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SENORAS Y SENORES :

El cumplimiento del turno reglamentario y la ocasién de ser en la
actualidad el catedrdtico mds antiguo de la Facultad de Medicina, me
deparan el grato deber de ocupar esta tribuna con motivo de la antigua y
solemne tradicién académica, cada aiio renovada, de la apertura del
curso académico.

Pronunciar en nombre del Claustro Universitario el discurso de inau-
guracién representa siempre un gran honor, que en mi caso concreto va
unido a la emocién de ser y sentirme universitario murciano, formado en
esta Universidad, en cuyas aulas tanto hube de aprender de mis maes-
tros, que en gran parte se encuentran aqui presentes y a los que deseo
dedicar un recuerdo de profunda gratitud y afecto.



Por otra parte, desearia que Vds. me permitiesen destacar unas cir-
cunstancias que considero emotivas, destacando en primer lugar que no
ocupa hoy el sillon rectoral, tras el dilatado periodo de tiempo de su man-
dato en tan alto cargo académico, el profesor Dr. D. Manuel Batlle
Vidzquez quien, querido y respetado por todos nosotros, ha sabido darnos
el ejemplo del celo con que supo atender simultaneamente no sélo la fun-
cién docente e investigadora sino la delicada y, a veces, ingrata tarea de
dirigir los destinos de la Universidad de Murcia. A nuestra tristeza ante
este hecho, se unen en mi caso otros motivos de agradecimiento al
Prof. Batlle, pues su cariiio hacia mi y su interés por la Facultad de Me-
dicina, aunque yo no me considere con méritos para ello, hizo posible
mi rdpida i ncorporacion al Claustro Universitario de la Universidad
de Murcia desde mi anterior puesto académico en la Universidad
de La Laguna. La atenciéon y dedicacién del Prof. Batlle hacia la
Facultad de Medicina han sido bien notorias para todos los que hemos
ido viviendo su desarrollo, por lo que estamos convencidos de que hoy
podemos compartir con el Prof. Batlle y con el Prof. Gomar, Decano-Co-
misario de la Facultad durante sus 6 afios de vida, la satisfaccion que
ha de producirles el ver prdcticamente terminadas, en situacion de pues-
ta en servicio, las obras del edificio destinado al periodo preclinico de la
Facultad de Medicina. Y también estamos seguros de participar en la
misma alegria que nuestro antiguo Rector ha de sentir por el hecho de
que nuestro nuevo Rector, el Prof. Sabater, sea un fruto espléndido de
la Universidad de Murcia, desarrollado y madurado en ella, bajo la rec-
toria del Prof. Batlle.

Mi condicion de discipulo y amigo del Prof. Sabater me dispensa de
pronunciar los elogios que él tanto merece. Sélo deseo sefialar, en este
dia pleno de promesas y de realidades, que estoy convencido que esta-
mos viviendo un momento singular de la Universidad de Murcia, que si
bien ya poseia entidad propia durante la invasién drabe, diversas vicisitu-
des posteriores hicieron que los aiios 1310, 1840 y 1869 significaran es-
fuerzos muy serios para la fundacion de una Universidad murciana esta-
ble, lo que no se conseguiria hasta 1915. Es mi creencia de que, 60 afios
después, 1975 representard para nuestra Universidad una nueva etapa,
la etapa de su desarrollo integral, hasta cubrir las metas que todos desea-
mos alcanzar recorriendo un camino en el que estaremos aconsejados y
dirigidos por la prudencia, honestidad y buen hacer universitario del
Prof. Sabater.



El tema de este discurso inaugural versa sobre diversos aspectos rela-
cionados con la Genética bioquimica. La responsabilidad de dirigirme a
una audiencia tan ilustre y heterogénea me ha hecho intentar la tarea,
quizds imposible, de no aburrirles a Vds. con un tema concreto y especi-
fico dentro de la Bioquimica, sino procurar mds bien explorar la situacion
general que presenta el fascinante campo de la Genética, contemplada a
nivel molecular, insistiendo sobre todo en cuales son sus perspectivas ac-
tuales y futuras, sus riesgos y las implicaciones éticas y sociales de las
investigaciones que se desarrollardn en un futuro proximo.



Perspectivas de la

Genética bioquimica

BIOQUIMICA Y GENETICA MOLECULAR O BIOQUIMICA

El objeto de la Bioquimica es tremendamente ambicioso; tratar de
explicar en términos moleculares todos y cada uno de los procesos que
desde el punto de vista fisico y quimico constituyen ese fenémeno al que
denominamos vida, que el bioquimico ve como una serie muy compleja
de reacciones quimicas que obedecen a las leyes generales de la Fisica y
de la Quimica, lo que permite su estudio con los instrumentos y medios
usuales en los laboratorios.

El campo que abarca la Bioquimica es por tanto muy extenso. Como
ejemplos de diversos aspectos podriamos citar: cenocer todos los com-
ponentes de los seres vivos, incluyendo a microorganismos, plantas y
animales, aclarando la distribucién de tales componentes no ya solo entre
los diferentes seres vivos, sino también en los diferentes 6rganos, tejidos,
células o porciones subcelulares; estudiar el metabolismo, o sea, los
caminos de conversién quimica, catalizados por enzimas, de unas molé-
culas en otras utilizando o proporcionando energia durante el proceso;
dilucidar al nivel molecular cada una de las funciones de los seres vivos,
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que pueden tratar desde problemas tales como los mecanismos de trans-
mision del impulso nervioso, de la contraccién muscular, del envejeci-
miento o del aprendizaje, hasta otros como el conocimiento molecular de
procesos como la fotosintesis, la floracién o las posibilidades de defensa
de una célula ante una invasién por virus, la historia molecular de la
evolucién desde las condiciones prebidticas hasta nuestros dias, la dife-
renciacion molecular responsable de las diferencias entre los diversos
seres vivos o cuales son las sefiales que van dando pauta al proceso de
diferenciacién y desarrollo a partir de un embrién hasta el ser adulto.
Por todo lo anterior, no es de extrafiar que la Bioquimica tienda a espe-
cializarse y nos encontremos con divisiones tales como Biofisica, Enzimo-
logia, Bioquimica Estructural, Genética Molecular, Bioquimica com-
parada, etc.

Al situarse la Bioquimica en una encrucijada entre la Fisica, la Qui-
mica y lo que tradicionalmente se ha considerado como Biologia, es in-
dudable que se tienen que producir algunas confusiones entre las deno-
minaciones que se utilizan para delimitar unos determinados tipos de
estudios; y ello es mas especialmente evidente si estos son de tipo gené-
tico, especialidad donde, al igual que en la mayoria de los especialidades
bioquimicas, trabajan conjuntamente investigadores cuyo origen forma-
tivo ha sido en unos casos la Quimica, la Fisica o las Matematicas y en
otros la Medicina, la Farmacia o dentro de la expresién general de Bio-
logia, especificamente la Fisiologia, Microbiologia, Botanica o, claro es,
la Genética. Un par de ejemplos seran significativos: Crick, un fisico, en
1962 obtuvo el Premio Nobel de Medicina junto a Watson y Wilkins
por sus trabajos de dilucidacién de la estructura del material genético:
el ADN. Mis atn, Gilbert, Dr. en Matematicas y convertido primeramen-
te en fisico tedrico y después en bioquimico, ha sido, junto con Ptashne,
uno de los dos investigadores que por primera vez consiguieron aislar
una molécula de represor, proteina que juega un papel importante en el
modelo Operon del control genético de la sintesis de proteinas y cuyo
aislamiento ha sido durante muchos afios la meta de varios grupos de
trabajo.

Por otra parte, la unidad bioquimica de los seres vivos significa que
los caminos metabdlicos bésicos son semejantes en todos los seres vivos,
lo que hace que, por ejemplo, el trabajo del investigador que trata del
efecto del antibidtico cloranfenicol sobre la sintesis de proteinas en cloro-
plastos de hojas de guisantes, pueda tener utilidad posteriormente para
resolver un problema planteado quizis en términos de Patologia Médica.



Perspectivas de la Genética bioquimica A

Esta unidad bioquimica es la que indujo a Szent Gyorgyi, premio Nobel
hace ya algunos afios, a decir que “desde el punto de vista bioquimico
existe poca diferencia entre una col y un rey”. Efectivamente, el que las
consecuencias de la investigacién bioquimica puedan ser aplicables no
solo a la Medicina sino a la Agricultura, Microbiologia, etc., ha hecho
que se estimulen en gran manera las investigaciones a nivel molecular, ya
que a este nivel es donde muchos cientificos creen hallar las contes-
taciones a su curiosidad y afin investigador. Por ello no es de extrafar
que desde hace unos 30 afios un porcentaje mayoritario de los Premios
Nobel, tanto de Medicina como de Quimica, hayan sido concedidos a
bioquimicos que con sus hallazgos estan preparando las futuras solucio-
nes a los grandes problemas bioldgicos existentes. Este interés por la Bio-
quimica, y, en general, por las Ciencias Basicas, queda claramente
demostrado por el hecho de que si se repasan las 3.515 tesis doctora-
les (1) sobre ciencias médicas que se han aceptado por la Universidades
norteamericanas y canadienses entre julio de 1973 y mayo de 1975, un
39 % de ellas corresponden a temas claramente bioquimicos, siguiendo la
Fisiologia con un 11 %, con lo que entre las dos materias suponen un 50 %.
Las disciplinas situadas a continuaciéon son Microbiologia y Farmacolo-
gia con un 9% cada una e Ingenieria Biomédica, Anatomia y Patologia
del habla con un 3% cada una. El resto de especialidades, incluyendo
aquellas que se consideran mas cldsicas, poseen porcentajes inferiores.

El caso concreto de la Genética, investigada a nivel molecular, es
uno de los de desarrollo mas acelerado y espectacular en los tltimos
tiempos y la citada tendencia a la especializaciéon hace que nos encon-
tremos con diversas denominaciones: Biologia Molecular, Genética bio-
quimica, Genética molecular, Genética quimica, etc. Sin entrar en discu-
siones sobre el término mas acertado, el hecho es que, tal como sefiala
Kornberg (2), los puntos de vista sobre la genética y en concreto sobre
el ADN, principal material genético, han cambiado radicalmente y ac-
tualmente la genética o el estudio del ADN se aborda en términos qui-
micos, no dudando Kornberg en clasificar estos estudios como una rama
de la Quimica.

En cualquier caso la realidad es que, siguiendo la exposicion de este
premio Nobel, “a pesar de su complejidad quimica, el ADN se puede

(1) Dissertations in the Medical Sciences; Xerok University Microfilms, Ann
Arbor, Michigan, 1975.

(2) A. KORNBERG; en DNA Synthesis, W. H. Freeman, S. Francisco, 1974,
pags. 371-373.
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modificar, disecar, analizar e incluso sintetizar en un tubo de ensayo.
Hay posibilidades de profundizar en un dinamismo metabdlico del ADN
que no habia sido anticipado. El ADN sufre lesiones y se repara. Molé-
culas de ADN intercambian partes con otras. Las moléculas de ADN <e
modifican y degradan especificamente, giran y se relajan, se transcriben
hasta ARN o en forma inversa, desde ARN. El ADN funciona no sola-
mente en el nicleo sino también en mitocondrias y cloroplastos... Hay
confianza en que el metabolismo del ADN en la célula pueda llegar a
ser comprendido tan en detalle como hoy el de la glucosa o el del gluta-
mato, por ejemplo”.

Como la mayor parte de las caracteristicas que diferencian una espe-
cie de otra, un ser de otro, o la célula de un tejido de la de otro radican
en el distinto contenido o expresién de sus genes, es evidente que el
haber llegado a un momento en que ya no parece un suefio irrealizable,
sino una realidad a la mano, la manipulacién y posible modificacion de
los genes puede tener una trascendencia enorme, no sélo cientifica sino
también social y ética, sobre todo si se piensa en la posibilidad mas o
menos remota de poder influir genéticamente incluso en la persona-
lidad humana. Ello hace que, comprensiblemente, se haya provocado
una cierta alarma en el hombre de la calle, que piensa si no es ya sufi-
ciente el tener que soportar la amenaza constante de una catastrofe glo-
bal del tipo atémico o el dafio constante que se estd infringiendo a la
calidad de vida en aras a los avances tecnoldgicos, como para que, por
otra parte, los cientificos se pongan a manipular con la propia naturaleza
interna del hombre, lo que en algunas ocasiones podria provocar una
ansiedad mayor que el miedo a la muerte.

Es por tanto légico el hecho de que, cuando se han hecho a veces
pronunciamientos, quizds en exceso sensacionalistas, sobre los peligros
de las investigaciones cientificas a nivel genético, se haya encontrado
una masa de gente dispuesta a pedir la suspension de tales experiencias
y a adoptar una postura de recelo ante la Ciencia, ignorando su contribu-
cién a nuestro bienestar. Por ello nos proponemos en esta leccién, hacer
un resumen de los modernos hallazgos cientificos sobre la Genética mole-
cular, realizar un balance de lo que se puede abordar hoy y de las posi-
bilidades existentes para el maiiana, deteniéndonos de un modo especial
en el aspecto de la fusiéon de genes de diversas especies, dentro de lo que
se ha venido llamando la Ingenieria Genética, lo que ha dado lugar a
que, por inic‘ativa propia, los cientificos se planteasen el problema de la
licitud moral de su trabajo y convocasen discusiones y conferencias con
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una amplia participacién, a fin de que la sociedad estuviese informada
del estado de los problemas, sus riesgos y sus posibilidades. Es de esperar
que lo sucedido con este tema sirva para enfocar otros aspectos impor-
tantes relacionados con la seguridad publica y ambiental, de modo que
las decisiones que se tomen en estos aspectos hayan sido ampliamente
discutidas con antelaciéon por una sociedad bien informada, lo que per-
mitird tomar todas las precauciones necesarias para el control de algunos
tipos de investigacion,

La sensibilizacién de la sociedad ante las nuevas fronteras que abren
las ciencias biomédicas hace que aparezcan importantes problemas mora-
les hasta ahora no previstos. Como ejemplo de ello quizas sea util antes
de desarrollar el tema que nos ocupa y para enfocar sus derivaciones so-
ciales, senalar algunos de los casos que en el Ultimo afio han tenido mas
resonancia en cuanto a colisiones entre Sociedad y Ciencia.

ALGUNOS PROBLEMAS MORALES EN RELACION CON LAS
INVESTIGACIONES EN BIOCIENCIAS

Comenzaremos con el que se podria llamar caso del cromoso-
ma XYY (8). Hace algunos afios, un estudio dié a la publicidad unos
datos en el sentido de que existia un alto nimero de hombres con cromo-
somas XYY en la poblacién de una prisién, lo que fue amplia y draméti-
camente difundido por los medios de comunicacién social, plantedndose
incluso en algin juicio el grado de responsabilidad de un individuo que
fuera portador XYY, lo que haria que su comportamiento tendiese a ser
mas delictivo. Desafortunadamente el estudio sobre el que ya se deno-
minaba “cromosoma criminal” fue prematuro y las conclusiones tan de-
masiado precipitadas que hoy los cientificos responsables insisten en
que el cromosoma XYY es inocente de causar cualquier crimen; sin em-
bargo, el hecho real es que no se ha podido recuperar de la mala publici-
dad que recibié. Stanley Walzer, psiquiatra de la Harvard Medical
School, cree que algunos varones XYY tienen problemas de lectura y
otras incapacidades de aprendizaje, lo que puede ocasionar dificultades
de comportamiento, por lo que pensé que si detectaba a los nifios porta-
dores de ese cromosoma, e identificaba pronto tales problemas, podria
ayudar a esos nifios. Como consecuencia de ello, a partir de 1968 todos

(3) B. J. CuLLiTON; Science, 188, 1284, 1975.
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los nifos nacidos en el Boston Hospital for Women fueron sometidos a
analisis cromos6micos, en especial buscando los de caracteristicas XYY o
XXY. En el otoiio de 1974, miembros de un grupo de la organizacién
Science for People protestaron formalmente contra la continuacién de
tales estudios, apoyados en la opinién de algunos cientificos del Massa-
chussetts Institute of Technology, argumentando falta de ética asi como
peligrosidad para aquellos nifios que fueran estigmatizados con la etique-
ta XYY, lo que podria hacer que tuviesen problemas futuros de compor-
tamiento por ese estigma recibido. El Comité de Estudios Humanos de
le Facultad de Medicina, revisé el trabajo de Walzer y consider6 que
cumplia todos los requerimientos necesarios para que fuese deseable su
continuacion. Més aun, la Facultad esta primavera de 1975 realiz6 una
votacién de 200 contra 30 en favor de la continuacién del proyecto. Pero
la presién de los grupos opuestos continu6 y, por ejemplo, abogados del
Children’s Defense Fund de Washington estuvieron interrogando a Wal-
zer previamente a su pretensién de ejercer alguna accién legal contra él.
Finalmente, y como desenlace del asunto, el propio Walzer no pudiendo
resistir mas la oposicién a sus estudios decidié en abril Gltimo renunciar
a su programa, que ha quedado interrumpido, siendo este un claro expo-
nente del tipo de conflicto entre Ciencia y Sociedad que hace unos afios
no se hubiese podido plantear.

Otro ejemplo de problemas entre Ciencia y Sociedad podria ser el
caso Edelin (4) quien, en octubre de 1973, siendo residente jefe de Obste-
tricla y Ginecologia del Boston City Hospital, efectué un aborto de ru-
tina de acuerdo con las normas legales alli existentes en una mujer del
17 afios que estaba embarazada de un periodo discutible de 4-6 meses.
Durante el aborto, realizado mediante histerotomia, el feto muri6 y el
cuerpo fue enviado al departamento de Patologia donde fue descubierto
algunos meses después por miembros de la oficina del fiscal del distrito.
Dejando aparte el problema de la licitud moral del aborto, el problema
se plantea como una accién de la sociedad contra un acto considerado
cientifico. En efecto, un residente, Enrique Giménez Jimeno, denunci6
que el feto estaba vivo tras el aborto y que Edelin lo dejé morir delibera-
damente dejindolo dentro del utero 3 minutos tras quitar la placenta,
por lo que se trataba de un homicidio. Edelin negé tales hechos. El juicio
desperté grandes controversias sociales y religiosas y en febrero de 1975
el jurado di6 un veredicto de culpabilidad, aun cuando la sentencia fue
s6lo de un afio de condena atenuada.

(4) B. J. CurLLitoN; Science, 187, 814, 1975.
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El tercer ejemplo tuvo su origen en investigaciones que se realizaban
sobre el metabolismo de ciertos antibidticos y el lugar fue también el
Boston City Hospital. El antecedente fue que la Dra. Philipson, del Ka-
rolinska Hospital de Suecia, estaba en su 4.° embarazo y, aquejada de
bronquitis, conmenz6 a tomar ciertos antibiéticos que le produjeron una
menor efecto del esperado, por lo que pensé en la posibilidad de que el
embarazo afectase a la capacidad de metabolizar los firmacos. Compro-
b6 que la concentracién de antibidtico en la sangre circulante era mucho
menor de la que cabia esperar y tras el alumbramiento volvié a tomar an-
tibidticos a las mismas dosis, observando que las concentraciones eran
lo elevadas que debian ser. Cuando la Dra. Philipson fue a Harvard dis-
cuti6 las observaciones con el Dr. Sabath, un especialista en antibidticos,
que consideré la cuestion como sumamente importante y casi descono-
cida, decidiendo emprender la invest'gacion del problema usando dos
antibiéticos, la eritromicina y la clindamicina, utilizados comtinmente en
mujeres con alergia a la penicilina. El Comité de Estudios Humanos del
Boston City Hospital aprob¢ el protocolo. Para no correr riesgos de dafar
fetos durante los embarazos, aunque esos antibiéticos también se usan
para tratar algunas afecciones fetales, el grupo investigador decidié hacer
los ensayos en dos grupos, uno sobre mujeres no embarazadas y otro con
las embarazadas que rutinariamente eran sometidas a abortos legales en
el Hospital por el Dr. Charles, contando con la aprobacién escrita de
todas las mujeres, quienes tomaban ciertas dosis de los antibidticos y se
dejaban hacer andlisis de sangre. Tras los abortos, el Dr. Bernan colabo-
raba suministrando tejidos fetales para el estudio de las concentraciones
de antibitticos en ellos, siendo incinerados los fetos posteriormente.
Como resultado de la investigacion, se llegd a la conclusion de que las
mujeres embarazadas metabolizan los antibiéticos de un modo diferente
a las no embarazadas y que la clindamicina cruza mds efectivamente la
placenta y se introduce en los fetos mejor que la eritromicina. Tales re-
sultados fueron considerados de bastante interés y se publicé un trabajo
en el niimero del 7 de junio de 1973 de New Englad Journal of Medicine.
Como consecuencia de esta publicacién, diversos grupos de los movimien-
tos “Derecho a la vida”, denunciaron a estos cientificos basindose en
una ley contra violadores y ladrones de sepulturas de 1814 en Massa-
chussetts, en la que se prohibia manipulaciones sobre cuerpos humanos y
cadaveres. Poco después fueron acusados oficialmente y estan a la espera
de que se celebre el juicio. Este caso, ademdas, provocé amplias con-
troversias y sirvié de estimulo para la aprobaciéon de una ley sobre in-
vestigacion fetal en Massachussetts en junio de 1974, en la que se esta-
blecen graves condenas para quienes intenten hacer ciertas experiencias
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sobre fetos. Otros estados americanos han promulgado leyes regulando
la investigacién fetal e incluso el Congreso aprobd una prohibicién tem-
poral de la experimentacién sobre fetos vivos, aunque fuesen no viables.
El Congreso americano ha creado una Comisién Especial, la National
Commission for the Protection of Human Subjects of Biomedical and
Behavioral Research, que estudiard durante el plazo de dos afios las re-
comendaciones que se deben hacer sobre experimentacién humana.

Como muestra de la preocupacién creciente por estos tipos de pro-
blemas, la Asociacién Americana para el Avance de la Ciencia, cred
hace ya algunos afios un Comité para tratar sobre los problemas de la
libertad académica y de la responsabilidad cientifica, Comité que ha
publicado recientemente un informe en el que, tras afirmar que “la
funcién basica de la comunidad cientifica es el avance del conocimiento”,
y admitir que “algunos cientificos pueden creer que nada debe excluirse
como posible sujeto para la investigacién basica”, reconoce “que hay
fuertes razones para declarar excluidos ciertos tipos de investigacién, o
al menos para imponerles severas restricciones”.

Los ejemplos anteriores pueden habernos servido para adquirir con-
ciencia de que cada vez méis a menudo la sociedad querrd conocer la
naturaleza y el alcance del quehacer cientifico y en algunas ocasiones
incluso tratara de controlarlo.

Pasemos ahora a considerar cuil es la situacién en el campo de la
Genética bioquimica.

PRINCIPIOS BASICOS EN GENETICA BIOQUIMICA

Para aquellos de ustedes no familiarizados con las denominaciones uti-
lizadas en Biologia, quizd fuese conveniente en este punto, antes de
adentrarnos en problemas concretos, hacer un resumen muy elemental
de los procesos relacionados con el almacenado, transmisién y expresién
de la informacién genética en los seres vivos.

El 4cido desoxirribonucléico, ADN, es la sustancia responsable de la
herencia y sus moléculas son normalmente muy largas, filamentosas, y
estin compuestas de un gran niimero de cuatro clases de desoxirribonu-
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cledtidos que son moléculas con una base nitrogenada, un azicar (la
desoxirribosa), y un grupo fosfato. Los cuatro tipos de bases nitrogenadas
son: adenina, guanina, timina y citosina, Las bases del ADN, o mejor
aun, su secuencia de bases, son las que constituyen la informacién gené-
tica, y el azicar y el fosfato poseen un papel estructural. Las cadenas de
ADN tienen polaridad, existiendo al final de las cadenas uno de los ex-
tremos con un grupo —OH en 5 y otro de los extremos con un grupo
—OH en 3, ninguno de los cuales se une ya a otro nucleétido, deno-
minandose por ello extremos: 5’ y 3 de la molécula del ADN. La secuen-
cia de bases se considera siempre en el sentido 5 — 3’. Hasta hace apro-
ximadamente 30 afios no se tenia una idea clara sobre el tipo de molé-
culas que eran portadoras de la informacién genética, pero Oswald Avery,
en 1943, en una carta a su hermano (5), daba ya una viva descripcién de sus
investigaciones, que implicaban que eran las moléculas de ADN las que
poseian especificidad genética. Los genes, tanto en los organismos eu-
caridticos como en los procariéticos, estan hechos de ADN. Los organis-
mos eucari6ticos poseen células con ntcleos, mitocondrias, etc., diferen-
ciados (células vegetales y animales, por ejemplo) mientras que en los
procariéticos, mucho mas simples, no hay tal diferenciacién (por ejem-
plo, bacterias). Sin embargo, los genes de algunos virus, estructuras muy
simples constituidas por la asociacién de proteinas y 4cidos nucléicos
fundamentalmente, son del tipo de ARN, cuya diferencia con las molé-
culas de ADN consiste en que el aziicar es ribosa en lugar de desoxirribo-
sa 'y en que en lugar de la base timina se encuentra el uracilo.

En 1953 James Watson y Francis Crick (6) en un trabajo de dos pagi-
nas publicado en Nature, anunciaban un descubrimiento trascendental
para el desarrollo de la Biologia Molecular: su interpretacién de la es-
tructura tridimensional del ADN, lo que era fundamental para la com-
prension de la funcién de los genes en términos moleculares. EI ADN
esta constituido usualmente por dos cadenas muy largas, situadas para-
lelamente en sentido contrario (5 — 8 y 3 — 5) y enrolladas helicoidal-
mente con secuencias de bases complementarias entre si, de modo que
hay enlaces por puente de hidrégeno entre cada pareja de bases enfren-
tadas, una de una cadena y otra de la otra cadena, situdndose frente a
una adenina una timina y frente a una guanina un citosina. Las implica-
ciones genéticas de la estructura del ADN fueron inmediatamente abor-

(5) R. D. HorcHKiss; en Phage and the Origins of Molecular Biology, Cold
Spring Harbor Lab., 1966, pags. 185-186.
(6) J. D. WatsoN y F. H. C. Crick; Nature, 171, 737, 1953.
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dadas un mes después por Watson y Crick (Premios Nobel de Medicina
en 1962) en otro articulo de cuatro paginos publicado también en Nature
en 1953 (7). Era evidente que la secuencia precisa de las bases a lo largo
de una de las cadenas codificaba la informacién genética y la propia es-
tructura del ADN sugeria como se podria realizar la duplicacién (o
replicacion) de las moléculas en las células durante los procesos en que
tal replicacion genética tiene lugar: “Nosotros imaginamos que, con an-
terioridad a la duplicacién, los enlaces por puente de hidrégeno se rom-
pen y las dos cadenas se desenrrollan y separan. Cada cadena actia enton-
ces como un molde para la formacién, sobre ella misma, de una nueva
cadena compariera, de manera que eventualmente tendremos dos parejas
de cadenas donde sélo poseiamos una pareja. Mas aun, la secuencia de
las parejas de bases se habrin duplicado exactamente”.

Los esfuerzos de numerosos investigadores y sobre todo el grupo de
Kornberg en California, han permitido en estos tltimos veinte afios,
aclarar muchos extremos de cémo tiene lugar a nivel molecular el pro-
ceso de la replicaciéon del ADN, y cudles son las proteinas enzimaticas
que catalizan los diferentes pasos. Siguiendo el resumen que hace Stryer
en su reciente y bello libro “Biochemistry” (8) podemos decir que la
replicaciéon del ADN es semiconservativa, o sea, que cada molécula hija
recibe una rama o cadena de la molécula madre de ADN, siendo el pro-
ceso global muy complejo, ya que entre los enzimas o proteinas que han
de intervenir, lo hacen tres clases diferentes de ADN polimerasas asi
como una ADN ligasa. Los precursores activados en la sintesis de ADN,
tal como se sefiala en las Fig. 1 y 2, son los cuatro desoxirribonucled-
sidos 5'-trifosfatos, sintetizandose las nuevas cadenas en la direccién
5 — 3’ mediante un ataque nucleofilico, del final hidroxilico 8’ de la pri-
mera cadena, sobre el fosfato m4s interior del primer desoxirribonu-
cledsido trifosfato que se va a fijar. Mas interesante atn es que las ADN
polimerasas catalizan la formacién de los correspondientes enlaces fos-
fodiester sblo si las bases de los nucleétidos que se van fijando son
complementarias de las bases situadas sobre la cadena que esta sirviendo
de molde. Ello significa que las ADN polimerasas son enzimas dirigidos
por el molde. Las tres ADN polimerasas, I, IT y III, poseen también una
actividad exonucleasa 3 — 5 que ayuda a la fidelidad de la replicacién
porque pueden eliminar los residuos mal apareados. Mas atn, la ADN

(7) J. D. Warson y F. H. C. Crick; Nature, 171, 964, 1953.
(8) LUBERT STRYER: “Biochemistry”, W. H. Freeman and Company, San Fran-
cisco, 1975, pag. 590.
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polimerasa I tambin posee una actividad nucleasa 5 — 3 que parece
ser esencial para la reparacién del ADN asi como para su replicacién.

BIOSINTESIS DE
NUCLEOTIDOS

ATP ADP dADP dATP
\ GTP GDP dGDP dGTP
ARN <_z__. ! et 3 s 4=
CTP™ CDP 7 dcDP dCTP AN
molde molde
de uTpP UDP ——% —— dTTP de
ADN ADN

FIGURA 1. Esquema general de la sintesis de ADN y ARN. Los enzimas se
indican con los numeros siguientes: 1-Ribonucleésido difosfato quinasas; 2-ARN
polimesara dependiente de ADN; 3-Ribonucleésido difosfato reductosa; 4-Desoxi-
rribonucleésido difosfato quinasas; 5 ADN polimerasa dependiente de ADN.
Abreviaciones:

ADP = adenosin-5’-difosfato; ATP = adenosin-5-trifosfato.

dADP = 2’desoxiadenosin-5’-difosfato; dATP = 2’-desoxiadenosin-5-trifosfato.

CDP = citidin-5’-difosfato; CTP = citidin-5’-trifosfato.

dCDP = 2’-desoxicitidin-5’-difosfato; dCTP = 2’desoxicitidin-5'trifosfato.

GDP = guanosin-5’-difosfato; GTP = guanosin-5’-trifosfato.

dGDP = 2’-desoxiguanosin-5’-difosfato; dGTP = 2,desoxiguanosin-5’-trifosfato.

UDP = uridin-5’-difosfato; UTP = uridin-5’-trifosfato.

dTTP = 2-desoxitimidin-5’-trifosfato .

El caso concreto mas estudiado es el del cromosoma de la bacte-
ria E. coli, con un ADN helicoidal de doble cadena y en forma circular
como son la mayor parte de las moléculas de ADN, lo cual no impide
la existencia de otras formas como longitudinales, circulares monocade-
nas, etc. La replicacion del ADN de E. coli comienza en un lugar tmico
determinado sobre la molécula y sigue secuencialmente en direcciones
opuestas, aprovechando ambas ramas desenrrolladas de ADN como mol-
des para la sintesis de otras dos nuevas cadenas, siendo el proceso de re-
plicaciéon del ADN discontinuo, ya que ambas nuevas cadenas se van sin-
tetizando en fragmentos en la direccién 5 — 8 y después esos fragmen-
tos se iran uniendo entre si por la acciéon de la ADN ligasa. Muy inte-
resante es que la sintesis de estos fragmentos de ADN, necesita previa-
mente la sintesis de algo de ARN, que se fija complementariamente a la
cadena que servira de molde. El ARN posteriormente serd hidrolizado,
siendo sustituido por ADN.

El papel codificador del ADN consiste en que se puedan sintetizar
moléculas especificas de ARN con secuencias complementarias a las del
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FIGURA 2—Esquema general del flujo de 13 informacién genética.
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ADN en un proceso que denominamos transcripcion. Existen tres clases di-
ferentes de ARN: el ribosémico (r-ARN), que, como su nombre indica,
forma parte de los ribosomas celulares asociado a proteinas especificas;
el de transferencia (t-ARN), cuyo papel es participar en la activacién de
las moléculas de aminoacidos para que estén en condiciones, como com-
plejos aminoacil-t-ARN, de participar en la sintesis de proteinas, y el
mensajero (m-ARN), cuyas moléculas son las que realmente Ilevan el
coédigo para que se sintetice tal o cual proteina o enzima. Las moléculas
de ARN son con una sola rama, aunque tanto el t-ARN como el r-ARN
puedan poseer regiones con doble hélice debido a apareamientos de bases
intracatenarias. Los t-ARN son los méas pequefios, con unos 75 nucleéti-
dos, y las moléculas mas largas son las de m-ARN que pueden llegar a
tener mas de 5.000 nuclebtidos engarzados secuencialmente,

dCémo tiene lugar el delicado mecanismo de la sintesis de ARN y
su codificacion? Los enzimas responsables de la sintesis son las ARN
polimerasas dependientes de ADN (que sirve de molde) y las unidades
de sintesis son los correspondientes ribonucledtidos trifosfatos que se van
fijando en la direccién de sintesis 5 — 3. En la actualidad, aunque toda-
via existan muchos puntos oscuros respecto a los detalles del proceso,
se conocen muchas propiedades sobre esta clase de enzimas. Una, situada
en el nucleolo, es la que canaliza la sintesis de los r-ARN, mientras que
la que produce m-ARN es nuclear. La ARN polimerasa de E. coli es po-
limérica, con varias subunidades y existen proteinas especificas que se
pueden unir a ella (proteinas sigma y rho) y cuya funcién es hacer reco-
nocer al enzima el lugar donde ha de comenzar o terminar su accién
sobre la molécula de ADN, o sea, que regulan la longitud y caracteristi-
cas del segmento genético que se transcribe en forma de ARN.

Algunas moléculas de ARN antes de ser funcionales, sufren procesos
hidroliticos o modificaciones quimicas en sus bases, mediante la accién
de enzimas especificos. Conforme se investiga més sobre ello los ejem-
plos son mas numerosos, indicando la existencia de lo que podriamos
llamar pro-moléculas de ARN. En todo caso, hoy también sabemos que
el proceso de transcripcion se puede bloquear con inhibidores especi-
ficos y asi, por ejemplo, el antibidtico rifampicina inhibe la iniciacién de
la sintesis de ARN mientras que la actinomicina D imp‘de la elongacién
del ARN.

dCbémo codifica la porcion de ADN que denominamos un gen, el
que se sintetice un polipéptido determinado? Ello depende del denomi-
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nado codigo genético que es la relacion existente entre la secuencia de
bases en el ADN (0o mis corr'entemente su transcripcion en forma de
ARN) y la secuencia de aminoicidos en la proteina. La unidad de codi-
ficacién funcional es el “coddén”, que es un grupo de tres bases consecu-
tivas, comenzando en un punto determinado. Cada codén es indepen-
diente de los codones situados previa y posteriormente a él, o lo que
es igual el cddigo genético no estd solapado. Cada codén podria ser es-
pecifico para un aminodcido diferente. Ahora b'en, existen 64 codones
diferentes (las variaciones con repeticién de 4 elementos, las 4 bases,
tomados de 3 en 3), de los que 3 codones (UAA, UAG y UGA) son sefia-
les para terminar la cadena de sintesis peptidica. Por ello quedan 61 co-
dones para codificar los 20 amino4cidos proteinicos. El que se diga que
el codigo genético estd degenerado, significa precisamente que varios
codones, que se llaman sinénimos y que usualmente difieren sélo en la
tercera base del tripete, codifican a un mismo aminoacido. Por otra parte
el cédigo genético es universal. o sea, es el mismo para todos los orga-
nismos vivos, lo que indica que s pudiéramos introducir, por ejemplo,
en una célula vegetal, o en una bacteria, el m-ARN que codifica la sin-
tesis de una determinada proteina animal, esa cé'ula vegetal o la bacte-
ria serian capaces de producir esta proteina.

Cuando en la molécula del ADN que constituye un gen se produce
una variacién en su secuencia decimos que ha ocurrido una mutacion.
La mutacién puede consistir en:

a) sustitucién de una base por otra base y se llama transicién si se
reemplaza una purina por otra purina o una pirimidina por otra pirimidina.
Cuando se reemplaza una purina por una pirim‘dina, o viceversa, se de-
nomina transversién. En los casos de sustitucién es ficil deducir que sélo
se produce un cambio en un aminodcido de la proteina codificada. Es lo
que sucede con numerosos tipos de hemoglobinopatias conocidas.

b) pérdida o deleccion de uno o mas pares de bases,

c) insercin de una o mdis pares de bases. En estos dos wlt'mos
casos también es ficil comprender que si las pérdidas o ganancias de
parejas de bases no estin préximas y no son multiplo de 3, ello significa
que la proteina codificada sufriri una alteracién en su composicién a
partir de los lugares de la mutacién. Por ello estos tipos de mutaciones
son menos corrientes pues conducirian a menudo a graves trastornos bio-
sintéticos. Las mutaciones se pueden producir por tautomerizacién, accién
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de mutagenos quimicos (ejemplo, el acido nitroso), actuacién defectuosa
de ADN polimerasa, etc. Como todos sabemos, la aparicién de mutacio-
nes que puedan producir ventajas o desventajas al ser en que se pro-
ducen ha debido jugar un papel muy importante en la evolucién de los
seres vivos.

Una pregunta inmediata respecto a la universalidad del cédigo gené-
tico seria el por qué ha permanecido invariable a través de miles de mi-
llones de afos de evolucion. Quiza la respuesta es que si en alguna
ocasiéon se ha producido alguna mutacién en ese sentido, que alterase
la “lectura” de los codones de los m-ARN, ello obligaria a cambiar la
secuencia de aminoacidos de practicamente todas las proteinas sinteti-
zadas por ese organismo particular, lo que produciria un desastre me-
tabolico total que haria invariable la existencia de las actividades vitales,
por lo que, en consecencia, debe existir una gran seleccién en contra de
una mutaciéon de ese tipo.

Una vez que conocemos en qué consiste el codigo genético, el paso
siguiente seria considerar como se transforma esa codificacién hasta llegar
a la sintesis de una proteina particular, También en la traduccién del
mensaje genético o biosintesis de proteinas, nuestros conocimientos han
aumentado estos tltimos afios y sabemos que es necesaria la participacién
coordinada de mdas de un centenar de macromoléculas entre las que se
incluyen m-ARN, t-ARNs, ribosomas, enzimas activantes, factores protei-
nicos, etc.

Por una parte los aminoacidos, unidades de composicion de las pro-
teinas, se activan mediante enzimas activadores de cada uno de ellos y
de t-ARN y forman complejos aminoacil-t-ARN entre cada aminoacido
y su t-ARN especifico, existiendo al menos un enzima activador espe-
cifico y un t-ARN especifico para cada aminodcido. Todos los t-ARN
se parecen estructuralmente, poseyendo varios l6bulos y zonas de apa-
reamiento de bases, con una estructura global en forma de L y mientras
la unién al aminoicido esta situado en el extremo 3 de la terminacién

CCA de un lado de la L, a 80 A de distancia del otro lado de la L
se encuentra el llamado anticodén o secuencia de 3 bases, caracteristica
para cada t-ARN y por tanto para su aminoacido especifico.

El m-ARN reconoce pues, no al aminoacido, sino al anticodén (Fig. 3),
que posee 3 bases complementarias a las del codén, pudiendo un anti-
codbn reconocer a mas de un codén (degeneracién del cédigo genético
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antes apuntada) porque la tercera base de un codén es menos discrimi-
natoria que las otras dos.

AA, cadena peptidica

’

) - «—anticoddn
] U«—ribosoma
ey

direccidn

"

sintesis

FIGURA 3.—Esquemg simplificado de la sintesis de proteinas donde juega un
papel importante el apareamiento entre las bases de los codones y los anticodones.
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La sintesis de proteinas tiene lugar sobre los ribosomas a los que se
van fijando los correspondientes aminoacil-t-ARN, en 3 fases: iniciacién,
elongacién y terminacién.

En la fase de iniciacién, se forma un complejo de iniciacién entre la
porcién 30S (en procaribticos) del ribosoma, el m-ARN y el N-formilme-
tionil-t-ARN y el anticodén de este ultimo reconoce un codén especial
de iniciacién sobre el m-ARN, uniéndose entonces la porcién 50S para
comp'etar el ribosoma. En el proceso participan diversos factores protei-
nicos de iniciacién asi como GTP.

La fase de elongacién comprende el enlace de complejos amino-
acil-t-ARN sobre los codones de reconocimiento, la formacién de enlaces
peptidicos entre los aminoacidos y el movimiento selectivo del ribosoma,
la longitud de un codén, sobre el m-ARN en la direccién 5 — 3. De este
modo se va sintetizando la proteina desde el grupo aminoterminal hasta
el carboxilo terminal. También en esta fase se mnecesita el concurso de
diversos factores proteinicos y de GTP.
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La dltima fase de terminacion tiene lugar gracias a los factores pro-
teinicos de terminacion, que reconocen a los codones de terminacién an-
teriormente mencionados, y a los factores de liberacién que favorecen la
hidrélisis entre el polipéptido y el t-ARN. Algunos inhibidores como es-
treptomicina, tetraciclinas, cloramfenicol, eritromicina, etc., afectan en
un lugar u otro la sintesis de proteinas, produciendo su inhibicién que,
en algunos casos de antibioticos usados terapéuticamente, es especifica
para los sistemas procariéticos.

Una vez repasados someramente los mecanismos de expresién gené-
tica convendria sefalar la existencia de otros mecanismos de control de
esta expresion genética, siendo uno de los mdas conocidos el descubierto

gen lugares de
regulador control genes estructurales

i P (o) ‘ i
WP .

LR .

ARN
mensajero

Y A Y A

|
represor /@ S @

proteinas o enzimas

@ |-

10}2NpuUl
orrepresor

O

FIGURA 4.—Modelo Operén para el control genético de la sintesis de proteinas.
En este caso concreto, la sintesis enzimatica estaria reprimida normalmente debido
a la accién del represor sobre la regiéon del operador o. Por la presencia de un
inductor, éste se uniria o modificaria al represor, el cual ya no se uniria al operador
con lo que podria realizarse el proceso de transcripeidn.
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por Jacob y Monod (9), (premios Nobel de Medicina en 1965), y que se
conoce con el nombre de modelo Operon, actuando a nivel de control
de la transcripcion. Un Operon es una unidad coordinada de expresion
genética, y consiste, dentro de la molécula de ADN de un cromosoma,
en unos lugares de control (el operador y el promotor) y de un conjunto
de genes estructurales que codifican normalmente a proteinas o enzimas
muy ligadas funcionalmente entre si. Ademas de esta zona del ADN, exis-
te también un gen regulador (Fig. 4) que codifica una proteina, el repre-
sor, que interactia con el lugar operador. El papel de los inductores de
una determinada serie de enzimas, que en condiciones normales no se
sintetizan, seria el de enlazarse con el represor y evitar su unién con el
operador con lo que la ARN polimerasa se puede trasladar a lo largo de
él y comenzar la transcripcién del sistema de genes estructurales del
Operdn,

Existen otras variaciones funcionales de modelos Operones, pero en
todos los casos el control se efectiia por moléculas pequenas y a nivel de
Ta transcripcion, Incluso muchas acciones hormonales podrian explicarse
gracias a su capacidad de influir sobre la concentrac’én de AMP ciclico,
ya que el AMP ciclico se une a una proteina receptora tipica y el com-
plejo actiia sobre el lugar promotor de varios Operones inducibles, esti-
mulando la iniciacién de la transcripcion. De este modo, por ejemplo, la
glucosa indirectamente reprime la sintesis de cierto nimero de enzimas
catabdlicos pues el nivel de AMP ciclico es alto si el de glucosa es bajo.

Por ultimo, y en relacién con esta breve revision sobre la expresion
genética, debemos destacar algunos aspectos sobre los cromosomas eu-
carioticos, que son los de los organismos superiores. Los cromosomas son
unidades morfologicas, evidentes incluso en el microscopio electrénico
y estan constituidos por ADN asociado a proteinas bdsicas denominadas
histonas e incluidas en el ntcleo celular rodeado de su correspondiente
membrana. El primer problema es que un cromosoma lleva informacién
genética para la sintesis de muchas proteinas, o sea, posee muchos genes.
Entonces un cromosoma, Jposee muchas moléculas diferentes de ADN?
En los casos conocidos hasta ahora (10) parece que cada cromosoma posee
una sola molécula de ADN, ininterrumpida, lineal y sin ramificaciones,
que puede replicarse bidireccionalmente y simultineamente a partir de

(9 F. JacoB y J. MoNobp; J. Mol. Biol.,, 3, 318, 1961.

(10) Chromosome Structure and Function; Cold Spring Harbor Symposig on
Quantitative Biology; Cold Spring Harbor Laboratory, 1974.
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muchos puntos diferentes entre si (11), unos 6.000 por cada molécula de
ADN, al menos en el caso de un cromosoma de Drosophila.

Hechos sin aclarar o al menos con problemas pendientes de solucio-
nar son:

a) el que el ADN eucaridtico parece contener muchas secuencias de
bases repetidas, en concreto, un ADN satélite muy repetitivo localizado
cerca de los centrémeros, existiendo algunos ADN satélites con un hep-
tanucle6tido repetido méas de 10.000 veces. Otro ADN, esta vez modera-
damente repetitivo, es el del gen precursor de ciertos ARN ribosémicos.
El gen se repite unos centenares de veces separada cada unidad de otra
por regiones, que no se transcriben, de unas 5.000 parejas de bases. De
todos modos, también se sabe que existen genes con una sola copia en el
cromosoma,

b) el papel de las histonas en el empaquetamiento del ADN v quiz4
en el control de a expresién genética. Si se llama una unidad de periodo
evolutivo al tiempo necesario para que a lo largo de la evolucién la se-
cuencia de aminodcidos de una proteina cambie en un 1 % a partir de dos
lineas evolutivas divergentes, el periodo de unidad evolutiva para el
cit. ¢ es de 20 millones de afios, de 6 millones de afios para la hemo-
globina y de un millén de afios para los fibrinopéptidos, mientras que
para la histona IV es del orden de 1.200 millones de aios v algo seme-
jante sucede con la histona IIT. Asi, la histona IV de semilla de gnisante
v la del timo de vaca difieren sélo en dos pequefios cambios de todos
sus 102 amino4cidos. Ello tiende a sefialar que las histonas tienen fun-
ciones criticas v que la mayor parte de su estructura es esencial para ejer-
cer tales funciones.

Una vez que hemos hecho una breve reconsideraciéon sobre nuestros
conocimientos genéticos bioquimicos nos podemos plantear la pregunta
de que si tales conocimientos nos sirven sélo para saciar nuestra curio-
sidad cientifica de intentar conocer el por qué de las cosas, o si también
puede existir una aplicaciéon prictica para ellos. Posiblemente con un
ejemplo podamos darnos cuenta de la magnitud de algunos de los pro-
blemas p'anteados v cémo el conocimiento a nivel bioquimico de la ge-
nética puede darnos la clave futura de su solucién. Consideremos, pues,
el problema de las Enzimopatias.

(11) H. J. KRIEGSTEIN y D. S. HoGNESS; Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 71,
135, 1974.
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ENZIMOPATIAS

En la seccion precedente hemos comprobado que la composicion del
ADN constituyente de los cromosomas es responsable de la secuencia de
amino4cidos de las proteinas, de los enzimas, Por otra parte insistiamos
al comienzo de esta exposicion, que la vida, los procesos metabdlicos,
podemos considerarlos como una serie de reacciones quimicas cataliza-
das por los enzimas. Actualmente poseemos una visién general sobre los
grandes procesos metabdlicos comunes a todos los seres vivos e incluso
sobre su control y regulacién, asi como sobre el metabolismo especifico
v propio que diferencia a unos seres de otros.

Sabemos que existen miles de enzimas diferentes, con estructuras es-
paciales tan exactas responsables de la especificidad de su accion, que
cualquier cambio estructural tal como la pérdida, ganancia o sustitucién
de un aminoicido o mis simplemente, una variacién conformacional en
la estructura espacial puede conducir a una modificacién o pérdida de
la actividad catalitica del enzima y dificultar o impedir la reaccion ca-
talizada por ese enzima. Por otra parte, el grado de conexi6n e in-
fluencia mutua entre todo el delicado entramado gue constituye el me-
tabolismo es tan grande que las repercusiones del hecho de que deter-
minada reaccién no transcurra normalmente puede ser dramaticas. Por
ello cabe esperar que los cambios o mutaciones que pudieran tener lugar
en el ADN cromosémico puedan alterar dristicamente la normalidad de
los procesos metabélicos dando lugar a procesos patolégicos mis o menos
graves.

Efectivamente ello es asi, y como los avances médicos han hecho
retroceder a las enfermedades de tipo infeccioso, ello ha dado lugar a
que en la actualidad se estime que mds del 259 de las hospitalizaciones
de los nifios en los paises desarrollados, 1o son como consecuencia de en-
fermedades que poseen un componente hereditario mayoritario que, hoy
dia, podemos reconocer gracias a las nuevas técnicas de la Bioquimica
y de la Biologia Celular. De este modo se conocen ahora méis de 1.600 en-
fermedades humanas que estdn causadas por defectos en el contenido o
en la expresion de la informacion genética del ADN. Algunas de las
enfermedades son muy raras, pero otras ocasionan un gran ntimero de
muertes. La incidencia de malformaciones congénitas importantes en la
poblacién general es el orden de 1 a 50 y la de anormalidades congénitas
menos importante es de 1 : 20.
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Las aberraciones enzimaticas pueden tener lugar por caminos dife-
rentes. Una mutacion en los genes regulador u operador de un modelo
Operén (Fig. 5) puede producir cambios cuantitativos en los niveles en-
zimdticos, aumentandolos, disminuyéndolos, o incluso provocando la au-
sencia total del enzima, debido a que queda desregulado el sistema de
control del Operén. Las mutaciones en los genes estructurales pueden
producir resultados muy diversos, dependiendo del lugar y de la natu-

Mutaciones

Gen regulador Gen operador Genes estructurales

Transcripcibén

Represor : m-ARN

Traduccibn

‘

RI- Enzimas

FIGURA 5—Esquema mostrando la posibilidad de que ciertas mutaciones pue-
dan producir aberraciones enzimaticas. Las mutaciones pueden afectar a los genes
reguladores, de control, o a los estructurales.
raleza de la mutacién y de si afecta o no a la composicion de aminoici-
dos del enzima. Incluso si afecta a la composicién, el efecto puede ser
muy variable, dependiendo a su vez de si la variacién ocurre 0 no en un
lugar importante para la actividad catalitica (tal como el centro activo
del enzima) o para su conformacién espacial. Por ello puede existir desde
pérdida total de actividad del enzima a wuna disminucién parcial
que podria deberse a causas tan diferentes como:

a) reduccién de la afinidad hacia el sustrato cuya transformacién es
catalizada por el enzima.

b) enlace anormal con sus cofactores, coenzimas y grupos prostéticos.
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¢) incremento en la velocidad de destruccion del enzima,

d) modificacién en el modo de ensamblarse las subunidades del en-
zima,

e) modificacién de las proporciones de isoenzimas que se encuentran
normalmente en un tejido.

Garrod (12) fue quien hace mas de 50 anos pensd en la relacién entre
una alteracion en la act'vidad o especificidad de un enzima y las conse-
cuencias patoldgicas, indicando que los bloqueos metabdlicos originados
por las anormalidades de ciertos enzimas especificos, producirian enfer-
medades hereditarias, siendo sus dos primeros candidatos la alcaptonuria
vy el albinismo, que poster’ormente quedd demostrado se debian al defec-
to de los enzimas 4cido homogentisico oxidasa y tirosinasa respectiva-
mente, aun cuando en este ilt'mo caso tal como se puede deducir de in-
vestigaciones realizadas en otros laboratorios y en el nuestro propio, el
problema esta asociado no s6lo a la existencia o falta del enzima sino a
que pueda o no expresar su actividad. La primera descripcion de un de-
fecto enzimitico genéticamente determinado fue hecha por los Nobel
Cori (13) en relacién con la deficiencia del enzima glucosa-6-fosfatasa en
la enfermedad de von Gierke y desde entonces, tal como se indicaba an-
teriormente, son cerca de 2.000 las diferentes posibilidades de errores
congénitos que se han descrito. Es interesante hacer resaltar que, aun
siendo cierto que el conocimiento previo de los caminos metabélicos nor-
males ayuda a situar los errores mnatos del metabolismo, es igualmente
cierto que el descubrimiento previo de uno de esos errores puede ayudar
también a conocer y aclarar los caminos bioquimicos normales, tal como
ha sucedido con el estudio de las mutantes de hemoglobinas en relacién
con la estructura v funciéon de Ja hemoglobina o con fenilcetonuria, albi-
nismo y alcaptonuria respecto al metabolismo de los ammoécidos aromé-
ticos, asi como otros muchos ejemplos que se podrian citar.

Para simplificar la situaciéon supongamos (Fig. 6) que el enzima E, ca-
taliza la transformacién de la sustancia A en B, la cual mediante el
enzima E. se convierte en C, la C con E; en D y asi sucesivamente, aun
con la posibilidad simultinea de que otros sistemas enzimaticos transfor-
men B en X, Y, Z, etc. sucesivamente. jQué pasara si el enzima E, esta
bloqueado total o parcialmente? Como los caminos metabdlicos se sitiian
en secuencias ordenadas, un problema en una etapa determinada signifi-

(12) A. E. GARROD; en Inborn errors of metabolism, Oxford University Press,
Londres, 1909.
(13) G. T. Corr y C. F. Corr; J. Biol. Chem. 199, 661, 1952,
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ca inevitablemente una alteracién de las concentraciones o composicio-
nes de los metabolitos, posiblemente esenciales, que participan en la
cadena metabdlica y en los que estén relacionadas con ella. Asi, se acu-
mulard la sustancia A (por ejemplo, la ausencia de galactoquinasa hace
que se acumule galactosa), pero tamb‘én se privara a la célula de los me-
tabolitos B, C, D, X, Y, Z, etc. y no funcionard la via metabdlica

I
I
i
[
i R
Movwrea ¥ Svusesns Btk &

Célula M

FIGURA 6.—Relaciones entre las vias metabdlicas y los defectos enzimaticos.

B>X->Y~>Z... Si el enzima defectuoso fuera E. también se privaria a la
célula de C y D, pero en este caso se acumularia B, lo cual obligaria a
que la via metabdlica B—>X—>Y > Z..., que en condiciones normales
trabaja a una cierta velocidad, vea incrementada grandemente su activi-
dad con lo que puede acumularse en sangre u orina un determinado
metabolito M que en condiciones normales no es tdxco, pero si lo es a
concentraciones altas. Asi ocurre por ejemplo en la fenilcetonuria, cuan-
do la falta del enzima fenilalanina hidroxilasa hace que los niveles de
fenilalanina, 4cido fenilacético y 4cido fenillictico sean muy altos en
sangre y orina, Otra posibilidad de desajuste metabdlico podria ser que
la sustancia D ejerciese un efecto de retroinhibicién sobre el enzima E, y
que este perdiese, no la actividad, sino la capacidad de ser regulado
por E,, por lo cual habria una superproduccién en toda esa via metabd-
lica ya que al acumularse D en la situacién patoldgica, no se inhibe E,, al
contrario de lo que sucede en la situacién normal, lo que significa mayor
y mayor produccién de D. Este hecho es el que ocurre en porfiria inter
mitente aguda, al no sufrir retroinhibicién el enzima deltaaminolevulinato
sintetasa.
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El defecto de un enzima puede conducir, desde el punto de vista cli-
nico, a diversos desérdenes, dependiendo del t'po de transformacién del
enzima asi como de la localizacién tisular de la deficiencia. Asi, la deficien-
cia total del enzima hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa, es la
causa del sindrome de Lesch-Nyhan, muy grave, acompafiado de retardo
mental -y comportamiento agresivo auto-mutilante. Sin embargo ]a falta
parcial del enzima parece que ocurre en el caso de pacientes con gota y
no cursa alteraciones neurolégicas en absoluto. Esta enfermedad congé-
nita tiene el interés histérico de haber sido la primera enfermedad que,
considerada estrictamente psiquidtrica, se demostr6 que era debida a
una enzimopatia.

La posibilidad de diferentes mutaciones que alteren en cada caso un
solo aminoAcido y por tanto algunas propiedades del enzima, parece que
es el caso de muchas de las 60 formas variantes encontradas para el en-
zima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Unas formas tienen diferente com-
portamiento electroforético; otras, afinidades distintas hacia el sustrato o
diversa estabilidad, etc., pero conservindose siempre la actividad catali-
tica del enzima y produciendo en cada caso diferentes situaciones clinicas.

La Bioquimica ha proporcionado técnicas para el estudio de las enzi-
mopatias, lo cual significa la determinacién correcta de los niveles enzi-
méticos, o de los sustratos o productos de sus reacciones en diferentes
tejidos. Las posibilidades que hoy se ofrecen son varias.

Ensayo directo en tejidos. Es quizds el método mas claro y directo y
consiste en medir las concentraciones del enzima sospechoso en sangre,
orina o biopsias de tejidos adecuados. El procedimiento se aplica en
numerosos casos particulares y los problemas mayores son las dificulta-
des en la obtencién de algunos tipos de tejidos y la falta de sensibilidad
de algunos ensayos, aun cuando en este tltimo caso las pruebas de sobre-
carga con metabolitos adecuados o el uso de técnicas radiométricas pue-
den ayudar a resolver la cuestion.

De todos modos, cada vez es mayor el uso de pruebas basadas en
cultivos de tejidos de células, tales como los realizados con biopsias de
piel o la realizacién de amniocentesis.

Biopsia de piel. Los fibroblastos que se derivan de la piel proporcio-
nan potencialmente una gran cantidad de tejido humano sin los peligros
o inconvenientes de tener que utilizar procedimientos quirtrgicos impor-
tantes. Las técnicas son muy alambicadas, pero las aplicaciones actuales
son muy interesantes.
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Amniocentesis. El saco que rodea al feto durante el embarazo estd
lleno del denominado liquido ammiético, que se deriva principalmente de
la orina fetal y de las secreciones respiratorias fetales. El liquido posee
células viables en suspensién que proceden de la piel fetal o del tracto
respiratorio Por amniocentesis se conoce la técnica de obtencién del flui-
do amniético transabdominalmente mediante una puncién con una agu-
ja unida a una jeringuilla. A partir de los afios 60 la amniocentesis ha
sido una técnica de rutina para la deteccién de riesgos de incompatibili-
dad Rh en nifios recién nacidos, midiendo la concentracién de los produc-
tos catabodlicos de la hemoglobina presentes en el liquido amniético.

Los datos disponibles parecen indicar que como las células presentes
en el liquido ammidtico son de origen fetal, reflejan el estado metabdlico
del feto, por lo que se pueden separar por centrifugacién y se cultivan
durante 18-25 dias en medios de cultivo adecuados y tras otras manipula-
ciones se pueden examinar sus niveles enzimaticos, lo que permite la de-
teccién de las enfermedades congénitas aun antes del nacimiento. En la
actualidad se llegan a detectar prenatalmente por medio de la amniocen-
tesis unas 50 enfermedades congénitas, algunas de las cuales se sefialan
en la tabla 1. Por otra parte, ficilmente se pueden hacer también estudios
cromosémicos prenatales para la deteccion del mongolismo, o sindrome
de Down, que no consiste en la existencia de un gen mutante o defec-
tuoso sino en la presencia de un cromosoma 21 extra, la mayoria de las
veces como consecuencia de un defecto en la separacion de cromosomas
en el huevo en desarrollo.

Antes de continuar, seria conveniente hacer una referencia a los de-
nominados programas de despistaje o “screening” de enfermedades me-
tabdlicas congénitas, sobre todo en recién nacidos. Un cierto ntimero de
estas enzimopatias pueden detectarse con cierta facilidad con unas deter-
minaciones, generalmente cromatograficas, de metabolitos del tipo amino-
4cidos, glicidos o derivados, realizados sobre unas muestras de sangre y
de orina de recién nacidos recogidas sobre papeles especiales de filtro.
El conocimiento precoz de algunos de estos problemas congénitos, tales
como la oligofrenia fenilpiravica permite el dar a los nifios dietas espe-
ciales con poco contenido en el sustrato que tiende a acumularse por la
falta del enzima que cataliza su transformacién. De este modo se evita
el rapido deterioro del sistema nervioso del nifio, que conduce de un
modo irreversible hacia la subnormalidad y en bastantes ocasiones a la
muerte precoz del individuo. Por el contrario, con esas dietas adecuadas
es posible conseguir a menudo que el desarrollo de los nifios afectados
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sea mucho mas normal. Ello ha hecho que en numerosos paises sean obli-
gatorios estos programas de despistaje sobre todos en recién nacidos a
fin de poder descubrir el pequeiio porcentaje de ellos que presentan las
enfermedades congénitas mds usuales. En Espaiia se realizan programas
de “screening” en algunas regiones, sindo uno de los pioneros en este
campo el profesor Federico Mayor Zaragoza quien en Garanada, hace unos
aios cre6 el CIAMYC (Centro de Investigacion de Alteraciones Metabo-
licas y Congénitas) que posteriormente se ha seguido desarrollando en
Madrid. En Murcia, la Excma. Diputacion Provincial, a iniciativa de su
Ilmo. Presidente D. Ginés Huertas Celdran, ha creado a comienzos de
este afio el Centro de Bioguimica Clinica, que me honro en dirigir, con
el proposito principal de llevar a cabo algunos de estos programas de
despistaje entre los recién nacidos de nuestra region. Rutinariamente se
realizan los ensayos correspondientes para la deteccion de una decena
de enzimopatias relacionadas con el metabolismo de aminoacidos, hidra-
tos de carbono y mucopolisacéridos, esperando en el futuro poder abor-
dar las enfermedades hereditarias de lipidos asi como el estudio de cro-
mosomopatias. Por otra parte como ademas de la colaboracion del Depar-
tamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina, también colabora
de una manera destacada el Departamento de Pediatria de la misma
Facultad, ello permite llevar a cabo estudios especiales sobre grupos sub-
normales asi como, cuando se solicita, dar las pautas clinicas de trata-
miento en los casos de existencia de anormalidades metabdlicas congé-
nitas. El problema principal y general de estos Centros es la mentaliza-
ciéon de médicos y padres a fin de cubrir el mayor porcentaje posible de
recién nacidos, a cuyo fin la colaboracion de la Jefatura Provincial de
Sanidad puede ser muy valiosa. En todo caso, a pesar del poco tiempo
transcurrido desde su creacion, el Centro de Bioquimica Clinica ha sido
ya muy Gtil en el diagndstico de algunos casos de enzimopatias en nifios
de corta edad que estaban sin diagnosticar y en algunos otros casos de
los que se vienen cubriendo rutinariamente.

dQué consecuencias practicas tiene el desarrollo de procedimientos
adecuados para la deteccién de las enzimopatias? Aparte de su valor
cientifico y de la profundizacién en las investigaciones que nos permitan
conocer mas sobre ellas, podemos citar otras razones a favor de este tipo
de estudios:

a) ante una condicion clinica dada, poder establecer la causa ultima
a nivel molecular, descartando asi posibles tratamientos inadecuados.

b) en algunos casos poder aliviar la enfermedad mediante tratamien-
tos especificos.
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c) permitir el consejo genético en el caso de posible matrimonio, so-
bre todo en heterozigotos.

d) en el caso de deteccién prenatal de la enfermedad en el feto po-
der preparar una terapia muy temprana o, en aquellos paises en que es
practica legal y moralmente cea aceptado por las personas implicadas,
la posibilidad de elegir el aborto terapéutico.

En el aspecto del consejo genético, cuando hay una persona con un
defecto genético, siempre tendrd familiares que probablemente seran por-
tadores del rasgo bioquimico anormal sin que presenten signos claros de
la enfermedad. Si uno de estos individuos es heterozigotico para ese ca-
racter, poseerd un gen normal y otro defectuoso y posiblemente las mo-
léculas del enzima codificadas por el gen defectuoso seran diferentes de
las codificadas por el normal y el individuo puede ser asintomatico por-
que con la mitad del enzima usualmente presente en una persona normal
puede realizar sus funciones metabdlicas. Pero si un portador heterozigo-
tico se casa con otro portador heterozigdtico, se puede esperar que el 25 %
de la descendencia sea homozigético, con dosis doble del gen anormal, y
por tanto con el defecto enzimatico presente.

¢Qué posibilidades de manipulaciones metabdlicas poseemos o espe-
ramos contar con ellas en el futuro para corregir las enzimopatias? Si vol-
vemos a considerar el ejemplo que exponiamos anteriormente (Figura 6)
debido a la falta del enzima E,, en principio se nos podria ocurrir:
a) proporcionar el producto B que no se obtiene como consecuencia de
que no tiene lugar la reaccion defectuosa; b) intentar eliminar el exceso
acumulado de sustrato A; c¢) suministrar el enzima E,; d) introducir el
gen o genes necesarios para que se produzca la sintesis del enzima E, . Es
inmediato pensar que la posibilidad d) seria la definitiva, que la c) le se-
guirfa en orden de eficacia, mientras que las a) y b) serfan sélo soluciones
temporales.

La situacion real es que, a pesar de nuestros deseos, de las cuatro po-
sibilidades tedricas sélo las dos primeras se usan en casos limitados con
éxito satisfactorio y que el reemplazamiento enzimatico se estd comen-
zando a intentar en algunas ocasiones, mientras que la cuarta solucién
permanece en el terreno de una muy atractiva esperanza para el futuro.

Respecto a la aproximacion de adicionar algim metabolito en defecto,
es lo que se hace, por ejemplo, en la diabetes mellitus con la adicién de
insulina, aun cuando en este caso no esté establecida la falta de ningtn
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enzima. En el caso de la falta de cistationina sintetasa, cuyo cofactor es
la vitamina B,, ha tenido éxito la administracién de grandes cantidades
en exceso del cofactor, con lo cual mejora la actividad del enzima.

En relacién con la restriccion de compuestos presentes en excesiva
concentracién, ya hemos hecho referencia anteriormente que este era el
caso de las enzimopatias que se cubren usualmente en los programas de
despistajes. Asi, por ejemplo, se restringen en la alimentacién: la fenila-
lanina en el caso de fenilcetonuria, con falta de fenilalalina hidroxilasa;
la tirosina y fenilalanina en la tirosinosis en que falta el enzima p-hidro-
xifenilpiruvato oxidasa; lactosa en la galactosemia, en que falta la galac-
tosa-1-fosfato uridiltransferasa, etc.

Respecto a la terapia con enzimas, el sistema podria funcionar en el
caso de enzimas circulando normalmente en la sangre, pero en la mayo-
ria de los casos el enzima defectuoso pertenece a algim organulo intra-
celular, lo cual hace aparecer el problema de que el enzima exégeno pue-
da o no alcanzar ese espacio intracelular, aunque parece que en muchos
casos los enzimas suministrados externamente son tomados por el sistema
reticuloendotelial lo cual es precisamente lo que se necesita en el caso de
pacientes con enfermedades de almacenado. Otro factor importante a te-
ner en cuenta es el inmunoldgico. El enzima que se administra no debe
provocar respuestas inmunoldgicas. Los intentos iniciales realizados con
enzimas no purificados, en el caso de glucogenosis II, glucogenosis III y
leucodistrofia metacromatica, no fueron muy satisfactorios (14). En el
primer caso se suministraron extractos intravenosos de Aspergillus niger
con actividad 1,4 glucosidasa, pero hubo poca mejora clinica. En el se-
gundo caso se utilizé ¢-glucosidasa de hongos. En el tercer caso se sumi-
nistro arilsulfatasa A de cerebro bovino, pero el enzima, que lleg6 hasta
el higado del paciente, no podia entrar hasta el cerebro, por lo cual la
mejora clinica fue muy pequefia. El giupo de Brady viene desarrollando
una intensa labor investigadora en las enfermedades del metabolismo de
lipidos, purificando los enzimas de origen humano y en algunos casos han
obtenido resultados esperanzadores (15) sobre pacientes que no tengan
dafio cerebral importante, tales como nifios con enfermedades de Gau-
cher muy progresiva pero que posean suficiente actividad glucocerebrosi-
dasa para protegerles del dafio en el sistema nervioso, aunque las dificul-
tades en bazo, higado y huesos progresen rapidamente. En estos casos
parece que va bien la administracién de glucocerebrosidasa pura de ori-

(14) J. Sr1 Ram; J. Scient. & Ind. Res., 30, 493, 1971.
(15) R. O. Brapy; Chem. & Phisics of Lipids, 13, 271, 1974.
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gen placentario. Algo semejante sucede con enfermos varones aquejados
con la enfermedad de Fabry al suministrarles ceramidotrihexosidasa de
origen placentario.

Otra tentativa de gran interés y con algiin éxito parcial, dentro de este
apartado de la terapia con enzimas, es la utilizaciéon de enzimas insolubi-
lizados, o de enzimas encapsulados en microcdpsulas semipermeables lo
que permitiria al sustrato y a los productos difundirse a través de las pa-
redes de las capsulas y se evitarian las reacciones inmunolégicas (16).

7

Queda por considerar la Ultima posibilidad de la intervencién genéti-
ca. Aunque para ser realistas hemos de colocarla dentro de las hipétesis,
sin embargo, un poco mas adelante comprobaremos como en algunos sis-
temas biolégicos la ingenieria genética ya es una realidad aunque no al
nivel que se necesitaria para abordar la curacién de una enfermedad con-
génita. De todas maneras, es necesario insistir que desde el punto de vista
tedrico el problema se presenta como abordable en el futuro si pensamos
en que a partir del supuesto de haber resuelto los aspectos del aislamien-
to, identificacién o sintesis del ADN que codifica al enzima defectuoso,
quedaria por solucionar la insercion del material genético en el aparato
genético de la célula, lo cual podria lograrse introduciendo el gen dentro
de la informacién genética de un virus natural no patogénico o de un
pseudovirus fabricado especialmente.

En algunos casos se ha intentado infectar a pacientes deficientes en
arginasa con el virus no patogénico del papilona de Shoppe que se sabe
que reduce los niveles de arginina en humanos puestos en contacto con
el citado virus, porque se supone que aumenta las concentraciones de ar-
ginasa en las células huéspedes. Otra aproximacién parecida para inten-
tar solucionar el problema podria ser conseguir la produccion del enzima
por las células, por exposicion de algunas de estas células del paciente
al ADN adecuado en cultivos de tejidos, y tras conseguir esa finalidad
reimplantar las células tratadas al huésped original. Sin embargo, todo
ello es especulativo y podria presentar graves dificultades, como las que
se derivan de que en los procedimientos de cultivo de tejido se sabe que
a veces se sufren transformaciones malignas. Por ello, hemos de pensar
que las aplicaciones clinicas de estas perspectivas genéticas aun estin le-
jos de estar en nuestras manos.

(16) K. MosBacH; Scientific Amer., 224, 26, 1971.
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Algo semejante podemos decir respecto al uso de células hibridas para
resolver el problema. Consideraremos posteriormente el hecho de que es
factible la obtencién de células hibridas a través de la fusién de las célu-
las somaticas procedentes de especies iguales o diferentes. Estas células
hibridas se multiplican en medios adecuados y al principio poseen dos o
mas nicleos que al final se funden en una sola masa nuclear. Se han reali-
zado fusiones entre fibroblastos diploides de varones humanos, unos de
ellos con deficiencia en glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (anemia congé-
nita no esferocitica) y otros con deficiencia en hipoxantina-guanina fosfori-
bosil transferasa (sindrome de Lesch-Nyhan). Las células hibridas resul-
tantes fueron normales en ambas actividades. Existen otras muchas expe-
riencias de tipo semejante a nivel de células individuales pero no pode-
mos predecir cuando y cémo podrian tener significado clinico, ya que por
ahora sélo se podria pensar en reimplantaciones de células individuales
una vez corregidas de su defecto congénito.

En resumen: las enfermedades congénitas y en concreto las enzimo-
patias, conforme los cuidados médicos generales mejoran, representan un
porcentaje mayor dentro de los problemas de la salud. Debido a las se-
cuelas con que van acompafiadas, tales como retraso mental y a las difi-
cultades de no poder contar con terapias eficaces, hace tanto mas intere-
sante las investigaciones y estudios que sobre ellas se realicen. Los méto-
dos analiticos permiten la deteccién de la mayor parte de ellas e incluso
su diagndstico prenatal y se estd comenzando a intentar su cura usando
nuevos métodos que pueden ser mas eficaces y permanentes que los que
hasta ahora se venian utilizando. Ello no sélo no minimiza, sino que por
el contrario realza el interés de las campanas de despistaje de estas en-
fermedades congénitas en grupos grandes y especiales de poblacion.

AVANCES RECIENTES DE LA GENETICA MOLECULAR

Acabamos de tomar conciencia de que la solucién definitiva de los
problemas congénitos ha de radicar en una terapia genética. Esta conclu-
sion nos obliga a que intentemos conocer cudles son las perspectivas al
respecto, para lo cual debe ser 1til el repasar, siquiera someramente, al-
gunos de los hallazgos mas llamativos o con mas posibilidades futuras en-
tre los que han venido acaeciendo estos Gltimos afios en el campo de la
Genética y en particular de la Genética bioquimica.
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Totipotencia de las células diferenciadas y papel de las histonas

Si pensamos en el desarrollo de un embrién, nos llama la atencién que
un huevo fertilizado simple conteniendo todos los genes del organismo,
prolifera dando lugar a la formaciéon de una gran variedad de células di-
ferenciadas que se especializan para funciones diferentes: En los eritroci-
tos lo importante es la sintesis de hemoglobina; en células musculares, la
sintesis de mioglobina; en fibroblastos, la fabricacién de coligeno. Ello
significa que en las células diferenciadas hay unos genes operativos mien-
tras otros no se expresan ya que desde hace algunos afios se sabe que el
ADN presente en cada una de las células diferenciadas es siempre el
mismo, de donde se deduce que el problema es de regulacién, de que unos
genes puedan transcribirse y otros no (Fig. 7).

Los experimentos de J. B. Gurdon de la Universidad de Oxford, reali-
zados hacia 1968, confirmaron elegantemente la totipotencia de las célu-
las diferenciadas. Realiz6, con micropipetas especiales, la eliminacién de
los nticleos de huevos de ranas y la obtencién de nucleos de células in-
testinales diferenciadas. Cuando el ntcleo procedente de las células in-
testinales se introdujo en la célula enucleada del huevo, y por tanto sin
propia informacién genética, los huevos se desarrollaron normalmente de-
mostrando que los ntcleos de las células intestinales o de cualquier célu-
la diferenciada contienen toda la informacion genética del ser vivo de
que se trate, aunque en cada tejido especializado sélo se expresa una
porcion limitada de esa informaciéon y ademas en un tiempo determinado,
habiéndose calculado que una célula normalmente sélo tiene operando me-
nos del 10 % de su informacién genética total. Los genes que se transcri-
ben pueden variar a lo largo del tiempo cuando la célula sufra la accién
de ciertos estimulos, que le obliguen a dividirse, o de ciertas hormonas, que
le hagan alterar su metabolismo.

En el control de la actividad genética de las células de los organismos
eucaridticos hay evidencias de que un fuerte protagonismo lo ejercen las
proteinas cromosomicas de tipo basico que conocemos con el nombre de
histonas, asi como otras proteinas de tipo no histona, y también asociadas
con la cromatina. Los datos actuales tienden a darnos un cuadro general
de la situacidn, que se expresa graficamente en la Figura 8, en el que la
situacién normal es la de que las histonas a pH fisiolgico poseen gran
ntmero de cargas eléctricas positivas en sus grupos ionizables, por lo que
ejercen fuertes acciones de tipo electrostatico sobre las moléculas de ADN,
cargadas negativamente, Esta asociacion ADN-histona evita que pueda
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actuar la ARN polimerasa y que se pueda realizar la transcripcién gené-
tica. Una proteina no-histona especifica, entre las muchas existentes,

puede fosforilarse mediante una proteina-quinasa y al cargarse negativa-

huevo fertilizado

gen hemoglobina / l gen mioglobina

gen colageno

ARN MENSAJEROS

HEMOGLOBINA COLAGENO MIOGLOBINA

FIGURA 7.—Expresién genética de algunos genes durante el curso del desarro-
llo. Todas las células diferenciadas poseen todos los genes del organismo, pero los
procesos de regulacién hacen que sélo se transcriban los mas apropiados.
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mente con los grupos fosfatos, sufre simultineamente un efecto de atrac-
cién hacia una porcién de las histonas y un efecto repulsivo en relacién
con el ADN. Como consecuencia de ello, se produce una asociacién entre
las dos proteinas y el complejo se separa de la zona de ADN que estaba
protegida, con lo que al quedar libre esta regién de ADN puede realizar-
se la transcripciéon en forma de ARN (17). No podemos olvidar en este
punto el papel de las hormonas y del AMP ciclico en la regulacién de

proteina
E—g no histona

E -B-fosfato

complejo
histona-no histora

FIGURA 8—Hipétesis sobre el mecanismo de regulacién de la expresiéon gené-
tica en los seres eucaridticos por medio de la accién de las histonas y otras protei-
nas no-histonas. Las histonas cargadas positivamente se asocian con las moléculas
de ADN cargadas negativamente, impidiendo la actuacién de la ARN polimerasa.
Cuando una proteina no-histona especifica se fosforila, se carga negativamente y
se asocia con ciertas histonas, separandose el complejo asi formado del ADN, de-
jando libre una zona de ADN donde puede actuar la ARN polimerasa realizando la
transcripcion. .

(17) Chromosomal proteins and their role in the regulation of gene expression.
Eds. G. Stein, J. S. Stein y L. K. Kleinsmith, Academic Press, 1975.
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muchos procesos de fosforilacién celular, lo que por extrapolacion podria
aplicarse a la regulaciéon de la transcripcion genética.

Si este modelo de regulacién se confirma en el futuro, podria llevarnos
al aislamiento de proteinas especificas que regulen la expresion de genes
determinados (18), lo cual tendria como consecuencia la posibilidad de in-
sertar esas proteinas dentro de las células para modificar las anormalida-
des de la transcripcién genética que estuviesen asociadas con el desarro-
llo, la diferenciacién o con ciertas enfermedades, incluyendo posiblemen-
te al céncer.

Las investigaciones mas recientes parecen indicar que la histona F, se
une selectivamente a ciertas regiones del ADN y que unas moléculas de
histonas se asocian con otras bastantes especificamente (19).

Estamos por tanto capacitados para asegurar que la expresion genéti-
ca viene regulada por sefiales citoplasmicas y efectivamente en las expe-
riencias de transplantes de nicleos si en la célula de procedencia del
ntcleo no tenia lugar una determinada sintesis A, pero si otra B, mientras
que en la célula receptora tenia lugar A, pero no B, tras el trasplante si-
gue realizandose A pero no B. Las mismas conclusiones se pueden dedu-
cir de las investigaciones sobre formacién de células hibridas. Considere-
mos cuales son las posibilidades de esta iltima técnica.

Células hibridas y genes humanos

En 1960 George Barski y sus colegas de Paris, descubrieron que po-
dian formarse células hibridas a partir de dos lineas diferentes de células
de ratén dando lugar a una sola célula en cuyo interior estaban los dos
nicleos y todo el material citoplasmico de las células originales, Nume-
rosos investigadores mejoraron las técnicas experimentales, sobre todo
Henry Harris en Oxford, que modific6 las membranas celulares incuban-
do con virus Sendai inactivados por radiaciones UV, con lo que se favo-
recia la fusi6on de células procedentes de individuos diferentes, obtenien-
do células polinucleadas capaces de dividirse.

Si por ejemplo se funden células Hela cancerosas humanas, que reali-
zan sintesis rapida de ADN y ARN, con células eritrocitarias de gallina
que no se dividen ni sintetizan ADN ni ARN, en ambos niicleos de la cé-

(18) G. StEIN, J. S. STeEIN y L. K. KLEINSMITH; Scient. Amer., 232, 47, 1975.
(19) S. B. KoraTa; Science, 188, 1097, 1975.
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lula hibrida resultante hay sintesis de ADN y ARN, demostrando una vez
mas la naturaleza citopldsmica de los factores reguladores de la transcrip-
cion e incluso de la replicacion genética.

Pero el aspecto mas interesante y moderno de las células hibridas es
su aplicacién para el estudio de los genes humanos y su regulacion, tal y
como ya adelantaban en 1967 Mary C. Weiss y Howard Green, en la
New York University School of Medicine, cuando demostraron la poten-
cialidad de las células hibridas raton-humano para la realizacién de ana-
lisis genéticos humanos, usando fibroblastos humanos y células del roedor,
estas ultimas con ciertas caracteristicas especiales que las hacen inviables
por si solas en el medio de cultivo, salvo si logran la hibridaciéon con las
humanas.

En las células hibridas son funcionales tanto el genoma humano como
el de ratén, expresandose simultineamente sus genes respectivos, que
codifican sus propias proteinas cada uno. Los cromosomas de ambas es-
pecies se pueden distinguir en el interior de la célula hibrida asi como
también se pueden diferenciar bioquimicamente los enzimas u otras pro-
teinas que se originen bien por la informacién de genes humanos asi como
por la de los genes del roedor.

Un hecho muy importante es que tras la fusion, el material genético
o genoma del raton se conserva esencialmente intacto. Sin embargo, el
humano se pierde parcialmente y al azar. Las células normales de ratén
poseen 40 cromosomas. Las humanas poseen 44 cromosomas autosémicos,
sin sexo (22 pares) y dos cromosomas sexuales mas que son del tipo X en
las células femeninas, o 1 X y 1 Y en las células masculinas, o sea un
total de 46 cromosomas. Sin embargo las células hibridas no poseen los
cromosomas totales, sino cantidades variables entre 41 y 55 cromosomas
y como todos los de ratén estan presentes, ello significa que se pierden
entre 31 v 45 cromosomas humanos en la fusion, ocurriendo esa pérdida
al azar.

Conociendo los cromosomas que se pierden y los que permanecen, y
estudiando con técnicas adecuadas los productos resultantes de la trans-
cripcién de los genes de los cromosomas que quedan, fue posible entre
1973 y 1974 asignar mas de 50 genes a 18 cromosomas humanos particula-
res (20) y aunque la tarea de localizar quizas mas de 40.000 genes como
parecen existir en mamiferos sea por ahora de una magnitudes tremendas,

(20) F. H. RuppLE y R. S. KUCHERLAPATI; Scient. Amer., 231, 36, 1974.
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sin embargo el camino ya est4 abierto, e incluso con técnicas de transloca-
ciones o delecciones se conocen las posiciones aproximadas de algunos de
estos genes dentro de sus cromosomas, entre ellos, algunos relacionados
con problemas metabdlicos congénitos.

Por otra parte, la existencia de células hibridas también esta permitien-
do escudrifiar mas profundamente en el funcionamiento de los genes. que
se expresan tan solo en células especializadas, asi como cabe esperar que
la técnica sirva para mejorar los métodos de diagndstico prenatal de enfer-
medades congénitas, pues en la actualidad sélo se pueden detectar aque-
llas anormalidades congénitas que se expresan normalmente en los fibro-
blastos, que son las tiicas células ficilmente recuperables del liquido am-
nidticos, pero quizas los fibroblastos tras su fusién con otras células apro-
piadas puedan expresar toda su informacion genética, no tan sélo la que nor-
malmente estd sin reprimir, lo cual permitira diagnosticar prenatalmente
un gran numero de enfermedades que hoy no pueden ser conocidas con tal
anticipacion.

Las perspectivas futuras de las técnicas de hibridacion también son
muy amplias. Pasamos a considerar algunas posibilidades.

Croce y colaboradores (21), estin usando células hibridas somaticas
raton-hombre para infectarlas con ciertos virus, algunos de ellos tumorales,
permitiéndoles conocer que los genes responsables para la transformacién
y la integracion del genoma del virus SV40 esta localizado en el cromoso-
ma humano C7, en lugar de integrarse al azar en cualquier cromosoma
como antes se creia. Ello puede ser un punto de partida interesante para
el estudio de los procesos malignos.

El desarrollo de diferentes lineas de células hibridas esta siendo util
para la localizacion de los genes de la sintesis de las moléculas de globina
de la hemoglobina, pero también para proporcionar informacién sobre los
factores genéticos que regulan su transcripcion (22). Alguno de los genes
parece estar localizado en un “locus” regulador sobre el cromosoma, lo
cual daria lugar a posibilidades semejantes a las existentes en el modelo
Operon de células procaridticas.

Dentro de lo que casi se puede considerar ciencia-ficciéon, podemos in-
cluir la sugerencia hecha recientemente (23) de que se intensifiquen las

(21) CRrocg, AbpEN y KopPrRowskl; Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 72, 1397, 1975
(22) DEISSEROTH y col.; Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 72, 1102, 1975.
(23) N. NasHED, Science, 186, 1159, 1974.
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investigaciones dirigidas a obtener células hibridas entre Chlorella (un
alga simple que contiene clorofila y realiza fotosintesis) y células animales
tales como hepaticas para que sean sometidas a cultivo y seleccién a fin de
obtener lineas capaces de ser industrializadas en el futuro por sus buenas
calidades de velocidad de crecimiento, retenciéon de clorofila, valor nutri-
tivo, estabilidad genética, gusto aceptable, etc. Con ello se conseguiria
aprovechar directamente la energia solar (porcién vegetal del hibrido) y
producir proteinas del tipo presente en la carne (porcién animal del hi-

brido).
Operones eucaridticos

El control de los genes en organismos procaridticos esta bien estableci-
do desde que en 1961 Frangois Jacob y Jacques Monod, premios
Nobel en 1965, presentaron su andlisis del que se denominé modelo Operon
con sus genes reguladores y estructurales y la existencia de represores, co-
represores € inductores. El aislamiento y purificacion de las dos primeras
moléculas proteinicas represoras de dos sistemas operones diferentes, su-
puso un hito en la comprensién del mecanismo molecular del control gené-
tico (24-25). El operon lac (lactosa) de E. coli ha sido el mas estudiado y
se sabe que no solamente la ARN polimerasa o la molécula de represor son
los que pueden ejercer una accién sobre la regiéon de ADN en que esta lo-
calizada la zona del promotor y del operador, sino que existe una proteina
activadora catabdlica (PAC) que activa la transcripcién del operon “lac”
mediante la ARN polimerasa, gracias a su accién sobre la regiéon promotor-
operador. El AMP ciclico activa a esta proteina. A principios del afio ac-
tual (26), se ha publicado la determinacién de la secuencia de los 122 pares
de nucleétidos que constituyen la regién promotor-operador del operon
lac, y hasta ha sido posible distinguir dentro de esa secuencia los lugares
de reconocimiento para la ARN polimerasa, la proteina activadora catabé-
lica (PAC) y la proteina reguladora negativa (el represor) e incluso se ha
podido establecer un modelo a nivel molecular de como tiene lugar la ini-
ciacion de la transcripcion.

b '

En organismos eucarioticos, scudl es la situacion? La asociacién de en-
zimas de un mismo camino metabdlico, cuyos genes estructurales estén
sujetos a un control genético comin, es un hecho frecuente en procaridti-
cos pero no parece serlo en eucaribticos, que por afadidura poseen una

(24) W. GILBERT y B. MULLER-HILL; Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 56, 1891, 1966.

(25) M. PrasuNE; Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 57, 306, 1967.

(26) R. C. DICKSON, J. ABELSON, W. M. BARNES y W. S. REZNIKOFF; Science, 187,
27, 1975.
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mayor complejidad gendmica junto con la existencia de cantidades gran-
des de ADN repetitivo y complicados esquemas de desarrollo y diferen-
ciacion, todo lo cual hace esperar que los procesos de control genético en
eucarioticos sean mdas complicados en ntimero o funcionamiento que los
existentes en procarioticos (27).

De todos modos el andlisis genético del control de los genes en eucario-
ticos parece haber comenzado y recientemente se han descrito tres sistemas
sobre el hongo ascomiceto Aspergillus nidulans en los que se identifican
lugares reguladores: del control del catabolismo de la prolina en el primer
caso (28); una zona tipo promotor en relacion con la permeasa del acido
trico en el segundo caso (29) y en conexién con el gen estructural de la
acetamidasa en el tercer caso (30). Ahora so6lo resta esperar que este tipo
de operones eucarifticos sean descubiertos en otros organismos eucarioti-
cos, con lo cual tendriamos el punto de partida para nuevas investigaciones
sobre el control de la expresion genética en una célula dada y en un tiem-
po determinado.

Aislamiento y sintesis artificial de genes

La purificacién de genes se hizo posible cuando hace una docena de
anos se desarrollaron sistemas, denominados de hibridacion molecular, que
permitian detectar la presencia de un gen en una mezcla compleja de mo-
léculas de ADN. Para ello era necesario primeramente contar con la
molécula de ARN codificado por ese gen y ademds que estuviese marca-
da radioactivamente, lo cual se conseguia por la incorporacion de uracilo
marcado. Las investigaciones mas fructiferas se realizaron utilizando ARN
ribosémicos (existen de tres tamafios de 5, 18 y 28S unidades Sverdberg,
respectivamente) procedentes de un sapo anfibio, el Xenopus laevis. Tras
la desnaturalizacion parcial del ADN cromosémico para que se desdoblen
sus dos ramas, se fija ese ADN a papel de filtro, que se incuba con la diso-
lucién de un ARN radioactivo, el cual selectivamente se fija al gen que lo
codifica por la complementaridad de bases, formando un hibrido ADN-
ARN. A continuacion se elimina el ARN no enlazado y la medida de radio-
actividad indica lo que representa el gen especifico asi aislado dentro del
ADN global.

(27) P. J. Forp; Nature, 254, 14, 1975.

(28) H. N. ArTts y D. W. McDonNaLp; Nature, 254, 26, 1975.
(29) H. N. Arts y C. ScazzocHio; Nature, 254, 31, 1975.
(30) M. J. Hynes; Nature, 253, 211, 1975.
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El desarrollo del método de aislamiento ha permtido purificar a Brown
y col. (31) la porcion 5S del Xenopus laevis y del Xenopus mulleri llegando
a la conclusion de que el gen que codifica el r-ARN 5§ estd repetido en su
cromosoma, separando una porcion de ADN espaciador a cada dos genes
iguales consecutivos, de modo que s6lo una pequeia fraccién del ADN
estd realmente codificado ya que la longitud del ADN espaciador puede
ser 6-20 veces superior a la del gen 5S.

Mis recientemente se ha hecho uso de otro tipo de hibridacion ADN-
ADN. Para ello se parte también del ARN codificado por el gen que se
desea aislar y mediante el enzima transcriptasa inversa se fabrica una co-
pia radioactiva y complementaria de ADN, la cual tendera a fijarse es-
pecificamente sobre la porcion de ADN de bases complementarias a la
suya, o sea en la zona del gen que interesa aislar. Ello esti permitiendo
la localizaciéon y el estudio de genes especificos que presentan interés.

Durante mucho tiempo una aspiraciéon de algunos equipos bioquimi-
cos de vanguardia ha sido poder conseguir la sintesis artificial de un gen
en el laboratorio, pero existia un problema basica y es que no se conocia
la secuencia de ningim gen. En 1965 Robert W. Holley de la Universidad
de Cornell y premio Nobel en 1968, tras largos afios de trabajo publicé la
secuencia correspondiente a un ARN transferente, el t-ARN de la alanina
en levadura. Al descubrirse la secuencia del ARN se podia suponer que
la del gen que lo codificaba seria la complementaria, con lo cual ya se
sabia qué molécula era la que se deseaba sintetizar. Efectivamente, ese
mismo afio el también premio Nobel de 1968, Har Gobind Khorana que
entonces estaba en la Universidad de Wisconsin, en Madison, acometié
la sintesis artificial del gen. El grupo de Khorana habia conseguido su ob-
jetivo 5 afios después, en 1970, con un gen conteniendo 77 desoxirribonu-
cleotidos en una secuencia determinada (Fig. 9). Sin embargo la eleccién
del gen, por otra parte obligada, no habia sido afortunada ya que el gen
aunque estructuralmente correcto, no era funcional a nivel de tubo de
ensayo ni a nivel celular, porque aunque llevaba la informacién genética
correspondiente al t-ARN, sin embargo no poseia las sefales de inicia-
ci6n y de terminaciéon que son polidesoxirrubonucleétidos de longitud in-
determinada y situados en cada uno de los extremos del gen y cuyas se-
cuencias no se conocen aiun para ningun gen.

El segundo intento consistio en escoger el gen correspondiente al
t-ARN de la tirosina de Escherichia coli, o aun mejor al precursor de ese

(31) D. D. BROwWN; Scient. Amer,, 229, 21, 1973.
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FIGURA 9.—Estructura del t-ARN de la alanina de levadura; fragmentos uti-
lizados para su sintesis artificial.
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t-ARN, ya que aunque este t-ARN transferente posee 85 nucledtidos, sin
embargo bioldgicamente lo que se sintetiza es un precursor con 126 nu-
cledtidos y por razones todavia no conocidas el fragmento extra de 41
nucleétidos se separa del fragmento mayor tras la sintesis. El precursor
de 126 nucleétidos (Fig. 9) ha sido el sintetizado por el grupo de Khora-
na, actualmente en el Instituto Tecnologico de Massachussetts, tal como
comunicaron en agosto de 1973 en el 166th National Meeting of the
American Chemical Society. La sintesis total se consiguié (Figs. 10 y 11)
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FIGURA 10.—Estructura del precursor del t-ARN de la tirosing de E coli.

obteniendo primeramente segmentos cortos (10 a 14 nucledtidos) de cada
una de las dos ramas complementarias que constituyen el gen. Al colocar
en disolucién segmentos complementarios de longitudes desiguales forma-
ban un complejo bicatenario en el que la rama mayor queda sobresalien-
do de la otra cadena complementaria, que puede ligarse al primer seg-
mento mediante el enzima ADN ligasa y asi sucesivamente.

El problema global aun no esta resuelto pues para que el gen sea fun-
cional necesitara probablemente la adiciéon de las extremidades que con-
tienen las sefales de iniciacion y terminacion. Para dilucidar la compo-
sicion de estas extremidades en el gen natural, el grupo de Khorana esta
realizando experiencias que exigen gran cuidado y paciencia basindose
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en aislar una de las cadenas del gen natural y ponerla en presencia de uno
u otro de los extremos del gen artificial, que forma un hibrido de doble
hélice con aquella, dejando libre la zona del gen natural en que se en-
cuentra la sefial de iniciacién o terminacién. En presencia del enzima
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FIGURA 11.—Plan general de la sintesis del gen del precursor del t-ARN de la
tirosina de E. coli.

ADN polimerasa y de desoxirribonucleétidos, tan sélo uno de los 4 deso-
xirribonucleétidos posibles se fijard en la extremidad vacante del gen arti-
ficial: el que sea complementario del primer desoxirribonucle6tido no
apareado situado en el gen natural. Repitiendo el proceso una y otra vez
el equipo de Khorana espera tener éxito en su empefio de obtener un gen
biolbgicamente activo, teniendo en cuenta que ya se tiene el medio biolo-
gico adecuado para probar si funcionara.

En efecto, gracias a los trabajos de John Smith y Sydney Altmen en
Cambridge, Inglaterra, se puede contar con un mutante de E. coli que
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no realiza adecuadamente la sintesis de proteinas, precisamente debido a
una anomalia en su t-ARN de la tirosina. Esta especie de “enfermedad
congénita” puede ser resuelta cuando a la cepa mutante se le introduce
el gen natural del t-ARN de Ila tirosina, previamente incorporado a un
bacteriofago cuya mision es infectar las bacterias e introducir ese gen
natural. Por ello, en el momento que se cuente con el gen artificial com-
pleto se podra comprobar si funciona bioldgicamente, como cabe esperar
que ocurra logicamente, introduciéndolo dentro del citado mutante de
E. coli.

Hasta aqui la realidad tangible. ¢Y las posibilidades futuras en este
aspecto concreto de la Genética molecular? Los genes de los t-ARN son
los mas sencillos que existen, por lo cual aun resta un tremendo camino
a recorrer hasta que se consiga un gen artificial que codifique a un enzi-
ma deficiente de una enfermedad congénita, mis ain teniendo en cuen-
ta de que a cada aminoacido de la proteina corresponden tres desoxirri-
bonucleétidos en lugar de la correspondencia 1:1 entre el t-ARN y su
gen, y, aun mas complicado, cada aminoicido puede estar codificado por
mas de un coddén. De todos modos, no existen obsticulos tedricos para
pensar que con tiempo y trabajo sélido, en el futuro llegard un dia que
podran estar disponibles genes artificiales que codifiquen a los enzimas
defectuosos en el caso de errores congénitos del metabolismo. En una sec-
cion posterior consideraremos cual es la situacion actual respecto a la in-
troduccion de genes extraiios en el material cromosémico de un huésped
y cuales son las perspectivas para un futuro mas o menos inmediato.

Transcriptasa inversa.

Los virus tumorales conteniendo ARN tienen un alto interés bioldgi-
co: producen cincer en animales; se multiplican en las células sin inte-
rrumpir la divisién celular y poseen la informacién genética tanto para la
produccién del virus como para la transformacién celular. La informa-
cién genética del virus se integra en el cromosoma de la célula huésped
en forma de un segmento de ADN copia del ARN del virus, denominan-
dose provirus a esta informacion genética ya integrada,

Howard M. Temin, profesor de Oncologia y de Investigacién sobre el
Cancer en la Universidad de Wiconsin, habia postulado hace afios la ne-
cesidad de la existencia de una ADN polimerasa dependiente de ARN
que podria efectuar la misién de copiar como ADN la informaciéon en
forma de ARN. Sus investigaciones en buisqueda del enzima tuvieron
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éxito y en el transcurso del Tenth International Cancer Congress en
Houston, en 1970 expuso los resultados que demostraban que el virus del
sarcoma Rous contenia una polimerasa de ese tipo (32). Simultineamen-
te el equipo de Baltimore, del Massachussetts Institute of Technology,
obtuvo datos semejantes con el virion del virus de la leucemia en el
ratén. Con ello quedaba gravemente daiado el que se denominaba Dog-
ma Central de la Biologia, que establecia que el flujo de la informacion
genética habia de tener lugar necesariamente en el sentido ADN — ARN.
También se eliminaba la dicotomia existente hasta entonces entre las
teorias viral y genética del origen del cincer y se sofi6é con la posibilidad
de evitar la accién de los virus cancerosos por inhibicién selectiva del
enzima.

En estos 'timos afios la situacién se ha complicado al haberse des-
cubierto varias clases diferentes de ADN polimerasa dependientes del
ARN, en tejidos normales, apoyando la idea expuesta ya hace afios por
Temin, de que el enzima puede poseer un papel fisiolégico, convirtiendo
mensajes de ARN hasta ADN en procesos como diferenciacién, amplifica-
cién genética o respuestas inmunoldgicas,

Genética e interferon.

Las células de mamiferos se protegen por si mismas contra el ataque
por virus produciendo una proteina, el interferén, que de algin modo
inhibe la replicacion de los virus. Aunque no estd totalmente claro lo
que hace y como lo hace, las investigaciones sobre el interferén poseen
un gran interés potencial para el tratamiento de enfermedades produci-
das por virus. El interferén tiene especificidad de especie, o sea que el
de ratén lo fabrican las células del ratén y protege solo a las célu'as de
raton v asi sucesivamente. Por otra parte dentro de su especie, una clase
de interferon protege contra la infeccién de virus muv diversos.

Las informaciones que se poseen parecen indicar que la produccién
de interferén puede estar gobernada por un modelo genético Operén, de
modo que el inductor seria alguna sustancia producida como consecuen-
cia de la invasién de la célula por el virus. A su vez el interferén podria
ser el inductor de otro modelo Operén responsable de la produccion de
las llamacdas proteinas antiviricas, que serian las que realmente actuasen
impidiendo el proceso de la replicacién del virus.

(32) H. M. TemiN; Scient Amer., 226, 25, 1972,
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Actualmente se progresa en varios aspectos tales como: descubri-
miento de inductores apropiados de la sintesis del interferén, produccién
del interferén en cultivos de células o conocimiento de los mecanismos
de formacién y de actuacién.

Usando células hibridas de ratén-humano y varios agentes inductores
de su sintesis, el equipo de Ruddle de la Universidad de Yale (20) ha
encontrado que para que se induzca la sintesis de interferén es necesaria
la colaboracién de los cromosomas 2 y 5 y que para que exista respuesta
antivirica también se necesita el cromosoma 21, de modo que con solo el
cromosoma 21 las células no fabrican. interferén, pero si se les suministra,
si poseen respuesta antivirica. Por tanto parece que son necesarios dos
genes uno en el cromosoma 2 y otro en el 5 para codificar la sintesis del
interferon, mientras que un gen en el cromosompa 21 puede codificar la
sintesis de una proteina que interfiera por si sola la replicacion de los
genes virales o que tenga algin papel sobre el lugar receptor para el
interferén en la membrana celular.

En la actualidad el interferén ya ha tenido usos clinicos limitados,
con, éxitos notables en algunos casos. Conforme se conozca mas sobre su
sintesis o cuando se descubran los mecanismos genéticos que regulan su
formacion, sera posible influir sobre el proceso y proteger preventiva-
mente o curativamente a los seres humanos de las infecciones viricas con
lo cual se podra tener una tremenda arma de lucha para procesos tan
dispares, en cuanto a gravedad, como son los que distan desde una sim-
ple gripe a un tumor canceroso, ambos producibles por virus.

Genética molecular de las inmunoglobulinas

Los anticuerpos o inmunoglobulinas ocupan un lugar central dentro
de la Inmunologia ya que son las moléculas responsables del reconoci-
miento de las moléculas extrafias o antigenos. De ahi que del estudio de
su estructura y biogénesis se esperen resultados que sean aplicables en el
futuro para resolver los problemas inmunolédgicos que pueden variar des-
de una reaccién alérgica sin importancia hasta el problema del rechazo
de dérganos trasplantados pasando por la adquisicién de inmunidades es-
pecificas mediante la aplicacién de las vacunas correspondientes,

En 1972 les fue concedido el premio Nobel de Medicina a Rodney
R. Porter y Gerald M. Edelman por sus investigaciones sobre la estruc-
tura de las inmunoglobulinas. Ciertamente hoy poseemos un conocimien-
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to basico, e incluso, a veecs, detallado sobre la arquitectura de estas ma-
cromoléculas lo que estd permitiendo grandes avances en la comprensién
de las interacciones antigeno-anticuerpo.

Indudablemente si la situacién fuese similar en relacién con la Gené-
tica de las Inmunoglobulinas, ello podria permitir extraordinarias aplica-
ciones de tipo clinico, pues se intentarian respuestas selectivas inmunolé-
gicas asi como controlar el grado de tales respuestas. Sin embargo, la
heterogeneidad representada por miles de moléculas diferentes, pero muy
parecidas entre si, ha venido planteando diversos problemas que han
sido responsables de que nuestro conocimiento en este campo sea muy
hipotético. De todos modos, también en este aspecto concreto de la Ge-
nética a nivel molecular, el propio Edelman, profesor de Bioquimica en
la Universidad Rockefeller de Nueva York, ha expuesto como resultado
de los datos existentes un cuerpo de doctrina (33), la teoria de los trans-
locones, que abre nuevas posibilidades para que en el futuro se consiga
por un lado el conocimiento cientifico que hoy nos falta y por otra parte
el poder controlar las respuestas inmunolégicas.

TRANSFERENCIA Y FUSION DE GENES

Los genes, o sea las moléculas de ADN propias, son los que caracte-
rizan y definen a las diversas especies vivientes. conservando sus carac-
teristicas propias. De este modo, en los organismos que se reproducen
asexualmente, para que se conserve el concepto de especie, la Naturale-
za ha de evitar que exista un intercambio de material genético, ADN, que
sea biolégicamente significativo entre grupos no relacionados. Por ello
los organismos tan simples como las bacterias, incluso aquéllas que
poseen bastante similitud entre si, normalmente no intercambian su ma-
terial genético cromosémico cuando se esté cultivando en un mismo
medio de cultivo. El inico ADN que a veces tienden a intercambiar son
los plasmidios, unos pequefios trozos de ADN que existen aparte del
ADN cromosémico. Puede ocurrir que un plasmidio tome un pequefio
segmento de ADN cromosémico de su propia célula y lo transmita a
otra célula bacteriana integrindose en el cromosoma de la célula recep-
tora donde quedara expresado para sucesivas generaciones. Aunque es

(33) S. M. EperLmaN: Science, 180, 830, 1973.
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tentador suponer que esta transferencia de genes extracromosémicos
entre especies ha podido jugar un cierto papel en la evolucién bacteriana,
sin embargo el hecho no parece muy comtm en la Naturaleza, pues al
menos durante el tiempo transcurrido en la época que podemos denomi-
nar de la Bacteriologia moderna, es un hecho comprobado el que las
caracteristicas de las especies bacterianas comunes tienden a permanecer
intactas.

En relacién con la transferencia de genes y la evolucién, existe la hi-
pdtesis de que los virus hayan podido jugar un papel importante ya que
el ADN de ciertos virus se integrarian en el ADN de bacterias o de célu-
las de organismos més complejos y también podrian arrebatar de la célu-
la huésped porciones de su ADN, asi como integrarse en lineas germina-
les de la célula huésped, con lo cual, a través de tales vicistudes, se po-
dria introducir y trasladar informaciones genéticas entre especies, con
sus correspondientes implicaciones evolutivas. Trabajos de Benveniste y
Todaro (34, 35) publicados en 1974, tienden a apoyar esta visién, tras su
estudio de un virus 'del tipo C, el RD 114, cuya secuencia de bases tam-
bién se ha encontrado en los cromosomas de ciertas especies animales.
Tras comprobar la homologia existente entrer el ADN viral y el ADN
celular, la interpretacion de sus resultados indica que hace 30-40 millones
de afios, el “vir6geno” entrd en las células germinales de un ancestro de
los primates actuales y se fue transmitiendo a su descendencia como un
gen celular (Fig. 12), posiblemente porque ello llevaba asociado una cier-
ta ventaja selectiva, por lo que se ha conservado hasta la actualidad,
aunque sufriendo a lo largo de la evolucién algunas modificaciones en
su secuencia polinucledtida tal como se deduce de los porcentajes de ho-
mologia entre los ADN de los diferentes primates comparados con el
ADN virico, permitiendo asi construir un 4rbol filogenético, que esta
bastante de acuerdo con los datos paleontolégicos. Incidentemente, ello
es un ejemplo mis de como del estud'o a nivel molecular de la composi-
cién de macromoléculas actuales, se puede deducir la historia evolutiva
de los seres vivos.

Por otra parte, el virus del tipo C también se ha encontrado en algu-
nas especies de gatos domésticos, pero no en los felinos de Africa o Asia,
lo cual segtin la interpretacion que se muestra en la Fig. 13, tras el estu-
dio de las correspondientes homologias entre las secuencias de ADN, in-

(34) R. E. BENVENISTE ¥ G. J, Toparo; Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 71, 4513,
1974.
(35) R. E. BENVENISTE y G. J. Tobaro; Nature, 252, 456, 1974.
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macaco  erytrocebus Pcynocephalus cercocebus *  chimpance
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FIGURA 12.—Arbol filogenético con 1l evolucién del virégeno en los diferentes
primates deducidos de: a) porcentaje de similitud entre los acidos nucléicos de
tales primates y el del virus del babuino; b) la estabilidad técnica de los hibridos
entre acidos nucleicos (en °C)..
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FIGURA 13.—Modelo posible que explica la transferencia del virus desde los
primates a los félidos hace unos 15 millones de afios.
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dica que la informacion genética del viroide sali6 hace unos 15 millones
de afios para infectar a un antepasado del gato doméstico, integrandose
en sus lineas germinales a partir de esta fecha. Si se confirman y extien-
den otros trabajos semejantes a los comentados aqui, se podré probar sin
duda la transferencia de informacién genética de una especie a otra, in-
dependientemente de la filogénesis, y, como caso particular, la perspec-
tiva de que esa transferencia se pudiera realizar desde especies méas evo-
lucionadas a otras menos evolucionadas en un sentido contrario al que la
evolucién utiliza de una manera clasica. Ello serviria para poder estable-
cer relaciones entre las ramas aisladas con que en la actualidad tendemos
a representar los arboles filogenéticos evolutivos {36).

La posibilidad de poder construir a nivel de tubo de ensayo molécu-
las de ADN biol6égicamente funcional que poseyese informacién genética
de dos dadores diferentes, ha sido un suefio de los cientificos durante
muchos afios, pues ello abre las perspectivas de poder modelar, segiin
sus deseos, el material genético, creando nuevos organismos modificados

con las propiedades nuevas que vendrian determinadas por su nuevo ma-
terial genético.

En 1973 fue posible comenzar a intentar llevar a la practica ese
suefio. Stanley N. Cohen y Annie C. Y. Yang de la School of Medicine de
la Universidad de Stanford y Herbert W. Boyer y Robert B. Helling de la
School of Medicine de San Francisco, de la Universidad de California,
tuvieron éxito en sus intentos de tomar el ADN de dos plasmidios dife-
rentes que se encontraban en bacterias intestinales E. coli, fusionarlos
juntos e incluir la nueva estructura genética en otras células diferentes de
E. coli, donde el ADN asi introducido fue capaz de sufrir replicacion y
de expresar la informacién genética de los dos plasmidios originales. A
partir de entonces quedd abierto el camino para intentar introducir plas-
midios desde unas especies a otras diferentes; para introducir genes de
animales en bacterias asi como para unas muy diversas clases de mani-
pulaciones genéticas.

En varios paises hay diversos equipos cientificos abordando este tipo
de experimentacién y quiz los grupos més avanzados en la actualidad
son los de Stanford con Paul Berg, David S. Hogness, Ronald W. Davis
y Stanley Cohen; el de H. Boyer en San Francisco; el de John Morrow
en la Institution Carnegie de Baltimore; el de N. Murray y K. Murray
en Edimburgo y el de A. Rambach, P. Tiollais y P. Kourilsky del Insti-

(36) Y. CurisTeN; La Recherche, 6, 271, 1975.



58 José Antonio Lozano Teruel

tuto Pasteur de Paris. Las nuevas técnicas segim ha dicho Brenner (37),
“generaran el periodo més excitante de la Biologia, que durari al menos
unos 10 arios”.

Para poder llevar a cabo la construccién de nuevos genes es necesario
poder resolver, en principio, estos cuatro problemas :

1. Tener un método para romper las moléculas de ADN obtenidas
de origenes diferentes, asi como para poderlas unir posteriormente;

2. Disponer de un gen portador capaz de replicar por si solo, pero
que también pueda sufrir replicacién cuando se le afiade el ADN mixto
y se le una;

3. Tener desarrollado un procedimiento para poder introducir la mo-
lécula mixta de ADN en células funcionales, normalmente bacterias;

4. Poder seleccionar de una gran poblacién de células un “clon”
o poblacién de células receptoras que han adquirido el ADN mixto, se-
paridndolas del resto de las células normales.

El procedimiento de la transferasa terminal para unir moléculas dife-
rentes de ADN es bastante laborioso y se sumariza en la Fig. 14. Si se
parte de moléculas normales de ADN circulares de 2 ramas, que entre
si estdn unidas por enlaces por puente de hidrégeno entre bases com-
plementarias, primeramente se produce una ruptura del circulo mediante
un enzima, una endonucleasa, con lo cual se obtienen moléculas lineales
de ADN con 2 ramas complementarias. Sobre estas tltimas moléculas
se hace actuar otro enzima hidrolitico producido por el virus bacteriano
lambda y que recibe el nombre de exonucleasa * , ya que va separando
nucleétido del extremo 5. (EI extremo que posee un fosfato en el car-
bono 5 de la desoxirribosa) de cada una de las ramas del ADN, con lo
cual los extremos 3 quedan libres en cuanto no poseen bases comple-
mentarias enfrente. La préxima etapa consiste en ir afiadiendo, con la
ayuda del enzima terminal nucleotidil transferasa (38), un segunlo ho-
mopolimérico de rama sencilla, por ejemplo poli-dA, al extremo 3’ de
una porcién de las moléculas de ADN, y otro segmento homopolimérico,
por ejemplo poli-dT, al extremo 3’ de otra porcién de moléculas de ADN,
con lo que al ser esos nucleftidos complementarios cuando se mezclan
las dos especies de. ADN juntas, tienden a unirse esos fragmentos com-

(37) C. NormaN; Nature, 254, 6, 1975,
(38) K. Karto, J. M. GongaLves, G. E. Houts, J. J. BoLruMm; J. Biol. Chem.,,
242, 2780, 1967.
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FIGURA 14.—Procedimiento de la nucleotidil transferasa terminal por la unién

de 2 moléculas diferentes de ADN, formando una sola molécula compuesta de ADN
Detalles en el texto. (Adaptado de (43)).
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plementarios por enlaces por puente de hidrégeno, produciéndose un
anillo compuesto por dos moléculas de ADN combinadas.. Para rellenar
los huecos que quedan préximos a los extremos 5 originales se pueden
suministrar una mezcla de nucle6tidos y otros dos enzimas, exonuclea-
sa IIT y ADN polimerasa I 6 T, con lo que ya estd la molécula prictica-
mente cerrada en circulo, salvo en dos lugares. En estos dos sitios se ne-
cesita la accién especifica de una ADN ligasa que conduce hasta la
obtencion de una molécula doble compuesta de dos moléculas de ADN,
o sea que se ha conseguido un ADN mezcla o recombinante de otras dos
moléculas de ADN. Con procedimientos de este tipo se consiguieron unir
dos moléculas de ADN del virus bacteriano P22, asi como ADN del virus
animal SV40 a ADN de virus bacteriano P22, o ADN del SV40 a una
porciéon de ADN cromosémico de E. coli que portaba el Operén galac-
tosa (39). Como mdice del grado de competencia y del rigor y del es-
fuerzo que se desarrollan en las investigaciones de genética molecular se
puede indicar que el enzima ADN ligasa fue casi simultineamente des-
cubierto a finales de 1967 en no menos de cinco laboratorios diferentes
en E. coli infectado o no con bacteriéfagos. Este enzima ha demostrado
poseer un papel bioldgico esencial en la replicacién normal del ADN ce-
lular (40) asi como en la reparacién de las moléculas de ADN, aparte de

su utilidad para la construccién in vitro de moléculas recombinantes
de ADN.

El procedimiento de la nucleotidil transferasa terminal es bastante
complicado y pronto se desarrollaron experiencias diferentes desde el
punto de vista conceptual u operacional, que con mayor sencillez per-
mitieron unir moléculas de ADN y que el ADN resultante fuese biold-
gicamente activo. Ello se consigui6é con la utilizaciéon de los enzimas de
restriccién o endonucleasas de restriccién. Se tenia comprobado que los
virus crecidos sobre ciertas cepas de E. coli, quedaban restringidos en su
capacidad para crecer posteriormente sobre otras cepas, demostrindose
que ello se debia a la existencia de enzimas en la bacteria (enzimas de
restriccién) que reconocian lugares especificos del ADN virico extrafio y
conseguian su hidrélisis. Para que no hidrolice su propio ADN, las cé-
lulas poseen enzimas de modificacién que modifican, afiadiéndoles grupos
metilos, a bases en los lugares especificos de reconocimiento por los en-

zimas de restriccion, con lo cual queda su propio ADN protegido de la
hidrolisis.

(39) D. A. JacsoN, R. H. Symons, P. BERG; Proe. Nat. Acad. Seci.,, USA, 69,
2904, 1972.

(40) F. R. LEHRMAN; Science, 186, 790, 1974.
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Los enzimas endonucleasas de restriccién estdin ampliamente distri-
buidos y hoy se conocen ya mas de 50 que permiten obtener in vitro frag-
mentos de ADN conteniendo un so'o o s6lo unos pocos genes. E! enzima
mas utilizado es el procedente de E. coli denominado Eco RI, que tal
como muestra la Fig. 15, reconoce una secuencia muy especifica, rom-
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FIGURA 15.—Accién especifica del enzima Eco RI actuando como endonucleasa
de restriccién y produciendoo extremos libres de secuencias AATT susceptibles de
condensarse con otros segmentos complementarios AATT unidos 3 otra moléecula
de ADN.

piendo la molécula en lugares donde los nucledtidos complementarios
estan dispuestos con simetria rotacional. Ademas, las roturas en cada rama
se hacen reparadas 4 nucleétidos con lo que se obtienen fragmentos de
ADN con extremidades cohesivas, es decir, susceptibles de aparearse entre
ellas. Como resultado de ello cualquier molécula de ADN que se haya
tratado con la Eco RI tiende a unirse por puentes de hidrdgeno, apa-
reando 4 bases, con otra molécula de ADN que haya sufrido el mismo
tratamiento.

Cohen y colaboradores (41), usaron un pequeiio plasm‘dio de E. coli,
el pSC 101 que entre su informacién genética posee la propiedad de con-
ferir resistencia al antibidtico tetraciclina. El pSC 101 fue sometido a

(41) S. N. Couen, A. C. Y. CuanGg, H. W. Boyer y R. B. HELLING; Proc. Nat.
Acad. Sci., USA, 70, 3240, 1973.
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FIGURA 16.—Formacién de ADN recombinante por el método de la endonu-
cleasa de restriccion. Detalles en el texto, Adaptado de (43).
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la acciéon hidrolitica del enzima de restriccion Eco RI comprobanduse
tal como se puede observar en la Fig. 16, que sdélo se habia producido
ruptura en una zona de Ja molécula de ADN. S: esta zona de ruptura se
volvia a reparar usando ADN ligasa, el plasmidio volvia a tener sus ca-
racteristicas biologicas iniciales pudiendo introducirse en E. coli vy
replicar alli, confiriendo la resistencia a la tetraciclina. Por otra parte se
pudo realizar la misma reaccion de ruptura con Eco RI, usando otro plas-
midio de E. coli, que proporcionaba resistencia hacia el antibidtico kana-
micina, con lo cual ya se disponia de 2 moléculas diferentes de ADN,
unas procedentes de un plasmidio y otras del otro y aptas para ser ligadas
entre si. Efectivamente, la unién se produjo y el clerrre circular com-
pleto del ADN se consiguié con ADN ligasa, obteniéndose asi un ADN
mixto recombinante que se introdujo en E, coli, enontrandose que algu-
nas células de E. coli poseian simultineamente resistencia hacia los an-
tibioticos tetraciclina y kanamic'na. El plasmidio mixto resultante conte-
nia todo el segmento completo de ADN del plasmidio pSC 101 y un
fragmento del ADN del otro plasmidio, el que llevaba la informacién
para la resistencia a la kanamicina, pero que no era replicativo por si
solo, o sea que el pSC 101 habia servido como vector de introduccién de
un trozo de ADN extraiio en las células de E. coli.

El éxito obtenido indujo a que durante 1974 (42) se abordasen otras
posibilidades, introduciendo genes de otras especies en plasmidios
de E. coli. Asi se pudo aplicar el procedimiento antes resefiado al plas-
midio pl 258, perteneciente a otra bacteria, el Staphylococcus aureus.
Con Eco RI se fragmentaba en cuatro partes el plasmidio, que presen-
taba resistencia a la penicilina, y tras la fusién con el pSC 101, trata-
miento con la ligasa e introduccion en E. coli, se comprobd que se habia
obtenido también una nueva especie de ADN que poseia simultanea-
mente las caracteristicas de los dos plasmidios, el estafilococico y el de
E. coli. Tal como indicd Cohen (43): se podian extraer consecuencias im-
portantes de este tipo de experiencias: “La replicacién y expresién en
E. coli de genes derivados de un organismo ordinariamente incapaz de
intercambiar genes con E. coli, represent6 una brecha en las barreras que
separan normalmente las especies bioldgicas. La masa de informacion
genética expresada en la bacteria transformada, la define como E. coli,
pero las células transformadas también poseen moléculas biolégicas deri-
vadas de una especie diferente, el S. aureus. El hecho de que los genes
extrafios se sitlien sobre un plasmidio significa que se pueden aislar v

(42) A. C. CHaG ¥ S. N. CoHEN; Proc. Nat. Acad. Sci., USA, 71, 1030, 1974.
(43) S. N. CoHEN; Scient. Amer., 233, 25, 1975.
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purificar facilmente en grandes cantidades para su estudio posterior. Mas
aun, existe una posibilidad de que se puedan introducir genes en E. coli,
que es muy facil de crecer, y que estos genes especifiquen una amplia
variedad de funciones metabdlicas o de sintesis como capacidad de rea-
lizar fotosintesis o de producir antibiéticos, caracteristicas que son pro-
pias de otros seres, biolégicamente muy diferentes. De un modo especial,
el plasmidio pSC 101 podria introducir moléculas de ADN de organismos
superiores complejos dentro de huéspedes bacterianos, haciendo posible
aplicar la genética bacteriana, que es relativamente simple, y las técnicas
bioquimicas para poder estudiar los genes de las células animales”.

No es extrafio, por tanto, que el mismo grupo de Cohen en 1974 (44),
pudiera obtener un fragmento de ADN, generado con la endonucleasa
de restriccién, procedente del sapo Xenopus laevis, y que contenia los
genes de codificacién que codifican los ARN ribosémicos 18S y 78S. Este
fragmento de ADN se insertd en el plasmidio pSC 101 y la molécula
recombinante de ADN asi obtenida, mixta entre la de un animal y de un
microorganismo, se introdujo en E. coli, donde replicé de un modo es-
table sintetizindose ARN complementario al ADN ribosémico propio del
Xenopus laevis.

Otros grupos de trabajo han utilizado otros plasmidios como vectores
de introducciéon de las moléculas de ADN, existiendo al menos dos de
ellos ya usados que poseen también un solo Jugar de ruptura para la
accién de la Eco RI y ademds en una posicién que no interfiere con los
genes esenciales, Por otra parte, simultineamente, los investigadores de
la Universidad de Edimburgo (45), los de Stanford (46) y los del Instituto
Pasteur (47), también han obtenido mutantes del fago lambda (que in-
fecta normalmente a E. coli), que se puede utilizar como vector, ya que
el fago normal no va bien pues la Eco RI corta su ADN en dos lugares
esenciales para la multiplicacién del fago, por lo que se han de utilizar
mutantes que hayan perdido esos lugares de corte, El inconveniente del
uso de fagos como vectores es que sdlo 1 de 100.000 fagos penetra bien
en la célula bacteriana huésped, mientras que las técnicas para incorpo-
rar plasmidios son mucho mas efectivos. Por el contrario, la gran ventaja
es que su velocidad de multiplicacién es muy alta. En términos cuanti-

(44) J. F. Morrow, S. N. CoHEN, A, C, Y. Crang, H. W. Boyver, H. M. Goobp-
MAN ¥y R. B. HELLING; Proc. Nat. Acad. Sci.,, USA, 71, 1743, 1974.

(45) N. E. MurraYy y K. Murray; Nature, 251, 476, 1974,

(46) M. Taowmas, J. R. CaMERON y R. W. Davis; Proc. Nat. Acad. Sci., USA, 71,
4579, 1974.

(47) A. RamBacH y P. Trorrais; Proc. Nat. Acad. Sci., USA, 71, 3927, 1974.
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tativos de ADN, un microgramo de ADN puede dar de 10.000 a 100.000
fagos. Ademas, el control del crecimiento y de la transmisién de un fago
es mucho mas facil que el de un plasmidio y como consecuencia el riesgo
de una diseminacién accidental incontrolada es menor. El ADN mixto del
fago vy de la porcién a integrar, una vez introducido en E. coli da lugar
a la obtencién de fagos viables, pero en algunos casos tras la accién del
enzima Eco RI sobre el fago A, su ADN presenta una deleccién tan
grande que aunque el cromosoma residual lleva todos los genes esencia-
les al crecimiento viral, no se forma ningiin fago viable.

La organizacion de cromosomas complejos como el de la mosca de
la fruta, Drosophila, se esti estudiando en Stanford por David Hognen
y R. Davis, fraccionando el cromosoma en porciones que corresponden a
uno solo o a pocos genes, que a través de un vector se introducen en
bacterias. El niimero de genes diferentes en un manifiesto no es conocido
bien, pero en una primera aproximacién se podria indicar que mientras el
pequerio virus SV40 posee de 6 a 10 genes el nimero se incrementaria
hasta 8.000 en el caso de una bacteria como E. coli y seria mas de diez
veces superior, quizad entre 30.000 y 40.000 genes en el caso de un ma-
mifero como el ratén.

En los pasados dltimos meses se han desarrollado procedimientos
para poder seleccionar los genes especificos que queramos estudiar pro-
cedentes de organismos superiores. Para ello se utiiizan moléculas espe-
cificas de ARN codificadas por esos genes y marcadas radioactivamente.
De este modo no es necesario purificar los genes que se desean estudiar
e introducir en la bacteria, sino que se pueden transformar las bacterias
con una poblacién heterogénea de segmentos de ADN de células anima-
les y después se aisla solamente aquel grupo en que estan los genes que
producen una especie particular de ARN, capaz de hibridarse con su
ADN del gen. Asimismo ello hace posible el aislar grupos de genes que
se expresan de un modo especifico, en un estado particular del desarrollo
animal, lo cual abre unas perspectivas inmensas al estudio molecular de
procesos tales como el desarrollo y diferenciacién, en los que se acepta
que el estado diferenciado de un tipo dado de célula, bien sea por ejem-
plo nerviosa o epidérmica, esta asociado con la actividad de un grupo
particular de genes, junto con la inactividad total de los genes asociados
a la diferenciacion de los demas tipos de células. Ello es tanto mas im-
portante si consideramos que como sefialan recientemente R. Holliday y
E. Pugh (48), en una revisién sobre los mecanismos de modificacién

(48) R. Horripay y J. E. PuagH; Science, 187, 2zd, 1475.
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del ADN vy la actividad de los genes durante el desarrollo, hemos de
reconocer nuestra casi completa ignorancia del mecanismo del desplega-
miento que ha de sufrir el programa genético durante el desarrollo. Es
de esperar que con las nuevas técnicas se puedan estudiar los genes que
intervienen en cada fase de esos procesos, lo que proporcionara datos de
un valor incalculable.

Aun cuando las posibilidades potenciales de las técnicas de intro-
duccién y fusiéon del material genético de diversa procedencia parecen
ser amplisimas, quizd fuese interesante fijarnos en una sola de ellas,
muy llamativa y que podria representar una auténtica revolucion para
la produccién de alimentos: la manipulacion de los genes responsables
de la fijacion del nitrégeno con la finalidad de conseguir aumentar la
produccién de proteinas de alta calidad.

El nitrgeno de nuestros alimentos se deriva del nitrégeno atmosfé-
rico, mediante el mecanismo que denominamos fijacion de nitrégeno.
Aproximadamente la mitad del total del nitrogeno fijado anualmente lo
hace con el concurso de organismos fijadores del nitrdgeno tales como las
bacterias de los nédulos de las raices de las plantas leguminosas.

Durante este altimo cuarto de siglo se ha estimado que el crecimiento
de la poblacién y los cambios en los hdbitos harin necesario que las co-
sechas actuales tengan que duplicarse y entre los factores limitantes del
aumento de rendimiento, uno de los principales es el problema de la fija-
cién del nitrégeno, ya que en ausencia de otras tecnologias alternativas
se necesitaran al final de siglo unas 200 x 10°® toneladas métricas de fer-
tilizantes nitrogenados por afio (49) contra unos 40 x 10° toneladas uti-
lizadas en 1974 o las 4 x 10° toneladas necesitadas en 1950. Por otra parte
la produccion de fertilizantes neces’ta una gran energia que en la ac-
tualidad se estima equivale a unos 2x 10° barriles de petrdleo didrios.
Aun cuando numerosos investigadores de diversas disciplinas se dedican
a la investigacién y blisqueda de nuevas tecnologias para producir mayor
fijacién de nitrégeno, a nosotros nos interesa revisar la posible utiliza-
cién de la técnica de hibridacion genética para la solucién del problema.

El sistema enzimatico complejo responsable de la fijacién del nitrd-
geno se denomina nitrogenasa y su control y estructura estd gobernada ge-
néticamente por el Operén nitrégeno, que podemos denominar “fin”, abre-
viatura de fijador de nitrégeno. Este Operén se ha conseguir transferir por

(49) R. F. Haroy y H. D. HavELKA; Science, 188, 634, 1975.
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transduccién o conjugacién a bacterias heterotrdficas y algas azul-verdes
y en 1974, al menos en un caso, se ha sefialado ya la obtencién de una
nueva cepa de E. coli capaz de fijar nitrégeno (50). Ensayos de este tipo
han estimulado a los investigadores a pensar en experimentos similares
con sistemas vegetales e incluso animales, y algunos de ellos estin en
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FIGURA 17.—Etapas previstas para la produccién y transferencia de plasmi-
dios conteniendo genes fijadores de nitrégeno, “fin”, hasta plantas superiores, que
no necesitarian fertilizantes nitrogenados.

(50) F. C. Cannon, R. A. Dixon, J. R. PosTaGge, S. B. PRiMROSE; J. Gen. Micro-
biol., 80, 227, 1974.
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marcha (51). Se pretende, tal como muestra la Fig. 17, en primer lugar
poder contar con un gran nimero de plasmidios con genes “fin”. Para
ello plasmidios “fin” procedentes de ciertas bacterias seleccionadas, se
insertaran en el plasmidio Col E1 de E. coli, mediante el enzima de res-
triccién y la ADN ligasa. El plasmidio Col E1 posee una alta velocidad
de replicacién en E. coli lo que conducird a un gran aumento en el mi-
mero de plasmidios mixtos por célula de E. coli. En experiencias ain
no publicadas hace poco tiempo (51 bis). Helsinki y colaboradores han
insertado un Operdén triptéfanc en el plasmidio Col El, consiguiendo
obtener 560 copias del plasm‘dio mixto por célula de E. coli. De este
modo, si el sistema trabaja de un modo similar para el caso de los genes
“fin”. los plasmidios mixtos podrian usarse para la transeripcién “in
vitro” o mejor atin para poder transferir esos plasmidios a protoplastos
del material vegetal deseado. Esos protoplastos serian crecidos en cul-
tivos v rediferenciados para producir plantas maduras cuya nformacién
genét’ca va la llevarian las semillas para futuras generaciones con lo que
se tendria asi resuelto el proh’ema de la fertilizacion nitrogenada, va que
estas plantas poseerian la maquinaria hioquimica capaz de fijar el nitr6-
ceno atmosférico.

Previamente la utilizacién de los protoplastos, es decir de células ve-
cetales “desnudas”, a las que se les ha desprovisto de su pared rigida,
permite las mismas manipulaciones genéticas que las efectuadas sobre las
bacterias, con lo cual seria posible también una verdadera ingenieria ge-
nética en las plantas (52). En la actualidad existen procedimientos para
obtener, con cierta fac'lidad, estos protoplastos en gran cantidad a partir
de tejidos vegetales v para asegurar su supervivencia en condiciones es-
tériles. Los protoplastos inmediatamente tienden a sintetizar una nueva
pared celular, pero antes de ello es ficil hacer penetrar sustancias extra-
fias, v entre tales sustancias pueden estar materiales genéticos, que que-
darian en el interior. Asi se ha hecho va introduciendo fagos T, en proto-
plastos de tabaco (53) cons‘guiendo en ellos la sintesis de sustancias es-
pecificas de estos fagos cuvo destino logico serfa infectar células bac-
terianas v no vegetales. Por tanto cabe esperar que las técnicas de in-
troduccion de material genético de otras fuentes en bacterias, se puedan
extrapolar para modificar las caracteristicas de las plantas. Asimismo es
l6gico deducir que el pesado trabaijo de los genet'stas vegetales, que hace

(51) K. T. SuanmuGgaN y R. C. VALENTINE; Science, 187, 919, 1975.

(51 bis) V. HersurieLp, H, W, BoYER, C, XaNosKY, M. A. Loverry y D. R. HE-
LINSKY; Proc. Nat. Acad. Sci., USA. A publicar en 1975.

(52) L. ScHILDE-RENTSCHIER; La Recherche, 56, 430, 1975.

(53) P. S. CarLsoN; Proec. Nat. Acad. Sci.. USA, 70, 598, 1973.
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que se hayan de esperar afios e incluso decenios para obtener el producto
deseado, se pueda reducir drasticamente con el uso de los protoplastos
para el aislamiento de mutantes: las hojas se descompondrian en proto-
plastos que serdn tratados por un agente mutigeno (rayos y o UV, pro-
ductos quimicos) y el uso de medios de cultivo adecuados permitirad es-
coger las células que posean los caracteres buscados. Ya se tienen datos
(53) sobre obtencién de mutantes de tabaco resistentes a ciertas enfer-
medades propias de esa planta. Asimismo se han obtenido.plantas hi-
bridas por fusién de protoplastos procedentes de dos especies diferentes.
Las plantas asi obtenidas son semejantes a los hibridos sexuales cuya
obtencién o bien es muy larga, o imposible, en razén a la esterilidad.

Para terminar con esta seccién podemos hacer un repaso de algunas
perspnectivas que se espera, o al menos se desea, que algiin dia se hagan
realidad como consecuencia de Tos avances que se consigan en la Gené-
tica bioquimica y que han sido publicados en revistas cientificas com-
petentes:

1. Usar los llamados enzimas de restriccién para dividir el material
genético de los cromosomas humanos en fragmentos que posean unos
solos pocos genes cada uno de ellos. Estos miles de fragmentos se irfan
introduciendo en bacterias, seleccionando aquellas cepas que contengan
el gen que interese, tal como el que transcribe hasta la insulina o pro-
insulina.

2. Aislamiento o sintesis del gen humano responsable de la sintesis
de la proinsulina e insercién en bacterias, que serfan cultivadas en medios
adecuados, funcionando como verdaderas fibricas de insulina. La situa-
ci6n actual ha llegado a tal grado de madurez que, en el mes de septiem-
bre de 1975, la Imperial Chemical Industry (ICI) ha decidido construir
en Cheshire (Gran Bretafia) unas instalaciones con todas las normas de
seguridad acordadas en la conferencia de Asilomar, donde pretenden,
entre otras cosas, la produccién masiva de insulina por medio de bacte-
rias manipuladas.

3. Fabricacién de nuevas vacunas, incluyendo en bacterias a los genes
que codifiquen a ciertas proteinas virales, con lo que se podria llegar a
una masiva producciéon de estas proteinas, a partir de las cuales se pro-
ducirian las vacunas.

4. Introduccion de genes en bacterias y cultivo posterior de éstas
para obtener sustancias interesantes desde el punto de vista industrial o
alimentario.
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RIESGOS Y PERSPECTIVAS DE LA GENETICA MOLECULAR

Al ir considerando los avances conseguidos en los ultimos afios de des-
cubrimiento dentro de la Genética molecular también hemos ido apun-
tando las posibilidades futuras a que conducird probablemente su desarro-
llo previsible. Como complemento de ello, puede ser interesante el que
repasemos también algunos de los riesgos que tal desarrollo puede com-
portar, sobre todos aquellos a los que teme mas el gran ptblico. En cuan-
to a las perspectivas nos detendremos especialmente en aquellas relacio-
nadas con la genética humana.

Guerra biologica y manejos genéticos

No podemos olvidar que los EE. UU. invirtieron muchos millones de
ddlares en los laboratorios de Fort Detrick, Maryland, de la U.S. Army
dedicados a las investigaciones para desarrollar microorganismos adecua-
dos para la guerra bioldgica, intentando sin mucho éxito mejorar la letali-
dad de virus y bacterias dafiinos al hombre. Es de suponer que en Rusia
u otros paises existen instalaciones semejantes a la norteamericana.

En el estado actual de la manipulacién genética, con las moléculas de
ADN recombinantes, tal como hemos comprobado en la Seccién anterior,
no existe problema técnico en aislar los genes responsables de la produc-
cién de una toxina, por ejemplo, e insertarlos a través de un fago en
cepas de E. coli, que podrian ser “bombardeadas” facilmente sobre pobla-
ciones enemigas. Este ejemplo y otros muchos tan terribles o peores son
realizables hoy dia y es uno més de los riesgos que los humanos tendre-
mos que aprender a soportar, aun cuando es de esperar que las conside-
raciones éticas sean suficientes para que ni los gobernantes intenten llevar
a cabo acciones de ese tipo, ni los cientificos presten colaboracién a pro-
gramas de esa clase, para los cuales hoy no existen grandes dificultades
técnicas ni cientificas.

Peligro de la propia experimentacion

En los Gltimos 30 afios han ocurrido mas de 5.000 infecciones en labo-
ratorios, a pesar de que la mayoria de los cuales estaban especialmente
controlados en cuanto a normas de seguridad. Entre los casos mas cono-
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cidos podemos citar que un accidente en la manipulacién del virus de la
viruela en la London School Hygiene and Tropical Medicine produjo en
1973 un grave brote de viruela en Londres, lo que hizo que el Gobierno
inglés creara un Comité especial, el Comité Goldberg, encargado de dic-
tar y examinar las normas de seguridad en los laboratorios que trabajan
con patdgenos peligrosos.

Algunas personas han sefialado la posibilidad de que ocurran acciden-
tes imprevistos en laboratorios que estin dedicados a técnicas de inge-
nieria genética tales como la integracién de unos genes en otros. Entre
los riesgos que temen, figura el que al usar los enzimas de restriccién
para aislar los genes deseados, estos genes puedan estar acompafiados de
segmentos de ADN con propiedades desconocidas y, por tanto, con con-
secuencias que se salgan de todo control previsto. Asimismo, cabe dentro
de lo imaginable que al romper los genes de un virus, sus propiedades
queden modificadas de tal manera que si previamente no era infectivo se
convierta posteriormente en infectivo. Sobre el control de este tipo de ex-
perimentaciones nos ocuparemos mas adelante.

Evidentemente todos los riesgos anteriores y otros aun desconocidos
hay que evaluarlos, pero no sobrevalorarlos y sobre todo nos tranquiliza-
ra tener en cuenta que los riesgos que nos rodean normalmente en el
transcurso de nuestra vida son mas reales y muchas veces mas peligrosos
que los hipotéticos acabados de sefialar.

Mis atn, el conocimiento intimo del material genético puede servir-
nos también para descubrir otros riesgos que hasta ahora han pasado
desapercibidos.

Hace unos dos afios, los cientificos del Bureau of Biologics of the
Food and Drug Administration de EE. UU,, sefialaban que todas las va-
cunas con virus vivos estaban bastantes contamidadas con fagos. Algunos
biblogos creen que los efectos ya conocidos de los fagos en células huma-
nas o de mamiferos son de suficiente envergadura para hacernos obligar a
que no deban aplicarse mas vacunas contaminadas con fagos. Los efectos
de los fagos sobre los humanos pueden ser diversos. Un efecto indirecto
es que ciertas enfermedades humanas tales como la escarlatina o difteria,
pueden ser ocasionadas porque hay fagos que infectan a bacterias y ha-
cen que se produzca una toxina. En tal caso, si una persona toma, por
ejemplo, una vacuna virica contra la polio por via oral, contaminada con
fagos, seria posible que éstos actuasen infectando a bacterias intestinales
adecuadas para ocasionar difteria.
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Otro segundo efecto es que los fagos transmiten genes a las células
humanas, al menos en cultivos de tejidos. Los genes asi transmitidos, cabe
la posibilidad de que sean capaces de causar céncer o ciertas enfermeda-
des degenerativas a los seres humanos.

El tercer y ultimo efecto de los fagos sobre las células de mamiferos
es que, al menos ciertos fagos, pueden replicar en células de hamster en
cultivo. Lo mismo podria ocurrir en células humanas, al menos teérica-
mente.

El problema estd planteado de este modo, sin poderse conocer si los
peligros son tan reales que deban obligar al gasto que supondria una tec-
nologia de obtencién de vacunas sin contaminacién con fagos. Pero lo que
interesa destacar es que han sido las investigaciones genéticas las que han
hecho descubrir y plantear el problema.

La intervencion genética del hombre

Existen dos tipos de acciones en la ingenieria genética del hombre
que ocasionan preocupacién publica y temor: primero, la posible produc-
cién exacta de copias genéticas de un individuo determinado, y segundo,
la modificacién genética de la naturaleza de las personas. Ello ha hecho
que organizaciones como el American Friends Service Committee se
opongan a cualquier tipo de intervencidn genética.

Para tener una visiéon sobre tales aspectos problematicos vamos a se-
guir la discusiéon que Bernad D. Davis, de la Harvard Medical School de
Boston, Massachussetts ha realizado en dos interesantes trabajos (54, 55).

Respecto a la posibilidad de conseguir copias de individuos por repro-
duccién asexual, se basa en la circunstancia resefiada previamente de que
todas las células somaticas diferenciales de un animal (misculo, piel, in-
testino, higado, etc) contienen en su ntcleo todos los genes del individuo,
0 sea, poseen la capacidad potencial de hacer una copia del individuo en-
tero. Con ranas se ha conseguido ya ese tipo de copias genéticas y desde
el punto de vista tedrico no existen limites en cuanto al ntimero de ellas
obtenibles. Basta con coger en cada caso un niicleo de la célula diferen-
ciada e introducir dentro de una célula huevo enucleada para que co-
mience normalmente el proceso de diferenciacién y desarrollo. En otras

(54) B. D. Davis; Science, 170, 1279, 1970.
(55) B. D. Davis; Science, 186, 309, 1974,
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palabras, una célula somatica podria utilizarse como comienzo de un em-
brién, en circunstancias propias para que se expresen los genes adecua-
dos. En mamiferos se espera conseguir ese tipo de copias genéticas en un
futuro muy préximo, lo cual podria ser un gran incentivo para la gana-
deria, utilizando ejemplares muy seleccionados para usar su informacién
genética como modelo a copiar.

En el caso de los humanos, una vez iniciado el proceso, sabemos,
como producto de otro tipo de experiencias totalmente diferentes y ligadas
a problemas de infertilidad, que es posible hacer que los huevos humanos
maduren, se fertilicen “in vitro” y crezcan en un medio de cultivo duran-
te las primeras etapas embrionarias. Las etapas posteriores también pue-
den resolverse, por implantaciéon del embrién para su desarrollo. En este
aspecto, por tanto, los peligros son graves y si el procedimiento global
fuese factible de realizar en humanos, aunque se proscribiese, seria muy
dificil el controlar posibles violaciones. El problema planteado es desde
luego de tipo moral ya que otro inconveniente, el de la homogeneizacion
genética, cuantitativamente no llegaria a ser importante. En efecto, el
éxito de una especie depende no sélo de su adaptacién a su ambiente ac-
tual sino en la posesién de suficiente variedad genética para que puedan
existir individuos que pudieran sobrevivir en cualquier medio futuro. Por
ello cualquier procedimiento genético que tienda a homogeneizar la po-
blacién crearia un cierto peligro evolutivo, que en este caso particular
seria muy pequefio.

Detengamonos ahora en estudiar la situacion respecto a la modifica-
cion genética de la personalidad humana. En este aspecto concreto pare-
cen mucho maés lejanos tanto los peligros como las posibilidades benefi-
ciosas. Ello se debe sobre todo a la diferencia crucial entre los caracteres
poligénicos y monogénicos. En este tltimo caso, por ejemplo la presencia
o ausencia de un enzima determinado, todo depende de un gen simple y
definible y la expresién o no del caricter seguira las leyes de Mendel,
Pensemos ahora por el contrario en los caracteres que modelan la perso-
nalidad humana tales como la forma y tamaiio del individuo, su fuerza y
destreza, su inteligencia, temperamento, etc. Todas estas caracteristicas
que son mas interesantes desde el punto de vista social, muestran un ran-
go continuo de variacién debido a que responden a un comportamiento
poligénico, dependiendo de la suma de pequefias contribuciones de mu-
chisimos genes junto con diversos factores ambientales,

La genética bioquimica ha proporcionado con sus éxitos una gran in-
formacién sobre los caracteres monogénicos, pero sélo sobre éstos. Si re-
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capacitamos en una cualidad de conducta, sélo sabemos que depende de
muchos genes pero casi nada mis. Es inabordable actualmente conocer
por ejemplo cémo los productos de esos genes contribuirian a los circuitos
formados por 10.000 millones de células del cerebro humano en desarro-
llo. Tampoco somos capaces, por ahora, de identificar un solo gen o pro-
teina cuya variaciéon pueda contribuir al rango normal del comportamien-
to. En resumen, que parece muy lejano el dia que se pueda modificar con-
troladamente una personalidad humana debido a manipulaciones especi-
ficas en el ADN. Nuestra ignorancia al respecto nos protege.

Sn embargo si nuestro conocimiento fuese mayor los probables bene-
ficios serian enormes cuando supiésemos qué genes determinados estin
influyendo en aspectos concretos relacionados con la salud humana.

Otra consideracién a tener en cuenta es el diferente grado de dificul-
tad técnica existente cuando se trata con bacterias o con seres superiores.
Puede llegar, quizis pronto, el momento de que seamos capaces de sumi-
nistrar un gen o grupos de genes en alguna o algunas células del cuerpo
humano, pero el objetivo global que seria la introduccién en todas las
células seria mucho mas dificil. En el caso de una enfermedad congénita,
quizas bastaria a veces con la introduccion del gen en las células de un
tejido, pero aun eso tiene un alto grado de dificultad. La introduccion de
genes en células germinales si parece un camino mas sencillo que permi-
tirla a un individuo poseyendo un gen defectuoso, generar su propia pro-
genie sin que estuviesen condenados sus hijos a heredar el gen defectuoso.

En resumen, no se pueden excluir ciertas posibilidades técnicas en el
manejo genético de los humanos, algunas de ellas con consecuencias de-
sastrosas, como podria ser la introducién de un gen que alterase drastica-
mente las funciones cerebrales, mientras que otras perspectivas son més
positivas, tales como las relativas al tratamiento de errores metabdlicos
congénitos. Podriamos pensar que un alto grado de civilizacién seria nues-
tra garantia contra el mal uso de la Ciencia, pero la experiencia proxima
nos muestra una realidad mas inquietante con ejemplos como los genoci-
dios cometidos en Alemania o las tremendas desfoliaciones realizadas en
Vietnam del Sur. Es quizas mas realista pensar que si las técnicas genéti-
cas se utilizan mal en el futuro, por la propia naturaleza que poseen, sélo
resultaran afectados unos pocos individuos, mientras que, por otra parte,
existen otros peligros mas reales e inmediatos para la humanidad. Por ello
y teniendo en cuenta el valor médico potencial que poseen las investiga-
ciones genéticas, debemos concluir que tenemos la obligacién moral de
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no sacrificar los actuales avances en la genética bioquimica en aras a unos
peligros remotos. Hasta que la transferencia de genes al hombre llegue a
ser una realidad, existe tiempo para realizar una labor cultural e informa-
tiva que haga promover en su dia un uso beneficioso de esta técnica en
lugar de un abuso de ella.

CONTROL DE LA MANIPULACION GENETICA

Hasta el presente la propia comunidad cientifica ha sido la que, infor-
malmente, ha desarrollado la politica de sus propias acciones como con-
secuencia de las preocupaciones éticas sobre la naturaleza de sus inves-
tigaciones. Las restricciones, universalmente aceptadas, sobre algunos ti-
pos de investigaciones han nacido como resultado de esa ética cientifica
mas bien que de la discusién abierta y publica entre cientificos y no cien-
tificos sobre los posibles riesgos de una linea particular de la investigacion.

Algunos cientificos como Joshua Lederberg (Premio Nobel), de la
Stanford University, piensan que las decisiones iltimas sobre la proce-
dencia o no de realizar un cierto tipa de experimentaciéon no deben esca-
parse de las manos de los cientificos (536) y existen ciertas razones que po-
drian apoyar este planteamiento. Por ejemplo, la mayor parte de las per-
sonas no sabrian distinguir entre un Atomo y una molécula, entre un virus
y una célula o entre una célula y un organismo y por ello cabe esperar
que tampoco pueda ser profundo su conocimiento sobre los problemas
que se derivan de la genética molecular.

Sin embargo, ha sido precisamente en el campo de la genética bioqui-
mica donde, por primera vez, un grupo de cientificos se ha impuesto una
serie de restricciones sobre su libertad de investigacion, tras una discu-
sion abierta con personas no cientificas especialistas en problemas rela-
cionados con la Etica y con el Derecho, participando también represen-
tantes de los Organismos que proporcionan ayuda econdmica para la in-
vestigacién cientifica. Esta nueva actitud ha sido ampliamente divulgada
por las revistas cientificas e incluso por los grandes medios de difusion,
que han resaltado las cada dia mayores implicaciones sociales, éticas e in-
cluso religiosas de las investigaciones cientificas sobre los temas funda-
mentales de la Biologia molecular. Los propios cientificos son los que in-

(56) N. WabpeE; Nature, 250, 175, 1974.
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sisten, como en el informe Ashby (57), que “es necesario que los valores
sociales de la comunidad se incorporen a las decisiones de la politica cien-
tifica”, o como Beckwith (56), que considera de un gran valor el que haya
sido posible un debate acerca de la libertad académica de realizar un
cierto tipo de investigacion.

En apartados anteriores hemos considerado los riesgos bioldgicos o bio-
riesgos que se podrian derivar de la falta de control en la manipulacién de
genes, por lo cual serd de interés conocer cuales han sido las acciones que
se han realizado en orden a controlar tales riesgos. Como antecedente de
este tipo de preocupacion se puede citar la carta que en noviembre de
1969 publicaron el grupo de Harvard, Jon Beckwith, James Shapiro y
Larry Eron con ocasién de su aislamiento de un gen puro a partir de una
bacteria.

El grupo de Cohen, quizas el que mayores éxitos ha cosechado en la
obtencién de genes mixtos, tenia desarrolladas unas normas de control
cuando suministraban plasmidios pSC101 a colegas cientificos para nue-
vas experiencias aseguriandose de que: 1.°) los cientificos receptores del
envio no remitiesen muestras a otros laboratorios, con lo cual se mantenia
el control directo; 2.°) las muestras suministradas no se utilizaran para
ensayos de introducir virus tumorales en bacterias, ni para crear combi-
naciones resistentes a los antibidticos que no estuviesen ya previamente
presentes en la Naturaleza. El propio Paul Berg, director del Departamen-
to de Bioquimica de la Universidad de Stanford, tomd la decision de
abandonar sus planes, desarrollados a partir de 1972, de introducir genes
del virus tumoral de mono SV40 en bacterias E. coli, por los posibles pe-
ligros de obtener nuevos organismos cuyas propiedades infecciosas y eco-
légicas no se podian predecir.

Al complicarse la situacién y existir mas centros abordando investiga-
ciones de recombinacién de moléculas de ADN, fue decisiva la discusién
que se origind tras la exposicion de los trabajos de Cohen en la Gordon
Research Conference on Nucleic Acids en 1973, sobre las perspectivas de
las moléculas hibridas de ADN, lo que hizo que se diesen instrucciones a
los moderadores de la sesion, Maxime Singer del National Institute of
Health y Dieter Soll de Yale, para que escribiesen a la National Academy
of Sciences (NAS) de USA, pidiendo la creacién de un Comité para con-
siderar la cuestion.

(57) Lorp AsHBY; Advisory Board for the Research Councils; Cound 5880
HNSO, 1975.
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La NAS urgié a considerar la posibilidad de que pudieran producirse
consecuencias no deseadas debido a los bioriesgos del uso no juicioso de
estas técnicas y cre6 un Comité presidido por Paul Berg, el Committee
on Recombinant DNA, que reunid en la primavera de 1974 a cierto nime-
ro de investigadores, que en julio de 1974 enviaban como resultado de sus
discusiones una carta para ser publicada en las principales revistas cien-
tificas, tales como Science (58), Nature (59) y Proceedings of the Natio-
nal Academy of Sciences (60). La repercusién de esta carta-informe fue
enorme en los medios cientificos, pues venia avalada por 11 prestigiosos
cientificos tales como Berg, Cohen, o el premio Nobel Watson. Las moti-
vaciones principales no eran los peligros de desarrollar microorganismos
utilizables para fines de guerra bioldgica ni tampoco el impacto social de
la ingenieria genética, sino su preocupacién por los riesgos sanitarios que
pudieran presentar las bacterias genéticamente alteradas, ya que conside-
raban que no se estaba en condiciones de valorar con seguridad los peli-
gros de ciertas experiencias, de las cuales no existian directrices como las
que estan establecidas para otros estudios tales como isétopos radioacti-
vos, sustancias quimicas tdxicas o microorganismos patégenos.

Ante la posibilidad de que se pudiesen realizar experimentaciones pe-
ligrosas antes de estudiar e implantar las normas adecuadas de seguridad,
la Comisién hacia una peticiéon a todos los cientificos para que volunta-
riamente aceptasen la prohibicién de las llamadas experiencias de tipo I
y de tipo II. Las del tipo I consistian en la creacién de nuevos organismos
conteniendo combinaciones no existentes en la Naturaleza, con capacidad
para producir toxinas, o con genes resistentes a combinaciones de antibi6-
ticos. Las del tipo II trataban de introducir ADN desde virus tumorales,
u otros virus animales, hasta bacterias, con lo que tales moléculas recom-
binantes podrian ser diseminadas ficilmente a poblaciones bacterianas de
humanos y otras especies, lo que podria aumentar la incidencia de cincer
u otras enfermedades. Es interesante hacer notar que, de hecho, hasta la
publicacién del informe Berg, por un consenso informal, no se habfan
abordado estos dos tipos de experiencias.

Otro aspecto importante propuesto por el Comité fue la convocatoria
de una Conferencia Internacional sobre el tema para que se celebrase en
1975, tratando el levantamiento o no de la prohibicién temporal, asi como

(58) “Committee on Recombinant DNA Molecules”. P. BERG, D. BALTIMORE,
H. W. BoYEeR, S. N, Coren, R, W. Davis, D. S. HoGues, D, N. NaTHaus, R. RoBLIN,
J. D. WarsoN, S. WrissmaN; Science, 185, 303, 1974.

(59) Isip.; Nature, 250, 175, 1974.

(60) Iemp; Proc. Nat. Acad. Sci.., USA, 71, 2593, 1974,
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otros aspectos aun menos claros tales como la posibilidad de insertar ge-
nes animales en bacterias, pues en la carta-informe sélo se indicaba que
no debian abordarse con ligereza. lo que provocé la correspondiente con-
troversia sobre si significaba una propuesta de prohibicién o no. La cues-
tién era importante, ya que este campo de la investigaciéon es clave por
el probable descubrimiento de hechos significativos y de gran interés tales
como la dilucidacién de la estructura y el funcionamiento de los cromoso-
mas animales. El bioriesgo de la utilizacion de bacterias Escherichia coli
para introducir en ellas nuevos genes, consiste en que muchas colonias de
E. coli viven normalmente en el tracto intestinal humano y son capaces
de intercambiar informacién genética con otros tipos de bacterias, algu-
nas de las cuales son patogénicas al hombre. Ello abre la posibilidad de
que los nuevos elementos de ADN introducidos en E. coli pudieran dise-
minarse ampliamente entre humanos, bacterias, plantas o poblaciones
animales con efectos que no se podrian predecir.

4Cudl fue el resultado conseguido por el informe Berg? Por lo que se
sabe, sus recomendaciones se cumplieron escrupulosamente en todo el
mundo, hasta que se celebrd, del 24 al 27 de febrero de 1975, la confe-
rencia internacional prevista, en el Centro de Conferencias Asilomar, cer-
ca de Pacific Grove, en California, participando durante los 3’4 dias
de duracién 86 bidlogos americanos y 53 investigadores de otros 15 pai-
ses, que discutieron y revisaron los progresos sobre las técnicas de recom-
binar ADN. Se invit6 también a participar a ciertas personalidades del
campo del Derecho y de la Etica asi como del Gobierno, estando las
reuniones totalmente abiertas a la prensa, que publicé practicamente to-
das las discusiones, sobre todo los aspectos relacionados con las medidas
de seguridad a tomar y los grados de peligro en las experimentaciones.

Las grandes diferencias de opinién entre los participantes no fueron
obstaculo para conseguir unos acuerdos de tipo general tras fructiferas
discusiones, en las que los cientificos americanos fueron los mas activos,
con una casi nula accién por parte de los investigadores rusos, al igual
que el resto de europeos salvo los ingleses, que mostraron un gran interés
en defender sus puntos de vista. En concreto, se pudo deducir de la Con-
ferencia, un documento que ha sido publicado en el mes de junio de 1975
(61), resumiendo las conclusiones adoptadas. Destacaremos en una serie
de apartados los aspectos que creemos mas interesantes de la Conferen-
cia de Asilomar.

(61) “Asilomar Conference on Recombinant DNA Molecules”. P. BERG, D. BaL-
TIMORE, S. BRENNER, R. O. RoBLIN, M. F. SINGER; Nature, 255, 442, 1975.
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1—En primer lugar el convencimiento de los cientificos de que los
nuevos métodos poseen una gran importancia para poder abordar y so-
lucionar importantes problemas médicos y cientificos e incluso tener
grandes repercusiones sobre otros problemas de los que preocupan a la
sociedad, tal como la falta de alimentos suficientes. Existe la creencia,
compartida por todos los investigadores de este campo de la Genética
boiquimica, de que el uso de la metodologia del ADN recombinante re-
volucionara la practica de la Biologia molecular y aunque todavia no hay
aplicaciones practicas de esta nueva técnica, existen muchas razones
para creer que tendra una gran utilidad practica significativa en el futuro.

2.—La diseminacién accidental de algunas de las nuevas combinacio-
nes biolégicas puede presentar un grado variable de riesgo potencial.
Para realizar tales combinaciones se deberd proceder bajo una serie de
precauciones graduales usando al mismo tiempo una serie de barreras fi-
sicas y biolégicas para evitar el escape de cualquier organismo peligroso
y para poder explorar los riesgos verdaderos de la experimentacion, que
posiblemente se demuestre en el futuro que son menos serios y probables
de lo que se sospechaba previamente. Pero las normas de proteccién deben
ser altas en principio e irse modificando posteriormente, conforme vaya
aumentando nuestro conocimiento sobre el tema. En todo caso, es este
uno de los pocos ejemplos de tomar precauciones de seguridad antes, en
lugar de después, de que ocurra el riesgo contra el que se intenta luchar.

3.—Una vez se consideren las normas de seguridad que se sefialan
para los diversos tipos de experimentacién, queda sin efecto la prohibi-
cién de realizar los ensayos de tipo I y tipo II, propuesta previamente
por la carta-informe de Berg. El uso de las barreras fisicas, en los labora-
torios con ciertos riesgos, es un hecho normal, tal se hace de un modo
rutinario en ensayos con isotopos radioactivos o sustancias quimicas pe-
ligrosas. Como novedad se ha introducido el concepto de barrera biolédgi-
ca, buscando usar como material dador del ADN especies modificadas que
sélo se pueden propagar en ciertos huéspedes especializados y en cuanto
a estos huéspedes, normalmente bacterias, se deberan buscar cepas que
sean incapaces de vivir salvo en las condiciones especiales del laboratorio.

4—FE] establecimiento de las barreras biol6gicas evidentemente retra-
sard la investigacién, pero se piensa que en poco tiempo, quizds unos po-
cos meses (37), se habran podido desarrollar variedades de vectores menos
peligrosos, por ejemplo con variantes de bacteriéfago » (que es el mds
usado para las manipulaciones genéticas) que sean incapaces de sobrevi-
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vir a la temperatura del cuerpo humano, o que no pueda desarrollar al-
gunas de las caracteristicas que necesitan para hacerse infecciosos, o que
sean capaces de infectar tan sélo la cepa particular de bacteria modifica-
da usada en la experiencia. Algo semejante cabe esperar con el desarrollo
de mutaciones genéticas sobre E. coli, que hagan que no puedan vivir en
el intestino humano. Las cepas asi resultantes podrian utilizarse con me-
nos peligro potencial y las mutaciones podrian consistir, por ejemplo, en
conseguir variantes incapaces de sintetizar acido diaminopimélico, cons-
tituyente de paredes celulares, por lo cual habria que afiadirlo para que
sobreviviese la bacteria. También podrian obtenerse variedades sensibles
a la temperatura o usar cepas modificadas de Bacillus subtilis, asi como
sus bacteridfagos y plasmidios. En el futuro inmediato se ha de poner un
énfasis especial en investigaciones que nos den conocimientos adecuados
de aspectos que hoy permanecen muy a oscuras tales como: a) supervi-
vencia de cepas de laboratorio de bacterias y bacteriéfagos en los ambien-
tes ecoldgicos del mundo externo al laboratorio; b) influencia de las mo-
léculas recombinantes de ADN sobre el aumento o la disminuciéon de la
supervivencia de sus vectores y huéspedes en la Naturaleza; c) grado de
infectividad de los fagos o bacterias que poseen segmentos de ADN
eucarifticos sobre organismos superiores o sobre la propia infectividad
del ADN.

En todo caso las primeras investigaciones publicadas recientemente
en junio (62, 63) son sdlo relativamente tranquilizadoras en el sentido de
que concentraciones mucho mas altas de E. coli K12 que las que podrian
esperarse que fuesen transmitidas al tracto intestinal de un individuo des-
de un laboratorio de trabajo, no mostraron evidencia de transferencia
importante de plasmidios desde la cepa K12 hasta los E. coli propios del
tracto alimentario y ademas los E. coli K12 sobreviven pocos dias en el
intestino humano y se multiplican muy poco. De todos modos, en otros
casos, hubo algo de transferencia.

5.—Los niveles de riesgo en cuanto a las barreras fisicas necesarias se
establecieron en 4 categorias de riesgos: 1) minimo; 2) bajo; 3) moderado
y 4) alto. El riesgo minimo corresponde a los procedimientos normales de
un Jaboratorio microbiolégico clinico y alli se podrin realizar experien-
cias del tipo de transferir genes entre organismos que de un modo normal
intercambian material genético.

(62) H. W. Smity; Nature, 255, 500, 1975.
(63) E. S. ANpErsoN; Nature, 255, 504, 1975.



Perspectivas de la Genética bioquimica 81

En los laboratorios para trabajos de bajo riesgo se deben tomar ciertas
precauciones adicionales, como tener el acceso limitado en ciertas zonas,
contar con cdmaras biolégicas adecuadas, usar vectores y huéspedes de me-
nor peligro, etc., y se puede abordar la generacién de nuevos biotipos
cuando se estime que el ADN recombinante que resulta no puede alterar
apreciablemente el comportamiento ecoldgico de la especie receptora,
aumentar significativamente su patogenicidad o impedir el tratamiento es-
pecifico de cualquier infeccién resultante. De este modo, en este apartado
de bajo riesgo se podria incluir la insercién de genes de invertebrados, y
de vertebrados de sangria fria, en bacterias.

Para las experiencias de riesgo moderado serdan necesarios controles adi-
cionales tales como gabinetes con vitrinas de flujo laminar, uso de ropa es-
pecial, proteccién con filtros de las lineas de vacio y el mantenimiento de
presion negativa en ciertas areas del laboratorio, todo lo cual podria costar
unos 20.000 8. Como la salvaguarda fisica por si sola no es suficiente se
tendrian que usar vectores y huéspedes debilitados en el sentido de que no
se multipliquen bien fuera del laboratorio y se podrian abordar experien-
cias del tipo de romper y unir ADN de varios virus, unir ADN viral a plas-
midios bacterianos o juntar fragmentos de ADN, de animales de sangre
caliente, a ADN bacteriano.

En cuanto a las experiencias de alto riesgo sélo se realizaron en labo-
ratorios especiales, aislados con cierres de aire, ropa especial protectora,
duchas antes de entrar y salir, sistemas para eliminar las contaminaciones
en el aire, 0 en liquidos y s6lidos de desecho, etc. Se debe comprobar pre-
viamente que los vectores y huéspedes que se usen no pueden crecer fuera
del laboratorio. En estas condiciones se podrian efectuar experiencias del
tipo de fusién de genes a ADN bacteriano, incluso cuando el organismo
resultante pueda producir un agente toxico al huésped, y también se efec-
tuardn en estos laboratorios los trabajos con virus de alto riesgo. En Ingla-
terra se ha inaugurado en mayo Gltimo, un laboratorio de este tipo, en el
Microbiological Research Establishment, en Porton Down, que por ahora
es tnico en Europa, y que se usara también en estudios sobre el virus de
la fiebre de Lassa que hasta la actualidad sélo podia manejarse en los la-
boratorios de la Communicable Diseases Center en Atlanta, Georgia, USA.

Como consecuencia de la Conferencia Asilomar, ciertos ensayos han
quedado por ahora prohibidos, tales como los que pudieran utilizar ADN
derivado de organismos muy patogénicos; ADN conteniendo genes produc-
tores de toxinas y también las experiencias en gran escala, con mis de 10
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litros de volumen de cultivo. Gracias a las discusiones de la Conferencia,
también fue posible clasificar en diferentes grados de riesgo algunas expe-
riencias de gran interés como las que abordan el romper el ADN total de
un organismo superior en fragmentos pequefios que se introducen en bac-
terias, las cuales se hacen crecer en “clones”. El peligro radica en que
uno de los “clones” contenga genes para un virus tumoral que estuviese
reprimido.

¢Cuél ha sido el impacto de la Conferencia Asilomar? En general muy
positivo, incluso entre cientificos tales como los premios Nobel James
Watson (Cold Spring Harbor) y Joshua Lederberg (Stanford University
Medical Center) que se mostraban portavoces del grupo de cientificos mas
jovenes, opuestos a la imposicion de regulaciones demasiado estrictas que
impidiesen el progreso de la genética molecular. En el lado opuesto, sélo
un grupo de cientificos radicales, del movimiento Science for People, han
resaltado el que las personas intresadas no pueden autorrestringirse de un
modo adecuado y se oponen a este tipo de investigacones, de un modo
global.

En otros paises, la situaciéon ha seguido caminos paralelos al de Norte-
américa. En concreto, y referidos a Gran Bretaiia, en julio de 1974 el Bri-
tish Medical Research Council, en una carta confidencial a los directores
de sus laboratorios prohibia las experiencias cuya moratoria se pedia en el
informe Berg. Presidido por lord Ashby, el Advisoy Board for the Research
Councils, emitié un amplio estudio en enero de 1975, adoptando una posi-
ciéon muy flexible tras describir los posibles beneficios y perjuicios de las
investigaciones, llegando a la conclusién de que los primeros superan a los
segundos, por lo cual “estas técnicas, sujetas a rigurosos controles, deben
continuar utilizandose debido a los grandes beneficios a que pueden con-
ducir”. En todo caso, insisten en la necesidad de tales controles tales como:
a) realizacion de estudios epidemioldgicos a las personas que trabajan en
la ingenieria bioquimica de microorganismos; b) alterar la composicién ge-
nética de los microorganismos para que sean menos peligrosos de utilizar;
c) realizar las experiencias mas especiales en laboratorios muy adecuados;
d) posibilidad de la existencia de oficiales de seguridad en los laboratorios
que fuesen encargados de este tipo de controles.

De todos modos la cuestién siguié abierta a discuisones y el 12 y 13 de
julio de 1975, se han reunido en Oxford unos 100 cientificos, junto con re-
presentantes del Research Councils y del Department of Health and Social
Security para discutir la situacién, constatando la existencia de una cierta
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presion piblica contraria a este tipo de experimentacion, que ellos consi-
deran, por otra parte, de gran utilidad, para lo cual debe someterse a un
mayor control. En cualquier caso, el sentir general fue el de apoyar el in-
forme Ashby, aun cuando éste ha provocado algunas reticencias. Asi, a
través de su Unidn, los “technicians” ingleses han expresado su interés por
las cuestiones de seguridad, exponiendo que sus intereses no corren pare-
jos al deseo de los cientificos de avanzar lo mas rapidamente posible. Otro
problema no contemplado en el informe Ashby, es el deseo de la industria
farmacéutica y agricola de pasar de la fase laboratorio a operaciones en
gran escala por lo cual tienen gran interés en que las normas de seguridad
sean vilidas también para ese tipo de operaciones a mayor escala. Un ter-
cer aspecto a tener en cuenta para que el Gobierno inglés pueda dictar
unas normas adecuadas y aceptables, es encontrar un mecanismo para que
se pueda conocer cuales son las verdaderas opiniones de la comunidad so-
bre este problema. El Gobierno britanico discutira y aprobard préxima-
mente un Cddigo de Conducta respecto a este tipo de investigaciones,
creando un servicio de informacién y consejo para que los usen los labora-
torios interesados.

Respecto a Francia, el principal grupo de investigadores es el de Alain
Rambach, Pierre Tiollais y Philippe Kourilsky en el Instituto Pasteur de
Paris, que poseen un laboratorio muy bien equipado y con unas normas de
seguridad muy severas (64). De todos modos han existido ya problemas de
huelgas de personal auxiliar y técnicos que se niegan a que tales experien-
cias se realicen en los laboratorios del Instituto Pasteur y a la construccion
de un laboratorio de alto riesgo. Para someter todos los proyectos de inves-
tigacién a su aprobacion ética se ha constituido una Comision Nacional,
presidida por el profesor Jean Bernard y formada por otros ocho cientificos,
entre los que se encuentran los premios Nobel J. Monod y F. Jacob. Tam-
bién existird otra Comisién de caricter mas técnico, que asistird a la pri-
mera, y entre cuyos cometidos esta el de precisar las condiciones de traba-
jo necesarias para realizar las manipulaciones genéticas permitidas en la
actualidad. En agosto de 1975, el llamado “Groupe Information Biologie”,
mediante una carta enviada a ciertas revistas cientificas criticaban las ex-
periencias francesas sobre manipulacién genética, pidiendo su suspensién,
lo cual ha provocado la respuesta autorizada de algunos Organismos y de
ciertos notables cientificos a fin de asegurar que se esta trabajando con los
controles adecuados. De todos modos, hemos de constatar la existencia de
una polémica bastante viva en Francia, respecto a este tema.

(64) P. LamBeERT; La Recherche, 6, 476, 1975,
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En cuanto a la Organizacién Mundial de la Salud, su director general
Halfdan Mabhler, ha publicado en julio de 1975, las recomendaciones que
le han hecho su Advisory Council on Medical Research (ACMR) que ha
considerado el tema como muy importante en la agenda de este afio (65).
Los cuatro puntos que se pueden resaltar son los siguientes: En primer lu-
gar una nota positiva y optimista recordando que “la continuacién, bajo
controles adecuados, de la investigacién microbioldgica, incluyendo los es-
tudios y manipulaciones genéticas y de fusién de células, es de la maxima
importancia para el progreso de la Medicina y de la Salud Pablica”. En se-
gundo lugar, se establece que la OMS ha de jugar un papel principal a ni-
vel internacional para tener informados a la comunidad cientifica, a los
gobiernos y al piblico de los desarrollos obtenidos en este campo de inves-
tigaciones y de los peligros implicitos que acarrean. En tercer lugar, la pe-
ticién de que se de prioridad a las investigaciones que permitan desarrollar
biomateriales mas seguros y la evolucion de las técnicas que hagan redu-
cir los riesgos del trabajo. En cuarto lugar, la afirmaciéon de que la OMS
coordinara sus actividades sobre la materia, actualmente diseminadas en
varios departamentos, estableciéndose la Organizacién como un foco inter-
nacional de informacién y su diseminacion, para lo cual se designaran cen-
tros colaboradores y se favorecera el entrenamiento y las relaciones entre
diversos paises.

CONCLUSION

Hemos considerado las posibilidades futuras y los riesgos que se pue-
den originar con el desarrollo previsible de la genética molecular en un
futuro mas o menos préximo y nos hemos detenido con mas atencién en
la serie de discusiones, conferencias, normas, etc. que en el dltimo afio
se han venido dando dentro del campo particular de las moléculas re-
combinantes de ADN, como consecuencia inmediata de la preocupacién
de los cientificos por la transcendencia social y ética de sus investiga-
ciones. ¢Podriamos exponer una perspectiva general sobre la situacion
actual y su futuro?

Siguiendo las consideraciones del premio Nobel Arthur Korn-
berg (66, 2) y otros cientificos preocupados por el tema (67), se ha de

(65) Nature; 256, 450, 1975.

(66) A. KORNBERG; Prism., 1, 12, 1973.

(67) A. Heriman, M. OxmaN, R. PoLrLAcKk en “Biohazards in Biological Re-
search”, CSHL, 1973.
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sefialar que la ciencia basica posee una responsabilidad social que pide

una respuesta clara, fuerte y meditada de la comunidad cientifica a fin
de tener bien informada al resto de la poblacién.

Todo conocimiento posee una potencialidad para lo bueno y para lo
malo y basta con considerar que los descubrimientos del fuego, de los
explosivos e incluso de las mas benignas medicinas han ocasionado con-
fort, pero también tragedias. Siempre existe un componente de riesgo
que se puede minimizar, pero no anular. Como ejemplos baste considerar
que desde su amplia distribucién por los afios 50, la vacuna de la polio
ha sido recibida por millones de personas y ha sido de gran utilidad. Sin
embargo también ha ocasionado algunas muertes en personas inoculadas
con ella y ahora también se sabe que al principio estaba contaminada
con el virus de mono SV40 que ocasiona tumores en hamster. La vacuna
contra la viruela se utiliz6 durante afios en gran escala como rutina pro-
filactica antes de demostrarse que su uso de este modo era mdas perjudi-
cial que beneficioso.

En la actualidad, dice Kornberg que podriamos denominar a la Medi-
cina como “Ingenieria bioldgica” pensando que consiste en la aplicacién
de la biologia y de la bioquimica a los problemas de las enfermedades
humanas y pocas objecciones solemos hacer a las pricticas de nuestros
“ingenieros bioldgicos”, los médicos y cirujanos, a pesar de que ciertos
tratamientos médicos usuales poseen riesgos bien manifiestos. Por ello,
parece algo absurdo que la posibilidad de tratar enfermedades ocasio-
nadas por genes defectuosos o inexistentes, cause en ciertos ambientes un
sentimiento de repulsa pensando en efectos adversos cuya posibilidad es
aun remota. No podemos negar que el cientifico tiene que sentir una ne-
cesidad urgente en curar el defecto genético de la diabetes con una ilu-
s‘6n mayor que el intentar paliarla con tratamientos sin fin a base de
insulina.

Desde luego es indudable que los avances en la genética quimica o
molecular pudiera hacer concebible €l que en el futuro un tirano crease
una raza de robots, pero ello no nos puede apartar de la existencia de
otros problemas actuales, como la plaga de enfermedades genéticas, que
podrian verse solucionadas con los avances en este campo. Por otra parte
la humanidad est4 ya acostumbrada a vivir rodeada de otros riesgos maés
reales y no menos terribles: armas atémicas y bioldgicas; degradacién
del medio ambiente; superpoblacién y falta de recursos, etc.
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Al intentar rebatir las exageraciones de los que solo ven peligros, se
puede caer en el extremo opuesto de creer tener a la vista dramdticas so-
luciones a problemas graves. La cura de las enfermedades genéticas por
reemplazamiento de genes, hoy dia no se puede predecir cuando podra
ser una realidad, si llega a serlo, mientras que otras posibilidades se ofre-
cen como alternativas atractivas y de aplicacién mas directa, Asi el conse-
jo genético y la deteccién prenatal pueden evitar muchas de ellas, e in-
cluso algunos defectos genéticos se pueden aliviar por trasplantes ade-
cuados.

Es en la Agricultura y en la Veterinaria donde quizds puedan ser de
una mayor utilidad inmediata los conocimientos que se deduzcan de la
genética molecular, permitiendo alterar las actuales perspectivas pesimis-
tas de que el suministro de alimentos es cada vez mis inadecuado para
una humanidad que crece demasiado rdpidamente. Cabe esperar que se
desarrollen, como consecuencia de los avances genéticos, tipos de semi-
llas superiores, plantas resistentes a la sequia y a la enfermedad y plantas
que fijen nitrégeno sin necesidad de utilizar los fertilizantes nitrogena-
dos mas caros, asi como el control genético preciso de la reproduccién
animal puede también, dentro del campo veterinario, ayudar a solucio-
nar el problema de las cada dia mayores necesidades de proteinas.

Todos estos son proyectos con una base realista y sobre los cuales se
empiezan a dar los primeros pasos.

Por dltimo permitinseme dos consideraciones, una econdémica y otra
académica. Las investigaciones sobre Ciencias biomédicas poseen una
gran trascendencia para el presente y para el futuro y sus frutos han sido
excitantes y productivos durante los tltimos afios.

La consideracién econdmica (68) consiste en resaltar que, con datos
de los EE. UU. que superan al resto de los paises del mundo en este
aspecto, mientras que las industrias basadas en la Ciencia y la Tecnolo-
gia gastan del 8 al 15% de sus ingresos en investigacién y desarrollo, la
“industria de la salud” gastaba antes de 1950 tan sélo el 1% de sus gastos
en investigacién y desarrollo e incluso ahora el porcentaje no sube
del 4 %. Cabe imaginar lo que sucederia en el mundo si los gobiernos de
los paises, a la vista de la rentabilidad, al menos social, de este tipo de
investigacion, decidiesen invertir cantidades suficientes para alcanzar

(68) D. R. CHALLONER, Science, 186, 27, 1974,
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esos porcentajes. No s6lo la Medicina sino en general todas las Ciencias
sufrirfan una auténtica revolucién en cuanto a logros y metas alcanzadas.

La consideracion académica consiste en sefialar que, como he cuida-
do de resaltar, casi toda la investigacion importante sobre genética bio-
quimica se ha realizado en Universidades, como consecuencia de progra-
mas que originariamente eran de investigacion basica. Con los medios de
nuestra nacién no podemos esperar que nuestras Universidades posean
los recursos de las Universidades americanas, pero si debemos luchar in-
cansablemente para que la llama de la investigacién no se extinga como
consecuencia de una interpretacion de la Universidad como Centro do-
cente y casi nada mas. Evidentemente la Universidad espafiola debe en-
sefiar pero sin hacer Ciencia ella misma, su ensefianza, cada vez mas ma-
sificada, serd un engafio tanto para los alumnos como para los profesores.

Pienso, por tanto, que debemos resistir con todos nuestros esfuerzos a
ciertas presiones de la sociedad que pide tan solo titulos a nuestros cen-
tros universitarios y debemos resistir también a las interpretaciones, in-
cluso de la propia administracién, que respecto al profesorado piensa a
menudo s6lo en horas docentes y se olvida del resto de la labor universi-
taria, lo que podria llegar a producir, incluso la muerte iatrogénica de la
Universidad espaiiola.




José Antonio Lozano Teruel

Tabla 1.—Enfermedades congénitas que se pueden detectar
prenatalmente por amniocentesis.

ASOCIADAS A RETARDO MENTAL

Desorden

Problema metabdlico

Anormalidades cromosdémicas (sindro-
me de Down, sindrome de Turner,
XYY, etc.).

Aciduria arginosuccinica.

Citrulemia.

Fucosidosis.

Galactosemia.

Enfermedad de Gaucher:
Tipo infantil.
Tipo adulto.

Gangliosidosis generalizada.
Gangliosidosis juvenil GM,.
Gangliosidosis juvenil GM,.

Enfermedad almacenamiento de glu-
codgeno tipo 2.

Enfermedad de Hunter.

Enfermedad de Hurler.

Enfermedad celular L.

Acidemia isovalérica.

Exceso o deficiencia de informacion
genética {ofal.

Arginosuccinasa.
Arginosuccinasa sintetasa.
Alfa-fucosidasa.

Galactosa: 1-fosfato uridil transferasa.

Ausencia de cerebrosidasa.
Deficiencia de cerebrosidasa.

Ausencia de beta-galactosidasa.
Deficiencia de beta-galactosidasa.

Deficiencia de hexosaminidasa A.

Alfa-1,4 glucosidasa.

Incremento de sulfato de heparitina
en liquido amniético.

Incremento de sulfato de heparitina
en liquido amnidtico.

Multiples hidrolasas lisosomales.

Isovaleril CoA dehidrogenasa.
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Sindrorme Lesch-Nyhan.

Mal de oring con olor a jarabe de
arce.

Leucodistrofia metacromatica:
Tipo infantil retardado.
Tipos juvenil y adulto.

Acidemia metilmalénica.

Enfermedad de Niemann-Pick.
Enfermedad de Refsum.
Enfermedad de Sandhoff.

Enfermedad de Sanfilippo.

Enfermedad de Tay-Sachs.

Enfermedad de Wolman.

39

Hipoxantina-guanina-fosforibosa trans-
ferasa.

Alfa-ceto isocaproato decarboxilasa.

Ausencia de arilsulfatasa A.
Deficiencig de arilsulfatasa A.

Metilmalonil CoA Carbonil mutasa.
Esfingomielinasa.

Acido fitdnico alfa-oxidasa.
Hexosaminidasg A y B.

Incremento de sulfato de heparitina
en liquido amniético.

Hexosaminidasa A.

Lipasa acida.

ASOCIADAS POSIBLEMENTE A RETARDO MENTAL

Cistationuria.

Homocistinuria.

Cistationasa.

Cistationina sintetasa.

NO ASOCIADAS CON RETARDO MENTAL

Sindrome adrenogenital.

Cistinosis.
Enfermedad de Fabry.
Hipervalinemia.

Aciduria orética.

Incremento de corticoesteroides en li-
quido amnidtico.

Incremento de cistina celular.
Alfa-galactosidasa.
Valina transaminasa.

Forforilasa orotidilica y decarboxilasa
orotidilica.





