Review

A

analesranf.com

Discovery and handling of Genes. Connetions with Biology and

Medicine

Title in Spanish: Descubrimiento y manipulacion de los genes. Conexion con la Biologia y la Medicina

M. del Carmen Avendafio Lopez"”

'Catedratica de Quimica Organica y Académica de Numero de la Real Academia Nacional de Farmacia.

ABSTRACT: This review analyses the advances of
biological knowledge derived from the discovery and
handling of genes, the connections between genetics and
medicine and the perspectives of genomic editing.

“Corresponding Author: avendano@ucm.es
Received: May 22,2018 Accepted: May 23, 2018

RESUMEN: En esta revision se analiza el avance que
han experimentado los conocimientos biologicos como
consecuencia del descubrimiento y manipulacion de los
genes, las interacciones de la genética y la medicina, y
las perspectivas de la ediciéon gendmica.

An Real Acad Farm Vol. 84, N° 2 (2018), pp. 122-153
Language of Manuscript: Spanish

1. INTRODUCCION

Lo que impulsa a la ciencia es el intento de entender la
naturaleza, y lo que impulsa a la tecnologia, el intento de
manipularla (1).

Desde que a principio de los afios setenta los bidlogos
empezaron a comprender como generan los genes la
enorme complejidad de los seres vivos, tuvieron que
afrontar también los efectos que produciria su inevitable
manipulaciéon. Cuando en 1971 los Institutos Nacionales
de Salud de EEUU organizaron el congreso “Perspectivas
del cambio genético planeado” para analizar las
posibilidades de manipular genéticamente a los seres
humanos, todos los participantes estuvieron de acuerdo en
que su desarrollo solo era cuestion de tiempo.

A partir del aiio 2013, en que se supo que la tecnologia
CRISPR/Cas9 permite de forma econémica y sencilla
reeditar los genes alterando las secuencias de ADN y
modificar su funcion con toda precision, la excitacion y el
miedo se han mezclado ante la perspectiva de que los
humanos pueden por primera vez modificar o quizas
eliminar por completo diversas poblaciones de
organismos. Entre las potenciales aplicaciones de esta
tecnologia se incluye la correccion de defectos genéticos
(eugenesia), el tratamiento y la prevencion de la
propagacion de enfermedades, y la mejora de los cultivos
agricolas. Sin embargo, su utilizacion plantea serios
interrogantes, porque reescribir el codigo genético
podria eliminar enfermedades pero también alterar el
destino de las especies. Este tema se ha comentado
recientemente en una sesion de la RANF (2), pero creemos
que podria ser de interés revisar algunos hitos del camino
que se ha recorrido con anterioridad para descifrar la
mecanica de los genes y como éstos pueden manipularse,
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asi como su impacto en la biologia y la medicina.

Desde el principio de la historia de la humanidad fue
evidente que los padres transmiten a sus hijos unos rasgos
que a su vez ellos transmiten a sus hijos a lo largo de
generaciones, pero el mecanismo de esta transmision (la
herencia) fue un gran misterio durante muchos siglos. Al
conocimiento del gen como la unidad irreductible de la
herencia y de la informacion bioldgica, transportador de
cualquier rasgo que pueda heredarse total o parcialmente,
se ha llegado en fechas relativamente recientes, y su
manipulacién sigue actualmente un progreso imparable.

2. EL CAMINO HACIA EL CONOCIMIENTO Y
MANIPULACION DE LOS GENES

2.1. El misterio de la herencia

En el siglo VI antes de Cristo, Pitagoras propuso una
de las primeras y mas extendidas teorias para explicar la
herencia: el “espermismo”. Segln ésta, la informacion
hereditaria esta contenida en el esperma del varén y se
transmite al cuerpo de la mujer durante el coito para que
ésta se encargue de la nutricion del nuevo ser. Esta teoria
fue desmantelada por Aristéles al observar que los hijos
pueden heredar caracteristicas de sus madres y abuelas, y
que estas caracteristicas pueden desaparecer en una
generacién y reaparecer en la siguiente. Para explicarlo,
propuso que las hembras debian contribuir a la formacion
del feto aportando una especie de semen femenino: la
sangre menstrual. Aristoteles concebia la herencia como
una transmision de informacion, aunque el papel de ambas
aportaciones era diferente: la masculina se consideraba
como “mensaje” y la femenina como “material”.

Los conocimientos cientificos sobre la herencia apenas
progresaron en los dos mil afios siguientes y, a principios
del siglo XVIII, varios bidlogos seguian creyendo en la
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teoria del “espermismo” (3). La idea de que la cabeza del
espermatozoide contiene un “homunculo”, un ser humano
minusculo a la espera de poder desarrollarse, surgi6 de la
alquimia y se aplicd mas tarde en la discusiones sobre la
concepcion y la herencia (Figura 1). Irénicamente, de
existir este ser diminuto preformado, deberia denominarse
“femunculo” porque el 6vulo, ademas de proteinas y
nutrientes, ribosomas y membranas, proporciona al
embrién sus mitocondrias, unas estructuras subcelulares
del citoplasma que sirven para producir energia. Estas
poseen un minigenoma de 37 genes, la seismilésima parte
de los 21.000 a 23.000 genes presentes en los 23 pares de
cromosomas que tienen las células humanas. Como su
origen es exclusivamente femenino, los genes
mitocondriales (que rara vez se combinan) estan presentes
como una sola copia, y sus mutaciones se transmiten
intactas de mujer a mujer en las distintas generaciones.
Cada mujer lleva en sus células genomas mitocondriales
de sus futuros descendientes, un hecho que da cierto
sentido a los términos “Eva, la madre biblica” o “Lucy, la
madre ancestral”.

Figura 1. Representacion de un “homiunculo”.

2.1. Darwin y Mendel. La evolucion y la transmision
genética

Hacia la mitad del siglo XIX, los te6logos, astrologos y
estudiosos de la naturaleza, intimidados por el hecho de
que si se apartaban del Génesis se apartaban de Dios,
consideraban la cuestion del origen de las especies como
“el misterio de los misterios”. Era menos problematico
abordar la cuestion de como se genera la diversidad en la
naturaleza, tarea que realizaron Charles Darwin a través
de la observacion y Gregor Mendel a través de la
experimentacion (Figura 2).

Figura 2. Charles Darwin y Gregor Mendel.
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Durante su viaje de cinco afios en el Beagle, Darwin se
preocupd fundamentalmente del fendmeno de la variacién
natural o evolucién espontanea: ;como producen los
animales en ocasiones descendientes con rasgos diferentes
a los de sus progenitores y tiene lugar la especiacién?. En
la naturaleza tenia que ser posible la produccion de
variantes y la transmision de estas variaciones, por lo que
la herencia tenia que ser estable y a la vez mudable.
Cuando en 1859, tras largos afios de reflexion, Darwin
publico “El origen de las especies por medio de la
seleccion natural”, toda su teoria requeria apoyarse en
conocimientos basicos acerca de la herencia que todavia
no se habian desarrollado. Lleno de dudas, propuso la
teoria de la “pangénesis” (génesis de todo), imaginando
que las células de todos los organismos producen
particulas diminutas, las “gémulas”, que contienen la
informaciéon hereditaria y circulan por los animales y
plantas hasta que pasan su informacion a las células
germinales cuando llegan a la madurez. Las gémulas
secretadas por cada organo llevan las instrucciones para
generar un 6rgano similar y, al formarse un embrion, las
instrucciones de los progenitores se mezclan como los
colores en una pintura. Jenkin, uno de los criticos de
Darwin, argumentaba que si la herencia no tiene recursos
para mantener una variaciéon y fijar un caracter
alterado, esta variacion se desvaneceria con el paso del
tiempo, diluyéndose en la mezcla de pinturas hasta
desaparecer.

Parece que Darwin no conocid, o no le interesd, un
articulo  sobre  hibridos de guisantes titulado
“Experimentos de hibridacion en plantas”. Este trabajo
se publicé en 1866 en Anales de la Sociedad de Ciencias
Naturales de Brno, una revista que apenas se leia en el
mundo cientifico. Su autor fue el modesto monje agustino
Gregor Mendel, un pionero que tras mas de ocho afios de
trabajo proporcion6 los conocimientos basicos de la
herencia y fundé la biologia moderna a través de su
aparentemente sencilla experimentacion realizada en la
abadia de Brno, hoy perteneciente a la Republica Checa.
Los experimentos de Mendel pusieron de manifiesto que la
herencia solo puede explicarse por la transmision de los
progenitores a su progenie de unidades discretas de
informacion que se comportan como entidades
independientes. Por ejemplo, el color de la flor del
guisante no tiene ningun vinculo con la altura del tallo o el
aspecto de las semillas. Segiin Mendel, cada caracteristica
se hereda de forma independiente, siendo posibles todas
las combinaciones de rasgos.

A pesar de su transcendencia, los descubrimientos de
Mendel permanecieron olvidados casi 40 afios, y solo
empezaron a interesar a los cientificos a finales del siglo
XIX. Uno de sus seguidores fue el bidlogo inglés William
Bateson, que acufi6 en el afio 1905 el término “genética”
para designar el estudio de la herencia. Otro firme defensor
de Mendel fue el botanico danés Wilhelm Johannsen, que
en 1909 acufi6 el término “gen” como abreviatura de la
palabra pangen previamente propuesta por el holandés
Hugo de Vries en 1889. Los experimentos de Johannsen
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apoyaron la teoria de este ultimo acerca de que la
mutacién se produce a través de cambios repentinos y
especificos de las unidades de la herencia en las células
germinales.

Cien afios después de las observaciones de Darwin,
Theodosius Dobzhansky (un bidlogo ucraniano emigrado
a Estados Unidos) estudi6 la variacion genética en
poblaciones salvajes, demostrando que ninguna variante es
superior a las demas y que la variacion genética es la
norma en la naturaleza. Sin una profunda diversidad, un
organismo puede terminar perdiendo su capacidad para
evolucionar. En su labor como critico de la eugenesia
sefialé que la seleccion de los mejores en funcion de sus
fenotipos es un método defectuoso para garantizar una
genética Optima porque los fenotipos no solo estin
determinados por los genes, sino también por el medio
ambiente y el azar. El afo 1973 aseguraba que nada
tiene sentido en biologia si no es a la luz de la evolucion:
“Creation is not an event that happened in 4004 BC. It is a
process that began some 10 billion years ago and is still
under way” (4). En este periodo se reavivo la controversia
entre la teoria de la evolucién y la fe religiosa, destacando
el filosofo creacionista Pierre Teilhard de Chardin, que
consider6 que la creacion se realiza de forma continuada
por medio de la evolucion.

En la actualidad, muchos cientificos consideran que la
teoria de la evolucién natural de las especies se puede
aplicar a la oncologia. De acuerdo con las ideas
darwinianas, la intervencion terapéutica puede diezmar a
las células cancerosas, pero al mismo tiempo ejerce una
presion que favorece las variaciones clonales que hacen a
estas células resistente al tratamiento (5). El complejo
ecosistema humano permite que un tumor crezca, mute y
atraviese etapas en las que se altera y responde a su
entorno con el objeto de sobrevivir.

2.3. Eugenesia e higiene racial

Entre los cientificos que se opusieron a la teoria
mendeliana de los genes se encontraba Francis Galton, un
prolifico autor que apoyado en las ideas de su primo
Charles Darwin se dedic6 al estudio del ser humano y de
las diferencias individuales. Galton acufi6é en sus ultimos
afios el término “eugenesia” para denominar a la ciencia
dedicada al estudio de la mejora de la raza humana a través
de la reproduccion selectiva de los individuos que poseen
los mejores rasgos (6). Estas ideas se convertirian poco
después en la base de la “higiene racial” propuesta por la
doctrina nazi, que utilizo6 la esterilizacion, el
confinamiento y el exterminio de los seres que a su
entender poseian genes defectuosos. En los Estados
Unidos la discriminacion de los ciudadanos negros
comenzo6 mucho antes, y en los aflos 1920 se aprobaba la
esterilizacion forzada de mujeres consideradas como
imbéciles (Figura 3).
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Figura 3. Representacion del arbol eugenésico.

En el mismo periodo, los cientificos de la Union
Soviética plantearon que los genes eran un espejismo
creado por la burguesia para fijar las diferencias
individuales, y propusieron que la limpieza que necesitaba
el Estado se lograria a través de la reeducacion de los
individuos. Por extensién, el investigador agricola
Lysenko propugn6é que la hambruna podia combatirse
“reeducando” a las plantas alimenticias para que crecieran
en cualquier clima. Los argumentos para defender la
preponderancia de unas razas sobre otras se aplican
hoy como base de algunos nacionalismos, y el nexo entre
el crimen y ciertos genes se ha debatido y se sigue
debatiendo en multiples paises.

2.4. Los cromosomas: descubrimiento del cromosoma Y y
del gen de la masculinidad

Para entender como funcionan los genes tenia que
descubrirse primero en qué lugar de las células se
encuentan, ya que a lo largo del siglo XIX solo eran
“visibles” en un sentido estadistico. Theodor Boveri, un
embridlogo aleman que trabajaba con erizos de mar en la
década de 1890, propuso que los genes se encontraban en
unas estructuras filiformes enrolladas en el nucleo de las
células que se denominaron “cromosomas” porque podian
tefiirse de azul con anilina. Esta hipétesis fue corroborada
en 1906 por Nettie Maria Stevens, quien demostré que
los genes que determinan el sexo en los gusanos de la
harina se encontraban en cromosomas que podian
distinguirse al microscopio. Por analogia, aunque no se
supiera como se organizaban, todos los genes deberian
estar situados en los distintos cromosomas.

Cuando se observaban al microscopio las células de los
gusanos hembra de la harina se veian 10 pares de
cromosomas “homdlogos”, mientras que en las de los
gusanos macho habia un par de cromosomas dispares. Uno
de éstos, al que se denominé posteriormente “cromosoma
Y” (el masculino), se veia como una pequefia mancha de
forma nudosa mientras que su pareja era un cromosoma
mas grande que se denomind posteriormente “cromosoma
X” (el femenino). Entonces pudo razonarse en lenguaje
cromosomico que las células masculinas serian XY y las
femeninas XX. El 6vulo contendria un Ginico cromosoma
X mientras que el espermatozoide puede ser portador del
cromosoma Y, resultando la combinacion XY la que
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determina el sexo masculino, mientras que si es portador
del cromosoma X resulta la combinacion XX que
determina el sexo femenino. La determinacion del sexo
es un proceso aleatorio regido por la naturaleza genética
X 0Y del primer espermatozoide que alcanza y fecunda el
ovulo (Figura 4).
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Figura 4. Cromosomas sexuales.

Hacia el afio 400 a. C., el filésofo presocratico
Anaxagoras pensaba también que la determinacion del
sexo era un proceso aleatorio, pero creia que dependia del
lugar de produccion y de destino del esperma: el producido
en el testiculo derecho se dirigiria al lado derecho del utero
donde se formaria un feto masculino, mientras que el del
izquierdo lo haria al lado izquierdo donde se formaria un
feto femenino. Estas ideas, que hoy parecen tan absurdas,
se debian al gran desconocimiento que se tuvo durante
miles de afios de las diferencias anatomicas entre hombres
y mujeres. Galeno en el siglo II, y sus seguidores durante
la Edad Media, consideraron que el Utero era un escroto
alojado en el interior de la mujer y las trompas de Falopio
eran vesiculas geminales mas grandes que las del varon.

Tras descubrirse el cromosoma Y sorprendié su
pequeiio tamafio. Hoy se supone que, a fin de preservar a
lo largo de millones de afos los genes que albergan la
informacion que determina la masculinidad, este
cromosoma ha ido perdiendo otros genes porque al carecer
de pareja o copia que lo duplique no podrian reparase los
genes que contiene si éstos se alteran. Algunos consideran
que la reduccion de tamafio del cromosoma Y no ha
acabado (recordemos que la evolucion esta ligada a la
pérdida de genes o de su funcién) (7). El por qué de la
reproduccion sexual, siendo la asexual un proceso mas
simple y eficiente, sigue siendo intrigante, y muchos
evolucionistas opinan que el sexo no se cred para la
reproduccion sino para permitir la recombinacion genética
y lograr una mayor variacion entre las especies.

Una vez descubierto que el alojamiento de los genes
que determinan el sexo masculino era el cromosoma Y,
quedaba por conocer cuales eran estos genes. El problema
se resolvid gracias al hallazgo en 1955 del sindrome de
Swyer, nombre de un endocrinélogo inglés que estudiaba
la infertilidad humana. Las mujeres infértiles que
mostraban  este  sindrome eran  anatomica Yy
fisiologicamente femeninas durante su infancia, pero no
alcanzaban la madurez sexual femenina al comienzo de su
edad adulta. Cuando los genetistas estudiaron sus células
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descubrieron que todas ellas tenian cromosomas XY, por
lo que nacian con el patron cromosémico masculino, pero
en un momento dado de la gestacion se debia producir una
mutacion que inactivaba al gen que especifica la
masculinidad. En los afios 1980, el genetista britanico
Peter Goodfellow estudi6 a estas mujeres y encontrd que,
en efecto, un gen situado en el cromosoma Y estaba
mutado e inactivado por lo que los individuos eran
anatomica y fisiologicamente femeninos. Estos genes, que
se denominaron genes SRY (sex-determining region Y),
son pequefios y sin intrones (ver el apartado 2.9) y
codifican una proteina que se expresa preferentemente en
los testiculos. Cuando Goodfellow insertd una copia extra
de este gen en hembras de ratones, sus crias nacieron con
el cromosoma XX en todas sus células pero eran machos
anatomicamente y en su comportamiento (se habia
producido el sindrome de Swyer al revés) (8). El gen SRY
controla la determinacion del sexo, entendido éste como la
suma de aspectos anatomicos y fisiologicos de los cuerpos
masculino y femenino. Si SRY esta “conectado” un animal
sera anatdmica y fisiologicamente macho, pero si se
“desconecta” se volvera anatomica y fisiologicamente
hembra.

Los determinantes genéticos de la conducta y las
preferencias sexuales fueron un misterio para Darwin,
quien dedicé a este asunto gran parte de su libro publicado
en 1871 “El origen del hombre. La seleccion natural y la
sexual”. Si se admite que el sexo es algo diferente al
género (las actitudes psiquicas, sociales y culturales que
asume una persona) o a la identidad de género (el
sentimiento que se tiene de si mismo), podemos
preguntarnos si estas cuestiones también estan gobernadas
por los genes. Dentro de la controversia general sobre lo
innato y lo adquirido, la teoria dominante en la sociedad
hasta finales de los afios ochenta fue que Ia
homosexualidad era adquirida, no innata. Sin embargo,
hoy parece estar claro que los genes son mucho mas
influyentes que cualquier otra circunstancia, y muchos
consideran que para definir el género o la identidad de
género, el gen SRY u otros posibles genes todavia
desconocidos deben actuar, activando unos genes Yy
reprimiendo otros, complementados con otros muchos
factores ambientales. Algunos estudios han validado el
nexo entre la homosexualidad y un gen proximo al
fragmento Xq28 situado en el cromosoma X (9), pero
todavia no se ha aislado un gen que influya realmente en la
identidad sexual.

2.5. Vinculacion de los genes e intercambio genético.

En 1905 el genetista Thomas Hunt Morgan,
trabajando en la Universidad de Columbia, comenz6 a
estudiar el desarrollo embrionario de la mosca de la fruta
(Drosophila melanogaster) aplicando a los animales los
estudios que Mendel habia realizado con plantas (figura 5).
Se trataba de identificar las mutaciones de rasgos
visibles que pudieran seguirse a lo largo de
generaciones. Sus estudios convirtieron a esta mosca en
uno de los principales organismos modelo utilizados en
genética y dieron lugar a varios Premios Nobel incluyendo
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el otorgado a Morgan en 1933.

Figura 5. Drosophila melanogaster.

Morgan y sus discipulos descubrieron en 1910 que
habia aparecido de forma espontanea entre las moscas de
estirpe silvestre de ojos rojos un mutante de ojos blancos.
El gen mutado responsable de este cambio en el color de
los ojos se denomind “gen white”, un calificativo que fue
la causa de que a partir de entonces comenzaran a
nombrarse los genes segun el fenotipo que producian sus
alelos mutantes. Un fenotipo es el conjunto de
caracteristicas de orden fisico o bioldgico que distinge a un
organismo mientras que un genotipo es su composicion
genética. Un alelo es una variante de un gen generalmente
causada por mutaciones. Un gen puede tener multiples
alelos que se diferencian en su secuencia y pueden
manifestarse en modificaciones concretas de la funcion de
ese gen.

El rasgo “ojos blancos” solo aparecia en los machos,
luego estaba sistematicamente ligado al sexo y el gen
responsable de su aparicion residia en el cromosoma Y,
pero al tener el gen white un caracter recesivo, cuando un
macho de ojos blancos se cruzaba con una hembra de ojos
rojos su progenie tenia ojos rojos. Se habia descubierto que
los genes no siempre se comportan de forma
independiente. Hoy sabemos que la vinculacion de un
determinado gen al sexo no solo se da en las moscas de la
fruta, sino también en las personas. En éstas es notable el
caso de la hemofilia, una enfermedad de la sangre
potencialmente letal provocada por una mutacién que
causa la ausencia o disminucién de proteinas esenciales
para la coagulacion (factores VIII o I[X). Las mujeres
pueden transportar el gen de la hemofilia, pero solo los
varones pueden resultar afectados por la enfermedad.

El grupo de Morgan observé que también estaban
vinculados entre si otros genes. Por ejemplo, el gen de ojos
color azabache en las moscas casi nunca se heredaba
independientemente del gen de las alas pequeiias, por lo
que ambos deberian residir en el mismo cromosoma. En
general, la herencia de rasgos inseparables se debia a que
los genes responsables estaban situados en un mismo
cromosoma (10). Si dos genes tendian a ser coheredados
deberian encontrarse en el mismo cromosoma, mientras
que si no estaban vinculados deberian estar localizados en
cromosomas distintos. Sin embargo, en algunas ocasiones
se observaba que un gen de un cromosoma paterno se
desvinculaba de sus compaiieros en un embrion y pasaba a
uno materno, produciendo un individuo “raro”. Esto
significaba que, ademas de la transmision vertical de los
genes, el material genético puede transmitirse
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horizontalmente (Morgan calific6 este fendmeno como
“intercambio genético” o “transformacién”). Quedaba
establecido que la informacién genética puede
intercambiarse entre cromosomas de un organismo, entre
organismos y entre especies, y unque se produce raramente
en mamiferos, es frecuente entre bacterias (recordemos
que los genes de resistencia a antibidticos son
intercambiables habitualmente entre ellas) (11).

El bacteridlogo inglés Frederick Griffith demostr6 en
1928 que en la “transformacion” los genes pueden ser
transportados por simple contacto, al margen de cualquier
forma de reproduccion (12). Griffith utiliz6 dos cepas de la
bacteria Streptococcus pneumoniae, causante de la
neumonia neumocdcica, que podian distinguirse porque
una tenia una capa lisa formada por azucar (y por eso
escapaba del sistema inmunitario por lo que era muy
virulenta) mientras que la otra era aspera, carecia de la
capa de azlcar y era vulnerable al ataque inmunologico.
Cuando mezcld la cepa de bacterias lisas (virulentas),
muertas previamente por el calor, con bacterias vivas de la
cepa arrugada, estas ultimas adquirieron la capa lisa y se
convirtieron en virulentas. El fendmeno se habia producido
quimicamente, ya que el gen que determina la virulencia
habia pasado de la sopa quimica formada por los restos de
las bacterias muertas a las vivas. Por su parte Muller (otro
antiguo alumno de Morgan), habia descubierto en 1926
que las mutaciones podian inducirse en una poblacion de
moscas exponiéndolas a rayos X de intensidad baja, es
decir, suministrando energia (13). Asi pues, las
alteraciones genéticas podian inducirse artificialmente,
y la biologia empezaba a convertirse en quimica.

2.6. Componentes quimicos de los genes: Estructura del
ADN

Los genetistas habian empezado a visualizar los genes
contenidos en los cromosomas, pero ;qué componentes
quimicos constituian los genes? El experimento de Griffith
dio paso a muchas especulaciones sobre la identidad
molecular de los genes. Esta se buscaba triturando células
y analizando sus componentes quimicos. Se sabia que los
genes se encontraban en la cromatina del nicleo y que
ésta estaba formada por proteinas y acidos nucleicos. Las
proteinas y sus funciones eran entonces bastante
conocidas, mientras que los acidos nucleicos eran muy
desconocidos. Por ello, se pens6 en principio que los genes
estaban compuestos de proteinas.

Los acidos nucleicos se habian descubierto en 1869 por
el bioquimico suizo Friedich Miescher en materiales
procedentes de los nucleos de ciertas células humanas y
animales. Eran hebras blanquecinas que poseian caracter
acido, de ahi su nombre. A principios de la década de 1920
se sabia que existian dos modalidades, el ADN y el ARN,
y que ambos estaban formados por bases unidas entre si a
lo largo de una cadena. Las bases presentes en el ADN
eran adenina (A), guanina (G), citosina (C) y timina (T),
mientras que en el ARN habia uracilo (U) en vez de
timina. Eran compuestos demasiado simples para ser los
agentes activos de la herencia, aunque si podrian ser el hilo
del collar que sujeta a las perlas, que serian las proteinas.
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En 1933 Oswald Avery, un profesor de la Universidad
Rockefeller experto en neumococos, conocid el
experimento de transformacion de Griffith y decidio
repetirlo, porque no creia que unos desechos quimicos
pudieran transportar informacion genética a una célula. Al
comprobar que el fenomeno se repetia, desarrolld diversos
cultivos hasta que logré un detritus bacteriano muy
concentrado. Tras separar sus componentes con distintos
tratamientos, examino la capacidad de cada porciéon para
transmitir  la  informacién  genética, observando
exclusivamente la “transformacioén” en la fraccion formada
por acidos nucleicos. Puesto que con la adicion de una
enzima que digeria el ARN no desaparecia la actividad,
ésta se debia al ADN. La publicaciéon de éste y otros
experimentos confirmativos se produjo en 1944 (14),
aunque muchos eminentes cientificos tardaron afios en
aceptar que el ADN pudiera contener la informacion
genética. De hecho, a Avery se le negd el Premio Nobel de
Fisiologia o Medicina a pesar de que obtuvo tres
nominaciones para el mismo.

El conocimiento de la estructura del ADN tuvo lugar
en 1953, cuando James Watson y Francis Crick,
apoyados en los trabajos que realizdo Rosalind Franklin
utilizando la cristalografia de rayos X para fotografiar al
ADN en el King’s College de Londres, resolvieron su
estructura de doble hélice estabilizada por enlaces de
hidrégeno entre las 4 bases puricas (A y G) y pirimidinicas
(T y C) (15). La historia es bien conocida y podemos
resumirla empezando por la llegada a Cambridge del fisico
neozelandés Maurice Wilkins, quien decidié estudiar por
difraccion de rayos X la estructura del ADN. Esta técnica,
junto con un uso inteligente de modelos moleculares, habia
sido utilizada en el Caltech por los quimicos fisicos Linus
Pauling y Robert Corey para determinar la estructura de
varios fragmentos de proteinas y descubrir que éstas se
pliegan con frecuencia formando una sola hélice. Al
proyecto de Wilkins se incorpordé como cristalografa en
1950 Rosalind Franklin, mientras que Watson y Crick lo
hicieron en 1951. Pauling y Corey trataban también de
resolver la estuctura del ADN con una metodologia
semejante, por lo que la competencia era enorme.

Aunque los datos de rayos X que originaban los
cristales de ADN eran compatibles con una estructura de
dos, tres, o cuatro cadenas, cuando Watson y Crick
observaron la mejor fotografia obtenida por Franklin, la
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“fotografia 517, se dieron cuenta de su sencillez y
empezaron a elaborar diversos modelos que contenian dos
cadenas helicoidales entrelazadas. Se basaron también en
las mediciones que Franklin habia reflejado en un informe
previo que, aunque no era expresamente “Confidencial”,
era obvio por su importancia que no debia manejarse
libremente. Fueron también de gran ayuda para determinar
la disposicion y apareamiento de las bases los trabajos del
bioquimico Erwing Chargaff, quien encontré en 1950 que
al descomponer el ADN, las bases A y T, al igual que G y
C, siempre estaban presentes en una proporcion casi
idéntica. Ademas, los modelos moleculares corroboraron
que el par A...T tenia una forma idéntica al par G...C, de
forma que los pares de bases podian apilarse hacia el
centro de la hélice.

Aunque la estructura de doble hélice del ADN es
general, se conocen otras estructuras que estan presentes
de forma minoritaria. En las células eucariotas los
extremos de los cromosomas estin marcados por los
“telomeros”, que son secuencias de ADN no codificantes
cuya funcion principal esta relacionada con la estabilidad
estructural de los cromosomas, la division celular, y el
tiempo de vida de las estirpes celulares. Un ADN
telomérico humano puede formar una doble hélice clasica,
pero también, una hebra rica en G puede adoptar por
separado una  conformacion de cuatro  pisos
(“quadruplex”), cada uno de los cuales es un plano
formado por cuartetes de guanina (Figura 6) (16). Si una
hebra de ADN es rica en citosina puede plegarse también
como un motivoe intercalado (i-motif), un nudo en el que
algunas citosinas en vez de unirse por enlaces de
hidrogeno a guaninas se enlazan a otras citosinas que se
encuentran en forma protonada (17). Las secuencias que
originan G-quadruplex estan relacionadas con la actividad
transcripcional de genes relacionados con el cancer (como
c-Myc, k-Ras, PDGF, etc.) y, por esta razon, algunos de
sus ligandos inducen la apoptosis de células cancerosas.
Por otra parte, los i-motifs se forman, disuelven y se
vuelven a formar en las fases G1 tardias (cuando el ADN
se “lee” con mas intensidad para ser copiado) y pueden
aparecer en las regiones promotoras y en los teldmeros.
Por ello, se piensa que pueden tener importancia como
reguladores del funcionamiento celular. Varios bidlogos
australianos han observado recientemente i-motifs en
células humanas vivas (18).
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Figura 6. ADN de doble hélice (pdb 6¢q3), quadruplex (pdb 143d), e i-motif (pdb 1ybl). Las tres estructuras se han representado

con el programa Chimera 1.10.

Watson, Crick y Wilkins recibieron el Premio Nobel de
Fisiologia y Medicina de 1962. Su modelo de ADN marco
el final de una concepcién del gen como un portador y
transmisor misterioso de mensajes a lo largo de
generaciones y el comienzo de los trabajos para descifrar
su codigo. En quimica, la estructura de una molécula esta
intimamente ligada a su funcién. ;Cémo podian cuatro
bases de una cadena molecular determinar el color de los
ojos o la propension a padecer una enfermedad?

2.7. El codigo genético

El eslabon perdido entre los genes y los rasgos fisicos
empez6 a desvelarse en 1941, cuando George W. Beadle
(otro alumno de Morgan) y Edwars L. Tatum
demostraron coémo los genes dirigen la sintesis de
enzimas que controlan procesos metabdlicos. En 1937
decidieron experimentar con Neurospora crassa, un moho
del pan todavia mas simple que la mosca de la fruta que es
capaz de crecer en caldos de cultivo que solo contienen un
azucar y biotina. Las células de este moho deberian poseer
una maquinaria enzimatica capaz de sintetizar
macromoléculas complejas con estos simples compuestos
por lo que, si se producia un mutante del moho en el que
una de estas enzimas estuviera inactivada, su funcidon
metabolica desapareceria y seria necesaria la adicion al
medio de cultivo del ingrediente ausente para la
supervivencia del moho. Al observar que cada mutante
perdia una sola funcién metabdlica que correspondia a la
actividad de una sola enzima, dedujeron que un gen actia
codificando informacién para construir una proteina y
ésta posibilita una funcion (19). Estos hallazgos les
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valieron para recibir el Premio Nobel en 1958, pero sus
estudios dejaban sin resolver una gran pregunta: ;Como
genera una secuencia de ADN (ATCCCG.....) las
instrucciones para construir una proteina?

A mediados de los afios 1950 algunos investigadores,
entre otros Watson, George Gamow, y Walter Gilbert
en Harvard, Sydney Brenner en Cambridge, y Jacques
Monod (otro discipulo de Morgan) y Frangois Jacob en
Paris, sospechaban que el ADN creaba primero una
molécula mensajera (intermedia), que deberia ser un ARN
puesto que tendria que desplazarse desde el nuleo al
citoplasma. Los expertos sabian que las proteinas se
sintetizaban en componentes celulares especializados
llamados ribosomas, pero cuando éstos intentaban
aislarlos se descomponian. Tras descubrirse que el ion
magnesio era necesario para estabilizarlos, se pudo aislar
una pequefa cantidad de moléculas mensajeras
procedentes de células bacterianas que se identificaron
como ARN mensajero. Los resultados se publicaron en
1960 en dos trabajos consecutivos de la revista Nature
(20). En la generacion de una copia de un gen en el ARN
se reescribe una “palabra” en un lenguaje que so6lo se
diferencia del original en la sustitucion de la letra T por U,
por ello se denomind “transcripcion”. El problema ahora
era resolver cémo se realizaba la descodificacion (o
“traduccion”).

Puesto que las proteinas se construyen con 20
aminoacidos, cuatro letras no pueden determinar por si
solas 20 alternativas. Watson y Crick supusieron desde un
principio que la informacién genética se encierra en
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secuencias precisas de bases (21). Crick y Brenner,
basandose en ingeniosos experimentos y en una aritmética
elemental, propusieron que cada aminoacido de una
proteina tendria que estar especificado por tres bases. Un
cédigo triplete permitia 64 combinaciones, suficientes
para especificar los 20 aminoacidos y otras funciones
(como las de empezar o parar la sintesis de una cadena de
proteina). Si el codigo estuviera especificado por 2 bases,
solo se podrian obtener 16 combinaciones (insuficientes
para 20 aminodcidos) y si fueran 4 bases habria 256

permutaciones (muchas mas de las necesarias). En 1965,
NUMerosos estudios habian logrado asignar
correctamente cada triplete de ADN a un aminoacido
diferente. También se sabia que el triplete ATG era el
codigo para iniciar la sintesis de una proteina y que los
tripletes TAA, TAG y TGA eran codigos para detenerla
(figura 7).
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Figura 7. Transcripcion y traduccion.

La informacion genética estd contenida en la propia
molécula de ADN. El cddigo o la clave radica en el orden
en que se presentan las cuatro bases: adenina, citosina,
guanina y timina. El cambio de una sola base de un triplete
que codifique un aminoacido importante para la funcion de
una proteina puede originar graves problemas, como es el
caso de la anemia falciforme. En los enfermos que la
padecen, un triplete GAG en el ADN del gen que codifica
la cadena B de la hemoglobina cambia a GTG, lo que
implica la sustitucion de un residuo de glutamato por uno
de wvalina que altera el plegamiento normal de Ia
hemoglobina y su funcién transportadora de oxigeno.

Para reconocer el sitio donde tiene que comenzar la
transcripcion existen proteinas reguladoras denominadas
“factores de transcripciéon” que se unen a secuencias
especificas de ADN llamadas promotores. La
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transcripcion del ADN al ARN es universal en los seres
vivos, aunque en los retrovirus se produce a la inversa, del
ARN a ADN. Hay que sefialar que el ARN no es solo un
mensajero imprescndible en la transcripcion genética, sino
que tiene otras muchas funciones (22-24).

2.8. Secuenciacion de genes

En 1962, el bioquimico Frederick Sanger, que habia
recibido el Premio Nobel en 1958 por haber determinado
cual es la secuencia de aminoacidos de la insulina y otras
muchas proteinas mediante reacciones sucesivas de
degradacion, empezo a pensar en como se podia identificar
la secuencia de mononucleodtidos en un gen. Sin embargo,
cuando intentaba utilizar la degradacion del ADN para este
proposito, so6lo obtenia una mezcla indescifrable. En 1971
pensé que seria mas util trabajar al revés: construyendo el
ADN en vez de degradarlo. Su técnica consistia en utilizar
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la reaccion de la polimerasa en la copia del ADN (ver el
apartado 2.13), pero esta enzima actuaba a gran velocidad
afiadiendo nucledtidos a la copia sin que se pudiesen
determinar cuales eran las bases que se iban afadiendo (-
A,C,C,C,T,G,C, etc.). En 1977, Sanger desarrolld un
método para parar la reaccion utilizando pequefias
cantidades de 2',3'-didesoxinucleotido trifosfatos (ddNTPs)
(ver un ejemplo en la Figura 8). Estos impiden la
elongacion de cadena catalizada por la ADN polimerasa
porque, aunque pueden insertarse en una hebra de ADN, la
carencia del grupo 3’-hidroxilo no permite que se formen
enlaces fosfato con un nuevo 2’-desoxiribonucledsido
trifosfato.
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Figura 8. Los ddATPs carecen del grupo hidroxilo en 3’ de
los 2’-desoxiribonucledtidos.

La reaccion en cadena de la polimerasa con una
muestra de ADN en una mezcla que contenga un cebador,
los cuatro 2’-desoxiribonucledtidos, y un 2°,3’-
didesoxiribonucleotido, producira cadenas cuya longitud
dependera de donde se encuentre el nucledtido con una
base complementaria a la del 2°,3’-didesoxiribonucleétido
utilizado, porque su incorporacion finalizara la reaccion en
cadena. La secuenciacion se lleva a cabo en cuatro tubos,
cada uno con un ddANTP distinto. Cuando la ADN
polimerasa incorpora aleatoriamente un ddNTP la reaccion
se detiene, de manera que se generan fragmentos de
distinta longitud, todos ellos con el mismo ddNTP
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terminal. Los diversos fragmentos se separan en funcion
de su tamafio mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida (una técnica que permite separar
fragmentos de ADN cuya longitud difiere en un sélo
nucleétido). A partir del gel se puede reconstruir la
secuencia que se ha sintetizado, que es complementaria a
la secuencia del molde (25). Mediante esta tecnologia, se
puede determinar la secuencia de moléculas de ADN de
hasta 800 nucleotidos de longitud y fue utilizada por
primera vez por Sanger para resolver la secuencia
completa del bacteriofago ®X174 en 1977 (26).

En 1976-1977, Allan Maxan y Walter Gilbert
desarrollaron un método diferente para secuenciar ADN
basado en su modificacion quimica y posteror escision
donde se encuentren bases especificas (27). El método
requiere el marcaje radioactivo en uno de los extremos y la
purificacion del fragmento que se desea secuenciar. Tras
un adecuado tratamiento quimico se obtienen fragmentos
de ADN de diferente longitud cuyas secuencias de
nucledtidos se identifican por electroforesis en gel. Para
visualizar los fragmentos generados en cada reaccion se
hace una autoradiografia que proporciona una imagen de
bandas oscuras correspondientes a los fragmentos
marcados con el radioisotopo y, a partir de ellos, se puede
deducir la secuencia. Por ser bastante laborioso este
procedimiento se ha sustituido por métodos enzimaticos
como el de Sanger que, ademas de ser mas sencillos,
pueden llevarse a cabo de forma automatizada.

El afio 1980, Sanger y Gilbert compartieron la mitad
del Premio Nobel de Quimica "for their contributions
concerning the determination of base sequences in nucleic
acids". Paul Berg recibio la otra mitad "for his
fundamental studies of the biochemistry of nucleic acids,
with particular regard to recombinant-DNA" (ver el
apartado 2.11) (Figura 9).
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2.9. ADN complementario o ADN copia (ADNc).
Transcriptasa inversa

En 1970 los virélogos David Baltimore y Howard
Temin, trabajando de forma independiente, descubrieron
en los retrovirus una enzima que contradecia el dogma
central de Crick: “la informacion genética solo transita de
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Figura 9. Paul Berg, Walter Gilbert y Frederick Sanger.

los genes a los mensajes y nunca al revés”. Esta enzima
podia construir ADN a partir de una plantilla de ARN, por
lo que la llamaron transcriptasa inversa o
retrotranscriptasa. Pronto demostré su utilidad en el
proceso de clonacion de genes. Las técnicas de
secuenciacion de genes habian permitido descubrir que
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mientras que los genes bacterianos no contienen modulos
separados ni estan divididos por espaciadores, los de los
virus y animales suelen estar divididos en modulos
denominados “exones” interrumpidos por largos tramos de
ADN denominados “intrones” que carecen de
informacién para codificar una proteina. Estas divisiones
permiten a las células generar multiples mensajes a partir
de un tUnico gen variando el modo de empalmar los
modulos, dando lugar a distintas “isoformas”.

El ADN complementario (ADNc) es un ADN de
doble cadena que, debido a la naturaleza de su sintesis,
carece de intrones. Se sintetiza a partir de una hebra simple
de ARNm maduro y se suele utilizar para la clonacion de
genes propios de células eucariotas en células procariotas.
El ARNm eucaridtico y el procaridtico también se
diferencian en que el primero puede contener intrones
mientras que el segundo no los tiene, por lo que las células
procaridticas carecen del mecanismo para eliminar los
intrones siguiendo el proceso de corte y empalme
(splicing de ARN) que utilizan las células eucariotas. En
éstas, los ARNSs transcritos se modifican a través de un
proceso de maduracion que, tras cortes y empalmes,
elimina ciertos intrones para producir el ARNm final. Si se
quieren expresar genes eucariotas en células procariotas
para su clonacion, y se inserta en éstas el ADN eucariotico
para que se transcriba en ARNm, el proceso no puede

completarse por la carencia mencionada. Ademas, como
en los genes humanos los intrones son a menudo enormes
y ocupan grandes tramos de ADN, resultan demasiado
largos para caber en un plasmido bacteriano. En definitiva,
si se quiere expresar un gen eucariotico en un sistema
procariotico se debera clonar a partir de su ADNc y no
de su secuencia gendmica, porque probablemente ésta
estara interrumpida por intrones.

La transcriptasa inversa resolvid estos problemas al
permitir construir genes a partir de plantillas de ARN y
clonarlos después de que los intrones se han eliminado
(antes de introducir el ADN eucariota en el hospedador).
Tras la transcripcion de ADN en ARNm en una célula
eucariodtica, ésta lo procesa eliminando los intrones y
afiadiendo una cola poli-A y un terminal GTP. Después se
extraen las cadenas de ARNm “maduro” de la célula, la
cola poli-A se hibrida sobre un oligonucledtido poli-T
(porque, aunque existen otras alternativas, la transcriptasa
inversa necesita un cebador de doble cadena para
comenzar a trabajar), y se afiaden estos componentes a las
células procaridticas junto con la transcriptasa inversa y las
bases A, T, C y G. La transcriptasa inversa recorre la
cadena de ARNm vy sintetiza la cadena de ADNCc,
complementaria segun la correspondencia de bases (Figura
10).
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Figura 10. Transcriptasa inversa.

La clonacion del ADNc que codifica la proteina
“receptora de antigenos de los linfocitos T”, realizada
con éxito en 1984, fue un hito en la inmunologia al
permitir conocer el mecanismo de funcionamiento de estos
linfocitos (28). Los receptores de antigenos de los
linfocitos T actian como sensores que detectan la
presencia de células invasoras y de células infectadas por
virus, enviando una sefial para eliminarlas.

2.10. Mecdanica de los genes. Las cuatro “R”

Desde finales de la década de los cincuenta hasta
los afios setenta la fisiologia de los genes centro el interés
de los investigadores, descubriéndose que por la accion de
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determinadas sefiales éstos podian Regularse (activarse y
desactivarse), Replicarse, Recombinarse y Repararse.
Estos conocimientos empezaron a explicar como los genes
construyen, reproducen, conservan y reparan a los seres
humanos, y como se ven afectadas la identidad y la salud
de éstos.

El descubrimiento de la regulacion genética se inicio a
finales de los afios cincuenta estudiando el crecimiento de
Escherichia coli, una minuscula bacteria del intestino que
puede sobrevivir nutriéndose de glucosa y de lactosa.
Jacques Monod descubri6 que cuando se afiadian estos
dos azhcares al cultivo bacteriano, las células de E. coli
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consumian primero la glucosa y, tras un pequefio paron, la
lactosa. Para el cientifico, este hecho era consecuencia de
un reajuste metabolico: cuando las bacterias pasaban de la
glucosa a la lactosa se inducia la produccion de enzimas
especificas para digerir esta Gltima, y cuando pasaban de
nuevo a la glucosa como nutriente, dichas enzimas
desaparecian y reaparecian las que metabolizan la glucosa.
En consecuencia, los genes podian conectarse y
desconectarse como un interruptor de corriente. En
colaboracion con Frangois Jacob y el bioquimico
norteamericano Arthur Pardee, un especialista en
genética microbiana, Monod descubrié tres principios
fundamentales en la regulacion de los genes. En primer
lugar, el ADN se mantiene intacto cuando un gen es
conectado o desconectado, lo que cambia es la cantidad de
ARN que produce el gen (cuando el ADN esta conectado
se le induce a generar mas mensajes de ARN y por tanto
mas enzimas). Ademds, la produccion de ARN estd
regulada coordinadamente, de forma que cuando la fuente
de azlcar pasa a ser la lactosa las bacterias activan uno o
varios genes que lo controlan todo y que Monod llamé
operon. El operdn de la lactosa esta a su vez controlado
por una sola proteina que, cuando detecta la adicion de
lactosa al medio de cultivo, altera su estructura molecular
y desbloquea los genes implicados en su transporte y
digestion (29). Finalmente, delante de cada gen hay
secuencias anexas de ADN (aunque pueden también
encontrarse en los extremos y en la mitad de los genes)
que actian como sefiales especificas de reconocimiento o
etiquetas. Cuando una determinada proteina detecta un
azucar en el medio de cultivo, reconoce una de estas
etiquetas y activa o desactiva los genes corresponientes
para producir mas ARN y generar las enzimas necesarias
para digerir el azlicar. En resumen: un gen es una
combinaciéon de secuencias codificantes y reguladoras,
por lo que no solo posee informacion para codificar una
proteina sino también sobre cuando y donde producirla.

La regulacion de genes activados o desactivados por
proteinas describe el mecanismo por el que se puede
generar complejidad dentro de una célula, pero no explica
como se duplican los genes cuando una célula se divide en
dos (la replicacién genética). Parecia obvio que cada
hebra de ADN podia generar una copia de si misma, pero
este proceso deberia estar controlado por alguna enzima.
Esta se denomind “ADN polimerasa”, y fue encontrada
por el bioquimico Arthur Kornberg (discipulo de Severo
Ochoa) en 1958 depurando residuos bacterianos de
cultivos de E. coli hasta conseguir un preparado
enzimatico casi puro. Dicha enzima es producto de un gen
que puede activarse o desactivarse por diversas sefiales o
reguladores. Si todo estd “en orden”, las células haran
copias de su ADN cuando estén listas para dividirse, pero
si los propios reguladores actuan de forma caprichosa nada
puede detener su multiplicacion continua y se origina el
cancer. Con la ADN polimerasa podia crearse un gen a
partir de sus subunidades quimicas, aunque hoy se sabe
que la replicacion del ADN requiere ademas otras
proteinas para desplegar la doble hélice y asegurar que la
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informacion genética se copia con exactitud.

En 1955 Ochoa, junto con su discipula Marianne
Grunberg-Manago, habian aislado del colibacilo la
enzima que cataliza la sintesis de ARN, denominada en un
principio “polinucledtido-fosforilasa” y posteriormente
polirribonucle6tido nucleotidil-transferasa (30). El
hallazgo de una enzima inédita, que hacia desaparecer el
ADP de la muestra de estudio fue fortuito, puesto que la
cientifica estudiaba el papel del ATP, la “’moneda”
energética celular. Una vez aislada, esta enzima catalizaba
in vitro la sintesis de poliribonucledtidos a partir de
ribonucledtidos difosfato, permitiendo la preparacion de
polinucleétidos sintéticos con distinta composicion de
bases. Tuvieron mucha suerte, porque in vivo (en otras
condiciones) la reaccion catalizada discurre “al revés” y la
misma enzima degrada el ARN. Ochoa y Kornberg
compartieron el Premio Nobel de Fisiologia 0 Medicina
en 1959.

Hay que mencionar aqui los trabajos de Margarita
Salas (otra discipula de Ochoa) con el fago ®29, un virus
que posee solo 20 genes e infecta a Bacillus subtilis y otras
bacterias del mismo género. Estos trabajos condujeron a la
determinacion de la direccionalidad de la lectura de la
informacion genética y al descubrimiento y caracterizacion
de la enzima ADN polimerasa de dicho fago, que tiene
multiples aplicaciones biotecnologicas debido a su gran
capacidad de amplificacion del ADN, por lo que su patente
es una de las mas rentables de Espafia en su campo (31).

Las unidades de informacion genética contenidas en el
ADN y empaquetadas en los cromosomas codifican
mensajes para construir proteinas y determinan la forma y
funciéon de un organismo vivo. Asi queda explicada la
pregunta de Mendel de como lo semejante engendra lo
semejante pero, aunque es obvio que para generar
evolucion es necesaria la diversidad genética, no queda
resuelto el enigma de Darwin de como lo semejante
engendra lo desemejante.

La diversidad puede generarse por la alteracion de las
secuencias de ADN inducida por productos quimicos,
rayos X u otros agentes; por errores cometidos en la copia
de los genes (la replicacion); y por intercambio o
recombinacién entre cromosomas. Como ya se ha
comentado, estas recombinaciones pueden ocurrir si el
ADN de un cromosoma materno se intercambia con el
paterno generando un gen hibrido de ambos, pero también
por procesos mas complejos. Cuando se dafia el ADN y la
informacion genética resulta amenazada, el gen puede
recopiarse de la copia de su pareja en el cromosoma, de
forma que una copia materna puede ser reescrita a partir de
la copia paterna y originar un gen hibrido.

En la fisiologia de los genes hay una cuarta “R”
esencial para la supervivencia de los organismos: la
Reparacion. Gracias a varios genetistas, entre ellos
Evelyn M. Witkin y Stephen J. Elledge, se han
identificado muchas proteinas que, como las checkpoint
kinases que regulan el ciclo celular, activan una respuesta
celular tras detectar un dafio en el ADN para repararlo,
retardarlo, o detener la division celular. Estos mecanismos
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no vamos a comentarlos en detalle, pero es obvio que si los
genes que codifican estas proteinas mutan, puede
producrse una acumulacion de dafios en el ADN que de
lugar a mas mutaciones y finalmente al cancer.

2.11. ADN recombinante o ADN ligado. Enzimas de
restriccion

Esta tecnologia trata de crear in vitro una molécula de
ADN artificial por la union de secuencias de ADN que
provienen de dos organismos distintos. En general, cuando
un virus penetra en una célula se despoja de su cubierta
proteica y utiliza la maquinaria celular del hospedador para
copiar sus genes y generar nuevas cubiertas dando lugar a
millones de virus que salen de la célula. Sin embargo
algunos virus, en vez de producir millones de nuevos virus
tras la infeccion, insertan su ADN en el cromosoma celular
del hospedador entrando después en un estado de letargo
hasta que son activados por determinados estimulos.

El bioquimico Paul Berg, anteriormente mencionado,
comenz6 a pensar en 1968 en la posibilidad de utilizar
alguno de estos virus como vehiculo para incorporar un
gen extrafio en un cromosoma humano insertandolo
previamente en el genoma virico. Empez0 a trabajar con el
simian virus 40 (SV40), que es capaz de instalarse en
células de simios y de humanos con una gran
compactibilidad y eficacia. El primer problema era que sus
7 genes, en vez de estar encadenados en forma de un collar
abierto por los extremos a lo largo de los cromosomas
como los genes humanos, forman un collar cerrado. Berg
podia disponer de muchas de las enzimas bacterianas que
en los afios 60 habian aislado y purificado los
microbiodlogos, pero tendria que encontrar una que cortase
este collar y otra que pegase un trozo de ADN extrafio y
creara un gen hibrido (una quimera). Entre las enzimas
bacterianas conocidas se encontraban las “enzimas de
restriccién”, unas endonucleasas que reconocen dianas
especificas en el ADN siempre que determinadas bases de
la secuencia de reconocimiento no estén metiladas vy,
actuando como unas “tijeras”, degradan el ADN “intruso”
de los bacteriofagos que las atacan. Este ADN queda
“restringido” (es decir, “fragmentado”) mientras que el
propio esta protegido porque las adeninas y citosinas de las
dianas de restriccion estan metiladas.

Las enzimas de restriccion serian decisivas para el
desarrollo de la ingenieria genética y han servido para el
avance en la fragmentacion del genoma, la elaboracion de
mapas de restriccion o el diagnostico de enfermedades. En
otras aplicaciones se han combinado con otras técnicas,
como el clonaje de genes o genomas, la secuenciacion, o la
reaccion en cadena de la polimerasa. Su descubrimiento
permitiria unir in vitro fragmentos de procedencia muy
diversa y disefiar construcciones genéticas capaces de
replicarse en células huésped para obtener un gran nimero
de copias idénticas a la original.

Tras multiples esfuerzos, Berg y su colaborador Davis
Jackson consiguieron en 1972 unir el genoma de SV40 a
una pieza de ADN del bacteriofago lambda (fago A) y a
tres genes de la bacteria E. coli, y denominaron a estos
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genomas hibridos ADN recombinante (32).

Cuando Janet Mertz se incorpord al grupo de Berg,
descubri6 que si utilizaba la enzima de restriccion que le
habia proporcionado el microbidlogo Herb Boyer EcoRl,
producida por Eschericia coli RY13, el proceso de creacion
de ADN recombinante era mucho mas eficiente que el
utilizado por Berg y Jackson, y podia hacerse en dos
etapas en vez de en seis. Mertz pensd también en crear
hibridos genéticos con genes de SV40 insertados en el
genoma de E. coli y, de esta forma, crear bacterias
portadoras de genes viricos en vez de virus portadores de
genes bacterianos. Pero Mertz no pudo realizar estas
experiencias porque Berg habia impuesto una moratoria,
que tuvo gran repercusion, para no transferir los hibridos
de genes a células bacterianas ni a ningun organismo vivo
mientras no se demostrara que el riesgo de estas
manipulaciones era cero (33). Combinando genes de
diversos organismos podrian disefiarse genes a voluntad y
serian posibles la ingenieria genética y la terapia génica en
humanos, pero si se introdujeran estos hibridos genéticos
en el organismo equivocado se podria desencadenar una
catastrofe biologica y ecologica.

Muchas de estas cuestiones se debatieron en 1975 en la
Asilomar Conference on Recombinant DNA, que tuvo
una gran influencia en la regulacion de la biotecnologia,
pero en ella no se afronto la aplicacion de estas tecnologias
para manipular genes humanos en células humanas.
Siguiendo las recomendaciones que habia sugerido Berg
en esta reunidén, se cred en el seno de los Institutos
Nacionales de Salud de EEUU el Comité Consultivo del
ADN Recombinante (RAC).

Ademas del SV40 y otros virus, existen unos
minicromosomas llamados “plasmidos” que podrian ser
también portadores de genes. Los plasmidos son collares
circulares de genes que viven y se replican dentro de las
bacterias y pueden transferirse entre distintas cepas. Al
crecer y dividirse las bacterias, un plasmido al que se haya
incorporado un gen extraflo que se encontrara en su
interior se multiplicaria, y al final se tendrian millones de
réplicas exactas (“clones”) de un trozo de ADN. Puesto
que el libre intercambio de genes es una carateristica de las
bacterias, esta manipulacion no traspasaba ninguna barrera
evolutiva, por lo que Herb Boyer y Stanley Cohen
decidieron obtener estas quimeras pensando que serian
mucho menos peligrosas que los hibridos de virus y
bacterias al estar compuestas exclusivamente por genes
bacterianos.

Cohen habia aislado algunos plasmidos que contenian
genes que conferian resistencia a ciertos antibioticos (34) y
habia logrado en 1973 injertarlos en E. coli creando cepas
de esta bacteria igualmente resistentes (35). Estos
plasmidos podrian utilizarse para seleccionar las bacterias
que, tras haber adquirido un gen extrafio, no moririan por
la accion de los antibidticos y, una vez cultivadas,
originarian millones de copias de la quimera genética.

2.12. Las bacterias como fabricas bioldgicas de farmacos
o productos quimicos
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En 1975, la insulina se producia todavia a partir de
pancreas de ternera y cerdo, (se necesitaban 7 toneladas
para obtener 1 Kg de la hormona). Sanger habia dilucidado
en 1953 la secuencia de los 51 aminoacidos de esta enzima
y habia determinado que esta formada por una cadena A
con veintiin aminodacidos, y una B con treinta. Ambas
estan enlazadas por dos puentes disulfuro entre los
residuos A7-B7 y A20-B19 (la cadena A contiene ademas
un puente de disulfuro interno entre los residuos A6 y
All).

En 1976 Herb Boyer y el empresario Robert
Swanson se asociaron para fundar Genentech (una
contraccion de Genetic Engineering Technology), la
primera empresa biotecnoldgica que utilizaria las técnicas
de clonacion de genes para fabricar farmacos. Como Boyer
no disponia del gen que codifica la insulina humana, penso
en crear los genes de las cadena A y B por separado
afiadiendo quimicamente nucleétido por nucleétido, pero

M.? del Carmen Avendaiio Lépez

la dificultad de la empresa le motivé a ensayar primero el
proceso con la somatostatina, una proteina de 14
aminoacidos. En 1977 su equipo insertd en un plasmido
bacteriano el gen de la somatostatina enganchado a un gen
bacteriano, cultivd las bacterias transformadas, y éstas
produjeron somatostatina. En Genentech se estudid este
mismo proceso para la insulina, y en 1978 se obtuvieron
las dos cadenas de insulina procedentes de cultivos
bacterianos. Una vez purificadas se practico su unioén en un
tubo de ensayo, lo que dio lugar a las primeras moléculas
de insulina recombinante (Figura 11). En 1982, la
Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos
concedio a Genentech una de las patentes mas lucrativas y
discutidas para utilizar ADN recombinante a fin de
producir proteinas como la insulina o la somatostatina en
un organismo microbiano. El mismo afio 1982 la empresa
empez0 a producir la hormona de crecimiento humana.
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Figura 11. Produccién de insulina recombinante.

La deteccion del “sindrome de inmunodeficiencia
adquirida” (SIDA) en pacientes con hemofilia A
sometidos a multiples transfusiones que estaban siendo
tratados con inyecciones de factor VIII, hizo pensar que la
causa de este sindrome en estos pacientes era un
contaminante de la sangre humana de la que se extraia el
factor VIII (posiblemente un nuevo virus) y en la ventaja
que supondria obtener éste biotecnologicamente, sin estar
contaminado con sangre humana. El problema era que el
factor VIII contiene 2.350 aminoacidos y su gen, que se
encuentra en el cromosoma X, es demasiado grande para
crearlo utilizando la quimica del ADN. Por ello se clon6 su
ADNc y se insertd en plasmidos que se introdujeron en
células de ovario de hamster (muy eficientes en la
produccion de proteinas). Finalmente se purificaron las
proteinas, obteniéndose en 1984 el factor VIII
recombinante, que se comercializo en 1987.
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En 1985 se clono y expreso el gen de la eritropoyetina
(EPO), el factor estimulante de la diferenciacion y
maduraciéon de precursores de eritrocitos (36), lo que
posibilit6 el desarrollo de la EPO recombinante humana
(37), que se utiliza en el tratamiento de la anemia en
pacientes con enfermedad renal crénica y después de
ciclos agresivos en la quimioterapia del cancer. Ademas de
los ejemplos mencionados, los microorganismos
modificados genéticamente han permitido producir
interferones, diversos antigenos como la vacuna contra la
hepatitis BS y la vacuna contra el virus del papiloma
humano, etc.

En la actualidad, la transferencia génica a
organismos enteros (o introduccion de un gen foraneo en
un organismo) puede tener muchas finalidades y realizarse
de varias formas. Si se transfieren genes a células
germinales se originan adultos en los que el gen insertado
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se encuentra en todos los tejidos y ademas, estos genes se
transmitiran a la progenie originando organismos
transgénicos. También se pueden producir individuos
transgénicos introduciendo un determinado gen en unas
pocas células embrionarias que posteriomente se
incorporan a un embrion. Asi resultan quimeras
transgénicas en las que los tejidos pueden derivarse de las
células manipuladas o de las enddgenas. Otro modo de
modificar un organismo muy frecuente en terapias génicas
humanas es la manipulacion ex vivo, en la que se aislan
células (generalmente sanguineas o de la médula 6sea)
para modificarlas genéticamente in vitro y reintroducirlas
en el organismo de partida.

Las técnicas de ADN recombinante también han
permitido obtener plantas transgénicas resistentes a
insectos, hongos, bacterias y herbicidas con alto contenido
nutricional, asi como la clonaciéon de animales. Su
desarrollo ha dado pie a la terapia génica y ha hecho
posible la edicién genética, ya que los genes no solo saben
leerse sino también escribirse.

2.13. Secuenciacion del genoma humano y otros genomas.
PCR

A finales de los ochenta ya existia la tecnologia para
secuenciar el genoma humano, pero secuenciar sus tres
mil millones de pares de bases era una tarea herculea. El
impulso para acometer esta labor provino del cancer,
cuyo origen genético se conocia desde 1872 pero no se
corroboré hasta finales de la década de los 70. Los
canceres son originados por células normales que han
sufrido mutaciones en los genes que regulan su
crecimiento, por lo que el objetivo esencial y la gran
incognita de la terapia contra estas enfermedades es
encontrar como podria restablecerse el estado “apagado”
de los genes alterados.

Las mutaciones causantes del cancer pueden originarse
por agresiones ambientales (luz ultravioleta, rayos X,
humo del tabaco, etc.), que atacan al ADN y cambian su
estructura quimica, por etrrores espontaneos en el proceso
de copia del ADN en la division celular (por ejemplo, el
cambio de una base por otra), por incorporacion de los
genes mutados a través de los virus (que son los portadores
de los genes en el mundo microbiano), o por herencia. En
1993 ya se sabia que, independiente de la causa que las
origina, un cancer surge por acumulacion de docenas de
mutaciones (38). Para entender el cancer y otras
enfermedades hereditarias en las que estan involucradas
decenas de genes (como la esquizofrenia), los bidlogos
necesitaban revisar todo el genoma humano.

Tras varias reuniones fallidas celebradas entre los
bidlogos mas involucrados, se llegaron a algunos acuerdos
para iniciar esta tarea en una reuniéon convocada por
James Watson en 1986. En ella, Walter Gilbert, uno de
los pioneros en la secuenciacon del ADN, estimd que se
necesitarian unas cincuenta mil personas trabajando
durante un afio con un coste no excesivamente grande
(unos 3.000 millones de dolares). En esta reunion se
notificaron varios avances tecnoldgicos entre los que
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destacaron el invento de Leroy Hood de una maquina
semiautomatizada que podria aumentar entre 10 y 20 veces
la velocidad de secuenciacion por el método de Sanger, y
la optimizacion que habia logrado Kary Mullis de una
técnica introducida en 1985 que era capaz de multiplicar
una hebra de ADN millones de veces y aumentar la
produccion de un gen de forma exponencial. Los avances
en esta técnica, que se denomino reaccion en cadena de
la polimerasa (RCP o PCR), le valieron para obtener el
Premio Nobel de Quimica de 1993. La técnica de Mullis
fue fundamental en el desarrollo del Proyecto Genoma
Humano porque para secuenciar genes se necesita
disponer de éstos en cantidad, lo que es dificil cultivando
células humanas (39).

La PCR es un método enzimatico que utiliza dos
secuencias  cortas de  oligonucledtidos  (oligos)
complementarias de los extremos 3’ del molde de ADN
(con sus terminales 3’-OH enfrentadas) denominadas
primers, iniciadores o cebadores. Estos permiten que se
inicie la reaccion de polimerizacion para sintetizar
numerosas copias del fragmento de ADN comprendido
entre ambos oligonucledtidos. La sucesion de una serie de
ciclos en los que tiene lugar la desnaturalizacion del molde
(que se disocia por una subida de temperatura a 96 °C
permitiendo el acceso al ADN de oligos, nucleodtidos y
polimerasa), la estabilizacion de los hibridos con los
cebadores por una bajada de temperatura a 50 °C, y la
extension de la sintesis catalizada por una ADN
polimerasa termoestable a través de una subida a 72°C,
origina una acumulacion exponencial de fragmentos
especificos cuyos extremos estan definidos por los
extremos 5’ de los cebadores. También son necesarios
algunos cationes como el Mg”>" cofactores de la enzima.
Hoy el proceso esta automatizado y se utiliza sobre todo en
el ambito de la investigacion forense.

Tanto la puesta en marcha del Proyecto Genoma
Humano, que oficialmente tuvo lugar en enero de 1989,
como su desarrollo, se encontraron con multiples
controversias administrativas y cientificas. La primera
provino del neurobidlogo Craig Venter, que propuso ir
mas rapido ignorando el ADN intergénico y los intrones, y
abandon6 en 1992 su trabajo en los Institutos Nacionales
de Salud de EEUU creando su propio instituto (7he
Institute for Genomic Research, TIGR) dentro de una
empresa denominada Human Genome Sciences. Desde
1993 a 1995, el equipo de Venter logré descifrar con su
“técnica de escopeta” el genoma completo del bacilo
Haemophilus influenzae, causante de neumonias letales.
A pesar de éste y otro éxitos decidio abandonar el
mencionado Instituto y crear la empresa Celera
(contraccion de accelerate).

La técnica de ensamblaje clon por clon que se
desarrollaba en el Proyecto oficial (en el que llgaron a
participar 18 paises) era mas laboriosa y costosa, pero para
algunos era la unica que tenia sentido. Dicha técnica tuvo
un éxito importante en 1998 cuando se completo el
genoma del nematodo Caenoabditis elegans, un organismo
pluricelular que posee 18.891 genes (Figura 12) (40). E1 36
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% de las proteinas que codifica este gusano mintsculo
eran similares a las de los seres humanos, pero el resto
eran entonces desconocidas y tenian una gran diversidad
de funciones. Habia también genes agrupados en ciertos
cromosomas que no codificaban ninguna proteina pero
codificaban pequefias cantidades de ARN (al que
denominaron “micro ARN™) y regulaban a los genes de
forma especifica. Estos descubrimientos ampliaron la
comprension del gen ya que, ademas de -codificar
proteinas, podia también codificar ARN. Ademas, un gen
no tenia que ser una pieza continua de ADN, sino que
podia estar dividido en partes y vinculado a secuencias
reguladoras que no tenian que situarse necesariamente
adyacentes a €l.
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Figura 12. Caenorhabditis elegans (Wikimedia Commons).

Celera no se quedo atras y ensamblo en once meses el
genoma de Drosophila melanogaster, aunque la estrategia
de la escopeta habia dejado fuera algunas partes de ciertas
secuencias (41). Mas del 60 % de los 289 genes humanos
que se sabia que estaban involucrados en una enfermedad,
tenian un homologo en la mosca aunque,
sorprendentemente, su genoma era casi la mitad del
genoma humano (tenia 13.601 genes).

Desde 1999 hasta su renuncia en 2008, el reconocido
genetista Francis Collins (Premio Principe de Asturias de
Investigacion Cientifica y Técnica de 2001) fue Director
del Proyecto oficial relevando a Watson. Se habia
secuenciado una cuarta parte del genoma humano pero,
ante la rapidez con que avanzaba Venter en Celera, Collins
cosigud una inyeccion importante de dinero para resolver
los problemas de ensamblaje. E1 26 de junio del 2000 tuvo
lugar en la Casa Blanca la comparecencia previamente
pactada de Venter, Collins, el presidente Clinton, y el
Primer ministro britinico Tony Blair (que lo hizo por
videoconferencia), para anunciar conjuntamente la
inminente culminaciéon del proyecto en ambos grupos
(Figura 13). A la hora de publicar el resultado final hubo
fuertes enfrentamientos en gran parte debidos a que Celera
pretendia publicar su genoma y a la vez venderlo.
Finalmente, ambos grupos publicaron los resultados del
Proyecto Genoma Humano los dias 15 y 16 de febrero de
2001 en dos revistas distintas, en Science Celera (42) y en
Nature los grupos subvencionados con fondos publicos
(43).
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Figura 13. Venter, Clinton y Collins.

Estos resultados han permitido conocer mejor el
funcionamiento de la biologia humana. Gracias a ellos se
sabe, por ejemplo, que el genoma humano es capaz de
evolucionar en algunas células como las del sistema
inmunitario, por lo que éstas pueden responder a la
constante evolucion de los gérmenes produciendo una
diversidad de anticuerpos. El estudio comparativo de los
genomas de distintos organismos ha dado un soporte
molecular al trabajo de Darwin sobre la variacion y la
seleccion natural, y ha permitido concluir a casi todos los
bidlogos que los humanos compartimos un ancestro comun
con otras formas de vida. Esta relacion se pone de
manifiesto de multiples formas, entre las que
mencionaremos el mantenimiento del mismo orden de los
genes en largos tramos de ADN en los cromosomas del ser
humano y del ratéon. Si se comparan los genomas de los
chimpancés y los humanos se observa que su secuencia
gendmica es idéntica en un 96 %, pero en vez de los 23
pares de cromosomas que tienen los humanos los
chimpancés tienen 24 pares. En algun momento de la
evolucion, ambos genomas se separaron y dos
cromosomas presentes en estos ultimos debieron
fusionarse en el hombre para formar el cromosoma 2. Otro
ejemplo que ha despertado mucho interés es el gen
FOXP2. Su secuencia es muy estable en casi todos los
mamiferos, pero en el hombre hay dos cambios
importantes que ocurrieron aparentemente hace solo cien
mil afios y pueden haber contribuido al desarrollo del
lenguaje. Otra caracteristica que distingue al genoma
humano del de otras especies del planeta es su baja
diversidad genética: a nivel de ADN todos los hombres
son idénticos en un 99,9 % mientras que en otras especies
la diversidad del ADN es diez o incluso cincuenta veces
mayor.

Varios descubrimientos del genoma han abierto
multiples cuestiones. Por ejemplo, es desconcertante saber
que el 98 % de nuestro genoma esté reservado a
larguisimos tramos de ADN intercalados entre los genes
(ADN intergénico) o situados dentro de ellos (intrones)
que no codifican proteinas ni ARN. Lo mas probable es
que existan para regular la expresion de genes o para otras
misiones que no se comprenden todavia, aunque
atrevidamente se han denominado “ADN basura”.
También son en buena parte incomprensibles algunas
secuencias de 300 pares de bases, como las “secuencias
Alu” muy abundantes en el genoma de los primates, que
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son elementos moviles que aparecen y desaparecen
millones de veces, o los miles de “cadaveres” de genes que
antes fueron funcionales a los que se llama
“pseudogenes”.

Sorprende también que nuestro genoma es en gran
medida no humano, ya que tiene intercalados fragmentos
de ADN que provienen de antiguos virus y que ahora
permanecen en gran medida silenciados. Segtin un estudio
publicado en 2016, entre el 40 y el 80 % del genoma
humano procede de alguna invasion viral arcéica. Fueron
genomas de retrovirus que infectaron células germinales
experimentando un proceso de transcripcion inversa (44).
Uno de estos genes procedentes de virus ancestrales cuya
actividad parece ser muy importante es el gen Arc, que se
localiza en le cromosoma 8 humano y estad presente
también en muchos vertebrados. Descubierto en 1995, este
gen codifica una proteina de origen viral asociada al
citoesqueleto (Activity-Regulated Cytoskeleton-associated
protein) (45) que tiene un papel esencial en la plasticidad
sinaptica y en la formacion y almacenamiento de la
memoria en el cerebro. Cuando se activa una sinapsis, el
gen Arc se activa y produce ARN que codifica la
correspondiente  proteina, cuyo comportamiento es
semejante al de los virus cuando infectan las células
hospedadoras. Su alteracion se ha relacionado con diversos
trastornos neurologicos, como el Alzhéimer o la
esquizofrenia (46).

Ademas del Proyecto Genoma Humano, actualmente
estan en marcha otros proyectos genoma globales como el
Earth Microbiome Project, creado el afo 2010 para
avanzar en el conocimiento de los principios que
gobiernan el mundo de las bacterias y las arqueas (47), o el
Earth BioGenome Project, recientemente propuesto por
varios cientificos liderados por Gene Robinson. En éste se
pretende secuenciar, catalogar y analizar los genomas de
todas las especies eucariotas, una tarea que seguin los
expertos se podrd completar en diez aflos con un
presupuesto de unos 3.800 millones de euros y que
requerira una capacidad de almacenamiento digital de 200
petabytes (un PB equivale a 10" bytes) (48).

2.14. Epigenética

El estudio de como afectan las sefiales ambientales al
genoma de una célula y al uso de sus genes fue
denominado epigenética (por encima de los genes) por el
embridlogo inglés Conrad Hal Waddington en su famoso
libro “The Waddington’s epigenetic landscape”,
publicado en 1957. Hoy dia, este término hace referencia a
los fenotipos heredables que resultan de cambios en el
cromosoma sin alteraciones en la secuencia primaria de
ADN.

Los primeros experimentos de transplante de nticleos
se realizaron en anfibios debido a que los huevos
fecundados son de gran tamafio (1 a 2 mm) y la
embriogénesis ocurre fuera del cuerpo materno. En 1958,
el estudiante de postgrado John Bertrand Gurdon
descubri6é que al reemplazar el nicleo de una célula del
ovocito de una rana por el de una célula madura del
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intestino de otra rana se desarrollaba un renacuajo normal.
En consecuencia, el 6vulo no era mas que un recipiente
para el genoma injertado de otra célula (49). Era la
primera clonaciéon de un animal adulto y sus variaciones
pudieron generalizarse a otros animales, lo que condujo a
la famosa clonacién de la oveja Dolly.

El experimento de Gurdon demostraba que el ADN de
la célula madura tiene toda la informacioén necesaria para
desarrollar todas las células del un organismo y que
aunque las células somadticas estén especializadas, la
especializacion es reversible. La técnica iniciada por
Gurdon se denomind transferencia nuclear de células
somaticas (somatic cell nuclear transfer, SNCT), y su
descubrimiento le vali6 para compartir con Shinya
Yamanaka el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina de
2012 (Figura 14).
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Figura 14. John Bertrand Gurdon y Shinya Yamanaka.

Actualmente, la transferencia nuclear esta legalizada en
ciertos paises y se aplica por ejemplo a las parejas en las
que la mujer tiene una mutaciéon en un gen mitocondrial
importante. El ntcleo de un 6vulo de la madre fecundado
con el esperma del padre se extrae y se inyecta en un 6vulo
enucleado de una donante que aporta las mitocrodias
“normales”. En consecuencia, ya existen “hijos de dos
madres y un padre”.

A Gurdon le intrigaba el alto porcentaje de fracasos
que se obtenia en los experimentos de transferencia del
nicleo de una célula del intestino de rana al ovocito
enucleado de otra. ;Por qué le costaba tanto al genoma de
una rana adulta regresar al estado embrionario? Debia de
haber marcas epigenéticas que dificultaban este regreso.

En 1966 Mary Frances Lyon, una antigua alumna de
Waddington, visualizd6 por vez primera un cambio
epigenético en células de ratones. En sus experimentos de
tinciébn de cromosomas, todos los pares aparecian con
idéntica pigmentacion menos el par de cromosomas XX de
todas las células en los animales hembra. En estas células,
uno de los dos cromosomas X estaba desactivado, su
secuencia de ADN era idéntica a la del otro cromasoma X
pero sus genes no producian ARN, por lo que todo el
cromosoma estaba “silencioso”. El proceso se denominé
lionizacién, un fendmeno estocastico que ocurre en la
embriogénesis temprana femenina para lograr una
compensacion de dosis génica respecto a los varones. En
los mamiferos placentarios, la decision de cual de los
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cromosomas X se inactiva se produce al azar, en unos
casos se inactiva el cromosoma X del padre y en otros el
procedente de la madre. En ciertos casos existen
mecanismos que afectan el proceso normal y propician una
inactivacion sesgada que puede tener efectos clinicos
relevantes, por ejemplo en mujeres portadoras de
trastornos recesivos ligados al cromosoma X, como la
hemofilia.

Cuando se estudio este asunto a finales de los afios
setenta se descubri6 que el silenciamiento genético se
debia a la metilacion de las bases de algunas secuencias de
ADN. Esta reaccidn estaba promovida entre otros agentes
por un gen de ARN situado en el cromosoma X que se
denomind Xist (X-inactive specific transcript). La
secuencia de ADN de la que se transcribe un ARN no
codificante (ncRNA o npcRNA, que no se traduce en una
proteina) se denomina a menudo gen de ARN. Este gen se
expresa en los cromosomas inactivos pero no en los
activos (50) y podria provenir de un gen que evoluciono a
pseudogen (51).

El silenciamiento de los genes por medio de proteinas
reguladoras (los factores de transcripcién) se conocia
desde los afios 50, pero fue después cuando se supo que
estos factores pueden reclutar otras proteinas para dejar
marcas quimicas permanentes en los genes que se
conservan en el genoma. La metilacion del ADN,
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catalizada por enzimas DNMT (DNA methyl transferases),
se realiza preferentemente en residuos de citosina situados
en regiones del ADN en las que estan concentrados la
mayor parte de los factores de transcripcion. Los cambios
estructurales del ADN que produce esta metilacion
bloquean el enlace de dichos factores o reclutan represores
de la transcripcion denominados MBDs (methyl binding
proteins), que subsequentemente reclutan histona
desacetilasas (HDACs) e histona metiltransferasas
(HMTs), produciendo el silenciamiento de la expresion
génica (Figura 15a). En 1996, David Allis encontré otras
marcas epigenéticas que tienen lugar en las histonas,
proteinas que empaquetan al ADN y pueden cambiar la
actividad de un gen si se modifican quimicamente (52). La
metilacion o acetilacion de residuos de lisina o arginina, o
la ubiquitilacion y fosforilacion de residuos de serina y
treonina son marcas que se producen en las histonas y
podrian haberse transmitido de levaduras y gusanos. La
acetilacion del grupo amino de la lisina descompacta la
cromatina y facilita la transcripcion porque elimina la
basicidad del grupo amino y su carga positiva, lo que
debilita la interaccion electrostatica entre las histonas y el
ADN dejando un espacio para que accedan al ADN los
factores de transcripcion y las polimerasas. Las histona
desacetilasas eliminan los restos de acetilo y dificultan la
expresion génica (Figura 15b).
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Figura 15. a) Metilacion del ADN Yy silenciamiento de la expresion génica. b) La desacetilacion de las histonas dificulta la

expresion génica.
Un 6vulo posee factores (proteinas o ARN) capaces de
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borrar estas marcas epigenéticas del genoma, pero revertir
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la identidad de una célula adulta a su estado embrionario
borrandolas todas es mas dificil. Esta es la causa del alto
porcentaje de fracasos en los experimentos de Gurdon.
Yamanaka intent6 identificar en un 6vulo cudles eran los
factores capaces de revertir una célula de la piel de un
raton completamente desarrollado a una célula embrionaria
y, tras infinidad de ensayos, redujo estos factores a las
proteinas codificadas por solo cuatro genes (o
protooncogenes). Cuando los introdujo en células
maduras de piel de raton consiguid que algunas se
transformaran en algo parecido a las células embrionarias,
ya que podian producir todos los tipos de células presentes
en el organismo del raton. El protooncogen c-Myc (el mas
importante ya que los otros tres son colaboradores) dirige
la transcripcion de ADN a ARN, por lo que desempeiia un
papel critico en la seleccion de las proteinas que tiene que
sintetizar la célula. En el experimento de Yamanaka c-Myc
actué como un factor de rejuvecimiento, pero si se activa
en las células de un organismo vivo se transforma en un
oncogen que puede sobreexpresarse en varios tipos de
cancer mediante un mecanismo de amplificacion. Esta
realidad es una de las muchas que demuestran que, aunque
actualmente se entiende como se utiliza la informacion de
un solo gen para construir una proteina (el cédigo
genético) y puede determinarse el genoma humano, no se
sabe practicamente nada de como multiples genes
dispersos en este Ultimo coordinan la expresion de los
genes en el espacio y en el tiempo para construir, mantener
y reparar el organismo (el codigo genémico).

3. GENES Y MEDICINA

3.1. Anomalias cromosomicas vinculadas a enfermedades

En 1956, utilizando una preparacién con colchicina y
una solucion salina hipotonica en la que los cromosomas
se descompactaban y podian contarse, el genetista Joe Hin
Tjio determiné de forma definitiva que los cromosomas
humanos son 46 y que estan agrupados en 23 pares (53).
El hallazgo de Tjio contribuy6 a importantes avances en la
aplicacion de la genética a la medicina. Por ejemplo, al
descubrimiento de que la anomalia cromosomica
causante de la mayoria de los casos de sindrome de Down
es la trisomia del cromosoma 21. Estas personas poseen
47 cromosomas en todas sus células porque el cromosoma
21, que tiene insertados trescientos y pico genes, presenta
tres copias en vez de dos (54). El mismo afio de su
descubrimiento, se empezaron a examinar las células
fetales de liquido amniotico aspirado para conocer el sexo
del feto, y estos avances dieron paso al diagndstico de
anormalidades cromosomicas in utero y a la confrontacion
entre el derecho a abortar de la mujer embarazada y los
derechos del feto por su condicion de persona.

Para los defensores del aborto selectivo posterior al
diagndstico genético prenatal, el derecho a nacer deberia
reformularse como el derecho a nacer sin anomalias. Es
una nueva forma de eugenesia que, en vez de basarse en
caracteristicas fisicas o mentales (fenotipos), se basa en
sus determinantes genéticos. Se trata de preservar al feto
de ciertos trastornos genéticos, pero también se podria
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utilizar para la eleccion de los gametos con fines
reproductivos, una  “seleccion germinal” de
espermatozoides u oOvulos portadores de genotipos
optimos. Dejando aparte el problema moral, la critica
principal a esta nueva eugenesia se debe a las variaciones
que se observan entre pacientes con enfermedades
monogénicas y poligénicas portadores de una misma
mutacion, lo que demuestra que las interacciones entre los
genes humanos y las enfermedades son complejas.

En 1957, Victor McKusick y Arno G. Motulsky
abrieron en EEUU sendas clinicas de genética médica.
McKusick fue el pionero en el estudio de los nexos entre
los genes y numerosos sindromes patologicos. Estudiando
primero las enfermedades genéticas mas conocidas, como
la hemofilia o la anemia falciforme, fue creando un
enorme catdlogo de fenotipos, rasgos y transtornos
genéticos monogénicos o poligénicos que eran leves en
unos casos pero en otros ponian la vida en peligro. En los
transtornos monogénicos, una mutacion o aberracion
cromosomica es necesaria y suficiente para causar la
enfermedad, mientras que en las enfermedades poligénicas
el efecto de un gen concreto es mas tenue y el componente
genético puede ser necesario pero no suficiente para causar
la enfermedad. También advirtié que las mutaciones de un
solo gen pueden manifestarse en diferentes Organos
causando distintas patologias, pero se dan casos (como la
hipertension) en que influyen multiples genes en una sola
patologia. También hay casos de “penetrancia
incompleta” o “expresividad variable”, en los que
aunque esté presente una mutacion en el genoma su
capacidad para manifestarse fisica o morfologicamente no
es completa y las manifestaciones clinicas son variables.
La penetrancia genética es la proporcion de individuos de
una poblacion que expresan el fenotipo patoldgico, entre
todos los que presentan un genotipo portador de un alelo
mutado. La expresividad variable es la variacion de las
manifestaciones clinicas (tipo y severidad) de trastornos
genéticos entre individuos afectados. Por ejemplo, aunque
la herencia de mutantes del gen BRCA1 aumenta el riesgo
de cancer de mama, sus distintas variantes tienen distintos
niveles de penetracion o manifestacion clinica.

A pesar de que la lista de enfermedades humanas
influidas por alteraciones genéticas habia crecido
exponencialmente y que las técnicas de clonacion y
secuenciacion de genes hacian pensar en que la
identificacion de los genes responsables de enfermedades
era factible, la tarea era abrumadora. Por ejemplo, si en un
gen ligado a una enfermedad estd mutado un solo par de
bases (cOmo encontrar esta mutacion entre los
3.000.000.000 de pares de bases que aproximadamente
tiene el genoma humano?.

A mediados de los afios 1970, Kerry Kravitz y Mark
Skolnick trataron de identificar al gen causante de la
hemocromatosis, una enfermedad producida por Ia
mutacion de un gen que regula la absorcion de hierro en el
intestino. Al ser una mutacion recesiva, solo se manifiesta
en individuos con dos copias defectuosas, una del padre y
otra de la madre. Afortunadamente, se descubrid que este
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gen estd vinculado a otro localizado en el cromosoma seis
que codifica una proteina de respuesta inmunitaria de la
que existen muchas variantes facilmente detectables. Por
tanto, el gen causante de la hemocromatosis también tenia
que estar en el mismo cromosoma. Fue un golpe de suerte,
porque el hallazgo no hubiera sido tan sencillo si el gen
vinculado no fuera facilmente detectable.

En 1978 empezaron a utilizarse los “polimorfismos”
de ADN situados cerca de un gen ligado a una enfermedad
como marcadores para localizarlo. Los polimorfismos son
variaciones en la secuencia de ADN, semejantes a los
alelos en términos de genes, que pueden existir en los
intrones y se han producido a lo largo de siglos de
evolucion. Estas variantes son invisibles al ojo humano y
no pueden distinguirse por rasgos bioldgicos o fisicos,
pero si por diferentes técnicas moleculares. En una de ellas
se utilizan enzimas que cortan ADN y reconocen una
secuencia de bases, pero no otra analoga con una secuencia
de bases diferente (por ejemplo distinguen entre
AGTACCG y ACTACCG). En 1980 se publico como la
vinculacién de un rasgo genético a una de estas variantes
podia servir para una localizacién cromosémica
aproximada del gen (55), un método que se utiliz6 por un
equipo de investigacion liderado por Nancy Wexler en la
identificacion en 1994, tras diez afos de bisqueda, del gen
responsable del corea de Huntington (es un gen
dominante y basta una sola copia para producir una
enfermedad que acaba siendo mortal). En este largo
proceso se estudiaron las muestras de sangre de enfermos
norteamericanos y las que Wexler enviaba desde una zona
de Venezuela donde esta enfermedad era muy frecuente.
El ADN de las células sanguineas se fraccionaba con
numerosas enzimas buscando una variante polimorfica que
pudiera servir de marcador hasta que finalmente se
encontr6 una variante de ADN situada en el cromosoma
cuatro que estaba claramente asociada a la enfermedad. La
identificacion de este gen requiri6 la division y subdivision
del cromosoma cuatro, el aislamiento e insercidén de las
partes mas pequefias en cromosomas de levaduras o
bacterias para su clonacion, y la secuenciacion de estos
clones hasta que se identifico el gen en un solo fragmento
de ADN. Por ultimo se compararon las secuencias del gen
aislado de individuo sanos y de pacientes para confirmar
que en estos ultimos estaba alterado. La proteina que se
encuentra alterada en la enfermedad de Huntington es una
de las mas grandes del cuerpo humano (tiene 3.144
aminoacidos), y la mutacion ligada a esta enfermedad
neurodegenerativa no consiste en la alteracion de uno o
mas de sus aminoacidos, sino en un aumento en el nimero
de repeticiones de la secuencia del trinucledtido CAG (-
CAGCAGCAG...) (56). Debido a estas repeticiones
adicionales, cuyo nimero aumenta a lo largo de
generaciones haciéndose mas letal, la proteina codificada
aumenta su tamario y se agrega a las neuronas.

En 1985 se demostrd que el gen de la fibrosis quistica
(FQ), una grave enfermedad que afecta a multples 6rganos
y se manifiesta con bastante frecuencia en individuos de
ascendencia europea, debe residir en alguna parte de un
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segmento de ADN dentro de dos millones de pares de
bases alrededor del cromosoma siete (57). La FQ se
manifiesta cuando se heredan dos copias del gen mutado,
mientras que los portadores de una sola copia mutada
suelen ser asintomaticos. En la busqueda de este gen se
empled una modificacion de la metodologia utilizada para
el gen responsable de la enfermedad de Huntington: en vez
de ir clonando trechos contiguos o parcialmente
superpuestos del cromosoma se fue mas deprisa por medio
de “saltos”. Finalmente el gen de la FQ fue localizado en
1989, comprobandose que los niflos afectados tenian dos
copias mutadas, una del padre y otra de la madre. Se
habian necesitado mas veinticuatro equipos en todo el
mundo, mas de diez aflos y mas de cincuenta millones de
dolares para identificar un solo gen para una sola
enfermedad. La mutacion mas comin se produce por la
delecion de un triplete de bases de ADN, lo que origina la
supresion de un aminodcido en la proteina que codifica y
la pérdida de su actividad como transportadora del ion
cloruro a través de las membranas. Tras la clonacion del
gen FQ se dispuso de una prueba diagnéstica in utero
que permitia a los padres considerar el aborto de los fetos,
y las parejas en las que ambos eran portadores del gen
mutante podian optar por no concebir un hijo (58).

3.2. Diagndsticos genéticos

Ademas de los ejemplos comentados, desde mediados
de los setenta a mediados de los ochenta se aislaron,
secuenciaron y clonaron cientos de genes que tenian una
funcion de interés médico o cientifico, aunque algunos de
ellos se identificaron posteriormente. Por ejemplo el gen
BRCAL1 (breast cancer 1), que es el mas comunmente
asociado a las formas hereditarias del cancer de mama,
empezd a buscarse a principios de los afios setenta por la
genetista Mary-Claire King estudiando la herencia de los
cénceres de mama y ovario. En 1988 se ubicd en una
region del cromosoma diecisiete (59), pero no se aislo
hasta 1994 (60). En este tiempo de busqueda fue
desconcertante su “penetrancia incompleta” ya que,
aunque la presencia del gen mutante aumentaba diez veces
el riesgo de cancer entre las portadoras, no siempre
“penetraba” su efecto. El interés de la empresa Myriad
Genetics, responsable de su aislamiento, se centraba en
desarrollar un diagnostico genético que, finalmente, fue
comercializado en 1996. Este se realiza en las mujeres con
antecedentes familiares analizando un frotis de células de
la boca, amplificando el gen BRCAL1 por la reaccion en
cadena de la polimerasa, secuenciandolo, e identificando
los genes mutantes. Actualmente, cuando se detecta una
mujer con un cancer de mama o de ovario a causa de
mutaciones en los genes BRCA1 o BRCA2, se aconseja
detectar éstas no sélo a sus hermanas e hijas, sino también
a los varones. Su penetrancia es menor en éstos, pero sus
efectos son mucho mas dificiles de prevenir porque pueden
manifestarse originando distintos tipos de cancer (prostata,
melanoma, colon, pancreas 0 mama).

En general, los diagnosticos genéticos de personas que
conocen con anticipacion los riesgos de experimentar en el
futuro graves patologias, pero no saben cuando podrian
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desarrollarse ni su grado, obligan a vivir con una gran
ansiedad. Es importante sefialar que asociar ciertos genes
con enfermedades (gen del mal de Huntington, gen de la
fibrosis quistica, gen causante del cancer de mama, etc.) no
es correcto cientificamente, porque la mision de los genes
no es causar enfermedades y, si lo hacen, es porque sufren
alteraciones. Los genes BRCA en su version normal
reparan el ADN cuando éste ha sufrido un dafio, los
canceres de mama y de ovario aparecen cuando BRCAI
estd mutado y no funciona. Incluso en los pacientes con
BRCA1 mutado, el desarrollo de cancer requiere multples
desencadenantes.

El nexo genético de otras enfermedades que pueden
presentarse de novo (sin antecedentes familiares) o por
herencia, como la esquizofrenia, el desorden bipolar, o
el autismo, se demostro en la década de los ochenta. Para
avanzar en la identificacion de los genes mutados
desencadenantes de estas patologias ha habido que esperar
al desarrollo de la secuenciacion en paralelo, en la que el
genoma se divide en decenas de miles de fragmentos de
ADN que se secuencian en paralelo y luego se
reensamblan con la ayuda de ordenadores. Esta tecnologia
y otras apuntan a que existen mas de cien genes o regiones
genéticas asociados a estas patologias, aunque solo se
conocen unos pocos. La asociaciéon mas fuerte encontrada
hasta el momento con la esquizofrenia implica variaciones
en el locus del complejo de histocompatibilidad (MHC,
major histocompatibility complex), denominado también
HLA (human leucocytic antigen, porque se creia que solo
se expresaba en leucocitos). Este locus es un conjunto de
genes ubicados en el cromosoma 6 que codifican antigenos
de histocompatibilidad que activan procesos criticos en la
generacion de la respuesta inmunitaria adaptativa
(especifica para cada agente infeccioso). Para que ésta
pueda mostrar todas sus caracteristicas de especificidad,
memoria, diversidad y discriminacion entre lo propio y lo
ajeno, los antigenos extrafios deben ser procesados y
presentados a los linfocitos T para que puedan ser
reconocidos, y esta presentacion estda mediada por las
moléculas MHC que se encuentran en la superficie de las
células presentadoras de antigeno (APCs), entre otras. La
asociacion entre esquizofrenia y MHC se debe en parte a
la existencia de multiples alelos en los genes del
componente complementario 4 que aumentan la expresion
de la variante C4A respecto a la C4B en el cerebro. En
consecuencia, la proteina codificada por C4 (que estaba
disefiada para dicha accion inmunitaria) se “reorienta” para
eliminar sinapsis cerebrales (61). El nimero de sinapsis en
bebés y en nifios es aproximadamente el doble que en
adultos, lo que permite a los bebés aprender rapidamente
nuevas tareas a medida que crecen y se desarrollan. La
“poda sinaptica” es un proceso regulador cerebral que
comienza en la adolescencia y se prolonga hasta la
treintena, el periodo en que se suelen manifestar muchos
sintomas de la esquizofrenia. En €l se eliminan conexiones
sinapticas entre neuronas para que el cerebro del adulto sea
capaz de centrarse en tareas mas complejas eliminando
asociaciones simples construidas durante la etapa infantil.
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Valorar el alcance del riesgo que corre una persona de
padecer una enfermedad genética que todavia no se ha
manifestado a través de diagnosticos genéticos no es tarea
facil, porque hay que considerar los distintos niveles de
penetrancia de las mutaciones y las influencias
ambientales. En los casos en que existen tratamientos
profilacticos, como la mastectomia o la terapia hormonal
en el caso del cancer de mama hereditario, éstos pueden
comportar riegos y sufrimientos, y en casos como la
esquizofrenia no tienen sentido porque no hay tratamientos
profilacticos ni curativos. Muchos cientificos opinan que el
diagnéstico prenatal y la interrupcion del embarazo
cuando existen mutaciones especificas que originan
enfermedades raras y devastadoras es una opcién mas
sencilla que secuenciar genomas con la esperanza de
generar tratamientos a medida para paliar los efectos de
estas mutaciones. Pronto serd posible disefiar pruebas
prenatales para detectar irregularidades en el genoma fetal
(la genética del nonato), pero deshacerse de genes
defectuosos supone deshacerse de personas.

Una alternativa que también produce vértigo ético es el
diagnéstico genético preimplantacional (DGP), que se
realiza biopsiando embriones humanos en una etapa
temprana antes de su implantacién, por lo que es una
forma de seleccionar fetos sin abortarlos (62). Desde que
se utilizd en 1989 el DGP para seleccionar embriones,
muchos paises impusieron inmediatamente limites
estrictos a su uso, pero estas limitaciones no evitaron que
en ciertos paises como India y China se utilizara el DGP
para la seleccion de nifios varones.

La intervencion posterior a un diagndstico prenatal o
preimplantacional es una forma de eugenesia que sirve
para separar los débiles de los fuertes. Hasta hace poco
tiempo se ha regido por tres principios tacitos: el hallazgo
de variantes genéticas singulares y altamente penetrantes
con una probabilidad cercana al 100 % de desarrollarse
(como el sindrome de Down o la fibrosis quistica),
variantes genéticas causantes de enfermedades que
provocan grandes sufrimientos o son incompatibles con
una vida “normal”, y tomar la decision de forma voluntaria
tras recibir todo tipo de advertencias médicas. Aunque los
conceptos de “sufrimiento extraordinario”, “normalidad” y
“libertad de eleccion” son relativos, parece que estos tres
limites han sido utiles, aunque no se esté de acuerdo con
estos métodos. Un problema mas grave todavia es que se
traspasen estos limites, simplemente porque tenemos en
nuestras manos “el saber y el poder”.

4. TERAPIA GENICA

La terapia génica es un recurso médico que pretende
combatir ciertas enfermedades mediante la introduccion
de genes especificos en las células del paciente. La
novedad radica en que el agente curativo es un gen. Estas
terapias pueden efectuarse ex vivo, manipulando in vitro
las células del paciente que se devuelven al organismo de
partida por lo que no existe rechazo inmunoldgico, o in
vivo, introduciendo el gen terapéutico desnudo o en el
interior de un vector viral.

141



En 1974 se habia investigado en ratones si los genes
insertados en virus SV40, posteriormente incorporados a
células embrionarias tempranas, podian transmitirse
verticalmente de raton a raton y de generacion a
generacion,  originando  organismos  modificados
genéticamente de forma permanente. En estos
experimentos, las células embrionarias infectadas con
virus manipulados se mezclaron con células embrionarias
no infectadas y esta mezcla se implantd en ratones. Los
genes insertados en el virus deberian encontrarse en
algunos de los nuevos ratones engendrados si, ademas de
formarse células de la sangre, intestino, etc., se formaban
unos pocos gametos. Sin embargo, los experimentos
demostraron que la expresion de los genes virales en
espermatozoides y Ovulos estaba bloqueada, ya que su
presencia era extraordinariamente escasa (63), por lo que
se investigd la terapia génica en células madre
embrionarias o células ES (embryonic stem cells). Como
ya se ha comentado, afios después se sabria que los genes
virales se habian silenciado con marcas epigenéticas.

4.1. Células madre embrionarias (células ES). Animales
transgénicos

Ademas de renovarse a si mismas como hacen las
células que estan presentes en la mayoria de los drganos
para reemplazar a las células muertas, las células ES
pueden originar cualquier tipo de célula funcional,
pueden cultivarse en placas Petri, congelarse y conservarse
vivas después de descongelarse, y reproducirse en medios
liquidos. Ademas, es relativamente facil extraer de ellas su
genoma e insertar en ¢l otros genes y, lo que es mas
sorprendente, cuando se mezclan con células embrionarias
y se implantan en un uUtero de raton, las modificaciones a
las que han sido sometidas se transfirieren al organismo
engendrado provocando en ¢l un cambio permanente. Otra
ventaja importantisima frente a los virus es que las células
ES permiten modificar lugares especificos del genoma de
un animal si se realizan algunas manipulaciones (64),
mientras que los genes viricos se insertan al azar y no se
puede predecir el lugar en que se van a insertar debido a
que el genoma humano es demasiado grande.

M.? del Carmen Avendaiio Lépez

En los afios noventa, los ratones “transgénicos”
engendrados por terapia génica se crearon a centenares con
el fin de descifrar la funcioén de los genes, y muchos de
ellos se utilizaron como modelo para el estudio de
enfermedades. Sus alteraciones genéticas les forzaban a
desarrollar distintas patologias, destacando los que
desarrollaban tumores por haberles introducido oncogenes
porque han sido decisivos para el estudio de tumores
malignos. Al intentar aplicar estas técnicas a células
madre embrionarias humanas se observo que éstas no
tenian la misma capacidad para ser manipuladas que las
células ES de raton. Cuando se transplataban células ES
humanas en animales, solo se lograba que produjeran
ciertas capas de tejido embrionario humano sin
coordinacion anatomica ni fisioldgica. Tampoco era
factible ni ética ni tecnologicamente intentar la
modificacion genética de un embrioén unos cuantos dias o
semanas después de la concepcién, por lo que la
modificacion transgénica de embriones humanos estuvo
detenida por un tiempo.

4.2. Primeros pasos en la modificacion transgénica de
embriones humanos

El virélogo y genetista Richard Mulligan,
aprovechando que los retrovirus injertan su genoma en el
de las células facilmente y de forma permanente, disefio en
1986 unas variantes de virus que no podian salir de las
células y propagar infecciones. El equipo de William F.
Anderson y Michael Blaese las ensayd en 1987 para
introducir el gen humano ADA (adenosina desaminasa)
(65). Este gen, que en el hombre se situa en el cromosoma
veinte, codifica la enzima que metaboliza la adenosina del
organismo y la convierte en inosina. Su deficiencia es un
transtorno raro y hereditario que si no se trata puede ser
fatal, sobre todo en la primera infancia. Los individuos en
que este gen se encuentra mutado se ven afectados por una
grave inmunodeficiencia debido a que la toxicidad de los
metabolitos de adenosina acumulados afecta sobre todo a
los linfocitos T (Figura 16).
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Figura 16. Reaccion catalizada por adenosina desaminasa.

Entre las opciones terapéuticas para su tratamiento se
encuentra el  transplante de células madre
hematopoyéticas (cuyo éxito depende de encontrar un
donante adecuado), la terapia de reemplazamiento con
pegademasa bovina (PEG-ADA) que requiere una
inyeccion intravenosa mensual y puede generar
anticuerpos (66), y la terapia gémica. Los primeros
resultados obtenidos por Anderson y Blaese con células
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madre de ratones y de monos fueron desalentadores porque
el grado de implantacion del gen era muy bajo. Tampoco
obtuvieron la aprobacion oficial para aplicar su protocolo
en humanos. Por ello, pensaron en prescindir de las células
madre e insertar el gen directamente en los linfocitos T.
Este nuevo protocolo fue muy discutido, pero finalmente
se aprobd en 1990 un ensayo piloto para determinar su
seguridad en dos pacientes. Estas recibieron células T
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extraidas de su sangre que fueron infectadas
posteriormente con el virus en el que se habia insertado el
gen ADA vy finalmente multiplicadas en una placa Petri.
Los resultados de estos dos ensayos indicaron que las
células T infectadas con retrovirus podrian introducirse
con seguridad en organismos humanos, pero no sirvieron
para valorar su eficacia curativa porque después de estos
ensayos las dos pacientes continuaron siendo tratadas con
PEG-ADA por via intravenosa.

4.3. Inicio de la terapia génica

Los datos que proporcionaron estos ensayos eran
insuficientes, pero despertaron el entusiasmo de los
defensores de la terapia génica. Era una eugenesia
positiva en la que los cientificos no eliminaban seres
humanos con genes defectuosos, sino que trataban de
corregir la accion de éstos haciendo al genoma “un poco
mejor”. Si se introduce un cambio genético en células no
reproductivas, como las de la sangre o los musculos, solo
se altera una generacion del genoma porque el gen
introducido se pierde cuando muere la célula, pero si el
cambio afecta a las células embrionarias (6vulos o

espermatozoides) el cambio permanece y se transmite a las
futuras generaciones.

En 1993 los pediatras Mark Batshaw y James Wilson
empezaron a experimentar una terapia génica para curar a
nifios con deficiencia de la enzima ornitina
transcarbamilasa (OTC, también llamada ornitina
carbamoiltransferasa). Esta enzima es esencial en el
segundo de los cinco pasos del complejo ciclo de la urea
de los mamiferos, en el que el amoniaco procedente
fundamentalmente del metabolismo proteico y depositado
en las mitocondrias de los hepatocitos se transforma en
urea, que pasa al torrente sanguineo y se excreta en la
orina. Si hay deficiencia de OTC, el amoniaco dafia las
células y los vasos sanguineos, atraviesa la barrera
cerebral, y envenena las neuronas, de tal forma que la
mayoria de los pacientes fallecen en la infancia. La OTC
cataliza la reaccion entre el carbamoil fosfato y la ornitina
para formar citrulina y fosfato. La citrulina asi formada
pasa al citoplasma, donde continua el resto de este ciclo
(Figura 17).
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Figura 17. Reaccion catalizada por la enzima OTC.

El plan de Batshaw y Wilson era inyectar el gen en el
higado de los pacientes a través del torrente sanguineo
utilizando como sistema de transporte adenovirus que no
se asociaran con ninguna enfermedad grave. El proceso se
ensayd en ratones con €xito, pero los experimentos con
monos necesitaron concentraciones tan altas de virus que
provocaron una gran respuesta inmunitaria. En 1997, tras
modificar muchos genes virales y disminuir la dosis para
redoblar la seguridad, solicitaron al RAC el visto bueno
para realizar un ensayo en humanos. Este se realizo el 13
de Septiembre de 1999 con Jesse Gelsinger, un chico de
17 afios con una falta de OTC leve (es posible que en
alguna de sus células se encontrara el gen normal porque
su mutacioén no era heredada sino que se habia producido
en la gestacion, Figura 18). Lamentablemente, la inyeccion
del adenovirus portador del gen normal produjo una
respuesta inmunitaria hiperactiva y graves transtornos en
distintos organos, hasta que el paciente finalmente fallecio
el 17 de Septiembre. Una investigacion posterior sobre la
responsabilidad de la Universidad de Pensilvania en su
muerte encontré graves irregularidades, incompetencia, y
negligencia, por lo que se prohibieron los ensayos de
terapia génica (67). Aunque los diagnosticos genéticos
humanos experimentaron un notable renacimiento, la
moratoria afectd a proyectos que pretendieran una
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alteracion deliberada de los genes (o “reescribir el
genoma”).

Figura 18. Jesse Gelsinger.

Casi dos décadas después de la muerte de Gelsinger, se
habian reemplazado las tecnologias empleadas con
anterioridad, se seleccionaban con todo rigor los nuevos
virus utilizados para transferir genes a las células humanas,
y se controlaba todo el proceso. El afio 2014 se realiz6 con
éxito el tratamiento por ingenieria genética de 10
pacientes con hemofilia B severa introduciendo el gen
que expresa el factor de coagulacion IX (68). Aunque la
inyeccion del virus portador del gen solo aumentd un 5 %
la  concentracion del factor IX, los pacientes
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experimentaron una reducciéon de los episodios
hemorragicos de un 90 %, y el efecto persistio durante tres
anos.

4.4. Terapia génica en la linea germinal

Para que la igenieria genética tenga un efecto
permanente se requiere alterar el genoma de las células
ES, pero los experimentos con células ES humanas
fracasaron hasta finales de los afios noventa, quizas por su
mala calidad o porque las condiciones para su crecimiento
no eran apropiadas. El embridlogo James Thomson, tras
experimentar con células extraidas de embriones de
macaco Rhesus que dejaba crecer en placas Petri con otras
células que aportaban factores de crecimiento, obtuvo el
permiso para utilizar esta técnica con células ES humanas
procedentes de las clinicas de fecundacion in vitro. En
1998 logro cultivar por primera vez células ES humanas
que, implantadas en ratones, eran capaces de generar las
tres capas del embrion humano (69) y de fabricar
practicamente todos los tejidos, pero no eran eficientes en
la fabricacion de espermatozoides y 6vulos, por lo que no
podian transmitir un cambio genético a la siguiente
generaciéon. Inmediatamente, numerosos grupos de
investigacion empezaron a extraer decenas de lineas de
células madre humanas de tejidos fetales con la esperanza
de descubrir una capaz de transmitir genes en la linea
germinal, pero no lo consiguieron. El afio 2001 el
Presidente G. W. Bush restringid esta linea de
investigacion al estudio con las lineas celulares que se
habian creado previamente (70). Estas limitaciones no
impidieron el desarrollo de un método para introducir
modificaciones deliberadas y permanentes en el genoma
humano mediante la tecnologia CRISPR.Cas9. Por otra
parte, el afio 2014, embridlogos de Cambridge y del
Instituto Weizmann de Israel desarrollaron un sistema para
producir células germinales precursoras de
espermatozoides y Ovulos a particr de células madre
embrionarias (71).

4.5. Terapia génica del cancer

La ingenieria genética se ha utilizado en multiples
aproximaciones para el tratamiento del cancer, de las que
aqui solo vamos a comentar algunas (72). Los virus son
los vectores de genes mas cominmente empleados, a
pesar de que promueven una respuesta inmunologica.
Entre los vectores no virales los transposones (secuencias
moviles de ADN) pueden evitar el uso de los virus. Los
liposomas cationicos sintéticos, son mas seguros que los
virus pero menos eficientes, por lo que se necesitan
cantidades demasiado grandes para su uso clinico.

Hacia finales de los afios 1800, los médicos observaron
que en algunos pacientes con cancer, éste remitia al menos
temporalmente tras una infeccion virica. Segun la NC/
Conference on Microbial-Based Cancer Therapy,
celebrada en Bethesda en Julio de 2017, a dia de hoy se
estan estudiando como posibles tratamientos del cancer
varias docenas de virus y algunas bacterias. Los primeros
tratamientos para tratar el cancer a través de la infeccion
provocada por virus oncoliticos (llamados asi porque
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tienden a infectar y matar células tumorales) se realizaron
hacia la mitad del siglo veinte. Como no se disponia de
técnicas precisas para modificarlos, estos tratamientos
produjeron gran morbilidad y mortalidad, siendo frecuente
la anulacion de su efecto por la muerte de los virus que
provocaba el sistema inmune. En la actualidad, la terapia
viral es posible utilizando virus oncoliticos o vectores
virales en los que se han modificado alguno de sus genes,
se han insertado genes extrafios, y/o se ha eliminado,
modificado o reemplazado su cubierta, a fin de que se
reproduzcan eficazmente en las células cancerosas sin
dafiar a las sanas (73). Cuando se internalizan dentro de las
células, el contenido de estos virus manipulados por
ingenieria genética se libera en el citoplasma, entra en el
nicleo a través de un poro nuclear, y tiene lugar la
expresion transgénica.

Uno de los primeros virus oncoliticos utilizados en la
terapia del cancer fue Oncorina®, comercializado en China
en 2006 (74). Es un adenovirus recombinante que contiene
el gen p53 y produce el correspondiente factor de
transcripcion oncosupresor, que activa genes que
paralizan el ciclo celular o disparan el mecanismo de
apoptosis. Este virus se ha manipulado para que en las
células normales, con un gen p53 funcional, los virus no
puedan multiplicarse, mientras que en una célula deficiente
en p53 (cancerosa) sobrevivan y se multipliquen
produciendo la destruccion selectiva de las células.
Ademas de este ejemplo, se han evaluado en ensayos
clinicos un gran nimero de virus, pero solo ha sido
aprobado por la Food and Drug Administration (FDA)
Talimogene laherparepvec (T-VEC, Imlygic®), un virus
oncolitico modificado de un virus herpes para tratar el
melanoma en sus manifestaciones mas graves. En éste se
han eliminado los genes ICP34.5 y ICP47 con el objetivo
de reducir su patogenicidad y aumentar la capacidad de
respuesta del sistema inmune del hospedador, y se ha
introducido el gen humano GM-CSF para aumentar la
respuesta inmune de los linfocitos hacia las células
tumorales (75). A partir de 2005, prevalece la idea de que
el verdadero valor de los microbios en la terapia del cancer
se debe a su interaccion con el sistema inmune, de forma
que los virus se consideran una forma de
inmunoterapia. Cuando un virus infecta a una célula
tumoral, se multiplica hasta que la célula explosiona y
libera antigenos tumorales que permiten que el cancer sea
“reconocido” por el sistema inmune.

Los virus que infectan selectivamente las células
cancerosas pueden modificarse también para actuar como
vectores de un gen que codifique una enzima capaz de
activar un profarmaco antitumoral y administrarse
conjuntamente con éste. Esta transferencia genética se
denomina virus-directed enzyme prodrug therapy
(VDEPT). El virus modificado llamado Sitimagene
ceradenovec  (Cerepro”) se llegd a  administrar
conjuntamente con ganciclovir para el tratamiento del
glioblastoma multiforme, aunque se retir6 posteriormente.
Cerepro” utiliz el adenovirus Ad5 como vector para
introducir el gen que induce a las células tumorales a
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expresar la enzima timidina cinasa (TK) del virus herpes
simplex, que activa el ganciclovir transformandolo en su
trifosfato. Este se incorpora al ADN de la célula tumoral

pero, al carecer del grupo 3’-OH, la cadena no puede
proseguir su sintesis y se produce la muerte celular (Figura
19) (76).
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Figura 19. Activacion de ganciclovir por timidina cinase virica.

En la terapia génica inmunomoduladora se
modifican genéticamente ex vivo células implicadas en el
sistema inmune. A dichas células extraidas del tumor se
transfieren genes inmunomoduladores utilizando un vector
viral que los contiene para que, una vez reimplantadas en
el paciente, produzcan citocinas (los agentes responsables
de la comunicacion intercelular) sin la toxicidad asociada a
su administracion sistémica. Alternativamente, pueden
modificarse genéticamente células T para que expresen
receptores de antigeno artificiales (quiméricos)
asociados a tumores. Por ejemplo, cuando las células T de
pacientes con leucemia linfocitica crénica (CLL) se
tradujeron con un vector viral que codifica el receptor de
antigeno quimérico anti-CD19, se expandieron ex vivo, y
se infundieron en los pacientes, se observé una rapida
respuesta antitumoral (77). Algunos tratamientos para el
cancer de prostata basados en la terapia génica
inmunomoduladora han llegado a fases avanzadas de
ensayos clinicos. Uno de ellos fue rilimogene
galvacirepvec (Prostvac”), que implicaba el uso para una
vacunacioén primaria de un vector recombinante vaccinia
seguida de vacunas de refuerzo empleando un vector

recombinante de viruela aviar. Estos vectores contienen
genes para expresar el antigeno prostatico especifico
(PSA) y numerosas moléculas coestimuladoras de las
células T. Cuando estas vacunas infectan a las células
presentadoras de antigeno (APCs en inglés) generan
proteinas que se expresan en su superficie induciendo la
interaccion de estas APCs con las células T y la
consiguiente repuesta inmune, que supone la destruccion
de la célula tumoral (78).

También se puede bloquear la expresion de oncogenes
(como Ras o Myc) con oligonucleétidos antisentido

(ASOs en inglés), que son hebras cortas de “acido
nucleico” sintético (generalmente modificado) con
secuencias complementarias a las de las hebras de un
ARNm diana. Como los ribosomas no pueden traducir
RNAs de doble hebra, la traduccion de un ARNm concreto
puede inhibirse por un fragmento de su secuencia
complementaria, por lo que la terapia con ASOs es una
forma de prevenir las enfermedades en las que estd
involucrada una determinada proteina, no solamente el
cancer (Figura 20) (79).
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Figura 20. Mecanismo de accion de los oligonucledtidos antisentido.

Hasta ahora no se ha aprobado ningin ASO para el
tratamiento del cancer, aunque hay muchos datos
preclinicos y algunos estudios clinicos de algunos de ellos.
La eleccion acertada del vector y del gen diana son
decisivas, pero hay que evitar también la toxicidad y los
efectos sobre otras posibles dianas (80).

4.6. Medicina genomica (medicina de precision o
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medicina personalizada)

La secuenciacion del genoma humano ha propiciado la
aparicion de la medicina genémica, también llamada
medicina de precision o medicina personalizada, que
pretende la adaptaciéon del tratamiento médico
(generalmente oncolégico) a las caracteristicas
individuales de cada paciente. Las decisiones referentes
al tratamiento o la prevencion del cancer se deberian tomar
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en base a la integracion de las caracteristicas genomicas y
moleculares del tumor y a la informacion sobre la
situacion clinica y los habitos del paciente. Este
planteamiento requiere el conocimiento de las
alteraciones genéticas y moleculares que producen el
desarrollo de tumores y de sus metastasis, el
conocimiento del desarrollo de farmacos que actiien a
nivel de dichas alteraciones, y la creacion de nuevo
conocimiento mediante el analisis de Big Data
(almacenamiento en red de grandes volumenes de datos
relevantes de los pacientes). En definitiva, el oncélogo
médico no deberia focalizarse exclusivamente en su labor
asistencial sino que deberia ser también un investigador.

Se espera que en los proximos afios, se tendra
informacién relevante sobre el impacto de la medicina
guiada por alteraciones gendmicas en la supervivencia y
los costes asociados al uso de estas técnicas y tratamientos.
La medicina personalizada esta transformando desde un
punto de vista conceptual y metodoldgico la investigacion
clinica y biomédica y la asistencia sanitaria.

5. EDICION GENOMICA

La edicion gendémica, o cambio de secuencias de ADN
que codifican una serie de mensajes e instrucciones,
implica insertar un corte o ruptura en el ADN, engaflar a
los mecanismos naturales para evitar su reparacion, e
introducir los cambios que se deseen.

5.1. La tecnologia CRISPR.Cas9

Las Dbacterias y las arqueas, microorganismos
unicelulares sin nticleo y en general sin organulos
membranosos internos, han ido incorporando a su ADN
como mecanismo de defensa ciertas secuencias repetidas
de nucleodtidos procedentes del material genético de los
virus que las han atacado con anterioridad. El afio 2007
Philipe Horvath y Rodolphe Barrangou, dos ingenieros
que trabajaban en la fabrica de yogures Danisco France
SARL (subsidiaria de DuPont Nutrition Biosciences),
observaron que las bacterias Streptococcus thermophilus,
que transforman los azucares de la leche en acido lactico y
se utilizan en la fabricacion de quesos y yogures,
incorporaban a su ADN espaciadores con una secuencia
idéntica a partes del genoma de los virus invasores. Para
confirmar este hallazgo, alteraron la resistencia de las
bacterias frente a los virus manipulando los espaciadores
por eliminaciéon o adicion de nuevas secuencias de ADN
viral, demostrando el papel de este fendmeno en Ia
regulacion de la inmunidad bacteriana (81). Varios afios
antes, el microbidlogo espafiol Francisco Martinez
Mojica habia descubierto en la arquea Haloferax
mediterranei, responsable de que las salinas de Santa Pola
adquieran un color rosaceo cuando crece la concentracion
de sal, unas secuencias de ADN repetidas a las que
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denominod “repeticiones palindrémicas cortas
agrupadas y regularmente interespaciadas” (CRISPR,
acronimo de clustered regularly interspaced short
palindromic repeats). En estos estudios pioneros, Mojica
sugiri6 que estas secuencias deberian tener un papel en los
mecanismos de inmunidad de las células procariotas (82),
pero no pudo imaginar que este descubrimiento resultaria
util para la edicion de genomas mediante las herramientas
CRISPR/Cas9 desarrolladas mas tarde por Emmanuelle
Charpentier, Jennifer Doudna, y otros investigadores

T

@&
.

(Figura 21).
.
! T ey
PA_ )

r

—-—

-.

. |

Figura 21. Francisco Mojica.

5.2. Mecanismo de accion del sistema CRISPR/Cas9

En la naturaleza, las repeticiones palindromicas actiian
como una plantilla cuando el virus ataca de nuevo y
permiten que la bacteria produzca una secuencia
complementaria de ARN monocatenario denominado
ARN Crispr (0 “ARNcr”). Este es un “buscador” capaz
de encontrar y reconocer el ADN del virus invasor por ser
una imagen especular de los tramos de su ADN
incorporados previamente en el ADN bacteriano. El
mecanismo de defensa se completa con la proteina Cas9,
una endonucleasa del grupo de las proteinas Cas
(“asociadas a Crispr”), que actia como un par de tijeras
moleculares cortando y destruyendo el ADN de los
invasores. Cas9 se une a ARNcr y a otro ARN
denominado ARNtracr (“ARNcr trans-activado”), vy
ambos dirigen a la enzima al sitio de destino, donde Cas9
corta ambas cadenas de la doble hélice de ADN usando
dos regiones separadas o “dominios” de su estructura y
produciendo lo que se conoce como una “ruptura de
doble hebra”. Ademas de los componentes mencionados,
existen unas secuencias de ADN cortas conocidas como
PAM (“motivo adyacente de protoespaciador™) que se
sitian adyacentes a la secuencia de ADN que ha de
cortarse y sirven como marcas para asegurar que Cas9 no
corte en cualquier parte de un genoma. Si el complejo
Cas9 no ve un PAM junto a su secuencia de ADN
objetivo, no cortara (Figura 22).
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ARN guia

Cas9

Figura 22. Mecanismo de corte y pega de CRISPR/Cas9. (a) Se genera un ARN guia que corresponde al ADN que se desea
modificar. (b) Esta secuencia se incorpora a una célula, junto con la proteina Cas9. El ARN guia se dirige a la secuencia de ADN
complementaria de la suya y Cas9 actiia como nucleasa. (c) El ARN guia se separa, y queda la pieza de ADN modificada.

5.3. CRISPR-Cas9 como una herramienta de edicion
gendmica

En los afios 2011 y 2012, Emmanuelle Charpentier y
Jennifer Doudna se dieron cuenta de que el sistema
podria reprogramarse sustituyendo el elemento de
reconocimiento. Cambiando el “buscador”, las bacterias
buscarian y cortarian un gen seleccionado, mutandolo a
voluntad. El sistema CRISPR-Cas9 bacteriano podria
utilizarse para cortar cualquier region del ADN cambiando
la secuencia de nucledtidos del ARNcr que se une a la
secuencia de ADN objetivo del corte, transformandose asi
en una herramienta simple y programable de edicion del
genoma. El aflo 2012 se publicaron dos articulos
fundamentales en las revistas Science y PNAS. En el
estudio publicado en Science, Charpentier, Doudna,
Martin Jinek y sus colegas identificaron una familia de
endonucleasas y simplificaron aun mas el sistema
fusionando ARNcr y ARNtracr para crear un ARN
quimera capaz de dirigirse a una secuencia epecifica de
ADN. De esta forma, la edicién del genoma requiere sélo
dos componentes: un ARN guia y la proteina Cas9 (83).
En la publicacion de PNAS se describieron tres sistemas
CRISPR, los tipos I y III en los que los complejos que
silencian a los 4cidos nucleicos extraflos estan formados
por grandes agregados, y el tipo II en el que el complejo
silenciador esta compuesto de una sola proteina (Cas9) que
se enlaza al ARNcr (84). Posterirmente se ha sabido que
combinando la proteina Cas9 con un RNA exodgeno es
posible la manipulaciéon (o “edicion”) de los genes de
organismos mas complejos (85). Cuando se corta un gen
quedan dos cabos de ADN sueltos y se intenta recuperar la
informacion perdida copiando la otra copia de reserva del
gen presente en la célula. Sin embargo, si ésta se inunda de
un ADN extrafio (el que se desea insertar) el sistema de
reparacion copia la informacién de éste en vez de la
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contenida en la copia de reserva. Se ha borrado una
palabra (por ejemplo, el gen mutante de la fibrosis
quistica) y se ha sustituido por otra (la versién normal del
gen), de ahi el nombre de “edicién gendomica”. El trabajo
de Charpentier y Doudna fue reconocido en Espaiia con el
Premio Princesa de Asturias de Investigacion Cientifica y
Técnica del afo 2015 (Figura 23).
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Figura 23. Jennifer Doudna y Emmanuelle Charpentier.

5.4. Utilidad y limitaciones

La tecnologia CRISPR-Cas9 se ha popularizado en los
ultimos afios porque es facil de usar y aproximadamente
cuatro veces mas eficiente que el uso de otras herramientas
disponibles con anterioridad como las nucleasas TALENs
(transcription activator-like effector nucleases) (86). Para
evitar que los cortes de efectiien en los genes equivocados
0 que la reparacion no sea eficaz dificultando que se
“reescriba” en los sitios adecuados del genoma, Ia
tecnologia CRISPR se sigue perfeccionando. Se ha
aplicado en agricultura para mejorar el rendimiento,
resistencia a enfermedades, tolerancia a la sequia,
eliminacion de la resistencia a los herbicidas o pesticidas y
optimizacion de las propiedades nutricionales de los
cultivos (87). Muchos opinan que los cultivos modificados
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genéticamente mediante CRISPR llegaran al mercado en
cinco afios.

Los estudios realizados in vitro o con animales modelo
de enfermedades humanas (fibrosis quistica, cataratas o
anemia de Fanconi, entre otras) han demostrado que esta
tecnologia puede ser eficaz para corregir defectos
genéticos, y han allanado el camino para su aplicacion
terapéutica en seres humanos, aunque si se introduce
artificialmente un gen en una linea germinal humana, el
embrion resultante seria obligatoriamente portador del
cambio genético en todas su células, incluidos
espermatozoides y ovulos.

En 2015, cientificos chinos editaron genéticamente
embriones humanos no viables por ser triplonucleares
(3PN) con la tecnologia CRISPR. Se intentaba corregir el
gen responsable de la B-talasemia, un trastorno sanguineo
que puede producir una anemia severa y ser
potencialmente mortal. CRISPR/Cas9 pudo romper
eficazmente el gen de la B-globina endégena (HBB), pero
la eficiencia del mecanismo de reparacion HDR
(homologous recombination directed repair) fue baja y se
obtuvieron embriones en mosaico en los que existen lineas
celulares con diferente dotacion cromosomica. El
investigador principal era Junjui Huang, conocido por
haber protagonizado en 2006 uno de los mayores fraudes
de la historia de la ciencia moderna. Hwang habia tenido
que retirar entonces dos estudios de Science en los que
aseguraba haber usado la técnica de la oveja Dolly para
clonar embriones humanos, por lo que fue expulsado de su
puesto en la Universidad Nacional de Seul y acusado de
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varios cargos, como malgastar fondos de investigacion o
violar leyes éticas. En el trabajo que realizé en 2015 para
corregir el gen responsable de la B-talasemia observo que
en un tercio de los embriones se habian introducido
mutaciones no deliberadas en otros genes que eran
esenciales para su supervivencia. A pesar de estas
advertencias, su publicacion fue rechazada por
consideraciones éticas en las revistas Science, Nature y
Cell. Finalmente, el trabajo se publico en una revista de
libre acceso y poca relevancia (Protein & Cell) (88).

En occidente se afirma que es necesaria una moratoria
para seguir experimentando con embriones humanos, pero
al parecer los chinos no tienen ese rechazo. De hecho, un
equipo de cientificos de la Universidad Médica de Canton
anuncié en 2016 que habia conseguido embriones
humanos resistentes al VIH (el virus causante del sida).
Utilizando 26 embriones "con taras y no aptos para
tratamientos de fertilidad" (en palabras Fan Yong el
investigador principal), lograron que cuatro de ellos
desarrollaran inmunidad frente al VIH, aunque el resto
mostraron mutaciones "no planificadas" (89).

El 3 de mayo de 2017 se publicaba en el periddico “El
Pais” el siguiente titular: “Cientificos de varios paises
corrigen una enfermedad hereditaria en embriones
humanos. La técnica CRISPR elimina la causa genética de
la muerte subita.” Se trataba de experimentos realizados
en EEUU, Corea del Sur y China por varios cientificos
entre los que destacaban Juan Carlos Izpisua
(investigador del Instituto Salk), Shoukhrat Mitalipov y
Jin-Soo Kim (Figura 24).

Figura 24. De izquierda a derecha, Juan Carlos Izpisiia, Shoukhrat Mitalipov y Jin-Soo Kim.

Este grupo habia ecliminado en embriones la
miocardiopatia hipertroéfica, una enfermedad del corazon
hereditaria que provoca muerte subita en deportistas y
personas jovenes (90). Una de las causas que la provocan
es que una de las dos copias del gen MYBPC3 es erronea.
Este gen codifica a la proteina C, que se enlaza a la
miosina del musculo cardiaco para dar el complejo MyBP-
C y éste se asocia a la estructura del sarcomero (la unidad
funcional del musculo estriado en la contraccion
muscular). La reedicion de este gen mutado se realizé en
espermatozoides de un hombre portador de la enfermedad
utilizando la técnica CRISPR, inyectando al mismo tiempo
en 6vulos donados por mujeres sanas, los espermatozoides
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del portador y un conjunto formado por el ARN buscador,
Cas9 y la version correcta del gen. De los 58 embriones
resultantes, 42 se desarrollaron sin la mutacion que causa
la enfermedad, lo que supone una tasa de éxito del 72 %.
Por primera vez se habia logrado que un nimero sustancial
de embriones fueran totalmente viables, sin errores
genéticos adicionales (aunque fueron destruidos algunos
dias después de la investigacion).

La clave de este éxito radica seglin los autores en que
los componentes de CRISPR/Cas9 se inyectaron junto al
esperma en el 6vulo, y no después cuando ya se ha
formado un embrion, como se habia hecho previamente en
otros laboratorios. En este caso resultd sorprendente que,
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una vez cortado el genoma, los mecanismos naturales de
reparacion de los 6vulos no usaron la version correcta del
gen introducida en el experimento, sino que duplicaron la
propia copia correcta del gen que ya llevaban en su
genoma. Este fendmeno, que no se habia observado antes
ni en animales de laboratorio ni en las células somaticas
humanas, apunta a que las células reproductoras tienen un
mecanismo Unico y muy robusto que tiene sentido desde el
puno de vista evolutivo puesto que los 6vulos son las
células encargadas de perpetuar la especie. Lo que todavia
no se sabe es si este fenomeno impedira corregir con esta
técnica defectos genéticos que estén en el 6vulo en vez de
en el espermatozoide.

El logro que comentamos es “sorprendente vy
preocupante a la vez”, sefiala Lluis Montoliu, miembro
del comité de bioética del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas: “Son unos resultados muy
convincentes y demuestran que para reparar un gen no
hace falta ni siquiera un factor exogeno, el propio évulo lo
repara”, afiade. “Lo preocupante es que esta investigacion
también contraviene el Protocolo de Oviedo", un pacto
europeo sobre medicina y biologia firmado por 29 paises,
incluida Espafia, y en el que no estan EE UU, China ni
Reino Unido”. Montoliu también advierte de que la
aplicacion de esta técnica en gametos solo seria 1til en un
reducidisimo numero de casos. En el resto, el diagnostico
preimplantacional permitiria identificar y descartar los
embriones con defectos genéticos. Lo realmente
importante parece ser la futura aplicacion a las células
somaticas.

Idealmente, la técnica CRISPR podria permitir que la
enfermedad desapareciera progresivamente, pero también
desapareceria la identidad. El venezolano José Luis
Cordeiro y David W. Wood (un matematico de
Cambridge cofundador del sistema operativo Symbian), en
su libro “La muerte de la muerte” (91), defienden que "La
muerte serd opcional en el aflo 2045 y el envejecimiento
una enfermedad curable". En su opinidn, esto sera posible
gracias a varias tecnologias como la edicion genética, la
medicina regenerativa, la eliminacion de las células
muertas del cuerpo, los tratamientos con células madre, la
reparacion de las células dafiadas y la impresion de
organos en 3D. ;No resulta asustante, ademas de altamente
imaginativo?

5.5. Genética dirigida.

El afio 2014, Kevin M. Esvelt y colaboradores en la
Universidad de Harvard indicaron que la tecnologia
CRISPR podria combinarse con un fenéomeno natural
conocido como genética dirigida, para alterar el destino
genético de una especie. Algunos alelos han evolucionado
y adoptado mecanismos moleculares que les confieren una
posibilidad de transmision mayor del 50 % (que es lo
normal), lo que les confiere propiedades de genética
dirigida. También se han desarrollado médulos genéticos
sintéticos con propiedades similares. Estos “gene drivers”,
son genes “egoistas” dominantes que se extienden
rapidamente en la poblacion y aumentan la probabilidad de
que un rasgo concreto pase desde un progenitor a la
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descendencia. La genética dirigida podria utilizarse por
ejemplo para evitar la resistencia a los pesticidas y para
ayudar a controlar la propagacion de enfermedades como
el paludismo induciendo la esterilidad en el vector de la
enfermedad (las hembras del mosquito Anopheles
gambiae) (92). Ciertos genes que impiden multiplicarse al
parasito de la malaria se harian con el tiempo mas
comunes y se extenderian a toda la poblacion.

La genética dirigida se ha propuesto también como
técnica para cambiar las poblaciones salvajes, por ejemplo
para combatir insectos que transmiten enfermedades (en
particular mosquitos en los casos de malaria, dengue y

zika) o para controlar especies invasoras, salvando de la
extincion a la fauna autdctona de un ecosistema aislado
implantando un gen que reduzca la fertilidad de los
organismos invasores (93). Sin embargo, es una manera
de sesgar o predisponer una herencia de genes
artificialmente, por lo que su liberacion en la naturaleza
tiene un impacto potencialmente enorme Yy levanta
importantes preocupaciones bioéticas. Kenneth Akito
Oye y sus colegas sefialan el posible impacto ecologico del
uso del gene drive (94), porque podria reducir la
diversidad genética de las poblaciones y un rasgo
introducido podria extenderse mas alla de la poblacion
objetivo a otros organismos a través de cruzamientos (95).

La edicion de la linea germinal puede acarrear
consecuencias no deseadas para las futuras
generaciones porque hay todavia mucho desconocimiento
en la comunidad cientifica (96). Otras preocupaciones
éticas son de caracter general: ;Se deben hacer cambios
que podrian afectar a generaciones futuras sin tener su
consentimiento? ;Qué pasa si el uso de la edicién de la
linea germinal cambia de ser una herramienta terapéutica a
una herramienta de mejora para diversas caracteristicas
humanas?

Para abordar estas preocupaciones, las Academias
Nacionales de Ciencias, Ingenieria y Medicina de Estados
Unidos han elaborado un informe completo con directrices
y recomendaciones para la edicion del genoma. Izpistia ha
sido uno de los miembros de este panel internacional, que
publicé un documento a principios del 2018 sefialando qué
usos de CRISPR deben ser permitidos. La tecnologia,
decian, debe usarse solo en los casos en los que sea el
ultimo recurso para evitar enfermedades graves y nunca
para intentar mejorar las capacidades fisicas o mentales de
un individuo, algo que, para Izpista, ni siquiera seria
posible desde el punto de vista técnico hoy por hoy. En
este documento instan a la prudencia en la busqueda de la
edicion de la linea germinal, pero enfatizan que “la
precaucion no significa prohibicion”.

Esta investigacion no habria sido posible en Espafia
porque la ley prohibe expresamente crear embriones para
investigacion y solo se pueden usar aquellos que sean
descartados en las clinicas de reproduccion asistida.
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