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Los orígenes de la biotecnología 

La biotecnologia biomédica tiene su origen en 
1976, cuando una versión sintetizada quimica- 
mente del gen de la somatostatina. un péptido 
neurotransmisor de 14 residuos aminoacidicos, 
fue introducido por técnicas de recornbinación de 
ácidos nucleicos a Eschenchia coli en un vector 
plasmídico de expresión. A ésta le siguieron en 
1979, la insulina y la hormona del crecimiento. 
Estasdemostraciones de la factibilidad de producir 
proteinas de importancia biornédica, han propicia- 
do el desarrollo de una nueva y floreciente indus- 
tria biotecnológica que aporta ya varios productos 
comerciales. 

Dos han sido las principales estrategias que se 
han seguido para construir los plásmidos quiméri- 
cos expresores de proteinas de importancia co- 
mercial. Mientras que una utiliza la sintesis 
enzimática del DNA complementario (DNAc) al 
ARNm de alguna proteina en particular, la otra se 
apoya en la sintesis química de fragmentos com- 
plementarios y traslapados de DNA, que al ensam- 
blarse con la ayuda de la DNA ligasa, se integran, 
dando lugar a un gen sintético portador de la 
información necesaria para la sintesis de la protei- 
na en cuestion. También se ha optado por una 
combinación 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 
expresión. Estedebeincluirsecuencias regulatorias 
provenientes de un gen capaz de dirigir la sintesis 

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 
o muchas modificaciones postraducionales), tradi- 
cionalmente se ha seleccionado a bacterias, leva- 
duras y a células en cultivo. 

Los sistemas de producción 

Dentro de las ventajas de trabajar con bacte- 
rias, principalmente Escherichia coli, resaltan la 
simplicidad de su propagación, su velocidad de 
duplicación, los altos niveles de síntesis del pro- 
ducto y el relativo bajo costo de recuperación del 
producto; sobre todo tratándose de Bacillussubtilis 
bacteria capaz de secretar el producto al medio de 
cultivo. En contraste, los problemas que ofrecen 
estos modelosvan desde: 1)faltas en el plegamien- 
to correcto del producto protéico, que entonces se 
acumula en forma inactiva y como cuerpo de 
inclusión dentro de la célula, con grandes dificulta- 
des para replegarlo correctamente, sobre todo 
tratándose de proteinas grandes; 2) dificultades 
asociadas a toxicidad de los propios productos 
recombinantes sobre las bacterias que se procu- 
ran minimizar, controlando lo más estrictamente 
posible la expresión 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- 
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nalmente la proteina recombinante, misma que en 
su fuente celular natural (frecuentemente células 
de mamiferos), por lo general requiere de tales 
modificaciones (por ejemplo, fosforilación o 
glicosilación), para alcanzar su actividad biológica 
total. 

Las levaduras se ubican como sistemaentre las 
bacterias y las células de mamiferos en cultivo: 
crecen rápido y de forma económica; realizan 
muchas de las modificaciones postraduccionales 
típicas de las célulassuperiores, 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 producción. 

Los cultivos de células de insecto infectadas 
con bacuolo virus portadores del gen de interés, 
alcanzan niveles altos de producción, como se 
pliegan y se modifican postradicionalmente las 
proteinas recombinantes, de manera muy similar 
a como lo hacen las células superiores. Aunque su 
cultivo es más costoso que el de las bacterias y las 
levaduras, no lo es tanto comparado con el de las 
células de mamíferos. 

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

La primera proteína recombinante 
comercializada 

El primer producto de ingenieria genética que 
salió al mercado fue la insulina humana recombi- 
nante. Dado que la insulina no posee metionina ni 
triptofano, dentro de los 51 aminoácidos 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 consiguió de la 
siguiente manera: se sintetizaron químicamente dos 
genes, uno de 63 nulceótidos para la cadena A y otro 
de 90 nucleótidos para la cadena B de insulina. Cada 
uno de estos dos genes poseía además un codón de 
iniciación para la traducción al pricipio y uno de 

terminación de la traducción 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 aseguró la sintesis de cadenas 
polipeptidicas hibridasentresecuencias bacterianas 
y las de las cadenas de la insulina. Se optó por esta 
estrategia de proteina hibrida para aumentar la 
estabilidad de las pequeñas e inestables (en bacte- 
rias) cadenas de insulina que eran sintetizadas por el 
microorganismo. Además, en las proteínas hibridas, 
la porción que correspondia a la proteina bacteriana 
estaba separada de la proteina humana por un 
residuo Único de metionina. Al introducir estos 
plásmidos a Eschenchia coli, se generaron la protei- 
nas híbridas que wntenian las cadenasA y B. Estas 
se purificaron y al tratarlascon bromurodecianógeno, 
que ataca los residuos de metionina y triptófano, se 
liberaron las cadenas de insulina. Las dos cadenas 
fueron después combinadas para producir insulina 
biológicamente activa. La figura 1 esquematiza esta 
estrategia simple, que resultó efectiva en la produc- 
ción de insulina humana recombinante. 

Ejemplos representativos de la nueva 
biotecnologia 

a) Producción de albúmina sérica humana en 
levaduras 

El éxito de la levadura Saccharomyces cerevi- 
siae para ofrecer un proceso comercial para la 
producción de albúmina sérica humana (HSA), 
radica en que además de ser un organismo no 
patógeno adecuado para la fermentación indus- 
trial, es un organismo que secreta relativamente 
pocas proteinas al medio, que además 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 albú- 
mina recombinante, polipéptido de 585 amino- 
ácidos que posee 17 puentes disulfuro, obtiene en 
la fase acuosa su configuración tridimensional 
correcta. 
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Figura 1. Clonaci6n y expresión en bacteriasdel gen de la insulina humana. Aqui se muestra la estrategia queconsisteen la síntesis por separado 
de ambas cadenas de la insulina. 6-gal = beta galactosidasa: P = promotor; ATG = codón de iniciación: TGA= cod6n de terminación; Ap =gen 
de resistencia a la ampicil~na; A =cadena A deinsulina; B =cadena B de insullna: MET = metionina 

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

El gen resultante de la fusión fue insertado en 
un vector de expresión, basado en un plásmido 
transbordador capazde propagarse en Eschenchia 
coli y funcionar en la levadura, cuya estructura 
general incluye: marcadores para la selección en 
ambos microorganismos, orígenes de replicación 
también para ambos microorganismos y un con- 
junto de elementos de control que favorecen la 
expresión del gen deseado en las levaduras. 

El plásmido recombinante se introdujo en una 
cepa de levadura productora de la proteasa proce- 
sadora de la secuencia guía. En el sobrenadante 
de los cultivos pudo 0bSe~arSe que la HSA madu- 
ra, es el mayorcomponente protéico. No se obser- 
vó HSA sin procesar o incompletamente procesa- 
da y los niveles de HSA madura alcanzaron los 50 
rngll en el sobrenadante del cultivo. 

6) Entropoietina humana producida en cultivo 
celular 

La eritropoietina humana (hEPO) es aceptada 
como uno de los más importantes reguladores 
fisiológicos del proceso de diferenciación eritroide 
y controla el mantenimiento de los nivels fisiológi- 
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cos de la masa circulante de etitmcitos; por tanto, 
tiene un gran potencial en el tratamiento terapéu- 
tico de la anemia. El gen hEPO fue aislado en 
1985, a partir de un banco de genes humanos, 
usando como sonda mezclas de oligonucleótidos 
sintetizados, a partirde la secuencia parcial, gene- 
rada con la ayuda de un equipo automatizado de 
microsecuenciación, de la eritropoyetina urinaria 
humana. El gen hEPO resultó ser de 4.8 kbp y 
consta de cinco exones que codifican una glico- 
proteína de 193 aminoácidos. Los primeros 27 de 
éstos corresponden a la secuencia guia para la 
secreción. Para su expresión, el gen se insertó, 
desde la región 5' no-traducible hasta la región 3' 
no-traducible, en un vector donde quedó bajo el 
control del promotor tardío del virus 40 de simio 
(SV40) (ver figura 2). Además, el vector seleccio- 
nado también porta una unidad de expresión de la 
dihidrofolato reductasa (DHFR), que permitió se- 
leccionar clonas transformadas, al introducir el 
plásmido recombinante en una linea de cultivo de 
células de ovario de hamster chino deficiente en 
DHFR (CHO DHFR). Una muestra representativa 

de5.5diasdel medioacondicionadodelascélulas 
transfectadas, contenia 18.2 unidades de EPO 
por ml cuando se midió 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 ósea de rata) e in vivo (efecto sobre rato- 
nes exhipóxicos policitémicos). La casi coinciden- 
cia de los resultados de estos tres ensayos de- 
muestra que la EPOr es completamente activa 
biológicamente. 

c). Borregas transgénicasproductoras en su leche 
de factor IX de la coagulación 

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

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

Gen hEPO 
Inserción en vector de expresión. 

Selección de transforrnantes 
estables en  medio HAT. 

Introduccion a células 

Cultivo de células 
en fermentador 

Figura 2 Slntesis de erliropoyetina humana en cultivo celular Se esquematiza la estrategia seguida para introducir expresar y lograr la 
sobreexpresión de eritropoyetina humana en celulas de mamlfero cultivadas en el laboraiorw 
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cos, consiste en la microinyección del gen desea- 
do en el interior del pronúcleo masculino (por ser 
generalmente mayorque el femenino) de ovocitos 
recién fertilizados. Al implantar estos ovocitos en 
el oviducto de madres sustitutas, un cierto número 
de ellos se desarrolla y da origen a individuos. En 
los que el gen o genes transferidos (transgenes) 
se encuentran incorporados al genoma nuclear de 
todas suscélulas. Deacuerdo con la naturaleza de 
las secuencias regulatorias que lo flanqueen, se 
determinará el tipo de células, tejido u organo, y la 
etapa de la vida del animal en que se expresará el 
transgén. 

Es posible dirigir la sintesis de una proteina, 
producto de un transgen 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 
para la proteina deseada. Se considera la glándu- 
la mamaria como el órgano más adecuado para 

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

Se escogió al gen ovino de la R-lactoglobulina 
(oBLG), que codifica una proteina de la leche, para 
derivar los elementos genéticos necesarios para 
producir en la leche al factor IX de la coagulación 
sanguinea (FIX), que normalmente es sintetizado 
en el higado y sufre muchas modificaciones post- 
traduccionales previas a su secreción. Dado que 
se desconoce la organización precisa de los ele- 
mentos genéticos que en el gen oBLG dictan la 
expresión especifica en la glándula mamaria, se 
optó por construir una fusión de este gen con el 
DNAc del FIX. En dicha fusión, las secuencias 
nucleotidicas codificantes para la proteina FIX, 
reemplazaron a las de la B-lactoglobulina. 

El gen quimérico se microinyecto en el pronúcleo 
de cigotos unicelulares de ovinos, lográndose 
generar cuatro animales transgénicos; dos ma- 
chos y dos hembras. Se estudiaron las hembras, 
las cuales portaban alrededor de 10 copias por 

GEN 
Promotor de ln 

Pipeta de agarre f i  
Oocito de oveja 

Micromyeccion 
denho del pronúcleo 

Implantar en una madre adol 

n 

La progenie transgénica 
es identificada por PCR 

ifva 

La expresión del 
gen es reshingida 
al tejido mamario 

Producto puro del gen 

G2 
Obtención de leche 

El producto del gen es 
secretado a la leche 

Figura3 Producci6n del factor IXdeorigen humanoen animalestransgenicos Se ilustran los pasosseguidos para generar borregastransgbnias 
en cuya leche se produce el factor IX de la coagulacion 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 colectó leche de cada oveja madre, y ésta se 
analizó para determinar la presencia de FIX de 
origen humano. Este se detectó por radioinmuno- 
análisis en la leche de ambas hembras, aunque a 
muy bajos niveles; aproximadamente 25 nglml, es 
decir, alrededor de 250 veces menos que la con- 
centración normal del plasma humano. Es de es- 
perar que el refinamiento de las manipulaciones y 
contrucciones genéticas requeridas para este tipo 
de sistemas de producción, conduzcan a niveles 
mayores de producción. 

Cuando se logren niveles de eficiencia de ex- 
presión comparable para bovinos se estará ha- 
blando de producir, a partir de una sola vaca 
transgénica productora de 5 galones de leche 
diarios, en el orden de 20gldia de la proteína 
recombinante de interés. 

Biotecnologia en Monterrey 

Junto con nuestro esfuerzo en el campo del 
diagnóstico genético molecular, en nuestro laborato- 
no hemos incursionado también en el área de la 
biotecnologia de hormonas del crecimiento humano 
vdeanimales. Ala fecha hemos aislado porclonación 
molecular las dos isoformas del humano, la del 
cerdo, vaca, caballo, perro y gato; siendo estas tres 
ultimas, contribuciones originales de nuestro grupo. 
También hemos conseguido expresar algunas de 
éstas en forma de pmteina fusión en Eschenchia col¡ 
y con la de origen humano hemos generado líneas 
celulares sobreproductoras de tales hormonas 
biológicamente activas. 

Conclusiones 

La ingeniería genética permite reprogramar 
desde bacterias hasta animales y plantas, para 
convertir éstos en fabricas biológicas, por lo que a 
lasvaliosasaportaciones quelos microorganismos 
venían dando a la industria, las plantas a la 
agriculatura y los animales a la ganadería, 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 manipulación de la herencia de los 
seres vivos, que marcarán lo cotidiano del siglo 
que está por iniciarse y que deberán imposterga- 
blemente estar acompañadas de una mayor con- 
ciencia de nuestra gran deuda con la madre natu- 
raleza. 
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El desarrollo de la biotecnología biomédica en 
parasitología. Diagnóstico molecular, vacunas de 

nueva generación y perspectivas 
Salvador Said-Fernández.' Herminia Martinez-Rodríguez,** Ma. del Carmen Sánchez-Guillén*'* 

Resumen 

Las enfermedades infeciosas constituyen una 
de las causas más frecuentes de muerte en los 
paises en desarrollo. De las más importantes son: 
malaria, tripanosomiasis, leishmaniasis, giardiasis, 
amibiasis y esquistosomiasis. Gracias al desarro- 
llo de la biotecnologia, se dispone ahora de técni- 
cas de diagnóstico rápidas y especificas para la 
identificación precisa de los agentes causales de 
las parasitosis mencionadac. La más conocida y 
útil de estas técnicas es la de PCR. Las vacunas 
de nueva generación ofrecen ahora genuina espe- 
ranza de control de algunas enfermedades para- 
sitarias. Consisten en la sintesis de copolimeros 
(cocteles en una sola molécula de varios antigenos 
naturales). También se han desarrollado vacunas 
polivalentes, utilizando como vehiculos virus o 
bacterias atenuados o mutantes recombinantes, 
que portan la información genética para antigenos 
únicos o múltiples, y que expresan dicha informa- 
ción dentro de organismos inoculados sin peligro 
para ellos. Por último, es inminente el advenimien- 
to de nuevas técnicas de diagnóstico mediante 
hibridación m situ (FISH), que prometen resulta- 
dos más rápidos que los ahora obtenidos con PCR 
y de drogas moleculares (polinucleótidos sintéti- 
cos), que posiblemente se constituyan en medica- 
mentos antiparasitarios más potentes y menos 
tóxicos que los actuales. 

Introducción 

El propósito de este trabajo no es hacer una 
revisión exhaustiva sobre biotecnologia médica, 
sino poner en relieve algunos de los trabajos más 
importantes, en el contexto del desarrollo de la 
biotecnologia al servicio de la medicina, en el 
campo de la parasitologia médica. Para este pro- 
pósito hemos reunido algunos trabajos originales 
representatativos de esta área del conocimiento 
biomédico y varias revisiones hechas porespecia- 
listas en temas especificos. 

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

Las biotecnologia está contribuyendo activa- 
mente con el desarrollo de técnicas rápidas y 
seguras para el diagnóstico molecular de un nú- 
mero creciente de enfermedades parasitarias y 
para el desarrollo de vacunas de nueva genera- 
ción, másseguras, potentes, económicas y fáciles 
de aplicar; principalmente se esta haciendo reali- 
dad la vacunación contra protozoarios y gusanos, 
lo cual hace apenas algunos años era solamente 
un sueño. 

Las perspectivas a corto plazo para el dasarrollo 
de la biotecnologia en parasitologia médica, con- 
sisten en la aparición de nuevas sondas molecula- 
res y antigenos recombinantes para el diagnóstico 
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molecular de más enfermedades parasitarias, y a 
mediano plazo el desarrollo de una terapia 
molecular basada fundamentalmente en el uso de 
nucleótidos sintéticos, para lo cual ya está desa- 
rrollada la tecnología básica necesaria, y se tiene 
la experiencia suficiente con enfermedades virales 
y bacterianas, asi como las producidas por hon- 
gos. 

Las enfermedades parasitarias con mayor im- 
portancia epidemiológica en los paises en desa- 
rrollo, 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 está en proce- 
so su desarrollo. Enseguida haremos una breve 
mención sobre las caracteristicas epidemiológicas 
sobre las enfermedades que han recibido más 
atención, desde el punto de vista biotecnológico, 
en los útimos años. 

Malaria 

Es causada por protozoarios del género Plas- 
modium: P. falciparurn, P. vivax, P. rnalanae 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 anualmenteentre6 y 11 
millones decasos, pero seestima que la incidencia 
es en realidad diez veces mayor. Tan sólo en 
Africa se reportaron mas de un millón 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 años 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 repuntó con gran fuerza2. 

Tnpanosomiasis y leishmaniasais 

Las leishmanias y tripanosomas son protozoarios 
que pertenecen a la familia Trypanosornatidae! Los 
miembros de esta familia están ampliamente distri- 
buidasen la naturaleza, y en general, tienen ciclos de 

vida muy complejos que involucran a hospederos 
vertebrados e invertebrados. Las especies importan- 
tes desde el punto de vista médico y económico son 
las que causan enfermedades al hombre y al gana- 
do. 

Trypanosoma cruz; es el agente causal de la 
enfermedad de Chagas, principalmente en Améri- 
ca. Se estima que cada año causa la muerte de 50 
mil de los 16 millones de personas que son porta- 
doras del pará~i to.~ 

Trypanosorna brucei garnbiense y T. brucei 
rodhesiense causan en Africa la enfermedad del 
sueño. 

Varias especies de Leishrnania infectan al hom- 
bre4; son los agentes causales de la leishmaniasis. 
Estaenfermedad estáampliamente distribuidaen los 
trópicos. Existe una forma cutánea y otra visceral de 
leishmaniasis. La visceral es mortal si no se trata con 
oport~nidad.~ 

Esta enfermedad escausada porel protozoario 
Entamoeba histolyfica. Se caracteriza por la des- 
trucción de tejidos en las zonas invadidas por los 
parásitos. Las dos formas chicas más frecuentes 
son la intestinal y la hepática. 

Se calcula que el 10% de la población mundial 
esta infectada, pero sólo 1 de cada cada 10 indivi- 
duos infectados muestra sintomas. Se acepta que 
hay dos especies indistinguibles desde el punto de 
vista morfologico que parasitan el intestino del hom- 
bre, E. histolyt~ca, patógenay E. dispar, no ~atógena.~ 

En la actualidad, existe una variedad de técni- 
cas de laboratorio para demostrar la presencia de 
los parásitos o de sus antigenos, o de los anticuer- 
pos dirigidos contra éstos en el organismo afecta- 
do, los cuales permiten al médico corroborar su 
diagnóstico de amibiasis, apoyado inicialmente en 
los sintomas e imágenes radiológicas. La mayor 
parte de estos métodos se basan en el uso de 
inmunorreactivos. Actualmente la técnica de la 
reacción en cadena de la polimeraza (PCR) cons- 
tituye una excelentealtemativa para efectuar diag- 
nósticos rápidos y precisos de amibiasis6. Aún no 
existe vacuna pero su desarrollo esta en un grado 
considerable de avance.' 

Gac Méd Méx Vol. 131 No. 4 



Babesiosis Diagnóstico molecular 

El género Babesia comprende a más de 100 
especies patógenas transmitidas por garrapatas a 
una amplia variedad de huéspedes vertebrados. En 
Estados Unidos y en Europa dos especies parecen 
ser responsables de prácticamente todos los casos 
en la especie humana. Estas son, respectivamente, 
Babesia microtiy B. divergens. En el ganado bovino, 
en las zonas tropicales húmedas, B. bows y B. 
bigemina, transmitidas por garrapatas del género 
Boophilus, son causantes de cuantiosas pérdidas, 
sobre todo en ganado bovino8. 

El diagnóstico definitivo de babesiosis se basa 
en la demostración de anticuerpos especificas y la 
observación de las inclusiones intraeritrociticas 
caracteristicas en frotis teñidos con Geimsa. Sin 
embargo, en los primeros estadios de la enferme- 
dad es dificil observara los parásitos porque están 
presente en unas cuantas células. El diagnóstico 
molecular de Babesia ayuda considerablemente a 
resolver este ~rob lema.~  

Giardiasis 

Es producida porel protozoario parásito Giardia 
lamblia, que habita en el intestino humano y en el 
de otros mamiferos. Este parásito 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 niños y pacientes inmunocompro- 
metidos. No son infrecuentes las epidemias debi- 
das al uso de aguas contaminadas. El diagnóstico 
degiardiasisse basa en la identificación de quistes 
en heces. La detección de anticuerpos tiene algu- 
na utilidad, sobre todocon técnicasde inmunofluo- 
rescencia. Las principales dificultades para estas 
técnicas clásicas de diagnóstico consisten en que 
la eliminación de quistes es errática y por lo tanto 
el diagnóstico es dificil de establecer con un solo 
análisis. Actualmente están disponibles algunas 
sondas especificas para el diagnóstico molecular 
de G. lamblia (ver ref. 9). 

Reacción de ~olimenzación en cadena: PCR 

PCR (Polymerase Chain Reaction), en español: 
reacción 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 diagnóstico 
con muy pocas copias del genoma de la especie o 
estirpe celular de interés, y en algunos casos hasta 
con una sola copia. La técnica consiste en colocar en 
el tubo de reacción una muestra biológica 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 fabricará millones 
de copias de un gen o región génica particular, 
perteneciente al genoma de interés en una mezcla 
de reacción con las condiciones y los nucleótidos 
adecuados, después de unos 30 ciclos de 
calentamiento a 95" C y enfriamientos sucesivos a 
56" C y 72" C. En estas condicionessuceden conse- 
cutivamente los siguientes sucesos: separación de 
las dos cadenas de DNA, apareamiento del par de 
oligonucleótidos que flanquean al DNA blanco, alar- 
gamiento de las nuevas cadenas complementarias 
al DNA blanco, iniciando a partir de los 
oligonucleótidos, por acción de la Taq polimera~a.'~ 

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 detección de las siguientes 
especies de parásitos: T. cruz15, T. brucels, T. 
congolense5, T viva$, T simia@, Leishmania5, L. 
braziliensisll, Plasmodium falciparum', P. ovale1, P. 
vivaxl, P. malanae1 E. histolytica" E. dispaP, Babesia 
microtP y Giardla lambliag. 
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Las proteinas recombinantes son inmunorreac- 
tivos definidos, que producen resultados más con- 
fiables que los que se obtienen con los extractos 
crudos que se han usado por muchos años para 
serodiagnóstico de diversas parasitosis. Por otro 
lado, las proteinas recombinantes pueden produ- 
cirse en grandes cantidades sin necesidad de 
cultivar a los parásitos, que generalmente produ- 
cen in vitro menos biomasa y requieren más tiem- 
po para crecer que las bacterias o las levaduras 
recornbinantes. En algunoscasos es posible inclu- 
so hacer diagnósticos muy específicos. Por ejem- 
plo ahora es posible establecer diagnósticos de 
amibiasis invasora de higado, utilizando este tipo 
de biorreactivocl5. 

Vacunas 

La tecnología moderna está haciendo posible 
el desarrollo de vacunas llamadas de nueva gene- 
ración (Para un análisis extensivo de este ver ref. 
16). 

Bloomi6, en 1989 expresó lo siguiente: "la 
inmunización es el arma más efectiva y económica 
para la prevención de las enfermedades en los 
paises en desarrollo. Por eso es muy importante 
poneralalcance de los paísesmás pobresdel mundo, 
los avances de las ciencias biomédicas modernas. 
En esos paises millonesde personasestán enfermas 
porque son de escasos recursos y se empobrecen 
más porqueestán enfemas". 

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

Idealmente un vacuna nueva o mejorada debería 
reunir las siguientes caracteristicas:16 
1) Barata 
2) Segura 
3) Muy efectiva (inducir 90% al 100% de protec- 

ción) 
4) Termoestable (evitando las cadenas frias que 

son costosas y de alto riesgo) 
5) Requerir una sola aplicación o sercompatibles 

con el programa de aplicación de otras vacu- 
nas 

6) Fáciles de administrar y aplicables lo más 
cercanamamente posible al nacimiento. 

7) Inducir inmunidad de por vida. 

Existen 4 tipos básicos de vacunas, cada una 
de ellas tiene ventajas y limitaciones para su uso:'" 

7) Vacunas clásicas producidas con microorga- 
nismos muertos 

Ventajas: son las más simples y baratas. Con- 
tienen muchos antigenos y prácticamente en to- 
dos los receptores aseguran una respuesta posi- 
tiva. 

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

2) Vacunas clásicas producidas con microoga- 
nismos vivos atenuados 

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

Desventajas: los microorganismos utilizados para 
su elaboración pueden revertir hacia la virulencia o 
aun atenuados, pueden se patógenos para indivi- 
duos inrnunodeprimidos. 

3) Vacunas modernas moleculares (subunit 
vaccines) 

Se preparan a partir de componentes molecu- 
lares individuales de un agente patógeno, 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 
químico, hay reproducibilidad en cuanto a sus prepa- 
ración y su ensayo, usualmente son baratas. 

Limitación: los carbohidratos son antigenos muy 
importantes queno pueden producirse porahoracon 
las técnicas existentes, lo más que se ha logrado es 
producir glucoproteinas en levaduras y células de 
mamífero 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 pequeños 
epitoposen vacunas moleculares, consiste en que 
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se estarían generando anticuerpos policlonales 
contra un solo epitopo y podrían no neutralizar a 
los organismos mutantes. Por lo tanto, deberían 
crearse vacunas a base de múltiples epitopos. 

Una desventaja común para las vacunas con 
microorganismos muertos y para las vacunas 
moleculares es que se necesitan aplicar varios re- 
fuerzos para obtener un porcentaje de protección 
ace~table. 

4) Vacunas modernas anti-idiotipo 

Se basan en que los sitios activos de los 
anticuerpos (idiotipos) son complementarios al de- 
terminanteantigénicoespecifico.Algunosanticuerpos 
dirigidos contra el sitio activo de un anticuerpo en 
particular pueden mimetizar al antigeno. 

Aunquese ha logrado la inmunización en algunos 
sistemas experimentales con vacunas anti-idiotipo o 
anti-anticuerpo se ha tenido gran dificultad en lograr 
altos niveles de inmunización y memoria 
inmunológica. Todavía están por definirse los casos 
en que serán útiles estos tipos de vacunas. Una 
posible aplicación de este tipo de vacunas seria el 
tratamiento contra enfermedades autoinmunes. 

Vacunas de nueva generacióní6 

Aprovechando las ventajas de los cuatro tipos 
básicos de vacunas mencionados, se pretende 
desarrollar, mediante ingenieríagenética, vectores 
moleculares que sean capaces de inmunizar con- 
tra antigenos múltiples. 

Para el desarrollo de vehiculos multivacunas se 
están usando dos estrategias básicas: una con 
virus y la otra con bacterias recombinantes (Cua- 
dros Il y 111). 

Las vacunas elaboradas con virus presentan 
las siguientes ventajas: 

-expresan antigenos en células eucarióticas. 
-poseen vanas características fundamentales de 

los antigenos naturales: procesamiento proteolitico, 
glicosilación, plegamiento, secreción y ensamble de 
subunidades. Estos antigenos pueden estimular la 
proliferación de linfocitos T citotóxicos y la produc- 
ción de anticuerpos. 

Cuadro 111. Algunas contribuciones para el 
desarrollo de vacunas contra otras enfermedades 

parasitarias 

Enfermedad Contribución Referenci; 

Amibiasis 
Expresion de un fragmento de 34 
una proteina de E histolytica 
rica en serina (SREHP) en una 
cepa vacuna1 de Salmonella 
typhimunum (3987) Se infectaron 
gerbils con la cepa recombinante 

Antigeno natural purificado 7 
adhesina galactosaespecífica 
de E. histolyiica indujo inmunidad 
protectora contra el reto con 
amibas inoculadas 
intrahepáticamente en gerbils 

Isquistosomiasis 
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 parásito 
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 generación: Vacunas con vinis 
vivos atenuados usados como vehiculos. Vacunas 
de bacterias atenuadas usadas como vehiculos. 

Vacunas con virus vivos atenuados usados 
como vehículos 

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

El virus vaccinia de Jenneres de doble cadena de 
DNA y tiene aproximadamente 185 mil pares de 
bases. Contiene toda la información para sus propia 
transcripción y replicación en una 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. Sondas moleculares y métodos de 
ensayo para la identificación de cepas patógenas y 

n o  patógenas de Entamoeba histolytica 

Tipo de Caracteristicas y Método de Referencii 
sonda nombre de ensayo 

las sondas 

cDNA pEH2, pEH5, Distingue E.hb 36 
p E H l l  y pEH12 entre E hb 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 cEHPl, cEHNP1 2%diverg ZPIZNP 38y 3! 
HM1:IMSSlSAW 760 
en 36 aislados 
Southernblot 
PCR (12 mtras ) 

cDNA lambdaM17 1% var aislados 28 
patogenos, 12% var 
con otras secuencias 
Westernblot 

cDNA clona 0.7 kb Distingue entre 40 y 4. 
ZP y ZNP 
clona amplificada 
hibridada con HMI 
y SAW 142. 
DNA de 19 rntras. 
abscesos. 100% 
especificidad PCR 

cDNA C2 Distingue dif. 42 
entre Eh" y otras 

DNA P145 y 0133 Distingue entre 43 
ZP y ZNP 

DNA Genes que Distingue entre 44 
codifican ZP y ZNP usando 
para RNAr DNA tratado 

con enzimas de 
restricción. 

'Eh, Entamoeba hislolylica. 
bZP y ZNP, zirnodemos patdgenos y no patógenos. respectivamente 
'Eh. cepas de arnibas de la especie Entamoeba hisloiylica. 

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- 
presión sea regulada porel sistema de promotores 
de transcripción del virus vaccinia. Estos se logró 
como sigue: primero se construyeron plásmidos 
que contienen uno o más promotores y sitios de 
donación para introducir secuencias de DNA que 
codifican para los antigenos exógenos (foregin), y 
un marcador de selección. Todos flanqueados por 
secuencias del DNA que complementan secuen- 
cias de DNA no esencial del virus." 

Después este plásmido se introdujo en células 
de una linea susceptible a la infección por el virus 
vaccinia, y luego estas mismas células se infecta- 
ron con el virus. En las que, con muy baja frecuen- 
cia, ocurrió una doble recombinación entre las 
secuencias que flanquean al DNA foráneo. El 
resultado fue el reemplazo preciso de las secuen- 
cias del DNA viral por el promotor y el gen del 
antigeno foráneo 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.16 

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 neurológicas 
y cuadros de infección diseminada y grangrenosa. 
Sin embargo, es posible identificar y eliminar del 
genoma viral, los genes responsables de estos 
efectos indeseables. También es posible incorpo- 
rar en el genoma del virus genes de interleucina- 
2 para incrementar la respuesta inmunológica, 
contra el antigeno foráneo y contra el virus mismo. 

Debidoa quelos receptores producen anticuerpos 
neutralizantes contra elvirus, una segunda limitación 
para este tipo de vacunas consiste en que no es 
posible aplicar refuerzos, al menos a corto plazo, 
porqueal revacunar, el virus seria neutralizado inme- 
diatamente; por lo tanto, lavacuna tiene que ser muy 
efectiva en una sola aplicación para que sea útil. 

Además del virus vaccinia se han usado otros 
virus recombinantes como vacunas: de DNA, 
Adenovirus tipos 4 y 7, no atenuados, pero adminis- 
trados por via oral, para prevenir enfermedades 
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respiratorias. Herpesvinis, 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 inocuidad16. 

Vacunas bacterianas recornbinítntes 

Una cepa de Salmonella typhi (lY21a) se eligió 
para diseñar una bomba detiempo. Esta cepaes una 
mutante deficiente en galactosa epimerasa (GalE). 
No puede convertir UDPgalactosa en UDPglucosa. 
Esta cepa, administrada oralmente puede colonizar 
el intestino e inducir inmunidad secretoria. La bacte- 
ria puede crecer por varios días, hasta que se 
acumula más UDPglucosade laque puedesoportar. 
Entonces muere y libera los 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 
modificócuando seintroducen genesde antígenos 
exógenos y se requieren 3 tomas para inducir una 
inmunidad relativamente baja (67%).16 

Como un fuerte apoyo para incrementar las 
ventajas de esta nuevas vacunas, la industria 
farmacéutica ha conseguido la aprobación, para 
uso humano, del uso de polimeros de ácido láctico 
y ac. glicólico (PLAIPGA) que funcionan en el 
organismo como microbombas que permiten libe- 
ración controlada de los antigenos, drogas u hor- 
monas. Esta liberación puede ser continua, por 
varios meses, o en pulsos, cada 4 a 8 semanas. 

También se dispone de superadyuvantes que 
estimulan respuestas inmunológicas más poten- 
tes que los adyuvantes  clásico^.^^^ l" 

Prácticamente todas las formas antes mencio- 
nadas se han usado experimentalmente para de- 
sarrollar vacunas contra parásitos de los géneros 
Plasmodium, Trypanosoma, Entamoeba, Babesia 
y Esquistosoma (Cuadros II y 111). Las investigacio- 
nes sobre la vacuna contra la malaria han sido 
particularmente intensas. Se están probando a 
nivel experimental disenos de vacunas clásicas, 
modernas y de nueva generación, incluyendo 
modalidades muy novedosas, como el uso de 
antigenos ciclizados. Estas vacunas han sido usa- 
das en humanos y consisten en un antigeno 

sintético de P. falciparum que está 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 producían 
anticuerpos dirigidos contra el péptido sintético 
pero que no reconocían los antigenos del parásito. 
En cambio, cuando este péptido se ciclizó, se 
encontró que todos los anticuerpos monoclonales 
obtenidos previamente contra el antígeno cíclico, 
reaccionaron contra el parási t~. '~ 

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 
Patarroyoig, en Bolivia, con hasta un 77% de 
protección en niños Este grupo ha estado usando 
un copolimero con epítopos de varios antigenos 
de la fase hemática del P. falciparum, llamado 
SPf66 (Cuadro 11). 

Aunque se ha avanzadocon losdiferentes tipos 
de vacunas, diseñadas para proteger contra la 
infección de parásitos, estas aún tendrán que 
mejorarse. El principal obstáculo para alcanzar 
una protección satisfactoria de la población huma- 
na y también del ganado doméstico en las zonas 
endémicas, es el grado de diversidad de los 
antigenos con relación a las clonas de los parási- 
tos.20y2' 

De los parásitos que tienen vanas fases en su 
ciclo vital se han obtenido antigenos y sondas 
moleculares devanos deestosestadios. El caso más 
claro es el de los agentes causales de la malaria, 
principalmente P. falcipaparum. De E. hisfolytica, en 
cambio, sólo se tienen conocimientos sobre la biolo- 
gia celular y 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 
aún no se cuenta con un método adecuado para 
obtener quistes en condiciones a~én i cas .~~  Conse- 
cuentemente sólose dispone de antigenos y sondas 
moleculares de los trofozoítos. Nosotros diseñamos 
un medio de cultivo, llamado PEHPS,23 con el cual 
desarrollamosmétodos paralaobtencióndebiomasa, 
en cantidades suficientes para realizar estudios con 
los t rofoz~i tos~~ y donde las amibas se enquistan 
masivamente en condiciones axénicas, aunque por 
lo pronto con una pared defectuosa o in rnad~ra .~~ 
Teniendo este modelo de estudio posiblemente se 
encuentrela forma de interrumpirel ciclo biológicodel 

430 Gac Méd Méx Vol. 131 No. 4 



parásito, desarrollar nuevos métodos de diagnóstico 
y10 disponerde nuevas alternativas parael desarrollo 
de vacunas, tomando ahora como objeto de estudio 
al quiste 

Perspectivas 

Desarrollo a mediano plazo de polinucleótido- 
terapia de enfermades parasitarias. (Matagens: 
Masking Tape for Gene Expression). La traduc- 
ción aproximada en español es: Cintas para en- 
mascarar la expresión génica. 

Desdeque se tiene memoria, el hombre ha utiliza- 
do sustancias quirnicas, animales, vegetales o mine- 
rales para curar enfermedades infecciosas y parasi- 
tarias. En la era moderna se empezaron a usar 
sustancias químicamente puras con el mismo propó- 
sito. Pero en todos los casos es un principio bien 
aceptado, que un agente terapéutico será mejor 
cuanto más efectivo sea para el agente patógeno y 
menos tóxico para el hombre. Los farmacólogos 
modernos saben que esto se logra con drogas que 
ataquen con mayor eficiencia moléculas responsa- 
bles de actividades vitales de los parásitos. Un 
ejemplo clásico 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 prácticamente inocua para el hombre, 
porque las células de éste no tienen pared.25 Pues 
bien, a un grupo de biólogos moleculares se les 
ocurrió desarrollar unas dorgas muy novedosas a 
base de oligon~cleótidos.~~ Uno de los cientificos 
más destacados en este campo es el doctor Paul 
Ts'o, de la Escuela de Salud Pública e Higiene de la 
Universidad John Hopkins. A ellos se les ocurrió 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 en las células 
humanas, y hacer sintéticamente oligonucleótidos 
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), quimicarnente son 
oligonucleósidos metilfosfonatos, en los que un áto- 
mo de oxigeno de cada fosfato ha sido reemplazado 
por un grupo metilo, para facilitar su entrada a la 

célula, su unión con el RNA o con el DNA y conferirle 
muy alta resistencia a las RNAsas. El resultado es el 
bloqueoaltamenteespecifico de la sintesisde protei- 
nas blancoy lamuerteselectivadelagentepat~geno?~ 
Esta es una interesante alternativa que ya está 
dando excelentes resultados para cornbatirtumores 
malignos, enfermedades producidas por virus y bac- 
terias?" 

En el caso de las enfermedades parasitarias, 
quizás una de las perpectivas más prornisorias es el 
desarrollode laoligonucleótidoterapia. Aún noexiste 
ningún oligonucleótido como droga antiparasitaria, 
pero identificando moléculas vitales para una espe- 
cie determinada o una secuencia líder, que codifique 
para la sintesis de un grupo grande de proteinas, 
teóricamente es posible desarrollar potentes drogas 
antiparasitanas.* 

Desarrollo de nuevas vacunas y métodos de 
diagnóstico. 

En el terreno del diagnóstico molecular y el 
desarrollo de vacunas de nueva generación, las 
expectativas son a un plazo más corto, debido a 
que continuamente se están sintetizando sondas 
para el diagnóstico molecular de nuevas especies 
de parásitos y se trabaja intensamente en el 
diseño de nuevos antígenos copolimeros, se iden- 
tifican antígenos naturales importantes para la 
inducción de inmunidad protectora de parásitos, 
se sigue experimentando con nuevas cepas de 
virus y bacterias recombinantes como vehiculos 
de polivacunas y se trabaja intensamente en las 
técnicas para el diagnóstico de enfermedades 
parasitarias mediante la técnica de FISH. 

Conclusiones 

Gracias a todos los avances biotecnológicos, 
se dispone ya de técnicas muy confiables, rápidas 
y fáciles de aplicar y de interpretarpara el diagnós- 
tico de enfermedades parasitarias. 

Se han desai-rolladovacunaspotentes y confiables 
contra parásitos, lo cual era prácticamente imposi- 

Doctor Paul Ts'o. comunicación personal) 
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ble hace a p e n a s  20 a i i o s  y se ha abier to el camino 13 TraskBJ. Fluorescenceinsitu hybridization applications 

para disponer a mediáno plazo de drogas in cytogenetics and gene mapping. Technical Focus 
1991,7 149 

ant iparas i tar ias de baja tox i c idad  Y a l ta  po tenc ia  Y 14 Nardin EH y Nussenzweig RS.T cell responses against 
especificidad. ~reervthrocvtestaaes Annu Revlmmunol 1993 11'687 

15 ~ t a n í e y  s i  Jr, j a c k s o n  TFHG, Reed SL e t  al. 
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El desarrollo de la biotecnología biomédica en 
microbiología 

Alejandro Cravioto,* Roberto Cabrera-Contreras** 

Hasta hace poco tiempo los métodos de laborato- 
no para el diagnóstico de las enfermedades infeccio- 
sas consistian en la observación al microscópio de 
los microorganismos aparentemente asociados con 
laenfermedad, elcultivodeéstos en mediosespecia- 
les o bien la reproducción del daño causado por 
dichos agentes biológicos en células susceptibles o 
en animales de experimentación.' Un avance en 
los métodos diagnósticos surgecon la introducción de 
lastécnicasdeingenienagenéticaen 1973, lascuales 
tienen las siguientes ventajas: 

a) La sobreproducción de proteinas específicas 
mediante la donación degenes que codifican para 
la sintesis de éstas y la introduccióndeestosgenes 
a una célula receptora que replica la información. 

' Acad6mico numerario. Facullad de Medicina, UNAM 
' 'Departamento de Salud Pliblica, Facullad de Mediana, UNAM 

b) El enriquecimiento de secuencias especifi- 
cas de ácido desoxiribonucléico (DNA). 

Los productos de estas técnicas tienen particu- 
lar relevancia en la práctica médica actual; en 
especial, la producción de proteinas especificas 
las cuales pueden ser usadas como antigenos 
para inmunodiagnóstico y la introducción de son- 
das especificas de DNA las cuales permiten iden- 
tificar agentes patógenos 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 la intro- 
ducc~ón de métodos inrnunológicos para la identi- 
ficación de microorganismos patógenos; éstos 
últimos se basan en la detección de anticuer~os 
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especificos contra los mismos o contra proteínas 
producidas por estos germenes.' 

El empleo de esta metodologia derivada de la 
biología molecularpermitióen 1976el establecimien- 
to de la primera de muchas cornpañias para el 
desarrollo de biotecnologia. En los quince años 
siguientes han aparecido multitud de estas empre- 
sas, principalmente en Japón y en los países del 
norte de América y Estas nuevas com- 
pañías de desarrollo de biotecnologia han enfocado 
inicialmente sus intereses a la producción de protei- 
nas confinesterapéuticos, y posteriormente, al desa- 
rrollo de pruebas de diagnóstico, así como a la 
elaboración de vacunas. 

En el campo de las enfermedades infecciosas hay 
algunos microorganismos como el Treponemapalldum 
o el Mjcobacteriumleprae que no han podido cultivarse 
en medios artificiales; existen ob-os como los vims que 
requieren de pruebas inmunológicas indirectas o de 
cultivos muy prolongados para su identificación. 
Estas dificultades se han subsanado a través del uso 
de la biotecnología basada en el análisis y10 amplifi- 
cación de los ácidos nucléicos de estos 
microorganismos, existiendo actualmentelas siguien- 
tes técnicas de diagnóstico:', 
1) Sondas detectoras de DNA ó RNA 
2) Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 
3) Extensiones de segmentos iniciadores 

"Primeros" 
4) Amplificación de "señal" con replicasa Q-beta. 
5) Análisiselectroforéticoporinmunotransferencia. 

Esta novedosa tecnología derivada de la biolo- 
gía molecular presagia la iniciación de una era en 
la que el desarrollo de técnicas basadas en el 
análisis de moléculas genéticas permitirá diagnós- 
ticos más tempranos y especificos, no sólo en el 
área de las enfermedades infecciosas, sino tam- 
bién en el cáncer, en la predisposición genética a 
ciertos padecimientos crónico-degenerativos y en 
la medicina forense.' 4 . 5  

Pruebas para el diagndstico de 
enfermedades infecciosas. 

Las pruebas para diagnóstico de enfeneda- 
des infecciosas basadas en el análisis de ácidos 
nucléicos, son aquellas para las cuales no existen 
procedimientos de diagnóstico cuya sensibilidad y 

especificidad aseguren un diagnóstico certero; 
entre ellas han cobrado interés pruebas para los 
siguientes padecimientos: hepatitis B, sida, infec- 
ciones por levaduras como Candida a lb i~ans,~  
infecciones por estreptococo del grupo A, infeccio- 
nes del aparato respiratorio bajo por Mycoplasma 
pneumoniae1° y Legionella pneumophila,ll infec- 
ciones de transmisión sexual debidas a Neissena 
gonorrhoeae12 y Chlamydia trachomatis,13 infec- 
ciones del aparato urinario causadas por Eschen- 
chia coli, enfermedades por micobacterias como 
Mycobactenum tuberculosis, M. avium, M. intrace- 
llulare y M. gordonae14 e infecciones por algunas 
de las bacterias patógenas que infectan el tracto 
gastrointestinal como Salmonella, Shigella, E. coli 
y Campyl~bacter.~, l5 l6 

El análisis de ácidos nucléicos se ha utilizado 
también para el diagnóstico de infecciones por 
bacterias patógenas obtenidas de muestras de 
placa dentobacteriana causantes de enfermedad 
periodontal. Existen, así mismo, sondas para de- 
tectar algunos factores de virulencia bactenanos 
tales como la toxina producida por Vibrio cholerae 
01, las enterotoxinas, citotoxinas, factores de 
adherencia y de invasividad de Eschenchia coli, 
plásmidos asociados con la virulencia en Yersinia 
enterocolitica y con la producción de hemolisina 
por Listena mon~cytogenes.'~~~ Se han desarro- 
llado también sondas para detectar genes que 
codifican para laexotoxina y la pilina de Pseudomo- 
nas aeruginosa, la toxina B de Cos.nebactenum 
diphtheriae y la nucleasa de Staphylococcus 
a ~ r e u s . ~ ~  l9 En los casos de los factores de 
virulencia de E. coliasociada 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- 
nar la prevalencia e incidencia de diarrea causada 
por estos germenes a nivel de grandes grupos de 
población, al hacercomparables resultados obte- 
nidos de estudios epidemiológicos realizados en 
diversas partes del mundo, en los cuales se ha 
utilizado esta misma tecnologia de f r~n tera .~ .~ .  

A pesar de que el campo de acción de este tipo 
de pruebas de diagnóstico es bastante amplio, la 
lista de aquellas disponibles a nivel comercial es 
aún pequeña. Entre estas cabe mencionar la 
desarrollada para el diagnóstico del virus del 
papiloma humano (HPV). Esta técnica se basa en 
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la detección de secuencias caracteristicas de RNA 
ribosomal, mediante un ensayo de transferencia 
de tipo "dot-blot" utilizando un marcador radiactivo. 
Se han desarrollado comercialmentetambién son- 
das para el diagnóstico de enfermedades asocia- 
das con otros tipos de virus como adenovirus, 
citomegalovirus y virus Herpe~sirnplex.'~~ 5Para el 
caso de las enfermedades parasitarias se cuenta 
en la actualidad con pruebas para discriminar 
diferentes tipos de Leishmania o de Plasmodium 
en sangre.' 7, 

Las técnicas que utilizan sondas de DNA y RNA 
son teoricamente más sensibles y especificas que 
técnicas convencionales comúnmente utilizadas en 
laboratorios de diagnóstico, ya que detectan los 
elementos fundamentales de todos los "blancos" 
biológicos, es decir, secuencias especificas de 
 gene^.^ En la realidad, sin embargo, las técnicas 
de detección de ácidos nucléicos tienen mayor sen- 
sibilidad pero, en muchas ocasiones, menor 
especificidad que técnicas de diagnóstico más con- 
vencionales. Por otro lado, la detección de secuen- 
cias de ácidos nucleicos no es siempre sinónimo de 
la expresión 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 
más evidente con las técnicas de amplificación 
genética que se describen a continuación. 

Entre las técnicas de amplificación genética 
destaca la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR), la cual consiste en separarcadenas dobles 
de DNA blanco (templados) a travis 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 actúan como sitios para otros ciclos de 
amplificación. La extensión del DNA está mediada 
por unaenzima denominada polimerasa Idel DNA. 
Este sistema permite un crecimiento geométrico 
del número decopias del "templado". Laalta sensi- 
bilidad de esta técnica tiene el problema de reducir 
su especificidad. Esta técnica no tiene carácter 
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 más utilizada para este proceso es termo- 
estable y se denomina Taq polimerasa, debido a 
que proviene de una bacteria termofilica conocida 

como Termos aquaticus. El proceso automatizado 
del PCR permite actualmente, por ejemplo, pro- 
gramar ciclos de cambios de temperatura con 
duración de 7 minutos cada uno, desarrollándose 
en una reacción típica de 70 ciclos cerca de dos 
millones de copias del DNA inicial en un tiempo 
total de 3.5  hora^.^,^ 

Existen otras técnicas deamplificación alternas 
al PCR; una de éstas emplea la enzima Q-beta 
replicasa. El procedimiento consiste en disefiar 
una RNA heterólogo derivado del bacteriófago 
MDV-1, el cual contiene como inserto una sonda 
especifica entre 30 y 40 nucleótidos de longitud. 
La sonda recombinante se mezcla con la muestra 
que contiene la secuencia blanco, a la cual se 
pega específicamente la porción de la sonda del 
RNA recombinante. Después de eliminar el exce- 
so de sonda a través de múltiples lavados, la 
sonda pegada se libera por calentamiento y se 
amplifica por el efecto de la enzima replicasa Q- 
beta. Esta enzimaamplifica de manera geométrica 
el complejo detector del RNA del bacteriófago 
MDV-1, lo cual se detecta a través de sistemas 
colorimétros en el laboratorio. La reacción se 
efectúa de manera muy rápida, completándose 
cada ciclo en 15 a 30 segundos. Con este sistema 
se puede amplificar el complejo detectorentre 100 
y 1000 millones de veces, en una fase de reacción 
simple, a una temperatura determinada y a un 
tiempocorto de 30 minutos; el sistema es cuantita- 
tivo y detecta tanto DNA como RNA.6,7 

El obstáculo fundamental que presentan los 
ensayos diagnósticos ultrasensibles como los ya 
descritos, es la alta posibilidad de aparición de 
falsos positivos. Las fuentes potenciales de conta- 
minación pueden estar dadas por las mismas 
moléculas de DNA o RNA producidas durante los 
procedimientos de amplificación, hasta poracidos 
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 diagnósticos más 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 enzimáticos, 
fluorescentes o quemiluminosos. En el caso parti- 
cular del PCR y con objeto de evitar el uso de 
isótopos radiactivos, se ha introducido un análisis 
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final de tipocolorimétrico usando como sistema de 
detección una mezcla de biotina-avidina. 

b) Otra innovación para mejorar la sensibilidad y 
reducir la "señal de ruido", consiste en unir moléculas 
de timidina [poly (dt)] a esferas magnéticas. Su 
empleo se realiza a través de la unión de segmentos 
complementariosdeadenina [poly (da)] a "sondasde 
captura", las cuales contienen secuencias específi- 
cas para al ácido nucléico "blanco". Cuando estos 
pares de bases complementarios se unen entre si, la 
esfera magnéticacon su complejo"sonda-blanco" se 
separa de la mezcla de manera tal que el DNA 
contaminante que produce una señal intensa de 
niid0 se elimina con el lavado. 

c) Se han desarrollado también técnicas de mar- 
caje homogéneo para ensayos cuantitativos basa- 
dos en la electmquemiluniniscencia o utilizando me- 
tales quelantes acoplados a sondas. El uso de estos 
procedimientos trata de resolveren parteel problema 
de la amplificación de la señal observada por PCR, 
eliminando el paso de separación que requiere 
electroforesis. 

Mercado comercial 

Se estima en la actualidad que el mercado 
comercial de productos para el diagnóstico de las 
enfermedades infecciosas a nivel mundial es de 
700 millones de dólares anuales. Para el año de 
1992 se estimó que el mercado comercial para 
productos de diagnóstico basados en sondas de 
DNA, fue por encima de los 125 millones de dóla- 
res,', 4.20 

la biotecnologia, se puede mencionar el desarrollo 
de ensayos de diagnóstico múltiples. Mediante 
estas pruebas se pretende identificar de manera 
simultánea, la presencia de varios agentes pató- 
genos; en la misma prueba seria posible obtener 
un perfil de los factores de resistencia a los antimi- 
crobianos, con el fin de enfocar tratamientos 
quimioterapéuticos en una forma más racional. 
Este tipo de pruebas serán también de gran utilidad 
para el diagnóstico de enfermedades hereditarias, 
las cuales requieren de muchos estudios para deter- 
minar con precisión un defecto gené t i ~o .~ .~  ' 

Comentarios 

A pesar de lo limitado de los recursos, actual- 
mente en México se cuenta con instituciones que 
desarrollan investigación científica en biotecnologia 
de excelente y reconocida calidad. Desafortuna- 
damente esta investigación es dispersa y se ma- 
nifiesta con cierto carácter individual sin acciones 
grupales coordinadas. Urge, pues, que se estimu- 
len en nuestro pais acciones que permitan reforzar 
las relaciones científicas intra e interinstitucionales, 
asi como la promoción de una mayor vinculación 
entre los centros de investigación y la industria 
privada, a fin de desarrollar pruebas de diagnósti- 
co y otros productos biológicos basados en la 
tecnología del DNA recombinante o en el análisis 
de ácidos nucléicos; de esta manera será factible 
ayudaral control de padecimientos que afectan en 
forma importante la salud de nuestra población. 
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Impronta genómica 

El principio de la equivalencia en las cruzas 
reciprocas, propuesto por Gregor Mendel, según el 
cual los genes se comportan en la misma forma sin 
importar de cuál progenitor provienen, ha sido un 
dogma de la genética durante más de un siglo. 
Recientementese hadescubierto quealgunosgenes 
no obedecen a este principio, sino a un fenómemo 
denominado "impronta genómica", que se puede 
definir como el mecanismo por el cual la actividad de 
los genes homólogos en un individuo, difiere, depen- 
diendo del sexodel progenitor que los transmite.' Se 
trata de un proceso que marca algunos genes espe- 
cificosde maneradiferentedurante la gametogénesis 
del macho o de la hembra. Esta impronta genómica 
explica el porqué algunas mutaciones funcionan de 
diferente manera cuando se heredan del padre que 
cuando se heredan de la madre.2 

El procesoque conducea la impronta genómica 
es muy complejo, y comprende una interacción de 
diversos sucesos en genes y segmentos cromo- 
sómicos especificos, que incluyen metilación del 
ADN, compactacion de la cromatina y replicación 
del ADN.3 

A pesarde que la mayoria de los estudios sobre 
la impronta genómica se han realizado en mami- 
feros inferiores, diversos datos han sugerido que 
estemecanismo opera también enel humano, y en 
la actualidad se evalúa la expresión de genes 
especificos que causan enfermedad en el huma- 
no, con relación al sexo del progenitor que trans- 
mite el gen.2 

En particular, el fenómeno de la impronta 
genómica se ha implicado en la etiologia de dos 
sindromesraros: el síndrome de Prader-Willi (SPW) 
y el sindrome de Angelman (SA).4 El SPW se 
caracteriza por hipotonia neonatal, hiperfagia con 
obesidad grave, talla baja, hipogonadismo, manos 
y pies cortos y retraso mental leve a moderado. El 
SA es completamente diferente y se caracteriza 
por ataxia, convulsiones, hiperactividad, retraso 
mental profundo, con risa paroxistica, microcefalia 
y algunas dism~ríias.~ 

En ambos síndromes se habian observado alte- 
raciones en la misma región q11-13 del cromosoma 
15 y no se habia podido aclarar la razón por la cual 
la misma alteración cromosómicaprodujerafenotipos 
tan diferentes. En la mayoría de los pacientes con 

estos sindromes, se encuentran deleciones de 
dicha región cromosómica; sin embargo, median- 
te las técnicas moleculares, se ha demostradoque 
las deleciones son exclusivamente paternas en el 
SPW y exclusivamente maternas en el SA. En 
consecuencia, en los pacientes con SPW, la infor- 
mación genética presente es sólo materna y en el 
SA la información genética presente essólo pater- 
na. Los estudios moleculares más recientes han 
revelado que el o los genes del SPW están activos 
sólo en el cromosoma 15 heredado del padre y se 
encuentran metilados, y por lo tanto inactivos en el 
crornosoma 15 materno. Asimismo el gen o los 
genes del SA están activos en el cromosoma 
materno y metiladosen el paterno.@Esta metilación 
diferencial de la región 15ql l -13 cuando el 
cromosoma es heredado por uno o el otro proge- 
nitor, es un claro ejemplo de impronta genómica en 
el serhumano y proporciona unaexplicación sobre 
el mecanismo genético involucrado en la etiologia 
de estos dos síndromes. En la actualidad, los 
genes responsables de estos padecimientos, los 
mecanismos que inducen la metilación de los 
mismos y los procesos que los regulan, son objeto 
de investigaciones mediante las técnicas de la 
biotecnología. 

Mutaciones dinámicas o amplificación de 
tripletas repetidas 

Hace menos de 4 años, la caracterización de la 
mutación que produce el síndrome de X-frágil, 
reveló un nuevo elemento genético y un nuevo 
mecanismo de mutación.' El elemento genético es 
una secuencia inestable de ADN producida por la 
amplificación de una tripleta, que en forma natural 
es repetida y polimórfica, p(CCG)n. El mecanismo 
de la mutación, que se ha denominado mutación 
dinámica, implica el cambio en el número de 
copias dela tripleta que se relaciona con el número 
de copias presentes en un momento dado. Este 
proceso por el cual un cambio inicial en la secuen- 
cia del ADN produce inestabilidad y predispone a 
nuevos cambios en la secuencia de ADN, eviden- 
temente contrasta con el concepto de las mutacio- 
nes clásicas o estáticas en las cuales el producto 
de una mutación tiene pocas probabilidades de 
sufrir nuevos  cambio^.^ 
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El síndrome de X-frágil es la forma más común 
de retraso mental familiar y afecta aproximada- 
mente 1 en 1250 va rone~ .~  La enfermedad se 
asocia con la expresión de un sitio frágil sensible 
a folatos en la banda q27 del cromosoma X, por lo 
cual el análisis cromosómico permitió, durante 
años, diagnosticar a los pacientes e identificar a 
las mujeres portadoras de la mutación con relativa 
precisión. 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 mutación 
a sus hijas, no tenían retraso mental ni el fenóme- 
no de anticipación en las generaciones sucesi- 
vas.lo 

La inestabilidad progresiva en el número de las 
repeticiones de la tripleta CCG durante la transmi- 
sión de una generación a otra y que culmina en la 
falla en la expresión del gen, explica dichas pecu- 
liaridades en el sindrome deX-frágil. Como conse- 
cuencia de esta inestabilidad, los miembros de 
una misma familia pueden tener números diferen- 
tes de tripletas. 

El cromosoma X normal contiene entre 6 y 50 
repeticiones de la tripleta. La mutación aparece 
como un pequeño incremento en el número de 
tripletas entre 50 y 200 (premutación), y no se 
asocia con un fenotipo anormal, pero predispone 
a las mujeres portadoras a procrear hijos afecta- 
dos. La mutación completa se caracteriza por un 
incremento considerable en el número de repeti- 
ciones entre 200 y 3000, y se acompaña de las 
manifestaciones clínicas del sindrome. Por otra 
parte, se ha demostrado que el número de repeti- 
ciones aumenta cuando se transmite por la mujer 
y se modifica muy poco cuando se transmite por el 
varón." 

En la actualidad, se conocen porlo menos otras 
cuatro enfermedades genéticas debidas a la am- 
plificación de tripletas repetidas (Cuadro 1), y las 
propiedades de este nuevo tipo de mutación ha 
permitido explicar la penetrancia incompleta, la 
expresión variable y la anticrpación que se habían 
observado en estos padecimientos hereditarios. 
En particular, la anticipación se refiere a que en las 
generaciones sucesivas, la edad de inicio de la 
enfermedad es más temprana y el cuadro clínico 
más grave. El fenómeno de la anticipación se 
habia observado en diversas enfermedades here- 

ditarias; sin embargo, se pensaba que era un 
artefacto debido a un sesgo en los estudios fami- 
liares. Ahora, el hallazgo de estas mutaciones 
dinámicas ha permitido reconocer un mecanismo 
genético que explica el fenómeno de la anticipa- 
ción tanto en la distrofia miotónica como en la 
enfermedad de Hungtinton y en el sindrome de X- 
fragil.12 Además, en estas tres enfermedades, el 
sexo del progenitor se relaciona con el incremento 
en el número de repeticiones de la tripleta involu- 
crada en el padecimiento y la transmisión de las 
formas más graves. En el caso de la distrofia 
miotónica, la aparición de la forma congénita se 
observa cuando la transmisión es por medio de las 
mujeres, y en la enfermedad de Huntington la 
transmisión paterna produce la aparición de las 
manifestaciones clínicas a una edad significativa- 
mente más tem~rana.~  

Cuadro l. Enfermedades debidas a la amplificación 
de tripietas repetidas 

Enfermedad Herencia Transmi- Tnpleta No No en 
sión repetida normal enfermos 
tlpo grave 

X-frágil D. Iig-X matema CCG 1050 52-200 
anticipacion(mutaci6n (premutación) 
y penetranctacompietaJ 200-3000 
reducida (mmpleta) 

Atrofia R iig-X 7 AGC 11-31 4062 
muscular Gravedad 
espinobuibarvanable 

Distrofia A D. matema AGC 5-35 5aBO 
miotónica anticipación 

Enfermedad A D  paterna AGC 934 50-100 
de anticipa- inicio 
Huntington ción temprano 

Ataxia espino A D  paterna AGC 2536 
43-81 
cerebelosa anticipación (posible) 
Tipo 1 

FRAXE Ltg-X ? CCG 6-25 25-200 
retraso (prernutación) 
mental leve > 200 

(completa) 
D lig-X = Dominante ligada al X 
R Lig-X = Recesivo ligada al X 
A D = Autosbmica dominanate 
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Heterogeneidad genética 

El concepto clásico de heterogeneidad genética 
se refiere a la situación en la cual dos o más genes 
diferentes, producen fenotipos similares y la 
expresividad variable a la situación en la cual un 
mismogenotipovariaensuexpresiÓnfenotipica. Así, 
por ejemplo, en la osteogénesis imperfecta que se 
caracteriza porfragilidad ósea, bajatalla, escleróticas 
azules, dentinogénesis imperfecta e hipoacusia, se 
habia reconocido heterogeneidad clínica y genética 
por la variabilidad en la gravedad del cuadro clinico, 
y porque algunas formas eran dominantes y otras 
recesivas. Los estudios moleculares en ésta 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 queademás, puede haber heterogeneidad 
alélica.'3 La heterogeneidad alélica implica que dife- 
rentes mutaciones en el mismo locus (gen) pueden 
ser responsables de la variabilidad clinica que se 
observa en la misma enfermedad. Como ejemplo se 
puede mencionarla fibrosis quistica, que es la enfer- 
medad autosómica recesiva más frecuente en la 
población caucásica. En 1989, mediante estudios 
moleculares, se localizó y se caracterizó el gen que 
causa esta enfermedad en el cromosoma 7.14 Al 
conocer la secuencia del gen se pudo identificar la 
estructura de la proteina codificada por el gen y se le 
denominó 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 
función 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 la causa 
de los transtomos pulmonares, pancreáticos, intes- 
tinales y cutáneos de los pacientes con fibrosis 
quistica.15 El estudio de miles de pacientes con 
fibrosis quistica en diferentes paises ha permitido 
reconocer más de 200 diferentes mutaciones en el 
gen, cuya frecuencia varia según las poblacionest6 
La correlación genotipo-fenotipo en los pacientes 
condiferentesmutaciones, hadernostradoquealgu- 
nas producen un fenotipo más grave que otras." l8 

En la actualidad se reconoce que en este padeci- 
miento al igual que en otros, la heterogeneidad 
alélica ex~lica la variabilidad en las manifestaciones 

clinicas, yaque los pacientes puedenserhomocigotos 
para una misma mutación o heterocigotos compues- 
tos y presentar diferentes mutaciones en ambos 
alelos. 

Disornia uniparental 

Con base en los estudios citogenéticos de 
abortos espontáneos que mostraban una elevada 
frecuencia de aneuploidias, en 1980 Engel propu- 
so un nuevo concepto, el de la disomia uniparental 
para explicar algunas anomalias  congénita^.'^ La 
propuesta se refiere a que el cigoto diploide, 
cromosómicarnente normal, en ocasiones puede 
ser el producto de la fusión de dos gametos 
anormales, uno con los dos miembros de un par 
cromosómico y el otro con cero miembros. Esta 
situación hipotética produce un cigoto y en conse- 
cuencia un individuo, en el cual ambos miembros 
de un par de cromosomas homólogos provienen 
del mismo progenitor. Este mecanismofavorece la 
hornocigocidad para genes recesivos responsa- 
bles de una enfermedad autosómica 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- 
nó el estudio de un paciente con fibrosis quistica 
y talla baja. en el que los estudios moleculares 
mostraban que habia heredado dos copias idénti- 
cas de marcadores genéticos maternos para el 
crornosoma 7.20 

Más tarde, se describió un paciente con deficien- 
ciacompleta delcuarto componentedel complemen- 
to humano (C4) y disomia uniparental para el 
cromosoma 6 patern~.~' En la actualidad, esta anor- 
malidad en la segregación crornosómica se ha de- 
mostrado también en algunos pacientes con los 
sindromes de Prader-Willi y Angelman y en algunos 
casos de rearreglos c r o m ~ s ó m i c o s . ~ ~ ~ ~ ~  

Los posibles mecanismos de producción son: a) 
la fertilización de un gameto nulisómico para un 
cromosoma por un gaméto disómico para el mismo 
par cromosómico; b) la pérdida de un cromosoma 
supernumerario en una célula con aneuploidia; c) la 
pérdida de un cromosoma seguida por la duplicación 
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del cromosoma homólogo en una célula somática. 
Una vez más, la biotecnologia revela los nuevos 

mecanismos que explican los cambios genéticos 
responsables de trastornos en el ser humano. 

Mosaicismo somático 

Se entiende por mosaicismo somático, la pre- 
sencia en el mismo sujeto de lineas celulares con 
constitución genética diferente, y porlo general, se 
debe a un suceso mutacional postcigótico. De 
hecho, los mosaicismos se han reconocido desde 
hace afios en sindromes cromosómicos como la 
trisomía 21, la monosomia X o síndrome de Turner 
y el sindrome de Klinefelter entre ~tros.~~Además, 
el analisis cromosómico de las células de diferen- 
teszonas del organismo, indica que algunos datos 
clinicos como los cambios de la pigmentación en 
forma de manchas, o bien los crecimientos anor- 
males de algunas zonas corporales pueden de- 
berse a mosaicismo cromosómico somático.25 

En el pasado, sólo se podían reconocer los 
mosaicismos cromosómicos, 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 patología humana. Así, se 
ha propuesto que, en algunas ocasiones, las ma- 
nifestaciones leves en un individuo con una enfer- 
medad genética por mutación de novo. se deban 
a un mosaicismo somático de la mutación génica. 
Esto significa que no todas las células del sujeto 
presentan la mutación, y por lo tanto, el cuadro 
clinico es menos grave que el habitual en esa 
enfermedad. Para podercorroborarel mosaicismo, 
es necesario identificar la mutación génica por 
medio de las técnicas de biologia molecular y 
demostrar en el individuo la presencia de las dos 
poblaciones celulares, una con la mutación y la 
otra normal.13 

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

Enconclusión, el fenómeno del mosaicismosomá- 
tico seguramenteafecta a todos los organismos mul- 
ticelulares, aunque se desconoce su frecuencia. 

Cuando se expresa en las células somáticas, 
puede ser causa de neoplasias, de los procesos 
del envejecimiento y de las variaciones en la 
expresión fenotipica de diversos padecimientos 
genéticos. Cuando ocurreen las lineasgerminales, 
puede producir agregación familiar y explicar la 
recurrencia familiar de mutaciones raras. 

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

Estamosasornándonos a una de las más excitan- 
tes etapas de la biologia y de la medicina. 
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El impacto de la biotecnología en inmunología 

Alberto Palacios-Boix* 

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

Francis Crick (1916 - ) 

En un proceso acelerado que despuntó con el 
principio de inmunización descubierto por Jenner, la 
inmunologia se ha visto permeada y renovada con- 
tinuamente por los avances tecnológicos. No es 
gratuito decirquees una especialidadque hacrecido 
y se ha diversificado a la par con el desarrollo biotec- 
nológico de este siglo. Los inmunólogos empleamos 
una variedad de técnicas que parten del análisis 
bioquímico, la fragmentación pmtéica, la estimulación 
celular, la verificación de reacciones entre compues- 
tos glucoprotéicos y su afinidad, hasta el empleo de 
técnicas genéticas para identificar y secuenciar mo- 

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

Típicamente, la inmunologia ha desarrollado sus 
pmpiosescenarios técnicos, a partirdel reconocimien- 
tode lasinteraccionesdeespecificidad antigeno-anti- 
cuerpo. Los experimentos seminales de Landsteiner y 
Ehlrich, que permitieron la identificación de sustancias 
semlógicas, que transferidasdeun individuoaotro, con- 
ferían protección, obligaron desde los albores del siglo 
XX a diseñar los recursos para aislarlas y purificarlas. 

' Invesbgador y rn4dlco titular. Departamento de lnrnunologla y Reurnatologla instituto Nanonal de la Nutrfd6n Salvador Zubkán. 
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A partir de la observación seminal de que las 
moléculas de anticuerpo son considerablemnte 
mayores que los antigenos, y por lo tanto no 
difunden en membranas semipermeables (Figura 
l), se fincaron las bases experimentales para el 
diagnóstico inmunológico. Los primeros métodos 
utilizaban mallas de gelatina o polímeros aplica- 
dos a superficies lisas de vidrio, que podían ser 
teñidos para identificar bandas o curvas de con- 
tacto proteico, y que traducían la existencia de una 
reacción antigeno-anticuerpo (lo que se conoce 
aún hoy como inmunodifusión simple o técnica de 
Ouchterlony). Con el descubrimiento aportado por 
la quimica orgánica de que las proteinas migran al 
aplicarseles una carga eléctrica, se mejoraron los 
procedimientos de detección in vitro de reacciones 
las antígeno-anticuerpo. Gradualmente, se recu- 
rrió a técnicas cuantitativas para correlacionar la 
magnitud de estas reacciones con estados clini- 
cos definidos. La ciencia salía de la probeta para 
acomodarse en el lecho del enfermo. 

Se logró la identificación de las proteinas circulan- 
tes y su determinación relativa en suero con la ayuda 
innovadora de laelectroforesis(Figura2). La fracción 
aamma fueseparada para reconocer los componen- 
'-es involucrad& en lareacción antigénica. Paralela- 

mente, se desarrollaban polímeros y haptenos sim- 
ples, con el fin de establecer los requerimientos 
mínimos de las reacciones de anticuerpos. Se em- 
plearon enzimas para aislar sus componentes acti- 
vos y sus fracciones cristalizables. Asi mismo se 
aprovechó la cristalografia naciente y las técnicas de 
precipitación para purificarlos en mayores cantida- 
des y mostrar hasta qué punto la elasticidad de la 
estructura terciaria de las proteinas contribuía a la 
afinidad y a la avidez de los anticuerpos por sus 
respectivos antigenos. Nacían así los conceptos de 
especificidad y variabilidad. Con ellos, la ingente 
necesidad de secuenciar los anticuerpos para deter- 
minarenqué sitios radica esta flexibilidad del sistema 
inmune. 

Hacia finales del siglo XIX, el zóologo ruso llya 
Metchnikoff, encontró que las células tales como 
amibas y leucocitos comparten una función peculiar, 
que consiste en rodear partículas y engullirlas, un 
proceso que denominó fagocitosis. Metchnikoff an- 
ticipóque este mecanismocontribuye cardinalmente 
al control de las infecciones mediadas por el sistema 
inmune celular. De esta observación derivaron nu- 
merosos estudios para demostrar la participación de 
polimorfonucleares y macrófagos en fenómenos de 
reconocimiento y erradicación de bacterias y parási- 

Sólo antígeno 

Membrana 
/ de dialisis ' 

Moléculas , 
de antigeno 

Antígeno + anticuerpo 

P 

Anticuerpo 
libre 

Anticuerpo 
unido 
al antigeno 

Figura 1. Reaccidn antlqeno anticuerpo por di6lisis de equilibrio. En ausencia de anticuerDo. el antiqeno se difunde uniformemente en la 
soiucibn Al introducir eisuero (o el a&ierpo) en la bolsa dediálisis, seestablece un equilibrioque da cuenta de la afinidad de la reacción. 
Esta tbcnica elemental aun en uso, se ha refinido con recursos biotecnológicos. 
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Figura 2. Electroforesis de protelnas. Este procedimiento electroqulm~co permite aislarlas inmunoglobulinas del plasma y analizar su 
naturaleza (mono o policional). 
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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 tetánica por Kitasato y von Behring en 
1890, relegó a la teoría fagocitica del primer plano 
entre los mecanismos de defensa inmune. El 
desarrollo de recursos para identificar la naturale- 
za de la respuesta celular, tendría que esperar 
otras cuatro décadas para recobrar su ímpetu. No 
obstante este desfase, la disciplina de la inmuno- 
logia consolidó su lugarentre las ciencias médicas 
con la fundación de las revistas Zeitschriff für 
Immunif~tforschung (1 908) y American Joumal of 
Immunology (1 916), que se sumaron a la recono- 
cida publicación del Instituto Pasteur. 

La primera mitad de nuestro siglo se dedicó en 
buena medida a desentraiíar las propiedades de 
diversos antigenos para cerodiagnóstico, a per- 
feccionar los mecanismos de transferencia pasiva 
y de inmunización activa, y a dirimir la naturaleza 
de las reacciones anafilácticas con base en el 
conocimiento de la hipersensibilidad inmediata y 
tardia. En Dinamarca, Arrhenius acuñó el término 
"inmunoquimica" en 1904, para reflejar la confra- 
temidad que se habia forjado entre estos dos 
campos científicos, impulsados a converger por el 
empleo creciente de empleo de técnicas electro- 
magnéticas en la investigación. 

Una contribución determinante surgió de los 
trabajos de F. Obermeyer y E. P. Pick, quienes en 
1906 mostraron que los antígenos protéicos modi- 
ficados quimicamente alteran su especificidad 
inmunológica. Pick refinó la observación a traves 
de incontables experimentos de inmunoquimica, 
hastadesignara lasestructuras modificadas como 
haptenos. Estos gnipos 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 inmunoprecipitación, las 
sustancias adyuvantes, la búsqueda de especies 
inmunotolerantes. el aislamiento y la fragmentación 
bioquímica en inmunodiagnóstico, y, al menos en 
parte, la serotificación que abrió paso a la investi- 
gación genuinamente científica en el campo de los 
transplantes. 

Al finalizar la Segunda Guerra Mundial, la dis- 
ponibilidad de recursos bélicos se transfirió al 
desarrollo científico Una renovada motivación 
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 revolución conceptual 
y tecnológica 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 anatomía y fisiologia 
del sistema inmune, 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, diseiíar aparatos de electrodiag- 
nóstico más sofisticados y pensar ya en técnicas 
de aislamiento celular para investigación y trata- 
miento. 

A partir de estos avances, se pudo establecer 
que las células del sistema inmune se concentran 
en órganos (que denominamos linfoides), óptimos 
para el crecimiento y diferenciación inducidos por 
antigenos. Los linfocitos migran y se intercambian 
entre la circulación y los tejidos, así como los sitios 
donde se asientan los antigenos para que se den 
las respuestas efectoras. Esta interacción bidirec- 
cional permite que los mecanismos de defensa se 
multipliquen y se procure la especificidad y la 
memoria, como características biológicas selecti- 
vas de la respuesta inmune. El refinamiento alcan- 
zado permitió cuantificar y discriminar las células 
responsables de tales fenómenos y diseñar culti- 
VOS para mantenerlas en crecimiento, analizar sus 
interacciones e inmortalizarlas. Quedaba por defi- 
nir qué moléculas de superficie son responsables 
de esta comunicación celular. 

Entretanto, la inmunoquímica se periecciona- 
ba. El empleo de corrientes eléctricas para agilizar 
la reactividad antigeno-anticuerpo derivó en un 
recurso más especifico denominado inmunoelec- 
troforesis y que se elaboró más adelante hasta 
conseguir procedimientos más avanzados que 
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proporciones y pesos rnoieculares conocidos. La tecnica tarnbien ha sido empleada para purificar antigenos específicos 
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capacidad para reconocer sus funciones e interac- 
ciones moleculares, y ha simplificado con mucho 
nuestras técnicas de separación y de cultivo celular. 
Los instrumentosactuales son capacesde identificar 
tamaño, función y número de células de una mues- 
tra, al tiempo que pueden reconocer la cantidad, 
intensidad de señal y localización de 3 o 4 marcado- 
res moleculares simultaneamente. Con ello, la capa- 
cidad de análisis de los inmunólogos, patólogos, 
hematólogos e infectólogos se ha multiplicado con 
una rapidez asombrosa en dos décadas. 

Otro avance reciente ha sido la incorporación de 
técnicas radioactivas más versátiles en el reconoci- 
miento de respuestas inmunes, para ser medidas 
tanto en suero como en células aisladas de sangre 
periférica o cavidades anatómicas, e incluso del 
tejido mismo. En un inicio, el radioinmuno-ensayo 
permitió cuantificar proporciones ínfimas de 
anticuerpos en la circulación (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 fenómenos linfoprolifera- 
tivos en cultivo o en tejidos extraídos de pacientes 
con diversas patologias neoplásicas o autoinmunes. 
Más aún, los procedimientos contemporáneos de 
inmunohistoquimica han facilitado la identificación in 
situ de antigenos tumorales, variantes celulares en 
infiltrados inflamatorios o neoplásicos, y de ciertos 
marcadores moleculares que estiman la precocidad, 
agresividad o mutabilidad de componentes celulares 
o de microorganismos. 

Llevadas a su potencial clinico más sofisticado, 
estasestrategias han permitido el diseño de técnicas 
de citotoxicidad en tumores sólidos, en órganos 
transplantados o en la localización gamagráfica de 
abscesos o metástasis. No cabe duda que la contri- 
bución de las técnicas inmunológicas ha modificado 
en unos cuantos lustros nuestra percepción de los 
procesos fisiopatológicos. 

Desde la revolución molecular de la segunda 
parte del siglo XX, la inmunologia ha aprovechado 
esos avances tecnológicos para aplicarlos al servicio 
de las enfermedades autoinmunes. Las técnicas de 
tipificación inmunogenética de individuos con pade- 
cimientos de etiologia desconocida, se han vistos 
enriquecidas con la introducción de marcadores 

moleculares (oligonucleótidos. secuencias iniciado- 
ras, etc), que paralelamentehan permitido la secuen- 
ciación e identificación cristalográfica de moléculas 
de activación o función celular, aquellas implicadas 
en histocompatibilidad y presentación de antigenos, 
y otras más responsables de la migración y adhesión 
de diferentes células entre si. La utilidad clinica de 
este enfoque servirá para diseñar futuros tratamien- 
tos -menos tóxicos, más especificos- y es, hoy por 
hoy, la base de la investigación más exitosa para 
entender y modificar los procesos de salud y enfer- 
medad en la historia de la humanidad. 
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