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64.1. La genética molecular

Como es sabido los &cidos nucléicos son los portadores de toda la informacion biolégica, es decir, de
como son y de como seran las caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas del ser vivo, también a nivel

celular y molecular. Estainformacion se transmite de generacién en generacion através del ADN (algunos
virus utilizan ARN), por lo que éste es €l portador del mensaje genético.

Es evidente que el estudio de estas biomoléculasy su comportamiento, ha constituido y constituye una de
las vias de investigacién mas importante dentro de la Biologia. Nosotros haremos, en este apartado, un
resumen de los hitos fundamentales en esta via de investigacién, renunciando a profundizar el cuestiones
como laduplicacién de ADN, latranscripcion y latraduccion (biosintesis de proteinas) por considerar que
su estudio corresponde alostemas 24 y 25 del presente temario.

La presenciadel ADN en el nicleo y en los cromosomas dio lugar a las sospechas de que |a informacién
genética estaba en esa molécula o en las proteinas que también habia en los cromosomas. Dado que las
proteinas eran siempre las mismas en las distintas especies, se suponia que el ADN era el portador del
mensaje genético. Otros aspectos que hicieron sospechar 1o mismo fueron:

Lacantidad de ADN en las células de individuos de |a misma especie es constante.

Aungue con alguna excepcién, cuanto mas compl eja es una especie, mayor cantidad de ADN contiene.
La luz UV de 260 nm, que es la mas absorbida por € ADN, es igualmente la que provoca mas
mutaciones.

La prueba definitiva la aportaron Avery, McLeod y McCarty en 1944, al investigar las transformaciones
bacterianas que fueron observadas por Griffith en 1928 (un neumococo denominado Diplococcus
pneumoniae). Demostraron experimental mente que solo | os extractos de bacterias S muertas que contenian
ADN eran capaces de infectar; luego € ADN era la molécula portadora de la informacién bioldgicaya
gue, a65 °C, los enzimas se desnaturalizan.

64.1.1. Breve resefa histdrica sobre los mecanismos de la
duplicacion del ADN

La estructura propuesta por Watson y Crick parael ADN bacteriano sugiere de inmediato un modelo de
replicacion en el que ‘cada cadena sirve de "molde” para la sintesis de una cadena complementaria
(replicacion semiconservativa). Diversas pruebas experimentales apoyan la validez de este modelo tanto
para el cromosoma bacteriano de E. coli (experimento de Meselson y Stahl, y de Cairns) como para el de
eucariontes (experimento de Taylor).

En 1955, Severo Ochoa y Grumberg-Manago aislaron la enzima "polinucledtido fosforilasa', capaz de
sintetizar ARNm sin necesidad de modelo y a partir de cualquier tipo de nucleétidos que hubiera en €l
medio.

El mecanismo de cémo a a partir de una hebra de ADN se iba sintetizando sobre ella la nueva hebra
complementarias y qué enzima regulaba este proceso fue estudiado por Kornberg (1956), discipulo de
Severo Ochoa. Aislé la ADN-polimerasay procedié a sintetizar ADN "in vitro" a partir de dATP, dTTP,
dGTP, dCTP, Mg® y un ADN que sirve de cebador. Asi concluy6 que la sintesis solo tiene lugar en
direccion 5® 3', es decir, unian los nuevos nucledtidos sdlo a extremo 3' del ADN ya formado (la nueva
hebra era antiparalelay complementaria).

En 1961, Niremberg usando aminoécidos marcados con C*, Leder y Khorama, acabaron por deducir la
clave genética y confirmaron que la colinearidad (Crick 1953) debia establecerse entre los tripletes de
nucledtidos y los aminoécidos.

Cairs (1963) observo la duplicacion del ADN de E. coli en un medio con timina marcada con tritio (H®).
Ratifico la teoria semiconservativa y descubrié la existencia de un punto concreto como origen de la
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replicacién del ADN bacteriano y, errébneamente, se dedujo que la duplicacion erabidireccional con o que,
en contrade lo que Kornberg dedujo, la ADN-polimerasa también deberia copiar en direccion 3'® 5, lo cual
eraimposible.

La solucion al dilema fue el descubrimiento de los fragmentos de Okazaki (1968). Se trata de unos
fragmentos constituidos por unos 50 nucledtidos de ARN y unos 1000 6 2000 nucledtidos de ADN. Estos
fragmentos se sintetizan por la ARN-polimerasa y por la ADN-polimerasa en direccion 5° ® 3' sobre
diferentes regiones de la hebra patrén (crecimiento discontinuo), pudiendo dar la sensacién de que la
nueva hebra de ADN crece en direccion 3'® 5, al igual que, en la puerta de un cine, la acumulacion de
personas caminando hacia adelante en filaindiaforman unacola que crece hacia atras.

64.1.2. La regulacion del mensaje genético. El modelo
Operdn

Las células no estan sintetizando constantemente todos los tipos de proteinas sobre los cuales tienen
informacion. Si asi fuera, se produciria un caos metabdlico. Es evidente, pues, que debe existir un sistema
de regulacién. Como la cantidad de proteinas sintetizadas depende directamente de la cantidad de ARNm

presente en el citoplasma, y como la vida media se éste es muy corta (minutos), la cantidad de ARNm

sintetizado regulalos nivel es enzimaticos del medio. Es, pues, suficiente regular la sintesis de ARNm.

Esto depende, en los procariontes, del sustrato disponible 'y en las células eucariotas de los organismos
pluricelulares, del ambiente hormonal del medio interno. Fue en bacterias donde se descubrié el modelo de
control negativo o del operdny del control positivo o por AMP-ciclico (AMPc).

El modelo oper én.

El descubrimiento de cémo se controla la sintesis de ARNm se inici6 a partir del 1lamado "efecto glucosa’
observado por J. Monod (1947). Si aun medio de cultivo bacteriano con E. coli y lactosa se afiade glucosa,
€l nivel delaenzima [3-gal actosi dasa disminuye sensiblemente (de 5000 a 5 moléculas por célula).

Esta disminucion es [6gica, puesto que para conseguir glucosa no hace falta desdoblar la lactosa (proceso
catalizado por la B-galactosidasa). Las enzimas solo aparecen cuando se necesitan, degradandose
después.

Posteriormente (afios 50), Jacob y Monod, trabagjando con E. coli, descubrieron que, en experimento
anterior, eran tres los enzimas que intervenian: la 3galactosidasa, la Rgalactésido permeasa y la 3
galactosido transacetilasa. De este hecho se concluye que el sustrato (glucosa) no sélo reprimia una
enzima, sino todo el conjunto de enzimas que intervienen en una mismavia metabdlica.

En 1961, Jacob'y Monod propusieron un modelo denominado operén que explica como se efectla el
control de labiosintesis proteica. En este modelo se diferencian dos tipos de genes: los estructurales y 10s
reguladores. Los estructurales son los que codifican las proteinas estructurales y las enzimaticas. Los
reguladores son los gque codifican las proteinas cuya mision es controlar la actividad de los genes
estructurales (proteinas repr esor es).

En el operén lac delaE. coli hay un solo gen regulador y tresestructurales. Estos se hallan contiguosy se
transcriben todos alavez. Junto a primer gen estructural que transcribe hay dos zonas especificas: lazona
promotor , donde se fijala ARN-polimerasa, y lazona operador , que es donde sefijael represor.

[ TTTe[ Tol T T Tz T T v - [

i = gen regulador del operén; P = zona promotor; O = zona operador; Z = gen estructural de la
galactosidasa, Y = idem. de lapermeasa; a= idem. de latransacetilasa
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En el operdn lac, el represor producido por el gen i se asocia al operador eimpide que la ARN-polimerasa,
gue esta en el promotor, transcriba los genes estructurales. Este operén funciona segun la denominada

induccion enziméatica, ya que existen unas moléculas denominadas inductores (la lactosa en este
caso), que, al asociarse a los represores, alteran su estructura. Por 1o que pierden afinidad por la zona
operador y la ARN-polimerasa, al no encontrar obstaculo para su actuacién, transcribe los genes
estructurales.

Otros operones funcionan segin la denominada r presion enzimatica. Por ejemplo, el operén hisdela
E. coli (responsable de la sintesis de histidina). Si al medio se le afade histidina, desaparecen todas las
enzimas necesarias para su sintesis. También se la llama "represién por el producto final". En €lla, €
represor en estado normal es inactivo; pero, si aparece otra molécula especifica (correpresor), en este caso
la histidina, el represor se activay el complejo represor-correpresor se fija sobre la zona promotor y
reprime la sintesis enzimética.

Control de la biosintesis protéca por e AMP ciclico. Ademas del control de la biosintesis a cargo del
operon, se ha descrito este otro tipo de regulacion, que esta situado en la cara interna de la membrana
citoplasmética. EIl AMPc seformaapartir del ATP por el enzimaadenilato ciclasa.

ATP %%® 35 % AMPC + PPi

El AMPc para actuar necesita el concurso de la proteina llama CAP (proteina activadora del catabolito). El
complejo CAP-AMPc tiene una gran afinidad por una zona que hay en el promotor, cercadel geniy ala
izquierda del lugar donde se sittia la ARN-polimerasa. Parece ser que, sin su presencia la enzima tiene
grandes dificultades para asociarse a su lugar en laregién promotor.

Se ha comprobado que €l nivel de AMPc disminuye cuando aumenta el nivel de glucosaen lacélula. Asi,
a aumentar la glucosa disminuye el AMPc lo que dificultala actividad de la ARN-polimerasay se dejan de
sintetizar |0s enzimas necesarios para metabolizar lalactosa.

64.1.3. El ADN de los eucariontes

En los procariontes, el ADN contiene una copia de cada gen y éste esta todo él seguido, es decir, sin
intrones. Ademas, no hay apenas ADN silencioso (gque ho se transcribe). En los eucariontes, en cambio, la
situacion es totalmente al revés. A pesar de tener 1000 veces mas ADN que |os procariontes, sélo un 10 %
de él son genes o elementos de control. Los intrones pueden aumentar incluso 10 veces la secuencia
codificante. Existen especies proximas que tienen incluso seis veces mas ADN que otras, y hay secuencias
de nucledtidos que se encuentran varias veces repetidas. Se distinguen trestipos de ADN:

a) ADN altamente repetitivo o ADN satélite. Supone un 10 % del total, aunque puede llegar al 50 %. Son
cortas secuencias entre 10 y 20 pares de bases (pb) que se disponen en tandem y que llegan arepetirse
de 10° a 10° veces. Se sittian en |as zonas de heterocromatina constitutiva (centrémero y telémero), que
son zonas genéticamente inactivas (no transcriben nunca). Puede que su Unica funcion sea mecanica,
como es el apareamiento'y |la segregacion de los cromosomas durante lamitosisy lameiosis.

b) ADN moderadamente repetitivo. Es el 20 % del total. Son secuencias que oscilan entre los 300 pb y los
5600 pb, existiendo varias familias de secuencias de un mismo genoma. El n° de copias osdlaentre 10 a
més de 1000 veces, |legando aveces a 10°. No ocupa unos cuantos puntos concretos en el cromosoma,
sino que esta intercalado en todo el genoma. Comprende los genes que codifican histonas, ARNr,
ARNTt y secuencias de funcion desconocida (familia de secuencias Alu en los humanos).

c) ADN repetitivo o simple. Es el 70 % del total. Contiene la mayor parte de la informacién que pasa a
ARNmM y da lugar a las proteinas y a ADN que esta intercalado y que no se transcribe (ADN
espaciador). Entre los genes se distinguen los de copia Unica en el genomay |los genes duplicados que
pueden estar representados por varias copias. Estas no siempre son iguales, sino que presentan
pequefias variaciones y dan lugar a proteinas mas o menos aptas segiin sea el ambiente, €l tejido que
se considere, etc. En ocasiones son inservibles y no se transcriben nunca (pseudogenes).
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Se ha sugerido que el origen de muchas secuencias altamente repetitivas serian virus o elementos
transponibles (transponsones)’ que se han ido multiplicando dentro del ADN de la célula huésped, gracias
a su alta capacidad de difusion y a minimo perjuicio que producen, evitando asi el efecto de la seleccion
contraellas (ADN egoista).

64.1.4. El control de la expresion génica en eucariontes

Las células de los organismos eucariéticos pluricelulares con tejidos diferenciados responde sobre todo a
las variaciones del medio interno. En ellos las hormonas provocan respuestas similares a las que €l

sustrato provoca en las bacterias. Aunque todas las células ienen e mismo ADN, no en todas se
manifiesta la misma informacién. Por eemplo, los genes de la hemoglobina sélo se expresan en los
eritrocitos, los de la melanina en las células epidérmicas, etc. Los segmentos de ADN que se encuentran
muy condensados no se expresan, mientras que |os que estan extendidos, incluso sin formar nucleosomas
y facilitando la accién de la ARN-polimerasa, seran los que se transcriban. Segun |as zonas que queden
condensadas aparece, durante el desarrollo embrionario, la diferenciacion celular 'y con ella la
organogénesis del embridn. Segin el tipo de célula habra unos receptores de membrana u otros'y, por
tanto, sélo seran células diana respecto a unas determinadas hormonas. El control de la expresiéon génica
debido a la hormona difiere segiin se trate de hormonas lipidicas (penetran en las células 'y se unen a
proteinas receptoras intracelulares formando el complejo HR) o protéicas (desencadenan la sintesis de
AMPc).

Tanto el complejo H-R como el AMPc actlian, en el nucleo, de forma similar, ya que ponen en marcha la
transcripcién de determinados genes. Por ejempl o, las hormonas anabolizantes (lipidicas) desencadenan la
sintesis de proteinas musculares.

A) Control genético del desarrollo

En un principio se pensd que el desarrollo podria tener lugar por medio de cambios permanentes en los
cromosomas. Mediante la técnica del trasplante celular (introducir nlcleos de células diferenciadas en
huevos a punto de iniciar el desarrollo, previamente enucleados), demuestra que €l nucleo transplantado
puede llevar a cabo un desarrollo normal, lo que demuestra, a su vez, que el desarrollo no tiene lugar por
una diferenciacién cromosomica permanente. Es decir, €l nuicleo estotipotente: cual quier niicleo puede dar
alugar acuaquier tipo de células.

Mediante diversos estudios (sapos africanos del género Xenopus, Drosophila, el nematodo
Caenorhabditis elegans), queda demostrado que la diferenciacion celular puede y tiene lugar sin casi

ningun cambio permanente en el material genético. Las formacién de los distintos 6rganos a partir de las
capas embrionarias no sigue un patrén invariable (por ejemplo, se pueden formar células nerviosas a partir
del mesodermo y no sélo del ectodermo). La mayoria de las veces, las células siguen un patrén

relativamente fijo durante su desarrollo, aunque algunas células pueden responder a cambios en su
ambiente alterando su destino en el desarrollo. Las células de eucariotas superiores pueden tener mas
flexibilidad ala hora de determinar su destino.

Se extiende cada vez mas laidea de que uno o pocos genes controlen la expresion de otros muchos genes
durante el desarrollo embrionario. Son los genes homedticos, cuya mutacion haria que un tipo celular
siguiera un patron de desarrollo caracteristico de otros tipos celulares. Se han encontrado la caja
homedtica® en genes de plantas, levaduras, erizos de mar, ranas y seres humanos. El alto grado de
conservacion de esta secuencia, entre organismos muy distintos, sugiere que esta secuencia es esencial

para €l funcionamiento de los genes homedticos y que el mecanismo surgié tempranamente en la
evolucion. .

B) Control genético delatranscripcion

regiones del genoma que se pueden desplazar de un sitio a otro. En algunos casos los elementos
transponibles se mueven, en otros se inserta una copia en un lugar nuevo mientras que en el original se
mantiene en el lugar de insercion original

2| amismasecuencia, de unos 180 pares de bases, en distintos genes homeéticos.
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Se cree que la expresion génica en eucariotas esta controlada probablemente a nivel de la transcripcién,
como en procariotas y bacteri6fagos. La metilacion, por ejemplo, se cree que puede ser uno de los
mecanismos que afectan al control de la transcripcion. Hay evidencias, no obstante, de que la metilacién
puede no ser la Uinica base de control de |a expresi6n génica en eucariotas.

Si una secuencia concreta de ADN esta metilada puede presentar proteccion contra las endonucleasas de
restriccion (ver pagina siguiente, 64.2.1. Clonacion del ADN). En la mayoria de los organismos eucariotas
un pequefio porcentaje de | os residuos citosina estan metilados, principal mente en secuencias de CG.

El grado de metilacion del ADN esta relacionado con su estado respecto a la transcripcion. Genes que
estan inactivados en un tipo celular pero activados en otro, o genes que estan inactivados en una etapa
del desarrollo pero activados en otra, normalmente estan menos metilados cuando estan activados y
totalmente metilados cuando estan inactivados. Productos que impiden la metilacion con frecuencia
activan genes que se encontraban inactivados. Se puede demostrar que los genes activados no tienen
metiladas las citosinas que habian estado previamente metiladas.

El descubrimiento del ADN Z (Ver tema 25, pagina 4) ha generado, recientemente, un mayor interés por €l
papel de la metilacién en el control de la expresion génica ya que el ADN Z se puede estabilizar por
metilacién. Esta observacion ha dado lugar a un modelo de regulacion de transcripcion basado en las
estructuras alternativas del ADN. Existen secuencias (como las repeticiones CG) que podrian tener forma
de ADN Z pero que se presentan como ADN B cuando se estén transcribiendo. Si se ha de reprimir un
gen, las secuencias CG se convierten en AD Z estable, por metilacién, y entonces se bloquea la
transcripcion.

También se ha sugerido que la metilacion podria controlar laformacion de nucleosomas. Se podria prevenir
la formacién de nucleosomas en las regiones que van a ser.transcritas y quizas este control se gjerza a
través de lametilacion.

Hay algunas evidencias del control de la expresion génica en eucariotas mediante transponsones Aunque
parece gque tiene un efecto disruptivo y aleatorio en los procesos de desarrol 0.

Las inmunoglobulinas (ver tema 62, pagina 8 ) no estan formadas por genes individuales sino por trozos
recombinados de distintos genes. El genoma humana puede formar hasta 10° anticuerpos distintos. Los
receptores de los linfocitos T y los productos del complejo principal de histocompatibilidad son otros
componentes genéticos variables del sistemainmune humano.

64.2. Laingenieria genética y sus aplicaciones. (Consultar en
el Tema 46, el-apartado 46.5)

Hasta el presente, para mejorar la utilizacion de las células vivas en investigaciones o en la industria los
investigadores debian contentarse con seleccionar las mejores especiesy las mejores variedades. Hoy es
posible lafabricacion avoluntad de célul as adaptadas a los deseos del hombre.

L a biotecnologia utiliza un conjunto de técnicas que resultan, bien de la modernizacion de las tecnol ogias
clasicas, como la fermentacidn y la ingenieria enzimética, bien de innovaciones tecnol gicas recientes,

como laingenieriagenéticay lafusion de células en cultivos"in vitro".

En esta actividad intervienen cuatro competencias: procesos de fermentacion, enzimologia e ingenieria
enzimatica, ingenieriagenéticay fusion celular.

Por su parte, los aspectos econdmicos implicados son mdltiples: sanidad e industria farmaceltica,
industria agricola, agroalimentaria, utilizacion de biomasa para la obtencién de energia, agronomia,
depuracién y proteccion del medio ambiente, extraccion minera, etc. La atencion de los cientificos,

industriales y del capital se inclina, fundamentaimente, por tres sectores. sanidad, produccién de
carburantesy laindustria agroalimentaria.

Desde mediados de los afios 70, el campo de la genética molecular ha experimentado un gran crecimiento,
no solo para los genéticos sino también para médicos, agrénomos, zodlogos, inversores y publico en
general. Desde el punto de vista de los médicos clinicos e investigadores, se han puesto a su disposicién
nuevos métodos para el tratamiento de enfermedades. Los agrénomos ven la posibilidad de aumentar el
rendimiento de los cultivos, y los zootécnicos de hacer o mismo con la produccién de alimentos a partir de
animales domésticos.
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L as nuevas técnicas de manipulacién del ADN, centradas en el aislamiento, amplificacion, secuenciacion y
expresion de genes estan basadas en la insercion de un determinado fragmento de ADN en un vector
(plésmido o fago). Un plasmido se introduce en una célula huésped, procaridtica o eucaridtica, la cual se
reproduce (produciendo un clon) y el vector con su fragmento de ADN foraneo también se replica. Un
fago simplemente se multiplica en las células huésped. En ambos casos el gen foraneo resulta amplificado
en numero. Puede ser también expresado (transcrito y traducido a proteina) cuando esta en un plasmido
gue se ha introducido en una célula huésped (se usa mucho como célula huésped la E. Coli) Después de
su amplificacion, se puede purificar el ADN foraneo y determinar su secuencia de nucleétidos. Cuando se
expresa, se pueden obtener grandes cantidades de su producto génico.

La nueva tecnologia se conoce con diversos nombres como clonacion génica, tecnologia del ADN
recombinante o ingenier ia genética.

La ingenieria genética, por tanto, consiste en modificar el patrimonio hereditario de un organismo
introduciendo en su haber genético uno o varios genes pertenecientes a un organismo de una especie
distinta. El proceso se puede utilizar tanto con bacterias como con células animales o vegetales.

64.2.1. Clonacion del ADN

En 1978 se concedi6 el Premio Nobel de Fisiologiay Medicina a Arber, Smith y Nathans) por su trabajo

pionero en el estudio de las endonucleasas de restriccion (enzimas de restriccion). Se trata de enzimas

gue emplean las bacterias para destruir el ADN foraneo, generalmente de virus. Estos enzimas reconocen

ciertas secuencias de nucledtidos que se encuentran en el ADN foraneo, generalmente entre 4 y 10 pb, y

cortan el ADN en todos |os puntos que contengan esta secuencia especifica
-

ADHN humano

Una enzima de restriccion (7 ) siempre rompe una secuencia de
nucledtidos en el mismo lugar (en este g emplo), entre la Timinay la
Guaninaen lasecuencia palindrémicaTGTTCA.

La misma secuencia’ puede aparecer en el ADN de muchos

organismos, 0 muchas veces en una cadenade ADN. Un plasmido es una molécula
circular adicina de ADN quese

encuentra casi en todos |os tipos
de bacterias (ver tema 32)

Plasmido

Aunque se conocen tres tipos de endonucleasas de restriccion (1, 11 y I11), s6lo es Gtil paralaclonacién de
genes la || (reconoce puntos especificos’ y cortan por esos puntos). La célula huésped protege su propio
ADN del ataque de sus propias endonucleasas metilando esas regiones.

Una molécula de ADN circular cortada por un enzima de restriccion especifico se puede recirculizar si es
cortada por un solo lugar o dos moléculas diferentes con los mimos extremos libres se pueden reasociar
paraformar moléculas hibridas. S6lo se necesitalaaccion de unaligasa para producir moléculas completas.
Hoy es factible unir, in vitro, segmentos de ADN de distinta procedencia. Se usa la misma endonucleasa
de restriccion para cortar los ADN de un plasmido y de otro fordneo. En algunos casos los extremos

% |os sitios reconocidos son repeticiones invertidas (tienen un eje de simetria) por ejemplo, un tipo de
endonucleasa reconoce |a secuencia.

5-GGA TCC3 Al leer a partir del centro encontramos AGG en las dos cadenas. La secuencia, en
3 -CCT AGGYH cierto sentido es un palindrome (seleeigual en cualquier direccién).
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cortados se uniran para formar un plasmido con fragmento de ADN foraneo. Laligasa sellala“mella’. El
plasmido hibrido puede ser transferido aunacélula.
Para que la clonacién sea eficaz:
- El sitio de corte del plasmido no debe estar en unaregién esencial, si no el plasmido quedarainutilizado
en el proceso.
El ADN foréaneo que se va a fusionar con el plasmido vector debe ser una unidad funcional (un gen
completo o unaregion de interés intacta).
Laendonucleasa debe cortar €l plasmido solo por un punto. De no ser asi quedaria fragmentado.

Unadesventaja de la clonacion con plasmidos normales de E. Coli es que son inestables si el ADN foraneo
es muy largo (més de 15 kb), yaque el plasmido tiende a perder selectivamente partes del clon conforme se
replica. Por esa razén |os genéticos empezaron a usar €l fago | como vector (pueden mantener hasta 24 kb
de ADN foraneo).

Este procedimiento de clonacién puede dar tres tipos de productos: vectores con ADN foraneo apropiado;
vectores con ADN foraneo no apropiado, y “basura’ que incluye a vectores no cortados y fragmentos de
vectores. Distintos métodos permiten seleccionar adecuadamente | os vectores hibridos.

Con € fin de clonar un determinado gen (o segmento de ADN) el cientifico debe disponer de un fragmento
de ADN bicatenario que contenga este gen. Hay muchas maneras de obtener este ADN, pero la mayoria
suponen laformacién o €l aislamiento de un ARNmM monocatenario que, por retrotranscripcion (mediante la
transcriptasa inversa), se convierte en un ADN bicatenario. El problema se reduce a la obtencion del
ARNm.
- Se puede aislar directamente, si la célula lo produce en grandes cantidades. Ej. Los eritrocitos de
mamifero contienen mucho ARNm para la sintesis de la a y b-globulinas. También el ARN ribosémico
y €l ARNt son féacilesde aidlar.
El ADN monocatenario resultante de la retrotranscripcion se le conoce como ADNc (complementario).
Por medio dela ADN polimerasal, usando €l ADNc como molde se formael ADN bicatenario.
Si no hay ARN disponible en cantidades suficientes, es posible sintetizar ADN directamente in vitro si
se conoce la secuencia de aminoacidos de la proteina que codifica. La secuencia de nucleétidos se
puede deducir de la secuencia de aa de la proteina utilizando el codigo genético. EI ADN resultante
omitira el promotor del gen y las secuencias de regulacion transcripcional asi como otras zonas de
ADN no traducidas. Hay técnicas que permiten afiadir un promotor sintético y otras que permiten la
clonaci6n de fragmentos al eatori os de genoma.
Esta técnica se esta experimentando en California. Utiliza un aparato llamado secuenciador que analiza
los aminoécidos que componen las proteinas, después reconstruye el ARNm que origina su sintesis.
S6lo queda fabricar una sonda en ARNm que permita localizar el ADN del gen implicado en la sintesis
de laproteinadescifrada.

64.2.2. Sondeo de un gen especifico.

De todas las operaciones citadas, la Unica que ofrece dificultades es la de fabricacion de las sondas
destinadas ala busqueda de los genes. Cuando el gen es conocido, es decir, cuando ha sido definido €l
orden en el que se suceden las bases que lo componen, la fabricacion de la sonda no plantea problemas.
Por el contrario, si €l gen buscado aln no ha sido descifrado (lo que suele ocurrir en la mayoria de los
casos), no es posible confeccionar una sonda, puesto que no se conoce ni el nimero ni, sobre todo, €l
orden de emplazamiento de |as bases que lo constituyen.

Cuando se producen fragmentos de ADN al azar por endonucleasas o por cizallamiento fisico, se debe
localizar un gen especifico. El gen podemos tratar de localizarlo antes o después de clonarlo.

A) Localizacion dd gen antes dela clonacion:
Es necesaria la produccion de una sonda especifica (acidos nucleicos marcados radiactivamente cuya

complementaridad localiza con precisién una determina secuencia de nucledtidos en el ADN). Por lo tanto,
si deseamos localizar el gen de la b-globina, deberemos proceder como sigue:
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Digerir el ADN con enzimas de restriccion. Después se separan los distintos fragmentos de ADN
obtenidos por electroforesis en gel de agarosa. Se desnaturaliza el ADN en cadenas sencillas y se
transfiere a filtros de nitrocelulosa (transferencia de Southern). Con ARN se puede llevar a cabo una
técnicasimilar (transferencia de Northern)

Usar ARNm de la b-globina marcado radiactivamente o ADNc marcado radiactivamente. Se formaran
hibridos de ARN-ADN o de ADN-ADN entre la cadena sencilla de ADN y la sonda radiactiva. La
autorradiografialocalizara entonces la sonda.

B) L ocalizaciéon de genes clonados:

Los métodos descritos son también (tiles en la localizacion de genes que ya han sido clonados en
plasmidos. Por jemplo, en un determinado experimento, se cultivaron células de levadura en un medio con
¥P E. coli , para producir ARNt radiactivo (la sonda) que fue después aislado. Se hibridé un ADN

plasmidico en E. coli con la sonda. La autorradiografia indicaba clones que llevaban genes del ARNt de la
levadura. Estatécnica, hibridacion de ADN clonado sin separacién electroforética, sellama punteado.

Si se clona un gen eucariético en un plasmido de E. coli , este gen puede expresarse y traducir una
determinada proteina- Se puede localizar |a proteina mediante un método andlogo al de la transferencia de
Southern antes citada o al punteado.

Hay otro campo en el que los investigadores de I nstituto Tecnol 6gico de California estan trabajando, €l de
la sintesis de los genes. Se trata de reconstruir y ensamblar los nucleétidos que los componen. Tal
procedimiento tiene la ventaja, frente al del clonaje, que permite modificar ladisposicion de las basesy con
ello mejorar los rendimientos del gen o bien conferirle nuevas posibilidades.

En la mayoria de los casos se utiliza la bacteria Eschirichia coli; los genes introducidos en su patrimonio
hereditario gobiernan la sintesis de proteinas "Utiles’ para la industria o suponen un avance para la
investigacion médica o bioldgica. Para aumentar el rendimiento de la sintesis de proteina deseada se utiliza
la técnica denominada de amplificacion del gen, que permite obtener de una sola célula hasta tres mil

copias del plasmido modificado (La técnica se llama PCR o reaccién en cadena de la polimerasa, que
permite duplicar repetidamente fragmentos de ADN). La proteina segregada se extrae, concentray purifica
por via quimicaa medida que se produce.

64.2.3. Vectores eucarioticos.

Lo hasta aqui descrito, relativo a la ingenieria genética, implica la produccion de plasmidos en bacterias,
principalmente E. coli. . Sin embargo, éstas son incapaces de expresar completamente algunos genes
eucarioticos por- carecer de los correspondientes sistemas enzimaticos precisos. Por otro lado tiene un
indudable interés: estudiar laorganizacion y la expresién del genoma eucariético in vivo, y aprender como
manipular genomas de eucariotas por razones médicasy econémicas.

Los estudios de ADN recombinante en levaduras (con plasmidos especificos producidos a efecto) han
aumentado nuestro conocimiento sobre la regulacion génica en eucariotas, de la forma de funcionar el
centromero y. la manera como se replican los extremos de los cromosomas lineales eucariéticos (ver tema
25, paginab), y conocer largas secuencias de ADN eucari6tico.

El vector més usado en animales superiores es € virus tumoral SV40 , reemplazando su ADN por ADN
foraneo. Asi pueden replicarse y completar su ciclo bioldgico con la ayuda de virus no recombinantes, o
pueden replicarse en €l huésped sin producir particulas viricas activas, permaneciendo como plasmidos
circulares en el citoplasma o integrandose en el cromosoma del huésped (asi se fue clonado el gen de la b-
globina de conegjo). Gran parte de los nuevos conocimientos sobre la transformacién (oncogénesis) se han
obtenido usando virus tumorales como vectores.

El sistema de introduccion de genes foréneos en plantasdicotiledoneas mejor estudiado es el sistema
natural del tumor de la agalla producido por |a bacteria Agrobacterium tumefaciens. El gen que confiere el
caracter tumoral es portado por un plasmido de la bacteria (plasmido Ti). Este gen se inserta en la planta
infectada por lo que es posible prever la transferencia de caracteres ventagjosos asociados aestegen. La
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técnica del plasmido Ti, en la fase actual, sélo es de aplicacién en Dicotiledéneas, ya que la bacteria no
infecta alas Monocotiledéneas (cereales).

Las agallas estéan formadas por células de la planta transformadas por €l plasmido Ti (inductor de tumores).
La transformacion tiene lugar cuando el ADN transferido del plasmido se integra en €l cromosoma de la
célulahuésped. Las células de | as agallas producen unos derivados de aa llamados opinas.

En 1988 = confirmé la resistencia frente a la infeccién del virus del mosaico del tabaco (VMT) en unas
plantas de tomate a base de introducir el gen de la proteina de la cubiertadel VMT en la planta mediante el
sistema Agrobacterium tumefaciens que contiene el plasmido Ti. Las plantas que expresan el gen de la
proteina de la cubierta son resistentes al ataque por €l virus.

Recientemente, se ha fijado mucho la atencion en la mala hierba de los prados, Arabidopsis thaliana , ya
que posee un genoma pequefio (10° pb), repartidos en sélo cinco cromosomas (2n = 10). Este organismo se
puede comparar a la mosca de la fruta 'y la levadura como organismos para el estudio de cuestiones de
regulacion génicaen eucariotas, vegetal es en este caso.

64.2.4. Expresion del ADN foraneo en células eucariotas.

Se puede introducir ADN foraneo en células eucaridticas mediante métodos similares a la transformacion
bacteriana (se suele llamar Transfeccién porque el término transformacién en eucariotas significa
crecimiento canceroso). Un organismo eucariético que tome ADN foraneo se conoce con el nombre de
transgénico.

En el caso de las células animales o vegetales, la recombinacion genética se efectla inyectando
directamente en e nicleo, mediante una micropipeta, un fragmento de un cromosoma que se integra
eventualmente en el haber genético de la célula huésped.

Por ejemplo, |os ratones transgénicos se consiguen a partir de oocitos de una hembra de rat6n después de
un tratamiento hormonal apropiado; se les inyecta ADN clonado y se reimplantan |as células en hembras
receptivas.

Los animales transgénicos son Utiles tanto para el estudio de la expresion y de la regulacion de genes
eucariéticos foraneos como también por si mismos como receptores de terapiay de manipulacion. En 1988
se patent6 el primer animal madificado por ingenieria genética (un ratén transgénico propenso al cancer).
La transfeccion también se puede llevar a cabo mediante retrovirus (virus con ARN Yy transcriptasa
inversa). Por g emplo con virus responsable una forma de leucemia de roedores. El virus fue manipulado
eliminandol e todos sus genes 'y se reemplazaron por otros adecuados. El virus se une ala superficie celular
y pasa al interior de lacélula, su ARN es convertido en ADN por latranscriptasainversay se incorporaa
uno de los cromosomas dela célula. Este virus tan modificado no puede atacar y dafiar las células mientras
no se aflada un virus auxiliar.

Hay otras técnicas recientes paralaintroduccion de ADN recombinante;

- Elerctroporacion. Lacélulatomael ADN exdgeno a someterlabrevemente a electricidad de alto voltgje.
Por liposomas. EI ADN foraneo es encapsul ado en liposomas (vesiculas con membrana artificial). Estos
Ilevan el ADN alacéluladiana. Los éxitos son de un 50 %.

Recientemente, se ha conseguido la transfeccion en mitocondrias y cloroplastos mediante la técnica
Ilamada biolistica EI ADN recombinante se suministra en forma de cubierta de microproyectiles de
tugsceno disparados contralos organul os.

64.2.5. Latécnicade laclonacion aplicada a mamiferos

En la naturaleza existen clones, como los gemelos idénticos y las plantas que se reproducen por esquejes.
Como hemos visto la clonacion se ha venido aplicando, preferentemente, en la reproduccion exacta de
segmentos de ADN o genes mediante su insercion en microorganismos, animalesy plantas. Pero también,
esta de actualidad, la utilizacion de la clonacion para la obtencion de individuos genéticamente idénticos a
otros por técnicas de reproduccion asexual en laboratorio. Durante 1997 se conmocioné el mundo de la
ingenieriagenéticay causd un hondo impacto social, |a obtencién de unaoveja clénica (Dolly).

Se hizo una transferencia nuclear desde una célula donante diferenciada a un ovocito no fecundado y
enucleado, que luego fue implantado en una hembra portadora. Asi, podemos decir, que Dolly tuvo tres
madres.
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Lamadre genética, que estaba en el Gltimo trimestre de embarazo, aporto el nicleo de células mamarias.
Estas células se cultivaron en el laboratorio. Las caracteristicas del medio de cultivo permitié que los
miles de células obtenidas entraran en hibernacién, algo que se demostré clave para el éxito del
experimento®.

Una vez cultivadas las células de la oveja donante, se estimuld ovaricamente a una oveja de cabeza
negray se le extrajeron los ovocitos. Se les elimind el nicleo y se mantuvieron en hibernacién en un
cultivo. Los ovocitos sin nicleo (células receptoras) se pusieron en contacto con las células mamarias
dentro de un aparato especia y fueron sometidas a descargas eléctricas para propiciar su fusiony el
comienzo del desarrollo del embrion. La hibernacion fue la que permitid, en contra de lo esperado, que
seiniciarael desarrollo de un embrién normal.

La sincronizacion de las fases entre las células donantes y las receptoras fue la clave del éxito. En los
experimentos de enero de 1996, se obtuvieron méas de 270 embriones, de los que sblo 29 se
desarrollaron lo suficiente para implantarlos en el Utero de 13 ovejas portadoras. S6lo nacié una oveja
(Dolly) € 5-6-1996.

La combinacion de la clonacién y la manipulacién genética permitiran obtener, por gjemplo, muchas vacas
idénticas que produzcan proteinas de interés farmacol 6gico en su leche.

En 1997, en € instituto Roslin de genética molecular de Edimburgo (Escocia); se han obtenido, mediante
técnicas de clonacion a partir de células embrionarias, ovejas transgénicas portadoras de genes humanos.
Para ello los investigadores afiadieron un gen humano al nicleo de una célula de oveja., éste se fusiono
con una célula embrionaria, previamente enucleada, y cada embrién engendrado fue implantado en una
ovejaadultadiferente.

En 1992 ya se habian obtenido ovejas transgénicas, no clénicas, portadoras de genes de otras especies (la
oveja Tracy era portadora de un gen humano que permitia la produccion en su leche de una proteina
humanaa Antripsina 1 que sirve paratratar el edema pulmonar’).

Se abren nuevas posibilidades en las que sera posible la obtencion de vacas que produzcan mucha mas
leche o que produzcan otras proteinas humanas (la lactoferrina, estimulante del sistema inmunol dgico,
seroalbimina humana, proteina GAD que se utiliza en €l tratamiento de diabéticos, etc.); cerdos
transgénicos para utilizar sus érganos en transplantes humanaos, etc.

El 20 octubre de 1997, en & Reino Unido, Jonathan Slack, mediante una modificacion genética, obtuvo
ranas sin cabezani cola (lo que abre |a puerta a crear cuerpos humanos sin cabeza ni sistema nervioso).

64.2.6. Fusion de células

En el caso de los cultivos celulares, las técnicas que permiten fusionar células de especies distintas y
obtener células hibridas que poseen |0s caracteres genéticos de las dos células madres han supuesto un
paso muy importante.

Con las células animales, la técnica se utiliza para la obtencién de hibridomas por fusién de células
cancerosas del mieloma muiltiple (de multiplicacion indefinida, 1o que asegura la duracion del cultivo
celular), y células del bazo. Las células resultantes produccen anticuerpos especifico. El hibridoma se
multiplica formando un clon (conjunto de células conidéntico acerbo genético), y el anticuerpo producido
recibe el nombre de "monoclona™).

Estos anticuerpos se puede aplicar en diversos aspectos de la investigacion médica y del diagndstico:
preparacién de vacunas, purificacién de medicamentos por seleccion molecular, elaboracion de reactivos
especificos y, sobre todo, equipos de diagnéstico (enfermedad del legionario, enfermedades por
micoplasmas, diagndstico de lahepatitis B y de larabia, test de embarazo, etc.)

Con las células vegetales también se puede obtener la fusién de celular, tras despojarlas de su pared
celular. Se habla entonces de fusién de protoplastos. Las plantas regeneradas a partir de los protoplastos
fusionados son frecuentemente estériles, pero se pueden reproducir por multiplicacién vegetativa.

* Hasta este momento se creia que solo se podian obtener animales clénicos con células procedentes de
embriones, indiferenciadas.
> Producian 60 gr/litro a principio, posteriormente se pasd a unos 35 gr.
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64.3. Ingenieria microbioldgica

Otro sector de las biotecnologias es el de los procesos de fermentacion, centro de las aplicaciones
industriales de la microbiologia y laingenieria genética. Efectivamente, para producir sustancias Utiles en
la industria, los microorganismos naturales o portadores de un mensaje genético extrafio se cultivan en
cubas de fermentacién. En los procesos clésicos, se llenan las cubas con un liquido nutritivo y la
sustancia que se ha de transformar y se deja que los microorganismos actlien durante algunos dias;
después se vacian las cubas y |os compuestos producidos se concentran y purifican.

Estos procedimientos se utilizan para la biosintesis de antibiéticos y vitaminas y para la produccion
industrial de enzimas usadosen laindustria del amidén o en lafabricacion delevaduras.

Se esti extendiendo la llamada fermentacién en continuo. Consiste en introducir constantemente en la
cuba un flujo de sustancias nutritivas y del sustrato que se va atrasformar, y extraer de forma regular €l
producto de la fermentacion. Estas operaciones se controlan autométicamente mediante procedimientos
informaticos.

Asimismo, en la fermentacion en continuo, |0os microorganismos o los enzimas aislados pueden estar en
suspension en el liguido, englobados en microsferas porosas (técnica del lecho fluido) o inmovilizados
sobre un soporte sélido poroso, por cuyos intersticios circulael liquido.

La mejora de las condiciones con miras a incrementar € rendimiento de la fermentacion, sea por
inmovilizacién de los enzimas o las células, sea por € reciclae de los procesos de floculacion o
centrifugacién, constituye un foco de investigacion muy activa: la ingenier ia enzimatica

64.4. Aplicaciones de laingenieria genética

L os sectores de aplicacion son multiplesy variados. Incluye, en primer lugar, toda clase de actividades en
las que intervienen procesos de fermentacion: produccion industrial de antibiéticos por mohosy enzimas,
hormonas o herbicidas por bacterias. En este marco también se incluyen los procesos de produccién
inducidos en €l sector de laindustriafarmaceltica, enlaindustriaaimentariay en la produccion de etanol.
Pero también se puede prever la aplicacion de estas innovaciones en la agricultura, la descontaminacién
por reciclado de desechos, extraccién de minerales, etc.

64.4.1. En Sanidad. Obtencion de medicamentos

Gracias alaingenieriagenética, y de otras técnicas, se pueden producir a escalaindustrial sustancias que
los organismos vivos sélo sintetizan en cantidades infinitesimales, como € interferén, la hormona del

crecimiento humano o ciertos anticuerpos. Pero, al mismo tiempo, la industria farmace(tica produce por
fermentacion un cierto nimero de sustancias de accion terapeltica: antibiéticos (més de 4000 a a partir de
Penicillium y de Streptomyces), vitaminas, hormonas y hormonas desde hace ya varios decenios. Los
resultados obtenidos por cepas productoras mejoradas por seleccion o mutacion han multiplicado el

rendimiento de la produccién por 1000 o por 10.000 desde que, hace medio siglo, se descubrieron los
antibi6ticos.

Uno de los resultados iniciales mas espectaculares de la ingenieria genética ha sido la sintesis del
interferdn, o més bien de losinterferones, biosintesis hoy yaen vias de industrializacion.

Otros productos, en particular hormonas humanas, se han sintetizado por el mismo proceso: insulina,
hormona del crecimiento, neuropéptidos, etc. La insulina humana es la primera hormona que se consiguio
sintetizar por laE. coli (1978).

Lainsulina tiene dos cadenas de aminoacidos (el péptido A con 21y el B con 30). Unavez aisladas, las
dos secuencias de nucledtidos se introducen por separado, mediante plasmidos, en dos estirpes diferentes
de bacterias, anivel del operdn lac. Estas proporcionan en muy poco tiempo muchas bacterias portadoras
de esos genes. Al afiadir lactosa a medio, las bacterias empiezan a sintetizar péptidos A o B. Luego se
retiran, purifican y se activan los grupos -SH para que interactten |os dos péptidos y se forme lainsulina
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humana madura. Como el metabolismo bacteriano es muy elevado, esta via de obtencién ha resultado
rentable. Ademas se trata de insulina humana en lugar de la porcina empleada hasta ahora.

La hormona del crecimiento es un Unico polipéptido de 191 aminoacidos. También se ha introducido en
bacterias gracias a un plasmido en el lugar regulado por € promotor del operén lac. Se emplea para tratar
algunos casos de enanismo. Puede tener gran interés en la produccion animal.

El interferén (IFN) es una proteina de peso nolecular entre 16.000 y 20.000, que contiene una cadena
glucosidica. Se aisl6 en células animales como respuesta a infecciones viricas. Esta sustancia limita e
incluso anula los efectos de la infeccién. Su aplicacion ha resultado eficaz en enfermedades viricas
(resfriados, hepatitis, herpes, rabia, etc.) y, en aplicaciones prolongadas, disminuye los efectos del
cancer.

Se conocen tres tipos de interferones, segun el tipo de células a partir de las cuales se extrae. En la
actualidad se ha conseguido aislar el ADN responsable del interferon en leucocitos y fibroblastos
infectados. Este ADN se haintroducido en colibacilos y, aunque la tasa de obtencion es muy baja debido
alainestabilidad de estamolécula, se esperaque en el futuro se mejorara el rendimiento.

Otras sustancias obtenidas son factores de crecimiento, , factores de coagulacién sanguinea'y vacunas
para enfermedades tales como la hepatitis B, el herpesy larabia

Grandes adelantos en lainvestigacion sobre el SIDA y el cancer (Ver tema 32)

Terapia génica

La terapia génica germinal (sobre células reproductoras humanas) ha sido descartada por
consideraciones éticas y por €l riesgo que suponen. La terapia somatica (reparacion de genes sobre
células no reproductoras), estd en un estadio de experimentacion avanzada. Los procedimientos hoy
experimentados solo se orientan a la normalizacién de las funciones mediante la insercién de genes
correctores.El uso de laterapia génica en humanos se aprobo en 1990

La terapia génica permite tanto aumentar como disminuir la expresion de genes de interés; en el caso del
cancer o del SIDA el objetivo terapéutico puede ser el bloqueo de genes viricos, de oncogenes, o la
potenciacion de determinadas funciones celul ares terapéuti camente (tiles.

El descubrimiento en 1973, de que el fosfato calcico facilitabalaentrada del ADN en solucion al interior de
las células abrié las puertas de latransfeccion

Consiste en sustituir genes de retrovirus por genes terapéuticos e introducirlos en las células que
infecten. Para ellos los investigadores consiguieron las llamadas lineas celulares productores de
vectores. Se trata simplemente de células inmortalizadas (normalmente de ratén), en las que se
introducen: el genoma virico desprovisto de los genes que determinan su encapsidacién, y ARN que
contiene uno 0 mas genes de interés médico, junto a la sefial de encapsidacion. Asi, estas células
fabrican todas las proteinas del virus, pero €l Unico material genético con el que se pueden ensamblar
es el que contiene dicha sefial, en este caso |0s genes terapéuticos. Al infectar alas células, |os nuevos
virus les introducen los genes de interés y pueden integrar sus genes en los cromosomas. Este
sistema, no obstante, presenta graves limitaciones: su escasa capacidad para albergar genes grandes,
su produccion a gran escala y €l hecho de que sblo “transducen” eficazmente células en division
(apenas actlan sobre célul as quiescentes).

Para obviar algunos estos inconvenientes se han desarrollado nuevos vectores basados en virus con

otras propiedades, |os adenovirus

L os adenovirus contienen ADN, pueden albergar més informacién, tienen un amplio espectro de accion
y no precisan que las células se dividan para “transducirlas’. El inconveniente que presentan es el de
que, sus genes no se integran en los cromosomas de las células, por lo que a las pocas semanas 0
meses se diluyen y dejan de funcionar.

Un tercer tipo de vectores actualmente muy de moda son los basados en los denominados virus
asociados a adenovirus que permiten integrar genes en |os cromosomas de manera estable.

Por dltimo, varios equipos estan construyendo vectores a partir de virus del herpes simple, que se han
demostrado eficaces en latransferencia de genes a células quiescentes como las neuronas.
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Otros métodos de desarrollo més recientes incluyen el uso de liposomas, ya citado Dada la
composicion de las membranas celulares, los liposomas se funden con las células y vierten su
contenido al interior de éstas. Aunque son sencillos de fabricar y carecen de toxicidad, son muy poco
ficientes en la transferencia de genes, éstos no se integran en los cromosomas y con el tiempo se
diluyen y desaparecen. Una versién mas avanzada la constituyen los inmunoliposomas, que ademas
contienen anticuerpos especificos que los dirigen al tipo de células deseado.

El primer ensayo de terapia génica para una enfermedad genética se realizd con dos nifias con
deficiencia del enzima adenosindeaminasa (ADA), que las hacia muy sensibles a las infecciones por
una grave depresion del sistema inmunitario (Inmunodeficiencia severao IDS), €l gen esta situado en
el par 20. El tratamiento consistio en introducir copias normales del gen ADA en los linfocitos T.
Después de diversos ciclos de tratamiento, finalizados en 1993, ambas nifias Ilevan una vida normal.
Actualmente, en lugar de linfocitos, se estdn empleando células madre hematopoyéticas (ver tema 55)
obtenidas del cordén umbilical. Aungque mas reacias que los linfocitos a la introduccién de los genes,
tienen laventaja de que, trasincorporar el gen e injertadasen el paciente, tienen una portentosay casi
inagotabl e capacidad de division.

La hipercolesterolemia familiar consiste en un gen andmalo, situado en €l par 19, que impide que las
células del higado capten el colesteral circulante. Para su tratamiento se extragjeron células del higado,
tras cultivarlas con un vector retrovirico se inyectaron de nuevo. En los primeros pacientes se ha
conseguido rebgjar lacifra de colesterol en un 15-20 %.

Cuando los genes son de gran tamario la terapia génica se realiza con adenovirus o por liposomas. Es
el caso del gen delafibrosis quistica’, ubicado en el par 7.y clonado desde 1989’.

La talasemia (propia de poblaciones humanas de la cuenca mediterranea) es un grupo de
enfermedades relacionadas con |a falta total o parcial de ARNm de la globina a o de laglobinaf3,
provocando una anemia mas,0 menos grave. Se debe a alteraciones en los genes de las globinas. Su
tratamiento consiste en retirar células de la médula 6sea del enfermo, mediante una puncion, e
introducir en ellas el gen correcto y volverlas al torrente sanguineo para que se implanten de nuevo
en lamédula 6sea.

HemofiliaA (factor VII1) y B (factor 1X), sobrefibroblastos o células hepéticas, en fase clinica.
Enfisema hereditario, se trata de introducir € gen de la a-antitripsina en células pulmonares y
hepéticas, en fase de estuidos preliminares.

Distrofia muscular, se trata de introducir el gen de la distrofina muscular sobre células musculares;
también en fase de estudios preliminares.

64.4.2. Produccion de etanol

Con miras a la produccién de etanol a partir de celulosa, las investigaciones actuales inciden en la
bioconversion de celulosa en glucosa por intervencién de unos enzimas especiales (celulasas). Dichos
enzimas son fabricados por diversos microorganismos (los hongos Trichoderma, Schizophyllum; y las
bacterias Thermonosporay Clostridium).

Los microorganismos producen e enzima en los fermentadores. Después, las moléculas del enzima se
colocan en otros fermentadores Ilenos de pasta liquida de celulosa para hidrolizarla. La glucosa asi
obtenida se convierte en etanol en unatercera serie de fermentadores.

El acoplamiento entre celulasas y levaduras permite utilizar un sélo fermentador para convertir la celulosa
en etanol en una sola operacién. Para aumentar el rendimiento de esta operacion se ha conseguido clonar
los genes de | as celulasas de hongos o bacterias en un plasmido de E. coli.

®produccion de moco muy espeso, lo que facilita la aparicion de infecciones respiratorias y problemas
digestivos que los incapacitan y limitan sus esperanzas de vida.

"Actualmente estdn en marcha seis experiencias de tratamiento de la fibrosis, cinco de ellas utilizan
adenovirusy una, liposomas.
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64.4.3. Aplicaciones agroalimentarias

Los llamados productos transgénicos, normalmente de consumo, se obtienen de animales o plantas
modificados genéticamente para dotarlos de cualidades deseadas, como tomates que tardan méas en
madurar, sojaresistente alos herbicidas, etc. Y aestan en el mercado.

Hoy, gracias a los criadores de plantas y a la ingenieria genética podemos, en su lugar, manipular las
cosechas para que crezca en armonia con €l medio ambiente, en lugar de hacerlo a pesar de él. En lugar de
aportar grandes cantidades de fertilizantes, agua, herbicidas y pesticidas, podemos cultivar algunas
variedades resistentes (gj. tomates regados con agua del mar, cepas de cereales,...).

Latécnica de multiplicacién vegetativain vitro (plantas probeta), permite multiplicar unaplantafavorable a
partir de fragmentos de diferentes partes de la planta. Asi un solo rosal puede originar hasta 400.000
descendientes por afio.

Mientras que actualmente sélo se pueden formar hibridos a partir de especies préximas, también se estan
realizando técnicas de fusion de protoplastos. En ella se juntan células de especies diferentes, a las que
antes se les ha quitado su pared celular. Al juntarse, los nucleos pueden fusionarse y obtener, por cultivo
de laboratorio, una nueva especie que reuna caracteres favorables de las dos especies. Pero lafusion de
protoplastos, para ser Util, requiere que luego se llegue a poder formar un organismo completo. En la
actualidad, el éxito ha sido escaso; como hecho espectacular de esta técnica se ha conseguido €l pomate,
hijo de lapatatay del tomate, pero estéril.

Estas técnicas prometen conseguir nuevas plantas, que sean mas eficaces, con menos necesidades y mas
resistentes. En especial, se buscan plantas que pudieran tomar nitrégeno de la atmésfera, para reducir asi
la dependenciade | os abonos.

El premio Nobel Brolaug, predice |os importantes beneficios que se derivaran en materia de produccién de
alimentos gracias al empleo de laingenieria genética. Ademas de lo hasta aqui desarrollado, queda mucho
por hacer para mejorara laresistencia de los cultivos a enfermedades e insectos y aumentar la tolerancia a
ambientes extremos. Recientes experiencias permiten aumentar la resistencia a las condiciones
agrocliméticasy del suelo dentro de cada especies. mayor resistencia ala sequia, alatoxicidad de algunos
componentes de suelos salinos y acidos®, o a frio®, y a calor.

Otralinea seguida estudia las posibilidades de cruzamiento entre especies, para obtener nuevos vegetales
con mayor estabilidad ambiental: Ej. el triticale (hibrido del trigo y del centeno), del que se obtienen ya
rendimientos similares a |os de los mejores trigos en ambientes Gptimos; siendo su mayor ventaja sus
posibilidades de cultivo en suelos arenosos 0 acidos 0 en tierras marginal es con temperaturas frias.

Otro foco de investigacion se centra en la bacteria Agrobacterium (ver paginas 8 y 9). Los japoneses han
comercializado un péptido herbicida producido por bacterias del género Streptomyces.

Lainsercion delosgenes nif, posibilita el aprovechamiento del nitrégeno atmosférico por parte de algunas
bacterias y cianobacterias, en el genoma de plantas superiores.

Las nuevas ideas agricolas apuntan hacia la obtencién de cosechas de plantas adaptadas al medio
ambiente, abandonando |aidea de modificar el medio para que pueda conseguirse una cosecha.

Estos adelantos constituyen las piezas clave de la inminente Revolucion Genética, un cambio cualitativo
aln més trascendental que la Revolucion Verde o la anterior Revolucion Agricola. Para tener éxito, sera
necesaria mas atencién ala investigacion, y una serie de nuevas estrategias econémicas que cambien el
estatus actual de laagricultura. Laimportancia de larecoleccién y conservacion de |os recursos genéticos
vegetales, como base de la seguridad alimentaria de hoy y del futuro, ha movido ala FAO a aprobar, en
1983, un Compromiso Internacional en el que reconoce formalmente que |os recursos genéticos vegetal es

® Introduccién de toxinas de insectos en Pseudomonas fluorescens para proteger las raices de las plantas.
Otras técnicas incluyen el desarrollo de cepas bacterianas y virales para eliminar plagas como la del
gusano del algodony lapolilladel abeto.

®Se ha modificado Pseudomonas syringae mediante la delecién de un gen para una proteina que actia
como nucleo en laformacion de cristales de hielo. Setrata de sustituir bacterias normales por éstas.
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son un patrimonio comin de la humanidad que debe ser preservado y de libre intercambio entre naciones e
instituciones.

Laindustria agroalimentaria constituye uno de los campos predilectos delaingenieria enzimatica (e 70
% de los enzimas del mercado son el resultado de este sector industrial). En la actualidad, el mercado se
halla muy especializado, tanto en lo referido alos enzimas como en el de las industrias consumidoras. La
industria del almidén @-amilasa, glucoamilasa y glucosa isomerasa), mientras que el cuajo se emplea
especialmente en las industrias | cteas.

Lahidrélisis enzimatica del almiddn se lleva a cabo mediante el Bacillus licheniformis (posee una a-amilasa
muy eficaz); la glucosa se transforma en fructosa (glucosa isomerasa) que tiene mayor poder edul corante.
Estainvestigacion fue consecuencia del encarecimiento del mercado del azlicar en 1974.

Bl cuajo (necesario en las industrias lacteas) es €l Unico enzima de origen animal que se utiliza en gran
escala. Se extrae del cugjar de laternera, permite la coagulacion de laleche al hidrolizar especificamente un
enlace peptidico de la caseina. Actualmente se puede sustituir por proteasas de Mucor sp., de Endothia
sp., etc. (el 40 % de los quesos de EE. UU. se fabrican con estos enzimas). Recientemente se ha
conseguido aislar el gen responsable de la sintesis de la quimosina (uno de los constituyentes del cuajo);
lacomercializacion del enzima fabricado por bacteri as recombinantes es ya un hecho.

64.4.4. Aplicaciones en la mineria e industria
(descontaminacion)

Algunos minerales contienen cantidades apreciables de metales preciosos (oro, plata, platino) o de interés
econémico (magnesio, molibdeno). Hay ya aplicaciones industriales para el caso de algunos de estos
metales; por ejemplo, las aguas de lavado de extracciones mineras ricas en uranio pasan a través de
fermentadores que contienen algas unicelulares (Chlorella) y bacterias (Streptomyces) inmovilizadas sobre
soportes porosos. Para otros minerales se utilizan mohos (Aspergillus o Penicillium). El rendimiento de la
recuperacion es de un 90 aun 100 %.

A partir de bacterias (E. coli), por ingenieriagenética, se pueden fabricar proteinas animales que quelan los
metales (metalotioninas), y quetienen gran afinidad por €l oro, laplatao el plomo. El sustrato puede ser €l
agua de lavado de extracciones mineras o.incluso el agua del mar. Estatécnica se sitla en lafrontera entre
la valorizacion de desechos mineros y la descontaminacion, en el caso de que los metales fijados por las
bacterias sean nocivos (Plomo).

Una aplicacion importante esla disminucién de la contaminacion ocasionada por procesos industriales:

Mediante procesos de fermentacién se podria atenuar la contaminacion atmosférica causada por fabricas
de purificaciéon de cobre; el SO, seria transformado en H,SO,. Asi se evitaria la lluvia &cida, importante
factor contaminante en los paises industrializados.

La utilizacién sistemética de fermentacionesbacterianas para la descontaminacion del medio ambiente esta
alaorden del dia; permitiria eliminar toda clase de factores contaminantes de origen organico: desechos
urbanos, residuos de industrias agroalimentarias, excrementos, pulpa de madera, paja, etc. Estos desechos
podrian transformarse en biogas (CH, + CO,), o bien servir para la nutricion de microorganismos para la
produccién de proteina de organismo unicelular (POU), que se utilizan para alimentar el ganado.

Los materiales pesados se pueden eliminar mediante biosorcién: eliminacién de metales y compuestos
relacionados de una solucién mediante material bioldgico. La biosorcion propiamente dicha se refiere a
procesos que son independientes del metabolismo microbiano (ligandos de superficie que forman
complejos idnicos o covalentes con los metales), por o que pueden tener lugar tanto en células vivas
como en muertas. Por otro lado se habla de biosorcién en procesos dependientes del metabolismo, que
implican, como primer paso, €l transporte de los metales pesados a través de membrana (intervienen
ATPasas); tras éste, una opcién serd la compartimentalizacién en vacuolas, otra opcion es la conversion
en metales no téxicos por unién o precipitacién, o la sintesis de compuestos que incluyen metales en su
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composicion (metaltioninas y fitoquelatinas, por eemplo). Si bien los procesos dependientes del
metabolismo presentan tasas de incorporacion de metales mucho maés elevadas que los independientes,

tienen problemas asociados, tales como lainviabilidad de la biomasa en un medio constituido por residuos
industriales altamente téxicos o la necesidad de disefiar procesos de desorcién (recuperacion del metal

incorporado). Casi huelga decir el importante papel de la biotecnologia en este cuadro de actuacion,

resumiéndolo en pocas palabras: seleccion y mejora de microorganismos de aplicacién a la biosorcion;
como ejemplos, sirvan los siguientes:

Microor ganismo Clasificacién Metal incor porado
Sphaerotilus natans Bacteria Zn, Pb, Ni, Mn
Pseudomonas aeruginosa “ U, Pb
Bacillus subtilis “ Mg, Ca, Fe, Ni
Escherichia coli “ Pb, Cr
Sacharomyces cerevisae Levadura U, Th, Pb, Cr
Candida utilis “ Cuy, Co, Zn
Cyanidium caladarium Alga Pb, Sn, Pt, Cr

64.4.5. Genéticaforense

Se usa para determinar la identidad del ADN de las células (sangre, pelo, semen) que quedan en la escena
de un crimen, compardndola con la de cualquier sospechoso; también se usa en las disputas de
paternidad.

Se basa en el hecho de que existen, como hemos visto, secuencias repetitivas agrupadas de ADN,
dispersas en todo el genoma de los seres humanos. Cualquier secuencia de ADN (locus) que exista en
copias multiples alineadas juntas una después de la otra se llama locus NVRT (n° variable de locus
repetidos en tandem)™. El nimero, patron y la longitud de estas repeticiones son Gnicos en cada
individuo. Sin considerar su longitud, cada repeticion contiene una secuencia central comun
(generalmente 10-15 pares de bases) que puede ser reconocida por una sonda radiactiva adecuada, tras lo
cual, se somete a autorradiografia. El patron de bandas que se revela en la autorradiografia es Gnico para
cadaindividuo.

La técnica de PCR fue disefiada por el premio Nobel K. Mullis en 1985. La PCR esta revolucionando el

campo de la investigacién criminal, ya que permite obtener “huellas genéticas’ por amplificacion del

genoma que se puede extraer a partir de, por gemplo, lasalivadejadaen el filtro de un cigarrillo.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de laboratorio de las consideradas

preparativas ya que permite la obtencion (amplificacion) de hasta un millén de copias de una secuencia
determinada de ADN de hasta 3 kb. La idea es sencilla pero, a mismo tiempo, brillante. Se parte de dos
oligonucledtidos (de entre 15y 20 nucledtidos cada uno) con capacidad para hibridar en los extremos de la
doble hebrade ADN aamplificar, es decir, cada oligonucledtido es capaz de hibridar con el extremo de una
de las cadenas de ladoble hélice. Y se procede de la siguiente manera: se prepara una mezcla que contiene
la secuencia de ADN, los mencionados oligonucledtidos, desoxirribonucledtidos en abundanciay enzima
ADN polimerasa; a continuacion se calienta dicha mezcla de forma que el ADN se desnaturaliza, esto es,
se separan las dos hebras, 10 que va a permitir que éstas hibriden con los oligonucledtidos cuando se deje
enfriar. Una vez se ha producido la hibridacion, la ADN polimerasa comienza la sintesis de dos nuevas
hebras de ADN, por lo que tras este primer ciclo se obtendran dos copias del ADN de partida (n6tese que
los oligonucl edtidos han actuado como si de ARN primer se trataran). El procedimiento se repite unay otra
vez hasta un nimero de ciclos, normalmente entre 25 y 50, que permita obtener |a suficiente cantidad de
copias de la secuencia de ADN. El problema que, a principio, se derivaba del hecho de que el calor
también desnaturalizaba |la polimerasa (ya que es una proteina), cuestién que obligaba a afiadir una

19 Algunas sondas han puesto al descubierto algunosloci hipervariables con muchos alel os (cada persona
posee solamente dos de |os muchos alelos posibles. Estos loci contienen muchos segmentos cortos (10 a
60 pb) repetidos en tdndem. Debido probablemente a entrecruzamiento desigual, se genera mucha
variacion en estos loci, denominados loci de nimero variable de repeticiones en tandem.(NVRT)
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cantidad nueva de enzima en cada ciclo, se ha solucionado en la actualidad a disponer de ADN
polimerasas termoestabl es.

64.4.6. El proyecto Genoma

Genoma es un concepto referido atoda lainformacion hereditaria que es tipica de un organismo particular,
todo su material cromosémico portador de caracteristicas heredables. EI genoma humano es, pues, todo €l
ADN celular caracteristico o propio de nuestra especie. El Proyecto Genoma Humano (PGH) pretende
reconstruirlo. El proyecto incluye también a otros organismos modelo, que los genéticos utilizan en su
investigacion, como bacterias, levaduras (casi totalmente terminado), Drosophilay raton entre otros.

Se halogrado identificar, hasta 1997, € genoma completo de seis bacterias. El cientifico Craig Venter, lider
en la secuenciacion de genomas, ha logrado el inventario genético completo de la bacteria Helicobacter
pylori (principal causa de las Ulceras de estémago)™, la importancia clinica de esta bacteria no puede ser
subestimada, ya que acaba con toda una interpretacién de las causas de la Ulcera de estdmago. El genoma
mas grande conocido al completo es el de la Saccharomyces cerevisae (levadura del pan), con unos 5800
genesy unos 12 millones de pares de bases.

Una de las sorprendentes conclusiones que se estd demostrando es que en la especie humana se

encuentran, en muchos casos, los mismos genes que en Drosophila o en la levadura; y que actlan
fabricando los mismos productos y regulando la formacién de los mismos érganos, aunque aparentemente
tan distintos como el ojo compuesto de un insecto y el ojo de un vertebrado.

L os paises més industrializados del mundo se han interesado por el PGH, destinando fondos publicos para
acometerlo; esta coordinado por LaHUGO (Human Genoma Organization). Su objetivo no es otro que €l de
identificar las secuencias de ADN de los genes que conforman el patrimonio genético humano y

determinar sus principal es funciones de sintesis protéica.

Su justificacion inicial, y por consiguiente su legitimacién publica, fue la de aislar 1os genes defectuosos
con fines de terapia y diagnostico médico. La tarea central del PGH e |la de identificar, y aidar las
secuencias de genes que codifican proteinas importantes. El resto del Proyecto se ocupara de la
reconstruccion del inventario de genes que codifican las distintas secuencias de aminoécidos que

caracterizan a cada proteina, permitiendo el descubrimiento de posibles genes implicados en disfunciones
congénitasy potenciando las labores de diagndstico y posible terapia génica.

Durante 1989, se inicié la maquinaria administrativa para dirigir la secuenciacion completa del genoma
humano (unos 3.000.000.000 de pares de bases y unos 80.000 genes). Estimaciones iniciales calculaban
necesarios unos 15 afios con un costo de 3000 millones de délares. Dos técnicas nuevas de mapeo han
alentado |as espectativas.

a) Hibridacion in situ. Consiste en hibridar una sonda de ADN monocatenario que contiene biotina
marcada, con un cromosoma metafasico y desnaturalizado y extendido. El cromosoma extendido se
expone ala proteina avidina que se ha marcado con un colorante fluorescente. La avidina se unefirme
y especificamente con la biotina. La ubicacion de la sonda hibridada se revela mediante un microscopio
fluorescente. Asi se establece el orden de |os numerosos fragmentos cromosomicos.

C. Venter y colaboradores sugieren que debemos estar mas interesados en |0s genes que se expresan que
en secuenciar €l genoma completo. El y sus colegas han aislado ARNm y obtenido, a partir de é,
ADNc y emplean éste como sonda para localizar en una genoteca |os genes que se expresan. Hasta
ahorahan aislado ADNc de mas de 600 genes activos en el cerebro humano.

b) Mapeo de hibridos por radiacion. Esta técnica se basa en la frecuencia con la que los marcadores
ligados se separan después que el cromosoma se fragmenta por rayos X.

Por estas dos nuevas técnicas, se espera que sea posible el mapeo de 5000-7000 sondas, creando marcas
separadas un promedio de un millén de pares de bases por todo el genoma de |os seres humanos. Clones
especificos de estas sondas pueden asignarse a los distintos laboratorios participantes en la
secuencializacion en todo el mundo.

" Tiene 1603 genes, en un Ginico cromosoma que posee 1.667.867 pares de bases.
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La decodificacion de las secuencias de nucledtidos del genoma humana permitira reconstruir un mapa
completo de las regiones cromosdémicas. La medicina puede ya adelantar, con relativo éxito, la
identificacion de genes responsables de malformaciones o problemas congénitos y, por tanto, la
posibilidad de evitar la concurrencia de estos genes.

Otro aspecto del PGH es el deladeteccidn de las diferencias individuales. S6lo mediante el establecimiento
de las propias secuencias de ADN, el individuo puede ser genéticamente identificado para un correcto
diagnostico de suceptibilidad o propension a dolencias hereditarias (diabetes, afecciones coronarias) y
patol ogias de aparicion retardada asociadas a su patrimonio genético (r astr eo genético).

Algunos genes localizados y secuenciados gracias al PGH son:
- PC(cromosoma 1): Cancer de prostata.
HD (cromosoma 4): corea de Hungtinton, desorden neurovegetativo que causa movimientos
involuntariosy deterioro intelectual progresivo.
IDDMI (cromosoma 6): Implicado en la diabetes juvenil en la que los linfocitos T se infiltran en el
pancreasy destruyen las células productoras de insulina.
WRN (cromosoma 8): sindrome de Werner que causa el envejecimiento prematuro de los nifios.
CDKN2 (cromosoma 9): Melanoma maligno (Cancer de piel muy agresivo)
PAH (cromosoma 12): Fenilcetonuria, que desencadenaretraso mental.
AD3 (cromosoma 13): Mal de Alzheimer.
PKD1 (cromosoma 16): Enfermedad poliquisticarena.
ADA (Cromosoma 20) Incapacidad de producir el enzima adenosina desaminasa. Esta deficiencia
produce inmunodeficiencia severa.

64.5. Dimension ética de laingenieria genética.

En julio de 1978 se sintetizo insulina humana obtenida por ingenieria genética. Dos afios después la
insulina procedente de bacterias fue el primer compuesto elaborado mediante ingenieria genética que
recibia autorizacién para administrarlo al hombre. Lainsulina es tan sélo la primera de una numerosa serie
de valiosas sustancias que se pueden elaborar con ayuda de bacterias manipuladas genéticamente. En la
actualidad incluyen el interferén, lahormona del crecimiento, vacunasy proteinas plasméticas.

Segln un estudio publicado en estados Unidos |0s procesos mas espectaculares que se daran hasta el

afo 2000, y su aplicacion, son: creaci 0n de nuevas plantas fijadoras de nitrdgeno, proteinas de organismos
unicelulares comestibles, seleccion de plantas resistentes a las plagas, seleccion de bacterias para el

tratamiento de compuestos petroquimicos, terapia del gen para corregir enfermedades de naturaleza
genética, aislamiento de genes responsables de anomalias hereditarias, comprension de los procesos
inmunol 6gicos, mejora del conocimiento del proceso geriatrico.

En 1975 se suscitd una gran controversia sobre la ingenieria genética (sélo comparable a la de la energia
nuclear), a veces llamada también manipulacion genética, clonacion genética, etc. Con aquellas técnicas
totalmente nuevas, |os cientificos podian manipular el ADN y era posible injertar genes de un organismo
en otro einducir las células a producir material es que nunca habian sintetizado. Buena parte de latormenta
gue se abatid sobre la oportunidad de proseguir con aquellas investigaciones, que inspiraban temor, se
referia al espinoso asunto de los temibles y posibles riesgos (creacion de "microbios asesinos') que
podian correrse frente a probabl es beneficios, particularmente en lainvestigacion biolégicay lamedicina.

En la actualidad la polémica ha remitido algo, y, |0 que es méas importante, se han acumulado hechos, lo
gue ha posibilitado la valoracion razonada de los posibles riesgos, y acerca de como reducirlos. El
argumento central de los detractores era que los organismos de nueva creacion podrian producir
enfermedades (convertir en bacteria patdgenaalaE. Cali).

Las primeras recopilaciones de directrices (USA, Reino Unido) fueron bastante restrictivas. Definian las
condiciones de los laboratorios y las precauciones que deberian de tomarse para prevenir la fuga de
microorganismos asi como €l tipo de microorganismos que podian emplearse. En 1983 muchas de esas
limitaciones se habian relgjado, aunque se mantiene un considerable nimero de medidas de seguridad.
Estaliberacién de las reglas se deben a que:
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a) El concepto de riesgo cero es algo virtualmente desprovisto de sentido en cualquier campo de la
actividad humana. Hay que sopesar ventajasy riesgos.

b) Lamayoriade los bidlogos estan de acuerdo en que los riesgos de accidentes son minimos. El escape
de los microorganismos parece poco probable si atendemos ala experiencia de los microbidlogos con
multitud de microorganismos patégenos. Por otro lado, la cepa de E. coli utilizada (K-12) sélo puede
vivir con garantia de supervivencia en e ambiente artificial del laboratorio. Ademas se crearon cepas
de E. cali (X176) que solo sobreviven en ambientes con componentes raros o poco habituales (sales
biliares + antibidticos + detergentes).

¢) Cuando seinsertd el virus del polioma de hamster en la E. coli, y ésta se le inyectd posteriormente sin
resultados patégenos para el animal, la polémica fue perdiendo fuerza.

d) No obstante, para los casos de microorganismos dotados de un gen extrafio, se ha decidido instalar
algunos laboratorios de alta seguridad; clases P, a P, segun el grado de peligrosidad potencial, en los
centros de investigacion donde se realizan dichos experimentos.

La certeza de que los especialistas en ingenieria genética plantearan nuevas propuestas que han de
requerir cuidadosas consideraciones hacen improbabl e que desaparezcan las presentes regul aciones.

Otro aspecto atener en cuenta es el de las patentes. Mientras es imposible obtener una patente sobre un
ser vivo, por gemplo un microorganismo, existente en la naturaleza 'y descubierto en una investigacion
rutinaria, en cambio parece admisible conceder una patente a un microbio o0 a un ser vivo aislado y
transformado por el inventor con el fin de cumplir unafuncién que no realiza en condiciones naturales; en
efecto, eslanueva formala gque permite obtener resultados interesantes, siendo el punto de partida de una
innovaci6n; se puede considerar también como.un nuevo producto respecto al producto natural.

La concesion de patentes a cepas bacterianas, modificadas 0 no por - técnicas de recombinacién genética,
promueve problemas de tipo filosofico y juridico. Las decisiones tomadas en estados Unidos y otros
paises rechazan establecer diferencias entre un proceso vivo y un objeto o mecanismo fisico, aunque
patentar un ser vivo paraser utilizado en un caso particular no es equivalente a patentar el uso parael que
Se desea utilizar.

En Estados Unidos, desde 1983, se estipul an tres tipos de experimentos que deben obtener autorizacion de
los institutos nacionales de sanidad antes de emprenderse: experimentos sobre la resistencia de los
microorganismos a sustancias medicamentosas; sobre los genes que gobiernan la sintesis de toxinas, y
operaciones que comportan la liberacién a -medio ambiente de organismos de genoma modificado, como
los utilizados enla lucha contralas plagas de | os cultivos.

El 4 de abril de 1997, quince paises, entre ellos Espafia, firmaron en Oviedo el Convenio sobre Derechos
Humanos'y Biomedicina, el primer texto juridico internacional con carécter vinculante destinado a proteger
a las personas contra posibles abusos en las distintas aplicaciones biolégicas y médicas. Se aprobd en
noviembre de 1996 por el Consejo de Europa.

Prohibe cualquier discriminacién en virtud del patrimonio genético del individuo y sélo permite la
realizacion de pruebas genéticas predictivas con fines exclusivamente terapéuticos. Se insiste en que la
ingenieria genética no tenga por objeto la modificacion del patrimonio genético del individuo; prohibe la
creacion de embriones humanos con fines de investigacion y exige una proteccion adecuada de los
embriones que se empleen en la técnicas de reproducci6n asistida; incluye la prohibicidn expresa de clonar
seres humanos, etc.

Actualmente se trabaja en distintos protocol os especificos adicionales, entre otros, los de trasplantes de
organos, proteccion del embridn humano y del feto, sobre investigacion genética, etc.

64.5.1. Ingenieria genéticay armas bioldgicas

Los observadores han prestado mucha atencion a la utilizacion de la ingenieria genética para armas
biol6gicas. Aungue las armas biol égicas estan prohibidas por tratados internacionales, lainvestigacién
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dirigidaa proteger al pueblo de sus efectos no lo esta. Existen pocas dudas del interés delos militaresen la
ingenieria genética y en la biotecnologia en general. Se especula con que los avances en ingenieria
genética aumente la puesta en practica de las armas biol égicas.

El uso masivo de dichas armas parece descartado dada la imposibilidad material de controlar totalmente
epidemias masivas, 0, en todo caso, la imposibilidad de incidir especificamente en una determinada
poblacion dada su diversidad genética. Otros dos aspectos merecen tenerse en cuenta:

Laposibilidad de su uso por grupos terroristas.

Usar las armas biolégicas para socavar la salud y estabilidad econémicas de las naciones,
especialmente las menos desarrolladas. Del mismo modo se podria incidir sobre sus cultivos,
socavando la economia de dicha nacién (hay acusaciones de Cuba sobre EE. UU. a este respecto, y de
éstos sobre la URSS a proposito de lalluviaamarillaen el Sureste asiético).

Otros dos aspectos de la biotecnologia merecen una atencién especial, son los biosensor es (enzima o
anticuerpo especifico para la sustancia que desea medirse, se han utilizado para medir glucosa,
creatinina, urea, antigenos de la hepatitis; también sustanciasindustriales: acidos, alcoholes, fenoles) y
los biochips (insertar moléculas semiconductoras en una proteina) utilizados para la deteccion de
gases téxicos.
L as reacciones frente a tal es aspectos de |a biotecnologia entran en el campo de las opiniones personales.
Existen signos esperanzadores de que por o menos algunos grupos de cientificos son conscientes del
peligro que entrafa este posible uso de la ingenieria genética. La National Academy of Science (USA)
rechaz6 colaborar con la Armada de aquel pais aando recibi6 la solicitud de ayuda para reconocer
"agentes del futuro", término que incluia microbios creados mediante ingenieria genética.

64.5.2. Ingenieria genética humana

La facultad para descubrir gran cantidad de datos acerca de la constitucion genética de los individuos
plantea algunas consideraciones éticas profundas. Hay dos preguntas principales ¢Cémo deberian

adquirirse los datos?y ¢como deberian usarse?

Es posible decir si un individuo es portador de determinados genes defectuosos. Se usan sondas de ADN
para diagnosticar enfermedades hereditarias.

Se dan informes genéticos (consej o genético) fiables sobre posibles defectos genéticos en los hijos. A
medida que las posibilidades de deteccién aumenten el beneficio sera obvio, pero, al mismo tiempo, mas
parejas se veran enfrentadas con el dilema de tener o no tener hijos o incluso ala posibilidad de pensar en
tenerlos con otra persona que no sea portadora de |os mismos factores de riesgo.

Més complejas son las cuestiones que plantean enfermedades que, como el célera de Huntington, se
manifiestan en edades intermedias y no tienen curacion, y de las que se ha detectado el gen que las
determina. ¢Qué hacer con los hijos de una persona que padezca dicha enfermedad? L os resultados de las
pruebas de diagnéstico serian mezcla de temor y de esperanza.

Lacriba genética de los obreros de determinadas industrias es algo que se esta considerando atentamente.
Es evidente que todas las personas no tenemos la misma propensién a contraer enfermedades originadas
por determinadas sustancias quimicas. Si |a deteccion de esta propension se puede determinar mediante la
criba genética, ¢qué pasara con sus perspectivas laborales?

Cuando €l proyecto genoma cristalice sera posible predecir, por €jemplo, la probabilidad de morir de muerte
prematura (cancer, diabetes, ataque cardiaco), la idoneidad para determinadas ocupaciones o la
probabilidad de desarrollar enfermedades mentales. No se sabe en qué medida tal es factores dependen de
factores hereditarios personales y en qué medida de factores ambientales y sociales. ¢De qué manera
reaccionariala sociedad ante las sugerencias de que un nifio que tiene la probabilidad de morir a una edad
intermedia afectado por un cancer o un ataque cardiaco no deberia recibir la misma "inversion" en su
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futuro que sus comparfieros mas afortunados? ¢Se consideraria adecuada para él una educacién y unos
cuidados médicos de segundafila?

¢Hasta qué punto se debe usar la intervencion genética para cambiar €l curso de la vida de una persona?,
¢seranormal que la gente seatransgénica.

El progreso en estos campos se tiene que controlar con cuidado. La primera necesidad es, sin lugar a
dudas, alguna forma de derecho a la libertad de informacién: que nadie pueda obtener datos genéticos
acercadelosindividuos sin que queden claras sus repercusiones.

La Asamblea parlamentaria del Consejo de Europa (26-1-1982) examiné un proyecto de recomendaciones
que intenta definir, por primeravez, lalegitimidad de la aplicacién de las técnicas de ingenieria genética en
los seres humanos. Dicha propuesta representa la primera tentativa, a nivel internacional, de establecer
una proteccién juridica contralas consecuencias de |as mani pul aciones genéticas.

La National Academy of Science (USA) publicé, en 1988, un nforme que recomendaba el apoyo al

proyecto genoma. Se ha establecido un comité de ética como parte del proyecto genoma humano y se ha
prometido un 3 % del presupuesto para el estudio de los problemas éticos implicados en la cartografia de
nuestro genoma. Hay voces criticas que sefialan que es preferible el apoyo ainvestigadores aislados, que
sigue sus propios intereses, que la creacion de un gran aparato burocratico. También se considera
excesivo el coste necesario para alcanzar la secuencia compl eta.

A raiz de la clonacion de la oveja Dolly se ha reavivado la polémica sobre la ingenieria genética humana.
Hoy por hoy, tanto en Estado Unidos de América como en la UE, se rechaza la posibilidad de clonacién
humana. Lo cual no quiere decir que se desechen las golicaciones de la tecnologia para €l uso humano,
dejando abierta la puerta a la investigacion con embriones de menos de 16 dias; siempre que no se
implanten en el Gtero materno. Todas las objeciones éticas se unen contra € aventurerismo cientifico
defendido por algunos cientificos (como el danés Steen Malte Willadsen) que sostienen que, la mision de
laciencia es la de violar las leyes de la Naturaleza; afiaden que todas las cuestiones relacionadas con la
ingenieria genética aplicada a humanos debe afrontarse sin hipocresias ni eufemismos ya que sospechan
gue la clonacion de seres humanos ya se hallevado a cabo.

64.5.3. Ingenieria genéticay economia

Los paises pioneros en biotecnologia son EE. UU. y Japén. En los primeros es la iniciativa privada
(multinacionales) la que impulsa el desarrollo de aguella; en el Japdn es el gobierno el principal promotor.
Su supremacia tecnoldgica queda demostrada por su virtual monopolio del comercio mundial de
determinados aminoécidos, enzimas. y aditivos alimentarios. Los paises de la CEE son partidarios del
model o japonés.

Para que los paises del Tercer Mundo se puedan beneficiar de las oportunidades que ofrece laingenieria
genética contra las enfermedades infecciosas 0 parasitarias es preciso encontrar una solucién financiera.
La OMS y otras instituciones. internacionales tienen laboratorios de investigacion, pero es urgente
potenciar el desarrollo de nuevas posibilidades de investigacién y comprobacion no lucrativas a la vez
gue se aumentan |os esfuerzos dedicados a la investigacion fundamental.

Si pudieran reducirse las pérdidas en |os cultivos debidas a la destruccion por plagas, tanto en el Tercer
Mundo como en cualquier otro lugar, se dispondria de muchos mas alimentos. En este campo hay dos
estrategias:

Obtener cultivos resistentes a determinadas plagas, o
crear cultivos resistentes a los plaguicidas que permitirian usar poderosos plaguicidas para destruir las
malas hierbasy organismos nocivos.

Es evidente las preferencias de las grandes compafiias agroquimicas por la segunda opcion. Pero, alargo
plazo, deberia prevalecer las ventajas agricolas y ambientales de la eliminacion de la necesidad de
plaguicidas.

Uno de los mayores problemas econdémicos globales que se ven afectados por la revolucion bioindustrial
esta relacionado con la cafia de azUcar, que constituye uno de los principal es apoyos de la economia de
muchos paises especialmente en la zona del Caribe. El aumento de la utilizacion del alcohol como
combustible puede aumentar la demanda de cafia de azlcar (desviando su uso como alimento), pero el
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crecimiento del mercado de los edulcorantes (fructosa, aspartato), puede reducir los precios. Sélo
podemos intuir |as repercusiones de estas fuerzas contrapuestas.

En en préximo siglo los plasticos obtenidos a partir de organismos vivos podran realizar muchas de las
funciones que actualmente desempefian los metales. Cualquier necesidad de metales podra resolverse
mediante |as técnicas de mineria microbioldgicay, lo mas importante, por la utilizacién de microorganismos
capaces de reciclar los metales que ya han sido extraidos de la Tierra por métodos tradicionales.

De modo similar, las necesidades energéticas podrian derivarse de la energia solar mediante la utilizacion
de vegetales para fabricar alcohol y del metano producido por los generadores que funcionan con
residuos. Se trata de ideas grandiosas, pero factibles alavista de que evolucionalaingenieria genética.

El desarrollo de la biotecnologiay las ventajas que cabe esperar de ella corren el riesgo de agravar mas alin
las profundas diferencias entre los paises en vias de desarrollo y los paises industrializados, e incluso en
el seno de estos Ultimos. El esfuerzo de cooperacion queda tanto mas justificado puesto gue los dos
grupos de paises se interesan por dos aspectos esenciales de la biotecnologia: la conservacion de la
diversidad genética (mediante la creacién de bancos de genes) y lainnovacién tecnol gica.

Las Naciones Unidas proyectan la creacion de un centro internacional de ingenierfa genética y
biotecnologia cuya misién seria promover el traspaso de tecnologia entre |os paises industrializados y 1os
paises en vias de desarrollo. Por su parte, La UNESCO continGa su politica de promocién de la
microbi ol ogia aplicada con miras aun mejor dominio de |las biotecnol ogias.

64.5.4. Opinion de los espafioles sobre laingenieria genética.

Los resultados de una encuesta realizada en nuestro pais en 1990, por €l Instituto de Estudios Sociales
Avanzados arroja, entre otros, |0s siguientes resul tados:

La lectura de los porcentajes sefiala que, en términos generales, las mujeres se muestran mas reticente ala
manipulacion genética que los hombre; los jovenes indistintamente de su sexo, sefialaron mejor
disposicién frente a éstas que los maduros (con mas de 46 afos). Por |o que hace a"creenciasreligiosas”’,
a juzgar por los datos, parecieron menos preocupados por las connotaciones morales de la ingenieria
genética en plantas y animales. Los catdlicos activos fueron los mas reacios a la aceptaciéon de estas
practicas, especialmente en embriones humanos. En todos los casos la aceptacion de la manipulacién
genética aumentd paulatinamente a medida que se incrementaba el grado de instruccion de los
encuestados, presentando un salto importante al alcanzar el indicador correspondiente a nivel "alto" de
estudios.

A diferencia de lo sucedido en otros paises europeos, en Espafia la conciencia media en relacién al

impacto sobre la salud, ecolégico y medioambiental de las nuevas tecnologias se mostraba en un estadio
incipiente. Ningun colectivo manifiesta haberse visto afectado por |os efectos de |a biotecnol ogia, excepto
guiza algunos casos puntuales de uso abusivo de hormonas de crecimiento y engorde animal. Se detect6
un mayor grado de sensibilizacion en los grupos directamente asociados a consumo alimenticio -sobre
todo mujeresy amas de casa cuyo rechazo fue comparativamente mayor.

De la muestra afloraba una visién optimista del binomio ciencia-progreso, manifestando, no obstante, la
necesidad de regulacién y control en lacienciaaplicaday |atecnologia.

Las respuestas convergieron a favor del control social del desarrollo cientifico y técnico, aunque
divergieron en relacion a los agentes responsables del tal protagonismo social. Las respuesta fueron
particularmente adversas hacia €l sector industrial y algo mas generosas con €l colectivo cientifico,
aunque en ambos casos los encuestados parecieron contrarios a admitir el control del desarrollo
tecnoldgico y aplicado por parte de cualquiera de los gremios en exclusiva. La mayor desconfianza del
publico fue hacia los intereses econémicos del consorcio tecnologia-industria 'y tampoco acabaron de
fiarse de la administracién publica, siendo los organismos internacionales los que alcanzaron la més alta
puntuacién de respuesta.
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En marzo de 1997, € Centro de Investigaciones Sociolégicas (CIS) entrevistd a 2500 personas de 163

municipios y 44 provincias distintas para conocer la opinién de los espafiol es respecto a los avances en
ingenieria genética y biotecnologia. Desconocian ain que € 20 octubre de 1997, en el Reino Unido,

Jonathan Slack, mediante una modificacién genética, obtuvo ranas sin cabezani cola (lo que abre la puerta
acrear cuerpos humanos sin cabeza ni sistema nervioso).

A raiz del nacimiento de la oveja Dolly, a 33 % de los encuestados el experimento les parecié mas bien
negativoy al 31 % muy negativo.

Al 70 % les pareci6 posible la clonacion humana en unos 10 o 20 afios; siendo el mismo % los que

opinaban que las autoridades deberian impedir los experimentos encaminados a la clonacién humana (en
Espafia esta prohibida desde 1986).

Un 38 % opinaba que los riesgos del desarrollo cientifico y tecnoldgico superaran alos beneficios en los
préximos 20 afios, siendo un 29 % los que opinaban lo contrario.

La investigaciones genéticas que mas aceptacion provocaron son las que sirven para diagnosticar las
enfermedades hereditarias de las personas y para aplicar nuevos tratamientos médicos. Y los que més
rechazo cosecharon son los experimentos para conseguir ganado de engorde mas rapidamente 'y peces de
mayor tamafio para el consumo.

Lamayoria se mostré en desacuerdo con que se utilicen las pruebas con las células humanas para mejorar
las caracteristicas fisicas que puedan heredar los nifios.
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