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El desarrolio de la biotecnologia biomédica

Hugo A. Barrera-Saldafa*

Los origenes de la biotecnologia

La biotecnologia biomédica tiene su origen en
19786, cuando una versién sintetizada quimica-
mente del gen de Ja somatostatina, un péptido
neurotransmisor de 14 residuos aminoacidicos,
fue introducido por técnicas de recombinacion de
acidos nucléicos a Escherichia coli en un vector
plasmidico de expresion. A ésta le siguieron en
1979, la insulina y la hormona del crecimiento.
Estas demostraciones de la factibilidad de producir
proteinas de importancia biomédica, han propicia-
do el desarrollo de una nueva y floreciente indus-
tria biotecnolégica que aporta ya varios productos
comerciales.

Dos han sido {as principales estrategias que se
han seguido para construir los plasmidos quiméri-
cos expresores de proteinas de importancia co-
mercial. Mientras que una utiliza la sintesis
enzimatica del DNA complementario (DNAc) al
ARNmM de alguna proteina en particular, |a ofra se
apoya en la sintesis quimica de fragmentos com-
plementarios y trasfapados de DNA, que alensam-
blarse con la ayuda de la DNA ligasa, se integran,
dando lugar a un gen sintético portador de la
informacion necesaria para la sintesis de la protei-
na en cuestién. También se ha optado por una
combinacion de ambas estrategias.

Partiendo de cualquiera de estas estrategias, el
siguiente paso es incorporar el gen deseado a un
vehiculo molecular especial, llamado vector de
expresion. Este debe incluir secuencias regulatorias
provenientes de un gen capaz de dirigir la sintesis
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de la proteina codificada por el gen en cuestion, en
el sistema celular seleccionado. Dependiendo de
la naturaleza del producto (si requiere o no pocas
omuchas modificaciones postraducionales), tradi-
cionalmente se ha seleccionado a bacterias, leva-
duras y a células en cultivo.

Los sistemas de produccion

Dentro de las ventajas de trabajar con bacte-
rias, principalmente Escherichia coli, resaltan la
simplicidad de su propagacion, su velocidad de
duplicacidn, los altos niveles de sintesis del pro-
ducto y el relativo bajo costo de recuperacion del
producto; sobre todo iratandose de Bacillus subtilis
bacteria capaz de secretar el producto al medio de
cultivo. En contraste, los problemas que ofrecen
estos modelos vandesde: 1)faltas enel plegamien-
to correcto del producto protéico, que entonces se
acumula en forma inactiva y como cuerpo de
inclusion dentro de la célula, con grandes dificulta-
des para replegarlo correctamente, sobre todo
tratdndose de proteinas grandes; 2) dificultades
asociadas a toxicidad de los propios productos
recombinantes sobre las bacterias que se procu-
ran minimizar, controlando lo mas estrictamente
posible la expresion del gen introducido, la que se
difiere para cuando el cultivo haya ya alcanzado el
crecimiento deseado; y 3) incapacidad de las
enzimas bacterianas para modificar postraduccio-

dela UAN.L

417




nalmente la proteina recombinante, misma que en
su fuente celular natural (frecuentemente células
de mamiferos), por io general requiere de tales
modificaciones (por ejemplo, fosforilacion o
glicosilacién), para alcanzar su actividad biolégica
total.

Laslevaduras se ubican como sistemaentre las
bacterias y las células de mamiferos en cuiltivo:
crecen rapido y de forma econdmica; realizan
muchas de las modificaciones postraduccionales
tipicas de las células superiores, y pueden secretar
la proteina recombinante al medio de cultivo. Sin
embargo, poseen un alto contenido de proteasas
que reducen considerablemente el rendimiento
del proceso de produccion.

Los cultivos de células de insecto infectadas
con bacuolo virus portadores del gen de interés,
aicanzan niveles altos de produccién, como se
pliegan y se modifican postradicionaimente las
proteinas recombinantes, de manera muy similar
acomo lohacen las células superiores. Aunque su
cuitivo es mas costoso que el de las bacterias y las
levaduras, ne lo es tanto comparado con el de ias
células de mamiferos.

Por ultimo, muchas veces el producir una pro-
teina recombinante de origen humano o de otro
organismo superior, precisamente en células en
cultivo de mamiferos, no tiene contraparte, sobre
todo cuando se trata de proteinas complejas que
requieren muchas y muy diversas modificaciones
postraduccionales para su acabado final, descar-
tando asi a los otros sistemas de expresion.

La primera proteina recombinante
comercializada

El primer producto de ingenieria genética que
salié al mercado fue la insulina humana recombi-
nante. Dado que Ja insulina no posee metionina ni
triptofano, dentro de los 51 aminoacidos que consti-
tuyen sus dos cadenas, fue posible producirla, de tal
manera que la estructura de la forma recombinante
fuera idéntica a la natural. Esto se consiguié de la
siguiente manera: se sintetizaron quimicamente dos
genes, uno de 63 nulcedtidos parala cadenaA y otro
de 90 nucledtidos paralacadena Bdeinsulina. Cada
uno de estos dos genes poseia ademas un codén de
iniciacion para la traduccion al pricipio y uno de
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terminacién de ia traduccién al final. Estos genes
sintéticos fueron introducidos, cada uno por separa-
do, en un vector plasmidico que poseia un promotor
y la primera parte de un gen bacteriano. Los genes
sintéticos fueron introducidos, cada uno por separa-
do, justo enseguida de estas secuencias, de tal
manera que se aseguré la sintesis de cadenas
polipeptidicas hibridas entre secuencias bacterianas
y las de las cadenas de fa insulina. Se opté por esta
estrategia de proteina hibrida para aumentar la
estabilidad de las pequerias e inestables (en bacte-
rias) cadenas de insulina que eran sintetizadas porel
microorganismo. Ademas, en las proteinas hibridas,
la porcién que correspondia a la proteina bacteriana
estaba separada de la proteina humana por un
residuo Unico de metionina. Al introducir estos
plasmidos a Escherichia coli, se generaron la protei-
nas hibridas que contenian las cadenas A y B. Estas
sepurificarony al tratarlas con bromuro de cianégeno,
que ataca los residuos de metionina y triptéfano, se
liberaron las cadenas de insulina. Las dos cadenas
fueron después combinadas para producir insulina
biolégicamente activa. Lafigura 1 esquematiza esta
estrategia simple, que resulté efectiva en la produc-
cion de insulina humana recombinante.

Ejemplos representativos de la nueva
biotecnologia

a) Produccién de albumina sérica humana en
levaduras

El éxito de la levadura Saccharomyces cerevi-
sige para ofrecer un proceso comercial para la
producciéon de albUmina sérica humana (HSA),
radica en que ademas de ser un organismo no
patogeno adecuado para la fermentacion indus-
trial, es un organismo que secreta relativamente
pocas proteinas al medio, que ademas de conta-
minar pudieran degradar proteoliticamente al pro-
ducto; pero sobre todo, se debe también a su
capacidad de secretar grandes cantidades de
proteinas recombinantes correctamente procesa-
das al medio de cultivo. Esto asegura que la albu-
mina recombinante, polipéptido de 585 amino-
acidos que posee 17 puentes disulfuro, obtiene en
la fase acuosa su configuracion tridimensional
correcta.
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Figura 1. Clonacién y expresion en bacterias del gen de lainsulina humana. Aqui se muestra la estrategia que consiste en la sintesis por separado

de ambas cadenas de la insulina. B-gal =

beta galactosidasa; P = promotor; ATG = codén de iniciacion; TGA= coddn de terminacion; Ap = gen

de resistencia a la ampicilina; A = cadena A de insulina; B = cadena B de insulina; MET = metionina.

La forma madura de HSA se inicia (extremo
amino terminal) con los aminoécidos Asp-Ala-His,
por lo que frente a los codones para estos amino-
acidos en el DNAc para la HSA, de aproximada-
mente 1.8 kilopares de pases (kbp), se adaptd un
fragmento sintético de DNA bicatenario que codi-
fica una secuencia guia funcional en la levadura.

El gen resultante de la fusién fue insertado en
un vector de expresién, basado en un plasmido
transbordador capaz de propagarse en Escherichia
coli y funcionar en la levadura, cuya estructura
general incluye: marcadores para la seleccion en
ambos microorganismos, origenes de replicacion
también para ambos microorganismos y un con-
junto de elementos de control que favorecen la
expresion del gen deseado en las levaduras.
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El plasmido recombinante se introdujo en una
cepade levadura productora de la proteasa proce-
sadora de la secuencia guia. En el sobrenadante
de los cultivos pudo observarse que la HSA madu-
ra, es el mayor componente protéico. No se obser-
v6 HSA sin procesar o incompletamente procesa-
day los niveles de HSA madura alcanzaron los 50
mg/l en el sobrenadante del cultivo.

b) Eritropoietina humana producida en cultivo
celular

l.a eritropoietina humana (hEPO) es aceptada
como uno de los mas importantes reguladores
fisiologicos del proceso de diferenciacion eritroide
y controla el mantenimiento de los nivels fisiologi-




cos de la masa circulante de eritrocitos; por tanto,
tiene un gran potencial en el tratamiento terapéu-
tico de la anemia. El gen hEPQO fue aislado en
1985, a partir de un banco de genes humanos,
usando como sonda mezclas de oligonucleétidos
sintetizados, a partir de la secuencia parcial, gene-
rada con la ayuda de un equipo automatizado de
microsecuenciacion, de la eritropoyetina urinaria
humana. El gen hEPO resulté ser de 4.8 kbp y
consta de cinco exones que codifican una glico-
proteina de 193 aminoéacidos. Los primeros 27 de
éstos corresponden a la secuencia guia para la
secrecion. Para su expresion, el gen'se inserto,
desde la region 5° no-traducible hasta la regién 3'
no-traducible, en un vector donde quedé bajo el
control del promotor tardio del virus 40 de simio
(SV40) (ver figura 2). Ademas, el vector seleccio-
nado también porta una unidad de expresionde la
dihidrofolato reductasa (DHFR), que permitié se-
leccionar clonas transformadas, al introducir el
plasmido recombinante en una linea de cultivo de
células de ovario de hamster chino deficiente en
DHFR ( CHO DHFR). Una muestra representativa
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de 5.5 dias del medio acondicionado de las células
transfectadas, contenia 18.2 unidades de EPQO
por ml cuando se midié por radioinmunoensayo, y
se detectaron valores similares a 16 unidades de
actividad por ml, cuando a la muestra se le practi-
caron ensayos in vitro (efecto sobre cultivos de
médula 6sea de rata) e in vivo (efecto sobre rato-
nes exhipoxicos policitémicos). La casi coinciden-
cia de los resultados de estos tres ensayos de-
muestra que la EPOr es completamente activa
bioldgicamente.

c¢). Borregas transgénicas productoras en suleche
de factor IX de la coagulacién

Un animal transgénico es aquel cuyo patrimo-
nio genético esta constituido por su genoma, na-
turalmente heredado, mas uno o varios genes
introducidos artificialmente al genoma de todas
sus células (incluyendo la linea germinal).

El procedimiento que ha dado los mejores
resultados en la obtencion de animales transgéni-

Vector de

expresion

Terminadaor

Promotor
)

Gen hEPO

secretado
al madio
de cultive

Figura 2. Sintesis de eritropoyetina humana en cultivo celular. Se esquernatiza la estrategia seguida para introducir, expresar y lograr la
sobreexpresitn dé eritropoyetina humana en células de mamifero cultivadas en el faboratorio.
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cos, consiste en la microinyeccion del gen desea-
do en el interior del prontcleo masculino (por ser
generalmente mayor que el femenino) de ovocitos
recién fertilizados. Al implantar estos ovocitos en
el oviducto de madres sustitutas, un cierto nimero
de ellos se desarrolia y da origen a individuos. En
los que el gen o genes transferidos (transgenes)
se encuentran incorporados al genoma nuclear de
todas sus células. De acuerdo conla naturaleza de
las secuencias regulatorias que lo flanqueen, se
determinara el tipo de células, tejido u drgano, y la
etapa de la vida del animal en que se expresara el
transgén.

Es posible dirigir la sintesis de una proteina,
producto de un transgén particular, hacia un tejido
corporal especifico del animal transgénico, si se
combinan los elementos genéticos regulatorios de
un gen especificamente expresado en el tejido
deseado, con las secuencias codificantes del gen
parala proteina deseada. Se considera la glandu-
la mamaria como el érganc mas adecuado para

Promotor de la
[ lactaglobuling

Oocito de oveja

Pipeta de agarre

Implantar en una madre adoptiva

La expresidn del
gen es resfringida
al tejido mamario

La progenie transgénica
es identificada por PCR

/O

Microinyeccién
dentio del pronticleo

estos propdsitos, lo que se logra tal y como se
ilustra en la figura 3.

Se escogio al gen ovino de la R-lactoglobulina
(oBLG), que codifica una proteinade laleche, para
derivar los elementos genéticos ngcesarios para
producir en la leche al factor IX de la coagulacion
sanguinea (F1X), que normalmente es sintetizado
en el higado y sufre muchas modificaciones post-
traduccionales previas a su secrecion. Dado que
se desconoce la organizacion precisa de los ele-
mentos genéticos que en el gen oBLG dictan ia
expresion especifica en la glandula mamaria, se
optd por construir una fusion de este gen con el
DNAc del FIX. En dicha fusion, las secuencias
nucleotidicas codificantes para la proteina FIX
reemplazaron a las de la B-lactoglobulina.

Elgen quimérico se microinyectd en el pronucleo
de cigotos unicelulares de ovinos, lograndose
generar cuatro animales transgénicos; dos ma-
chos y dos hembras. Se estudiaron las hembras,
las cuales portaban alrededor de 10 copias por

Producto puro del gen

L]

Fraccionar las proteinas de la lecha

W

Obtencion de leche
£l producto del gen es
secretado a la leche

Figura 3. Produccién del factor IX de origen humano en animales transgénicos. Se ilustran los pasos seguidos para generar borregas transgénicas
en cuya leche se produce e factor IX de la coagulacién sangulnea, de origen humano
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célula del gen quimérico cada una; éstas fueron
apareadas por separado y cada una dio nacimien-
to a un cordero, los cuales también heredaron el
transgén quimérico BLG-FIX. Durante la lactancia
se colectd leche de cada oveja madre, y ésta se
analizé para determinar la presencia de FIX de
origen humano. Este se detecté por radioinmuno-
analisis en la leche de ambas hembras, aunque a
muy bajos niveles; aproximadamente 25 ng/ml, es
decir, alrededor de 250 veces menos que la con-
centracion normal del plasma humano. Es de es-
perar que el refinamiento de las manipulaciones y
contrucciones genéticas requeridas para este tipo
de sistemas de produccion, conduzcan a niveles
mayores de produccion.

Cuando se logren niveles de eficiencia de ex-
presion comparable para bovinos se estard ha-
blande de producir, a partir de una sola vaca
transgénica productora de 5 galones de leche
diarios, en el orden de 20g/dia de la proteina
recombinante de interés.

Biotecnologia en Monterrey

Junto con nuestro esfuerzo en el campo del
diagnéstico genético molecular, en nuestro laborato-
rio hemos incursionado también en el 4rea de la
biotecnologia de hormonas del crecimiento humano
ydeanimales. Alafechahemos aislado porclonacion
molecular las dos isoformas del humano, la del
cerdo, vaca, caballo, perro y gato; siendo estas tres
tltimas, contribuciones originales de nuestro grupo.
También hemos conseguido expresar algunas de
éstas en forma de proteina fusion en Escherichia coli
y con [a de origen humano hemos generado lineas
celulares sobreproductoras de tales hormonas
bioldgicamente activas.
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Conclusiones

La ingenieria genética permite reprogramar
desde bacterias hasta animales y plantas, para
convertir éstos en fabricas biolégicas, porlo que a
las valiosas aportaciones que los microorganismos
venian dando a la industria, las plantas a la
agriculatura y los animales a la ganaderia, se
suman ahora nuevos beneficios de éstos a la
medicina. Con tales avances hemos pasado de la
habilidad milenaria de fabricar pan, quesos y vi-
nos, a la de sentar las bases de las nuevas
habilidades de manipulacién de la herencia de los
seres vivos, que marcaran lo cotidiano del siglo
que esta por iniciarse y que deberan imposterga-
blemente estar acompafiadas de una mayor con-
ciencia de nuestra gran deuda con ia madre natu-
raleza.
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El desarrollo de la biotecnologia biomédica en
parasitologia. Diagnostico molecular, vacunas de
nueva generacion y perspectivas

Salvador Said-Fernandez,* Herminia Martinez-Rodriguez,** Ma. del Carmen Sanchez-Guillén***

Resumen

Las enfermedades infeciosas constituyen una
de las causas mas frecuentes de muerte en los
paises en desarrollo. De las mas importantes son:
malaria, tripanosomiasis, leishmaniasis, giardiasis,
amibiasis y esquistosomiasis. Gracias al desarro-
llo de la biotecnologia, se dispone ahora de técni-
cas de diagnostico rapidas y especificas para la
identificacion precisa de los agentes causales de
las parasitosis mencionadas. La mas conocida y
til de estas técnicas es la de PCR. Las vacunas
de nueva generacion ofrecen ahora genuina espe-
ranza de control de algunas enfermedades para-
sitarias. Consisten en la sintesis de copolimeros
(cocteles enuna sola molécula de varios antigenos
naturales). También se han desarrollado vacunas
polivalentes, utilizando como vehiculos virus o
bacterias atenuados o mutantes recombinantes,
gue portan lainformacién genética para antigenos
unicos o multipies, y que expresan dicha informa-
¢ion dentro de organismos inoculados sin peligro
para ellos. Por Ultimo, es inminente el advenimien-
to de nuevas técnicas de diagnéstico mediante
hibridacion in situ (FISH), que prometen resulta-
dos mas rapidos gue los ahora obtenidos con PCR
y de drogas moleculares (polinuclestidos sintéti-
cos), que posiblemente se constituyan en medica-
mentos antiparasitarios mas potentes y menos
téxicos que los actuales.

* Divisién de Biologla Celulary Molecular, Centro de
Administracion de Correos No.4, Monterrey, C.P. 64720, N.L. México.

Introduccion

El propésitc de este trabajo no es hacer una
revision exhaustiva sobre biotecnologia médica,
sino poner en relieve algunos de los trabajos mas
importantes, en el contexto del desarrollo de la
biotecnologia al servicio de la medicina, en el
campo de la parasitologia médica. Para este pro-
posito hemos reunido algunos trabajos originales
representatativos de esta area del conocimiento
biomédico y varias revisiones hechas por especia-
listas en temas especificos.

Las parasitosis ocasionadas por protozoarios y
helmintos, constituyen un importante problema de
salud publica en el mundo, sobre todo en los
paises en desarrollo.

Las biotecnologia esta contribuyendo activa-
mente con el desarrollo de técnicas rapidas y
seguras para el diagnéstico molecular de un nu-
mero creciente de enfermedades parasitarias y
para el desarrollo de vacunas de nueva genera-
cién, mas seguras, potentes, econémicasy faciles
de aplicar; principalmente se esta haciendo reali-
dad la vacunacién contra protozoarios y gusanos,
lo cual hace apenas algunos afios era solamente
un suefo.

Las perspectivas a corto plazo parael dasarrollo
de la biotecnologia en parasitologia médica, con-
sisten en la aparicién de nuevas sondas molecula-
res y antigenos recombinantes para el diagndstico

Biomédica del Noreste, Instituto Mexicano del Seguro Social. Apartado Postal 020E,

Unil i A de

** Unidad de L. fos de y Expresién it Di

D
Nuevo Ledn. Calzada Madero, Colonia Mitras Centro, Monterrey, N.L., C.P.64000
it igacic i ica de Oriente. Instituto Mexicano del Seguro Social. Centro Médico de Oriente.

*** Laboratorio de P Centro de ig B
2 Norte 2004, Segundo Piso. Ala Sur. Puebla, Pue.

de Bioguimi

Facultad de M:

Correspondencia y solicitud de sobretiros: Doctor Salvador Said-Fernandez, Apartado Postal 020E, Administracién de Correos No.4, Montetrey, C.P.

64720. N.L. México.

Gac Méd Méx Vol. 131 No. 4

423




molecular de mas enfermedades parasitarias, y a
mediano plazo el desarrollo de una terapia
molecular basada fundamentaimente en el uso de
nucleétidos sintéticos, para lo cual ya esta desa-
rroliada la tecnologia basica necesaria, y se tiene
la experiencia suficiente conenfermedades virales
y bacterianas, asf como las producidas por hon-
gos.

Las enfermedades parasitarias con mayor im-
portancia epidemiolégica en los paises en desa-
rrolio, son las producidas por protozoarios, como:
malaria, tripanosomiasis, leishmaniasis, amibiasis
y giardiasis, y las producidas por helmintos, como
esquistosomiasis, oncocercosis y cisticercosis.

Para algunas de ellas se han desarrollado las
técnicas mencionadas y para otras esta en proce-
so su desarrollo. Enseguida haremos una breve
mencion sobre las caracteristicas epidemiolégicas
sobre las enfermedades que han recibido mas
atencion, desde el punto de vista biotecnologico,
en los atimos aros.

Malaria

Es causada por protozoarios del género Plas-
modium: P. falciparum, P. vivax, P. malariae y P.
ovale. El primero es el responsable de la mayor
morbilidad y mortalidad. La enfermedad es trans-
mitida por varias especies de mosquitos del géne-
ro Anopheles. Sereportan anualmenteentre6y 11
millones de casos, pero se estimaque laincidencia
es en realidad diez veces mayor. Tan solo en
Africa se reportaron mas de un millén de muertes
por malaria en la década de 1960 a 1970. La
malaria es un serio problema en Centro y
Suramérica, Asia y Africa’. Hace algunos afios se
pensaba que con el uso de cloroquina y DDT se
podria erradicar esta enfermedad, pero los mos-
quitos desarrollaron resistencia contra el insectici-
da y la enfermedad repunté con gran fuerza.

Tripanosomiasis y leishmaniasais

Las leishmanias y tripanosomas son protozoarios
que pertenecen ala familia Trypanosomatidae®. Los
miembros de esta familia estan ampliamente distri-
buidas enlanaturaleza, yen general, fienen ciclos de

vida muy complejos que involucran a hospederos
vertebrados einvertebrados. Las especiesimportan-
tes desde el punto de vista médico y econdmico son
las que causan enfermedades al hombre y al gana-
do.

Trypanosoma cruzi es el agente causal de la
enfermedad de Chagas, principalmente en Ameéri-
ca. Se estima que cada afio causa la muerte de 50
mil de los 16 millones de personas que son porta-
doras del parasito.*

Trypanosoma brucei gambiense y T. brucei
rodhesiense causan en Africa la enfermedad del
suerio.

Varias especies de Leishmania infectan al hom-
bre?; son los agentes causales de la leishmaniasis.
Estaenfermedad esta ampliamente distribuidaenlos
tropicos. Existe una forma cutanea y otra visceral de
leishmaniasis. La visceral es mortal si no se trata con
oportunidad.®

Amibiasis

Esta enfermedad es causada por el protozoario
Entamoeba histolytica. Se caracteriza por la des-
truccion de tejidos en las zonas invadidas por los
parasitos. Las dos formas clinicas mas frecuentes
son la intestinal y la hepatica.

Se calcula que el 10% de la poblacion mundial
esta infectada, pero sélo 1 de cada cada 10 indivi-
duos infectados muestra sintomas. Se acepta que
hay dos especies indistinguibles desde el punto de
vista morfolégico que parasitan el intestino del hom-
bre, E. histolytica, patbgenay E. dispar, no patégena.®

En la actualidad, existe una variedad de técni-
cas de laboratorio para demostrar la presencia de
los parasitos o de sus antigenos, o de los anticuer-
pos dirigidos contra éstos en el organismo afecta-
do, los cuales permiten al médico corroborar su
diagnéstico de amibiasis, apoyado inicialmente en
los sintomas e imagenes radiologicas. La mayor
parte de estos métodos se basan en el uso de
inmunorreactivos. Actualmente la técnica de la
reaccion en cadena de la polimeraza (PCR) cons-
tituye una excelente alternativa para efectuar diag-
nésticos rapidos y precisos de amibiasis®. Aun no
existe vacuna pero su desarrollo esta en un grado
considerable de avance.”
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Babesiosis

El género Babesia comprende a mas de 100
especies patdgenas transmitidas por garrapatas a
una amplia variedad de huéspedes vertebrados. En
Estados Unidos y en Europa dos especies parecen
ser responsables de practicamente todos los casos
en la especie humana. Estas son, respectivamente,
Babesia microtiy B. divergens. En el ganado bovino,
en las zonas tropicales humedas, B. bovis y B.
bigemina, transmitidas por garrapatas del género
Boophilus, son causantes de cuantiosas pérdidas,
sobre todo en ganado bovino®.

El diagnostico definitivo de babesiosis se basa
en lademostracién de anticuerpos especificosy la
observacién de las inclusiones intraeritrociticas
caracteristicas en frotis tefidos con Geimsa. Sin
embargo, en los primeros estadios de la enferme-
dad es dificil observar alos parasitos porque estan
presente en unas cuantas células. El diagndstico
molecular de Babesia ayuda considerablemente a
resolver este problema.®

Giardiasis

Es producida por el protozoario parasito Giardia
lamblia, que habita en el intestino humanoy en el
de ofros mamiferos. Este parasito es la principal
causa de diarrea en paises desarrollados y con un
menor desarrollo. En Los Estados Unidos de
Norteamérica se registra una incidencia relativa-
mente alta en nifios y pacientes inmunocompro-
metidos. No son infrecuentes las epidemias debi-
das al uso de aguas contaminadas. El diagnéstico
degiardiasis se basa enlaidentificacion de quistes
en heces. La deteccion de anticuerpos tiene algu-
na utilidad, sobre todo con técnicas de inmunofluo-
rescencia. Las principales dificultades para estas
técnicas clasicas de diagnéstico consisten en que
la eliminacion de quistes es erratica y por lo tanto
el diagnéstico es dificil de establecer con un solo
analisis. Actualmente estan disponibles algunas
sondas especificas para el diagnéstico molecular
de G. lamblia (ver ref. 9).
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Diagnostico molecular
Reaccién de polimerizacién en cadena: PCR

PCR (Polymerase Chain Reaction), en espafol:
reaccion en cadena de la polimerasa. Se ha difundi-
do muy ampliamente por su enorme sensibilidad y
alta especificidad. Su creador, el doctor Kary Mullis,
por este procedimiento se hizo acreeedor al Premio
Nobel en 1993.

La técnica de PCR permite hacer un diagnostico
con muy pocas copias del genoma de la especie o
estirpe celular de interés, y en algunos casos hasta
con una sola copia. Latécnica consiste en colocaren
el tubo de reaccién una muestra biolégica que con-
tenga presumiblemente el genoma de la célula que
se desea identificar, y ésta se incuba con la enzima
Taq polimerasa (Thermus aquaticus polymerase,
DNA polimerasa de la bacteria Thermus aquaticus),
que puede funcionar a temperaturas relativamente
altas. Esta enzima, en unas horas fabricara millones
de copias de un gen o regidon génica particular,
perteneciente al genoma de interés en una mezcla
de reaccién con las condiciones y los nucledtidos
adecuados, después de unos 30 ciclos de
calentamiento a 95° C y enfriamientos sucesivos a
56° Cy72° C. En estas condiciones suceden conse-
cutivamente los siguientes sucesos: separacion de
las dos cadenas de DNA, apareamiento del par de
oligonucleotidos que flanquean al DNA blanco, alar-
gamiento de las nuevas cadenas complementarias
al DNA blanco, iniciando a partir de los
oligonucleétidos, por accién de la Taq polimerasa.™

Existe una enorme lista de enfermedades que
pueden ser diagnosticadas por PCR y cada dia
aumenta, estas enfermedades pueden servirales,
bacterianas, producidas por protozoarios, de ori-
gen genético o tumorales.

Se han construido sondas y descrito con detalle
las técnicas para la deteccion de las siguientes
especies de parasitos: T. cruzP, T. bruceP, T.
congolense®, T. vivax®, T. simiae®, Leishmania®, L.
braziliensis"', Plasmodium falciparum®, P. ovale', P.
vivax', P. malariae' E. histolytica®, E. dispar®, Babesia
microtP y Giardia lamblia®.
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Hibridacion

Existen fundamentalmente tres modalidades:
la clasica en liquido, la que se desarrolla en filtros
y la que se practica in situ directamente sobre las
células.

El genoma de los parasitos, amplificado por
PCR, puede hibridarse in vitro (Southern hybridiza-
tion) con las sondas especificas y detectarse por
quimioluminiscencia, con el fin de confirmar el
diagnéstico. Se han descrito, por ejemplo, técni-
cas de hibridacion in vitro para Plasmodium sp.'y
Babesia microtp.

Hibridacién in situ, FISH (Fluorescent In Situ
Hibridation)

Esta es unade las técnicas de diagnéstico mas
recientemente aportadas por la Biologia Molecular,
la cual ofrece excelentes posibilidades. El funda-
mento de FISH es el mismo que el de la técnica de
hibridacion enfiltro, sélo que aqui se visualizan los
cromosomas ilesos y en su sitio, completos o parte
deellos, y hastacon tres marcadores fluorescentes
simultaneos, cada uno con un color diferente. Con
esta técnica es posible, por ejemplo, conocer el
sexo de un feto analizando sus células descamadas
presentes en el liqguido amnidtico, porque es posi-
ble ver el cromosoma X emitiendo fluorescencia
en un color y el Y en otro color, en la misma
preparacion (cf. refs. 12 y 13).

La aplicacion de FISH para diagnéstico de paré-
sitos se logré muy recientemente para L. braziliensis,
utilizando una sonda especifica, en el laboratorio de
Citometria Molecular, de la Escuela de Medicina, en
la Universidad de California. En breve se piensa
ampliar el nimero de sondas para diagnostico de
otros parasitos conimportanciamédica, Plasmodium
y Trypanosoma (doctor Curtis Thompson, comunica-
cion personal). Esta nuevatécnicatiene la ventaja de
no requerir amplificacion previa. Puede hacerse el
diagnostico de inmediato en la muestra fresca.

Serodiagnéstico con antigenos
recombinantes

Ahora es posible introducir en una bacteria o
levadura genes de virus, bacterias, protozoarios,
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helmintos, humanos o de animales en un vehiculo
molecular que permita la produccion en virus o
bacterias de proteinas de interés médico, como la
insulina, para controlar la diabetes, la hormona del
crecimiento humano o antigenos Unicos o combi-
nados con epitopos de diferentes proteinas (ver
ref. 14). Estos antigenos recombinantes pueden
usarse Como vacunas 0 como inmunorreactivos
para serodiagnostico (Cuadros |y II).

Cuadro I. Proteinas recombinantes para el
diagnéstico de amibiasis

Nombre de la Método de ensayoy  Referencia
proteina recombinante caracteristicas
recM17, 125 kDa 12% divergencias 28

entre ZP y ZNP®

ELISA y Western-blot 29

en suero de pacientes

con AHA®
recSREHP Western-blot en suero 15
de pacientes con AHA
ELISA, 79% sensibilidad 30
87% especificidad

recEHP1, 125 kDa 33 casos positivos 31

2 ZP, Zimodemos patégenos; ZNP, zimodemos no patdgenos
b AHA, absceso hepdtico amibiano

(" i Y
Cuadro II. Desarrollo de vacunas contra la malaria

Tipo de vacuna Caracteristicas Referencia
Copolimero SPf66  Antigeno sintético 19
Eficacia del 38.8%
en pruebas de campo
Nifios 14 afios 77%
Copolimero Antigeno sintético contra 32
3555y 83 Kd esporozoitos de P. falciparum
Pruebas de campo realizadas
Vectores vivos Dirigidas contra 14
recombinantes varios estadios
copolimeros del ciclo vital

nuevos adyuvantes  de los paréasitos

Vectores vivos Vehiculo portador 33
recombinantes del gene del
antigeno Pfs230
- J
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Las proteinas recombinantes soninmunorreac-
tivos definidos, que producen resultados mas con-
fiables que los que se obtienen con los extractos
crudos que se han usado por muchos arios para
serodiagnéstico de diversas parasitosis. Por otro
lado, las proteinas recombinantes pueden produ-
cirse en grandes cantidades sin necesidad de
cultivar a los parasitos, que generalmente produ-
cen in vitro menos biomasa y requieren mas tiem-
po para crecer que las bacterias o las levaduras
recombinantes. En algunos casos es posible inclu-
so hacer diagnésticos muy especificos. Por ejem-
plo ahora es posible establecer diagnosticos de
amibiasis invasora de higado, utilizando este tipo
de biorreactivos'™.

Vacunas

La tecnologia moderna esta haciendo posible
el desarrolio de vacunas llamadas de nueva gene-
racion (Para un analisis extensivo de este ver ref.
16).

Bloom', en 1989 expresd lo siguiente: “la
inmunizacion es el arma mas efectiva y econémica
para la prevencion de las enfermedades en los
paises en desarrollo. Por eso es muy importante
poner al alcance delos paisesmas pobres delmundo,
los avances de las ciencias biomédicas modernas.
En esos paises millones de personas estan enfermas
porque son de escasos recursos y se empobrecen
mas porque estan enfermas”.

Hay enfermedades para cuyo control atin no hay
vacunas disponibles y vacunas ya existentes que
tienen muchas limitaciones para su aplicacion.

Idealmente un vacuna nueva o mejorada deberia
reunir las siguientes caracteristicas.®
1) Barata
2) Segura
3) Muy efectiva (inducir 90% al 100% de protec-

cion)

4) Termoestable (evitando las cadenas frias que
son costosas y de alto riesgo)

5) Requerirunasolaaplicacién o sercompatibles
con el programa de aplicacion de otras vacu-
nas

6) Faciles de administrar y aplicables lo mas
cercanamamente posible al nacimiento.

7} Inducir inmunidad de por vida.
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Existen 4 tipos basicos de vacunas, cada una
de ellas tiene ventajas y limitaciones para su uso: ¢

1) Vacunas clésicas producidas con microorga-
nismos muertos

Ventajas; son las mas simples y baratas. Con-
tienen muchos antigenos y practicamente en to-
dos los receptores aseguran una respuesta posi-
tiva.

Desventajas: siempre existe la peligrosa posibili-
dad de que contengan organismos vivos, virulentos
y algunas de ellas ofrecen reacciones indeseables.

2) Vacunas clésicas producidas con microorga-
nismos vivos atenuados

Ventajas: son baratas, inducen una inmunidad
persistente y tienen buenos indices de seguridad.

Desventajas: los microorganismos utilizados para
su elaboracion pueden revertir hacia la virulencia o
aun atenuados, pueden se patdgenos para indivi-
duos inmunodeprimidos.

3) Vacunas modernas moleculares (subunit
vaccines)

Se preparan a partir de componentes molecu-
lares individuales de un agente patégeno, mediante
sintesis quimica o se producen en microorga-nismos
recombinantes, por ejemplo los toxoides de tétanos
y difteria.

Ventajas: son definidas desde el punto de vista
quimico, hay reproducibilidad en cuanto a sus prepa-
racion y su ensayo, usuaimente son baratas.

Limitacion: los carbohidratos son antigencs muy
importantes queno pueden producirse porahoracon
las técnicas existentes, lo mas que se ha logrado es
producir glucoproteinas en levaduras y células de
mamifero y de insectos. Existen por ejemplo
glicoproteinas que inducen inmunidad protectora
contra Hemophilus influenzae y Streptococcus
pneumoniae, que causan meningitis, retardo mental
y neumonia.

Un inconveniente del posible uso de pequerios
epitopos en vacunas moleculares, consiste en que
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se estarian generando anticuerpos policlonales
contra un solo epitopo y podrian no neutralizar a
los organismos mutantes. Por lo tanto, deberian
crearse vacunas a base de multiples epitopos.

Una desventaja comun para las vacunas con
microorganismos muertos y para las vacunas
moleculares es que se necesitan aplicar varios re-
fuerzos para obtener un porcentaje de proteccion
aceptable.

4) Vacunas modernas anti-idjotipo

Se basan en gue los sitios activos de los
anticuerpos (idiotipos) son complementarios al de-
terminante antigénicoespecifico. Algunos anticuerpos
dirigidos contra el sitio activo de un anticuerpo en
particular pueden mimetizar al antigeno.

Aunque se ha logrado lainmunizacion en algunos
sistemas experimentales con vacunas anti-idiotipo o
anti-anticuerpo se ha tenido gran dificultad en lograr
altos niveles de inmunizacién y memoria
inmunolégica. Todavia estan por definirse los casos
en que seran utiles estos tipos de vacunas. Una
posible aplicacién de este tipo de vacunas seria el
tratamiento contra enfermedades autoinmunes.

Vacuhas de nueva generacion’®

Aprovechando ias ventajas de los cuatro tipos
basicos de vacunas mencionados, se pretende
desarrollar, mediante ingenieriagenética, vectores
moleculares que sean capaces de inmunizar con-
tra antigenos mdaltiples.

Para eldesarrolio de vehiculos multivacunas se
estan usando dos estrategias basicas: una con
virus y la otra con bacterias recombinantes (Cua-
dros Il y Ill).

Las vacunas elaboradas con virus presentan
las siguientes ventajas:

-expresan antigenos en células eucaridticas.

-poseen varias caracteristicas fundamentales de
los antigenos naturales: procesamiento proteolitico,
glicosilacion, plegamiento, secrecion y ensamble de
subunidades. Estos antigenos pueden estimular la
proliferacion de linfocitos T citotoxicos y la produc-
cién de anticuerpos.
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( Cuadro Ill. Algunas contribuciones para el
desarrollo de vacunas contra otras enfermedades
parasitarias

Enfermedad Contribucion Referencia

Amibiasis
Expresion de un fragmento de 34
una proteina de £. histolytica
rica en serina (SREHP) en una
cepa vacunal de Salmonella
typhimurium (3987). Se infectaron
gerbils con la cepa recombinante

Antigeno natural purificado 7
adhesina galactosaespecifica

de E. histolytica indujo inmunidad
protectora contra el reto con

amibas inoculadas ,
intrahepaticamente en gerbils

=squistosomiasis
Una enzima recombinante de 35
Schistosoma (glutationStransferasa;
SM28GST), expresada en varios
vectores y utilizada para inmunizar
animales redujo en un 90% la
fertilidad de los huevos del parasito
en los hospederos.

Las vacunas bacterianas tienen la habilidad
especial de inducir inmunidad local (por ejemplo
en el intestino) e inmunidad mediada por células.

De las ideas anteriores han surgido dos tipos de
vacunas de nueva generacion: Vacunas con virus
vivos atenuados usados como vehiculos. Vacunas
de bacterias atenuadas usadas como vehiculos.

Vacunas con virus vivos atenuados usados
como vehiculos

La viruela fue erradicada mediante el uso de
cepas vivas atenuadas del virus de vaccinia (virue-
la bovina), derivada originaimente por Jenner.

Elvirus vaccinia de Jenner es de doble cadena de
DNA y tiene aproximadamente 185 mil pares de
bases. Contiene toda la informacion para sus propia
transcripciény replicacién enuna amplia variedad de
células hospederas. Su genoma tiene 25 mil pares
de bases que no son indispensables para el virus.
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~
Cuadro IV, Sond ilares y métodos de
ensayo para la identificacion de cepas patégenas y
no patégenas de Entamoeba histolytica
Tipo de Caracteristicasy  Método de Referencia
sonda nombre de ensayo
las sondas
cDNA  pEH2, pEHS, Distingue E.h* 36
pEH11ypEH12  entre E.h®y otras
especies de amibas
en heces humanas.
Dotblot
Sondas de
Samuelson Distinguen entre 37
(ref.36) ZP y ZNP
98% especifica
96% sensible
PCR, DNA de heces
201 aislados
| cDNA  cEHP1, cEHNP1  2%diverg.ZP/ZNP 38y39
HMI[IMSS/SAW 760
en 36 aislados
Southernblot
PCR (12 mtras.)
cDNA  lambdaM17 1% var. aislados 28
patégenos, 12% var,
con otras secuencias
Westernblot
cDNA  clona 0.7 kb Distingue entre 40y 41
ZP y ZNP
clona amplificada
hibridada con HM1
y SAW 142,
DNA de 19 mtras.
abscesos. 100%
especificidad PCR
cDNA  C2 Distingue dif. 42
entre Eh¢ y otras
DNA  P145yB133 Distingue entre 43
ZP y ZNP
DNA  Genes que Distingue entre 44
codifican ZP y ZNP usando
para RNAr DNA tratado
con enzimas de
restriccion.

Eh, Entamosba histolytica,
7P yZNP, zimodemos patégenos y no patdgenos, respectivamente
tEh, cepas de amibas de la especie Entamoeba histolytica.

S

Gac Méd Méx Vol. 131 No. 4

La estrategia para hacer de este virus un vehi-
culo multivacuna se basa en reemplazar el mate-
rial genético no indispensable por los genes que
codifican para los antigenos deseados, cuya ex-
presion searegulada por el sistema de promotores
de transcripcion del virus vaccinia. Estos se logrd
como sigue: primero se construyeron plasmidos
que contienen uno o mas promotores y sitios de
clonacién para introducir secuencias de DNA que
codifican para los antigenos exdgenos (foregin), y
un marcador de seleccién. Todos flanqueados por
secuencias del DNA que complementan secuen-
cias de DNA no esencial del virus.””

Después este plasmido se introdujo en células
de una linea susceptible a la infeccion por el virus
vaccinia, y luego estas mismas células se infecta-
ron con el virus. Enlas que, con muy baja frecuen-
cia, ocurrid una doble recombinacion entre las
secuencias que flanquean al DNA foraneo. EI
resultado fue el reemplazo preciso de las secuen-
cias del DNA viral por el promotor y el gen del
antigeno foraneo deseado.”

En esa forma se han expresado una amplia
variedad de antigenos de protozoarios, bacterias
y virus y se han logrado expresar hasta cuatro
antigenos diferentes en un solo virus
recombinante.'®

La principal desventaja del uso como vacuna
del virus vaccinia como vehiculo, es que aunque
con una frecuencia muy baja, este virus es capaz
de producir severas complicaciones neuroldgicas
y cuadros de infeccion diseminada y grangrenosa.
Sin embargo, es posible identificar y eliminar del
genoma viral, los genes responsabies de estos
efectos indeseables. También es posible incorpo-
rar en el genoma del virus genes de interleucina-
2 para incrementar la respuesta inmunologica,
contra el antigeno foraneo y contra el virus mismo.

Debidoa quelos receptores producen anticuerpos
neutralizantes contra el virus, una segunda limitacion
para este tipo de vacunas consiste en que no es
posible apiicar refuerzos, al menos a corto plazo,
porque al revacunar, el virus seria neutralizado inme-
diatamente; porio tanto, la vacuna tiene que ser muy
efectiva en una sola aplicacion para que sea util.

Ademés del virus vaccinia se han usado otros
virus recombinantes como vacunas: de DNA,
Adenovirus tipos 4y 7, no atenuados, pero adminis-
trados por via oral, para prevenir enfermedades
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respiratorias. Herpes virus, conventajas moleculares
similares a las del virus vaccinia. Los virus de RNA
utilizados son el virus atenuado de la poliomielitis y el
virus de la fiebre amarilla, el cual ofrece ventajas por
su inocuidad'®,

Vacunas bacterianas recombinantes

Una cepa de Salmonella typhi (TY21a) se eligio
paradisefiaruna bomba detiempo. Estacepaesuna
mutante deficiente en galactosa epimerasa (GalE).
No puede convertir UDPgalactosa en UDPglucosa.
Esta cepa, administrada oralmente puede colonizar
elintestino e inducir inmunidad secretoria. La bacte-
ria puede crecer por varios dias, hasta que se
acumula mas UDPglucosa de la que puede soportar.
Entonces muere y libera [os antigenos. Esta vacuna
ha demostrado ser notablemente segura y estable.
Se ha probado con buenos resultados contra la
fiebre tifoidea en Egipto y Chile.

Desventajas: no es posible saber qué gen se
modificod cuando se introducen genes de antigenos
exoégenos y se requieren 3 tomas para inducir una
inmunidad relativamente baja (67%).

Como un fuerte apoyo para incrementar las
ventajas de esta nuevas vacunas, Ja industria
farmacéutica ha conseguido la aprobacién, para
uso humano, del uso de polimeros de acido lactico
y ac. glicolico (PLA/PGA) que funcionan en el
organismo como microbombas que permiten libe-
racion controlada de los antigenos, drogas u hor-
monas. Esta liberacién puede ser continua, por
varios meses, o en pulsos, cada 4 a 8 semanas.

También se dispone de superadyuvantes que
estimulan respuestas inmunolégicas mas poten-
tes que los adyuvantes clasicos.¢y '

Practicamente todas las formas antes mencio-
nadas se han usado experimentalmente para de-
sarrollar vacunas contra parasitos de los géneros
Plasmodium, Trypanosoma, Entamoeba, Babesia
y Esquistosoma (Cuadros [l y IIl). Las investigacio-
nes sobre la vacuna contra la malaria han sido
particularmente intensas. Se estan probando a
nivel experimental disefios de vacunas clasicas,
modernas y de nueva generacion, incluyendo
modalidades muy novedosas, como el uso de
antigenos ciclizados. Estas vacunas han sido usa-
das en humanos y consisten en un antigeno
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sintético de P. falciparum que estd acoplado al
toxoide de tétanos y a un tetrapéptido llamado
(NANP)3 (Asn-Ala-Asn-Pro) y ciclizado. El péptido
lineal, aplicado en humanos iniciaba la respuesta
inmune, pero algunos individuos producian
anticuerpos dirigidos contra el péptido sintético
pero que no reconocianlos antigenos de! parasito.
En cambio, cuando este péptido se ciclizd, se
encontrd que todos los anticuerpos monoclonales
obtenidos previamente contra el antigeno ciclico,
reaccionaron contra el parasito.'

En general se ha logrado un notable avance.
Los trabajos con mayor éxito hasta ahora, a nivel
de campo, son sin duda los del grupo del doctor
Patarroyo’, en Bolivia, con hasta un 77% de
proteccién en nifios. Este grupo ha estado usando
un copolimero con epitopos de varios antigenos
de la fase hematica del P. falciparum, llamado
SPf66 (Cuadro I).

Aunque se ha avanzado con los diferentes tipos
de vacunas, disefiadas para proteger contra la
infeccion de parasitos, estas aun tendran que
mejorarse. E! principal obstaculo para alcanzar
una proteccidn satisfactoria de (a poblaciéon huma-
na y también del ganado doméstico en las zonas
endémicas, es el grado de diversidad de los
antigenos con relacion a las clonas de los parasi-
tos_70V21

De los parasitos que tienen varias fases en su
ciclo vital se han obtenido antigenos y sondas
moleculares de varios de estos estadios. Elcasomas
claro es el de los agentes causales de la malaria,
principaimente P. falciparum. De E. histolytica, en
cambio, solo se tienen conocimientos sobre la biolo-
gia celulary molecular de la fase de trofozoito, no de
los quistes, a pesar de ser ésta una parte
importantisima de su ciclo vital. Esto se debe a que
aun no se cuenta con un método adecuado para
obtener quistes en condiciones axénicas.? Conse-
cuentemente sélo se dispone de antigenos y sondas
moleculares de los trofozoftos. Nosotros disefiamos
un medio de cultivo, llamado PEHPS,% con el cual
desarrollamos métodos parala obtencionde biomasa,
en cantidades suficientes para realizar estudios con
los trofozoitos? y donde las amibas se enquistan
masivamente en condiciones axénicas, aunque por
lo pronto con una pared defectuosa o inmadura.??
Teniendo este modelo de estudio posiblemente se
encuentrelaforma de interrumpirel ciclo bioldgico del

Gac Méd Méx Vol. 131 No. 4




parasito, desarrollar nuevos métodos de diagndstico
y/o disponerde nuevas altemativas para el desarrollo
de vacunas, tomando ahora como objeto de estudio
al quiste.

Perspectivas

Desarrollo a mediano plazo de polinucledtido-
terapia de enfermades parasitarias. {(Matagens:
Masking Tape for Gene Expression). La traduc-
cion aproximada en esparniol es: Cintas para en-
mascarar la expresion génica.

Desde que se tiene memoria, elhombre ha utiiiza-
do sustancias quimicas, animales, vegetales o mine-
rales para curar enfermedades infecciosas y parasi-
tarias. En la era moderna se empezaron a usar
sustancias quimicamente puras con el mismo propé-
sito. Pero en todos los casos es un principio bien
aceptado, que un agente terapéutico sera mejor
cuanto mas efectivo sea para el agente patogeno y
menos toxico para el hombre. Los farmacélogos
modemos saben que esto se logra con drogas que
ataguen con mayor eficiencia moléculas responsa-
bles de actividades vitales de los parasitos. Un
ejemplo clasico es el de la penicilina, que bloquea la
sintesis del peptidoglicano de la pared celular de las
bacterias Gram positivas, y porlo tanto, es letal para
ellas pero practicamente inocua para el hombre,
porque las células de éste no tienen pared.” Pues
bien, a un grupo de bidlogos moleculares se les
ocurrié desarrollar unas dorgas muy novedosas a
base de oligonucieétidos.?? Uno de los cientificos
mas destacados en este campo es el doctor Paul
Ts'o, de la Escuela de Salud Publica e Higiene de la
Universidad John Hopkins. A ellos se les ocurrio la
idea de identificar proteinas de importancia vital para
virus, bacterias, protozoarios y células tumorales, de
preferencia no conservadas, o con diferencias signi-
ficativas con respecto a su contraparte enias células
humanas, y hacer sintéticamente oligonucledtidos
de unos 10 residuos con secuencia complementaria
del RNA mensajero que codifica para la sintesis de
las proteinas respectivas. Estas secuancias de RNA
complementario son conocidas como Matagens, o
Antisense (antimensajes), quimicamente son
oligonucledsidos metilfosfonatos, en los que un ato-
mo de oxigeno de cada fosfato ha sido reemplazado
por un grupo metilo, para facilitar su entrada a la
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célula, su unién con el RNA o con el DNA y conferirie
muy alta resistencia a las RNAsas. El resultado es el
blogueo altamente especifico de la sintesis de protei-
nasblancoylamuerte selectivadelagente patdgeno.”
Esta es una interesante altemativa que ya esta
dando excelentes resultados para combatir tumores
malignos, enfermedades producidas por virus y bac-
terias.®

En el caso de las enfermedades parasitarias,
quizas una de las perpectivas mas promisorias es el
desarrollode laoligonucledtidoterapia. Ain no existe
ningun ofigonucledtido como droga antiparasitaria,
pero identificando moléculas vitales para una espe-
cie determinada o una secuencia lider, que codifique
para la sintesis de un grupo grande de proteinas,
tedricamente es posible desarrollar potentes drogas
antiparasitarias.”

Desarrollo de nuevas vacunas y métodos de
diagnéstico.

En el terreno del diagnoéstico molecular y el
desarrollo de vacunas de nueva generacion, las
expectativas son a un plazo mas corto, debido a
que continuamente se estan sintetizando sondas
para el diagnéstico molecular de nuevas especies
de parasitos y se trabaja intensamente en el
disefio de nuevos antigenos copolimeros, se iden-
tifican antigenos naturales importantes para la
induccion de inmunidad protectora de parasitos,
se sigue experimentando con nuevas cepas de
virus y bacterias recombinantes como vehiculos
de polivacunas y se trabaja intensamente en las
técnicas para el diagnéstico de enfermedades
parasitarias mediante la técnica de FISH.

Conclusiones

Gracias a todos los avances biotecnoldgicos,
se dispone ya de técnicas muy confiables, rapidas
yfaciles de aplicar y de interpretar para el diagnds-
tico de enfermedades parasitarias.

Sehan desamolladovacunas potentesy confiables
contra parasitos, lo cual era practicamente imposi-

* Doctor Paul Ts'o, comunicacion personal)
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ble hace apenas 20 afios y se ha abierto el camino
para disponer a mediano plazo de drogas
antiparasitarias de baja toxicidad y alta potenciay
especificidad.
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El desarrollo de la biotechologia biomédica en
microbiologia

Alejandro Cravioto,* Roberto Cabrera-Contreras*

Hasta hace poco tiempo los métodos de laborato-
rio para el diagndstico de las enfermedades infeccio-
sas consistian en ia observacion al microscopio de
los microorganismos aparentemente asociados con
laenfermedad, el cultivo de éstos en medios especia-
les o bien la reproduccion del dafio causado por
dichos agentes bioldgicos en células susceptibles o
en animales de experimentacion.® -8 Un avance en
los métodos diagndsticos surge con laintroduccionde
lastécnicas deingenieriagenéticaen 1973, las cuales
tienen las siguientes ventajas:

a) Lasobreproduccion de proteinas especificas
mediante la clonacién de genes que codifican para
lasintesis de éstas y laintroduccién de estos genes
a una célula receptora que replica la informacion.

* Aeade

i fo, Facultad de Medicina, UNAM
** Departamento de Salud Publica, Facuitad de Medicina, UNAM
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b) El enriquecimiento de secuencias especifi-
cas de acido desoxiribonucléico (DNA).

Los productos de estas técnicas tienen particu-
lar relevancia en la practica médica actual; en
especial, la produccion de proteinas especificas
las cuales pueden ser usadas como antigenos
para inmunodiagnéstico y la introduccién de son-
das especificas de DNA las cuales permiten iden-
tificar agentes patégenos en especial de tipo viral.

Un nuevo impulso en los métodos de diagnos-
tico comienza a partir de 1975 con el desarrollo de
técnicas para anticuerpos monoclonales y laintro-
duccion de métodos inmunolégicos para la identi-
ficacion de microorganismos patégenos; éstos
ultimos se basan en la deteccion de anticuerpos




especificos contra los mismos o contra proteinas
producidas por estos germenes.* 27

El empleo de esta metodologia derivada de la
biologia molecular permitié en 1976 el establecimien-
to de la primera de muchas compariias para el
desarrolio de biotecnologia. En los quince arios
siguientes han aparecido multitud de estas empre-
sas, principalmente en Japon y en los paises del
norte de América y Europa.’ 3 5 Estas nuevas com-
pafiias de desarrollo de biotecnologia han enfocado
inicialmente sus intereses a Ia produccion de protei-
nas confines terapéuticos, y posteriormente, al desa-
rollo de pruebas de diagnéstico, asi como a la
elaboracién de vacunas.

En el campo de las enfermedades infecciosas hay
algunos microorganismos como el Treponema pallidum
o el Mycobacteriurn leprae que no han podido cuttivarse
en medios artificiales; existen otros come los virus que
requieren de pruebas inmunolégicas indirectas o de
cultivos muy prolongados para su identificacion.
Estas dificultades se han subsanado através deluso
de la biotecnologia basada en el andlisis y/o ampilifi-
cacion de los acidos nucléicos de estos
microorganismos, existiendo actualmentelas siguien-
tes técnicas de diagnostico:" 45 7.8
1) Sondas detectoras de DNA 6 RNA
2) Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
3) Extensiones de segmentos iniciadores

“Primeros”
4) Amplificacién de “sefial” con replicasa Q-beta.
5) Andlisis electroforético porinmunotransferencia.

Esta novedosa tecnologia derivada de la biolo-
gia molecular presagia la iniciacién de una era en
la que el desarrollo de técnicas basadas en el
andlisis de moléculas genéticas permitira diagnos-
ticos mas tempranos y especificos, no soélo en el
area de las enfermedades infecciosas, sino tam-
bién en el cancer, en la predisposicion genética a
ciertos padecimientos crénico-degenerativos y en
la medicina forense." 43

Pruebas para el diagnéstico de
enfermedades infecciosas.

Las pruebas para diagnostico de enfermeda-
des infecciosas basadas en el andlisis de acidos
nucléicos, son aquellas para las cuales no existen
procedimientos de diagnostico cuya sensibilidad y
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especificidad aseguren un diagnéstico certero;
entre ellas han cobrado interés pruebas para los
siguientes padecimientos: hepatitis B, sida, infec-
cianes por levaduras como Candida albicans,®
infecciones por estreptococo del grupo A, infeccio-
nes del aparato respiratorio bajo por Mycoplasma
pneumoniae'® y Legionella pneumophila,’ infec-
ciones de transmision sexual debidas a Neisseria
gonorrhoeae' y Chlamydia trachomatis," infec-
ciones del aparato urinario causadas por Escheri-
chia coli, enfermedades por micobacterias como
Mycobacterium tuberculosis, M. avium, M. intrace-
llulare y M. gordonae'“ e infecciones por aigunas
de las bacterias patogenas que infectan el tracto
gastrointestinal como Salmoneilla, Shigella, E. coli
y Campylobacter.® 1518

El analisis de acidos nucléicos se ha utilizado
también para el diagndstico de infecciones por
bacterias patégenas obtenidas de muestras de
placa dentobacteriana causantes de enfermedad
periodontal. Existen, asi mismo, sondas para de-
tectar algunos factores de virulencia bacterianos
tales como la toxina producida por Vibrio cholerae
01, las enterotoxinas, citotoxinas, factores de
adherencia y de invasividad de Escherichia coli,
plasmidos asociados con la virulencia en Yersinia
enterocolitica y con la produccién de hemolisina
por Listeria monocytogenes.'- % 1" Se han desarro-
llado también sondas para detectar genes que
codifican paralaexotoxinayla pilinade Pseudomo-
nas aeruginosa, la toxina B de Corynebacterium
diphtheriae y la nucleasa de Staphylococcus
aureus.” 8% En los casos de los factores de
virulencia de E. cofiasociada a procesos diarreicos,
el desarrollo de sondas que detectan genes que
codifican para sus enterotoxinas o sus factores de
adherencia e invasividad, han permitido determi-
narla prevalencia e incidencia de diarrea causada
por estos germenes a nivel de grandes grupos de
poblacion, al hacer comparables resultados obte-
nidos de estudios epidemiolégicos realizados en
diversas partes del mundo, en los cuales se ha
utilizado esta misma tecnologia de frontera.> ¢ 1€

A pesar de que el campo de accién de este tipo
de pruebas de diagndstico es bastante amplio, la
lista de aquellas disponibles a nivel comercial es
aln pequefia. Entre estas cabe mencionar la
desarrollada para e! diagnéstico del virus del
papiloma humano (HPV). Esta técnica se basa en
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ladeteccion de secuencias caracteristicas de RNA
ribosomal, mediante un ensayo de transferencia
de tipo “dot-blot” utilizando un marcador radiactivo.
Se han desarrollado comercialmente también son-
das para el diagnéstico de enfermedades asocia-
das con otros tipos de virus como adenovirus,
citomegalovirus y virus Herpes simplex.">*Parael
caso de ias enfermedades parasitarias se cuenta
en la actualidad con pruebas para discriminar
diferentes tipos de Leishmania o de Plasmodium
en sangre. "8

Las técnicas que utilizan sondas de DNA y RNA
son tecricamente mas sensibles y especificas que
técnicas convencionales comunmente utilizadas en
laboratorios de diagnéstico, ya que detectan los
elementos fundamentales de todos los “blancos”
biclogicos, es decir, secuencias especificas de
genes.* 58 En la realidad, sin embargo, las técnicas
de deteccion de acidos nucléicos tienen mayor sen-
sibilidad pero, en muchas ocasiones, menor
especificidad que técnicas de diagndstico mas con-
vencionales. Por otro lado, la deteccion de secuen-
cias de acidos nucleicos no es siempre sinénimo de
ia expresién fenotipica de estos genes. Una bacteria
puede conservar genes que codifiquen para una
determinada proteina, sin que esta se produzca o se
exporte fuera de la célula. Este problema se hace
mas evidente con las técnicas de amplificacion
genética que se describen a continuacion.

Entre las técnicas de amplificacion genética
destaca la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCRY), la cual consiste en separar cadenas dobles
de DNA blanco (templados) a través de ciclos
repetidos de calentamiento y enfriamiento, a las
cuales se le unen en sus extremos segmentos
especificos de DNA cortos llamados “primeros”,
los cuales acttian como sitios para otros ciclos de
amplificacion. La extension del DNA esta mediada
porunaenzima denominada polimerasa [del DNA.
Este sistema permite un crecimiento geométrico
delndmero de copias del “templado”. La aita sensi-
bilidad de esta técnica tiene el problema de reducir
su especificidad. Esta técnica no tiene caracter
cuantitativo ya que solamente determina la pre-
sencia de un blanco y no la cantidad del DNA
especifico que existe en la muestra analizada. La
enzima mas utilizada para este proceso es termo-
estable y se denomina Tag polimerasa, debido a
que proviene de una bacteria termofilica conocida
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como Termus aquaticus. El proceso automatizado
del PCR permite actualmente, por ejemplo, pro-
gramar ciclos de cambios de temperatura con
duracién de 7 minutos cada uno, desarrollandose
en una reaccién tipica de 70 ciclos cerca de dos
millones de copias del DNA inicial en un tiempo
total de 3.5 horas 34 7.8

Existen otras técnicas de amplificacién alternas
al PCR; una de éstas emplea la enzima Q-beta
replicasa. El procedimiento consiste en disefiar
una RNA heterélogo derivado del bacteriéfago
MDV-1, el cual contiene como inserto una sonda
especifica entre 30 y 40 nucledtidos de longitud.
La sonda recombinante se mezcla con la muestra
que contiene la secuencia blanco, a la cual se
pega especificamente la porcion de la sonda del
RNA recombinante. Después de eliminar el exce-
so de sonda a través de multiples lavados, la
sonda pegada se libera por calentamiento y se
amplifica por ef efecto de la enzima replicasa Q-
beta. Esta enzima amplifica de manera geomeétrica
el complejo detector del RNA del bacteriofago
MDV-1, lo cual se detecta a través de sistemas
colorimétros en el laboratorio. La reaccion se
efectlia de manera muy rapida, completandose
cada ciclo en 15 a 30 segundos. Con este sistema
se puede amplificar el complejo detector entre 100
y 1000 millones de veces, en una fase de reaccion
simple, a una temperatura determinada y a un
tiempo corto de 30 minutos; el sistema es cuantita-
tivo y detecta tanto DNA como RNA S 7.8

El obstaculo fundamental que presentan los
ensayos diagnésticos ultrasensibles como los ya
descritos, es la alta posibilidad de aparicion de
falsos positivos. Las fuentes potenciales de conta-
minacién pueden estar dadas por las mismas
moléculas de DNA o RNA producidas durante los
procedimientos de amplificacion, hasta por acidos
nucléicos presentes en las superficies del equipo
o en los individuos que realizan los ensayos.5 & 8

Recientemente, y con la finalidad de hacer
productos diagnésticos mas aceptables para los
usuarios, se han tenido que realizar modificacio-
nes a las técnicas ya descritas. Algunas de estas
modificaciones son:

a) Desarrollo de marcadores enzimaticos,
fluorescentes o guemiluminosos. En el caso parti-
cular del PCR y con objeto de evitar el uso de
isétopos radiactivos, se ha introducido un analisis




final de tipo colorimétrico usando como sistema de
deteccidon una mezcla de biotina-avidina.

b) Otra innovacién para mejorar la sensibilidad y
reducirla “sefial de ruido”, consiste en unir moléculas
de timidina [poly (dt)] a esferas magnéticas. Su
empleo se realiza a través de la unién de segmentos
complementarios de adenina[poly (da)]a“sondas de
captura”, las cuales contienen secuencias especifi-
cas para al acido nucléico “blanco”. Cuando estos
pares de bases complementarios se unen entre si, la
esferamagnética con sucomplejo“sonda-blanco” se
separa de la mezcla de manera tal que el DNA
contaminante que produce una sefial intensa de
ruido se elimina con el favado.

¢) Se han desarrollado también técnicas de mar-
caje homogéneo para ensayos cuantitativos basa-
dos enla electroquemiluniniscencia o utilizando me-
tales quelantes acoplados a sondas. El uso de estos
procedimientos trata de resolveren parte el problema
de la amplificacion de Ia sefial observada por PCR,
eliminando el paso de separacion que requiere
electroforesis.

Mercado comercial

Se estima en la actualidad que el mercado
comercial de productos para el diagnéstico de las
enfermedades infecciosas a nivel mundial es de
700 miliones de dolares anuales. Para el afio de
1992 se estimé que el mercado comercial para
productos de diagnostico basados en sondas de
DNA, fue por encima de los 125 millones de déla-
re$.1‘ 4,20

Perspectivas

Las ventajas de ia aplicacion de técnicas de
biologia molecular en microbiologia no radica sélo
en el diagnastico rapido de las enfermedades que
producen algunos gérmenes, particularmente los
virus, sino que permite también un mejor manejo
quimioterapéutico de algunas enfermedades, a
través del desarrollo y uso de productos nuevos
antivirales y de otros agentes biologicos como el
interferén aifa.’ 6720

Como perspectiva, y posiblemente como uno
de los aspectos mas relevantes para el futuro de
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la biotecnologia, se puede mencionar el desarrolilo
de ensayos de diagndstico multiples. Mediante
estas pruebas se pretende identificar de manera
simultanea, la presencia de varios agentes pato-
genos; en la misma prueba seria posible obtener
un perfil de fos factores de resistencia a los antimi-
crobianos, con el fin de enfocar tratamientos
quimioterapéuticos en una forma mas racional.
Este tipo de pruebas seran también de gran utilidad
para el diagnostico de enfermedades hereditarias,
las cuales requieren de muchos estudios para deter-
minar con precision un defecto genético. &7

Comentarios

A pesar de lo limitado de los recursos, actual-
mente en México se cuenta con instituciones que
desarrollan investigacion cientifica en biotecnologia
de excelente y reconocida calidad. Desafortuna-
damente esta investigacion es dispersa y se ma-
nifiesta con cierto caracter individual sin acciones
grupales coordinadas. Urge, pues, que se estimu-
len ennuestro pais acciones que permitan reforzar
las relaciones cientificas intra e interinstitucionales,
asi como la promocion de una mayor vinculacion
entre los centros de investigacién y la industria
privada, a fin de desarrollar pruebas de diagnosti-
co y otros productos biolégicos basados en la
tecnologia del DNA recombinante o en el analisis
de &cidos nucléicos; de esta manera sera factible
ayudar al controi de padecimientos que afectanen
forma importante Ia salud de nuestra poblacion.
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El desarrollo de la biotecnologia en la genética

Alessandra Carnevale*

En las Ultimas décadas, la genética humana ha
logrado pleno reconocimiento como la disciplina
que estudia la variabilidad humana y la herencia,
y ala vez el enorme desarrollo de la biotecnologia
le esta permitiendo profundizar en el conocimiento
de muchas enfermedades que afectan al ser hu-
mano, y visualizar a corto plazo las estrategias
novedosas para su tratamientoy prevencion. Enla
actualidad, es posible localizar los genes en los
cromosomas, aislar el ADN de un gen, clonarlo,
identificar toda su secuencia de bases y conocer
la estructura y la funcion de su producto protéico.
Este nuevo enfoque de la genética humana esta
aportando conocimientos invaluables acercade la
funcion normal de los genes, los tipos de mutacion
que pueden sufrir, la consecuente anormalidad del

producto génico, y porlotanto, la fisiopatologia de las
enfermedades hereditarias.

Se abren nuevos caminos para el tratamiento y
la prevencion de las enfermedades hereditarias y
hanacidolo que se podriallamarla nueva genética
que combina los conocimientos de la genética
clasica con las técnicas de biologia molecular.

Seriaimposible en este breve espacio, analizar
el extraordinario desarrollo que ha alcanzado la
biotecnologia en la genética humana y sus impli-
caciones en el diagnoéstico, tratamiento y preven-
cion de los trastornos hereditarios. Unicamente
me referire a algunos ejemplos de como el desa-
rrollo de la biotecnologia esta aclarando o cam-
biando algunos conceptos clasicos de la genética
humana.

* Jefe de la Divisién de Investigacién Médica. Instituto Nacional de Pediatria.
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Impronta genémica

El principio de la equivalencia en las cruzas
reciprocas, propuesto por Gregor Mendel, segun el
cual los genes se comportan en la misma forma sin
importar de cual progenitor provienen, ha sido un
dogma de la genética durante més de un siglo.
Recientemente se hadescubierto que algunos genes
no obedecen a este principio, sino a un fendmemo
denominado “impronta gendmica”, que se puede
definir como el mecanismo por el cual la actividad de
los genes homdiogos en un individuo, difiere, depen-
diendo del sexo del progenitor que los transmite.’ Se
trata de un proceso gue marca algunos genes espe-
cificosde maneradiferente durante lagametogénesis
del macho o de la hembra. Esta impronta gendmica
explica el por qué algunas mutaciones funcionan de
diferente manera cuando se heredan del padre que
cuando se heredan de la madre.2

El procesoque conduce a laimpronta gendmica
es muy complejo, y comprende una interaccién de
diversos sucesos en genes y segmentos cromo-
soémicos especificos, que incluyen metilacion del
ADN, compactacion de la cromatina y replicacion
del ADN.3

A pesarde que la mayoria de ios estudios sobre
la impronta genémica se han realizado en mami-
feros inferiores, diversos datos han sugerido que
este mecanismo operatambién enel humano,yen
la actualidad se evalla la expresion de genes
especificos que causan enfermedad en el huma-
no, con relacion al sexo del progenitor que trans-
mite el gen.?

En particular, el fenomeno de la impronta
gendmica se ha implicado en la etiologia de dos
sindromesraros: el sindrome de Prader-Willi (SPW)
y el sindrome de Angelman (SA).* El SPW se
caracteriza por hipotonia neonatal, hiperfagia con
obesidad grave, talla baja, hipogonadismo, manos
y pies cortos y retraso mental leve a moderado. E!
SA es completamente diferente y se caracteriza
por ataxia, convulsiones, hiperactividad, retraso
mental profundo, conrisa paroxistica, microcefalia
y algunas dismorfias.®

En ambos sindromes se habian observado alte-
raciones en la misma regién q11-13 del cromosoma
15 y no se habia podido aclarar la razon por la cual
lamisma alteracién cromosomicaprodujera fenotipos
tan diferentes. En la mayoria de los pacientes con

estos sindromes, se encuentran deleciones de
dicha regién cromasdmica,; sin embargo, median-
te las técnicas moleculares, se ha demostrado que
las deleciones son exclusivamente paternas en el
SPW y exclusivamente maternas en el SA. En
consecuencia, en los pacientes con SPW, lainfor-
macion genética presente es sélo maternay en el
SA lainformacién genética presente es sélo pater-
na. Los estudios moleculares mas recientes han
revelado que el o los genes del SPW estan activos
solo en el cromosoma 15 heredado del padre y se
encuentran metilados, y por o tanto inactivos en el
cromosoma 15 materno. Asimismo el gen o los
genes del SA estan activos en el cromosoma
maternoy metilados en el paterno.® Esta metilacion
diferencial de la regién 15q11-13 cuando el
cromosoma es heredado por uno o el otro proge-
nitor, es un claro ejemplo de impronta genémicaen
el serhumano y proporciona una explicacién sobre
el mecanismo genético involucrado en Ia etiologia
de estos dos sindromes. En la actualidad, los
genes responsables de estos padecimientos, los
mecanismos que inducen la metilacién de los
mismos y los procesos que los regulan, son objeto
de investigaciones mediante las técnicas de la
biotecnologia.

Mutaciones dinamicas o amplificacidon de
tripletas repetidas

Hace menos de 4 arios, la caracterizacién de la
mutacién que produce el sindrome de X-fragil,
revelé un nuevo elemento genético y un nuevo
mecanismo de mutacion.” El elemento genético es
una secuencia inestable de ADN producida por la
amplificacién de una tripleta, que en forma natural
es repetida y polimorfica, p(CCG)n. El mecanismo
de la mutacion, que se ha denominado mutacion
dinamica, implica el cambio en el numero de
copias delatripleta que serelaciona conel nimero
de copias presentes en un momento dado. Este
proceso por el cual un cambio inicial en la secuen-
cia def ADN produce inestabilidad y predispone a
nuevos cambios en la secuencia de ADN, eviden-
temente contrasta con el concepto de las mutacio-
nes clasicas o estaticas en las cuales el producto
de una mutacion tiene pocas probabilidades de
sufrir nuevos cambios.®
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El sindrome de X-fragil es la forma mas comun
de retraso mental familiar y afecta aproximada-
mente 1 en 1250 varones.® La enfermedad se
asocia con la expresion de un sitio fragil sensible
afolatos en la banda g27 del cromosoma X, por lo
cual el andlisis cromosémico permitid, durante
afos, diagnosticar a los pacientes e identificar a
jas mujeres portadoras de la mutacion con relativa
precision. La forma de herencia de este padeci-
miento habia mostrado ciertas particularidades
como: la no penetrancia en algunos sujetos mas-
culinos, quienes a pesar de transmitir la mutacion
a sus hijas, no tenian retraso mental ni el fenéme-
no de anticipacién en las generaciones sucesi-
vas."?

La inestabilidad progresiva en el nimero de las
repeticiones de la tripleta CCG durante la transmi-
sion de una generacion a otra y que cuimina en la
falla en la expresién del gen, explica dichas pecu-
liaridades en el sindrome de X-fragil. Como conse-
cuencia de esta inestabilidad, los miembros de
una misma familia pueden tener nimeros diferen-
tes de tripletas.

El cromosoma X normal contiene entre 6 y 50
repeticiones de la tripleta. La mutacién aparece
como un pequero incremento en el numero de
tripletas entre 50 y 200 (premutacién), y no se
asocia con un fenotipo anormal, pero predispone
a las mujeres portadoras a procrear hijos afecta-
dos. La mutacién completa se caracteriza por un
incremento considerable en el nimero de repeti-
ciones entre 200 y 3000, y se acompafia de las
manifestaciones clinicas del sindrome. Por otra
parte, se ha demostrado que el numero de repeti-
ciones aumenta cuando se transmite por la mujer
y se modifica muy poco cuando se transmite por el
varén.'

Enla actualidad, se conocen porio menos otras
cuatro enfermedades genéticas debidas a la am-
plificacién de tripletas repetidas (Cuadro 1), y las
propiedades de este nuevo tipo de mutacién ha
permitido explicar la penetrancia incompleta, la
expresion variable y la anticipacion que se habian
observado en estos padecimientos hereditarios.
En particular, la anticipacion se refiere aque enlas
generaciones sucesivas, la edad de inicio de la
enfermedad es mas temprana y el cuadro clinico
mas grave. El fenémeno de la anticipacién se
habia observado en diversas enfermedades here-
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ditarias; sin embargo, se pensaba que era un
artefacto debido a un sesgo en los estudios fami-
liares. Ahora, el hallazgo de estas mutaciones
dinamicas ha permitido reconocer un mecanismo
genético que explica el fenémeno de la anticipa-
cion tanto en la distrofia miotonica como en la
enfermedad de Hungtinton y en el sindrome de X-
fragil.”? Ademas, en estas tres enfermedades, e!
sexo del progenitor se relaciona con el incremento
en el nimero de repeticiones de la tripleta involu-
crada en el padecimiento y la transmisién de las
formas mas graves. En el caso de la distrofia
mioténica, la aparicion de la forma congénita se
observa cuando la transmision es por mediode las
mujeres, y en la enfermedad de Huntington la
transmision paterna produce la apariciéon de las
manifestaciones clinicas a una edad significativa-
mente mas temprana.?

Cuadro . Enfermedades debidas a la amplificacion
de tripletas repetidas

Enfermedad Herencia Transmi- Tripleta N° Neen
sién repetida normal enfermos
tipo grave

X-Aréagil D.lig-X  matema CCG 1050 52-200

anticipacion{mutacion (premutacion)
y penetranciacompleta) 200-3000
reducida (completa)

Atrofia R ligX 72 AGC 11-31 40862

muscular  Gravedad

espinobulbar variable

Distrofia AD. matema AGC 535 5080

mioténica  anticipacién

Enfermedad A.D. patema AGC 934 50-100

de anticipa-  inicio

Huntington cién temprano

Ataxia espino AD. paterna AGC 25-36

4381 ‘

cerebelosa  anticipacion {posible)

Tipo 1

FRAXE Lig- X ? CCG 625 25200

retraso {premutacion)

mental leve >200
{completa)

D. lig-X = Dominante ligada al X
R. Lig-X = Recesivo ligada al X

A.D. = Autosémica dominanate
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Heterogeneidad genética

El concepto clasico de heterogeneidad genetica
se refiere a la situacién en [a cual dos o mas genes
diferentes, producen fenotipos similares y la
expresividad variable a la situacion en la cual un
mismo genotipo variaensuexpresion fenotipica. Asi,
por ejemplo, en la osteogénesis imperfecta que se
caracterizaporfragilidad ¢sea, bajatalla, escleréticas
azules, dentinogénesis imperfecta e hipoacusia, se
habia reconocido heterogeneidad clinica y genética
por la variabilidad en la gravedad del cuadro clinico,
y porque algunas formas eran dominantes y otras
recesivas. Los estudios moleculares en ésfa y en
otras enfermedades hereditarias, han permitido no
solamente reconocer que hay heterogeneidad
genética en el sentido de que existen mutaciones en
diversos genes capaces de producir fenotipos simi-
lares, sino que ademas, puede haber heterogeneidad
alélica.”® La heterogeneidad alélica implica gue dife-
rentes mutaciones en el mismo /ocus (gen) pueden
ser responsables de la variabilidad clinica que se
observa en la misma enfermedad. Como ejemplo se
puede mencionar lafibrosis quistica, que es la enfer-
medad autosomica recesiva mas frecuente en la
poblacion caucasica. En 1989, mediante estudios
moleculares, se localizé y se caracterizo el gen que
causa esta enfermedad en el cromosoma 7." Al
conocer la secuencia del gen se pudo identificar la
estructura de la proteina codificada porel geny sele
denomind proteina reguladora de la conductancia
transmembranal (CFRT). Los estudios mas recien-
tes han demostrado que la proteina CFRT se en-
cuentra en la membrana de las células, y tiene
funcion de canal de cloro. Su ausencia o su estruc-
tura anormal altera el transporte del cloro a través de
las membranas epiteliales. Este defecto es lacausa
de los transtornos pulmonares, pancreaticos, intes-
tinales y cuténeos de los pacientes con fibrosis
quistica.™ E! estudio de miles de pacientes con
fiorosis quistica en diferentes paises ha permitido
reconocer mas de 200 diferentes mutaciones en el
gen, cuya frecuencia varia segun las poblaciones. '
La correlacion genotipo-fenotipo en los pacientes
condiferentes mutaciones, hademostrado que algu-
nas producen un fenotipo mas grave que otras.”- 18
En la actualidad se reconoce que en este padeci-
miento al igual que en otros, la heterogeneidad
alélica explica la variabilidad en las manifestaciones
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clinicas, yaque los pacientes pueden serhomocigotos
para unamisma mutacion o heterocigotos compues-
tos y presentar diferentes mutaciones en ambos
alelos.

Disomia uniparental

Con base en los estudios citogenéticos de
abortos espontaneos que mostraban una elevada
frecuencia de aneuploidias, en 1980 Engel propu-
SO Un nuevo concepto, el de la disomia uniparental
para explicar algunas anomalias congénitas.’® La
propuesta se refiere a que el cigoto diploide,
cromosdmicamente normal, en ocasiones puede
ser el producto de la fusién de dos gametos
anormales, uno con los dos miembros de un par
cromosomico y el otro con cero miembros. Esta
situacion hipotética produce un cigoto y en conse-
cuencia un individuo, en el cual ambos miembros
de un par de cromosomas homoélogos provienen
del mismo progenitor. Este mecanismofavorece la
homocigocidad para genes recesivos responsa-
bles de una enfermedad autosémica recesiva.

La biotecnologia y los estudios moleculares en
pacientes con enfermedades genéticas, han de-
mostrado que, en efecto, este mecanismo ocurre
en el humano y puede ser el responsable de las
enfermedades recesivas y de otras anormalida-
des genéticas. La primera evidencia la proporcio-
né el estudio de un paciente con fibrosis quistica
y talla baja, en el que los estudios molecuiares
mostraban que habia heredado dos copias idénti-
cas de marcadores genéticos maternos para el
cromosoma 7.%°

Méas tarde, se describié un paciente con deficien-
ciacompleta del cuarto componente del complemen-
to humano (C4) y disomia uniparental para el
cromosoma 6 paterno.?! Enla actualidad, esta anor-
malidad en la segregaciéon cromosémica se ha de-
mostrado también en algunos pacientes con los
sindromes de Prader-Willi y Angelman y en algunos
casos de rearreglos cromosomicos.?2 2

Los posibles mecanismos de produccion son: a)
la fertilizacién de un gameto nulisdbmico para un
cromosoma por un gaméto disémico para el mismo
par cromosémico; b) la pérdida de un cromosoma
supernumerario en una célula con aneuploidia; ¢) la
pérdida de un cromosoma seguida por la duplicacién
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del cromosoma homdlogo en una célula somatica.
Una vez mas, la biotecnologia revela los nuevos

mecanismos que explican los cambios genéticos

responsables de trastornos en el ser humano.

Mosaicismo somatico

Se entiende por mosaicismo somatico, la pre-
sencia en el mismo sujeto de lineas celulares con
constitucion genética diferente, y porlo general, se
debe a un suceso mutacional postcigético. De
hecho, los mosaicismos se han reconocido desde
hace afios en sindromes cromosomicos como la
trisomia 21, la monosomia X o sindrome de Turner
y el sindrome de Klinefelter entre otros.? Ademas,
el analisis cromosémico de las células de diferen-
tes zonas del organismo, indica que algunos datos
clinicos como los cambios de la pigmentacion en
forma de manchas, o bien los crecimientos anor-
males de algunas zonas corporales pueden de-
berse a mosaicismo cromosémico somatico.?®

En el pasado, sdlo se podian reconocer los
mosaicismos cromosomicos, pero con el adveni-
miento de las técnicas de biologia molecular, se
pueden ahora identificar los mosaicismos produci-
dos por mutaciones génicas y conocer mejor el
papel que juegan en la patologia humana. Asi, se
ha propuesto gue, en algunas ocasiones, las ma-
nifestaciones leves en un individuo con una enfer-
medad genética por mutacion de novo, se deban
a un mosaicismo somatico de la mutacién génica.
Esto significa que no todas las células del sujeto
presentan la mutacion, y por lo tanto, el cuadro
clinico es menos grave que el habitual en esa
enfermedad. Para poder corroborar el mosaicismo,
es necesario identificar la mutacién génica por
medio de las técnicas de biologia molecular y
demostrar en el individuo la presencia de las dos
poblaciones celulares, una con la mutacion y la
ofra normal.’®

Por ofra parte, si la mutacién ocurre en las
células germinales de una persona fenotipicamente
normal, es posible que un padecimiento conocido
como dominante, recurra en mas de un hermano a
pesar de que ambos padres sean normales.

Enconclusion, el fenémeno delmosaicismo soma-
tico seguramente afecta a todos los organismos mul-
ticelulares, aunque se desconoce su frecuencia.
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Cuando se expresa en las células somaticas,
puede ser causa de neoplasias, de los procesos
del envejecimiento y de las variaciones en la
expresion fenotipica de diversos padecimientos
genéticos. Cuando ocurreenlaslineas germinales,
puede producir agregacion familiar y explicar la
recurrencia familiar de mutaciones raras.

Es asi como ia nueva genética, con los recursos
que aporta la biotecnologfa, ofrece la posibilidad de
comprenderla patologia molecularde un gran nime-
ro de enfermedades genéticas que afectan al huma-
no, las herramientas para descubrirnuevos mecanis-
mos genéticos que las producen y aclarar fenoéme-
nos que durante muchosafios han sido inexplicables
para los genetistas.

Estamos asornandonos auna de las mas excitan-
tes etapas de la biologia y de la medicina.
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El impacto de la biotecnologia en inmunologia

Alberto Palacios-Boix*

En un proceso acelerado que despunté con el
principio de inmunizacién descubierto por Jenner, la
inmunologia se ha visto permeada y renovada con-
tinuamente por los avances tecnoidgicos. No es
gratuito decir que es una especialidad que ha crecido
y se ha diversificado a la par con el desarrollo biotec-
nologico de este siglo. Los inmunologos empleamos
una variedad de técnicas que parten del andlisis
bioguimico, lafragmentacién protéica, laestimulacién
celular, la verificacion de reacciones entre compues-
tos glucoprotéicos y su afinidad, hasta el empleo de
técnicas genéticas para identificar y secuenciar mo-

“No es facil transmitir -a menos que uno lo haya vivido-,
ese sentimiento de iluminacién sibita que inunda la mente
cuando la idea correcta cae por fin en su lugar”

Francis Crick (1916 - )

léculas operativas en procesos inmunes. Pocas es-
pecialidades médicas emplean tal arsenal de recur-
s0s técnicos para dar respuesta a las interrogantes
clinico-patolégicas que enfrentan.

Tipicamente, la inmunologia ha desarrollado sus
propiosescenarios técnicos, a partirdel reconocimien-
todelasinteracciones de especificidad antigeno-anti-
cuerpo. Los experimentos seminales de Landsteiner y
Ehlrich, que pemmitieron la identificacion de sustancias
serologicas, que transferidas de un individuo aotro, con-
ferian proteccion, obligaron desde los albores del siglo
XX a disefiar los recursos para aislarlas y purificarias.

. Instituto N / de la Nt Salvador Zubirdn.

* Investigador y médico titular. Dep: de yf
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A partir de la observacién seminal de que las
moléculas de anticuerpo son considerablemnte
mayores que los antigenos, y por o tanto no
difunden en membranas semipermeables (Figura
1), se fincaron las bases experimentales para el
diagnéstico inmunoloégico. Los primeros métodos
utilizaban mallas de gelatina o polimeros aplica-
dos a superficies lisas de vidrio, que podian ser
tefiidos para identificar bandas o curvas de con-
tacto protéico, y que traducian la existencia de una
reaccion antigeno-anticuerpo (lo que se conoce
adn hoy como inmunodifusion simple o técnica de
Ouchterlony). Con el descubrimiento aportado por
la quimica organica de que las proteinas migran al
aplicarseles una carga eléctrica, se mejoraron los
procedimientos de deteccidn in vitro de reacciones
las antigeno-anticuerpo. Gradualmente, se recu-
rrid a técnicas cuantitativas para correlacionar la
magnitud de estas reacciones con estados clini-
cos definidos. La ciencia salia de la probeta para
acomodarse en el lecho del enfermo.

Selogro laidentificacién de las proteinas circulan-
tes y su determinacién relativa en suero conla ayuda
innovadora dela electroforesis (Figura 2). Lafraccion
gamma fue separada para reconocer los componen-
tes involucrados en la reaccion antigénica. Paralela-

mente, se desarrollaban polimeros y haptenos sim-
ples, con el fin de establecer los reguerimientos
minimos de las reacciones de anticuerpos. Se em-
plearon enzimas para aislar sus componentes acti-
vos y sus fracciones cristalizables. Asi mismo se
aprovechd la cristalografia naciente y [as técnicas de
precipitacion para purificarlos en mayores cantida-
des y mostrar hasta qué punto la elasticidad de la
estructura terciaria de las proteinas contribuia a la
afinidad y a la avidez de los anticuerpos por sus
respectivos antigenos. Nacian asi los conceptos de
especificidad y variabilidad. Con ellos, la ingente
necesidad de secuenciarlos anticuerpos para deter-
minarenqué sitios radica estaflexibilidad del sistema
inmune.

Hacia finales del siglo XIX, el zéologo ruso llya
Metchnikoff, encontré que las células tales como
amibas y leucocitos comparten una funcién peculiar,
que consiste en rodear particulas y engullirlas, un
proceso que denomind fagocitosis. Metchnikoff an-
ticipd que este mecanismo contribuye cardinaimente
al control de las infecciones mediadas por el sistema
inmune celular. De esta observacion derivaron nu-
merosos estudios para demostrar la participacion de
polimorfonucleares y macréfagos en fenémenos de
reconocimiento y erradicacién de bacterias y paréasi-
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Figura 1. Reaccién antigeno anticuerpo por didlisis de equilibrio. En ausencia de anticuerpo, el antigeno se difunde uniformemente en la
soltucion. Al introducir el suero (o el antisuerpo) en la bolsa de didlisis, se establece un equilibrio que da cuenta de la afinidad de la reaccion.
Esta técnica elemental aun en uso, se ha refinido con recursos biotecnolégicos.
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tos. Se indagaron asi los mecanismos de quimio-
taxis y quimiocinesis, y se implementaron técnicas
de laboratorio para analizar la movilidad y afinidad
de los leucocitos por sus blancos antigénicos.

Sin embargo, el descubrimiento de las toxinas
diftérica y tetanica por Kitasato y von Behring en
1890, releg6 a la teoria fagocitica del primer plano
entre los mecanismos de defensa inmune. Ei
desarrollo de recursos para identificar la naturale-
za de la respuesta celular, tendria que esperar
otras cuatro décadas para recobrar suimpetu. No
obstante este desfase, la disciplina de la inmuno-
logia consolidd su lugar entre (as ciencias médicas
con la fundacion de las revistas Zeitschrift fir
Immunitétforschung (1908) y American Joumal of
Immunology (1916), que se sumaron a la recono-
cida publicacién del Instituto Pasteur.

La primera mitad de nuestro siglo se dedicé en
buena medida a desentrafiar las propiedades de
diversos antigenos para serodiagnoéstico, a per-
feccionar los mecanismos de transferencia pasiva
y de inmunizacién activa, y a dirimir la naturaleza
de las reacciones anafilacticas con base en el
conocimiento de la hipersensibilidad inmediata y
tardia. En Dinamarca, Arrhenius acufé el término
“inmunoquimica” en 1904, para reflejar la confra-
ternidad que se habia forjado entre estos dos
campos cientificos, impulsados a converger por el
empleo creciente de empleo de técnicas electro-
magnéticas en la investigacion.

Una contribucién determinante surgié de los
trabajos de F. Obermeyery E. P. Pick, quienes en
1906 mostraron que los antigenos protéicos modi-
ficados quimicamente alteran su especificidad
inmunolégica. Pick refiné la observacion a través
de incontables experimentos de inmunoquimica,
hasta designar alas estructuras modificadas como
haptenos. Estos grupos sintéticos minimos, sim-
plificados, sirvieron paradojicamente para asentar
todo el edificio conceptual de la inmunologia en la
primera mitad del siglo. A ellos, sus acarreadores
y los recursos para demostrar su actividad, debe-
mos las reacciones de inmunoprecipitacion, las
sustancias adyuvantes, la busqueda de especies
inmunotolerantes, el aislamiento yla fragmentacion
bioquimica en inmunodiagndstico, y, al menos en
parte, la serotificacion que abrid paso a la investi-
gacion genuinamente cientifica en el campo de los
fransplantes.
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Al finalizar la Segunda Guerra Mundial, la dis-
ponibilidad de recursos bélicos se transfirio al
desarrollo cientifico. Una renovada motivacion
permeaba a las sociedades industriales, y se
destinaron recursos sin precedentes para el desa-
rrollo de laboratorios equipados con precoces
analizadores, microscopios de contraste de fases
y de fluorescencia, incubadoras, etc. El escenario
estaba planteado para una revolucion conceptual
y tecnolégica en inmunobiologia.

Los que tomaron la antorcha de relevo fueron
Peter Medawar y Macfarlane Burnet como sus
contribuciones legendarias en transplantes de te-
jidos y la teoria celular de la respuesta inmune.
Esto trajo consigo una avalancha de ideas sobre
elorigen delos anticuerpos, la anatomiay fisiologia
delsistemainmune, las reacciones de citotoxicidad,
los mecanismos de rechazo de injerto y, con la
estrategia lanzada al futuro, la manera de contro-
lar la intensidad de las respuestas efectoras para
inmunoterapia. Fue por tanto imperativo renovar
los microscopios, disefiar aparatos de electrodiag-
néstico mas sofisticados y pensar ya en técnicas
de aislamiento celular para investigacion y trata-
miento.

A partir de estos avances, se pudo establecer
que las células del sistema inmune se concentran
en organos (que denominamos linfoides), 6ptimos
para el crecimiento y diferenciacién inducidos por
antigenos. Los linfocitos migran y se intercambian
entre la circulacidn y los tejidos, asi como fos sitios
donde se asientan los antigenos para que se den
las respuestas efectoras. Esta interaccion bidirec-
cional permite que los mecanismos de defensa se
multipliqguen y se procure la especificidad y la
memoria, como caracteristicas bioldgicas selecti-
vas de larespuesta inmune. El refinamiento alcan-
zado permitio cuantificar y discriminar las células
responsables de tales fendmenos y disefar culti-
vos para mantenerlas en crecimiento, analizar sus
interacciones e inmortalizarlas. Quedaba por defi-
nir gué moléculas de superficie son responsables
de esta comunicacion ceiular.

Entretanto, la inmunoquimica se perfecciona-
ba. Ei empleo de corrientes eléctricas para agilizar
la reactividad antigeno-anticuerpo derivé en un
recurso mas especifico denominado inmunoelec-
troforesis y que se elaboré mas adelante hasta
conseguir procedimientos mas avanzados que
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incluyen la reactividad mediante deteccion
enzimatica (ELISA), el radioimmunoanalisis o la
inmunoelectrotransferencia (una estrategia cada
vez mas usada por su especificidad, que enel caso
de proteinas condujo ala técnica llamada Western
blot (Figura 3). Los procesos mencionados supe-
ran con mucho a las técnicas cualitativas usadas
rutinariamente en laboratorios clinicos (pruebas
de latex o hemaglutinacion). Estas técnicas permi-
ten identificar cantidades que oscilan entre 20mg/
mL y 2 mg/mL del anticuerpo de interés.

A medida que se aumenta la sensibilidad, em-
pleando por ejemplo particulas marcadas, se pue-
den identificar cantidades de anticuerpo cercanas
a 1 mg/mL.

La necesidad de emplear métodos mas esta-
bles y objetivos en la deteccion de reacciones
inmunes, did paso al empleo de técnicas tales
como la inmunofluorescencia y ensayos enzima-
ticos. Algunas de estas técnicas requieren de
tiempo y destreza, pero han sido simplificadas con
la mercantilizacion de equipos y estuches cada
vez mas especificos. Mas aun, la difusion de la
inmunofluorescencia trajo consigo unade las con-
tribuciones mas importantes en la moderniza-
cion biotecnologica de la inmunologia: el
citofluorégrafo, que se comenta mas abajo. Entre-
tanto, las técnicas de cultivos de linfocitos se
nutrieron de la deteccion de tumores productores
de anticuerpos y el asilamiento de mielomas,
virtualmente aplicando la inmortalizacién celular al
estudio de las interacciones antigeno-anticuerpo.
Se intentd repetidamente aislar anticuerpos ho-
mogéneos o derivados de una sola célula para
analizar suespecificidad. En 1975, Kohlery Milstein
desarrollaron la técnica de fusion somatica toman-
do una célula de mieloma y un linfocito B modifi-
cando su capacidad replicativa. Con esta técnica,
se logré un salto cualitativo en la sintesis de
anticuerpos monoclonales y su eventual utiliza-
cion en estrategias de reconocimiento molecular.
Se adelantd la immunoidentificacion fenotipica de
marcadores celulares, el reconocimientode antigenos
tumoralesy el analisis funcional de las estructuras de
la superficie celular y sus capacidades de transmi-
sién de mensajes citoplasmatcios y nucleares.

El descubrimiento del mecanismo de accion
genética provey6 un gran incentivo para el desa-
rrollo de métodos de aislamiento de genes y sus
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productos. Se buscaba al mismo tiempo determi-
nar su estructura y entender como estan regula-
dos. Los avances tempranos surgieron del cono-
cimiento de que algunas bacterias producen
enzimas que cortan el DNA en sitios especificos.
La purificaciéon de estas enzimas de restriccion,
apareado conlademostracion de quela estructura
helicoidal el DNA se desnaturaliza bajo tratamien-
to con calor o alcalinizantes, permitié la concep-
cion de las técnicas de hibridacion, tan empleadas
en la actualidad. La era del DNA recombinante se
inicid hacia 1970, cuando se demostré que se
podian insertar secuencias cortas de DNA animal
ohumano enestructuras definidas conocidas como
plésmidos, que utilizan las bacterias para su
replicacion y para transmitir informacion genética.

Este extraordinario avance biotecnologico ayu-
do a estudiar no sélo productos bacterianos sino
numerosas proteinas celulares que no habrian
podido aislarse de otro modo. Hoy dia es posible
transferir genes a células en cultivo o aun en
huevos fertilizados para inducirlos a generar sus
productos moleculares en ambientes distintos y
estudiar sus funciones en forma aislada.

La inmunologia aproveché estos adelantos
desde su nacimiento y en 1983, se pudo estable-
cerlanaturaleza molecular el receptor de linfocitos
Ty con ello abrir toda una era en la secuenciacion
de estructuras de superficie encargadas de reac-
ciones inmunes: correceptores, integrinas, molé-
culas de adhesion, activadores y transductores de
sefales, etc. Laversatilidad de estas moléculas se
ha hecho evidente con la instrumentacion del
citofluorégrafo, instrumento que combinalos avan-
cesde lacristalografia, lacomputacion y la fluores-
cencia con la aplicacion de rayos laser. Actual-
mente, el citofluorografo es un aparato de uso
obligado en numerosos laboratorios, capaz de
aislar e identificar célula por célula una vez que su
superficie ha sido tefiida con anticuerpos monoclo-
nales (Figura 4). El procedimiento implica que
cada célula que pasa a través de un filtro lineal
computarizado, es enfocada por un rayo laser que
la reconoce, y de ser necesario, la desvia a un
compartimento para su separacion (una adapta-
cion mas contemporanea llamada “cell-sorter)). El
citofluorégrafo ha revolucionado la identificacion y
manipulacion de células linfoides y hematopoyé-
ticas; ha incrementado logaritimicamente nuestra

Gac Méd Méx Vol. 131 No. 4




Nitrocelulosa marcada

(>-0) Anticuerpo
(#) Antigeno

Mezcla de b

electroforética

Capilaridad T

Catodo

antigenos \
proteicos I_l U u
ELEC
POL]
Migraci6n

Anodo

TROFORESIS CON
ACRILAMIDA-SDS

Fuente
de poder

@ &

/ Membrana

o)

Papel filtro

Gel con proteinas
ya separadas

|
221 a i) —
B /f = . A ]
14 I\
INMUNOTRANSFERENCIA

(Western blot)

|

REACCION ANTIGENO
-ANTICUERPO FIJADA

UK

N4
RO

et 4

TR

AUTORRADIOGRAF|A

| Papel filtro remojado
— Buffer

Placa de rayos X

|

Figura 3. Inmunoelectrotransferencia. Mediante una elaborada instrumentacién, se pueden recoger las interacciones antigeno-anticuerpo en
proporciones y pesos moleculares conocidos. La técnica también ha sido empleada para purificar antigenos especificos.

Gac Méd Méx Vol. 131 No. 4

447




SALIDA

del citofluorometro

Defleccidn de
células marcadas
ad hoc mediante

carga eléctrica

Rt -

v
5

l Fluorescencia

F
Mezcla de linfocitos
marcados con anticuerpo

1W>0) 2(>@)

Detector y analizador
de doble longitud de onda

—J) \

Aplicacion de cargas
sobre placas metalicas

Pantalla del osciloscopio

N

| PEpISUBIL] ——»

Fluor 1 Dobles
positive positivas

Dobles Fluor 2
negativos positivo

Intensidad 2 —» J

Figura 4. Separacitn y analisis celular por citoflucrografia. Se muestra en la grafica la separacién de dos poblaciones celulares basadas en su
marcaje fluorescente de membrana. En la pantalla del osciloscopio pueden reconocerse de acuerdo a su positividad o a su tamafio.

448

Gac Méd Méx Vol. 131 No. 4




capacidad para reconocer sus funciones e interac-
ciones moleculares, y ha simplificado con mucho
nuestras técnicas de separacion y de cultivo celular.
Losinstrumentos actuales son capacesdeidentificar
tamario, funcién y niimero de células de una mues-
tra, al tiempo que pueden reconocer la cantidad,
intensidad de sefial y localizacion de 3 0 4 marcado-
res moleculares simuitaneamente. Conello, la capa-
cidad de analisis de los inmundlogos, patélogos,
hematologos e infectdlogos se ha multiplicado con
una rapidez asombrosa en dos décadas.

Otro avance reciente ha sido la incarporacion de
técnicas radioactivas mas versatiles en el reconoci-
miento de respuestas inmunes, para ser medidas
tanto en suero como en células aisladas de sangre
periférica o cavidades anatomicas, e incluso del
tejido mismo. En un inicio, el radioinmuno-ensayc
permitié cuantificar proporciones infimas de
anticuerpos en la circulacion (por ejemplo, IgE en
reacciones alérgicas) y reconocer la presencia de
diversos antigenos en enfermedades autoinmunes.
Al aplicar estas técnicas de marcaje en respuestas
celulares, se identificaron fenémenos linfoprolifera-
tivos en cultivo o en tejidos extraidos de pacientes
condiversas patologias neoplasicas o autoinmunes.
Mas aun, los procedimientos contemporaneos de
inmunohistoguimica han facilitado la identificacion in
situ de antigenos tumorales, variantes celulares en
infiltrados inflamatorios o neoplasicos, y de ciertos
marcadores moleculares que estiman la precocidad,
agresividad o mutabilidad de componentes celulares
o de microorganismos.

Llevadas a su potencial clinico més sofisticado,
estas estrategias han permitido el disefio de técnicas
de citotoxicidad en tumores sdlidos, en érganos
transplantados o en la localizacion gamagrafica de
abscesos 0 metastasis. No cabe duda que la contri-
bucion de las técnicas inmunolégicas ha modificado
en unos cuantos lustros nuestra percepcion de los
procesos fisiopatologicos.

Desde la revolucion molecular de la segunda
parte del siglo XX, la inmunologia ha aprovechado
esos avances tecnologicos para aplicarlos al servicio
de las enfermedades-autoinmunes. Las técnicas de
tipificacion inmunogenética de individuos con pade-
cimientos de etiologia desconocida, se han vistos
enriquecidas con la introduccién de marcadores
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moleculares (oligonucleétidos, secuencias iniciado-
ras, etc), que paralelamente han permitidola secuen-
ciacion e identificacion cristalografica de moléculas
de activacion o funcién celular, aquellas implicadas
en histocompatibilidad y presentacion de antigenos,
y otras mas responsables de lamigracion y adhesion
de diferentes células entre si. La utilidad clinica de
este enfoque servira para disefiar futuros tratamien-
tos -menos toxicos, mas especificos- y es, hoy por
hoy, la base de la investigacion mas exitosa para
entender y modificar los procesos de salud y enfer-
medad en [a historia de la humanidad.
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