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INGENIERIA GENETICA Y MEDICINA

E. PIMENTEL

INTRODUCCION

La genética es la rama de las ciencias
bioldgicas que se ocupa del estudio de la
estructura y de las funciones del material
genético, también llamado genoma. En todas
las células el genoma estd constituido por
acido desoxirribonucleico (DNA), mientras
que en algunos virus el genoma esta constitui-
do por acido ribunocleico (RNA). En las célu-
las procariotas, que carecen de nucleo, los
cromosomas que contienen el genoma estan
en contacto directo con el citoplasma, mien-
tas que en las eucariotas estdn contenidos en
el nucleo celular y estan separados del cito-
plasma por una envoltura nuclear. El genoma
cromosomico de una célula procariota tiene
una longitud del orden del milimetro, mien-
tras que en las células humanas mide cerca de
180 centimetros y en las del ratéon cerca de 2
metros. El genoma celular contiene toda la
informacion genética correspondiente a la es-
pecie biologica y es esencialmente idéntico en
todas las células de un organismo multicelular.

Las dos funciones principales del genoma
son la replicacion (autoduplicacion) y la trans-
cripcion (Figura 1). La replicacion consiste en
la duplicacién del material genético para for-
mar una copia perfectamente fiel a nivel mole-
cular y estd relacionada directamente con los
fenémenos de la herencia, tanto a nivel celular
como a nivel de individuos de una especie y
de la especie en su conjunto. En el proceso de
replicacién se separan los dos filamentos de la
doble hélice del DNA y cada uno de ellos es
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Figura 1. Funciones del genoma celular.

copiado fielmente con la ayuda de sistemas
enzimaticos (DNA polimerasas) para forma-
cion de "moléculas hijas" de DNA.

La transcripcion consiste en la expresion
de la informacion genética contenida en el
genoma mediante la sintesis de RNA con la
ayuda de sistemas enzimaticos que incluyen
RNA polimerasas. En el caso del llamado
RNA mensajero la informacion es luego tra-
ducida en el citoplasma, principalmente a
nivel de los polisomas formados por agregados
de ribosoinas contenidos en el sistema endo-
plasmico rugoso, para la sintesis de cadenas
peptidicas que componen luego proteinas
especificas, incluyendo las propias enzimas.
Generalmente uno solo de los filamentos de la
doble hélice del DNA es transcrito y luego
traducido.

Aunque la informacién genética estad con-
tenida en las estructuras moleculares conti-
nuas del DNA, aparece funcionalmente como
si fuera discontinua, en forma de genes. El
gene se define a nivel molecular como la uni-
dad funcional de transcripcion, o sea. como
un segmento del DNA sobre el cual se copia
una molécula de RNA. El genoma de una
célula humana contiene aproximadamente
3x10° pares de nucledtidos y alrededor de
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150.000 genes. La informacion estd contenida
en un codigo genético compuesto por "pala-
bras" de tres letras, llamadas codones, corres-
pondientes a diferentes combinaciones de las
cuatro bases nitrogenadas contenidas en el
DNA, que son dos purinas, la adenina (A) y la
guanina (G), y dos pirimidinas, la citosina (C)
y la timina (T). En el RNA la timina estd sus-
tituida por uracilo (U).

Cada transcripto primario (especie mole-
cular de RNA copiada sobre el molde de DNA
correspondiente a un gene) estd compuesto
por unos pocos cientos de nucleotidos. En las
células procariotes el transcripto primario
correspondiente al RNA mensajero es simétri-
co a nivel molecular con el segmento del DNA
del cual fue copiado. En las células eucariotas,
en cambio, si bien el transcripto primario es
simétrico con respecto a la estructura molecu-
lar del gene correspondiente, este transcripto
sufre luego un proceso complejo mediante sis-
temas enzimaticos que cortan y separan algu-
nos segmentos (intrones) que no son luego tra-
ducidos y empalman otros segmentos (exones)
que, constituyendo el RNA mensajero "madu-

ro" seran luego traducidos para la sintesis de
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la cadena
gura 2).

peptidica correspondiente (Fi-

La determinacion de la secuencia precisa
de los genes en un cromosoma permite esta-
blecer su mapa genético. Desde el punto de
vista funcional, los genes de los organismos
multicelulares mas evolucionados, como son
los mamiferos, se pueden clasificar en dos gru-
pos: (a) los genes constitutivos, que estan
activos en todas o casi todas las células del
organismo, y (b) los genes diferenciados,
ontogénicos o especificos de tejido, que estan
activos diferencialmente en los distintos teji-
dos y células, determinando precisamente las
caracteristicas funcionales, bioquimicas y
morfolégicas del tejido en referencia. En el
genoma humano es probable que haya, sobre
un total de cerca de 150.000 genes, unos
25.000 genes constitutivos y 125.000 genes
diferenciados u ontogénicos. Sin embargo, de
estos ultimos so6lo unos 4.000 estan activos en
una célula determinada, de lo cual se deduce
que el 97% del genoma diferenciado (corres-
pondientes a genes no constitutivos) perma-
nece inactivo en cualquier tipo de célula que
se estudie.
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DNA (gene)

Transcripcion

RNA mensajero

SC = secuencia codificadora
SI = secuencia intermedia
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v
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Figura 2. Relacion entre el DNA y el RNA mensajero en procariotes y eucariotes.
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Ademas de los genes, que en su gran ma-
yoria estdn en copias Unicas o casi Unicas, el
genoma de los organismos superiores contiene
secuencias de nucleotidos dispersas mediana-
mente repetidas o altamente repetidas, que en
su conjunto constituyen una fraccidn relativa-
mente importante del genoma (Tabla 1). Mu-
chas de estas frecuencias no son transcritas y
no tienen funcién conocida. Otras de estas
secuencias pueden tener propiedades de ele-
mentos moviles dentro del genoma, similares a
los llamados transposones que se encuentran
en plantas y organismos inferiores, y pueden
desempefiar un papel importante en procesos
de regulacion de las funciones gendémicas.

Tabla 1. Tipos de secuencias de nucleotidos presentes
en el genoma de los organismos superiores

Fraccion
Numero del DNA
Tipos de secuencia de copias Total (%)
Unicas o casi Gnicas 1-5 65
. s 3 5
Medianamente repetidas 10" -10 25
Altamente repetidas 106 10

TRANSFERENCIA DE
INFORMACION GENETICA

Segmentos de DNA que contienen genes
aislados o conjuntos de genes pueden ser
transferidos de una célula a otra en condi-
ciones naturales o mediante manipulaciones
experimentales. Los procesos fundamentales
relacionados con la transferencia intercelular
de informacidén genética son la conjugacion, la
transformacion, la transfeccion y la trans-
duccién.

La conjugacion genética es observada en
condiciones naturales en ciertas bacterias y
consiste en una transferencia de segmentos
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cromosomicos o de plasmidos completos de
una bacteria que actua como donante a otra
que actia como receptora, mediante el es-
tablecimiento de un pequeiio puente de co-
nexién intercelular, en forma elementalmente
similar a un acoplamiento sexual.

La transformacion genética consiste en la
captacion natural o experimental de segmen-
tos de DNA por células vivas, seguida por su
integracion al genoma celular y la expresion
de la informacidn genética en ellos contenida.
La transformacién es capaz de producir cam-
gios genotipicos potencialmente heredables,
los cuales pueden ser observados luego en el fe-
notipo de las células que descienden de la célula
transformada. La transformacidon genética fue
descubierta por Griffith, en Inglaterra, en
1928, al observar que neumococos virulentos
encapsulados muertos mediante tratamiento
por calor, eran capaces de transmitir a neumo-
cocos vivos, no encapsulados y no virulentos,
los caracteres de encapsulamiento y virulencia
de una manera hereditaria. Posteriormente se
demostré6 que el "principio transformante"
que pasaba de las bacterias virulentas muertas
a las no virulentas vivas es DNA y ello consti-
tuyd una prueba capital para reconocer que el
DNA es la substancia que encierra la informa-
cion relacionada con las caracteristicas heredi-
tarias de las células.

En las células eucariotas se pueden intro-
ducir genes extrafios mediante manipulaciones
experimentales tales como co-precipitacion
de DNA y fosfato de calcio sobre la superficie
de células cultivadas in vitro. Este procedi-
miento, conocido con el nombre de transfec-
ciéon, ha permitido demostrar, por ejemplo,
la presencia de genes con propiedades trans-
formantes malignas en el genoma de algunos
tumores, incluyendo una variedad de canceres
humanos.

La transduccion genética consiste en una
transferencia de segmentos de DNA celular
mediada por virus y puede ocurrir tanto en
condiciones naturales como en condiciones
experimentales. Los segmentos transducidos
tienen capacidad potencial para su expresion
y reaplicacion. Pueden permanecer como ele-
mentos genéticos extracromosomicos o pueden
ser integrados al genoma de la célula infectada
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por el virus, mediante recombinacidén genética.
La integraciéon de segmentos gendmicos extra-
fios en el genoma celular es capaz de determi-
nar cambios hereditarios estables a través de
generaciones celulares sucesivas. La eficiencia
de diferentes métodos experimentales que han
sido utilizados para transferencia de informa-
cién genética extrafia es muy variable, como
se puede apreciar en la Tabla 2.

Tabla 2. Métodos para la insercién de informacion
genética

Técnica Eficiencia
1. Fusibn celular < 106
2. Transferencia de genes por cromo-

somas < 108
3. Transferencia de genes por micro-

células < 106
4, DNA transportado por liposomas = 2x 104
5. Fusibn de esferoplastos 0,1-0,3%
6. Transfeccion mediante DNA puri-

ficado 1073 a10°7
7. Inyeccion intracelular directa de

DNA 1 a 10%
8. Infeccidon con virus RNA recom-

binantes 10 a 100%
9. Transfeccidon con virus DNA re-

combinantes = 100%
(Modificado de M.J. Cline, Mol Cell Biochem 59:3-10,
1984).

TECNOLOGIA DE
DNA RECOMBINANTE

La tecnologia de DNA recombinante con-
siste en la manipulacion artificial de genes, o
de segmentos complejos del genoma, para pro-
ducir combinaciones genéticas nuevas, que no
se encuentran usualmente en condiciones
naturales en, los objetos biolégicos (virus o
células). Estos genes o segmentos genéticos
pueden ser sometidos a clonamiento a través
de generaciones celulares sucesivas mediante
su inclusion en vectores moleculares construi-
dos expresamente para fines establecidos. Los
vectores pueden consistir en plasmidos, virus
o combinaciones artificiales de ambos, llama-
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das cosmidos. Los césmidos tienen la ventaja
sobre los plasmidos y virus, de poder acomo-
dar segmentos mas grandes de DNA (hasta
35.000 pares de bases), segin se pueden apre-
ciar en la Tabla 3.

Tabla 3. Vectores usados para clonamiendo de DNA

Tipo de vector Origen Capacidad
maxima
aproximada
(Kbp de
DNA)
Plasmidos Bacterias 10
Bacteridfagos Virus 20
Cosmidos Hibridos de
plasmidos y
bacteriologos 35
Kbp = pares de kilobases = 1.000 pares de bases de
DNA.

Los vectores recombinantes se construyen
mediante escision de pldsmidos o virus en un.
sitio determinado usando endonucleasas de
restricciéon, seguida por inserciéon en el sitio
escindido del segmento de DNA que se desea
clonar para producir transformacién genética
estable (Figura 3). Las células transformadas
pueden ser procariotas o eucariotas, incluyen-
do células humanas, y su reproduccién puede
permitir la generacion de grandes cantidades
del segmento genético clonado, con lo cual se
puede lograr producir cantidades considera-
bles de la proteina correspondiente. Mas del
10% de las proteinas totales que sintetiza
un colibacilo transformado artificialmente
mediante manipulaciones de ingenieria gené-
tica puede corresponder a la proteina especifi-
ca codificada por un gene extrafio contenido
en un plasmido recombinante.
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Figura 3. Experimento de clonamiento molecular,

INGENIERIA GENETICA
Es la rama de la biologia dedicada a la ma-
nipulacion artificial de genes incluyendo su
sintesis, transferencia, replicacion y expresion.
Para sus fines la ingenieria genética utiliza
tecnologia de DNA recombinante incluyen-
do manipulacion y empalme de genes y clona-
miento de genes en vectores moleculares (plas-
midos, virus o cosmidos). Los sistemas enzi-
maticos mas usados para la aplicacion de esta
tecnologia incluyen enzimas de restriccion,
transcriptasa reversa (que copia DNA sobre
moldes de RNA), DNA polimerasas, nucleo-
tidil-transferasa terminal (que permite agre-
gar homopolimeros de nucledtidos en los
extremos de moléculas de DNA), DNA Ii-

gasa, fosfatasa alcalina y nucleasa SI.

El procedimiento basico de la tecnolo-
gia de DNA recombinante aplicada a la
ingenieria genética comprende las siguien-
tes etapas:

1. Generacion de fragmentos (segmentos) de

DNA que contienen las secuencias de nu-

cledtidos (genes) deseadas.
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2. Unién (empalme) de los segmentos de
DNA seleccionados a un vehiculo (vec-
tor) apropiado, capaz de reproducirse
(replicar) en células vivas.

3. Introduccion del vector en el huésped se-
leccionado (célula procariota o euca-
riota) mediante modificacion de las pro-
piedades funcionales (permeabilidad) de
la membrana celular.

4. Seleccion del clono celular que contiene
la molécula de DNA recombinante y man-
tenimiento del clono en condiciones apro-
piadas de cultivo en el laboratorio.

La obtencion de segmentos selectivos de
DNA para clonamiento se puede lograr me-
diante los siguientes métodos:

a) A partir de DNA celular, mediante el uso
de endonucleasas de restriccion.

b) Por fabricacion de DNA cumplementario
(cDNA) a partir de RNA mensajero celu-
lar, mediante uso de transcriptasa reversa.

c) Por sintesis quimica de novo.
Endonucleasas de restriccion. Las endonu-

cleasas de restriccion son enzimas obtenidas
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en forma purificada a partir de diferentes
especies de microorganismos, particularmente
bacterias. Se conocen varias decenas de endo-
nucleasas de restriccion diferentes que pueden
ser utilizadas para producir cortes en sitios
especificos del DNA donde existen secuencias
particulares de nucledtidos que son reconoci-
das por estas enzimas. De esta manera, se pue-
den generar fragmentos de DNA de tamafio y
estructura particular, dependiendo de la en-
zima utilizada. Las secuencias reconocidas en
el DNA por cada una de estas enzimas constan
de 4 a 10 pares de bases y ellas ocurririan por
puro azar (tomando como promedio una se-
cuencia de 6 pares de bases) una vez en
aproximadamente cada 4.000 bases (Figura 4).
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Figura 4. Secuencias de nucléotidos reconocidas por las endo-
nucleasas Hae 11Ty Eco RI.

Como el nimero de enzimas de restriccion
diferentes es grande y las secuencias por ellas
reconocidas son variadas, su uso permite obte-
ner framentos de DNA que consisten en seg-
mentos de tamafio y composicion muy diver-
sos. Dichos fragmentos pueden ser luego sepa-
rados selectivamente mediante procedimien-
tos fisico-quimicos apropiados. Por estas ra-
zones, se comprende que las enzimas de res-
triccion son instrumentos preciosos que han
permitido desarrollar toda wuna "cirugia"
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a nivel molecular, la cual ha sido invalorable
para el desarrollo de la ingenieria genética.

Fabricacion de ¢cDNA. Para la fabricacion
de DNA complementario (cDNA) a partir de
RNA mensajero se procede de acuerdo con las
siguientes etapas:

1. Purificacion completa o parcial del RNA
mensajero (mRNA) deseado. Para lograr
este fin se puede aprovechar el hecho de
que los mRNAs de células eucariotas tie-
nen en el extremo 3 una secuencia homo-
polimérica consistente en mas de 50 resi-
duos de acido poliadenilico (poli-A), la
cual permite su hibridizacién molecular
con un homopolimero sintético de poli-dT.
Generalmente el mRNA deseado es extrai-
do a partir de especies celulares que lo
contienen en forma particularmente abun-
dante por su condicion diferenciada.

2. Purificacion del mRNA seleccionado a
partir del mRNA celular total mediante
procecimientos fisico-quimicos apropia-
dos.

3. Transcripcion del mRNA a ¢cDNA median-
te transcriptasa reversa.

4. Digestion del RNA del hibrido RNA:DNA
mediante hidrolisis alcalina.

5. Conversiéon del ¢cDNA de un solo fila-
mento a cDNA de doble filamento me-
diante el uso de DNA polimerasa.

Sintesis quimica de DNA. El desideratum
de la ingenieria genética lo constituye la fabri-
cacion "de novo", mediante procedimientos
puramente quimicos, con independencia de
células vivas, de oligo- o polinucledtidos total-
mente sintéticos. En este sentido se ha progre-
sado bastante con la aplicacién de un método
con fosfito-triésteres cuya eficiencia y rendi-
miento han sido incrementados mediante el
uso de procedimientos automatizados. Se com-
prende que con la aplicacién de estos métodos
se abren horizontes hasta hace poco tiempo
insospechados, no solamente para una produc-
cidén en gran escala de secuencias de nucleoti-
dos ya conocidas, sino también para la creacion
de genes artificiales nuevos, no existentes en
la naturaleza. Eventualmente, estos genes
podran ser utilizados para mejorar o modi-
ficar selectivamente especies bioldgicas ya
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existentes, o para crear especies bioldgicas
desconocidas.

Bibliotecas de DNA humano. En los ulti-
mos afios se han venido construyendo "biblio-
tecas" que almacenan en forma clasificada y
catalogada segmentos particulares del genoma
de la especie humana y de otras especies bio-
logicas. Para la construccion de estas bibliote-
cas se procede de acuerdo con las siguientes
etapas:

1. Obtenciéon de fragmentos de DNA me-
diante enzimas de restriccion.

2. Inserciéon de los fragmentos en vectores
moleculares apropiados (plasmidos, virus

o césmidos).

3. Transformacion de células (generalmente
bacterias) por los vectores.

4. Seleccion de las bacterias transformadas
para el segmento de DNA deseado.

5. Catalogamiento de los clonos celulares
transformados para el establecimiento
permanente de bancos de DNA y bibliote-
cas de DNA.

Los bancos y bibliotecas de DNA permi-
ten un facil acceso a segmentos gendmicos es-
pecificos que se requieren para las aplicaciones
practicas de la ingenieria genética.

APLICACIONES DE LA INGENIERIA
GENETICA

Las aplicaciones ya existentes o posibles
en un futuro préximo de la ingenieria gené-
tica al campo de las ciencias médicas, y de la
biologia en general, son de enorme variedad
e importancia. A continuacién se mencionan
algunos ejemplos ilustrativos.

Produccion de hormonas peptidicas. El
primer polipéptido sintetizado por procedi-
mientos de ingenieria genética fue la somatos-
tatina, una hormona que contiene 14 amino-
acidos. Esta sintesis, lograda en 1977 por Ita-
kura, Riggs y sus colaboradores, tiene ademas
el valor histoérico de haber sido la primera vez
que una substancia de naturaleza polipeptidica
fue obtenida mediante construccion de un
gene sintetizado por métodos puramente qui-
micos. En los afos sucesivos han sido sinte-
tizadas mediante procedimientos similares
varias hormonas peptidicas de gran impor-
tancia médica tales como la insulina y la
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hormona de crecimiento. La sintetis de al-
gunas de estas hormonas se encuentra ya en
su fase de producciéon a nivel industrial.

La insulina humana obtenida mediante
tecnologia de DNA recombinante no ofrece,
de acuerdo con los ensayos clinicos realizados
hasta ahora, ventajas importantes para el trata-
miento de la gran mayoria de los pacientes
diabéticos cuando se la compara con la insu-
lina de origen porcino, de la cual difiere sola-
mente en un aminoacido. De hecho es posible
obtener insulina humana cambiando, me-
diante procedimientos quimicos a nivel de
la proteina, este aminoacido de la insulina
porcina (alanina en el extremo carboxilo-
terminal de la cadena B) por el que se en-
cuentra presente en el mismo sitio de la
insulina humana (treonina). La actividad
biolégica de la insulina humana es similar
a la de la insulina porcina y solamente una
pequeila proporcion de pacientes diabéticos,
particularmente los que tienen resistencia
inmunoldgica adquirida a la insulina porcina
o bovina, se benefician de su uso.

En el caso de la hormona de crecimiento,
las ventajas de su obtenciéon mediante tecno-
logia de DNA recombinante son mas aparen-
tes pues los pacientes con deficiencia de esta
hormona, particularmente los enanos hipofi-
sarios, no pueden ser tratados sino con la
hormona de origen humano, siendo ineficaz
la obtenida de otros mamiferos (con excep-
cion de primates superiores). Un problema
practico importante es el gran tamafio de la
molécula de hormona de crecimiento humana,
pues contiene 191 aminoacidos con dos puen-
tes disulfuro. Afortunadamente, en fecha re-
ciente se ha obtenido y purificado un factor
liberador de hormona de crecimiento (GHRF),
de origen humano. El factor consta de 44 ami-
noacidos y el gene respectivo ya ha sido clo-
nado en bacterias. Las evidencias preliminares
indican que una proporcién de enanos hipo-
fisarios podra ser tratada con este factor, ya
que responden a su administracion liberando
hormona de crecimiento enddgena, lo cual in-
dica que el origen de su trastorno estd a nivel
del hipotdlamo, consistiendo en una falta de
produccion de GHRF.

Recientemente se han realizado experi-
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Figura 5. Produccién de insulina humana mediante procedimientos de Ingenieria Genética.

mentos con resultados espectaculares para
obtener animales gigantes mediante procedi-
mientos de ingenieria genética. Segmentos de
DNA conteniendo un promotor (estimulador
selectivo de la transcripcion) unido al gene
estructural de la hormona de crecimiento de
la rata fueron inyectados mediante microma-
nipulacion en pronucleos de 6vulos de raton
fertilizados.

En estos experimentos, realizados por Pal-
miter y sus colaboradores en 1982, de 21 ra-
tones que se desarrollaron en ratonas nodrizas
a partir de los huevos manipulados artificial-
mete, 7 llevaban el gene de la hormona de cre-
cimiento, y 6 de estos animales crecieron signi-
ficativamente mas que los otros miembros de
la carnada. Algunos de estos animales transgé-
nicos (con genes foraneos insertados en su
genoma) tenian en el higado niveles extraordi-
nariamente elevados de mRNA con secuencias
correspondientes al de la hormona de creci-
miento, y las concentraciones de hormona de
crecimiento en la sangre estaban muy elevadas
(hasta 800 veces por encima del valor nor-
mal). Este ultimo fendmeno se debe tanto a
una falta de operacion de los mecanismos de
"feedback" que regulan la sintesis y secrecion
de la hormona de crecimiento como a la expre-

sion del gene en oOrganos grandes (higado,
rifion, intestino) que normalmente no la sinte-
tizan.

Produccion de interferén. Con el nombre
de interferéon se designa una familia compleja
de proteinas celulares con propiedades anti-
virales e inmunoreguladoras producidas por
animales multicelulares superiores. Se cono-
cen al menos tres tipos de estas substancias:
interferones A, producidos por leucocitos;
interferones B, de origen fibroblastico, e inter-
ferones C, también llamados inmunes. Cada
tipo de interferon estd compuesto por secuen-
cias peptidicas diferentes que son producidas
por diversas células en cantidades muy peque-
flas, lo cual ha dificultado su aislamiento y
purificacion y su obtencidén en cantidades su-
ficientes como para la aplicacion médica. En
los ultimos afios se han obtenido cDNAs que
corresponden a diversos tipos de interferones
y se ha progresado en la obtencion de ellos
mediante tecnologia de DNA recombinante,
lo cual permitird obtener interferones puros
y definir mejor sus posibles usos terapéuti-
cos. También se espera la produccion median-
te procedimientos similares de numerosos
tipos de vacunas para aplicacion médica y ve-
terinaria.
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Sondas de DNA para diagnéstico. Me-
diante enzimas de restriccion se pueden obte-
ner fragmentos (sondas) de DNA humano de
diversos tamafios, los cuales pueden ser hibri-
dizados luego con fragmentos particulares de
DNA obtenido de células de pacientes con
enfermedades en las cuales se sospecha la pre-
sencia de algin componente genético dificil
de identificar por los métodos clasicos. Una
sonda particular de DNA puede permitir la
identificacion de un locus genético o de un
segmento del genoma que contenga varios
genes con sus flancos correspondientes. De
esta manera, las sondas pueden permitir re-
conocer polimorfismos en las secuencias de
nucleotidos del DNA, especialmente cuando
estos polimorfismos se asocian a variaciones
en la longitud de los segmentos gendémicos
explorados por las sondas, con lo cual se pue-
den identificar diferencias a nivel gendmico
entre los pacientes y sujetos normales de
control. Eventualmente, también se puede
llegar a asignar a un cromosoma humano par-
ticular, y a una region especifica dentro de
un cromosoma, el sitio donde reside el cam-
bio gendémico que se asocia a la enfermedad.

Las ventajas que tiene este método de
diagnostico son notables. Ante todo, no es ne-
cesario conocer los defectos bioquimicos pri-
marios de la enfermedad para poder aplicar
exitosamente el método. Esta ventaja ad-
quiere un caracter fundamental cuando se
considera que para numerosas enfermedades
humanas de origen genético definido, o que
tienen un componente genético, no se cono-
cen en detalle los defectos bioquimicos pri-
marios. Este método estd suministrando
marcadores genéticos novedosos para enfer-
medades de etiologia tan compleja como la
arteroesclerosis y la diabetes mellitus. Una
ventaja adicional del método de sondas de
DNA es que permite hacer mapas de genes
relacionados con una enfermedad cuando
se estudian simultaneamente los polimorfis-
mos detectados con las sondas y la segrega-
cién en familias de caracteristicas fenotipicas
polimoérficas cuya herencia se conoce mejor
(antigenos eritrocitarios, isoenzimas, antige-
nos HLA, polimorfismos de bandas cromo-
somicas). Después de la elaboracion de los
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ligonucleatido
sintético con
secuencia normal

3'-AACACCCTATGGG A-5'

l

3F—-AA CA’C\CCTAT GGGA-5'

( TTG T\A/GGATACCCTj
O‘ Su:_!cm de DNA

1 Infeccion de F. Coli
~ 502 de fagos
con secuencia
rormal

Figura 6. Correccion selectiva de una mutacién en el bacteric-
fago OX174,

Hibndizacion del
fago 0X174
mutante ambar 3
(am3) con la

una secuencia
sintética normal

Replicacin del
DNA del fago

mapas, marcadores genéticos ligados en los

mismos segmentos de DNA pueden ser usados

con fines de asesoramiento genético.
Genoterapia. Mediante tecnologia de
DNA recombinante es posible lograr una repa-
racion selectiva de mutaciones. La especifici-
dad de sitio requerida se puede lograr me-
diante sintesis quimica de oligonucleodtidos
con secuencias vecinas complementarias a las
del sitio de la mutacion (Figura 6). Mediante
este tipo de procedimiento Riggs y sus cola-
boradores han logrado por primera vez una

"curacién" de mutaciones en virus y otros

investigadores la han conseguido en células

procariotas y eucariotas cultivadas in vitro,
lo cual abre el camino para una verdadera
terapia genética (genoterapia).

Hay dos tipos de estrategia posibles para
la genoterapia:

a) Reparacion del defecto genético in situ,
como se acaba de senalar.

b) Insercion de un gene funcional normal
especifico en cualquier otro sitio del
genoma.

En fecha reciente se ha logrado por pri-
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mera vez una curacién de mutaciones en cé-
lulas humanas mediante genoterapia aplicada
in vitro a células cultivadas de pacientes con
enfermedad de Lesch-Nyhan. Esta enferme-
dad se hereda con caracter recesivo ligada al
sexo, en forma similar a la hemofilia clasica,
y se debe a deficiencia de la enxima hipoxan-
tina-fosforribosil transferasa (HPRT), la cual
determina una marcada sobreproduccion de
acido urico que se inicia ya en la infancia y
produce sintomas graves; incluso retardo men-
tal y tendencia a automutilaciones. Células
cultivadas de estos pacientes han sido conver-
tidas hereditariamente in vitro en células nor-
males mediante infecciéon con un retrovirus
transductor que contiene secuencias de plas-
midos recombinantes ligados a cDNA corres-
pondiente al gene humano para la enzima
normal.

Los principales problemas practicos que
se presentan actualmente para la genoterapia
son los siguientes:

a) Introduccién eficiente de los genes selec-
cionados en células de organismos vivos.

b) Posible peligrosidad de los vectores utili-
zados.

c) Estabilidad de los genes introducidos arti-
ficialmente a través de generaciones celu-
lares sucesivas.

d) Modulaciéon apropiada de la expresion de
los genes introducidos, de manera que los
respectivos productos proteicos tengan ni-
veles fisiologicos cercanos a los normales.

CONCLUSIONES

Los avances impresionantes logrados en
los ultimos afios en la ingenieria genética uti-
lizando tecnologia de DNA recombinante
abren horizontes completamente nuevos para
la medicina y las demas ramas de la biologia.
En el campo de las ciencias médicas, ya se han
obtenido con estos procedimientos resultados
positivos para el diseflo de nuevos métodos
que estan siendo utilizados para el diagndsti-
co, el tratamiento y la prevencion de numero-
sas enfermedades de diversa indole. Se co-
mienza también a obtener resultados practi-
cos notables en la cria de animales y en la
agricultura.

Los beneficios mas importantes que se ha-
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cen aparentes en el momento con la aplica-
cién de la ingenieria genética son los siguien-
tes: produccion de alimentos mas abundantes
y baratos, manufactura de vacunas y medica-
mentos diversos, avances en el conocimiento
de factores genéticos relacionados con proce-
sos normales y patoldgicos y creacion de nue-
vos métodos para el diagnostico, la prevencidn
y el tratamiento de enfermedades.

Por otra parte, la aplicacién de conoci-
mientos adquiridos en el campo de la ingenie-
ria genética no deja de suponer ciertos riesgos;
cabe sefialar los siguientes: aparicion de
procesos patolégicos atin desconocidos en la
especie humana y otras especies, dificultad
para el disefio de medidas apropiadas para evi-
tar tales riesgos, liberaciéon y supervivencia
irreversible de organismos nuevos fuera de los
laboratorios y aplicacion indebida o malin-
tencionada de los productos de manipulacio-
nes genéticas, que puedan terminar afectando
a sus propios creadores.

Como conclusion de caracter general, ca-
bria decir que la ciencia debe orientar sus
procedimientos y sus fines de acuerdo con la
responsabilidad ética, social y politica que le
corresponde como producto de la creatividad
humana.
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