animales geueticamente moditicados por esta téonicn el ADN inte- .

grado aparece aen todas las célula: del organismo_adulto, ;ncluyendo
sus espermatozoides u fvulos; esto quiere decir qﬁﬁ el gene introdu-
cido 88 transmitido a sus descendientes en una forma mendeliana. La
creacidn de animales domésticos transgénicos es de interéds obvio, por
que se pueden realizar modificacionos genéticas de carnctorfsticas de
. interés acondmico. Bxisten algunos candidatos obvios para ‘tales
transferencias entrs animales de la misma o de difersnte espocio co—
mo: genes que confieren resistencia a enfermedades (por sjemplo, com
plejo principal de histocompatibilidad), genos que afectan hormanas -
de la reproduccidn y sus receptores (dtiles en 1a manibulaci6n de la
ovulacidn en tiempo y frecuencia) y genes queratin (para modificar
las caracterfsticas de 1a piel del anado europoo'que se intenta adap
tar al trépico)(93,170, 244)..

E. Hamaer ¥y sus colaboradoreo produjeron ratones, borregos y
cerdos tranagénicos por microinyeccidn., Ellos les microinyectaron
los genes esyructurales de la metalohienina y de la hormona del cre-
cimiento humana. Los genes fueron inco:poradoa en forma. estable en
1a 1fnea germinal (6vulos y espermatozoideu) haciondo gqus 8l nuevo
_tenotipo adquirido se heredara en las tres’ especiea y so oxpr.sarl

_ 3810 en werdos (102). ,

Recientements, la construccién de dOs genan fueron -icroinyocta-
dos en dvulos fertilizados de oveja, estos gones fueron dosignados
para dirigir la sfntesis del factor IX de 1a coasulacién y 1: alta-l-

*  entitripsina humana en la gldndula mamaria, para lu-posterior ‘secre-

¢16n oA la leche de 1la oveja.  Se obtuvieron seis ‘animales trtnlg‘i
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nicos y on tres de ellos se demostré la transmicidn de los genss a
su progenis. Lo# animales tranagénicos portadores de estos genes
podrfan al fin proporciéno.r. una nueva fuente de protefnas terapéuti-~
cas ftiles al hombre, a parte de los beneficios que puede aportar en
el mejoramiento del garnado cuando esta se aplique a bovinos ¥ cordos
(42.79,179.222). _ ‘ SRR

Produccidn de productos farmacéuticoss

Existen estimaciones de que en un corto tiempo el inpucto de -
la tecnologfa del ADN recombinante para producir productos farmacéu-
ticos seri muy grande, por lo que las genancias econ6m1cas se puodon
‘estimar en varios millones de ddlares. - sin enbargo, el prodigioso
-descubrimiento de obtener un microorganisno programado para produeir -
una substancia deseable, es s6lo un pegueflo paso en un gran proceso
en el cual ocurre el desarrollo farmacéutico (17,96,161 195,253).

Actunlmentey se han logrado avances considorables en el aisla-
miento, caracterizacién y clonacidn de los genes que codifican para
productos humanos como: insulina, R ento, somato-
tropina, plasminégeno, calcitonina, factor VIII de la coagulacidn,
interleucina y factor del crecimiento epidérmico, entre otros (34,66,
104,130,135,183,201,223,245,254,261),

Unos pocos productos veterinarios producidos por ingenierfa ge-
nética estdn ya en el mercado y muchos mds estan en proceso de inves
tigacidn y desarrollo, a continuacién se mencionan algunos de ellos
(89):

Hcduladores del sistema 1mnune~ a) Interleucina=-2, deaarrolladl !
como. un agente preventivo ". enfernedades 1nespecfficas comunes on :
el gmdo y con buenos resultados para tratar herpesv:l.rus bovino I,
virus de la parainfluenza 3 y virus cincitial respiretorio (43“,53.
85¢89,244). b) Interferones, todos los tipos de :lnterferones (15 én

hunanos) son capaces de reducir la severidad de las 1ufaocionos vira

les por que interfieren en la replicacién de un amplio espectro de .




virus, por lo que son ﬁna buena promesa parﬁ tratar enfermedadas co-
moj flebre de embarque, rinotraqﬁoitis viral bovina, virus de ia pﬁ- ‘
rainfluenza 3 y diarrea viral bowina (adends, actuan en pocas horas .
después dé la inyeccidn) (43,89,144,188,201,244). ¢) Adyuvantes, son
investigandos por su efectividad en tef&pins de cancer en humanos -
‘y hostraron>su poder en siastemas animales, en estoAcAao,:exiate:ﬁS
producto'uindo para tratar tumores en ol‘kanadb bovino medianté 1a
inyeccién directa 2el, Produeiq en el-tumor'(elﬁtumor deqaparecb'on

pocas semanas (43). : . .

Antibidticos: esta comunmente aceptado que nuchos brotes de on— i'-
rerﬁadades davnstsdoras ocurren porque los antibidtisos son- inefecti-
vos para controlarlos o0 limitar su leveridad. . Con el\uao de 1la- toc-
‘nologfa del ADN recombinante se podrdn producir antibiSticos mis efec
tivos (17,86,174,195).

Otros: existen otros productos que podrfan ayudar en gran forma
a la producecidn de ganado bovino y poreino, Por ejemplo, vitaminas,
aditivos y aminodcidos (173,174).

" Complejo principal de hiatocomgatibilida :
Se denomine complejo principal de histocompatibilidad (CPH) al

conjunto de genes éstructurales codominantes (complejo génico) loca=-
lizados en una regidn del cromosoma y que codifican para los ant{ge-
nos principales de histocompatibilidad (APH)e Los APH estan locali-
zados en la superficie de todas las células de) organismo y en las de

la r03puesta inmunitaria. Los APH se heredan en base a un complejo

_ génico en el cual hay ‘tres clases importantes de loci: los de claso I, ;‘f'

codifican para las moléculas presentes en la superfioie de casi todas

las células y son los ‘antfgenos blanco de las reacciones de rechqzo.:zl;'ﬁ.

los de clase II, son genas que regulan la proliferacién de 11ntoc1toa ;
y la intensidad de la reapuosta inmune y los do clase III, son gonos
~que rigen la producci&n de algunos componentes del colplemento. " Bs
de particular 1nportancia hacer notar que loa antfgenos de clase I ¥y




11 juegkn un papel importante en la resistencia o suceptibilidad de
los animales a las enfermedades, Por esta razdn, el CPH ha recibido
‘una atencidn considerable para estudiar el papel que juegan estos ge-
nes en la regulacién de la respuesta inmunitaria y en la interacccio-
nes de las células linfoides (21,24,27,108,154,168,178,244,247)s

El CPH ha sido definido en 12 especies de mifaroa,' incluyendo
a cerdos y bovinos. EBstos, se han definido principalnénﬁe por el
_uso d'q técnicas serolégicas' (ant{genos serologicamente definidés),
‘por @l uso de técnicaa basadas en la linfotoxicidad (linfocfticuentc
definidos), por el uso de téonicas inmunoqufmicas y, por el uso de los
_.antiouerpos monoclonales (19,11'21!63'73|131917é%‘230,232,246,247)o

Con el uso de la ingenierfa.v genética molecular ae puede ooiprog
" der mucho acerca de 1os mecaniamos de regulacién del cPl{y por 16
tanto, de los factores involucarados en la rasistencia a enfarmeda-
des y la forma en que 8stos se heredan, para establecer futuros pro-
grauas de seleccién. Por medio de 1a combinacién de cortes con en-
zimas de restriccién de las moléculas ds ADN y la técnica de hibria
dizacién tipo Southernm, ha sido posible explorar los sitios polimér-
ficos de reconocimiento del CPFH del bovino y del cerdo, usando como
detectores genes del CPFH del hombrs y del ratén. Los PLFR pueden
ger sustitutos de la tipifiecacidn por tejidos cusndo estos son diff.
ociles o imposibles de realizar. Tambifén es posible asignar locali-
zaciones precisas en el cromosoma fijado en metafase por medio de 1la
técnica de hibridizacién in situ; por cjemplo, se ha asignado una lo
calizacidén preliminar del CPH en el cromosoma 23 del bovino y una lo
calizacidn definitiva en el cromosoma 7 del cerdo (14,15,54,55,75,84,
199,248). '

Bl anflisis del ADN recomdbinante ha afectado protundamenfo las
'1nvesﬁgacionoa inmunolégicas, igusl importancia eati_dirigtda s los
genes del CPH para explicar los fendmenos que constitﬁyon 1a inmuno-
logfa celular (170,191,252). (16%) [_l'aﬂ ' '



Estudios bioldgicos:

Por medio de la tecnologfa del ADN recombinante es posible rea-
lizar estudjios en el genoma de cualquier organismo, esto ayudarf en
gran forma a una mojor'comprensidn de su estructura y funcidéne Bl
conocimiento generado de esta forma podrd, de alguna foria, iyﬁdnr a
hejbrar la produccidn de ganado bovino y~por¢£nq, comO =@ presgnts
en los siguientes ejemplos. ) -

Manipulacidn del rumen: debido a que la principal funcidn del
rumen s la fermentacién de los carbohidratos ¥ la degradael6n de
las protefnas, una investigacién razonable para mejorar su produc-
¢ién puede ser manipulando, por medio de la ingenierfa genétioa mo-
lecular, en forma racional el océsiatema réminal;;plra-proﬁovgr 1a
multiplicacién de bacterias y protozoarios-deaoables on lugar'dc los
indeseavles (163).

Bstudios taxondmicos: por medio de la tecnologfa del ADN recom-
binante es posible situar, com elevada certeza, on su escala filoge=-
nética practicamente a cualquier especis. Por ejemplo, en un am-
plio estudid en aves, se les reubicd filogeneticamente en nuevos gru
. pos en los que, con las técnicas oonvancgonalea, no hubiese podido
siquiera imaginarse. Otros ejemplos son: clasificacién del panda
gigante ehznplnc‘, gorila y cuaga (extinto miembro de 1a familia
_Equidae ) & 108 que se les situa en una escala filogénica mfs apropia
" da mediante el uso de técnicas de hibridizacidn de sus genomas. Bs
la mispa manera se pusden realizar estudlos on bovinos, cerdos y to-
das las demds especies domdsticas y salvajes que habitan en nuestro
- planeta (94,107,187,221). ,

’ Ferohoraonas 'y neuropéptidos: la produccién de ferohormonns ¥y
ﬁeurop‘ptidon para el control bioracional de insectos que afoctan li
_ produccifn agrfcola, significa una posibilidad potencial parﬁ contro-
lar insectos que afectan al ganado bovino y poroino (44). »

I‘BI'IB!"?&J obtenido de porcionea del mSsculo encontradas’ on féailes
de un especfnen de museo,



Regulacidn de la tecnologfa del ADN recombinente: -
Obvismenta, los beneficios del uso de la ingenierf& gonética mo-
lecular son enormes, pero el peligro potencial que significa manipu-
-~ lar geneticamente a los organismos es muy gzande. Por esta razén, -
: existen agrupaciones internacionales que regulan esta actividad bd-
sicamente en aspectos como:

- Bn.linar liatms de drenaje y aerosoles que puedan uervir eono '
'nocuon para la disenimcidn_— de microorganismos producidoas por in<
genierfa genética. ' » '

« Evaluar el potencial de los ereotoa que pnodon tener estos nicro-
crganisnos en el medio ambiente. ’

-~ Desarrollar un phn de 1nvestigac16n para axam.nar 1- relncwn cn :

.. tre sobrevivencia, oolonizaqi&n. pohnc_ial de cnblo_gon&tioo. a1

" seminacién y efectos de estos microorganismos (38,89‘,123,128,132).




"ANALISIS DB LA INFORMACION 7 Sl

Para la elaboracién del presente trabajo se revisafon 268 refe-
rencias, observandose que las publicaciones referentes a eﬁte tema a-
bundan y que siguen increment;ndose notablemente. Bsto refleja el
creciente interés que existe sobre la ingenierfa genética del cual el
aédico veterinario zootecnista debs tomar parte inpoitanto.

113 - El hecho que se pusdan aislar fragmentos especificos de ADN e
”ﬂ"_ insertarlos en forma funcional en el genoma he-cunlquier organismo,
abre una gran cantidad de posibilidades experimoﬁtales que, llovad;q_

s gran.escala con la ayuda de la biotecnologfs pueden culminar en 1la
- produccidén de gran cantidad de productos dtilea al hombre y a los a-
nimales, muchos de ellos con enormes ventajas de los producidos por
métodos convencionales. Por ejemplo, como se presentd en el presen-
. 'te trabajo, la produccién de agentes do-diagndstico, vacunas, produc-\
tos farmacduticos y por dltimo, si se puede considerar como un-proéqg
toy la produccién de animales tranasgénicos.

Loa logros obtenidos en otras areas benefician en forma directa
la produccidn de ganado bovino y porcino con sl desarrollo de nuevas
¥y mojores técnicas de anflisis y manipulacién del genoma., De esta
manera, ha sido posible inoreﬁentgr el conocimiento que existe aobre
la composicidn genética del ganado bovino y porcino para, en un monmen
to dado, aplicarlo en técnicas de seleccidén y cruzamiento, para anali
zar y manipular el complejo principal de histocompatidilidad (respon-
sable en gran medida de la reaistencia de los animales a las enferme-
dades) o para hacer estudios bioldgicos diversos.

' Sin duda alguna, la ingenierfa genética se encuentra en la fron-
toru del conootniento ¥ puede proporcionar grandes beneficios, pero
. '?’no deJa de preocupar que easta seec utilizada para la lutodostruccidn
_ B dol género humano (apnrto del rtesgo bioldgico que inplica 1a reali-
;A?L}_qp916n de 10-,oxpeginqntoa) o que se constituya en una caju de Pando
F"if’on'la'duo dlédn descubrimiento pueda desatar alguna revolucién so-
_i. cinl, ‘polftica, éticg 0 moral,.

"~ Bl impacto que 1la ingenierf{a genética esta toniendo en la socle~




dad es evidents. Sin embargo, lasv_espectat‘ivas qtie— se vislumbran
para sl futuro son de dimensiones mucho mayores y debs corresponder

- los investigadores alertar de los posibles riesgds que sus descu-
brimientos puedan generar.
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mierito llamado kibridizacidne

Tetector: Secuencia espec{fica de ADMN de una sola cadeﬁa marcada radip
activamente (usualmente con fosfato 32 o con tritio), esta secuencia se

usa principalmente para hibridizarse con otras y detectar a aquella con

1a que . comparta homolozfa en su secuencia de bases, al observarlas enm -
‘una placa auto radiogréfica.

nu-iuyes' Regiones antigenicas externas de-un microorganxsmo capaces de

producir una reaccidn antfgeno-antlcuerpo ¥ contra lag que va. dirigida

la respuesta inmuna. T

EXones: Secuencxas de ADN que pueden ser transcritas a ARN ¥ que codi-

fican para algun producto o funcion celular.

“ Fase 1£tica- Fase en 1a que- la multiplicacién del bacterlofago lleva a-

1a destruccidn de la: bacteria huesped, .-
Genes estructurales: Genes que codifican para polipéptidos.

Hibridizacidn celular: - En sentido amplio hibridizacidn es cualquier
apareamients {cruzamiento) de dos individuos geneticamente distintos
que lieva a la formacidn de descendencia hibride. En los hibridos celu '

lares somdbicos una especie paranteral es dominante y ocurre Segrega-

. cidn por la perdida de los cromosomas de una d8 las células parentera=

les (células padre), esto hace que estas células sean pnfticularmentp

apropladas para el andlisis gendtico,

uibridizacién de dcidos nucléicos: Es la unidn de dos cadenas de ADY
0 ARN de diferente origen, uns de ellas generalmente esté'marcada ra-

d1oactxvamenbe. La unxon se real1za por. el rPstableCLniento de los en-

'lac s puente de hldrogeno enLre bases complﬂmentariau.

Intrones En orrnnismos dunerlores, son secuenciaﬂ de ADN que no codi

fican y actuan 1qtnrrump1endo 1a qecuencia de los—gene que si codifi-

Cane

Lisdgeno: s 1a capdéidﬁdﬁ@é los fagos de reproducirse en el genoma.
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