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La aplicacién de las técnicas del DNA recom-
binante, o ingenierfa genética, ha permitido rea-
lizar en los Ultimos afos avances muy con-
siderables en el conocimiento cientifico vy es-
pecialmente en las dreas relacionadas con la
biologfa, la biomedicina y la genética molecular.
En el aspecto aplicado esta metodologfa estéd
permitiendo abordar cuestiones relevantes inti-
mamente ligadas a la calidad de vida, tales como
la mejora de la cantidad y calidad de la produc-
cién vegetal, la transferencia de genes funcio-
nales a organismos defectivos, la sintesis de va-
cunas hasta ahora inexistentes, la produccién
de compuestos devalor terapéutico y el diag-
ndstico prenatal de énfermedades hereditarias.
La potencialidad de esta tecnologfa radica esen-
cialmente en que permite obtener muchas co-
pias de DNA idénticas a una molécula original
(clonacién de genes) o de sus productos de ex-
presién. Esto se logra enlazando el DNA que se
desea amplificar a otra molécula de DNA (vec-
tor) capaz de asegurar la introduccién, mante-
nimiento y reproduccién en el interior de célu-
las fordneas especialmente preparadas para
recibir el nuevo material hereditario. Asf, se pue-
de obtener una cantidad suficiente de DNA para
abordar estudios estructurales o funcionales.
Ademés, mediante la manipulacién in vitro del
DNA se obtienen nuevas combinaciones de ge-
nes aptas para abordar cuestiones relativas a la
expresién génica y para obtener moléculas «hi-
bridas» que han incorporado nuevas propieda-
des funcionales.

Ingenieria genética y medicina

Una de las contribuciones mas importantes de
la ingenierfa genética directamente relacionada
con la medicina ha consistido en revelar las cau-
sas moleculares de algunas enfermedades he-
reditarias, facilitandose asi un diagnéstico difi-
cil o imposible de alcanzar con las técnicas

bioquimicas convencionales. El estudio del DNA
revela la causa original de la deficiencia, permi-
tiendo la comparacién directa entre el gen nor-
mal y el defectivo con independencia de su ex-
presién y, por tanto, del andlisis del producto.
Para ello es necesario disponer de un fragmen-
to de DNA o sonda, complementario a la secuen-
cia que se ha de analizar. Sin embargo, existen
aun hoy muchos casos de enfermedades here-
ditarias descritas clinicamente pero no asocia-
das a un gen determinado, de las cuales se des-
conoce ademds el producto génico y la
naturaleza de la alteracién. En algunos de estos
casos, y cada dfa aumenta la frecuencia de és-
tos, la ingenierfa genética permite realizar un
andlisis indirecto mediante el estudio de frag-
mentos de DNA gue presentan un polimorfismo
respecto a su longitud (RFLP) situados muy pré-
ximos al gen en cuestién. Debido a su proximi-
dad o elevado grado de ligamiento, la enferme-
dad controlada por el gen «desconocido» se
hereda de acuerdo con una de las variantes po-
limdrficas presente en una familia determinada.
El andlisis del linaje familiar permite asociar el
gen defectivo a un fragmento de restriccién y,
por tanto, a un cromosoma determinado vy asi,
la presencia o la ausencia del fragmento «mar-
cador» seré la clave para realizar un diagnosti-
co prenatal. Algunas enfermedades hereditarias
diagnosticables por este método son, entre otras,
las a y B-talasemias, la enfermedad de Hunting-
ton, la retinitis pigmentaria, la fibrosis quistica,
las hemofilias y la miopatia de Duchenne (fig. 1).

Aportaciones de la ingenieria genética
a la terapéutica

Entre las aplicaciones de la tecnologia del DNA
recombinante destaca por su valor terapéutico,
comercial y clinico, la sintesis de compuestos
gufmicos esenciales para el desarrolio de la vida
del organismo y cuya ausencia total o parcial
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Figura 1. Localizacion de las dianas de restriccion de la enzima Hind!ll (H) de un fragmento cromosémico humano
de 17,6 kb utilizado para ef diagndstico de la enfermedad de Huntington. Las dianas polimdrficas estan sefialadas
con un asterisco {*). El alelo mas frecuente del sitio 1 produce un fragmento de 17,5 kb y el del sitio 2 determina
dos fragmentos de 3,7 v 1,2 kb respectivamente. Se han definido 4 haplotipos denominados A, B, C y D, segtin
la presencia (+) o ausencia (—) de las dianas de restriccion. El andlisis de estos polimorfismos en dos estirpes
humanas ha permitido asociar la enfermedad de Huntington, en un caso con el haplotipo Ay en otro con el haple-

tipo C.

conlleva alteraciones graves. En este caso se uti-
lizan los microorganismos o células eucariotas
para sintetizar y almacenar productos como la
insulina, la hormona del crecimiento o los inter-
ferones humanos. La sintesis de la insulina hu-
mana por bacterias, uno de los primeros logros
delaingenieria genética en este campo, permi-
te hoy suministrar a los diabéticos la misma hor-
mona que sintetizan los individuos normales. Se
evitan asf los problemas de hipersensibilidad
asociados a la presencia de una molécula que
el sistema inmunolégico reconoce como foranea,
caso de suministrar insulinas de ternera o de cer-
do, y se optimiza la funcionalidad del producto.
Una de las primeras estrategias experimentales
para la sintesis de la insulina consistié en sinte-
tizar in vitro y por separadec el DNA correspon-
diente a la cadena Ay B de la insuiina funcio-
nal, que se obtienen in vivo a partir de un
producto precursor mas complejo. Se introdu-
jeron estas secuencias de DNA en plasmidos de
E. coliy al lado de un fragmento del operdn lac-
tosa gue contenia las secuencias necesarias para
que su expresion pudiera ser regulada, es de-
cir, inducida en presencia de lactosa en el me-
dio de cultivo. Se sintetiza asi una maolécula «hi-
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brida» que contiene los primeros aminodcidos
de la B-galactosidasa, el primer gen estructural
del operdn lactosa, y después los aminodcidos
correspondientes a la cadena A o B. La acumu-
lacion de grandes cantidades de estos produc-
tos en el interior de |as células favorece enorme-
mente su purificacién. La insulina activa se
sintetiza enlazando las cadenas A con las cade-
nas B después de seguir el tratamiento quimico
adecuado (fig. 2). Esta insulina, comercializada
hoy por una industria farmacéutica americana,
es indistinguible de la humana y, por tanto, es
la més adecuada para paliar los efectos de la dia-
betes.

Otras aportaciones de la ingenieria
genética a la medicina

Finalmente, la combinacidn de la tecnologia
de la ingenieria genética con la de abtencidn de
hibridomas ha permitidc construir anticuerpos
«quimera» que combinan la elevada especifici-
dad de enlace a un determinante antigénico, y
que proceden del ratén o la rata, con las carac-
terfsticas estructurales de [as inmunoglobulinas
humanas. A pesar de que se han invertido gran-
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Figura 2. Esquema de uno de los procesos utilizados para la sintesis de insulina humana. Los fragmentos de DNA
Ay B se sintetizaron quimicamente segtn el método de Khorana. El enlace de A o B a un pldsmido bacteriano
permite la replicacion del DNA recombinante en el interior de E. coli. Para la expresion de estos fragmentos se
utilizaron las secuencias reguladoras del operdn lactosa de E. coli. Se acumulan grandes cantidades de cadenas
Ay B en el interior de las células bacterianas. El enlace de los fragmentos A con B produce insulina funcional.

des esfuerzos, la obtencién de anticuerpos mo-
noclonales humanos presenta, adn hoy, proble-
mas técnicos insalvables. Por otra parte, la utili-
zacién de anticuerpos monoclonales de roedores
en humanos a menudo va acompahada de pro-
blemas médicos inherentes al reconocimiento,
por parte del sistema inmunolégico, de una mo-
Iécula extrana al organismo.

En otros casos se han obtenido anticuerpos
«hfbridos» que poseen nuevas propiedades fun-
cionales introduciendo genes de las inmunoglo-
bulinas previamente manipulados, en células
mieldmicas. Estas nuevas propiedades son, en
general, actividades enzimaticas o sintesis de to-
xinas que permiten, en el primer caso, la locali-
zacién y cuantificacién de un antigeno y en el
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Figura 3. Diagrama de una molécula de anticuerpo de ratén formada por dos cadenas ligeras (L) y dos pesadas
(H). Cada cadena presenta una regién variable (V) y una constante (C). La regién constante especifica el tipo de
cadena pesada y le confiere caracteristicas funcionales especificas. Se ilustra ademds la substitucion del dominio
C de la cadena pesada por la region equivalente de una cadena pesada humana o por una nueva actividad enzimdtica.

segundo la destruccién de la célula portadora
del mismo. Las aplicaciones potenciales, en la
actualidad en vias de desarrollo, derivadas de
la combinacién de ambas tecnologfas son enor-
mes, tanto en biologfa como en medicina: entre
otros, en los procesos de purificacién de produc-
tos de expresion de genes clonados, en reaccio-
nes de inmunoandlisis y para la localizacién de
antigenos o de productos quimioterapéuticos en
células tumorales (fig. 3).

Las técnicas desarrolladas recientemente para
la obtencién de células soméaticas hfbridas en
combinacién con la ingenierfa genética han per-
mitido avanzar enormemente en el mapaje de
los cromosomas humanos. La localizacion cro-
mosémica de los genes es un dato esencial en
relacién a su posterior andlisis molecular. En los
Oltimos afos, utilizando estas técnicas, se han
mapado mas de 900 genes en los cromosomas
humanos; de éstos, se han clonado unos 250
y se dispone de més de 800 sondas especificas.
No es exagerado afirmar que la aplicacién de la
tecnologia de la ingenierfa genética en medici-
na representard uno de los avances méas impor-
tantes de este siglo, tanto en el diagnéstico como
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en la terapéutica y constituye uno de los casos
mas evidentes de la aportacién positiva de la
ciencia a la calidad de vida.
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DISCUSION

J. GARZON: Quisiera hacer algin comentario influenciar o donde se ha empezado a poner

sobre la posible proyeccién de la ingenierfa ge-
nética dentro del 4rea de la farmacologia o de
la génesis de nuevos fdrmacos. Yo distingo
que este tipo de estudios tiene dos fases bien
claras, una que incluye investigacién bésica,
ideas, desarrollo, y una segunda que es la
mera técnica repetitiva, la cual pienso que seré
la que tendrd repercusién en la industria. La
participacién de un bidlogo o de una persona
pensante es requerida en la primera fase, pero
la segunda ; hasta qué punto no pasa a ser ma-
sificada y puede ser hecha meramente por
cualquier técnico? ;Dénde estd la participa-
cién del bidlogo dentro del desarrollo de un far-
maco o dentro de la industria que utiliza es-
tas técnicas para su explotacion?

R. GONzALEZ: Evidentemente, en esta segunda
parte el papel del biblogo es secundario y se-
ria triste repetir exactamente un procedimiento
que puede realizar un técnico siguiendo un
protocolo. Yo creo que el papel del bidlogo tie-
ne mucho mas sentido en la investigacién ba-
sica en este aspecto de desarrollar nuevas es-
trategias terapéuticas, en la obtencién de
moléculas que puedan tener un interés.

R. FLos: En esta primera fase que se hablaba,
Yo creo que se puede hablar de la primacfa
del bidlogo. Es decir, no solamente por su for-
macidn, sino incluso por su mentalidad. En
esta primera fase el bidlogo es primordial, pero

creo que no hay que olvidar la segunda fase..

Estoy de acuerdo en que para determinados
bidlogos puede ser muy triste repetir siempre
una misma técnica. Sin embargo, éste es un
trabajo. Es decir, yo creo que el bidlogo hoy
no puede rechazar determinados trabajos por-
que sean digamos aburridos. El campo del bié-
logo es muy amplio, pero no todos los bidlo-
g0s van a ser innovadores en un campo tan
fascinante como la ingenierfa genética.

G. NicoLAs: A mi modo de ver, el campo de la
biotecnologfa o ingenierfa genética es uno de
los campos en que los bidlogos no podemos
dejar escapar la ocasién, ya que estd demos-
trado que la formacién del bidlogo en Espafia
es suficientemente buena como para permi-
tir que surjan grandes figuras en este campo.
Espafia es un pals que siempre se ha dejado

algo de moda tras |a estela de una gran figura
gue hemos tenidc en algin campo. Se pu-
so de moda la bioquimica cuando le dieron
el Premio Nobel a Severo Ochoa, y se esté po-
niendo de moda el golf con Severiano Balles-
teros, como se puso de moda el tenis con San-
fana. Tenemos ahora mismo un grupo de
investigadores en EE.UU. y creo que no se de-
beria desaprovechar esta ocasién. El camino
que estan abriendo en el mundo Mariano
Barbacid y Eugenic Santos debe hacernos
ver gue el bidlogo espariol tiene una formacién
buena como para empezar a trabajar y hacer
cosas tremedamente importantes en este
campo.

R. GONZALEZ: Quizé sea oportuno con5|derar

pragméaticamente lo que realmente es posible
hacer en este pais. Yo admiro realmente al
equipo de Barbacid y Santos, he leido sus tra-
bajos, pero el problema es que este pafs no
esta preparado para recibir a esta gente.

En cambio, a mi modo de ver hay otros cam-
pos donde, desde un punto de vista realista,
el bidlogo podria encajar muy bien y que a la
larga tienen que desarrollarse en Esparia. Y
para mf uno de éstos es, claramente, el diag-
néstico prenatal que hoy dia preocupa a mu-
chisima gente. Hay enfermedades cuya fre-
cuencia en la poblacién es del orden de uno
a dos por 1.000 o uno en 6.000 y esto repre-

. senta un numero realmente elevado. En los

hospitales tendrfan que iniciarse ya unas sec-
ciones dirigidas a un diagndéstico prenatal
serio, no sélo destinado a mongolismos ¢ mi-
rando translocaciones de Filadefia, sino estu-
diando las alteraciones a nivel del DNA. Esto
es relativamente sencillo porque se trata de
purificar un DNA a partir de una célula del cul-
tivo. Yo creo que cualguier hospital de este pals
puede hacerlo, y esto no se hace.

C BELLVER: QU|S|era hacer un comentario refe-

rente a la industria farmacéutica, que no aca-
ba de entrar en este campo de la biotecnolo-
gfa. Pienso que principalmente es debido a
que no dé sus frutos a un corto plazo. En
veterinaria sf se estdn haciendo cosas, y de
hecho hay colaboraciones entre empresas, la-
boratorios de veterinaria y el CBM.
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