Biotecnologia: aplicaciones
de la genética molecular
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La Biotecnologia esta presente en la Medicina y en la Salud
animal, ya que participa en el diagndstico y en el tratamiento
deenf ermedadeseé.

N

v

A4S Nuacleo de la céluld que contiene
B ol 23 pares de cronibsomas
|




4 . .. )
A partir del descubrimiento del ADN se desarrollaron un

conjunto de técnicas de Biglogia Molecular que han permitido

descubrir genes, determinar su funcion en el organismo é .
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Funcion para el organismo

é .y estudiar su participacion en el desarrollo de
enfermedades




Existen miles de genes relacionados con el desarrollo de enfermedades ]

Alzheimer

Parkinson
nfermedades cerebrovasculares
Esquizofrenia

Depresion
Ansiedad
Ataxias
Epilepsia
Hipertension
Diabetes
Cancer




Con el objetivo de estudiar y erradicar las enfermedades, la
Biotecnologia ha desarrollado en las ultimas décadas una serie
de aplicacionesm®d i c as é

Aplicaciones Biologia ;
Molecular Tecnologias

Genomicas Protedmicas

NI

Aplicaciones
Médicas de la

/ Biotecnologia

nica
Medicina
Regenerativa

Farmacologia

: Bioingenieria
Terapg Metodologia $
Celular

Bioinformatica




é para el diagnostjco, tratamiento y prevencion de las
enfermedades que afectan a millones de personas en el mundo,

asi como enfermedades que afectan a una parte pequeia de la
poblacidon y para las que no existe todavia tratamiento.

ENFERMEDADES
CARDIOVASCULARES

CANCER ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS
(Alzheimer,Par ki nsonée)
ENFERMEDADES ENFERMEDADES
INFECCIOSAS RARAS

OTRAS
ENFERMEDADES
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LA BIOTECNOLOGIA
EN EL DIAGNOSTICO
DE ENFERMEDADES
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Empecemos con un poco de Historia: ¢, sabes quienes son los
Padres de la Biotecnologia sanitaria?

La invencion del microscopio permitio a los cientificos observar
bacterias, microorganismos, células, virus y sus estructuras
internas y asi comenz6 un camino que ha ido penetrando en los
secretos mas profundos de lavida.

Louis Pasteur sento las bases de la Microbiologia
al desarrollar la pasteurizacion para eliminar los
microorganismos de alimentos y esterilizar los
materiales.

Gregor Mendel es considerado el padre de la

Genética gracias al desarrollo de los principios de
la herencia.

James Watson y Erancis Crick abrieron las puertas

al estudio de la molécula de la vida al descubrir la
estructura de doble hélice del ADN y dar lugar a la

Biologia Molecular.




DIAGNOSTICO

g Las nuevas técnicas de Genomica, Protedmica y h
Bioinformatica permiten detectar la presencia de un gen o una

% proteina responsable de una patologia é y

Estudia los genes que conforman el ser humano: su

[ GENOMICA ] ‘ secuencia, funcion y participacion en el desarrollode
enfermedades

El Genoma Humano contiene entre 30.000 y 50.000genes

Estudia las proteinas que conforman el ser
humano: su secuencia, estructura, funcion y
participacion en el desarrollo de enfermedades

Hace uso de bases de datos y procesos
algoritmicos para evaluaciones a gran velocidad
como herramienta para estudiar enfermedades

BIOINFORMATICA




También son utiles las técnicas de Metabolomica y
Transcriptomica para el diagndstico, el tratamiento e incluso
la prevencion de enfermedades.

\_

Estudia los procesos quimicos que involucran

[ METABOLOMICA ] ‘ metabolitos. Un metabolito es cualquier molécula
= utilizada o producida por el metabolismo.

Estudia el conjunto de ARN (ARNm, ARNt,
ARNr, ARNI, etc.) que existe en una célula,
tejido u 6rgano.
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SECTORES
INVOLUCRADOS

OBJETIVOS:

A Localizay secuenciatodoslos genesgue constituyen
el genomade loshumanos.

A Determinar la funcion destosgenes:obtener
acces@ las proteinasgue esosgenesproducen.

ALCANCES:
A Secuencia daucleétidos.

Ve

A Mapagendmico.

Objetivo:
Explotar comercialment®s
resultados

Obijetivo:
Desarrollamétodosmaseficacegarael
tratamientoy prevencionde
enfermedadegyenéticas



LINEA DEL TIEMPO DEL PGH N

1981 — Japdn inicia un
plan para mejorar la
tecnologia de
secuenciacion.

1984 - Se plantea la idea 1985 - R. Sinsheimer
en EUA por Robert ] convoca una conferencia
Sinsheimer. sobre genética molecular.

1986 — El Departamento 1986 — Walter Gilberty
de Energia organiza un Paul Berg coordinan una : :
taller para un proyecto de M sesion llamada Proyecto { Instituto Nacional para las

mapeo y secuenciacion. genoma humano. Investigaciones del

1988 — El NIH crea el

Genoma Humano.
Renatto Dulbecco. Elichi Soeda.




LINEA DEL TIEMPO DEL PGH B

1988 — EI DE y el
NIH firmaron un

1988: Craig Venter 1990 - Inicia el
propuso nueva smmmd Proyecto Genoma

memorandum de :
metodologia. Humano.

entendimiento.

2003 — Se publicala
secuenciacion
completa del
Genoma.

2000: se anuncia el 2001 - Publicacién

99% del del borrador del
Secuenciamiento genoma humano.




RESULTADOS

= Se obtuvo la secuencia completa de los 3,200 millones de

nucledtidos o letras (A, G, T, C) que lo componen. Entender como las especies han
evolucionado y cudl es la funcién de los
* El mapa que ubica a los cerca de 30,000 genes. genes y las regiones no codificantes del
genoma.

= Analisis de cerca de 1,400 genes causantes de
enfermedades.

= Se demostrd que los seres humanos compartimos 99.9% de
esta secuencia.

= Se han identificado mas de 3.2 millones de variaciones.

INMEGEN (2004). Genoma Humano. Recuperado de http://www.inmegen.gob.mx

https:// www.youtube.comwatch?v=AhslIFcmoQQ
https:// www.youtube.comwatch?v=qOW5e4BgEa4



PGH: Aplicaciones

A) Prevencion de enfermedades mediante el estudio de las
mutaciones que las producen

=

Enfermedades monogeénicas: hipercolesterolemia
2. Enfermedades que dependen de varios genes: alzhéimer, diabetes
y cancer

- Proto-oncogenes: genes que regulan los ciclos celulares

- Genes supresores de tumores, que regulan la multiplicacion
celular



Protooncogenes

* En general, QOOO et cllson
estimulan el M
crecimiento y Od:_,;;,j)
divisién celular — ; \‘\\:\\\\DIPO |

* En cancer, sufren 2 A '°* Oncagene
mutaciones de o]
ganancia de funcidn  c.iavetnomay §

stimulated by extemal / //

* A un protooncogen S Vs O?OO

S /_,./// Oncogene
mutado se le llama —
ONCOGEN

==
(=
* Cell division directly
stimulated by oncogene
without growth factor



PROTO-ONCOGENES

Los proto-oncogenes son genes que codifican proteinas con
funciones bioldgicas fisiologicas.

Un proto-oncogen alterado se llama ONCOGEN, el cual cumple la
misma funcion del proto-oncogen pero en cantidades aumentadas.

Proto-oncogene

DNA 7O A .

o ey

Translocation or Gene amplification: Point mutation:
transposition: within a control element within the gene
PO 7 IS RN

New Oncdgene oncdgene
promoter + *
P Q ) ) Q D - Q -
Normal growth- Normal growth-stimulating Normal growth- Hyperactive or
stimulating protein in excess stimulating degradation.

protein in excess protein in excess resistant protein



Oncogén

Gen normal
Protooncogéen

Proteina normal

Hay La proteina
‘estimulo actia

La proteina
no actua

Funcion normal

&
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Mutacion

Gen mutado

>

Oncogén

| Expresion | 3

Proteina anémala
(Oncoproteina)
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estimulo

S
-

Actividad excesiva




GENES SUPRESORES DE TUMORES

Un gen supresor de tumores es un gen que reduce la probabilidad
de que una celula en un organismo multicelular se transforme en una
célula cancerigena.

Los genes supresores de tumores encuentran en las células normales
y generalmente inhiben la proliferacion celular excesiva. Una mutacion
0 una delecion de un gen supresor tumoral, aumentara la probabilidad
de que se produzca un tumor, al perder su funcion.

De esa manera, un gen supresor tumoral alterado es similar a un
oncogen.



GENES SUPRESORES DE TUMORES

* Los genes supresores de tumores ejercen un control negativo
sobre la proliferacion de células normales, ya sea porque

detienen la progresion del ciclo celular o porque activan vias
gue posibilitan la muerte celular programada. Por ello, su mal
funcionamiento se relaciona con el cancer

Normal p53 Mutated p53
DNA damage DNA damage
Cell cycle abnormalities Cell cycle abnormalities
Hypoxia Hypoxia
ps3 pS3
Cell cycle » Apoptosis Cell cycle continues
arrest (programmed
* cell death)
DNA repair l
Cell cycle Cells can become cancerous
restart
When cellular damage occurs. P53 Mutated p53 does not arrest the cell
arrests the cell cycle until the damage cycle. The damaged cell continues to
is repaired. If damage cannot be divide, which may result in cancer.
repaired, apoptosis occurs.




PGH: Aplicaciones

B) Terapia Génica

Transferenciade material genéticoa celulaso tejidos parapreveniro curaruna
enfermedad.

ENFERMEDADBSMOCIGOTAS
Hereditarias. Defedos en un solb gen. Facilmente identificable a reemplazar o
modificar.Enfermedadesnonogénicas.

- Distrofiamuscular

- HemofiliaA oB

- Fibrosiscistica

ENFERMEDADEBSLIGENICAS
No hereditariasMas de ungenafectado.Masdificilesde tratar, senecesitan estudios
previosparaseleccionael gen.

- Hepatitis

- Enfermedadefardiovasculares

- Cancer



CONCEPTDE LA TERAPIAGENICA

Hll £ Esunatécnicaterapéutica mediantela cual seinsertaun gen
funcional enlas celulasde un paciente humanopara corregir
un defectogeneticoo paradotar a las celulasde unanueva
funcion.

Z Laterapia génica es una disciplindastante reciente que
todavia esta en unafasealtamente experimental como
forma de tratamiento rutinaria de enfermedadeshumanas.

Z Laterapia génica usaaingenieria genética para modificap
contrarrestar el funcionamiento anormal de un gen
aportando una copia sana de ese gew\sise consigue
repararlo. Tambiénpuede aportar un gen que afiade nuevas
funciones o regula el funcionamiento deotros genes.



TERAPIAGENICADE CELULASGERMINALES

Aquelladirigida a modificar la dotacion genética de las células implicadas

en la formacion 6vulosy espermatozoidesy, por tanto, transmisible ade
la descendencia

Estetipo de terapia génicaseria indicada paracorregir de forma definitiva
las enfermedades congénitas, una vez que la técnica seaeficazy segura,
situacion que no parecedarseen el momento actual.




TERAPIAGENICASOMATICA

Aquella dirigida a modificarla dotacion genética de células no
germinales, es decir, de las células somaticas o constituyentes del
organismo.

Por ello, la modificacion genética no puede transmitirse a la
descendencia

Dr, Tony Brain/Sdence Source/Photo Researchers, Inc.



Terapia Génica

TERAPIA GENIQ®AVIVO

Introducciéndel gen terapéutico
dentro de un vedor que es

administrado directamente al
paciente.

Therapeutic gene

YO00000000K

Vector



Cuando se hacellegar en vectoresadecuadoslos genes terapéuticos alas células
defectuosas a corregir a través del torrente circulatorio (por ejemplo, por
inyeccion intravenosa).

Otra posibilidad seriala de utilizar las célulasde la piel con un proposito bien
distinto : la sintesisy secrecidonde proteinas que son producidasnormalmente en
un tipo de célulaspero que son transportadas en el plasma sanguineopara uso
de otras ceélulas Asi, en principio, implantes de célulasde la piel podriancorregir
enfermedades tales como la hemofilia o las enfermedadesde Alzheimer o de
Parkinson.

Células alteradas




Terapia Génica

TERAPISENICAXVIVO

Transferenciale material genéticoa )
través de un vector dentro de un S
cultivo de células procedentesdel |
paciente  Reintroduccion de las i
células en el paciente No hay
respuestanmune




2. En 21 laboratorio

se modifica un

virus de forma que

no pueda reproducirse,

& 3. Seinserta

un gen en
el virus.

1. Se extraen células
del paciente.

7. Las células modificadas
genéticamente producen
13 proteina o 1a hormona
deseada.

6. Las células modificadas
se inyectan al paciente.

——

; 4' J‘)_'

S. Las células del paciente
se modifican geneticamentes.

4. El virus modificado
se mezcla con células
del paciente,



Terapia Génica

ASPECTOSTENER EQUENTA

AGenterapéutico. ¢ ESmportante parala enfermedad? ¢ Puedserreemplazado?
AVector. Agente encargadde latransferenciagenética. ¢ Puedéegarala diana?
ATejidoo célula dianaHigadoO 2 NJ | 5 y X

ARutade administracion Sistematica local. Dependede la enfermedad, la diang
el vector.

AModelo animal.Imitar la enfermedadhumana(no laanimal).



Vectores o vehiculos

Agenteencargadode latransmisiongenéticade unorganismoa otro.
-Novirales

-Virales

VECTORBBOVIRALES R
Fragmento de DNA de doble Fheiepolic T

cadenaque no deriva de virus gene Plasmid

donde se clona el gen Non-viral
terapéutica vecer
Plasmidos. O

Elementosxtracromosomicos.

@@
Bajaeficiencia O { ™ /
O 0

\



Vectores o vehiculos

VECTORBBOVIRALES

Ventajas:
-No haylimitacionesde tamano.
-No hayrespuestanmune.

Desventajas:
-Bajaeficiencian vivo



Vectores o vehiculos

VECTORBSRALES
Provienende virus.

Vector
«Capsid | -Capsid
*Nucleic Acid *Therapeuti

+Lipid Envelope +Lipid Envelope



Distrofia muscular de Duchenne

https://www.youtube.com/watch?v=Ebu8W8Osuxk



INGENIERIA GENETICA




¢ Quée es la Ingenieria Genetica?

Es el conjunto de técnicas derivadas de la
Biologia Molecular, gue permiten manipular el
genoma de los seres vivos

Aplicacion de los

conocimientos de la ~ 3 Biotecnologia

Ingenieria Geneética




La Ingenieria Genética
es posible porque:

Apareamiento:
G.C

Bases =
nitrogenadas Cltosina

El ADN de todos los
organismos tiene la
misma compaosicion
y estructura

Timina

Esqueleto
Azucar- Fosfato




w+ Arber descubre las enzimas de restriccion (1968)

Sonlasint I meinld &< ul
gue cortan el ADN por sitios
especificos

También denominadas
BndonucleasaRS NB A i NR OO,

Las bacterias las utilizan como
defensa frente a la infeccion virica
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ADN 1

)

ADN
recombinante



Enzima Secuencia de Patron de corte
reconocimiento y de corte
i
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Bacteria de origen

Haemophilus influenzae Rd

Bacillus amyloliquefaciens H

Arthrobacter luteus

Staphylococcus aureus 3A



La tecnologia del ADN recombinante permite la
CLONACION de fragmentos de ADN

—
—
o —
ADN CLONACION




Para clonar un fragmento de ADN precisamos

la ayuda de las BACTERIAS

plasmido

Escherichia coli
Genoma
bacteriano



Los plasmidos se utilizan como
VECTORES DE CLONACION

Crecimiento
en medio de

cultivo

ADN recombinante

Microorganismos
transgénicos



¢, Como se introduce el ADN recombinante en
el interior de la bacteria?

Latasadeentradao N TRANSF OR Mgahtatedlas
muy baja. Para aumentar el rendimiento se recurre a
tratamientos quimicos y fisicos



Los virus también se utilizan para introducir

ADN en el interior de las células

E. coli




Extremos cos

del fago
ADN /

VIiiTuyuU
— R —

Gen para DNA recombinante
clonar

Proteinas de
la cubierta del

A / fago A

v

Construccion de

fagos in vitro

-
= |

Fagos con el gen
insertado



Los cosmidos son vectores de clonacién
como los plasmidos, con fragmentos
permiten su empagquetamiento

\

/

Formas replicativas de los césmidos



¢, Como sabemos qué bacteria ha incorporado la

molécula recombinante?

Los vectores de
clonacion llevan
genes
reporteros

Medio SIN Medio CON ampicilina
ampicilina



PCR

PCR

Polymerase Chain Reaction

“Es la amplificacion de DNA in vitro por medio de la
polimerizacion en cadena de DNA utilizando un
termociclador.

“El propésito del PCR es hacer muchas copias de un
fragmento de DNA.

“Se realiza la amplificacion de un segmento especifico
de DNA, teniendo poco material disponible.




Pasos de la PCR

a) Separacién de las hebras: Desnaturalizacion de |la doble hélice de ADN. 95°C durante 15

segundos.
b) Hibridacién de los cebadores: temperatura entre 50 y 60°C. Un cebador hibrida con el
extremo 3’ de la secuencia blanco en una hebra y el otro cebador hibrida con el extremo 3’

de la secuencia en la hebra complementaria.
c) Sintesis de ADN: A continuacién la mezcla se calienta a 72°C. ADN polimerasa

termoestable (Taq polimerasa). La Taq polimerasa cataliza la elongacion de ambos
cebadores copiando la secuencia blanco.

— e

T~05°C TzSS_C T=72 .C
_g . annealing extension etc.
denaturation of primers by polymerase
double-stranded DNN a /
| —

TN



Pasos de la PCR

| Te05°C T=55°C T=72°C

' annealing extension etc.

O denaturation of primers by polymerase
double-stranded DNN =) _— : /

-\

Estos tres pasos constituyen un ciclo de PCR y se pueden llevar a cabo repetidas y
consecutivas veces modificando unicamente |la temperatura de la reaccién. Cada
ciclo de PCR tarda aproximadamente 2 min y duplica la cantidad de ADN, por lo
que finalmente se produce un aumento de 2" de la cantidad de ADN original
siendo n el nimero de ciclos que se llevan a cabo. La amplificacion es de un millon
de veces después de 20 ciclos y de mil millones de veces después de 30 ciclos, los
cuales se pueden llevar a cabo en menos de una hora.



Termociclador

°La PCR se realiza
en un “Thermo
Cycler’
Termociclador.

*Es una maquina
que calienta y enfria
la reaccion en
periodos cortos de
tiempo.




Vectores de clonacion

VECTOR DE CLONACION

Molécula de DNA que:

1. Transporta el DNA clonado dentro de una
célula huésped.

2. Es responsable de |la amplificacion del DNA
clonado: se replica dentro de la célula
bacteriana produciendo multiples copias.



Vectores de clonacion

Son moléculas que transportany replican fragmentos de ADN que llevan insertados.

Plasmidos

ampicing «f BamHl
| Resisendaa
tetracicling

Bacteriofagos: son virus que
sirven de portadores de
material genético a bacterias

Plasmidos: son

moléculas de ADN extra
cromosomico de forma
circular en bacterias

Cosmidos: son vectores
sintéticos que combinan
caracteristicas del fago
lambda que posee
extremos cohesivos o
regiones cos




ORGANISMOS MODIFICADOS GENE




Aplicaciones de los microorganismos

transgénicos

Medicina: produccion de Insulina humana, hormona del
crecimiento, vacunas y anticuerpos....

Medio Ambiente: desarrollo de microorganismos capaces de
degradar compuestos toxicosop el i gr os o s é

Industria alimentaria: produccion de edulcorante artificiales,
compuestos que se utilizan en panaderias, produccion de
gueso y cerveza....



Plantas transgeénicas

¢, Quésonlasplantastransgénicas?

Una planta transgénicacontiene uno 0 mas genes que han sido
Insertadosen forma artificial en lugar de que la planta los adquiera
mediantela polinizacion

La secuenciagénicainsertada(llamadael transger) puede provenir de
otra planta no emparentadao de una especiepor completo diferente;
por ejemplo, el maizBt, que producesu propio insecticida,contieneun
gende unabacteria

Las plantas que tienen transgenes a menudo son llamadas
genéticamentemodificadaso cultivosGM, si bien en realidadtodos los

cultivos han sido genéticamentemodificadoscon respectoa su estado
silvestre original mediante la domesticacion, la seleccion y el

mejoramientocontroladoa travesde periodosprolongados



Produccion de plantas transgénicas mediante el uso de vectores

Se pueden utilizar plasmidos de origen bacteriano, como por ejemplo el
de la bacteria vegetal Agrobacterium tumefaciens, que porta el
plasmido Ti. La particularidad de este plasmido reside en que posee un
fragmento denominado T-ADN que le permite movilizarse (transferirse),
debido a las caracteristicas de las secuencias flanqueantes (las partes
del ADN que limitan con el fragmento movilizable).

Durante el proceso de transgenesis, el T-ADN se sustituye por el gen
deseado (transgen).

En el ADN del plasmido, junto al transgén de interés, se introducen
también uno o dos genes (segun el sistema de uno o dos plasmidos; en
el caso mas complejo, uno de los genes puede ser utilizado en plantas
y el otro en bacterias) que codifican resistencia a antibidticos. Esa
caracteristica, que pasa igualmente al OMG, permite su seleccion
cuando las hojas transformadas se colocan en un medio que contiene
el (los) antibidticos en cuestion, pues solo ellas sobreviviran, mientras
gue las plantas no transformadas son eliminadas por la accion del
antibiotico.



Plasmido Ti

Regién vir

— Extremo
derecho

Plasmido T1

T- DNA

Exiremo
izquierdo



¢, Como se obtienen las plantas transgénicas?

Mediante el
plasmido Tide
Agrobacterium

tumefaciens

Se sustituye la region del plasmido que
produce el tumor o agalla de la corona por el
gen de interés. Este plasmido recombinante se
introduce en la bacteria.




‘; Partes de la planta se ponen en contacto con las
Z bacterias en medio de cultivo

N
v FrEE

Planta sensible

N

o ©®

Las células que
incorporan el plasmido
crecen en un medio
especial o selectivo

NX PN

Plantaresistente A partir de las células transformadas
se obtienen plantas adultas




Agrobacterium tumefaciens : A plant gene transfer vector

https://www.youtube.com/watch?v=yesNHd9h8kO0



https://www.youtube.com/watch?v=yesNHd9h8k0

LOS PRINCIPALES PROBLEMAS
QUE AFECTAN A LOS AGRICULTORES

INSECTCH_AGA
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EL ORIGEN DE LOS ALIMENTOS ACTUALES

/DOMESTICACIC)N——> EJORAMIENTGENETICO
SEECCON

BIOTECNOLOGIA

RNA
DEINTERFERENCIA

TRANSGENICO

OTRASECNICAS
DE INGENIERGENETICA!
-CISGENICOS
-INTRAGENICOS

-ZFN

-TALEN

-MGN

-BREEDING REVERSO
-ODM
-RdDM
-GRAFTING

NATURAL CRUCEBIRIGIDOS

MUTAGENESIS

2
ORIGENDELO&ALIM




CULTIVOSRANSGENICOS DISPONIBLESIERCIALMENTE
(AQUELLORUELLEGANA LOSCONSUMIDORES Bl MENOS PAIS)
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