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Biotecnoloxia é a disciplina baseada na utilizacion de seres vivos
ou 0s seus compoiientes, para realizar determinados procesos
quimicos con finalidade industrial.

Gran parte da biotecnoloxia actual baséase en técnicas de
enxefieria xenética que permiten o illamento, a modificacion e a
expresion do material xenético.

A Enxeneria Xenética ¢ unha nova ciencia que trata da
manipulacion dos xenes e dos seus productos. Os métodos de
traballo son tamén cofecidos como técnicas do ADN recombinante.



PROCEDEMENTOS BASICOS
EN ENXENERIA XENETICA

O Obtencidon de fragmentos de ADN por encimas de restriccion

0 Reaccién en cadea da polimerasa (PCR)
O Obtencion de xenes a partir de ARN_

O Inserciéon de fragmentos de ADN en vectores de clonado

(J Clonacidn xénica en bacterias
O Hibridacion

(d Determinacion da secuencia de nucleétidos no ADN



1970 - Smith e Nathans

Descubrimento das encimas de restriccion

* Descubriu Hindll en
Haemophilus influenzae

Daniel Nathans

» Utilizou HindlIl para facer o

primeiro mapa de restriccion do
SV40




Obtencion de fragmentos de ADN por encimas de restriccion

As encimas de restriccion son unhas encimas
presentes en determinadas bacterias que son capaces
de romper o ADN estrafio que pode infectalas,
recofiecendo secuencias especificas. Hoxe en dia
conécense mais de 200 de estas "tesoiras
moleculares" distintas.

AATTCAG
"’f’ GTC

AT &S -T-,c AG Segmentos cohesivos

TACTTAAGTC

coLe ATG

TACTTAA

Cortan o ADN por sitios especificos chamados secuencias de recoiiecemento,
formadas por catro ou oito pares de bases, que, na bacteria orixinal, estan
protexidas para evitar que se destria o seu propio ADN.



Algunhas encimas de restriccion cortan as duas cadeas do ADN no
mesmo nucleotido, outras, en cambio, cortan cada cadea por lugares
separados e, 0 facelo, xeran extremos cohesivos, que permiten que as
moleéculas de ADN que os levan formen pontes de H e tendan a
xuntarse. Esto permite a union de fragmentos de ADN de procedencia
diferente, sempre que se rompera pola mesma encima de restriccion.
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Fonte da figura: Paxina da profesora Lourdes Luengo




“WEENENEC N R
BT LR




3.
..

5!
3!

DNA 1
' GAATTC Wy
8 CTTAAG
l EcoRl

HAE i . ._l.l-r-'5'

T GAATTC R

3 CTTAAG I

N GAATTCES

K} CTTAAGH

DNA 2

S CAATTC k)
EI8  CTTAAG Mty

l
lEcuHi
e Wz
2. I WA "

Moleculas Recombinantes

de DNA

Union entre fragmentos de ADN con extremos cohesivos




Enzima
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Secuencia reconocida y
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Hemophilus influenza

Bacillus amyfoliguefaciens

Staphylococcus aureus

As encimas de
restriccidon serven
as bacterias como
defensa contra os
Virus.

Distintas encimas de
restriccion ou
“tesoiras
moleculares”

O nome da encima
deriva do
microorganismo orixe.



Na figura, un plasmido circular de 6,8 kb ten dous sitios de recofiecemento para
unha encima concreta. O producto da dixestion completa ¢ unha parella de
fragmentos de tamafios 5,5 kb e 1,3 kb.



Os fragmentos obtidos podense separar por tamafios, mediante a técnica de

electroforese: Separacion de moléculas en funciéon da sua carga
(carga/masa e forma).

Soportes: agarosa € acrilamida

Mezcla de fragmentos
de ADN Nimero de
pares de bases

Los fragmentos grandes Y
se mueven lentamente 350
en el campo eléctrico 320
270
150

Los fragmentos pequefios 48

s€ mueven &1/

rapidamente
Gel al comienzo Gel al final

Fonte da figura: Paxina da profesora Lourdes Luengo




Exemplos de electroforese:
Agarosa
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Exemplo de electroforese:
Acrilamida
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CLONACION DE SEGMENTOS DE ADN /N VITRO MEDIANTE A
REACCION EN CADEA DA POLIMERASA (PCR)

A PCR consiste en clonar segmentos de ADN nun tubo de ensaio.

A PCR utiliza unha encima ADN
polimerasa dunha bacteria que vive en
augas termais, Thermus aquaticus (asi a
encima pode traballar a altas
temperaturas).

A PCR require cofiecer a secuencia de
nucledtidos dun xene desexado, xa que para
que funcione, ¢ preciso disponier de
segmentos curtos de oligonucledtidos (20
nucledtidos), complementarios de secuencias
presentes no xene ou xenes desexados, que
actien como cebadores ou primer para a
ADN polimerasa.




A PCR ¢é un proceso ciclico no que quentando e
arrefriando alternativamente a solucion, podense obter
millons de copias de ADN en tempos relativamente breves.

A PCR necesita:

- O fragmento de ADN que se
quere replicar;

- ADN-pol;

- Desoxinucledtidos trifosfatos das
catro bases (A, T,C,G);

- Moleculas de cebador
(oligonucleotidos sintéticos).

A técnica da PCR foi1 desenvolvida
polo Dr. K.B. Mullis a partir de

1983. Recibiu o0 Premio Nobel de
quimica 1993



Rexion de ADN a amplificar

P

AMPLIFICACION DUN

1.Quentar para 2_Arrefriar e engadir os cebadores,
F RAG M E NTO D E AD N separar as cadeas 1 oligonucleétidos sintéticos
MEDIANTE PCR : =

&

3.Engadir a ADN polimerasa termoestable
para catalizar a sintese de ADN en direcciéon 5°3°
i :

=1

5

Repetir os pasos 1 e 2 1
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Despois de 25 ciclo o fragmento de ADN amplificouse unhas 106 veces



A titulo anecdoético diremos que se produce
un ciclo cada 4 ou 5 minutos, o que supon
aproximadamente uns 100.000 millons de
copias unha soa tarde...

Realizase de forma automatica nun aparato
como se ve na fotografia.

A técnica PCR usase:

- Estudios comparativos ou evolutivos;

- Para clonar ADN de restos humanos € mesmo de animais ou plantas xa
extinguidos;

- Para a deteccion precoz ou prenatal de enfermidades conxénitas;

- Aplicacions en practicas de medicina forense, xa que se poden xerar
fragmentos de ADN dos individuos, que constitien as suas pegadas
xenéticas, de maior fiabilidade que as pegadas dactilares;

- Probas de paternidade;

- etc.



A maior parte do ADN non presenta diferencias entre individuos da mesma
especie. Sen embargo, algunhas rexions chamadas hipervariables estan
formadas pola repeticion, un n° determinado de veces, dunha secuencia
caracteristica. Ese n° varia moito dunhas persoas a outras.




Obtencidén de xenes a partir de ARNm

No caso que coiiezamos a secuencia de aminoacidos dunha proteina, podese
sintetizar in vitro o ARNm correspondente, ou ben illar das ce¢lulas o0 ARNm
desexado e, a partir do ARNm por accion dunha reversotranscritasa ou

transcriptasa inversa obter o ADN complementario (ADNc) do ARNm
correspondente.

Esta ultima técnica ten moita importancia en cé¢lulas eucarioticas porque o
ADN destas celulas ten segmentos que non codifican proteinas (introns) e que
se eliminan durante o proceso de maduracion do ARNm. Polo tanto a
utilizacion do ARNm para illar un xen presenta a vantaxe de non obter introns
que si estan presentes no ADN.

A partir da cadea de ADNc podese obter a outra cadea e obter o ADN

bicatenario sen introns que pode ser introducido no ADN de outro
organismo.
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CLONAXE: INSERCION DE FRAGMENTOS DE ADN
EN VECTORES DE CLONADO (taxis xenéticos)

i plasmidos

Vectores de clonacién :> virus

Ny

cosmidos



Plasmidos

Son moléculas de ADN circular que estan dentro dalgunhas bacterias: Son
excelentes vectores porque:

- O seu tamaiio € manexable.
- Replicanse independentemente do cromosoma bacteriano, polo que se poden
formar ata 10 plasmidos por celula, o que, en varias xeracions supon unha

gran cantidade de copias de ADN.

- Postien xenes de resistencia a antibidticos, esta caracteristica permitird
comprobar se o plasmido penetrou nunha celula ou non.

- Presentan capacidade para penetrar tamen en células eucarioticas como por
exemplo levaduras e plantas.



ﬂ extremos " pegajosos”

vector de
clonacion

gen que se
dlesea clonar

corte con
enzima de restriccion

Unha encima de restriccion cortou
o xene ¢ o plasmido, quedando uns

union con ADN-ligasa .
bordes cohesivos.

Fonte da figura: Paxina da profesora Lourdes Luengo

A union do ADN que contén o xene que se desexa clonar co vector de
clonacion, realizase coa ADN-ligasas. O resultado ¢ unha molécula de ADN
recombinante, xa que contén fragmentos de ADN de distinta procedencia.



Para realizar a union do fragmento desexado 6 vector escollido, este tamén
debe ser cortado pola mesma restrictasa (encima de restriccion) utilizada para
obter o fragmento. Deste xeito os segmentos cohesivos dun e outro fragmento
estan formados por bases complementarias € poden unirse (hibridacion). A
ADN-ligasa cataliza a union dos extremos dos fragmentos.

Fr'ngmenh:- ADN deseado Vector de clonacion

CTTA CTTA
TC TC

[cnr'fes por la misma restrictasa)

CTTA
ATTC

| introduccion }r union por ADN ligasa
Fonte da figura:

1 A-l
Paxina da profesora l- T C

Lourdes Luengo ADN recombinante




Virus Bacteriéfagos

Son virus que parasitan a bacterias. Emprégase este método cando o
fragmento de ADN que se quere clonar ¢ de maior tamafio que o dos

plasmidos.

q' ADN del virus

=

i) formacion de
un ADN recombinante

gen que se
quiere clonar

Fonte da figura: Paxina da profesora Lourdes Luengo






Césmidos

O cosmidos son vectores
plasmidiais contendo o ADN a
clonar e s6 os lugares cos
(extremos cohesivos) son do
xenoma do fago.

O cosmido resultante pode ser
introducido en fagos como no
caso anterior.

Utilizase para clonar
fragmentos de ADN grandes.

ADN a clonar

Cosmido

Empagquetamiento
en bacteriofago

Extremaos "cos" Cromosomia
bacteriano

Cosido

>

‘ Infeceion a E. coli I
Escherichia coli

Fonte da figura: Paxina da profesora Lourdes Luengo




Outros vectores de clonacion que poden albergar
segmentos maiores de ADN:

- Cromosomas artificiais de levadura (YACs) por exemplo
Saccharomyces cerevisiae.

- Cromosomas humanos artificiais (HACS).



- Viricos: empréeganse sobre todos
adenovirus e retrovirus. Os virus
elexidos deberan ser de tal natureza
que non causen enfermidades graves
no receptor, pero ten a desvantaxe
de que insertan o xen desexado en
Vectores utilizados en zonas indeterminadas, o que pode

!mam'fe".)s para orixinar trastornos.
introducir xenes nas

suas células (terapia
Xénica)

- Liposomas, son vesiculas

\ microscopicas  con membrana

lipidica e no interior portan o xen
normal. Estes non causan




Esquema basico

Secuencia de interese

KBNS

zoe]

VECTOR
RECOMBINANTE

Q
ore oriC Clonar
1Linearizar Introducir no N
héspede Modificar
(transformacion) v

VECTOR




CLONACION DE ADN
CLONACION Crnmc_ls'urna
XENICA EN eucariotico
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SELECCION DOS CLONES QUE LEVAN O XENE IDONEO

Ademais da orixe de replicacion, os vectores de clonacion deben levar outros
xenes denominados marcadores, que serven para identificar as células que
contefien o vector de clonacion. Frecuentemente utilizanse como marcadores:

- Xenes de resistencia a antibioticos. Serven para identificar bacterias que contefien
o vector de clonacidon, porque estas bacterias seran resistentes 0 antibiotico do xen
marcador.

- Xenes de luminiscencia. O vector posue o xene da luciferasa que confire
bioluminiscencia a célula que contefia o vector de clonacion.

- Xenes de complementacion. O vector poste parte de un xene mentres que a célula
hospede porta o resto. Un exemplo ¢ a a-complementaciéon do operén Lac. As
bacterias transformadas co vector, completan o xene e poden metabolizar unha
molécula engadida 6 medio que lles conferird cor azul intenso. A frecha na figura
mostra un exemplo de bacterias co vector e a estrela bacterias que non o contefien.




Clonacion de un DNA fordneo en E. coli ¢
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Seleccion de las células
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Colinias con
pldsmidos Colinias transferidas
recombinantes /-"-\para el ensayo

Agar suplementado

bk Agar suplementado con
con tetraciclina

‘tetraciclina yampicilina

Xenes de resistencia a antibidticos.
Serven para identificar bacterias que
contefien o vector de clonacion, porque
estas bacterias seran resistentes O
antibiotico do xene marcador.



1977

Allan Maxam ¢ Walter Gilbert (foto) da
Universidade de Harvard University € Frederick
Sanger del U.K. Medical Research Council (MRC)
desenvolveron métodos para secuenciar o DNA.



Determinacién da secuencia de nucleétidos no ADN

Técnica de determinacion de cadea de Sanger (técnica do didesoxi)

Denominase tamén dos didesoxirribonucledtidos, por ser necesarios ditos
compostos, ¢ dicir nucledtidos de ADN que no carbono 3'non presenten
un grupo-OH. Debido a esta caracteristica, a ADN polimerasa, cando trata
de formar a cadea complementaria colocase un didesoxirribonucleotido
detén a sintese, posto que non podera formar un novo enlace fosfodiester
entre 0 C 3" do desoxirribonucleotido e o C 5°do nuclétido que ven logo.

|'lr. ] -\-H“.I
'xf_x'lu,h_ | Hu_:m

o

' 2

| B ase

OH H

didesoxinucleonido . .-
desoxtnucleotido



Non pode unirse ningun nucleétido




Para esta técnica necesitase:

Como "molde" utilizase unha das cadeas do fragmento de ADN
que se val a secuenciar.
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A =
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CTAG
Fragmento de ADN molde

Como "cebador" para iniciar a sintese, necesitase un curto
oligonucleotido complementario do extremo da cadea.

T AC

Cebador

Desoxinucledtidos das catro bases: dAAMP, dTMP, dGMP, dCMP.
Didesoxinucleotidos dunha base en cada unha das catro reaccions de
secuenciacion.



ADN a secuenciar

T oT

CTAGATCCGATAAGCATG

T AC s
Engadimos ADN polimerasa, desoxinucleotidos 7
trifosfatos dos catro tipos(dATP, dCTP, dGTP, M
dCTP e desoxinucledtidos trifosfatos ddATP)

Fragmentos de
ADN copiados e
detida a sua sintese
cando aparece un
dd ATP

ATCT AGGCTATT CGTAC

LannananannAOannn
"

ATTCGTAC
/H)ﬂ_“_l]_"_“"l]_"‘
H

\AGGCTATT CGTAC

NIRRT

cebador

Fonte da figura: Paxina da profesora Lourdes Luengo




Deben prepararse catro reaccions de secuenciacion, cada unha cun didesoxi distinto
Os fragmentos resultantes separanse por tamafio mediante electroforese,
autorradiografianse, e a sucesion de bandas de cada unha das catro reaccions,
comparandoas entre si, dan a secuencia do ADN.

Tamafio
fragmentos tdd ATP +dd TTP +dd CTP +dd GTP
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_ ..........................................
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Pequeno-! e | ¢ ¢ —
ADN orixinal
Cadea de ADN secuenciado
(complemetaria da orixinal




Indica a secuencia da cadea de ADN:

Fragmento

15
14
13
12
11
10

0

Moy b oo -] 0O

ddCMP dd&MP
—
—
—
—
—
—
—

ddTMP

dd AMP

O -1 0209 -“10 20320

EI

5I



Hibridacion

Basease na capacidade que
tefien as secuencias de acido
nucleico de cadea sinxela

para asociarse con
moléculas de secuencia
complementaria

DNA-DNA: Southern blot
RNA-DNA: Northern blot

Western blot. denominase
asi a deteccion de proteinas
con anticorpos.

en gel de agaroso

Mezclay

enfriomiento 5=
Duiplex de la
| Espacia 1

| Duplex da la
Espacis 2

agoroso I - |

Amdnsnﬁﬁm;iiqn-uchsdammdn
con su tamaho, mediante electroforesis

Amdusntﬂunushurﬁfn-xhﬁum

Revelado  medionte  métodos  de
deteccién especificos del marcaje
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Extraccion do DNA
Fragmentacion do DNA

Separacion dos
fragmentos

Desnaturalizacion

Transferencia a
membrana

Hibridacion con sonda
marcada

Autorradiografia
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APLICACIONES PRACTICAS DA ENXENERIA XENETICA

EN MEDICINA

- Elaboracion de proteinas potencialmente terapéuticas.
- Farmacoxenética ¢ farmacoxenomica

- Diagnostico de enfermidades de orixe xenético.

- Terapia xénica.

- Vacinas recombinantes.

- Obtenci6n de anticorpos monoclonais.

i3

| | J i‘.

otk

- Medicina forense: a pegada xenética q'_:%‘
NA INDUSTRIA %

- Obtencion de encimas.
- Plantas e animais transxénicos.

OUTRAS APLICACIONES



Factor antihemofilico Miles, Baxter, Genetics Institute Hemofilia A
DNasa | Genentech Fibrose quistica
Eritropoyetina (EPO) Amgen, Ortho Biotech Anemia, enf. renal

Glucocerebrosidasa Genzyme Enfermidade de Gaucher

@ona de crecem@ Genentech Enanismo hipofisario

Eli Lilly Diabetes

Interferén alfa-2a Hoffmann-LaRoche Certas leucemias, sarcoma de
Kaposi
Interferdn alfa-2b Schering-Plough Certa_s EIBEiS;, SEFERMmE C NEpes;
hepatite B e C
Interferén alfa-n3 Interferon Sciences OTpER g
Interferén gamma-1b Genentech Enf. granulomatosa cronica
Interleucina-2 Chiron Carcinoma células renais
Somatotropina Eli Lilly Deficiencia hormona crecemento

Activador tisular do plasminéxeno Infarto agudo de miocardio, embolismo
Genentech :
(tPA) pulmonar masivo

Proteinas e péptidos terapéuticos recombinantes



A insulina € o primeiro caso de proteina por
enxeneria xenética aprobada para uso en
humanos (en 1982, co nome comercial de
Humulina®, da compania Eli-Lilly). Hasta a
enxeneria xenética a insulina para
diabéticos procedia de pancreas de porcos
ou vacas, que ainda que é bioloxicamente
activa en humanos, non é idéntica a nosa,
de modo que se poden producir alguns
problemas de reaccions inmunes adversas.

AMINOACIDOS
AN A9 B30

ESPRLCIES

| CERDO | Thr| Ser | He | Al |
HOMBRE II Thr | Ser | lle I Thr
CABALLO | Thr | Gly | D | Ala

| CARNERO Ala | Gly | Val | Ala
POLLO | His | Asn| Thr | Ala

VACA ' Ala | Ser | Val I Ala
] |




A hormona de crecemento € un
péptido de 191 aminoacidos producido
pola hipofise. Os nenos que non
producen niveis adecuados presentan
enanismo  hipofisario. Antes, esta
enfermidade se trataba con hormona
sacada de cerebros de cadaveres,
extraccion longa e custosa, con pouco
rendemento e que pode causar
infeccions con virus e  prions
procedentes dos cerebros dos
cadaveres. Todo isto se resolveu coa
enxefneria xenética. Millons de doses da
hormona recombinante se administran
cada ano a centos de miles de
pacientes.
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Diagnostico de enfermidades de orixe xenético

Entre outras serve para diagnosticar a hemofilia, a anemia falciforme, a
distrofia muscular e a enfermidade de Huntintong. Cofiecendo a secuencia
de nucledtidos dun xene responsable dunha certa anomalia, podese
diagnosticar si este xene anodmalo esta presente nun determinado individuo.
No seguinte debuxo explicase a base do diagnostico.
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TECNICA DE HIBRIDACION PARA DETECCION DE ENFERMEDADES



UTLIDADE DOS ANALISES XENETICOS

*DIAGNOSTICO
*PRONOSTICO
*TRATAMENTO

Consello xenético

Screening pre-natal



Placenia

Contrifugacion -

Fluido amniotico -
Cavidad amniotica %

Parea uterinag

AN,
|

Fluido
Andlisis de composicion

- Celulas

Determinacion del sexo, v analiss ogquimicos
Yy eNZIMmalicos

Cultivo celular _
Andlisis bicguirnicos, analisins Cromaosomicos

Anahss utilizando métodos de DNA recombinante

Técnica de amniocentese, para detectar enfermidades xenéticas

e realizar analise bioguimicos no feto



Normal Colon

Consello xenético
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Consello xenético

CANCRO DE MAMA

e

(Cancerous
(umor

- 80% esporadicos

- 20% predisposicion xenética



Terapia xenética

A grandes rasgos consiste en remplazar nas celulas un xene defectuoso,
causante da enfermidade, por un xene normal.

Unha boa técnica de terapia xénica debe:

- Identificar e secuenciar o xene alterado e xen normal.

- Clonar ou sintetizar o xene normal.

- Introducir o xene desexado mediante vectores nas células defectuosas.

- Lograr que os xenes cheguen en condicions 6 seu obxectivo € que se
expresen correctamente.



Estratéxias
de terapia xénica:

- Terapia in vivo, introducindo os
vectores co xene desexado
directamente na persoa enferma.
Introducense por via sanguinea e
os vectores levaran na sua
superficie moléculas que s6 son
reconecidas polas celulas diana é
dicir polas células nas que
queremos realizar a terapia xenica.
Asi se conseguen modificar os
xenes defectuosos en todas as
células da determinada lifia celular
gque 0s posua; por exemplo, as
células dun cancro diseminado.

- Terapia ex vivo, extraense
células do enfermo e cultivanse.
Insértaselle o xene normal e
introducense no organismo.
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A interferencia do ARN, novas oportunidades en terapia
xénica

A interferencia de ARN abre excitantes posibilidades para o
seu uso en tecnoloxia xénica. Desenaronse moléculas de ARN
de dobre cadea para activar o silenciamento de xenes
especificos en humanos, animais ou plantas. No futuro, € de
esperar que podera utilizarse por exemplo en medicina clinica
e agricultura. En investigacion recentes xa se demostrou o
silenciamento dun xene que causa altos niveis de colesterol no
sangue tratando animais con ARNs silenciadores. Tamén se
intenta desenvolver ARN silenciador para o tratamento de
infeccions virais, enfermidades cardiovasculares, cancro e
moitas outras enfermidades.



Silenciamento de xenes por ARN de dobre cadea
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Vacinas recombinantes

As vacinas tradicionais poden ser: microorganismos inactivados (mortos)
ou microorganismos Vvivos pero atenuados, e normalmente requiren
cultivar o microorganismo responsable da enfermidade fronte a que se

pretende inmunizar. Pero hai varios inconvenientes con este tipo de
vacinas:

- Non todos os microorganismos se poden cultivar

- A produccion a miudo é cara

- Requirense medidas de seguridade nos laboratorios productores que
manexan o patoxeno

- Requirense medidas moi estrictas para asegurar a completa
inactivacion ou a atenuacion adecuada da cepa. De vez en cando, a
cepa atenuada pode recuperar a virulencia

- Hai enfermidades, como a SIDA, que non parecen dobregarse 0
deseno tradicional de vacinas



Moitas vacinas, como a da hepatite B, obtéfense actualmente por
enxefieria xeneética. Como a maioria dos factores antixénicos son
proteinas o que se fai € clonar o xene da proteina correspondente.

extraccion del ADN

del virus
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hibrido en ¢l nicleo de
ADN una célula de levadura
pluamjdu —
bacteriano v
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con poder inmunologico

imc-q.iclﬁn de proteinas

viricas en un chimpance




Obtencion de anticorpos monoclonais

Os anticorpos serven como defensa fronte as
enfermidades infecciosas e substancias estrafias, pero
ademais son un medio de curacion para os enfermos
que non son capaces de producilos.

A técnica dos anticorpos monoclonais permite obter
gran cantidade e consiste en inmortalizar as c¢lulas
responsables da sua fabricacion, as celulas plasmaticas.
A forma de conseguilo € hibridando células plasmaticas
¢ celulas tumorais con capacidade para multiplicarse
indefinidamente (c€lulas de mielomas), o resultado son
c¢lulas hibridas chamadas hibridomas que se poden
clonar. Cada clon, procedente dun s6 hibridoma,
producira un anticorpo monoclonal.
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Os cientificos saben desde hai moito tempo como estimular 0s
animais de laboratorio ¢ 0 home para que produzan
anticorpos. Despois de inxectar un antixeno determinado,
prodacense anticorpos fronte 6 mesmo, antixenos que poden
ser recollidos. Sen embargo, como un antixeno pode ter varios
determinantes antixénicos (4 na figura), os anticorpos poden
ser producidos por clons diferentes das ce€lulas plasmaticas.
Se se puidera illar un destes linfocitos e obter moitas copias,
todos os anticorpos que se obterian serian idénticos. Como os
linfocitos son moi dificiles de cultivar recurrese a produccion
dun hibridoma. Un hibridoma resulta da fusion dun linfocito
cunha ce¢lula tumoral que pode crecer e dividirse
indefinidamente e que ¢ facil de cultivar. Os hibridomas
conservan a informacién para fabricar os anticorpos que tifian
os linfocitos de partida.

Estes anticorpos reciben o nome de anticorpos monoclonais
e pddense preparar en grandes cantidades. De feito, existen xa
anticopos monoclonais comercializados.

Os anticorpos monoclonais utilizanse terapéuticamente en casos de cancro e outras graves
enfermidades e con fins diagndsticos para detectar hepatite, enfermidades de transmision

sexual, alerxias e mesmo o embarazo



A pegada xenética

Medicina forense :

Denominase: Proba de ADN.

Consiste: en comparar rexions de material
xenético non codificante de duas mostras
(minisatelites ou microsatelites) que contefien
moitas repeticions en tandem dunha pequena
secuencia de nucledtidos. Os minisatelites son de
diferente lonxitude en cada persoa posto que o
numero de repeticions en tdndem ¢ variable.
Realizase: dun resto de saliva nun cigarro
(contén células da mucosa bucal), unha mancha
de sangue (leucocitos), restos de esperma
(espermatozoides) ou un pelo (c€lulas do
foliculo piloso), etc.

A pegada xenctica tamén pode utilizarse para
realizar probas de paternidade e para
identificar a persoas desaparecidas.




Repeticiones cortas en tandem
(en inglés Short Tandem Repeats o0 STRs)

e —

7 repeats

8 repeats

PCR empleando os cebadores
marcados en vermello

Por electroforese no xel podemos distinguir ambas formas
alélicas xa que xeran fragmentos de tamano distinto
debido a variacién no numero de repeticions
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Tipo de encimas Actividade econémica Millons / ano

Sacarasas e Procesamiento del almidon, 150
isomerasas endulzantes y jarabes ricos en
fructosa

Fabricacion de textiles

Proteinasas Detergentes 400
Carnes, quesos
Procesamiento de pescado

Na industria

Renninas Coagulacién de la leche para 60
(quimosinas) produccion de quesos
Lipasas Detergentes 20
Procesamiento de pieles
Saborizantes

Procesamiento de carne y queso

Celulasas Produccién de zumos de frutas 20
Produccién de olivas
Modificacion de granos y fibras
“Envejecimiento” de prendas
vaqueras

Encimas recombinantes



Na industria

Encimas
recombinantes

Actividade economica

Sacarasas ¢
1somerasas

Procesamento do amidon,
endulzantes € xaropes ricos en
fructosa

Proteinasas

Deterxentes

Carnes, queixos
Procesamento de peixe
Procesamento de tecidos

Proteinasas

Coagulacion da leite para
produccion de queixos

Lipasas

Deterxentes

Procesamento de peles
Saborizantes

Procesamento de carne € queixos

Celulasas

Produccion de zumes de froitas
Produccion de olivas
Modificacion de graos e fibras
“Envellecemento” de prendas
vaqueiras




EN PLANTAS E ANIMAIS

¢ Que é un transxénico? |p>

Beneficios dos transxénicos

Riscos dos trasxénicos

Resistencia a herbicidas
e insectos

TDEATES

Maduracicn retardada,
piel mas gruesa
resistencia a plagas

Inmune contra el escarabajo
menos aceitg para freiras ¢ il

T B
|

| CAFE
'| TRUEBA
4 ele '| Mejor sabor
7 Harina demejor < Menos cateind

calidad
Nuevas cualidades de algunos

productos agricolas




NOVOS ALIMENTOS |
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SALMON TRANSXENICO consta co
promotor da proteina de anticonxelamento de
outra especie de peixe. Crece de 4 a 6 veces
mais rapido que un salmon non transxeénico.

ARROZ DOURADO con beta caroteno de
xenes de narciso e de Erwinia uredovora,
pigmentos que se transforman en provitamina
A 0 ser inxeridos.




Enxeneria Xeneéetica

NOVOS ANIMAIS

e 1987 secrecién de Beta-lactoglobulina
en leite de raton.

~ S

e

* Produccion de proteina C humana en
leite de porcos, para desordes
coma hemofilia.

; M_ﬂﬁm“’ e Hormonas de crecemento humano en
tecido de porco.

o Antitrombina humana Ill, anti-
coagulante sanguineo en
leite de cabras transxénicas.

o Cabras transxénicas para producir :'
BioSteel fibra feita polo home ;
con propiedades de tea de arana.




Outros exemplos de aplicacidon da enxeineria xenética

»Sintese de antibioticos

>Sintese de aminoacidos: os aminoacidos producense para varios fins,
sobre todo como aditivos melloradores do sabor de alimentos e como
suplementos de dieta, asi como en industria quimica, cosmética, para
suministros medicos, etc.

>Sintese do indigo: o indigo emprégase como colorante para as
prendas texanas (blue-jeans), e ata agora o proceso era puramente
quimico e contaminante. Desenvolveuse un sistema para producir este
colorante de modo limpo en bacterias manipuladas xeneticamente
(non se requiren substancias quimicas perigosas como anilinas,
formaldehido, cianuro, etc). Se esta investigando para que a
enxeferia xenética impulse procedementos industriais "verdes”.

> Etc.



"AND1" € o primeiro animal xenéticamente modificado na familia dos
primates, naceu en octubro do ano 2000 (O nome de ANDI € un xogo
de palabras coa iniciais en inglés do ADN).



..E posible realmente manipular o xenoma dos
seres vivos de forma controlada e segura?

.E posible seleccionar embrions, crear organos,
modificar alimentos e curar enfermidades
mediante a enxeneria xenética sen riscos?

Podemos modificar 0 noso xenoma ¢ dominar a
vida humana sen perigos?




Cada vez que a ciencia avanza, unha parte da sociedade sintese
ameazada. Ante os temores que esperta calquera gran avance cientifico
ou técnico convén non perder de vista os seus beneficios.

;. Que nos ensinou a historia?.

Que a ciencia se pode utilizar tanto para o ben como para o mal. Que a
ciencia sen criterio pode ser perigosa. E que o progreso sen a ciencia,
probablemente, nunca exista.



INCONVENIENTES DA ENXENERIA XENETICA

Os inconvenientes ou desvantaxes que presenta a enxefieria xenética poden
proceder do mal uso dela. A isto deu resposta o Comité Internacional de
Bioética da Unesco fixando os seguintes obxectivos:

- Salvagardar a dignidade e os dereitos do ser
humano.

- Imposibilitar a discriminacion social e
1deoloxica.

- Impedir desastres ecoloxicos.

- Evitar o desenvolvemento ou aparicion de
enfermidades que puideran ser incontrolables.




Obtencion
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Vacinas
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