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RESUMEN

Los vectores virales son el medio mas eficiente para transferir genes, permiten modificar especificamente auna célulaoa
un tejido, para inducir la expresion de genes terapéuticos. Actualmente, se investigan diferentes virus que proporcionen
la expresion permanente o temporal del transgene. Esos virus incluyen a los virus recombinantes, a los adenovirus, los virus
adeno-asociados, los retrovirus y los virus herpes simplex. La eleccién del vector depende del uso y la eficiencia de la
expresion del transgene, también se considera que su produccién sea facil, segura y estable.

En esta revision se presenta: la biologia de los virus, las bases de su manipulacién genética y su potencial aplicacion en
modelos detransgénesis, algunos de estos factores podrian aportar elementos de juicio para latoma de decisiones practicas
y convenientes en procedimientos de transgénesis.
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The viral vectors and the transgenesis

ABSTRACT

Viral vectors constitute the most efficient vehicles to transfer genes, they make possible to specifically modify cells or tissues
to induce the expression of therapeutic genes. Actually, different virus to transduce permanent or temporally transgenes are
studied. Those virus include recombinant, adenoviruses, adeno associated virus, retrovirus, lentivirus and herpes virus. The
vector selection depends on the efficiency and use of the transgen. It is also important to consider its easy, safe and stable
production.

Inthis work, we present the biology of virus, the basis for its genetic manipulation and the potential application in transgenesis
models. Some of these factors could be critical elements to take decisions on transgenesis procedures.
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1. INTRODUCCION

Latransgénesis se define como laintroduccién de ADN exdgenolos métodos de transferencia de genes inicié desde los afios
enunacélulaeucarionte. Adiferenciade latransferencia verticatincuentas, cuando se describié el ciclo lisogénico de los
de genes que ocurre en la reproduccion (de padres a hijos), dracteri6fagos cuyo genoma se integra establemente en la
la transgénesis la informacién se transmite de forma horizontabacteria huésped y se replica junto con ella. La posterior
(directamente de un individuo a otro) por medio de procesosdescripcién de elementos hereditarios no asociados con el
similares a una infeccion, con consecuencias biolégicas comocromosoma como los plasmidos, que en algunos casos se
mosaicismo, modificaciones en la dosis génica, inestabilidadpueden insertar de forma estable en el genoma (episomal),
del genoma, transferencia de mutaciones, etc. El desarrollo dposibilité la transformacion artificial de organismos unicelulares
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y promovid lainvencién de métodos artificiales de transferencialLos virus son elementos genéticos con capacidad infectiva que
de genes se pueden replicar independientemente de los cromosomas de

la célulaqueinfectan. A diferencia de otros elementos genéticos
Latransfeccidn es la introduccion de material genético externacomo los plasmidos, el genoma viral puede ser ARN o ADN y
en células eucariotas por medio de plasmidos, Airustras esta rodeado por una cubierta proteica o capside. El conjunto
herramientas moleculares como la microinyeccidn, labiobalisticade acido nucleico y capside se denomina nucleocapside o core
los liposoma etc. (Figura 1). El problema de la transfeccion es delvirus, el cual puede tener una envoltura. Cuando se encuentran
la pluricelularidad porgque la metodologia es diferente siqueremogn estado extracelular, ala particula virica se le denomina virién
modificar a todo el individuo o Gnicamente una parte. Tambiény esa es la estructura infectiva. Las proteinas asociadas al
esimportante conocer si se requiere que los fenotipos adquiridoslemento genético (capside, envoltura y proteinas reservorio
se hereden y tomar en consideracién que no todas las célulancapsuladas) confieren un papel mucho méas activo y menos
que contienen el mismo genoma responden al mismo método dazaroso durante la infeccién que depende del tropismo celular
transfeccion. Finalmente, la compartamentalizacion tambiénde cada virus, este es un fenémeno de interaccidn especifica
afecta la expresion del gen de interés. entre las proteinas de fijacion de la superficie de la particula

viricay los receptores de lamembrana citoplasmética de la célula
Entre los factores a considerar para un procedimiento 6ptimo deliana. Tras la fijacidén a la célula, la nucleocépside penetraen el
transfeccidon en eucariontes estan: el blanco, la ventana diterior del citoplasma, donde el 4cido nucleico se libera de la
tiempo, el nivel de expresion deseado, la estabilidad esperad@apside para migrar a los lugares de la biosintesis celular.
asi como la factibilidad técnica. En este documento, se revisa l&uando el genoma viral se introduce a una nueva célula se inicia
biologia de los principales vectores viricos, las bases de sia fase intracelular donde ocurre la replicacion virica.
manipulacion genética y su potencial aplicacién en la

transgénesis. Latopologia, eltamafio y la naturaleza del genomaviral influyen
en el éxito y la especificidad de la infeccidn y en consecuencia
2. BIOLOGIA DE LOS VIRUS el potencial como herramienta de transferencia de genes. El

La palabrarirusderiva del latin, que significa toxina o veneno. acido nucleico de los virus puede ser: monocatenario o
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Figura 1. Diferentes formas de introducir material genético extrafio en una célula. Existen tres barreras que se deben salvar para
lograr la transferencia del material genético. La primera barrera es la permeabilidad de la membrana, la segunda es la internalizacién
selectiva y la tercera es la entrada al nicleo celular. Estos obstaculos se pueden salvar utilizando técnicas como la biobalistica,
la microinyeccién, el dimetil sulf6xido, la electroporacién, la lipofeccién con liposomas y la infeccién viral. Las flechas punteadas
indican que el proceso de internalizacién al nicleo no es directo y que eso disminuye la eficiencia.
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bicatenario, entre los que se encuentran moléculas lineales dgon la herramienta mas eficiente en la transgénesis, permiten
ADN, moléculas de ADN circular covalentemente cerradas, sobre expresar proteinas en células humanas (Figura 2) y como
ARN segmentado o ARN monocatenario de polaridad positivaconsecuencia se pueden obtener proteinas recombinantes con
o negativa, los virus se clasifican con base en estas caracteristicas procesamiento postraduccional adectiado
ademas de la presencia o ausencia de envoltura.

Entre los virus recombinantes con aplicaciones en transgénesis
La capacidad de los virus para transferir genes de manerae encuentran los adenovirus, los retrovirus, los virus adeno
natural, es la cualidad mas atractiva para convertirlos en unasociados, los lentivirus, ademas de otros ADN o ARN virus.
herramienta eficiente en los modelos de transgéimegiso e
in vivat. El conocimiento de su biologia ha permitido el disefio Los adenovirus
de vectores recombinantes noreplicativos o replicativos, acordé.os adenovirus tienen importancia clinica porque generan
alas necesidades de cada modelo para latransferencia de genggecciones respiratorias y conjuntivales. El prefjenaeriva

del término latingylandula estos virus se aislaron por primera
3. VECTORES VIRALES vez enlas amigdalasy enlas glandulas adenoideas de himanos
Virus recombinantes Pertenecen al génekdastadenovirusse han identificado un
Las particulas virales silvestres no se pueden empleatotal de 51 serotipos humanos agrupados en seis especies (A-
directamente como vectores de expresién, es necesari€) que causan infeccién de tracto respiratorio y gastrointestinal
convertirlos en virus deficientes en su replicacion dentro de laademas de oculat.os adenovirus se utilizan en terapia génica
célula diana. De esta forma, el vector viral s6lo se podrain vivo,ya que pueden infectar de forma eficaz células que no
multiplicar en las células de empaquetamiento, que son lineasstan en fase de division y facilitan la expresién de grandes
celulares modificadas que tienen la propiedad de ensamblar eantidades del producto proteico. Los adenovirus son altamente
los virus y producir particulas virales que poseen los genes questables sinintegrarse en el material genético de la célulé& diana
codifican para las proteinas virales y para el gen de interés. La capacidad para replicarse de los adenoirindsodepende

del tipo de célula diana, un inconveniente es que algunas de las
Los virus recombinantes son estructuras capaces de transferproteinas virales pueden ser téxicas parala célula. Otra desventaja
material genético a una célula diana. El uso de la tecnologia dede estos vectores, es que la expresion de algunas de las
ADN recombinante junto con el conocimiento del genomaviral, proteinas virales puede favorecer una respuesta inmune intensa
ha permitido generar viriones con capacidad de infectar ycontra las células diah&in embargo, a los vectores de nueva
transferir su material genético (transfectar), pero incapaces dgeneracion les han removido algunos genesy eso hadisminuido
replicarse bajo condiciones especificas. Los virus recombinantegse problentat®.
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Figura 2. Modelo clésico de la transgénesis. 1. El gen de la proteina verde fluorescente (GFP) proviene de la anemona que
constitutivamente expresa a la GFP; 2. El gen se clona en un vector viral, 3. Con esas particulas se infectan mioblastos humanos,
el genoma viral se integra en esas células y cuando el transgen se expresa le confiere una nueva caracteristica a la célula eucarionte
que es la fluorescencia verde.
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Los adenovirus son viriones sin envoltura y con un genomaese ha sido el avance mas importante para disminuirles la

constituido por ADN de doble cadena de aproximadamente 26inmunogenicidad, prolongando la expresion del transgene y

45 kb que se replica en el nucleo de células que se estdmejorando la expectativa de los vectores adenovirales para una

dividiendo o en células quiescentes. La mayoria de los serotipoterapia génica de largo tientfd_as ventajas y las desventajas

utilizan el receptor Coxsackie y el virus receptor (CARpara mas importantes de cada uno de los vectores virales se resumen

unaunion primariagv integrinas para lainternalizaciériLos enlaTabla 1.

adenovirus poseen cuatro unidades transcripcionales en su

genoma: E1, E2, E3y E4; que tienen funciones reguladoras. HLos virus adeno asociados AAV

gen E1 es esencial para el ensamblaje de las particulas viralekos virus adeno asociados (AAV) estan constituidos por ADN

El gen E3 codifica para proteinas involucradas en la evasion dalle cadena sencilla, requieren de un adenovirus o de un virus

sistema inmune del hospedero (Figura 3). herpes que coopere con sus funciones para que se puedan
replicar. Los AAV no son patogénicos y su genoma con 4.7 kb

Otros atributos que hacen de los adenovirus un vector atractivgontiene dos marcos de lectura (ORF) que estan flanqueados

incluyen la relativa facil produccién de grandes cantidades depor repeticiones terminales invertidas (ITR). En la ausencia de

virus con un titulo alté* Ademés, poseen el potencial de un virus cooperador, la doble cadena del ADN viral se integra

insertar genes de tamafio grande en las construcciones, lo qun el genoma de la célula hospedera gracias a la recombinacion

puede generar virus selectivamente oncolitichda primera dirigida por la regién viratep?. A los vectores AAV les han

generacion de adenovirus que se utilizaron como vectores pareemovido la mayor parte de su ADN dejando Unicamente los

terapia génica les eliminaron laregion E1 porque asi se produckl'Rs lo que permite incorporar un transgene con una capacidad

un virus deficiente de replicacion y asi también se elimina sude aproximadamente 4.9%b

potencial oncogenicid&d Las regiones E3 no son esenciales

paralareplicacion viral y si se elimina esta region se aumenta ld.os AAV son uno de los vectores mas utilizados. Principalmente

efectividad del vector. Los virus a los que se les ha removido lgporque inducen una expresion eficiente del transgene por

regién E1 se producen de forma estable en lineas celulares queEmpos prolongados en diferentes tejidos como lo son: el

expresen Elay E1B como las células humanas embrionarias deigado, el musculo, laretina y el sistema nervioso cénal

rifién 2935, A los adenovirus de segunda y tercer generacibnembargo, su capacidad de empaqguetamiento se restringe cuando

les han eliminado otras regiones como la E2 o la E4 lo que h@e realiza a gran escala, o que trae como consecuencia una

reducido su toxicidad en los modelos anint&féssSin embargo, producciéon ineficiente. Ademas, existe una inmunidad

lo mas sorprendente ha sido el desarrollo de virus cooperadorgzexistente enlos humanos paralos vectores AAVy laintegracion

(HD-ADs) a los que les han eliminado todos los genes viralesgen el genoma humano (si llegara a ocurrir) es al azar, la cual
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Figura 3. Los vectores adenovirales. A) Estructura del Genoma del adenovirus silvestre. B) Cuando se construye un vector adenoviral
no replicativo, el transgene (que en este ejemplo es la Proteina Amarilla Fluorescente EYFP), se introduce en el sitio donde se
removieron las regiones E1, E2, E3 y E4 del adenovirus y el gene de interés queda flanqueado por secuencias virales ITR, ademas
se inserta la secuencia de un promotor para aumentar la eficiencia. C) Con esas particulas virales se infecta a la linea celular CHO,
y entonces las células expresan la Proteina Amarilla Fluorescente. La fotografia se tomé en el Departamento de Morfologia Celular
y Molecular. INR.
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Tabla 1. Cuadro comparativo de los vectores virales mas utilizados, se destacan sus principales caracteristicas, ademés de las

ventajas y desventajas de cada uno.

Vector Material Capacidad Tropismo Tipode Ventajas Desventajas
genético |detransgen vector
NOENVUELTOS
Adenovirus ADN doble 8kb Amplio Episomal | Extremadamente Generaninflamacién
cadena eficiente
AAV ADN cadend <5kb Amplioexcepto | Episomal [ Extemadamente Generaninflamacién
sencilla para células eficiente en la mayoria
hematopoyéticas de tejidos
ENVUELTOS
Retrovirus ARN 8kb Células en divisidpintegrado| Persistente y se Pueden inducir
transfiere en células [ongenesis
en division
Lentivirus ARN 8kb Amplio Integrado| Persistente en la Pueden inducir
mayoria de los tejido§ ongenesis
HSV-1 ADN doble 40kb Neuronas Episomal | Capacidad para Expresion transitoria gn
cadena insertar genes de 40 kbélulas diferentes a lgs
\ neuronas )

conduce aunaactivaciéninesperada o inhibicion de la expresiématerial genético del virus se retrotranscribe de ARN a ADN de
del gen endogeno.

Diferentes serotipos de AAV tienen distintos patrones de
expresion debido a diferencias en las células y en las actividadelsos retrovirus que se han utilizado como vectores para la
intracelulares. Por ejemplo, el serotipo AAV1 es adecuado pardransfeccion de genes derivan de modificaciones del virus
inducir la expresién en el mlsculo esquelético y laretina, mientrasnurino de laleucemia Moloney (Mo-MLV), del virus del sarcoma
el serotipo AAV5 transduce eficientemente a las neuronas y a lagde Rous o del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV).
células de pulméh Por el contrario, los AAV2 se caracterizan
porgue se expresan por mayor tiempo, perolos niveles de expresidras formas deficientes en replicacién de estos vectores se
son pobres, por lo que los AAV7 y AAV9 de monos Rhesus obtienen remplazando las regiones codificadoras para las
podrian ser una alternativa interesante para la terapia Himanaproteinas virales estructuralgesy, poly envpor el gen o genes
Otro hallazgo importante de los AAV es que sensibilizan a lasde interés, lo que permite laincorporacion de moléculas de ADN
células para drogas terapéuticas, de tal forma que la infeccion code hasta 8 kb (Figura 4). Los virus empleados como vectores
carecende lasecuenciaempacadorgipsifemas las particulas

el virus AAV2 incrementa la fragmentacionlds células Hela 'y
de las A549 que induce la quimioterapia con cispl&tino

Losretrovirus

doble hebra. Este ADN puede integrarse de forma precisa como
copia simple en el genoma de la célula huésped

virales no contienen a los transgenes. Otro punto a considerar,

es el de prevenir la recombinacién, la cual se logra cuando el

virus es capaz de autoreplicarse. Por lo tanto, todas las regiones

Los retrovirus son virus envueltos, en la fase de lisogenia lathhomélogas dentro del vector viral se remueven, y los genes no
nucleocapsides recién formadas migran a la membranasenciales deberan expresarse a una distancia de por lo menos
citoplasmatica llevandose como envoltura parte de lamembrandos unidades transcripcionales, aunque la autorreplicacién
retroviral ocurra con baja frecuen@ia

citoplasmatica.

Los retrovirus son los vectores mas Utiles para la mayoria de loSe puede dirigir la expresién del transgen con un promotor o una
experimentos de terapia génica, son capaces de infectar unagion potenciadora (enhancer) ubicada rio abajo del 5’'LTR o
amplia gama de tipos celulares. Sin embargo, los retrovirusien, con el promotor de un virus alternativo (como el

precisan que las células estén en division para que la forma deitomegalovirus) o también por promotores celulares como
provirus (ADN) pueda integrarse en el genoma, con lo que sibeta-actina. Se ha observado que la remocién de la secuencia
empleo se restringe a las células en division activa. Una de lagagy la region rio arriba inmediatamente a ella no afecta el
grandes ventajas del empleo de retrovirus es la estabilida@mpacamiento viral, cuando se encuentra dentro de las células
funcional y estructural de las formas integradas del vector. Aempacadoras; y tampoco se modifica la expresién del transgen.
pesar de que los retrovirus pueden integrarse en cualquier par®in embargo, la posicién exacta del sitio de inicio del transgen
del genoma, parece que existen ciertos lugares de insercion las pequefias alteraciones en las regiones LTR si afectan de
preferenciales. Cuando los retrovirus infectan a una célula, emanera considerable la expresion del trarigen
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Figura 4. Vectores retrovirales. A) Se muestra la estructura de un virus silvestre que contiene las secuencias de empaquetamiento
() y las secuencias de proteinas virales (gag, pol y env). B) Para obtener un vector retroviral se sustituyen las unidades gag, pol
y env por un promotor y dos genes reporteros: el que confiere resistencia a la neomicina y el de la proteina verde fluorescente
(GFP), la construcciéon queda flanqueada por secuencias de repeticiéon (LTR). C) Células eucariotas transformadas con el retrovirus
y que expresan el gene GFP.

Los lentivirus de insercion del transgén puede modificar su expresion, ya que

Los letivirus pertenecen al grupo de los retrovirus, muchos depuede interaccionar con secuencias reguladoras de la

los vectores lentivirus que se utilizan en terapia génica se basatmanscripcion aledafias como promotores, potenciadores

enelvirus delainmunodeficienciahumana (HI\Jos vectores  (enhancers) y represores (silencérshdemas, el sitio de

HIV pueden permitir insertos de genes grandes e inducir sunsercion del transgén puede interrumpir algin otro gen

expresién por mayor tiempo porque se integran en el cromosomamportante para la sobrevivencia celular.

A diferencia de los retrovirus convencionales, los lentivirus

también pueden infectar de forma eficiente a células que no ska expresion de los transgenes integrados se puede apagar a

estan dividiendo y por lo tanto se pueden utilizar para lacorto plazo por remodelacion de la cromatina en la zona de

expresion del transgene en las neuronas, de hecho, ya se harserciori? 3 Estos fenémenos pueden impedirse si durante la

logrado introducir exitosamente construcciones con intronesconstruccién del vector se incluyen secuencias de ADN que

en lentivirus® aislan al transgén (insulators), como los que estan presentes en
el locus de I1g- globina de poll&.

Algunos factores moleculares a considerar en latransgénesis

ElcDNA introducido en células eucariotes mediante transfeccionLa incorporacion de intrones artificiales al final de la secuencia

puede expresarse aunque no se encuentre integrado al ADNe un transgén resulta en una mejor expresion d¥. ésite

cromosémico. Esta expresién se puede detectar a partir de Igsarecer esto se debe a que durante la maduracién del ARN

12 horas de la transfeccidnSin embargo, si el transgén mensajero se reclutan sobre él proteinas que resultan cruciales

permanece episémico se pierde gradualmente de las célulapara la eficiencia de los siguientes pasos necesarios para la

tanto por destruccion como por dilucién en la progenie. Por loexpresion que son: la exportacién al citoplasma, la unién al

tanto, la expresién del ADN no integrado tipicamente esribosoma y la traduccién.

transitoria y deja de detectarse después de 72 horas de la

transfecciéft. Cuando se trabaja con células que puedenlLos promotores Utiles en la transgénesis:

mantenerse en cultivo por varias semanas, es posible gener&os promotores son secuencias de ADN que reconocen tanto

transfecciones estables seleccionando las células que haosfactores de transcripcién como una ARN polimerasadeltipo

integrado el transgén en su ADN cromosémicoy que mantienerl y provocan el inicio de la transcripcion. En la transgénesis se

permanentemente una o varias copias en su genoma Yy latilizan diferentes promotores para las células eucariotes,

transmiten a su progenie. generalmente incluyen algunas secuencias aledafias que los
activan hasta 1000 veces, es decir se usan en compafiia de sus

Unavez que se halogrado unatransgénesis estable, la expresipotenciadores proximales naturdtgssu tamafio oscila entre

aun puede afectarse por multiples factores, por ejemplo, el sitidos 500bp y los 2000bp, incluyendo las regiones reguladoras.
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Resultainteresante, que aln antes de promover la transcripcioe) Los promotores regulables.
la presencia de un promotor cerca del transgén es Util, ya qu8on secuenciague modulan la expresion dependiendo de la
facilita el transporte del ADN transgénico al nicleo mediante concentraciéon de alguna molécula biolégica, como las
mecanismos todavia desconocidos, al unir factores dehormonas, la metalotioneina, los metales pesados, los
transcripcion se favorece que la maquinaria celular reconozcanterferones; o a moléculas de respuesta a circunstancias como
al ADN transgénico como una molécula nuclear y se facilita suel choque térmico o la hipoxfe’,
traslado al interior de ese compartimié€htioos promotores que
se utilizan en la transgénesis se clasifican en: constitutivos Los genes reporteros:
regulables bien en tejido-inespecificos y tejido-especificos. Para caracterizar alos promotoresy sus secuencias reguladoras,
es necesario poder seguir la expresion de alguna proteina cuya
a) Los promotores constitutivos, tejido-inespecificos. funcién se detecte facilmente. Los genes reporteros cumplen
Producen expresiones altas y relativamente constantes de la@se propdsito y sirven ademas para identificar a la transgénesis
transgenes en distintos tipos de células eucariotas. EI masen el tiempo y en el espacio. Un gen reportero idealmente
utilizado es el promotor del Citomegalovirus (CMV) y el del virus requiere codificar para una proteina cuya actividad enddgena
simiano 40 (SMV-4G}-*4 Otros promotores de este tipoincluyen en las células blanco sea nula o muy baja; o que se distinga
los LTRs (del Inglés Long Terminal Repeats) del virus del facilmente de la actividad enddégena. Ademas no debe sertdxico
sarcoma de Rous, o del virus Moloney de la leucemia murina ypara las células y se prefiere que pueda medirse sin destruir al
el promotor del virus de Epstein-Ba# Estos promotores son tejido (detecciéon no invasiva), para poder observar el curso
capaces de mantener la expresion de los transgenes en distint@snporal de la expresidn, sin que esto impida utilizar las células
células de mamiferos ya que responden a multiples factores deara otros fines posteriormente. Se prefieren proteinas
transcripcion endégenos, por ejemplo, el promotor de CMV monoméricas sin cofactores, que sean codificadas por ADNc
responde a NFkBy a otros factores de transcripcion dependienteglativamente cortos. Su detecciéon debe ser simple y muy
de AMPc, entre otrd% Los niveles de expresion pueden variar sensible, por lo que generalmente se utilizan fluoréforos o
con un mismo promotor dependiendo del tipo celular que seenzimas que generen cromdgenos como reporteros. Las
estudie, ya que cada tejido mantiene una combinacion distintactividades enzimaticas ofrecen la ventaja de que el sustrato se
de factores de transcripcibri 37 38 acumula, aumentando la posibilidad de deteccion. Los reporteros
utilizados con mayor frecuencia se describen en la Tabla 2,
La principal desventaja de estos promotores es que por stodos ellos pueden emplearse con vectores virales.
origenviral son susceptibles ainactivarse mediante mecanismos
de defensa presentes en las células eucariotas, por ejemplo 4L APLICACIONES
promotor de CMV seinactiva por metilacion de los dinucledtidos Investigacién y organismos modificados

CpG. genéticamente
Engeneral, pueden mencionarse dos grandes areas de aplicacion:
b) Los promotores especificos de untejido. las que sirven para investigacion basica y médica, donde el

Estos promotores responden a factores de transcripcion quanimal de eleccion es el ratén, debido a sus caracteristicas
Unicamente se expresan en el tejido blanco, lo que generaiolégicas (tamafio, manejabilidad, ciclo reproductivo corto,
niveles de expresion moderados o bajos, en comparaciéon comanutencién a bajo costo, etc), con ciertas excepciones, ya que

los promotores virales inespecificos. en ocasiones no se ajusta estrictamente a las caracteristicas del
Reporteroyfuente Sistemade deteccion Actividad enddgena Estabilidad
Proteina verde fluorescente (GHPFluorescencia, FACS, Microscopia Nula Alta resiste fijacion
confocal. No invasivo
Galactosidasa dg. coli Colorimetrico. Invasivo Presente a pH &cido Alta, resiste fijacion,
y en senecencia resiste pH 7.5a8.0
Luciferasa dePhotinus pyralis | Luminiscente. Emite un fotén al Nula Baja
hidrolizar ATP. No invasivo
Cloranfenicol Acetil Transferasa Deteccion de formas acetiladas d¢ Nula Alta, resiste
(CAT) deE. coli cloranfenicol. Invasiva detergentes
Glucuronidasa dE. coli Quimiolumniscencia, Fluorescencig, Muy baja en plantas Muy estable a 37°C,
espectrofotometria e histoquimica resiste hasta 60°C.
Fosfatasas alcalina humana Espectrofotométrica. Invasiva Presente Estable
Hormona del crecimiento humanaRadioinmunoanalisis 0 ELISA Nula Estable

Tabla 2. Cuadro comparativo de los genes reporteros que se utilizan con mayor frecuencia y la fuente, asi como el sistema de
deteccién y su estabilidad.
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modelo experimental, por lo que es necesario emplear otradereditarias monogénicas, es decir, provocadas por la alteracion
especies; ylas que tienen unimpacto directo sobre la producciéde un solo gen, mediante la introduccion de un gen disefiado
y sanidad animal (mejoramiento de especies). para que suministre una nueva propiedad a las células, por
ejemplo que obstaculice la replicacién del virus o bloquee una
En la investigacion biomédica la estrategia es la generacion deroteina efectora, lo que frenaria el progreso de la enfermedad.
modelos experimentales “hechos a la medida”, ya sea por la
sustitucion o la inactivacion de genes. En teoria, y con elDado que existe unarespuesta bioldgica natural de silenciamiento
advenimiento de técnicas de transgénesis nuevas y eficientesspecifico de genes estimulada por la presencia de ARN de
todos los organismos se pueden manipular genéticamente, yiaterferencia, se ha desarrollado una estrategia alternativa para
se han utilizado una gran variedad de especies, entre las que sembatir enfermedades infecciosas o degenerativas la cual
incluyen plantas, y en mayor proporcion, animales como elconsiste en la generacion de anticuerpos recombinantes
conejo, la oveja, la cabra, el cerdo, la vaca, el pollo, diversadploqueadores que se expresen en el interior de las células, estos
especies de peces, insectos, parasitos, e inclusive el hombranticuerpos intracelulares o “intrabodies” se pueden generar al
Los modelos enlos cuales se hainactivado la funcion de un genntroducir a las células blanco los genes de las cadenas Vv
también referidos comknock out son particularmente Utiles  junto con secuencias especificas de localizacion subcelular
para estudiar la carencia de proteinas especificas y puedgpara que los anticuerpos recombinantes se transporten a algin
servir como modelos de enfermedades hunianas compartimiento como el nucleo, las mitocondrias o el reticulo
dependiendo del lugar donde se encuentre la molécula a
La produccién de proteinas recombinantes es uno de lobloqueaf®. Existen anticuerpos intracelulares desarrollados
principales éxitos de la biotecnologia. Las principales compafiagxperimentalmente para el tratamiento de enfermedades
del mercado biotecnologico ya han puesto en marcha laseurodegenerativas tales como Parkiffsdduntingtort® y
primeras granjas biofarmacéuticas en las que, de formaAlzheimers enfermedades virales como el herpes virus asociado
experimental, rebafios de vacas, ovejas y cabras transgénicassarcoma de Kaposi (KSHY,virus del papiloma (HPB) virus
estan produciendo sustancias de uso terapéutico. Purificandde la hepatitis C (HCV), rotavirus. En el area de la Oncologia este
la leche se elaboran medicamentos contra el enfisema, léipo de moléculas no sélo han servido para el area clinica, si no
hemofilia, la artritis reumatoide, el cancer o el SIDA, entre mastambién para dilucidar algunos mecanismos involucrados en la
de un centenar de enfermedades. transformacioff.
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