Enfermedad molecular y evolucion

Por el Dr. Linus Pavnangt®

El universo se halla constituide por
materia y energia radiante. El cuerpo
humano esti formado por moléculas
—moléculas de todas elases; pequenas
moléculas tales como la molécula de
agua, que consta de solo 3 dtomos— una
molécula muy importante que sc halla
presente €n mayor nimeroe que ninguna
otra ¢n ¢l cuerpo humano; moléculas
mayores, de tamaiio mediano, tales como
las que constituyen las vitaminas; y al-
sunas moléeulas muy grandes, moléculas
proteicas, moléculas polisaciridas, mo-
léculas de dcido nucleico.

Creo que es posible que el ser humano
manufacture de 50,000 a 100,000 dife-
rentes elases de moléculas proteicas. Una
molécula proteiea representativa, tal
como la hemoglobina, consta de 10,000
atomos. Tiene una estructura bien defi-
nida: para la mayoria de las moléculas
proteicas no sobra ni un solo dtomo.

Las moléculas proteicas de distintas
clases son manufacturadas por genes,
que son asimizmo moléculas de dcido
deoxyribonucleico. Cada uno de nos-
otros hereda la mitad de su comple-
mente de genes, aproximadamente 50
mil, de su padre y la otra mitad, apro-
ximadamente 50,000 de su madre. Son
cstas moléculas, 100,000 moléeulas de
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DNA, que hacen que el ser humano
sea lo que es, ¥y que le confieren sus
caracteristicas,

Estas son laz moléculas mas impor-
tantes en el mundo. Este “pool” de
plasma germinal humano constituye una
preciosa herencia de la raza humana.

Hace pocos afos se descubriéo que
algunas enfermedades eran enfermeda-
dez moleculares, enfermedades de las
moléculas proteicas. Un gen, una molé-
cula de dcido deoxyribonucleico, puede
ser danada por radiacién edsmica o
alglin otro agente mulagénico de tal
modo que algunos dtomos de aquél
quedan fuera de lugar. Este gen se du-
plica entonces en su nueva forma de
mutacion. Ademdis, cuando dicho dcido
realiza su otra funcién, que no es la
de auteduplicacion, determinari la na-
turaleza de una molécula de proteina,
que tiene la responsabilidad de manu-
facturar. Un gen mutado produce una
molécula de proteina alterada, que
consta de algunos dtomos distintos a los
correspondientes a la molécula de pro-
teina normal.

La enfermedad molecular esti estre-
chamente relacionada con la evolucién.
La aparicion del concepto del Bien y
del Mal, que fue interpretado por el
hombre como su expulsién dolorosa del
Paraiso fue probablemente una enfer-
medad molecular que resulté ser Evo-
lucidgn.

Entre laz enfermedades moleculares
hay muchas que envuelven enzimas. Por
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ejemplo, la fenilketonuria, que es res
pensable del 19 de los sujetos institu-
cionalizados como mentalmente defec
tuosoz en los E. U., ¢s5 una simple en-
fermedad molecular, razonablements
hien conocida. Una persona de cada
ocho tiene un gen anormal que se conoce
como el gen de la fenilketonuria, Una
persona normal tiene dos genes que ma-
nufacturan, independientemente uno del
otro, un enzima en el higado que cata-
liza la oxidacién de la fenilalanina en
tirosina. Este es un mecanismo para
convertir parte de la fenilalanina de
nuestros alimentos, presente en exceso
de nuestras necesidades, en otro amino-
acido, tirosina, que es utilizado entonces
de varios modos en el cuerpe humano.
Una persona de¢ eada 80 tiene un gen
normal que manufactura este enzima,
y un gen anormal (el gen de la fenil-
ketonuria) que no manufactura ¢l en-
zima o que manufactura una moléeula
de enzima anormal, gque carece de la
actividad enzimitica.

Estas personas, portadoras de un solo
zen de la fenilketonuria, manufacturan
solo el 509 del enzima que los sujetos
normales; pero este 509 es suficiente
para disponer de la fenilalanina que
ellos ingieren. Son denominades fenil-
ketomiricos heterozigoticos. No resul-
tan dafiados significativamente por el
hecho de ser portadores del gen en una
sola dosis.

Sin embargo, cuando dos de estos he-
terozigiticos contraen matrimonio se
puede decir que se sacan la loteria, la
mayor de las loterias del mundo, en
que ¢l nifio por venir, el huevo fertili-
zade, realiza la seleccion de uno u otro
de los dos miembros del par de genes
que aporta €l padre y uno u otro de
los dos miembros del par de genes que
aporta la madre. En el promedio, la
cuarta parte de los nifios heredan el
zen defectuoso del padre y también el

wen defectuoso de la madre. Poseen por
tanto el gen defectuoso en doble dosis
y no elaboran ningune de los enzimas
que catalizan la oxidacién de la fenilala-
nina en tirosina. Cuando ese sujeto
homozigético como sus alimentos, con-
teniendo proteina ordinaria, la fenilala-
nina se forma en su corriente sanguinea
v el liquido céfalorraquides en concen-
traciones tan grandes como de 50 veces
la de los individuos normales. Esta alta
concentracion de fenilalanina y de otras
sustancias originadas de ella interficren
con el crecimiento v la funcién del ce-
rebro de tal modo que lo convierten en
un defectuoso mental, quizds con un
I Q. tan bajo como de 20. Ademis, los
genes de la fenilketonuria en doble do-
sis hacen que padezea de cezema y otros
problemas somaticos.

Se ha reconocido en los recientes afios
que es posible tratar esta enfermedad,
fenilketonuria. El diagnéstico de la mis-
ma se puede hacer a edad tan temprana
como de un mes de nacido el niiio, de-
biendo alimeéntarse el bebé con una
dicta de hidrolizade de proteina del
cual se ha separado la mavoer parte de
la fenilalanina. Los nifios tratados de
cste modo parecen desarrollarse de for-
ma esencialmente normal.

Otraz enfermedades moleculares que
se han originado durante el curso de la
evolueién se han controlade de modo
algo semejante. Loz seres humanos re-
quieren muchas vitaminas. La pelagra
es un ejemplo de enfermedad por dé.
ficit de vitaminas, una enfermedad mo-
lecular que se originég a través de una
mutacién, hace quizis millones de afos,
v fue curada entonees por el proceso
heterotropico de comer otros organis-
mos que elaboran dicha vitamina. El
escorbuto ¥ otras avitaminosis son tam-
bién enfermedades de esta claze. No se
acoslumbra admitir que padecemos es-
tag enfermedades, porgque las tratamos
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como cuestion de habito al ingerir lo
que se llama una dieta apropiada o ba-
lanecada.

Organismos tales como ¢l hongo del
pan rojo son capaces de elaborar ne
s6lo todas las vitaminas, sino también
todos los aminodcidos. En algin mo-
mento de nuecstra historia evolucionaria
sufrimos mutaciones que dieron por re-
sultado la pérdida de nuestra capacidad
para elaborar los distintos enzimas en-
vueltos en esta sintesis. Cada una de
estas mutaciones produjo en nuestros
predecesores una enfermedad, una en-
fermedad para cada vitamina de las que
nosotros requerimos, y una enfermedad
para cada uno de los nueve aminodcidos
esenciales para el hombre. La mayoria
de nosotrozs mantienen estas enferme-
dades hajo control al ingerir la alimen-
tacidm adecuada.

Yo he estado interesado especialmente
en las hemoglobinopatias, que son las
enfermedades, incluyendo la anemia por
sickle-cell, a las cuales se aplicé ¢l nom-
bre de enfermedad molecular por pri-
mera ves. Yo recuerdo muy bien el
tiempo, hace unos quinee anos, en que
tres de mis alumnos: Dr. Harvey Itano,
Dr. 8. J. Singer v Dr. 1. C. Wells, rea-
lizaron €l experimento erucial gque de-
mostré que la sickle-eell anemia era
una enfermedad de la molécula de he-
moglohina. Ye hice esta prediceion
3 aios antes, ¥ el Dr. Itano trabajé du-
rante esos tres anos hasta cumplic el
objetive en uniéon de los Dres. Singer

v Wells.

Los pacientes con sickle-cell anemia
son anémicos debido a que sus hematies
tienden a torcer su forma. Estas células
deformadas son reconocidas entonees
por ¢l hazo como anormales, siendo des-
truidas tan rapidamente como para ha-
cer imposible que el paciente pueda
clahorar nuevos hematies con la sufi-
ciente rapidez a fin de evitar que se
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produzca la anemia. Ademas, las célu-
las deformadas son pegajosas; se adhie-
ren unas a otras y obstruyen los capi-
lares de tal modo que interfieren con
el flujo de la sangre, causando asi el
daiio de diferentes érganocs por la con-
signiente anoxia. Esta enfermedad, que
envuelve una deformacion de los hema-
ties, parece ser una enfermedad clasica
de las células, tal como las deseribié
Rudolf Wirchow. Sin embargo, ¢l hecho
de que las células adquicran la forma
de hoz sélo en la cireulacion venosa ¥
récobren su forma normal en la eirco-
lacidn arterial me parecid, en 1945, so-
ministrar una fuerte indicacién sobre
que la enfermedad sea en efecto un pro-
ceso de la molécula de hemoglobina,
que estd presente como hemoglobina en
la samgre venosa y comg una molécula
diferente, oxihemoglobina, en la sangre
arterial.

Todos sabemos que las moléculas dz
proteina tienden a ser pegajosas. 5i una
solucién de moléeulas de proteina, ela-
bhorada por algiin organismo vive y se-
leccionada por el proceso evolucionario
de prueba y error para no seguir siendo
pegajosa, pero permaneciende en solu-
cién en logar de formar un codgulo in-
soluble, es alterada un poquite por el
calentamiento, aiin a una temperatura
de no mas de 60°C., de modo que las
molécnlas se vuelvan ligeramente desdo.
bladas (denaturalizadas), entonces la
propiedad caracteristica de ser pegajosa
3¢ hace en #i evidente; las moléculas de
proteinas  denaturalizadas se adhieren
unas a otras, para formar un codgulo
insoluble de proteina denaturalizada.
No debe sorprendernos. que, aungue las
moléculas de hemoglobina normal, se-
leccionadas por el proceso evolucionario,
son capaces de permanecer separadas
unaz de otrazs ain en la solucién con-
centrada (309 de proteina) que esta
dentro de la célula roja, un cambio de
estructura resultante de una mutacién
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de genes puede originar que la molécula
de hemogiohina alterada tenga una re-
gidn pegajosa en su superficie, suficiente
para hacerla tender a adherirse a otra,
que se adheriria a una tercera, a una
cuarta y asi sucesivamente, para formar
un largo bastén de estas moléculas. Es.
tos hastones se alincarian entonces pa-
rejamente, atraidos por las fuerzas de
atraceion de Van de Waals, para formar
una especie de cristal en forma de aguja
que creceri més y mas hasta que, cuan-
do se haga mas large que el didmetro
del hematie, torcera la forma del mismo
al alterar la forma de la memhbrana de
la célula, volviéndola pegajosa, haciendo
que los hematies se enreden unos con
otros para producir de ese modo las
manifestaciones de la enfermedad, En
consecuencia tenemos una explicacion
molecular de las manifestaciones de la
enfermedad, basada en la hipdtesis de
que ¢z una enfermedad de la molécula
de hemoglobina, una enfermedad mo-
lecular en que la molécula anormal es
manufacturada por un gen mutado. Po.
demos comprender ademis que en las
moléculas de oxihemoglobina, o sea mo-
léculas de hemoglobina a las cuales es-
tin adheridas moléculas de oxigeno,
estas 1iltimas pueden interferir por obs-
taculo especial, con las fuerzas de atrac-
cion de Van der Waals y de ese modo
impedir el sickling de los hematies en
la circulacién arterial.

La incidencia del gen de la fenilketo.
nuria es lo suficientemente pequeiia
para permitir que se pueda explicar
como resultade de un estado estable
determinade por la ratio en que se pro-
ducen nuevos genes de la fenilketonuria
por mutacién y la ratio en que los genes
de la fenilketonuria son retirados del
pool de plasma germinal humano por
la muerte sin progenie de los homozi-
goticos de fenilketonuria. Pero la inei-
dencia del gen de hemoglobina sickle-
cell sea demasiado grande para ser ex-
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plicado de este modo. Se reconocié que
¢l gen sickle-cell debe conllevar un ca-
rdcter ventajoso, para compensar la des-
ventaja de la muerte de los sickle-cell
homozigoticos sin progenie. La sugeren-
cia fue hecha por el Dr. Russell Brain
de que los heterozigéticos que son por-
tadores de un gen sickle-cell estin pro-
tegidos contra la malaria, €l habia ob-
servaido que existe una mayor incidencia
de falciformacién en las aldeas africa-
nas donde la malaria no es endémica.
El Dr. Anthony Allison, de Oxford, rea-
lizé luego un experimento que ofrecié
buena evidencia de que los sickle-cells
heterozigoticos estaban protegidos con-
tra la malaria subterciana maligna
{ Plasmodium falciperum}). En conse-
cuencia podemos comprender por qué
¢l gen sickle-cell se extiende en la po-
blacién de Africa. Un heterozigético
que sea portador de un gen sickle-cell
recién formado por mutacién, fue pro-
tegido contra la malaria. La mitad de
sus hijos heredé el gen sickle-cell, y.
debide a estar protegidos contra la ma-
laria, contribuyeron rapidamente a la
diseminacién del gen en la poblacién.
Finalmente, la incidencia del gen se
aproximé al valor de estado estable. En
los matrimonios cntre heterozigiticos
gque formaridn una gran fraccién de la
poblacién, una cuarta parte de los nifios
heredarin dos genes normales para he
moglobina y moririn, en gran parte, de
malaria; una cuarta parte heredard dos
genes sickle-cell y moririn de sickle
cell anemia; pero una mitad serin hete-
rozigoticos, igual que sus padres, y es
tarin protegidos contra la malaria ¥
presentarian la enfermedad por sickle-
cell anemia. Este proceso da un rendi.
miento de séle un 50% en nifios, pero
s6lo recientemente se ha ereido que este
rendimiento sea satisfactorio.

El préximo paso en el proceso debera
ser una mutaciém que elabore un tipo
de hemoglobina tal que en estado homo-

607



zigotico dé proteccién contra la malaria
v no produzea una enfermedad tal como
la sickle-cell anemia. Este gen de nueva
mutacion puede diseminarse riapida-
mente por la poblacién, dade que los
dobles heterozigotes, en el nuevo gen y
en el gen sickle-cell, estuvieran protegi-
dos también contra la malaria y no tu-
vieran ninguna enfermedad grave. No
parece improbable que otra forma cono-
cida de hemoglobina anormal, la hemo-
glohina C, represente un paso en esa
direccion.

Desde el descubrimiento de la hemo-
globina sickle-cell hace 14 afos, varias
docenas de otras hemoglobinas humanas
anormales han sido descubicrtas. Estas
hemoglobinas anormales estin asociadas
con varias enfermedades distintas,

La naturaleza de la diferencia entre
la hemoglobina de la sickle-cell (hemo-
globina S) y la hemoglobina humana
de adulto normal (hemoglobina A) ha
sido deseubierta ahora, principalmente
a través de los esfuerzos de Vernon M.
Ingram y sus colaboradores. Inmediata-
mente después del descubrimiento de la
hemoglobina §, el Dr. Walter A. Schroc.
der y asociados del California Institute
of Technology practicaron un anilisis
de los aminodcidos de 1a hemoglobina §
v de la hemoglobina A, y pudicron re-
portar que la composicion en amino-
dcidos de lag dos hemoglobinas es estre-
chamente similar, con ningin amino-
acido representado por uma diferencia
de maz de dos residuos. Ingram de
sarrollé entonces un nueve y poderoso
método para investigar la estructura de
las moléculas de hemoglobina, que él
denominé ¢l método de la “hueclla digi-
tal” —denominado también método de
pateon-péptido. La muestra de hemo-
globina se fracciona en péptidos por la
accion proteolitica de un enzima, tal
como la tripsina. Unos 26 péptidos, con-
teniendo un promedio de unos 12 resi-
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duos aminoacidos cada uno, resultan en
la mezcla obtenida de este modo. La
mezela se separa luego en sus péptidos
constituyentes por un proceso bidimen-
sional realizado en una hoja de papel
de filtro. La separacién por movilidad
en un campo €léctrico se realiza a lo
largo del eje horizontal de la hoja de
papel de filtro, vy lnego se separa por
el método eromatografico, que usa un
solvente fluente en la direccién vertical.
De este modo Ingram pudo demostrar
que la hemoglobina § difiere de la he-
moglobina A sélo por la sustitucién de
un simple residuo aminoicide en una
mitad de la molécula de hemoglobina
por el residuo de otro aminodcido.

Schroeder y asociades, en Pasadena,
hallaron que las moléculas de hemoglo-
bina consisten usualmente de 4 cadenas
de polipéptidos, dos de una clase y dos
de otra. La molécula de hemoglobina
humana de adulto normal contiene dos
cadenas alfa, que tieren la seeunencia
val-leu-ser-pro-ala... (total 141 residuos),
medidas a partir del aminodcido libre
terminal v dos cadenas beta, que tienen
la secuencia val-his-leu-the-pro-glu... (1e-
tal 146 residuos). Ingram y Schroeder
hallaron que las cadenas alfa de hemo-
globina § son las mismas que las de la
hemoglobina A, pero que las cadenas
heta son diferentes: la cadena beta de
la hemoglobina S contiene valina en la
sexta posicion, en iugar de glutamato;
loa otros 145 residuos son los mismos.

La sccuencia de aminodeidos ha side
determinada para varias otras hemoglo-
hinas anormales. Para cada una de las
estudiadas hasta ahora, la mutacién
afeeta sélo a un residuo aminoicido. Asi,
para la hemoglobina C existe lisina en
el sexto residuo de la cadena bheta, en
lugar del glutamate de la hemoglobi-
na A o la valina de la hemoglobina 5.
Para la hemoglobina E existe licina en
la posicién 26, en lugar de glutamato.
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Otras hemoglobinas anormales com-
prenden una anormalidad en la cadena
alfa en vez de la cadena beta. Un inte-
teresante ejemplo es la hemoglobina M
Boston. En la cadena alfa de la hemo-
globina adulta normal el residuo 58 es
histidina. Este residuo histidina se sabe
que esta cercang al atomo de hierro del
grupo heme. La histidina lleva usual-
mente una carga positiva debido a la
unién de un proton al anillo imidazol.
En la hemoglobina M Boston la cadena
alfa tieme tirosina en la posicién 58,
en lugar de histidina. Debido a que el
residuo tirosina no lieva una ecarga po-
sitiva, podemos esperar que sea mds
ficil para el atomo hierro del grupo
heme asumir una earga positiva extra,
conducente a un grupo ferriheme, que
contiene un hierro tripositive, en lugar
del ferroheme normal, que contiene
hierro bipesitivo. La prescncia de he-
moglobina con hierro tripositivo la con-
vierte en ferrihemoglobina (llamada
también metahemoglobina) ; v los por-
tadores del gen para hemoglobina M
Boston tienen en efecto una enferme-
dad, una forma de metahemoglobinemia.

En esta enfermedad, como en la sickle.
cell anemia, 1a diferencia en la secuen-
cia de los aminodcidos de la hemoglo-
bina anormal suministra una explicacién
razonable para las manifestaciones de
la enfermedad producida por la anor.
malidad melecular.

Varias conclusiones interesantes sobre
el proceso de evolucién han sido alean
zadas en base de la comparacién de la
secuencia de aminodcidos de las molécu.
las de hemoglobina de diferentes espe-
cies animales, realizadas especialmente
por mi colaborador Dr. Emile Zucker-
kandl. Se ha encontrado que el patrén
péptido de las hemoglobinas de anima-
les de distintas especics se pueden corre-
lacionar razonablemente bien con las
ideas generalmente aceptadas sobre las
relaciones evolucionarias entre las es
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peeies. Por ejemplo, los patrones pép-
tidos de la hemoglobina del gorila y de
la del chimpancé som cazi idénticas a
las de la hemoglobina humana. El pa-
trén péptido de la hemoglobina de!
mono Rhesus es algo distinta del de la
hemoglobina humana. Diferencias ain
mayores con respecto a la hemoglobina
humana se encuentran en los patrones
de la hemoglobina de la vaca, de la del
caballo, de la del cerdo, y las hemoglo-
binas de otros mamiferos. Las diferen-
¢ias son mayores ain en las hemoglo-
binas de los peces y los gusanos.

Un estudio detallado de la hemoglo-
bina de los eaballos ha demostrado que
las cadenas alfa difieren de las de la
hemoglobina humana por cerca de 18
sustituciones de aminodcidoes, como pasa
también con las cadenas heta de las
dos hemoglobinas. Si aceptamos 130 mi-
llones de afios como el tiempo que ha
transcurrido desde que se separaron las
lineas evolucionarias del caballo y del
hombre, como lo estiman los paleonté-
logos, llegamos a la coneclusién de gque
cada cadena ha sufrido como promedio
una mutacién evolucionaria efectiva
cada 14.5 millones de afos. Podemos
usar entonces esle valor para discutir
otras épocas evolucionarias,

La cadena alfa del gorila y la cadena
alfa humana difieren en dos residuos.
y la cadena beta del gorila y la cadena
beta humana difieren en una; el pro-
medio, 1.5, indiea que han transcurrido
cerca de 11 millones de afios desde la
derivacién de estas cadenas de su cadena
comtin ancestral es decir, que las lineas
evolucionarias que conducen a los go-
rilas actuales y los serez humanos ac-
tuales se separaron una de otra hace
unos 11 millones de afios. Los estimados
hechos por los palcontélogos para esta
época oseila entre 10 y 35 millones de
anos.

Otra cuestion intercsante es la de las
diferencias hioguimicas entre los seres
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humanos adultos y los fetos humanos.
El feto humano elabora un tipo especial
de hemoglobina, denominado hemoglo-
hina F. En la hemoglobina F las ca-
denas beta son apnormales. Estas cadenas
beta anormales, que son denominadas
cadenas gamma, difieren de la beta hu-
mana adulta en 36 de los 146 residuos
aminedcides. En consecucncia calcula-
mos, asumiendo que haya existido una
tasa constante de mutacion evoluciona-
ria efectiva, que las cadenas gamma y
las cadenas beta se separaron una de
otra hace unoz 260 millones de afos,
es decir, al comienzo del periodo car-
honifero.

Esta época gcurrid, en efecto, mucho
antes de que los seres humanos vinieran
a existir. Otros mamiferos tienen tam-
bién hemoglobinas fetales que difieren
de las del adulio en sus especies y
podemos llegar a la conclusién de que
las formas fetales de diferentes mami-
feros se separaron de los formas adultas
hace unos 260 millones de afios, v en
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cicrto sentido constituyen un grupo de
especies diferentes del grupo adulto. Con
respecto a la hemoglobina, un feto hu-
mano se parece al caballo fetal mas
estrechamente que un adulte humano.

Creo que sera posible, mediante la
determinacién detallada de las secuen-
cias de aminodcidos de las moléculas
de hemoglobina v de otras moléculas ob-
tener mucha informacion sobre el eurso
del proeceso evolucionario, ¢ iluminar
la cuestion del origen de las especies.

Ademais, creo que el estudio ininte-
rrumpideo de la estructura molecular del
cuerpo humano y la naturaleza de la
enfermedad molecular suministrara in-
formacidn que contribuya al contrel de
las enfermedades y disminuya significa-
tivamente la cantidad de sufrimiento
humano. La biologia molecular y la
medicina molecular son nuevos campos
de la ciencia que pueden desarrollarse
ampliamente en bheneficio de la huma-

nidad.
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