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Circuitos integrados bioinformadores bioluminiscentes
(CIBB)

RESUMEN

Los circuitos integrados bioinformadores bioluminiscentes
(CIBB) son dispositivos que constan de una célula viva mo-
dificada por ingenieria genética para responder a un in-
ductor determinado con luminiscencia, la cual es captada
por un chip y convertida en una sefial cuantificable. Se
utilizaron inicialmente en la deteccion de agentes contami-
nantes, fisicos o quimicos, pero en la actualidad se realizan
ensayos clinicos, en los cuales se utilizan linfocitos B para
la deteccion de microorganismos patégenos y en la eva-
luacion de la efectividad del tratamiento instaurado. Se
plantea su posible uso en la deteccion precoz de células
cancerosas y para monitorizar los niveles sanguineos de
sustancias Utiles en el diagnostico clinico.

Palabras clave: CIBB, biosensores, ensayo Canary.

ABSTRACT

The bioluminiscent bioinformator integrated circuits
(BBIC) are dispositives composed of live cells modified by
genetic engineering technics to response to an inductor
determined with luminescence, that is captured for a chip
and converted in to a quantificable signal. Its initial use
was in the detection of contaminants physical and chemical
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pollutants agents, but, nowadays, it is used in clinical trials
to detect pathogenic microorganisms and to evaluate the
therapeutic efectivity. It has been established its possible
use in the acute detection of neoplasic cells and in
surveillance of sanguineous nivels of medical parameters
in clinical practice.

Key words: biosensors, Canary assay.
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INTRODUCCION su aplicacion en multiples areas, incluido el diagndstico médi-
co[ 2, 7-9].

La mayoria de las células son habiles en la deteccion de

microambientes quimicamente contaminados. Cuando entran

en contacto con un agente quimico lesivo, los genes promoBioinformadores bioluminiscentes

tores transcriben ARW mensajero de proteinas que ayudan a

la célula a combatir la lesion o a adaptarse a la sustancia a Bste tipo de bioinformadores emite una sefial luminosa cuan-

cual ha sido expuesta. Un bioinformador es una célula vivado se activa su gen de reporte. Actualmente, su uso es bastan-

manipulada por ingenieria genética, para producir una sefiaie amplio e incluye areas de interés médico que se describen

en respuesta a un agente ambiental quimico o fisico especifen el apartado final del articulo. A continuacion se describen

co. En estas células parte de los genes promotores han sidios genes de reporte de mayor interés[ 9, 10].

remplazados por genes de reporte que, de la misma manera,

con activados en presencia del agente, lo que da lugar a l& Sistema genétictux: este sistema genético consiste en

produccion de proteinas informadoras que generan una sefial cinco genesligxA, luxB, luxC, luxD y luxEque codifican

detectable (figura 1)[1-3]. La sefal emitida por el |3 proteina enzimatica de la luciferasa, enzima que cataliza

bioinformador es diversa: reaccion enzimética, cambio en la |55 reacciones de emisién de luz visible. De la combina-

coloracion, fluorescencia, luminiscencia, sefiales ¢jgn utilizada de los genes depende el sistema

quimioluminiscentes o electroquimicas. También han resul-  jdentificador de la sefial que se utilice. Los

tado atractivos los bioinformadores porque la proteina  pjginformadoresuxABrequieren la adicién de un sustrato
informadora se modifica para ser expresada en la superficie para completar la reaccion. Los bioinformadores

celular con el objeto de ser reconocida por un anticuerpo  juxCDABEposeen un sistema generador de luz completo
monoclonal especifico. De esta forma, la presencia de un con-  que no requiere ni la adicién de sustratos ni la excitacién
taminante en el medio se traduce en una sefial inmunological4- por una fuente luminosa externa. El mas conocido de es-

5]_- _E” la mayoriz_i de |0_5 ¢asos, la sefal se hace evidente tos sistemas fue el utilizado para la deteccion de naftaleno
utilizando algun sistema |dent|f|Cad0r, por ejemplo, al anadir en el medio ambiente. La protefna regu|adora denomina-
un sustrato a la célula o al activar la sefial con alguna fuente 4 NahR activa el promotor Pnah para la transcripcién de
de luz externa especifica. S6lo en pocos casos la sefial s |os genes que codifican las enzimas implicadas en la ruta
e_m|t|da_1 por el k_)|0|nformad0r en sl. La tecnolo_g|§1 genetica  metabolica. Mediante manipulacion genética fue posi-
disponible permite aumentar la sensibilidad del bioinformador  ple construir un sistema en el que el mismo promotor
haC|a_ur_1 cierto agente fisico o guimico. Denlama manera, ~ Pnah dirige la expresion de los genes de reporte lux de la
la actividad de las proteinas informadoras se puede mani- pacteriaVibrio fisheri Mediante la utilizacion de esta

pular con el objeto de ampliar su respuesta hacia un gran  pacteria como sistema sensor, la presencia de naftaleno
numero de variantes estructurales de un contaminante 0, en el medio se traduce en una emision de luz.

por el contrario, restringir su especificidad hacia un

espectro muy reducido. » Sistema genético luc: la luciferasa cataliza una reac-

cién que produce luz visible en el rango de 550 a 575
nm que requiere la adicion de sustrato para que la re-
accion ocurra.

Informado| Detectable . . .
de manera natural del pAequorea victoriaCon la adi-
cion de substratos especificos es posible identificar la

—> ' o . . . , .
Inductor RNAm proteina Sefal » Sistema aequorina: la aequorina es una proteina aislada
v ooy

E:P;O)motor %ﬂ:iﬁ%ﬁone emision de luz azul en el rango de 460 a 470 nm. Es el
natur: ntroaucido por P age .z .
bioingenierig) modelo mas utilizado para la deteccion de virus y bacte-

rias patoégenas.

. - - . . * Sistema GTP: la proteina fluorescente verde (GFP), aislada
Figura 1. Representacion esquemaética del funcionamiento de un L, . ) ~
Bioinformador. también del peAequorea victorigproduce una sefial fluo-

rescente de diversos colores, ademas del azul, sin adicion
Inicialmente, los bioinformadores se aplicaron exclusiva-  de substrato exdger®us aplicaciones en las células de
mente en la deteccién de contaminantes ambientales[ 2, 6], mamiferos ha permitido el avance en el conocimiento
pero el hecho de que se puedan insertar genes de reporte en de la dinamica de varios procesos citoplasmaticos y
células bacterianas y de mamiferos, ha abierto la puerta para de dinamica intracelular.
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Circuitos integrados bioinformadores bioluminiscentes  Para los investigadores de la NASA es vital el desarrollo de
(CIBB) estos dispositivos. En una nave espacial herméticamente ce-
rrada, las sustancias producidas en los experimentos cientifi-

Una vez que el bioinformador ha identificado un agente fisi-COS 0 bioproductos se pueden acumular y constituir un riesgo
co 0 quimico, ¢cémo “convencerlo” de que se comuniquePara Io; :[rlpulantes. Adema§, se piensa que en _e’l futuro se
con nosotros? Investigadores de la NASA = National Convertiran en el sistema mas barato de inspeccion tanto en
Aeronautics and Space Administration han unido los Situaciones comunes, por ejemplo, hongos dificiles de perci-
bioinformadores, bacterias en la mayoria de los casos, a ciRif € implicados en el sindrome de edificios enfermos, asi
cuitos electrénicos ensamblados en un chip especial de 2 x $°MO en bioterrorismof[S].

mm que funcionan no soélo detectando la sefial emitida por el

bioinformador sino como transductor que convierte la sefial _ o

biolégica en una sefial eléctrica cuantificable; esto ha dadé! €nsayo CANARY, un ejemplo del uso medico de los CIBB
lugar a los CIBB, sistemas de bajo costo, bajo gasto energéti- _ o

co, muy resistentes y con la posibilidad de disefiarse pargn el ensayo CANARY (Cellular Analysis and Notification of

detectar casi todo: cadmio, cromo, cobalto, cobre, proteinagntigen Risks and Yields), los linfocitos B fueron modifica-

plomo, mercurio, ultrasonido y radiacién ultravioleta, por d0S genéticamente para expresar la proteina aequorina, pro-
mencionar algunos| 2, 5, 9-10). teina biolumiscente dependiente del calcio, asi como

anticuerpos especificos para patdgenos de interés. Cuando
Un CIBB consta basicamente de los siguientes elementof©S linfocitos son expuestos a bajas concentraciones de
(figura 2): antlgen_os del patoge_nq, en pocos segundos se elevan Iz_is_ con-
centraciones de calcio intracelular lo cual provoca la emision
de luz. Los linfocitos B como bioinformadores son extraordi-
nariamente rapidos, sensibles y especificos; por ejemplo, las

® g g g g g o) — células disefiadas para la identificacionY@éesinia pestis
pudieron detectar menos de 50 unidades formadoras de colo-

|| Bacteria Bioiluminiscente (Bioinformadoy“ nias UFC, en un tiempo inferior a tres minutos, incluido el
( ; e \ paso de concentracion. La probabilidad de deteccién estuvo
\-J_%. " Medio para las Bacterias" en el rango de 62% para 20 UFC a 99% para 200 UFC, donde
la tasa de falsos positivos fue de 0,4%. Estos ensayos también
— [Fotodetector y Microluminemetro] se han utilizado para la detecciénEseherichiacoli en ali-

mentos, detectando cantidades tan pequefias como 500 UFC/
g en menos de cinco minutos, incluido el tiempo inicial de
preparacion de la muestra. Esto es notable, sobre todo si se
tiene en cuenta que el tiempo empleado en pruebas
diagnésticas para esta bacteria con la técnica de reaccion en
Un medio que brinde un adecuado suministro de nutrientecadena de la polimerasa (PCR) es de 30 a 60 minutos; el
para mantener a las bacterias con vida pero que controle dimite de la deteccién habitual es de 10.000 UFC/g. De la
proliferacion (si cambia el nimero de células se modifica lamisma manera, se han realizado ensayos para la deteccion de
cantidad de luz emitida que corresponde a cada nivel del comFrancisella tularensisel virus de la encefalitis equina vene-
puesto detectado). zolana,Bacillus anthracis, Salmonella Typhimurium,
Staphylococcus aureug se considera que la posibilidad de
Bacterias bioluminiscentes encapsuladas en el medio anerear bioinformadores especificos es infiltdemas de una
tes mencionado para garantizar que sean inmovilizadas cerdavorable relacion costo-beneficio, ya que las células pueden
al chip. La cépsula debe contener poros adecuados para qer utilizadas para millones de ensayos y almacenadas indefini-
los agentes que se van a detectar puedan fluir hacia el interiatamente en refrigeracion, los linfocitos B como bioinformadores
y, de esta manera, sean detectados por el bioinformador yepresentan un método de diagnéstico muy rapido en pacientes
ademas, tener buena transparencia 6ptica de modo que si lgsie requieren un tratamiento inmediato[8].
bacterias emiten luz, el chip pueda percibirla.

Figura 2. Esquema Bé&sico de un Circuito Integrado Bioinformador
Bioluminiscente (CIBB)

Chip que posee un circuito integrado microluminémetro que Posibilidades médicas de los CIBB
detectaria la sefial luminosa y la procesaria para convertir la
sefial bioldgica en una sefial cuantificable, al manejar y almaceEn la actualidad, se realizan ensayos clinicos utilizando
nar la informacién derivada de la bioluminiscencia. Se le puedebioinformadores con los genes de replrkeque pueden ser
incorporar un transmisor inalambrico de frecuenciaremota. utilizados en la evaluacién de la efectividad del tratamiento
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antibidtico, pruebas de mutagenicidad, deteccion de diversoproteinas especificas secretadas por células preneoplasicas en
patdgenos, ultrasonido y radiacion ultravioleta, relacion defluidos corporales, se abre la posibilidad de desarrollar CIBB
agentes que provocan dafio en el ADN y su relacién con lesioque emitan sefiales en respuesta a dichas proteinas. De esta
nes cancerosas y ensayos de toxicidad. manera, las células cancerosas se podrian detectar antes del
desarrollo del tumor, se iniciaria el tratamiento médico y, ademas
Con el gen de reporte GFP las aplicaciones son bastantgodria evaluarse la efectividad del mismol[ 2, 7, 11].
prometedoras. Se han realizado ensayos exitosos para eviden-
ciar la respuesta de las neuronas del cordén espinal a varios Finalmente, se encuentra en disefio experimental un CIBB
estimulos; se ha monitorizado la liberacion de medicamentosjue responde especificamente a la glucosa, con la idea de ser
incluso quimioterapéuticos, a tejidos y se ha observado la sumplantado en personas diabéticas para el seguimiento de
pervivencia de las células y las interacciones moleculares qu®s niveles sanguineos de la misma. El chip incluye un
se desencadenan después del tratamiento; se han identificadadiotransmisor que permite una comunicacion por control
con mayor efectividad las células infectadas por el virus de laemoto a un sistema que recibiria la sefial. Esta tecnologia
inmunodeficiencia humana, y se han estudiado las interacciongguede adaptarse a la deteccion de proteinas tumorales espe-
proteina-proteina en células vivas. Gracias a la identificacion deificas[ 2, 7, 11].
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