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LA NEUROGENETICA:
PASADO, PRESENTE Y FUTURO

Por LUIS TRELLES* y MARIA DE LOS ANGELES QUESADA G.**
RESUMEN

La genética en general y la neurogenética en particular han tenido en los iiltimos
anos un espectacular desarrollo, que se expone de manera esquemdtica. Paraello se divide
el artfculo en res fases: el pasado, el presente y el futuro. En laprimera se describe
la historia de la newrogenética; en la segunda se describe los métodos de la genética
molecular que han permitido su actual desarrollo y se resume los hallazgos sobre algunas
enfermedades como la enfermedad de Duchenne. Latercera parte trata sobre las implican-
cias futuras que tendrd la neurogenética.

SUMMARY

Following an historical planning an introduction to neurogenetics is made. The
molecular technics are explained and their clinical application discussed. Future is seen
as an era of genetic therapy using gene transplants and the production of subtances by
recombinant DNA.
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INTRODUCCION

Laneurogenética estudia la estructura y ef funcionamiento de los dcidos nucléicos
¢n las neuronas y la glia. Es una de las neurociencias mds pujantes y dindmicas, su campo
abarca aspectos normales y patoldgicos. La medicina se interesa sobretodo por ésta Gltima
vertiente, pero el estudio de la funcién normal de los genes hace posible un verdadero
conocimiento de su patolegfa,

La neurogénetica comprende miiltiples campos:

1) El programa genético de la diferenciacién neuronal, glial y del desarrollo del
sistema nervioso.

2} El estudio (la localizacién cromosémica, €l secuenciamienio y la regulacién) de
los genes cuyos productos son especificos del sistema nervioso. Para ello es indispensable
1a identificacién y el aislamiento de los ARNm especificos del sistema nervioso, seguidos
del clonaje y 1a creacién de librerias de ADN complementario (¢cADN). En efecto, una vez
identificado un ARNm, se puede construir con la transcriptasa inversa un ADN que le sea
complementario, el que introducido en una bacteria puede clonarse, pues la reproduccién
bacteriana origina una "n" cantidad de microorganismos, cada uno de los cuales contiene el
fragmento de ADN. Luego, £ste puede transcribirse y traducirse en la proteina correspon-
diente, con el uso de técnicas apropiadas.

3) La determinacién de la funcién de las proteinas especificas del sistema nervioso
mediante: _

- ¢l secuenciamiento protéico a partir del conocimiento del cddigo del ADN que
codifica para la proteina;

- la traduccién experimental del ARNm, cuya proteina se quiere estudiar, que se
puede hacer en el cocito del xenopus. Se produce asi un huevo artificial que contiene la
proteina en cuestion. De esta manera se puede estudiar su funcién en el oocito, quc
habitualmente reproduce la que tiene ¢n la neurona.

- €] uso de la manipulacién genética (mutaciones guiadas) permite determinar la
funcién de los diferentes dominios de la proteina. En efecto, al modificar un segmento del
c6digo de un gen, s¢ cambia la secuencia de aminodcidos de la proicfna y asi se puede
determinar la funcién del segmento modificado.

4) Las técnicas de recombinacién del ADN usadas para aislar proteinas especificas
del SN. Por ejemplo neuropéptidos.

3) Los aspectos genéticos de las enfermedades hereditarias: 1a forma de trasmisién
mendeliang, 1a localizacién cromosdmica del gen, su secuenciamiento y estructura normal,
sus lipos de mutacion, 1a proteina para la que codifica y su funcién., Las posibilidades
terapénticas: el consejo, la terapia de sustitucidn y la trasferencia de genes,

6) Las anormalidades cromosémicas, que no contemplaremos en este articulo,
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7) Los métodos de diagnostico que no se originan en técnicas de genética molecular
y de recombinacién del ADN.

8) El estudio de modelos animales de las enfermedades gencticas. Pueden ser
naturales o creados artificialmente por mutaciones dirigidas o bajo la forma de animales
ransgénicos.

9) La produccidén por ingenicria genética de sustancias-cspecificas del sistema
nerviose v de medicamentos neuroactivos,

Teniendo ¢n cuenta todos estos lactores, seguiremos a lo largo del presente trabajo,
un plano histérico:

a}El pasadoremoto: que comprenderd desde el afio 1860 hasta la segunda
guerra mundial. Es decir, desde la descapeién de las primeras enfermedades genéticas
(DucHeNNE, FrEDREICH) ¥ los trabajos de MENDEL, hasta la identificacion de los 4cidos
nucléicos como el material gendtice, por Avery, Macleop & McCarry en 1944,

b)Los antecedenies préximos, marcados por el desarrollo de la genética molecular
y ladescripcién de los desérdenes enzimdticos de numerosas enfermedades recesivas,
asicomo la identificacién de las cromosomopatias (sindrome de Down por ejemplo). Esta
elapa va desde 1a Guerra Mundial hasta la década pasada en que se describen las técnicas de
recombinacion del ADN, las difercncias entre los gencs procariotes y los eucariotes, los
métodos de sccuenciamicnto det ADN y los polimorfismos de restriccién.

¢) El presente, en el que se da plena aplicacién a la genética inversa, la ingenieria

genética y las muytaciones dirigidas, para dilucidar la patologia molecular de Ias enfermeda-

. des genéticas, para producir sustancias neuroactivas y para comprender la funcién de
numerosas proteinas neuronales o gliales.

d) El futuro.

EL PASADO REMOTO

Fijanos el inicio de la ncurcgendética en la década de 1860, porque en elia se
produjeron descripciones de vital importancia. DUCHENNE, en 1861 (ApaMs & VicTor, 1981)
o en 1868 (WarLToN & Garbnir-Mrepwm, 1981), identificé la enfermedad que lleva su
nombre. FrieprECIIEn 1861 (Apams & Victor, 1981) comenzd a describir la degeneracidn
espino-cerebelosa.  Gregor MENDEL publicé en 1865 el resultado de sus magistrales
experimentos con arberjas (RosEMBERG, 1986) y abrid ¢l camino de la genética. MIESCHER
en 1868 (BoULANGER et al., 1962} aislé de los glébulos blancos un constiteyente rico en
Jcidos nucléicos al que llamé nucleina,

Desde el punta de vista neurclégico, csa época fue la etapa andtomo-clinica, en la
que se describid la mayoria de las enfermedades heredo-degenerativas y de los errorescon-
génitos del metabolismo (Tanra I,
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TABLA I

CRONOLOGIA DE LA DESCRIPCION DE ALGUNAS ENFERMEDADES GENETICAS
DUCHENNE 1861 DISTROFIA MUSCULAR
FRIEDREICH 1863 ATAXIA ESPINO-CEREBELOSA
HUNTINGTON 1872 COREA
STRUMPELL 1830 PARAPLEJIA ESPASTICA
TAY-SACHS 1881 Y 1896  GANGLIOSIDOSIS GM2
GAUCHER 1882 GLUCOCEREBROCIDOSIS
CHARCOT-MARIE-TOOTH 1886 ATROFIA MUSCULAR PERONEA
MENZEL : 1891 ATAXIA OLIVO-PONTQ-CEREBELOSA
DEJERINE-SOTTAS 1893 NEUROPATIA HIPERTROFICA
BATTEN 1903 CEROIDO-LIPO-FUSCINOSIS
GORDON HOLMES 1907 ATAXIA CEREBELG-CORTICAL
STEINERT 1909 DISTROFIA MUSCULAR
LEUCODISTROFIA META-
CROMATICA (ALZHEIMER) 1910 SULFATIDOSIS
WILSON 1912 DEGEN. HEPATQ-LENTICULAR
NIEMANN-PICK 1914 ESFINGOMIELINOSIS
KRABE 1916 GALACTOCEREBROCIDCSIS
HUNTER 1917 MUCOPOLISACARIDOSIS
HURLER 1920 MUCOPOLISACARIDOSIS
HALLERVORDEN-SPATZ 1922 DEGENERACION PIGMENTARIA
REFSUM 1946 H. ATAX. POLINEURITIFORME.
STEELE-RICHARDSON-
OLDZEWSKI 1964 PARALISIS SUPRANUCLEAR PROGRESTV A

" Las diferentes entidades nosoldgicas fueron identificadas gracias a la invalorable
tenacidad de los grandes clinicos y ncuropatélogos. Al mismo tiempo se hacfa los primeros
4rboles genealdgicos que permitieron conocer €l modo de trasmisidn de las enfermedades.
Hacer una histeria de esos 100 afios corresponderia a escribir la historia de la Neurologia,
lo que sale del dmbito de este trabajo.

Creemos importante para el lector neurélogo, hacer un breve recuerdo de la
evolucidn de la genética durante esos aflos.  Quien desee ampliarlo puede consultar los
excelentes tratados de RosemBERG (1986), de WarsoN et al. (1987), de Emery (1980) y de
DarneLL et al. (1986).

La historia de 1a genética comicnza con los famosos estudios de Gregor MENDEL, el
brillante monje Agustino, quien publicd en 1865 el resultado de sus trabajos con arberjas.
Comoes sabido, MEnDEL postuld y demostrd [a existencia de unidades genéticas que residen
en Jas células v en los gametos y son las responsables de la transmisidn de los caracteres
hereditarios, Desgraciadamente, su contribucidn, muy en avance para su época, paso des-
apercibida y recién fué redescubierta hacia comienzos del siglo, gracias a fos trabajos de
Barteson en Gran Bretaiia, de CORRRENs, en Alemania, de Vo TSCHERMAK en Austria y de DE
Vries en Holanda (Rosemperg, 1986). MenDEL establecid wes leyes de la herencia, que
constituyen hasta la actualidad el soporte de la genética.

La primera loy establece el resultado del cruce de dos organismos, cada uno de los
cuales es homozigote, Es decir, posee el mismo alclo en sus dos cromosomas homélogos

(Fig. 1).
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FIGURA 1
Fig. 1: Representacin esquemitica de las lcyes de Mendel. La segunda generacitn F2 estd

% ’
.
representada por individuos que fenotipicamente son A en una proporcién de 3/1.

Se llama alelo aun gen que existe en diferentes formas enel mismo locus o lugar
del cromosoma. El alelo es diferente en los dos individucs. Cuando estos organismos
se cruzan, sus productos son fenotipicamente iguales, aunque cada unc de ellos ya no
sca homozigoto sino  heterozigoto. $i, por ejemplo, un alelo se llama 'A'yelotro'a’, y
uno de fos padres es 'AA’, mientras que el otro es "aa’ (cada uno de ellos es homozigoto),
al cruzarse, cada uno de los hijos serd "Aa’ (heterozigoto), pero su aspecto fisico (fenotipo)
serd el que corresponde al alelo A, que sedice esel dominante. 8i porejemplo "A’ codifica
parael color negrodelosojosy "8’ paracl azul, los descendientes dela primera generacion
tendran los ©jos negros, aunque todos poscan ambos alelos.

La segunda ley precisa lo que ocurre cuando se cruzan los individuos heterozigotos
obtenidos por la primera combinacidn sefialada en ‘el acédpite anterior (fig. 1). Elcruce de
los heterozigotos de Ia primera gencracién origina una proporcién de productos tal, que un
coarto de los individuos de la segunda generacién son homozigolos para cada uno de los
alelos originales (de los "abuclos”) y la mitad es heterozigoto. En otras palabras, al cruzar
alosindividuos ‘Aa’-'Aa’ se obliene: 25% de'AA',25% de 'aa’y 50% de"Aa’, Desdeel punto
de vista fenotipico, 75% de los productos tendran fos ojos negros y sélo 25% azules, pues
‘A’ es dominante.

Con la tercera ley, MENDEL explicd lo que pasa cuando se cruza dos individuos que
difieren por mas de un par de genes (por ejemplo 'AA-aa’ y BB-bb'), lo que ocurre en la
realidad, pues todos diferimos por muchos alclos. En esle caso, cada par individval de
genes se combina (segrega) de manera independiente, siempre que no exista una relacion
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{linkage ) entre ellos. El par 'AA-aa’' s¢ combinard (scgregard) de manera independiente al
par 'BB-bb'.

Sutton (1903), scfialé que los cromosormas representan la base fisica de 1a herencia
y JoraNnseN en 1909, introdujo el vocablo gen, que tanta fortuna ha tenido para designar a
las unidades mendelianas de la herencia. Los estudios de MoRGAN y suequipo en Columbia,
determinaron que los genes estaban distribuidos linealmente en los cromosomas. MORGAN
también es pioncro en el estudio de las relaciones (Ynkage) entre los razgos, que han
permitido localizar los locus de numerosos genes. La refacidn  estudia la frecuencia con
que dos genes se segregan junios durante la recombinacion meidtica. Como es sabido,
durante la divisién meidtica de los gametos, se reduce el mimero de cromosomas a la mitad
y se produce un intercambio de genes (en gencral, de fragmentos de ADN) entre dos
cromosomas homdlogos. Encada par cromosdmico, cada uno de los cromosomas proviene
de uno de los padres y se los llama homdélogos. Cuande dos genes estdn proximos en el
mismo cromosoina y se produce un intercambio de uno de ellos, casi siempre e} gen préximo
lo acompafia a su nueva localizacién (Fig. 2), por lo que se dice que estén relacionados. La
relacién se mide en centimorgans (CM), un CM corresponde a una separacién de 1000
kilobases (una kilobase corresponde a 1000 bascs). Cuando dos genes estin muy relacio-
nados (segregan juntos), s¢ puede determinar la presencia de uno de los genes si podemos
reconocer al vecino, lo que se puede hacer si se conoce su fenotipo. Por ejemplo, si el gen
X es el causante de una enfermedad y el gen Y es el responsable de la presencia de ojos de
colorrojo. SiXeY estdnrelacionadosestrechamente (se haltan sobre el mismo cremosoma
a una distancia de 1 CM) s¢ pucde afirmar que los individuos de una familia portadora de
la enfermedad se hallan cn grave riesgo de ser portadores del gen anormal X, si nacen con

los ojos rojos.
FIGURA 2

X8}

Fig. 2: Durante la meiosis se produce un intercambio de material entre cromosomas homélogos.
Dos genes muy cercanos se desplazan juntos.

Durante la Segunda Guerra Mundial se realizd estudios capitales para el desarrollo
dela genética. Asi,cn 1941, BeanLe & TatuM postularon que los genes controlan la sintesis
de las proteinas, con el famoso aforismo: un gen-una cnzima. Los trabajos de LENNEBERG
enla Escherichia coli, permiticron desarrollar a este microorganismo como uno de los més
idtiles e importantes en génetica molecular. El inicio de ésta es dificil de fijar, pero su
desarrollo en los Gltimos 30 afios ha sido asombroso.

El. PASADO INMEDIATO: LA GENETICA MOLECULAR

El pasado inmediato cstd marcado desde ¢l punto de vista neuroldgico pdr el
desarrollo de la ncurcquimica, que precisé ¢l tipo de error del metabolismoen un gran
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nimero de enfermedades genéticas, fundamentalmente las rccesivas autosémicas
{TaBLa 1.

La genética molecular puede remontarse a cuatro descubrimientos capitales: 1) La
demostracién por Avery, MacLeop & McCarty, en 1944, que el ADN es la molécula
responsable de la herencia; 2) Ladescripcion por Watson & Crick, en 1953, de la estructura
del ADN; 3) El estudio de Ia rcgulacion genética por Jaco & Monop en 1961; y 4) El
desciframiento del codigo genético por NIREMBERG entre 1961 y 1966, asi como la prueba
gue el ARN llcva la informacion genética del ADN al sisicma sintetizador de proteinas en
los ribosomas.

TABLA I

ENFERMEDADES NEUROGENETICAS:
LOCALIZACION CROMOSOMICA Y ANORMALIDAD.

ENFERMEDADES AUTOSOMICAS DOMINANTES

ENFERMEDAD CROMOSOMA DEFECTO

HUNTINGTON 4pls desconocido
STEINERT 19 ct. desconocido
ALZHEIMER FAMILIAR 21 q21 desconocido
POLINEUROPATIA AMILOIDOTICA FAMILIAR 18 q11-12 transtiretin

E. MANIACO DEPHRESIVA 11pXp desconocido
ATROFIA ESPINOCEREBELOSA .3 desconocido
NEUROFIBROMATOSIS 1 17 desconocido
NEUROFIBROMATOSIS I 22 desconocido
CHARCOT-MARIE (I} 1q2 desconocide
ESQUIZOFRENIA 57 desconocido
FRIEDREICH 9 desconocido

ENFERMEDADES AUTOSOMICAS RECESIVAS

ENFERMEDAD CROMOSOMA DEFECTO
GAUCHER 1g2l glncocercbrosidasa
GANGLIOSIDOSIS :
GM1 3pld galactosidasa
GM2
TAY-SACHS 15 q22-25 hexosaminidasa: o
SANDHOFF Sql3 hexosaminicasa: B
WILSON 13°ql4
POMPE 17q
LEUCODISTROFIA ’
METACROMATICA 229

ENFERMEDADES LIGADAS AL CROMOSOMA X

ENFERMEDAD CROMOSOMA DEFECTO
DUCHENNE X p2l Distrofina
ADRENCLEUCODISTROFIA X q27-28

LESH-NYHAM X q27 Defic. HPRT

PELIZAEUS-MERZBACHER X q21-22 Defic. prot: miclina
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Vino luego el descubrimiento de la transcriptasa reversa por TEMIN & BALTIMORE en
1970, y ¢l abordaje del esindio genético de las células eucariotas. En 1972, Paul BERG cred,
por primera vez, una molécula de ADN recombinante al insertar parte del genoma de un
virus en ¢l ADN de otro virus. Un afio después, ConEN & BoYER desarroliaron la técnica
para asociar un gen humano con un pldsmido, y abrieron el camino para Iz aplicacién de la
ingenieria genética al hombre. En los iltimos afios de la década del 70, se describieron
técnicas capitales para el desarrollo de la genética inversa: ¢l "Southern blot” (1975), los
métodos para secuenciar el ADN (SANGER, 1977; y Maxan & GiLBert, 1977), 1a creacién
de librerias de genes humanos y la écnica de los fragmentos de restriccién de talla
polimdrficos (usados por primera vez por KAEN & Dozy en 1978). Algunas de éstas técnicas
han sido mejoradas y perfeccionadas durante los afios 80. Asi, se introdujeron los métodos
llamados megabase (la electroforesis en campo pulsado, la creacién de cromosomas
artificiales en la levadura, las librerias del salio), con los que se logra una exploracién
cromdsomica mds rapida que con los métodos cldsicos, introducidos en la segunda mitad de
los afios 70 (Jorpan, 1988).

En los iltimos afios, se ha comenzado a usar éstas y otras técnicas para lograr un
andlisis del ADN cada vez més preciso y riapido (LANDEGREN ef al.,, 1988). No podemos
mencionar todas las técnicas que sc han desarrollado recientemente, pero si deseamos
puntualizar que actualmenie es posible provocar una mutacién que comprometa un solo
nucledtido, sea en especimencs fijos con el sondeo por oligonucledtidos alélicos especifi-
o8, sea en €specimenes en solucidn con ¢l sondeo por ¢l ensayo de ligazén de oligonucled-
tidos. No es posible referirse a los métodos recientemente creados sin hablar de a llamada
reaccién en cadena por la polimerasa (PCR). Consiste en la amplificacidn de la muestra de
ADN que se quicre analizar, de tal manera que se pueda estudiar una muestra muy pequefia
del ADN de un paciente. La automatizacion de estos métodos estd en desarrollo, por o
que ¢l eswdio de los 4cidos nucléicos, con fincs de investigacién o clinicos, dejard pronto
de ser artcsanal.

Los estudios realizados duranie los uliimos 30 afos han conducido a nociones
bastante s6lidas. Los cromosomas cstin hechos de una doble cadena de ADN enrrollada
en espiral, a la que se asocian protcinas como las histonas (que son proteinas estructurales),
enzimas (como las polimerasas) y proleinas reguladoras de la funcién genética. Cada
cadena de ADN estd formada por nucleétidos asociados por una unién fosfo-glicida. Un
nucledtido es una molécula constituida por un fosfato, un azucar, la desoxiribosa y una
base. Existen cuatro bases en el ADN; dos pirimidinicas: la timida y la citosing; y dos
purinicas: la adenina y la guanina, Los nucledtidos estdn unidos entre si por unioncs cnire
el fosfato y la desoxiribosa. La doble cadena. de ADN estd enrrollada de tal manera que las
bases miran hacia adentro, aparedndose por afinidad (guanina con citosina y timina con
adenina), micntras que la regidn fosfodiester forma la periferie de la molécula y estd en
contacto con ef agua, Sobre esta inmensa doble cadena se suceden los genes de manera
lineat pero no continua, pues entre gen y gen existe muchas veces un gran trecho de ADN
no codificante (la sccucncia intergénica). Un gen estd siempre situado sobre una de las
cadenas. Es la sucesién de bases la que conticne el cédigo genético. En cfecto, tres bases
seguidas constituye un coddn, el que especifica qué aminodcido debe ir en la posicidn co-
rrespondiente dentro de [a proteina. Un gen esta constituido por aquella porcién de ADN
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que codifica para un polipéptido, por lo tanto, contiene numerpsos codones que se
suceden linealmente. Cada coddn indica cudl es el aminodcido que debe ocupar una
determinada posicién en el momento de construir la proteina. En el ADN, se aceptaen la
actualidad, existen gencs, secucncias reguladoras y porcionesintergénicas nocodificantes,
cuya funci6n se desconoce hasta el momento. Dentro de un gen de una célula eucariota se
encuentran porciones que codifican para la proteinay porciones que no codifican para
ella, Las primeras se llaman exones y las segundas introncs. Porlo general, los intrones
s¢ encucniran entre los exones, separandolos, Alladodel gen seencuentrael promotor, que
permite la fijacién de la ARN polimcrasa. Esta es una enzima que realiza la trascripcitn,
esdecirla sinesis de ARN. El ARNcesla copiacomplementaria del ADN y es el que lleva
la informaci6n fucra del ndcleo. Se dice que el ARN cs la copia complementaria del
ADN porque la cadena de ADN sc copiade tal mancra que ahi dondee! nucle6tido de
ADN posee como base una adenina, ¢if ARN tienc un nracilo, y ahi donde la cadena de
ADN tiene una citosing, la ARN polimerasa pone una guanina y viceversa. Porello se
dice que lacitosinay la guaninason complementarias y que la adenina es complementaria
de la timidina (que sdlo existe en el ADN) y deluracilo (que reemplaza alatimidina ¢n
el ARN). A distancia del promotor y del gen muchas veces existe un enhancer, que
es una porcién de ADN que tiene una accién estimuladora de la trascripcion pero sobre
un gen que puede estar sitvado lejos e incluso por delante del enhancer. Las secuencias
enhancer parecen tener una funcién esencial en cl control de la expresion de los genes
en ¢l curso del desarrollo, de la diferenciacién y de los procesos de regulacién hormonal
(Kam, 1987).

El gen es trascrito, segin el caso, en varios tipos de ARN, por la polimerasa
correspondicnte (ARN mensajero, ARN de trasferencia y ARN ribosémico). Sélo nos
referiremos al ARN mensajero. Efprimer trascripto se llama ARN heterdnimonuclear o pre-
ARNm; es exclusivamente intranuclear y debe sufrir una serie de modiflicaciones antes de
cstar apto para salir del nicleo y dirigir, ¢n ¢l citoplasma, la sintesis protéica o wraduccién.
Las modificaciones que se producen consisten fundamentalmcente en:

1) Agregarle un capuchdn en laregién inicial del ARN, que consiste en un nucléotido
de guanina que se une a la poreién 5' del mensajero.

2) La insercién de una cola de poli-A, que consiste en la sucesién de numerosos
residuos de adenina, ¢n la regidn terminal del mensajero ¢ porcidn 3°,

3) Elempalme, que consiste en retirar del mensajero los intrones y unir cabo a cabo
los exones en el orden adecuado.

Una vez ocurridos estos fendmenos modificalorios, el ARN mensajero puede salir
del nicleo, dirigirsc hacia los ribosomas, y ahi, con la ayuda det ARN de trasferencia y de
factores especiales, dirigir 1a sintesis det polipépuido correspondiente. Este Gllimo mecanis-
mo se conoce con el nombre de traduccidn.

Lademostracién de 1a complejidad del ADN ha llevado a redefinir con mds exactitud
el concepto de gen. Actualmente se preficre reservar este término para designar a las
secuencias de ADN gue contienen ¢l cddigo de posicion de los aminoacidos dentro de un
polipéptido (asi como para suinicio y terminacion) o que codilican para cadenas funcionales
de ARN. Todas las regiones reguladoras de la trascripeién son consideradas como extragé-
nicas (WaTsoN ez gl., 1987).
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Los fragmentos de restriccidn de talla polimérficos

Antes de describir el estado presente de la genética molecular es necesario
explicar lo que se domina fragmento de restriccion de talla polimérfico (RFLP). El
ADN difiere entre los individuos tanto a nivel de los genes, que constituyen la base
de suindividualidad, como a nivel de las secucncias inicrgénicas. Estas diferencias de
secuencia son m4s frecuentes a nivel de las regiones no codificantes y de las no reguladoras
{como las secuencias intergénicas), en que las mutaciones pueden acumularse sin graves
consecuencias, Las enzimas de restriccién son proteinas que cortan ¢l ADN a nivel de
secuencias especificas. Cuando la misma regién de dos cromosomas homdlogos es
sometida a laaccidn de la misma enzima de restriceidn, por ejemplola EcoRI, la enzima
cortard el ADN en los mismos lugares y los fragmentos que se obtendrin serdn de igual
talla.  §i por ¢! contrario, hay pequeiias diferencias entre ambos cromosomas, el corte
no se producird exactamente en el misme lugar. En efecto, una mutacién habra hecho
desaparacer un sitio de clivaje, y por lo tanto, los fragmentos no serdan de la misma talla
en uno y otro cromasoma (Fig. 3), Si se posee una sonda radioactiva que reconozcea el
segmento en estudio, s¢ pucde reconocer st los dos cromosomas son iguales o difieren,
Una sonda radioactiva ¢s una cadena complementaria de ARN ¢ de ADN marcado con
un i6n radioactive (P.* H,*etc.). Como lasondaes complementaria 2 la secuencia cuyo
tamafio s¢ quiere estudiar, cuando se la junte con el fragmento en estudio, se le unird (se
dice que hibridizard con éi). Para estudiar la walla de los fragmeatos de ADN, se hace nna
electroforesis en agar de los segmentos digeridos por la enzima derestriccién. De acuerdo
asutalla, los fragmentos emigrardn a una determinada distancia (los fragmentos mis
pequefios migran més lejos). -Al ponercncontactoel agar,en el que se ha hecho migrar
los fragmentos de un  cromosoma con la sonda, ésta s¢ unirA a su cadena
complementaria. Una pelicula de fotografia puesta sobre el agar localizard al fragmento
"reconocido” por la sonda, pucs impresionard la pelicula fotografica. Asi se podrd ver
cudl es el tamafio del fragmento (es cl méodo de Southém blot). Si existe una mutacion,
al hacer lo mismo con el cromosoma homdélogo, 1a sonda reconocerd un fragmento de
otro tamafio.

Ahora bien, si por ejemplo (Fig. 3) descubrimos que en una familia determinada el
alelo A, normal, estd asociado con un fragmento de 7 kb, mientras que el alelo B, anormal,
estdasociadocon un fragmento de 9 kb y que estaasociacion s¢ debe aunamutacion cercana
allocus del gen {esdecir queel gen y ¢f polimorfismo estan relacionados -linked-) se puede
decir que en la familia en cuestién, cada vez que un indivitduo tenga un fragmento de 9 kb
serd un portador del gen. De ¢sta mancra, se posee un poderoso medio de diagndstico
prenatal, y ademds, una primera aproximacion al gen anormal, el que puede ser localizado
por Ia biisqueda de locus poliméificos cada vez mas cercanos ("se camina sobre ¢l gen"),
hasta que nos hallemos en €} gen mismo. Este procedimiento, que est4 en ja base de la
genética inversa, era tedioso y lento hasta hace unos pocos afios, sin embargo, ltimamente
se han descrito méiodos que permiten avanzar en el cromosoma de manera mucho mis
ripida. Son las llamadas écnicas megabase, que permiten progresar en ¢l cromosoma a
. una escala de 1000kilobases, contra las 20 6 30 kb que permiifan las técnicas nsadas hasta
hace tres o cuatro afios.
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FIGURA 3
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Fig. 3: Ejemplo del uso del polimerfismo de restriccién de talla y del Southern blot pam detectar heterozigotcs
poniadores del gen anormal. Rectingulo negro: gen anonmal; rectingulo blanco: gen normal; circunferencia
negra: alelo polimorfo que da, al ser digeride por una enzima de restriccién, un fragmento de 9 Kb y se halla
siempre asociado al gen anormal; circunferencia blanca: alelo polimodo gue da, al ser digeride por una
enzima de restriccidn, un fragmentode 7 Kb y se balia siempre asociado al gen normal. Aldigerirel fragmento
del cromosoma portador de estas secucncias, cads vez que i Southern blot compruebe la presencia de un
fragmento de 9 Kb estaremos frente a un ponader del gen anomal. Siel fragmento de 9 Kb se asocia con un
fragmento de 7 kb el sujero es un portador de 1a enfermedad (heterozigoto); sk s6lo se encuentra un fragmento de
9 Kb el paciente es un homozigoto para el gen anormal y es enfermo; si sélo se demucsira un fragmento de Kb
el sujeto estd idemne.

Las enzimas de restriccion, ¢f Southern blot, el clonaje y el secuenciamiento dcl
ADN han permitido el gran desarrollo de [a genéticamolecular actoal. Sinembargo, todavia
se presentan dificultades técnicas, sobretodo cuantitativas, para la difusién del uso de la
ingenieria genética en medicina, El andlisis de una mutacidn muy pequefia (puntiforme) es
un trabajo gigantesco; otras veces el material de ADN del que dispone es muy pequefio como
para poder clonar. Recientemente se ha descrito una técnica que permite superar estas
dificultades: se trata del métode de amplilicacidn de fragmentos de ADN (o en una variante
de ARN) por medio de 1a reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Descrita por SAki et
al_en 1985, laPCR permite multiplicarin vive, un nimero considerable de veces, cualquier
fragmento de ADN, aunque 1a técnica rinde mejor en los fragmentos del tamafio reducido
{algunas centenas de bases). Este método ya ha cncontrado una amplia aplicacién en cl
diagndstico pre y postnatal de una mutacién genética, en fa deteccidn de secuencias virales
y en medicina legal (Kamx, 1988). No cabe ninguna duda que su utilidad ird crecicndo
a medida que se desarrolic mas 1a genética melecular,

Antes de entrar a la descripeidn del presenie, es decir 1a aplicacidn que se da atodas
estas téenicas, es interesante recordar los difcrentes tipos de mutacién que se  puede
encondrar.



NEUROGENETICA : 17¢

Las Muwtaciones

Una mutacion es un cambio en Ia secuencia del ADN. Existen varios tipos, que
pucden resumirse en dos clases: mutaciones puntiformes, en las que cambia un sélo
nuclestido, y mutaciones en las que el cambio abarca todo un segmento del ADN (varios
nucledtidos).

Las mutaciones puntiformes pueden ser de varios tipos: mulaciones silenciosas, en
las que el cambio afecta a una base pero sin alterarel cddigo de lectura porlo quelaproteina
conticne los mismos aminodcidos; mutaciones de sentido, en las que el cambio de
nuclegtido conduce ala rasformacidn del cédigo, por lo que el polipéptido es sintetizado con
un animodcido diferente o se produce una modificacién en la secuencia reguladora (promo-
o1 0 enhancer); mutaciones sin sentido, en las que el cambio de labase en la secuencia del
ADN, conduce a la aparicién de un coddn de fin de sintesis, por lo que se produce unz
proteina anormalmente corta, no funcional; mutaciones con cambio de encuadre, debidas
alainsercién de un nucledtido més ¢ a la microdelecién de un nucleétido, 1o que introduce
un nuevo cédigo después de la mutacién, pues la lecturadel c6digo se desfasa,

Las musaciones de segmenios de ADN son fundamentalmente de dos tipos: delecio-
nes de todo un gen o de una parte del gen por pérdida de un fragmento de ADN, que puede
ser de tres nucledtidos o miiltiplo de tres, en cuyo caso se produce ung proteina anormal a
1a que le faltan algunos aminodcidos; o que puede ser de un fragmento no miltiplo de tres,
en cuyo caso se produce un decatage en la lectura del cddigo, y se modifica totalmente la
proteina, Inserciones, en las que un fragmento de ADN s¢ inserta dentro del gen y produce
una alteracion del cddigo muiltiplo de tres o no, El primero es algo menos grave que el
segundo.

Frecuencia de las Mutaciones en el Hombre

Las deleciones representan del 5 al 15% de las mutaciones conocidas en et-ser
humano. Las médsconocidas de las mutaciones puntiformes son las mutaciones sin sentido.

EL PRESENTE

El presente de la genética molecular estd marcado por:
-La genetica inversa.

El diagnéstico prenatal y postnatal.

La seleccién de modeloes animales.

La ingenieria genética.

Laneurofisiologia de proteinas ncuronales, y el aislamiento de polipéptidos especificos.
La genética inversa

En los dltimos afios se habla mucho de la genética inversa, que con sus resultades
espectaculares cn patologia genética, estd revolucionande [a medicina en general y la
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neurologia en particular, En efecto, en esta iltima existe un gran namero de enfermedades
hereditarias, consideradas hasla hace muy poco como una inabordable curiosidad.

La genética inversa consiste, como lo dice su nombre, en invertir la metedologia
seguida hasta hace poco en patologia genélica. En el pasado se partia de la proteina
defectnosa, cuyo conocimiento permitia, por vias més 0 menos largas, identificar el gen
correspondiente. Tal es ¢l camino que se siguid en las hemoglobinopatias, por ejemplo.
Reconocido el gen se puede iniciar sy andlisis y el diagndstico prenatal puede a veces ponerse
en prictica. El ratamiento podrfa intentarse por la terapia sustitatoria, la que también ha
resultado enormenmicnte favorecida por las tenicas de ingenieria genética.

La genética inversa parte del estudio del ADN, sin que sea necesario conocer la
proteina defectuosa ni el tejido en que se expresa. Lo importante en la nueva forma de
exploracién es el estudio genético del mayor niimero de constituyentes de una o varias
familias afectadas por la enfermedad. El andlisis consisicen encontrar en el ADN puntos
de referencia que permitan aproximarsc al gen, Estos puntos de referencia son los RFLP.
En la actualidad se cucnta, en clhombre, conunacarta genética delosRFLP y sus sondas
correspondientes. ‘

El anjlisis de las familias permite, en un primer tiempo, identificarel cromosoma
en el que se encuentra el gen implicado cn la enfermedad. Luego, su locus puede scr
precisado, gracias al hallazgo de otros puntos de relacidén més cercanos y més conocidos.
Evenwalmente, una traslocacion o una delecién asociada con el {enotipo pucde permitir
la localizacién mas ripida del gen.

Es importante precisar que este abordaje permite revelar la naturaleza del defecto
molecuar responsable del fenotipo patoldgico. En efecio, es posible identificar ¢l trascripto
del gen anormal y luego localizarlo en el tejido y en ia célula correspondicnies. Para ello,
una vez identificado cl gen, es necesario clonarlo y secidenciarlo (por lo menos parcialmen-
te¢). Sellama clonaje al método por el que un gen se puede aislar y amplificar, para lo que
el fragmento de ADN, que constituye ¢l gen, se inroduce dentro de una bacteria (E, coli)
a la que sc deja proliferar. Las bactcnas hijas conticnen cada una el gen en cuestién, que
puede extraerse de-ia célula y luego secuenciarse. El conocimiento del gen puede llevar a
producir artificialmenic Ia proteina o parte de ella. Esta pucde ser identificada por medio de
laproduccién de anticucrpos monoclonales, lo que puede lograrse mediante la inyeccién a
un raidn de la proteina (o de un fragmenio de ella) producida artificiaimente. Gracias al
marcaje de los anticuerpos por histofluorescencia (u otro método) se puede localizar el
polipéptido y luego estudiar su funcién. Owa manerade aislar la proieina cuya alteracién
cs la responsable dc la enfermedad ¢s mediante la identificacidon de su mensajero. Para
cllo se aislan los ARNm de una regién (Jos ganglios basales por ejemplo). Cada uno de
ellos dirigird la siniesis de una proteina cuando sea puesto en un sistema de traduccién
celular libre. La protcina pucde ser identificada si se ticne idca de parte de su secucncia
por medio de una reaccidn inmunoldgica, Por owo lado, el ARNm puede servir para
producir su ADN por una trascriptasa reversa, ¢l que puede ser clonado y luego
sccuenciado,

No todo es exitosocn la genética inversa, poes en algunas enfermedades, como 1a del
cromosoma X frigil, hace varios afios que equipos muy compelentes dan vueltasenredondo
sin avanzar ni un 4pice. Esto, a pesar que se conoce ya desde hace un ticmpo la probable
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localizacidn del gen en ¢l segmento q27-g28 del cromosoma. Es muy posible que sea
necesario esperar el desarrollo de técnicas que permitan detectar una expresion diferencial
{de un tejido al otro ¢ del sano al e¢nfermo) de genes contenidos en grandes segmentos
de ADN clonado en levaduras.

Gracias a estas técnicas se conocen en la actoalidad los locus de numerosas
enfermedades hereditarias (TasLa II) y se disponc de medios de diagnéstico prenatal o en
el supuesto portador. '

Los métodos de diagndstico prenatal

Lz enfermedad puede diagnosticarse en el portador in ditere (con el fin de practicar
el aborto), o en el adutto st asi lo desca. El andlisis se puede hacer en ias células amnidticas
durante ¢! segundo trimestre del embarazo ¢ ¢n ci tejido coridnico durante el primer
trimestre. En el adulto 0 en el nifio sospechosos de ser portadores, 1a deteccidn se hace en
los reticulocitos.

Existen dos tipos de métodos: directos e indirectos. Los primeros estudian el defecto

molecular, esdecir, potienen evidencia laalteracién genéticamisma. Los segundos se basan
enellinkage de una secuencia dc ADN conocida y para la quc se posee una sonda. En ambos
casos, ¢l ADN del cromosoma portador del gen se digiere por una enzima de restriccidn,
- que origina un polimorfismo cn el Southen blot. Los miembros sanos de una familia tienen
un determinado patrén de bandas en el examen, mientras que los portadores de lamutacién
anormal poseen otro patrén (Fig. 3).
' En los métodos directos o bien existe una menor hibridizacién con un ADNc marcado
o bien la mutacién ha crcado un cambio en el lugar de reconocimiento de una enzima de
restriccion; lo que crea dos fragmentos de talla diferenies segin €l sujeto sea normal o
portador, _

En los métodos indirectos s¢ emplea también el polimorfismo de restriccién, pero en
este caso la sonda y la mutacién responsable de la diferencia de talla de los fragmentos, en
el Southern biot, no estfin sobre ¢l gen sino muy préximas a &1,

La genética comparada

Un procedimiento en animales permite encontrar el modelo correspondientealaen-
fermedad humana, lo que, por ejemplo, se ha logrado con la distrofia muscular de
Duchenne. :

En un futuro se podrin crear, gracias a la combinacion de esta metodologia con la
rasferencia de genes (animales transgénicos) y las mutagénesis, modelos artificiales de
enfermedades genélicas.

Ejemplos especificos
Es importante conocer la obra de 1a genética inversa. Para ello revisaremos  breve-

mente algunas de las enfermedades en las que se ha conseguido los logros mis espectacu-
lares (MarTIN, 1987). :
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Laenfermedad de Duchenne ¢s, probablemente, laenfermedad nesrolégicaque mas
satisfacciones ha dado alos usuarios de la génetica inversa, Enefecto, en pocos afios (CreLLy
& KapLan, 1988), los equipos de WorTen y de KunkeL han detectado el locus de ia
enfermedad cn la banda p21 del cromosoma X. Se ha determinado que el gen es inmenso,
mide unos 2000 kb de extensidn, lo que explica la frecuencia de sus alteraciones y s¢ ha
detectado 1a proteina defectuosa, la diswrofina. Esta es un componente de las wiadas
musculares y es probable que su alteracidn conduzca a un defecto estructural, responsable
de una fuga de calcio y del dafio de la fibra muscular por este ién. Sabemos también que la
enfermedad de Becker sc debe a una alleracion del mismo gen. Surelativa benignidad se
deberia a Ia remocién de todo un exén, lo que lleva a la produccion de una proteina
parcialmenie funcional. Enlaenfermedad de Duchenne, se produciria una delecién de un
nimero de bases que no es un multiplo de wres, 1o que altera la lectura del cédigo de manera
grave, con laconsiguiente ausencia de proicina, Estahipdiesis nobarecibido confirmacién.
En ¢l raidn se ha pucsto en cvidencia la existencia de una enfermedad debida a la alteracién
delmismo gen (raton mdx), pero que por razones todavia desconocidas, no es tan grave como
el Duchenne,

El considerable tamarfio del gen explica la frecuencia de la aparicién de nuevos casos
debidos a mutuaciones en los gamctos paternos o en ¢l mismo embridn. La mutuacién més
frecuente es una delegion, que seria responsable de la mitad de los casos,

Laenfermedad de Huntington. 1.os magistrales trabajos de GusgiLa et al, han podido
localizar el gen de esta enfermedad en ¢l brazo corto del cromosoma 4 (4pl5 6 16).
Recientemente, GiLLiam ef al. (1987) han hallado una sonda ligada mds estrechamente al
gen.

Un hallazgo muy interesante, que concierne al mecanismo de laenfermedad, se ha
hecho en una familia venezolana. En clla se ha demostrado que los homozigotos y los
heterozigotos ticnen manifesiaciones clinicas idénticas lo que conduce a pensar que la
enfermedad se halla asociada con mutaciones que producen una ganancia de funcion; es
decir, que la mutacion podria ejercer sus efectos nocives al expresar en exceso una funcién
celular normal. ’

La enfermedad de Alzheimer, cuyo gen de la forma familiar representa un 10% de
los casos, ha sido localizado en cl cromosoma 21, Se wasmite de manera autosémica
dominante. Los estudios que condujeron a buscar una asociacién entre el cromosoma 21 y
el Alzheimer familiar fueron: 1) la enfermedad de Down, cuando se prolonga mas alld de
los 40 aos, se acompafia de placas seniles y de imagenes de degeneracién neurofibrilar,
algunos de estos casos se acompafian de demencia. 2) En las placas seniles se encuentran
fibrillas amiloideas, de las que se ha aislado una proteina llamada A4 6 B amiloide. Existe,
por otro lado, evidencia que la proteina A4 es uno de los componentes de los filamentos
helicoidales de la degeneracion neurofibrilar, El gen de la proteina amiloide (A4 6 B
proicina) reside en el cromosoma 21, a nivel de las bandas q21-22. Produce por 1o menos
tres ARNm, a los que se denomina: APPess, APP7s1, y APPro. APPess, que fué el primero
en scr identificado, codifica para una proteina (precursora de la protcina amiloide 0 APP) de
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695 amino4cidos de largo, que incluye A4 en la posicidn 597 4 638. APP7s1 es idénticaa
laanterior, salvo por un agregado de 168 nucledtidos, que introduce, en su producto protéico,
un complejo de 56 aminoécidos a partir de la posicién 288, Se lo ha llamado HL124i y tene
una actividad inhibidora de las proteasas. Este producto, por lo tanto, podria tener una
funcién importante en la formacién del amiloide, sea porque inhibe la degradacion de Ad y
permiie su aciimulo; sea porque impide su acimulo al inhibir las proteasas responsables de
su formaci6én. Se ha hecho varios trabajos para tratar de conocer el mecanismo de la
formacién de amiloide en la enfermedad de Alzheimer. PALMERT et al. (1988), han
encontrado que el aumento del ARNm de la proteina APP se encuentra fundamentalmente
en ¢l niicleo basal de Meynert y el locus coeruleus. Este aumento ocurre casi exclusiva-
mente a expensas del APPeos, es decir, del ARNm que codilica para la APP separada del
fragmento inhibidor de las proteasas, laque se veriaatacada y degradada porestas enzimas,
produciéndose grandescantidades de A4. Como no se ha encontradoun aumento correlativo
del ARNm en otras partes del sistema nervioso central, los autores piensan que las placas
seniles serfan producidas a partir de la proteina Ad que llega a la corteza por los axones del
niicleo de Meynert y del locus coeruleus.

Durante un tiempo se pensé que ¢l gen de la enfermedad de Alzheimer y el de 1a
proteina amiloide coincidian. En la actualidad existen suficicntes argumentos como para
afirmar que se trata de dos genes diferentes. El gen de ia forma familiar de la enfermedad
de Alzheimer se halla a unos 10 ¢cM més préximo del centrémero que ¢l de la proteina
amiloide (DreyYFus, 1987).

Muy recientemente, este hermoso edificio ha comenzado a remercerse. En efecto,
SCHELLENBERG et al. (1988}, no han podido encontrar ninguna relacién entre el cromosoma
21 y la enfermedad de Alzheimer. Esie hallazgo es embarazoso, pues, si bien una parte
de los enfermos del grupo de ScrELLENBERG difiere de los enfermos estudiados por ST.
Georce-HysLoP ¥ GuseLLa ( los investigadores que encontraron una asociacién entre el
Alzheimer y ¢l cromosoma 21), otra parte de 10s enfermos no difiere en los dos grupos.
En efecto, los enfermos en 6 de las 15 familias estudiadas por SCHELLENBERG et af.
comenzaron tardiamente 1a enfermedad, pero en las 9 familias restantes el inicio fué
temprano y comparable al del grupo de Harvard. Este nuevo trabajo obliga a considerar la
posibilidad que 1a enfermedad de Alzheimer sea hetcrogénea desde el punto de vista
genético,

La polineuropatia amiloidética familiar se debe al depésito de fibrillas de
sustancia amiloide en los nervios periféricos, rifiones y corazén. La alteracién es
autosémica dominante y ataca fundamentalmente ¢l sistema nervioso vegetativo. Clinica-
mente se caracteriza por hipotensién ortostitica, anhidrosis, impotencia y alteraciones gas-
wointestinales; fa sintomatologia comienza en la tercera década. Se debe a una mutaciénen
el gen que codifica para la transtiretin, protcina poriadorade latirosinay vitamina A,y que
sehallaen ¢l cromosoma 18. La mutacion es puntiforme y compromete un solo par de bases.
En las familias japonesas, portuguesas y suecas hay una sustitucién de metionina por
valina en la posicién 30. Enuna famitia judia se ha encontrado otra sustitucién: glicina por
reonina en posicidn 49, Se desconoce la razén por la que la enfermedad comienza
tardiamente.
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La neurofibromatosis mcluye dos fenotipos: la forma clisica, asociada fundamen-
talmente a tumores periféricos; y la forma central en laque predomina los tumores del nervio
acistico, asociados a meningiomas, gliomas y schwanomas. En la primera, llamada
neurofibromatosis 1, el gen responsable se hallaen el cromosoma 17, cerca del gen del factor
de crecimicnto neuronal. En la segunda (la neuroftbromatosis 2), el gen estd en el
cromosoma 22 (WERTELECKI ¢f ai., 1988).

Lapsicosis manfaco-depresiva incluye dos asociaciones genéticascon su fenotipo,
En unas familias la mutacién sc halla en ¢l brazo corto del cromosoma 11. En otras, el gen
responsable de la enfermedad estaria en el cromosoma X.

Laesquizofrenia haprovocade enorme interés en la comunidad médica y psicoldgica
por la publicacidén en noviembre de 1988 de un trabajo que la rclaciona con una mutacion
a nivel de un gen situado en ¢l cromosoma 5. La enfermedad pareceria (GurLiNg, 1988)
ligada a un defecto monogénico y no poligénico como muchos pensaron. Este trabajo debe
ser visto con reservas, pues cn el mismo nimero de la revista aparcce otra publicacién en
la que se seflala que no s ha podido encontrar la misma relacidn en otra familia.

Algunos tumores cerebrales se decben adelecioncs cromosémicas; enclcromosoma
13 en el caso del retinoblastoma, y enel 22 en el caso de neurinomas bilaterales del aciistico
y algunos meningiomas.

El gen cuya delecidn proveca un retinoblastoma (gen Rb) codifica para una proteing
antioncdégena, Ja proteina p 110-114. Esta proteina inactiva algunos oncegencs, sea al
actuar anivel del oncogen o al inactivar su producto. Una alteracidn del antioncogen Rb
parece tambicn responsable del cancer del seno, del cdncer a pequeiias células del pulimdn
y dcl osleosarcoma.

La ingenierfa genética

Las técnicas de recombinacién def ADN sc utilizan con gran éxito para producir
proteinas naturales que pucden ser usadas para la terapia sustitutoria, o para actuar sobre la
coagulacion uotra funcidn fisioldgica. Esclcaso del activador tisular del plasmindgeno, que
¢s ¢l mds potenie de los agentces fibrinoliticos. En gencral la ingenicria genética puede ser
usada para producir cualquier polipéptido de interés bioldgico, como ¢l interferdn, vacunas,
interleukinas, factores de crocimicnlo y suslancias neurpactivas,

El principio consiste en introducir un gen humano clonado y més o menos modificado
in vitro,en un célulaen la cual pueda ser viable, Enalgunos casos ¢l gen puede ser artificial,
sintetizado en el laboratorio. De esla mancra se pucde obiencr grandes cantidades de
producto codificado por ¢l gen a un menor costo que a wavés de los procedimientos clasicos.

En muchos casos, 1a proteina activa es un producto derivado de un precursor, que
requicre haber sulrido una seric de cambios post-traduccion, como la glicolisacién, la
carboxilacion y la climinacién de fragmentos por corte proteolitico. Sélo las células euca-
riotas pueden hacer tales modilicaciones, por 1o que cl gen tiene necesariamente que scr
expresado en cllas. Inclusive, en algunos casos, lacéluta productora tiene que seruna célula
animal (lactores de Ia coagulacion, por cjemplo).
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En la actualidad, la ingenieria genética se usa para producir:

1} Productos de diagndstico, como sondas para el diagnéstico prenatal o para la
hibridizacidn in situ, que pueden servir para diagnosticar infecciones virales (encefalitis
herpética, por ejemplo).

2) Vacunas: Se ha propuesto que el virus de la vacuna, de tan ficil aplicacién, puede
modificarse de tal manera que sea portador de una proteina antigénica de otro virus o de un
pardsito (malaria por ejemplo).

3) Productos terapéuticos de sustituci6n (factores de la coagulacién, por sjemplo),
proteoliticos, interferdn, factores de crecimienito, neurotrasmisores y neuromoduladores.

Procedimientos genéticos en neurofisiologta

Mediante la manipulacion genética (mutaciones dirigidas) puede determinarse Ia
funcién de muchas proteinas celulares y analizar cada uno de sus dominios. En efecto, se
puede provocar una mutacién puntiforme en uno de los exones del gen que codifica para un

. Teceptor, por cjemplo. De esta manera se modifica la secuencia de un dominio protéico. El
estudio de la actividad de la proteina modificada, en una célula como el oocito del xenopies,
por ¢jemplo, permite conecer la funcién del dominio (dominio ligante, dominic que
interactda con la proteina G, cic).

Recientemente, PALMITTER ¢t al. (1987) han ideado un método para destruir células
selectivamente, Para ello producen un animal transgénico, en el que el ADN que codifica
para una proteina téxica (la toxina difiérica, por ejemplo), se pone bajo el control de
secuencias reguladoras que sélo estimulan la trascripcién en determinadas células. Este
transgen se introduce en una de las ¢células germinaies de un animal. El animal transgénico
s6lo producird la proteina téxica en deicrminadas células, las que serdn destruidas. Asi se
puede provocar la destruccidn selecuva de neuronas, y obtener un excelente modelo expe-
rimental.

Las técnicas de genética molecular pucden también usarse para sintetizar o identifi-
car neuropéptidos. Para ello sc utilizan dos procedimicntos:

1) En el primero se aisla ¢l ARNm de una regién que produce el neuropéptido
descado. Las diferentes moléculas de ARN se separan por electroforesis y luego se les
permite producir su proteina en un sistema libre de raduccidn. La protcina descada se
identifica por medio de anticucrpos monoclonales marcados. De esta manera se pucde
identificar el mensajero que dirige la sintesis de a proteina bajo investigacion. Por medio
de Ia trascriptasa inversa se sintetiza ¢l ADNCc, que se clona y se secuencia. El estudio de
la secucncia permite conocer la estruciura de la proteina.

2) Oura estrategia para identificar las proteinas especificas del sistema nervioso
central, consiste en aislar genes que solo se expresan en el cerebro. Esto se logra al
identificar los ARNm exclusivamenic presentes en ¢l cercbro (una revisidn muy reciente
de MunNer & SutcLiree en 1988, explica los mérodos que pueden emplearse para ello).
Idenuificados los ARNm, se crea librerias de ADN, para cllo se somete el ARNm a la
accidn de la trascriptasa inversa, que creaun ADNc (complementario al ARNm). EIADNc
se clona en un vector apropiado, cs decir se purifica y multiplica, Para ello existe diversas
éenicas, pero todas respetan los siguientes pasos; a) Una vez producido el ADNc se crea
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una segunda cadena de ADN para iener una poblacién de doble cadena, b) Introduccidn
de la doble cadena de ADNc en un vector, habitualmente un pldsmido o un bacteriéfago.
¢) Transfeccidn, con los veciores recombinantes, de ¢élulas huésped que pueden ser
bacterias o células cucariotas, Elcrecimicnto de lascélulas huésped permite oblener células
que contienen ¢l ADN de interés, a cuyo aislamicnio puede procederse. La trascripcidn
del ADN produce un ARNm, que introducido en un occito expresa la proteina que codifica.
Se calcula que ¢l cerebro produce unas 30,000 proteinas especificas.

Los polipéptidos identificados pueden servir para multiples prucbas farmacoldgicas
bioquimicas ¢ ncurolisicldgicas.

EL FUTURO

De continuar asf, Ia ncurogenélica molecular se convertird en 1a mis importante de
las ciencias bdsicas ncuroldgicas, sobretodo por sus posibles aplicaciones practicas. Una vez
mas, se confirma la frase de Bacon: "La ciencia y cl poderio humano tienen una estrecha
correspondencia y tienden al mismo {in".

A nuestro entender ef futuro se centra alrededor de dos fendémenos: la trasferencia
de gencs v el desarrollo de 1a ingenieria genélica. '

La trasferencia o la insercién de genes

Existen varios modelos hipotéticos para ser usados ¢n ¢l tratamicnto de las enferme-
dades genélicas (ANDERSON, 1984). Se ha usado, con relativo €xito, 1a implantacién de un
gen normal en una c¢élula precursora, que lucgo es reintroducida en el organismo. Este
método podria usarse en enfermedades ¢n las que basia un aporte pequedio de la proteina
normal para compensarla (por gjemplo, lahemofilia). Enelcaso de unaenzimopatia, como
la enfermedad de Tay-Sachs, scrianceesario introducir el gen en todas las células que usan
la cnzima, lo que por ¢l momento es una tarea muy dificil. Una posibilidad ¢s la de usar
particulas virales para introducir el gen. Paracllo el feso se infectaria por la inycccidn intra-
amniduica del virus modificado, de tal manera que haya perdido todas sus proleinas nocivas
ycontengacl gennormal. Estono bastaria, pucs scrianccesario que el virus pucdareconocer
cspecificamente las células que requieren del gen y que, por lo tanto, se excluya de la
infeccién fetal las neuronas o las células gliales en las que el gen no es activo en condiciones
normales. Para eflo se puede emplear un retrovirus {que pucde inscriar en el cromosoma
el matcrial genético trasplantado) y cn clque se haya introducido proteinas que l¢ permitan
reconocer determinadas células e introducirse en ellas. Por ejemplo, si se quierc introducir
un gen en las oligodendrocitos, el virus portador del gen debe de poseer en su membrana
polipéplidos que reconozcan un receptor especifico del precursor de los oligodendrocitos,
cuya existencia es todavia hipotélica. La venaja de este procedimicnto scria el de poderse
aplicar luego de un diagndstico prenalal; su desventaja, la de solo poderse emplear ¢n en-
fermedades cuyos efectos no son deletéreos para ¢l embrion o ¢l feto joven.

En las mutaciones puntiformes se pucde emplear un ARNL supresor, ¢ imitar a la
naturaleza. Pero, indiscutiblemente, tanto por su eficacia como por su atractivo conceplual,
¢l méiodo més prometedor parece ser el de la creacion de animales transgénicos.
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Se llama transgénico al animal construido mediante la introducci6n de un gen en una
célula germinal. Para ¢llo, s¢ remucve el huevo de una hembra en celo y se lo fertiliza en
¢l laboratorio. Un pldsmido recombinanie portador del gen deseado se introduce en el
proniicleo masculino del huevo recientemente fertilizado, que a su vez ‘se reintroduce en
eliitero matemo y se le permite Hegar a término. El animal resultante se llama transgénico,
pues parte de su dotacion genética proviene de un organismo diferente. Este tipo de
manipulacién podria desarrollarse para tratar enfermedades genélicas, pues dota al portador
de la enfermedad de un gen normal,

La gran limitacién es la dificultad para lograr que un gen se vuelva funcional
tinicamente en ¢l lugar apropiado, pues uno de los riesgos es su trascripeién en célulasen las
que normalmente s¢ halla inactivo. Los experimentos de PALMITTER descritos mas arriba
despienan la esperanza de que este problema sea resuelto. Por otro lado, en los dltimos
tiempos, como lo sefiala muy acuciosamente Marx (1988}, se ha perfeccionado la manera
de introducir un gen en un lugar especifico del genoma, Conello ha aumentado las posi-
bilidades de practicar, con éxito, la tcrapia genética y se estd adquiriendo un nuevo método
para estudiar la accién de un gen durante el desarrollo.

La ingenierfa genética

En lo que sc reficre a la biosintesis de sustancias activas, el futuro se hallaen la
produccidn de sustancias superiores a las naturales. En un primer intento, se tratara de
producir proicinas y polipéptidos més activos que los que existen naturalmenie. En un
futuro mds lejano, se planea crear sustancias no antigénicas con funciones naturales.

La imponancia y la extensidn del tema no permiten que esta revisién sea exhaustiva,
Los autores quedaran satisfechos si al llegar a este parrafo se ha logrado incentivar a los
lectores por este apasionante tema.

En su biisqueda de la verdad, el ser humano ha penetrado en terrenos insospechados;
los fundamcnios de la vida comienzan a develarse y a su mancjo nos precipitamos,
iesperemos que con otro espiritu que el del aprendiz de brujo! Pero la osadia humana no
tiene limites. Como dice NIETZSCHE:

"tAhi donde te encuentras sondeal
iLa fuente estd en ¢l fondo!™

RESUME

L'enorme essort de la neurogenétique moléculaire estexposé. En partantd'unschema
historique, 'auteur décrit les nouvelles thechniques, ses aplications actuelles et ses possibi-
lités futures,

ZUSAMMENFASSUNG

Die Genetik und dic Neurogenctik haben in den letzien Jahren berriichtliche Fortsch-
ritte gemacht. Im vorliegenden Beitrag werden die Vergangenheit, die zeitgenossische
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Entwicklung und die Zukun{t von ihnen dargestellt und kommentiert. Ein Abschnitt wird

der Duchennekrankheit gewidmet,
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