‘Excmo. Sr. Director.
Excmos. Sres. Académicos.
Sras., Sres.:

En una de mis (ltimas conferencias, que versaba sobre bioqui-
mica perinatal, ¥ en !a que habia insistido sobre la importancia de
los conocimientos va adquiridos y de su aplicacion con el fin de
evitar lesiones cerebrales irreversibles, terminaba diciendo que «el
nacimiento merece al menos tanta atencion —clnica, analitica, etcé-
tera— como la muerten. Esta conclusidon, tan légica como dificil en
la préactica, implica muchos convencimientos, algunos de los cuales,
muy significados, caen fuera del Aambito cientifico. Con perfites
menos precisos y seguramente con otros matices, los mismos con-
vencimientos tenia v me alentaban cuando hace va dieciocho afios
recibia en aquellos inolvidables localés de la calle Campoamor el
premio de esta Real Corporacion y el titulo de Académico corres-
pondiente. Llegaba entonces de la misma mano que me trae ahora,
la de mi maestro el Prof. Santos Ruiz. Permitidme que hoy, en esta
ocasién tan solemne para mi, utilice el posesivo. porque va sé que
Santos Ruiz es maestro de todos los bioquimicos espafioles. Directa
o indirectamente. la raiz de todos los departamentos de Bioquimica
que hoy proliferan en las facultades de Farmacia, de Quimica, de
Bioldgicas. de Medicina, de Veterinaria..., tienen su raiz en la intui”
cién v en el esfuerzo de este hombre inteligente, tenaz, discreto y
bueno que en 1941 introdujo a la Bioquimica, como tal disciplina
diferenciada, en los planes de estudio de la carrera de Farmacia.

Comprendereis que debia empezar este discurso rindiendo pabli-
co homenaje a quien ocupando indudablemente la posicién de mayor
relieve ha visto complacido —jque cosa tan extraordinaria!— el alto
vuelo y el luciente brillo de quienes, por razone: de edad, circuns
tancias menos adversas y esfuerzo personal constituian.la sazén, el
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fruto maduro, aun sin saberlo, de la ubérrima siembra del Prof. San-
tos Ruiz. Es normal que, para quienes empiezan, el pasado sea lo-
que queda oculto tras el primer recodo del camino. Pero también a.
ellos les enriguecerd la leccidén de su vida, D. Angel, cuando, algtin
dia, vayan aguas arriba hacia la fuente. Esta leccién que deseo fer—
vientemente que nos siga dando el Prof. Santos Ruiz durante muchos.
ahos.

Cuando todavia no sabia que iba a darme la mas importante ense-
fianza, la de su ejemplo, asisti a su clase —mi primera clase de-
Bioquimica— en el mes de octubre de 1954, Alli surgié mi vocacion,,
que otras actividades y servicios a mi pais, en cuyo desempeiio he
puesto toda la voluntad que merecia el alto honor de haberme sido
encomendados, no han logrado aminorar. Bien al contrario, cada dia.
siento con mayor intensidad, y ast procuro expresarlo, que la bis-
queda, difusién y aplicacién de los conocimientos es la tarea mis.
hermosa que se ofrece a la terrible perplejidad del hombre, a su:
asombro, a su duda ¥ a su miedo. Recuerdo que, a los pocos meses
de” terminar la Licenciatura de Farmacia, cuando empezaba a tra-
hajar en el Laboratorio del Prof. Santos Ruiz, visité una institucién
de minusvalidos psiquicos. Aquel dia se afianzaron muchas cosas en
mi vida, otras se borraron por la fuerza de aquel recuerdo y se hizo
‘mas intenso y urgente el sentimiento de que es preciso contribuir a
aliviar, a hacer mas llevadera la vida del hombre, finico ser cons-
ciente del gran don de la vida. Y de la muerte.

Vengo a ocupar, con un retraso de mas de dos afios justificado:
por vuestra indulgente comprension en tanto ocupaba el cargo de-
Suhsecretario de Educacion y Ciencia, la vacante que dejara el Exce—
lentisimo Sr. D. Nicolas Gutiérrez del Alamo y Garcia. Constituye:
para mi una grata obligacién ofreceros, brevemente, una glosa de
st vida. D. Nicolas Gutiérrez del Alamo nacié en Leén el dia 2 de-
noviembre de 1886. Cursé sus estudios de Farmacia en la Facultad:
de Granada, obteniendo en 1910 el premio extraordinario en la licen-
ciatura. En 1924 abtiene, por concurso, el empleo de capitin en el
Instituto de Higiene Militar. Con igual empleo, en 1927, es destinado-
por concurso al laboratorio central de Farmacia Militar, obtenien—
do en 1935, ya con el grado de comandante, la jefatura de seecién VI
del Laboratorio de Farmacia Militar. En 1940 es jefe de los ser—
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vicios del Ejército de Marruecos en el empleo de teniente coronel,
siendo designado én 1948 jefe de Farmacia del primer cuerpo del
Ejército v de los servicios de Farmacia de la primera regién,

Comparte su dedicacion a la Farmacia Militar con la aplicacion
de los conocimientos adquiridos, como lo demuestra el nombrainien-
to que en 1935 le hace la Presidencia del Gobierno designandole
Miemhro de la Comision que habia de redactar las normas sobre
el cultivo del cacao. El mismo, al comentar sus actividades farma-
céuticas durante su estancia en Africa, en calidad de jefe de los
servicios farmacéuticos. indicd su dedicacion al fomento del cultivo
de plantas medicinales, actividades que refiere el farmacéutico D. José
I.osana Méndez en su obra «Contribucién de los farmacéuticos mi-
litares a la labor de Espaifia en el Norte de Africa», publicada en 1958
por el Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, cuando dice
«que fue el catalizador de la explotacién del ricino en el Norte de
Marruecos»., Fue asesor farmacéutico, en la Presidencia del Gobier-
no. de la Direcciéon General de Plazas v Provincias Africanas. pa-
sando ulteriormente, desde 1944, a! Ministerio del Ejército con la
misién de coordinar ¥ unificar las fabricaciones y elaboraciones de
los cinco laboratorios de Farmacia Militar.

Fue también colegiado de honor de los Colegios de Segovia y
Cadiz v Tesorero de esta Real Corporacion, cuya Seccion VII pre-
sidio. Le fue concedida la Medalla de Alfonso XIII y la Cruz y
Placa de 1a Real Militar Orden de San Hermenegildo.

Su vida se dedicéd enteramente a la Farmacia v. en sus ultimos
doce afios, presté inmejorables servicios a esta Real Corporacion.
Sé que estos datos son breve v pilido reflejo de la trayectoria cien-
tifica, profesional y humana de mi antecesor, a quien dedico el méas
respetuoso recuerdo en el momento en que —por este discurrir inelu-
dible al que antes hacla referencia— voy a sucederle.

¢ En virtud de qué merecimientos? No me corresponde a mi juz-
garlos. 51 me corresponde. en cambio. expresaros mi profunda gra-
titud por la satisfaccidon que me habeis dado. Pero, sobre todo. por
la alegria que proporcionais a mis padres, a mi mujer, a mis hijos,
a los mios. A mis colaboradores, a mis amigos, a todos los que se
sienten distinguidos con esta distincién, porque han compartido con-
migo tantos esfuerzos, tantas horas de trabajo. de ilusién, de despa-
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cho, de laboratoric. No debo hacer expresa mencion de quienes han
trabajado conmigo o trabajan ahora en el Departamento de Bioqui-
mica, de todos aquellos a quienes he ofrecido y sigo ofreciendo mi
impulso, mi apasionada dedicacién a la investigacién y a la docencia.
No sé —porque de estas cosas no se hacen cuentas— qué me debe-
ran ellos a mi. Pero si puedo deciros cuanto les debo yo a ellos, a
su fértil capacidad inquisitiva, a su confianza, a su respeto. No voy
pues a nombrarlos, con una excepcion: la de Alfonso Cano, segu-
ramente el mas brillante, el méas dotado, que murié subitamente
—increiblemente, como se muere a los veintiséis afios— cuando tan
ocupado se hallaba con la vida. Por ello, os explicareis esta excep-
€i6n, esta conmovida evocacion que tanto tiene de plegaria.

x£ % ¥



Si la salud, es decir, el estado normal de una célula o de un
-organismo puede definirse como el resultado del proceder correcto
‘y arménico de las maltiples reacciones que la integran, una situacion
-patoldgica consistird en la desviacidn de esta situacion metabolica
-de tal modo que, al imprimirle o restarle ritmo a su habitual activi-
-dad, conduce a una enfermedad, cuando la situacidén es transitoria
y se restablece el equilibrio, o a la muerte, cuando se alcanza una
-alteracion de tal grado que ya no es reversible. La sintomatologia
.consiste, en esencia, en una formidable ampliacién de sutiles modi-
ficaciones a nivel molecular. T.as bases moleculares de la patologia
constituyen hoy uno de los campos mis apasionantes y atractivos de
1a investigacién bioquimica y permiten explicar la raiz, la etiologia
de miiltiples afecciones clinicas. el fundamento de michos tratamien-
‘tos terapéuticos y de muchos datos utilizados en el diagnostico. Pero
no sélo permiten interpretar fendémenos fisiolégicos y alteraciones de
‘los mismos va conocidas. o poner de manifiesto el mecanismo inti-
mo de accién de los medicamentos que ya se venian aplicando, sino
que —y esto es lo mas importante— han permitido progresar en el
.conocimiento de la patologia no partiendo de la dilucidacién de lo
empirico sino del discernimiento y desarrollo de lo racional, estable-
-ciendo premisas de gran trascendencia en las ciencias biomédicas.

No he querido establecer precisiones al titulo, aparentemente
muy genérico, de «Patologia molecular» que he dado a este discurso.
‘No voy, desde luego, a revisar panoramicamente las miitiples face-
‘tas v extensas Areas de conocimiento que el enunciado incluye. Exis-
‘tern revisiones, algunas muy recientes (1), que cumplen con gran
detalle este proposito, ofreciendo una vision de conjunto con capi-
-tulos tan expresivos como los siguientes: control de la expresidn
-genética en las células animales, polimorfismo genético, patologia mo-
lecular de diversas proteinas v enzimas, hemoglobinopatias y enzi-
‘mopatias relacionadas con el metaholismo de los prétidos, glicidos,
Tipidos v Acidos nucleicos, sistemas de deteccidn, variantes genéticas,
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bases actuales y futuras de la terapéutica... Limitaremos, pues, nues-
tro recorrido, porque sdlo me creo autorizado a mostraros los tramos
que mejor conozco o que mas me gustan, convencido de que [a
consideracion detallada de unas parcelas aporta criterios firmes y
extrapolables para emprender bien sea el estudio de otra faceta o
la reflexion sobre el conjunto. _

En la actualidad el concepto de «patologia moleculars se aplica
a todas aquellas anormalidades hioquimicas hereditarias que condu-
cen a una alteraciéon metabdlica. Una leve modificacién en la infor-
macién genética se traduce en una proteina inhdbil para catalizar
una reaccion determinada. Todo el amplisimo conjunto de factores
epigenéticos de los que depende el adecuade funcionamiento de una
reaccién enzimdtica, asi como los sutiles sistemas de su regulaciém
inmediata, no se incluyen en esta definicidén, aun cuando constituyen,
ciertamente, la base conceptual para una interpretacién a nivel mo-
lecular de las mis diversas situaciones patologicas. ; Es que acaso la-
diabetes v otras miltiples endocrinopatias no son, en realidad, capi-
tulos de la patologia molecular? Y lo mismo sucede con las altera—
ciones de las inmunoglobulinas, miopatias, cirrosis, etc. Sin embar-
go, vale la pena insistir en ello, no se incluyen como capitulos de-
la patologia molecular si no tienen una causa hereditaria bien esta-
hlecida, es decir, la «Patologia molecular» se circunscribe a las pro-
teinopatias o alteraciones moleculares de las proteinas (tengan acti-
vidad enzimitica reconocida o no) que se originan como consecuen-—
cin de una alteracién genética. La extensién del concepto a las
situaciones patoldgicas no hereditarias equivaldria, practicamente, a
contrapaner la Patologia molecular a la Biologia molecular. En una:
alteracion metabdlica no hereditaria puede restablecerse el equilibrio,
transitoriamente desplazado, de una reaccién dada mediante el tra-
tamiento que conduzca nuevamente a las condiciones normales, por--
que la enzima se halla presente y/o su biosintesis, estimulada o
reprimida a través de los mecanismos mdis sofisticados de regulacién,.
conduce a una proteina activa, lo que refleja la inexistencia de alte-
raciones a nivel genético. En cambio, en las enfermedades genéticas,
la proteina enzimdtica no tiene la estructura primaria y, por tanto,
la disposicion espacial que le permita cumplir eficazmente su que-
hacer biolégico.
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PatoLoGia A NIVEL MOLECULAR

Actualmente, el progreso del conocimiento sobre la naturaleza y
control de los procesos metabolicos ha alcanzado tal grado que es
posible establecer, segtin Brady (2), que todas las enfermedades son
consecuencia de una anormalidad metabdlica primaria o una altera-
<ion metabolica producida por algin agente externo.

Todas las funciones del organismo pueden ser definidas en térmi-
nos de cuatro variables especificas. La herencia genética determina
la naturaleza de los elementos estructurales v funcionales que las
<élulas producen. La capacidad del organismo para hacer {rente a
sus necesidades y al ambiente que le rodea depende de las proteinas
-—tanto enzimditicas como estructurales—, con las cuales transforma
los sustratos que le proporcionan energia v unidades estructurales
para la sintesis. La dotacion genética establece los limites de cada
organismo en su capacidad para transformar dichos sustratos.

La segunda variable es el metabolismo intermediario de las célu-
las. Los procesos mediante los cuales el organismo ingiere, altera y
utiliza los sustratos metabdlicos se hallan limitados por la herencia
genética, pero la forma a través de la cual estos procesos se inter-
relacionan para permitir un movimiento ordenado de los sustratos,
produccion de energia v aporte de materiales para la sintesis a traves
de procesos intracelulares se halla determinada por las propiedades
quimicas y fisicas de los sustratos y de las enzimas,

La tercera variable es el control de las intcrrelaciones entre las
cflulas v los drganos. Mientras que la regulacion propia del meta-
bolismo intermediario es normalmente intracelular, un animal com-
plejo debe hallarse provisto asimismo de mecanismos de control mais
generales, que permitan integrar las actividades de los tejidos de
tal manera que su accion coordinada beneficie al ser vivo en su con-
junto. El sistema endocrino interrelaciona diversos 6rganos, con
independencia de que las hormonas actilen en muchas ocasiones sobre
el metabolismo celular,

La cuarta variable es el swministro del sustrato al organismo.
En animales superiores, como en el caso del hombre, tenemos que
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considerar los efectos de la nutricidn sobre el organismo. Tambiéne
aqui, una vez mas, las cuatro variables que acabamos de mencionar-
s¢ hallan intimamente relacionadas; el escorbuto, por ejemplo, es una
enfermedad carencial que resulta de la ingestion insuficiente de icido
ascorbico en la dieta, El Acido ascérbico sc necesita en ¢l hombre-
porque las enzimas necesarias para formar esta sustancia no existen:
en el hombre. como resultado de un defecto hereditario en el me-
tabolismo intermediario. En consecuencia, los requerimientos espe-
cificos de elementos nutritivos reflejan, mas ailla de una simple fuente
de energia y de elementos esenciales, las peculiaridades de la heren-
cia genética y del metabolismo intermediario de cada animal (R).
Las caracteristicas individuales, la enfermedad y la salud se hallaa
controladas en ultimo término por mecanismos genéticos. Esta con-
clusién de la moderna biologia humana tiene sus raices en la Medi-
cina de los siglos xviir y xix pero, sin duda, ha alcanzado su preemi--
nente posicién en los ltimos veinticinco afios. El estudio de la gené-
tica hwwana ha sido responsable, y dependiente a la vez, de tres
materias muy relacionadas: la genética de poblaciones consiste en-
el estudio de la distribucion de genes especificos en distintas pobla-
ciones y del impacto de dicha distribucién en el mantenimiento de
la frecuencia genética, seleccién natural y evolucién. La citogenética
se ocupa de la localizacién y organizacion de miles y miles de genes:
en los 46 cromosomas diploides propios del hombre. La genética-
bioquimica estudia la identidad quimica del gen v de sus productos,
y de los mecanismos a través de los cnales 1a informacion contenida-
en los genes regula el metaholismo celular. '

ALTERACIONES MOLECULARES CONGENITAS

Los errores metabdlicos congénitos pueden definirse como altera-
ciones bioquimicas genéticamente determinadas que se deben a defec-
tos especificos y congénitos en la estructura o funcién de las protei%
nas. Muchos errores congénitos tienen consecuencias clinicas y pa-
tolégicas que constituyen el resultado directo de una alteracién
bioquimica' especifica, pero debe quedar bien claro que la importan-
cia de "estas alteraciones en el estudio de la biologia humana va.
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mucho mas allad de su impacto clinico. El estudio de los errores me-
tabolicos congénitos ha sido un medio importantisimo en el estable-
cimiento de los mecanismos y procesos bioguimicos normales.

El niimero y complejidad de los errores metabolicos conocidos se
incrementa progresivamente y continuari aumentando a medida que
se acelere el conocimiento de los mecanismos genéticos y bioguimi-
cos propios de la naturaleza humana. Estos estudios tienen un im-
pacto directo y progresivamente importante en la deteccion de las
enfermedades, prevencién, terapéutica y prognosis,

Las investigaciones sobre alteraciones metabdlicas congénitas tie—
nen dos objetivos independientes: el primero consiste en definir las
implicaciones diagndsticas, terapéuticas y prondsticas directamente
relacionadas con el estado clinico del paciente. El segundo consiste
en comprender los acontecimientos bioguimicos y genéticos que son
responsables de la alteracion clinica. Cuanto més nos acerquemos a.
este objetive, de una manera mis racional podremos alcanzar el pri-
mero (4.

El estudio de unas alteraciones genéticas definidas pero poco fre--
cuentes ha permitido, como veremos, aportar datos para el enfoque
adecvado de otros mfltiples estados patologicos no hereditarios y
-mucho més frecuentes. En esta exposicién veremos cémo el profun-
do conocimiento de las alteraciones congénitas ha configurade um
nuevo prisma para el estudio de la patologia de la regulacion y ha
establecido, como en el caso de la fisiopatologia neonatal, una clara
diferenciacion entre las caracteristicas enzimiticas «adultas» y las
de las actividades propias del pertodo de transicion, de acuerdo com
las nuevas ~—y a veces abruptas, como sucede en el momento de
nacer— condiciones de vida.

iCoémo se inicid el conocimiento de estas alteraciones? ;En qué
enfermedades se ha profundizado mas? La contestacién es evidente:
se empezd por lo mis aparente y se ha profundizado en lo méas facil-
mente disponible. Es decir, el estudio de estas alteraciones se inicié
en la alcaptonuria, porque es facilmente visible al ennegrecerse in-
tensamente los paifiales de los nifios, mientras que las hemoglobino™
patias han sido las alteraciones conocidas con mayor detalle, por ser
el tejido sanguineo el mas facilmente asequible para su estudio... Si
sobre la alcaptonuria Garrod fundamentd su hipétesis de las enzimo-
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patias, los conocimientos adquiridos en las hemoglobinopatias han
sido los que han permitido sentar las bases de su razon intima y la
explicacién de multiples alteraciones patologicas.

«Debemos pensar en los errores congénitos no como raras curio-
sidades de escasa significacion clinica, sino come hitos en el camino
de la comprensién de los mecanismos por medio de los cuales la ex-
presion genética y la estructura proteica influyen en la variacion in-
dividual ¥ en la fisiologia normal» (4).

El aporte de conocimientos que acerca de la funcionalidad proteica
ha representado el estudio de las hemoglobinopatias es especialmen-
te importante. La demostraciéon en 1949, por Pauling y colaborado-
res, de la existencia de diferencias electroforéticas entre la hemoglo-
bina normal y la procedente de un paciente de anemia falciforme,
proporciond gran estimulo a las investigaciones en este terreno vy,
fundamentalmente, dejé entrever, lo que después se confirmaria, la
sutilidad de las reacciones enzimaticas, al revelar la repercusion de
minimas variaciones en la estructura primaria y por tanto cuaternaria
de una proteina v en su funcionalidad. Se demostré en aquel mo-
mento que las enfermedades hereditarias podian ser comprendidas
en términos moleculares. La patologia molecular iniciaba su camino.
Unos aflos mas tarde, en 1957, Ingram demostraba que las modifica- .
ciones electroforéticas puestas de manifiesto en la anemia falciforme
se debtan a la sustitucién de un solo aminoicido de las cadenas §
de la hemoglobina.

El estudio en los sistemas microbianos ha permitido profundizar
los conocimientos relativos a las mutaciones genéticas, a las muta-
ciones en los genes estructurales, controladores, en el operon, etc. La
indiscriminada sintesis de &-aminolevulinico sintetasa constituye un
claro ejemplo de la ausencia de regulacion producida por una mu-
tacidn que inhabilita el correcto funcionamiento de un gene regulador.
El estudio de las mutaciones de esta naturaleza, basado en la analo-
gla existente entre los sistemas microbianos y los superiores, es muy
importante en la elucidacidon de los mecanismos responsables de las
caracteristicas humanas.

Las alteraciones del metabolismo se comprenden, pues, ahora a
nivel molecular y la definicion de un defecto enzimatico como caso par-
ticular ha permitido profundizar en el conocimiento de la siguiente
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etapa de complejidad, la heterogeneidad molecular. Las moléculas
.de hemoglobina ypla glucosa-6-fosfato deshidrogenasa son los mejo-
res ejemplos que han proporcionado claras indicaciones de como la
variacién genética entre los individuos determina sustituciones en los
aminoacidos que componen la estructura proteica. La existencia de
variaciones alélicas y no alélicas en las alteraciones congénitas del
metabolismo estd siendo progresivamente confirmada, asi como el
‘hecho de que estas alteraciones genéticamente condicionadas en la
.estructura enzimatica conducen a diferencias muy considerables en el
fenotipo y en la expresién clinica de la enfermedad genética.

En medicina, ha dicho Nyhan (5), la investigacién sobre altera-
ciones congénitas del metabolismo de los aminodcidos ha proporcio-
nado uno de los mejores ejemplos de cdémo el desarrollo de la meto-
.dologia ha hecho posible el descubrimiento de nuevas enfermedades
y conocimientos, que permiten aplicar medidas terapéuticas y de re-
gulacion muy efectivas. Desde las reacciones colorimétricas, pasando
por la cromatografia sobre papel, los autoanalizadores, la cromato-
grafia en fase gaseosa, la resonancia magnética nuclear, ... media
1a diferencia de sensibilidad que ha permitido profundizar agudamen-
te en las condiciones bioquimicas que caracterizan el estado de salud
y diferenciarlas de aquellas que condicionan la enfermedad.

A la distinta naturaleza de la alteracién a nivel molecular corres-
ponde una distinta estrategia de compensacion, es decir, una distinta
-estrategia terapéutica. En el caso de alteraciones moleculares congeé-
nitas no pueden aportarse las enzimas de cuya actividad se carece y,
en consecuencia, se intenta soslayar la actividad deficitaria favorecien-
do, normalmente mediante tratamietos dietéticos, los procesos susti-
‘tutorios pertinentes.

Ello obliga a su deteccién antes de que se haya producido el daiio
o lesién bioquimica en el nuevo ser. El diagnéstico precoz, la detec-
.cién de transportadores y el consejo genético constituyen las bases
principales de actuacién en estos casos. Casos progresivamente mas
numerosos, porque desde 1952 en que se desmostré por primera vez
1a ausencia de glucosa-6-fosfatasa en una glucogenosis —cincuenta
aftos después de que Garrod intuyera la causa de la alcaptonuria—
‘ha sido incesante el incremento de nuevas enfermedades hereditarias
‘puestas de manifiesto. Hoy se conocen alrededor de 1.800 alteracio-
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nes, de las cuales hay mas de 300 metabdlicas, y en 100 se ha demos-
trado una lesion bioquimica determinada.
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Fig. 1.—Descubrimiento de alteraciones moleculares del

metabolismo de aminodcides. La cifra acumulativa de amino-

acidopatias descubiertas desde 193 a 1970 se representa
logaritmicamente en ordenadas (Scriver. 6).

Scriver (6) ha representado graficamente los trastornos congé-
nitos del metabolismo descubiertos en los afios 1950 a 1970. Desde
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el descubrimiento de Garrod a 1950, se habian puesto de manifiesto
siete aminoacidopatias. Desde 1930 a 1970, 43, lo que supone un cre-
cimiento exponencial (fig. 1}.

Las bases moleculares de las alicraciones enzimdticas de origen
genético han sido detenidamente revisadas (7). Las modificaciones
en un gene regulador varian segfin ejerza dicho gene un control
positivo o negativo. En un sistema de control negativo, si el regu-
lador no funciona {mutacidén en un regulador negativo) se produce
la ganancia recesiva de una actividad. mientras que en un sistema
de control positivo dicha alteracidn se traduce en una pérdida de la
misma. En ambos casos los heterocigotos no presentarin cambios
en la actividad enzimitica. Upa mutacion superrepresora en un sis-
tema negativo producird una pérdida dominante de funcidn; una mu-
tacion constitutiva en un sistema positivo producira, en principio, una
ganancia dominante de dicha funcién, Entre las enfermedades rece-
sivas podemos citar las {falasemias, que pueden ser explicadas por
mutaciones en el operador negative —siempre que se trate de un
sistema de control negativo— o por mutaciones del regulador en un
sistema positivo. La enfermedad de Von Willebrand (anormalidades
vasculares de caracter dominante, con deficiencia en el factor anti-
hemofilico) puede ser debida a una mutacién de tipo superrepresor.
l.a porfiria hepitica, caracterizada por un incremento de la amino-
levulinato sintetasa, se explica por una mutacién constitutiva del ac-
tivador en un sistema de regulacidn positiva.

Sin embargo, la mayoria de las enfermedades enzimaticas congé-
nitas, se deben a alteraciones en los genes estructurales. Una meto-
dologia recientemente elaborada vy extraordinariamente sensible ha.
permitido poner de manifiesto la presencia de proteinas alteradas,
inhabiles para el ejercicio de la funcidn enzimatica que les es propia,
en la mayor parte de las enzimopatias. A través de procedimientos.
electroforéticos e inmunoldgicos se ha demostrado, en efecto. la exis-
tencia de proteinas totalmente inactivas o precariamente activas de-
bido a mutaciones en los genes estructurales. La modificacién gené-
tica conduce a unas proteinas enziméticas consiguientemente altera-
das, pudiéndose concluir que la inhabilidad para el cumplimiento de-
la -funcién enzimatica normal se debe a las causas principales si-
guientes: .
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a)} Inestabilidad de la molécula; b) modificacién de centros acti-
vos; c) alteracion de un precursor, de tal manera que no se trans-
forma en el componente activo,

POLIMORFISMO GENETICO. I1SOENZIMAS

Si alguna conclusién puede obtenerse, a estas alturas, de los prin-
cipales procesos que regulan el metabolismo es el de su complejidad,
el de la ausencia de limites bien definidos entre una situacién y otra,
entre un momento y el siguiente, entre un tejido y el préximo. Las
fronteras son imprecisas, como corresponde a un conjunto de un
extraordinario dinamismo. en que todo es cambiante, en el que los
puntos de dependencia y de control son de una extraordinaria diver-
sidad. Las aseveraciones tajantes pueden utilizarse desde un punto de
vista pedagdgico, pero teniendo bien presente la inmensa red de in-
terconexiones e infiuencias reciprocas que caracterizan el funciona-
miento de los seres vivos. Y asi, veremos que no es correcto hablar
de enzimas sino de iscenzimas y que, a medida que se profundiza
en su estudio, surge, dentro de ellas, un extraordinario polimorfis-
me, hasta el punto de tener que referirnos, en aras a la precisién
que no a la sencillez, a auténticas constelaciones de enzimas polimar-
ficas, cuyo conjunto conduce a tna situaciéon de «normalidadn o de
«anormalidad», segun el grado de desviacion que exista en relacidn
a la conducta estadisticamente apropiada para el ejercicio de la fun-
cién metabdlica de cada enzima,

Los genes mutantes que producen las enfermedades genéticas se
hallan con una frecuencia del 0.05-0.00t en la poblacién general.
Cuande una deficiencia enzimitica se halla con mayor frecuencia en
determinadas poblaciones —tales como la deficiencia en glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa— debe suponerse que ha existido alguna cir-
cunstancia selectiva que favorece la mutaciéon y su permanencia {por
ejemplo. la deficiencia en glucosa-G-fosfato deshidrogenasa se da con
especial frecuencia en zonas donde la malaria es endémica). Nos re-
ferimos, claro esta, a las variaciones en la estructura proteica enzi-
matica que producen una situacion patologica, porque son muchas
las modificaciones previsibles que no alteran la funcionalidad de la
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enzima. El polimorfismo genético —y en consecuencia, enzimatico—
se refleja perfectariente en los sistemas proteicos eritrocitrarios, sean
o no enzimaticos. L.a mayoria de las proteinas de un organismo ten-
drin sutiles diferencias, lo que permite un alto grado de individuali-
dad a nivel molecular, como lo acreditan, por ejemplo, las huellas
dactilares distintas en cada hombre, y como corresponde, desde lue-
go. a seres en los que se calcula la existencia de alrededor de un mi-
ll6n de mutaciones diarias en sus céfulas. Ilsta cantidad parece exa-
gerada, pero lo es menos si se considera el nimero total de células
de un organismo superior v la velocidad del niimero de cambio
celular o de sintesis (por ejemplo, en el varon se producen alrededor
de 100 millones de espermatozoides al dia).

1i] polimorfismo genético conduce, dentro de lo que podriamos de-
nominar las caracteristicas de la individualidad hioquimica, a sustan-
ciales diferencias en la estructura de las isoenzimas responsables de
nna determinada actividad. Asi, por ejemplo, la modificaciéon de unm
determinado aminodcido en la estructura de una iscenzima, puede
carecer de repercusiones en la disposicion espacial de la molécula
¥ no afectar. por tanto, de manera sensible la actividad enzimatica.
En cambio, otra sustitucién —o la misma en oira isoenzima— puede
afectar en alto grado la capacidad enzimatica v producir, en conse-
cuencia, alteraciones patologicas y clinicas de primer orden. Del mis-
mo modo que sucede en el caso de los componentes proteicos del es-
troma eritrocitico que conducen a la existencia de multiples tipos
sanguineos, también son diversos los tipos de isoenzimas que se ha-
Ilan presentes en los distintos individuos, hasta el punto de caracte-
.rizar a los procedentes de diversas regiones, comunidades étni-
cas, etc. Este es el caso de la fosfoglucomutasa (8): el fenotipo
PGM, 1 se encuentra en el 538 por 100 de las poblaciones euro-
peas y se halla compuesto por las isoenzimas a y ¢: el fenotipo
PGM, 2 se halla en cambio unicamente en el 6 por 100 de los
europeos y consta de las isoenzimas & y d; el fenotipo PGM, 2-1
se halla en los eritrocitos del 36 por 100 de los europeos y tiene las
cuatro isoenzimas a, b, ¢ v d. Los estudios genéticos han demostra-
do que todos estos fenotipos son determinados genéticamente y que
sit herencia depende de dos alelos. Los tipos 1 y 2 son homocigdti-
cos y el tipo 21 es heterocigético. El alelo que determina la presen-
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cia de las isoenzimas a y ¢ se halla presente con una frecuencia tres
veces superior a la del otro alelo que determina las isoenzimas b ¥y d.
Junto a estos fenotipos normales, se encuentran otros fenotipos {con
una incidencia de 1 en TH0) infrecuentes, originados por la combina-
cidn heterocigdtica de los alelos normales con otro u otros anorma-
les en el mismo locus cromosomitico. Cada alelo anormal determina
asimismo la presencia de dos isoenzimas. En estos momentos se co-
nocen las combinaciones 3-1, 3-2, 4-1, 4.2, 5-2, 6-1, 6-2, 7-1, 7-2, 8-1,
&2 (fig. 2). ;Cual es la significacién metabolica de estas variantes?
l.os alelos infrecuentes conducen en ocasiones a cambios patologi-
cos, produciendo defectos funcionales dado que la proteina resultante
tiene una inferior estabilidad o presenta alteradas sus propiedades
cinéticas. l.os datos son muy preliminares, pero no cabe duda de
gue un profundo estudio de este apasionante campo conducird al es-
tablecimiento de diferencias cuali y cuantitativas entre las formas
polimoérficas de las enzimas, lo que permitird un mejor conocimiento
de la significacién biolégica del polimorfismo genético. Como ha
puesto de manifiesto Hopkinson es muy probable que sea la conste-
lacidn particular de enzimas polimdrficas v de las proteinas de un
individue, v no las caracteristicas de una sola proteina o enzima, la
que conduzca a las diferencias individuales en el metabolismo y
desarrollo, asi como a las diferencias entre los distintos individuos en
susceptibilidad o respuesta a los diferentes tipos de procesos pato-
logicos.

Desde que Garrod formulé el concepto de error metabdlico con-
génito, se ha ido descubriendo que la variacidon genética puede ex-
presarse por la alteracion de actividades enzimaticas, estableciéndose-
las relaciones existentes entre el genoma y el fenotipo bioquimico.
Al principio se pensé que la multiplicidad enzimitica era un fené-
meno excepcional. Ahora podemos empezar a pensar que es la norma
v no la excepcian.

¢ Qué mecanismos se hallan implicados en el control de las dis-
tintas cantidades que se producen de las diferentes formas isoenzi-
maticas de una enzima dada? El anilisis de los mecanismos respon-
sables de cambios en el espectro isoenzimatico puede revelar importan-
tes conocimientos sobre la fisiclogia celular y la diferenciacién. La
multiplicidad de formas moleculares con actividad idéntica o similar
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en un mismo organismo es un hecho de gran importancia no sélo
aplicable a las enzimas sino a proteinas no enzimaticas.

El mecanismo mas comin para la formacién de isoenzimas inclu-
ye la asociacion de subunidades no idénticas en grupos de estructu-
ras multiméricas relacionadas. Una simple alteracion de la estructura
peptidica de una de las subunidades puede tener grandes repercusio-
nes, afectando, por ejemplo, la afinidad por el sustrato o las propie-
dades cataliticas... hasta permitir casi ilimitadas variaciones en los
mecanistnos de regulacion metabdlica. La regulacion de la expresior
de los apattern» isoenzimaticos especificos de tejidos, érganos y etapas
de cada uno de ellos puede constituir una de las principales vias por
las que el organismo se adapta para poder hacer frente a los especi-
ficos requerimientos metabolicos de cada momento.

Cada una de las unidades que integra un multimero depende de
mecanismos de regulacidn genéticos, a nivel del genoma, y epigené-
ticos. Los principales factores epigenéticos son: a) Modificacion qui-
mica de las subunidades que integran las distintas isoenzimas; por
ejemplo, union de NAD y NADP; union de icido sidlico: oxidacién
o reduccién de grupos tidlicos: unidn a glutation o cisteina: fosfo-
rilacion ;. acetilacion: adenilacién: desaminacidn: ete. b) Modifica-
ci6n del tamafio de las moléculas enzimaticas. Puede realizarse tanto
por cambio del niimero de aminoicidos que integran la secuencia
politeptidica como por el niimero de subunidades que integran el
polimero. Asi, la carboxipolipeptidasa A, pasa a carboxipolipeptidasa
A, mediante la simple separacion de un dipéptido. Y la glutamato
deshidrogenasa es activa como monémero. dimero, tetrimero, v
otros multimeros. El grado de polimerizacién depende de diversos
factores, que afectan el nimero de moléculas que se unen. En este
caso, se trata de una modulacion de actividades en razon del niimero
de subunidades que se agrupan. ¢) Modificaciones conformacionales
de las subunidades, que alteran la estructura cuaternaria mediante
camhios de pH, fuerza idnica, etc.

La distribucién de las isoenzimas no solo se realiza por tejidos,
sino dentro de un mismo tejido u érgano, como sucede en el caso
del rifidon, que tiene unas isoenzimas de lactato deshidrogenasa ca-
racteristicas de la corteza v de la médula. Pero, dentro de una misma
célula, la compartimentacién celular constituye un factor adicional
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de regulacién, ya que son distintos los sistemas enzimaticos que
tieren unas caracteristicas definidas segtin se hallen en la mitocon--
dria, en el citosol, etc.

Bien entendido que los factores epigenéticos dependen a su vez
—en cuanto conecemos y seguramente en cuanto nos queda por co--
nocer— de otras actividades enziméaticas. La adenilacién, la fosfori-
lacion, la presencia de nucledtidos, el pH en el que la reaccion se
desarrolla, dependen a su vez de otras actividades enzimaticas. De
donde se deduce que todo ptiede interpretarse a la luz de la siniesis
enzimatica y de su regulacién, dado que la propia actividad. depende:
del aporte y presencia de unos factores condicionados a su vez al exac-
to funcionamiento de la expresion genética.

Si no existe modificacion a nivel genético, la alteraciéon puede
radicar en el sistema de traduccidon, de lectura, de produccion de la
proteina a partir de la informacion genética. Debe reiterarse, en con--
secuencia, que todo recae, incluido el equilibrio a nivel de reaccién,.
sobre la expresion genética y su regulacion.

La heterogeneidad genética puede resuitar de mutaciones alélicas
o no alélicas, es decir, un fenotipo comtin puede ser producido por-
mas de una mutacién simple en un locus genético (alélico) o por
mutaciones en distintos locus cromosomaticos (no alélicos). A su vez,.
las mutaciones alélicas pueden ser subdivididas en dos grupos: las
homoalélicas, como en el caso de la hemoglobina S, en las cuales
existen sustituciones de aminodcidos en el mismo punto de la cadena
polipeptidica: y mutaciones heteroalélicas, en las cuales las sustitu-
ciones de aminoacidos tienen lugar en distintos puntos de la cadena
polipeptidica o tienen lugar distintas formas de mutaciones en un
locus especifico. Asi, la hemoglobina S se produce por una mutacion
en un punto concreto y bien establecido del locus propio de la cade—
na § mientras que la hemoglobina Gun-Hill resulta de una pequefii--
stma delecidn de dicho locus.

Debe destacarse que todas las conclusiones sobre regulacion en-
zimatica se han obtenido, normalmente, a partir de datos hallados
«in vitron. ¢ En qué medida se cumplirin estas conclusiones «in vivon,
en el seno celular, en las condiciones microecologicas propias de la
localizacién donde cumplen su cometido? A este respecto es previ-
sible que las investigaciones realizadas con células permeabilizadas:
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o parcialmente permeabilizadas, viendo los efectos sobre las enzimas
ain situp, aporten resuitados de excepcional inieréds. Desde luego,
como ha puesto de manifiesto Schapira (9), es dificil y arriegado ob-
tener conclusiones de las determinaciones «in vitro» sobre el com-
portamiento de las enzimas «in vivow, ya que pueden existir nota-
bles diferencias entre ambos comportamientos. Sin embargo, la
observacion de diferencias de actividad entre las formas polimérficas
representa un pasc importante hacia la comprensidén de la significa-
cion biolégica del polimorfismo genético. La elucidacién final de
este problema tardard en establecerse, va que las consecuencias me-
tabodlicas de l1a accién de cada gen se hallan influenciadas por las de
otros muchos. Como va hemos comentado, es la constelacién par-
ticular de enzimas y de proteinas polimdrficas la que gobierna las
diferencias individuales del metabolismo y la diversidad de suscep-
tibilidad y de respuesta de los diversos individuos a las diversas cir-
cunstancias patologicas, y no los caracteres especificos de una sola
de estas enzimas. En lo que atafie a las actividades «in vivon, Sols
v colaboradores han iniciado el estudio de la regulacién de las enzi-
mas «in situn (16).

T.a aparicién de variantes resistentes a diversas condiciones, bien
sea por mutaciones en genes estructurales o como consecuencia de
cambios epigenéticos, ha sido tratada con extensiém (11).

Las mutaciones que pueden tener lugar a nivel de los tripletes en
las secuencias de los Acidos nucleicos pueden producir:

a} La sustitucién de un aminoicido por otro, ya que la muta-
<ién produce un triplete que tiene como expresidén otro aminoicido.

b) La mutacién puede dar lugar a un triplete «sin sentidon, es
decir, sin capacidad de traduccién, de tal manera que la proteina que
se sintetice tendrd unas caracteristicas tofalmente distintas a la ori-
ginal. ya que su produccién se detendrid en el triplete «sin sentido».

¢} La estructura del triplete modificado sigue siendo traducida
por el mismo aminoicido, de tal manera que a pesar de haber exis-
tido una mutacién no hay cambio alguno en la calidad de la proteina
producida.

La afectacién de un gene estructural puede conducir, segin se ha
visto, a una molécula mis inestable, a una modificacién de su centro
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activo o bien a la produccion de defectos de transformaciéon desde
precursores inactivos a enzimas activas,

Las mutaciones pueden originarse, entre otras causas, por tran-
siciones (sustitucion de una purina por otra purina) o transversiones,
es decir, sustitucién de una purina por una pirimidina (fig. 3). En la
tabla I se recogen algunos ejemplos caracteristicos de mutaciones
originadas por transiciones o transversiones (12).

/(/ \\\
/// d o
» o
Adenina Guanina
\\ ’/
BN ‘s
AN “
LY /’
Purina :
Transiciones —
Transversiofes — — — —=

Fig. 3.—Esquema de transversiones y transiciones entre las bases pitricas y piri-
midinicas {12).

Con el fin de comprender mejor los aspectos ontogénicos y filo-
génicos de las isoenzimas y su papel en la diferenciacién y en la re-
gulacién metahodlica, conviene que nos extendamos un poco en los
mecanismos genéticos y epigenéticos que controlan el polimorfismo
enzimético,
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REGULACION GENETICA Y EPIGENETICA

Como ya hemos mencionade, los mecanismos por los cuales se
originan miltiples formas de proteinas, enzimaticas o no, son (13):

a) Mecanismos que operan a nivel de genoma regulando la
transcripcion de distintas secuencias de DNA (bien de miltiples ge-
nes o alelos) que producen distintos tipos de mRNA y por ende dis-
tintas cadenas polipeptidicas.

b} Por mecanismos epigenéticos que modifican a los polipépti-
dos en mayor o menor grado (por ejemplo, por degradacion parcial
© modificacién covalente).

A) A nivel de genoma
Formacién de isoenzimas por asociacién de subunidades distintas.
By Genes multiples

Se conocen isoenzimas procedentes de la union de polipéptidos
codificados por genes distintos. Diferentes genes estructurales for-
man distintas secuencias monopeptidicas. Las isoenzimas activas
resultan de la asociacidon de las cadenas polipeptidicas asi formadas
en diferentes estructuras cuaternarias. De este modo, los conjuntos
de isoenzimas con propiedades cataliticas similares resultan de la aso-
ciacién de cadenas polipeptidicas heterdlogas, es decir, procedentes
de distintos «locus» genéticos. Estas isoenzimas se distinguen, por
tanto, de aquellas otras en las que una sola estructura cuaternaria
resulta de la asociacién de subunidades distintas, como en el caso
de la aspartil transcarbamilasa. A lo largo de la evolucion, los mual-
tiples locus genéticos han sufrido mutaciones, de tal manera que en
la actualidad hallamos formas monoméricas activas en algunas en-
zimas, conjuntamente con formas multiméricas igualmente activas.
Es el caso de la arginin-cinasa, enzima importante para la transfe-
rencia de enlaces ricos en energia desde ATP a fosfagenos. Se con-
sidera (13) que existe una forma ancestral de argininacinasa (Ac),
mondmero, resultante de un gene que codificaba una cadena finica.
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Duplicaciones sucesivas condujeron a la existencia de varios genes
que producian .polipéptidos analogos y autoagregables, formando
multimeros homologos actives (divergencia evolutiva). Algunos des-
cendientes modernos tienen Ac, tanto monomérica como multiméri-
ca, sola o asociada a otras enzimas que usan como sustratos fosfa-
genos de distinta estructura, pero en los que siempre se haila el
grupo guanidinico de la arginina. Si actiian sobre el mismo sustra-
to son isoenzimas; en otro caso, enzimas relacionadas.

De acuerdo con esta hipdtesis, las tres formas comunes en los
vertebrados de creatina cinasa resultarian de la actividad de dos lo-
cus genéticos que codifican dos polipéptidos de composicidn mono-
peptidica bastante diferente. Estos monémeros M y B pueden aso-
ciarse para constituir dimeros activos, tanto homodlogos (MM, BR)
como heterdlogos (MB). Algo parecido sucede con la aldolasa: las
isoenzimas conocidas hoy se derivarian de genes procedentes en el
pasado por duplicacién y evolucién del gene ancestral. En efecto,
existen tres locus genéticos que codifican la aldolasa: Ald-a, Ald-b
v Ald-c. Se conocen tetrameros activos que contienen subunidades
Ay Co Ay B. Incluso, en etapas muy iniciales del desarrollo, exis-
ten tetrameros formados por subunidades B v C (en higado de pollo).
Por asociacién de tres subunidades en tetrameros resultan doce iso-
enzimas de la aldolasa. Asimismo, en el caso de la lactico deshidro-
genasa (LDH) existen dos locus genéticos (LDH-a y LDH-b), que
codifican las subunidades A v B, que se integran en tetrameros ac-
tivos, homo o heterdlogos, formando cinco isoenzimas: A4, A3B,
A2B2, AB3 y Bt. Se conoce otra subunidad, la C, derivada det locus
IL.DH-¢, pero que sélo se agrega consigo misma, formando el ho-
lotetramero C4.

M Isoenzimas alélicas

T.a transcripcién de maltiples alelos en un solo locus genético
constituye otro sistema para la génesis de isoenzimas. En efecto,
existen distintos alelos de un unico locus genético, cada uno de los
cuales produce una secnencia polipeptidica ligeramente modificada.
L.os heterocigotos se identifican normalmente por la presencia de dos
formas electroforéticamente separables. En el caso de moléculas po-
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liméricas resultan formas mucho mas complejas por asociacion de-
las subunidades en® heteropolimeros. Contrariamente al caso de los.
genes multiples, aqui las diferencias entre las cadenas se restringen
a uno o dos aminoacidos. La alcohol deshidrogenasa de maiz v de
Triticum dicoccumt son buenos ejemplos de isoenzimas de esta natu-
raleza. Tin ambos casos existen dos formas de ADH, la ADH-1 ¥y
ADH-2, codificadas por dos locus genéticos independientes. En el
case del maiz. ambos locus son dialélicos, cada uno de los cuales-
produce una variante mas rapida (F) en relacion con otra (8) en la
emigracion electroforética. En el caso de la ADH-2 se identifica en
heterocigdticos una variante de emigracion intermedia, lo que hace:
pensar que se debe a la formacién de un dimero hibrido (ADH-2F +
+ ADH-2%). En la ADH-1 no se han detectado hibridos en los he-
terocigotos, lo que parece sugerir que en este caso se forman {ni-
camente dimeros homdlogos {(ADH-1¥ + ADH-1* y ADH-1® +
+ ADEH-1%).

En el Triticom cada locus codifica independientemente polipép-
tidos que después se unen formando dimeros. En el locus ADH-1
existen probablemente los alelos codominantes ADH-1, (polipépti--
do A,) ¥y ADH-1, (polipéptido A,). dando las siguientes isoenzimas
en conjunto, al unirse con el polipéptido B, producido por ADH-2:

Homocigotos ADH-1,: A, A, A, B, BB.

Homocigotos ADH-1,: A, A,, A, B, BB.

Heterocigotos ADFH-1,/ADH-1,: A, A,, A, A, A.A,, A B,
A, B. BB.

En el caso de enzimas homopoliméricas se conocen variantes
alélicas del gene responsable de la sintesis de la misma subunidad
que se autoagrega. En los heterocigotos se forman isoenzimas por-
asociacion de heteropolimeros de subunidades «normales» y «varian-
tesn. La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa tiene un gran mimero de
alelos conocidos en un locus genético bien definido del cromosoma.
X humano.
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: B) Mecanismos epigenéticos

1Y Modificacion gquimica de las subunidades,

Union de diversas moléculas que producen heterogeneidad elec-
troforética en las subunidades: NAD, glutation, cisteina, fosforila-
-«cién. adenilacion, acetilacion, etc., etc.

My Modificacion del tamaijio.

Por ejemplo, la carboxipolipetidasa A-1 pierde —como se ha indi-
cado— un dipéptido por accion de una peptidasa especifica, transfor-
‘mandose en carboxipolipetidasa A-2. La actividad de ambas enzimas
es, sin embargo, idéntica. Este es un ejemplo de reduccion del tama-
flo. Hay otros en los cuales el tamafio se incrementa: la glutamato
deshidrogenasa muestra actividad como monédmero, dimero, tetrame-
‘ro, hexdmero... e incluso polimeros de mayor complejidad. Existen
moléculas que afectan el grado de agregacion, lo que es importante
al considerar las formas de regulacion «in vivon,

‘3) Isoenzimas conformacionales.

Cambios en la estructura secundaria o terciaria por modificacio-
‘nes microecoldgicas tales como temperatura, pHl o fuerza idnica.

4) Especificidad tisular.

I.a lactato deshidrogenasa, creatinacinasa y aldolasa constituyen
los ejemplos mas conocidos de especifica distribucion tisular. Pero,
como va se ha mencionado, dentro del mismo tejido pueden existir
también diferencias en la composicién isoenzimatica: la distinta na-
turaleza isoenzimatica de la médula y corteza renal ilustra perfecta-
mente esta variedad. Por altimo, existe una compartimentacién celular
que constituye un factor adicional de regulacion y de diferenciacién
‘en lo que a la localizacién de las subunidades se refiere.
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ISOENZIMAS Y DIFERENCIACION

Eppenberger (13} ha estudiado con gran detalle las caracteristicas
iscenzimaticas de los diversos tejidos durante el desarrollo, haciendo
expresa mencidn de los factores genéticos y epigenéticos implicados.
"También Masters y Holmes (14) han tratado muy extensamente, en
una reciente revision, los aspectos filogénicos y ontogénicos de las
isoenzimas.

En efecto, el aspecto mds importante a considerar son los cam-
bios en la distribucion de las isoenzimas durante ¢l desarrollo. Estas
transiciones isoenzimaticas apuntan directamente a los acontecimien-
tos moleculares que condicionan la diferenciacion celular. Se ha es-
tudiado en embriones y células cultivadas «in vitron. Los distintos
tipos de células presentan distintos repertorios de enzimas en pro-
porciones distintas, que reflejan tanto las cambiantes necesidades me-
tabélicas en el organismo en desarrollo como la fisiologia celular
alterada por la especializacion celular.

Como ha puesto de manifiesto Eppenberger (13), el conocimiento
de la regulacién de los cambios isoenzimaticos en los sistemas en
desarrollo constituye hoy el camino mas prometedor para la com-
prensién de la diferenciacion celular.

Se ha demostrado en muchas especies que cada célula de un or-
ganismo multicelular contiene la misma dotacion cromosomica v,
por tanto, el mismo potencial genético. En esta situacion, ;qué
mecanismos seran responsables del proceso de diferenciacién que hace
que la estructura y funcion de una célula hepitica sean tan distintos
de una célula muscular? Es muy poco lo que se conoce acerca de la
diferenciacién en el organismo humano pero se puede inferir, a par-
tir de estudios realizados en organismos multicelulares inferiores,
-que el proceso de diferenciacién depende de una sutil interaccidon
entre sustancias citoplasmaticas y nucleares que se producen en mo-
mentos muy especificos y determinados del desarrollo del organis-
mo. Queda claro que no solo se trata de conectar y desconectar la
expresion genética en determinadas etapas, sino que existe una mo-
dulacién cuantitativa. Es decir, no sdle se relacionan unos genes
determinados, sino que se modula el desarrolio cinético de su ex-
presion,
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El control principal puede ejercerse a nivel de genoma, ya que la
existencia de cliadros especificos de iscenzimas multiméricos se basa
en un proceso de diferenciacion en el cual se acepta que los genes.
son diferencialmente activos en células diferentes y a diferentes tiem-
pos durante el desarrollo. Durante el desarrolio, el genoma esti en
una forma de gran dinamismo siendo sus genes conectados y desco-
nectados alternativa o sucesivamente. ; Pero como se controla esta
conexion y desconexion en células eucaridticas? Porque los proca-
riotes no sirven como modelo paralelo, a los efectos de comparacidn
de estos fendmenos. Una posibilidad es, ciertamente, la conexién o
desconexidon de los genes correspondientes a distintas etapas del des-
arrollo de los distintos tejidos. El conocimiento de los factores que
controlan los niveles de isoenzimas aportard, sin duda, mucha luz
para la comprension de los mecanismos de regulacién de la expresidn
genética en eucariotes,

La subunidad C de la LDH es un buen ejemplo de centrel por
conexion-desconexion. Esta subunidad forma isoenzimas LD en los
espermatozoides y testiculos de algunos mamiferos y aves (15). S
presencia depende del grado de maduracién de la espermatogénesis.
En cuanto las espermatogonias pasan a espermatocitos la produccién
de la subunidad C se «disparan. Se ha propuesto que la meiosiz pro-
duce una sefial para la activacidn en los testiculos del cistron respon-
sable de la produccién de la subunidad C. «In vivo» no se hallan hi-
hridos entre las subunidades C y las A o B, también presentes en las
mismas células, aunque «in vitron se han obtenido los heterotetra-
meros correspondientes. Se ha propuesto que el gene C sea el resul-
tado de una duplicacién evolutiva, simultinea o no del momento en
que, a partir de un gene ancestral, se originaran los genes A y B.
T.os sistemas de regulacion de la expresion genética del C seran dis-
tintos a los que regulan los A y B,

Otro ejemplo lo constituven la creatina cinasa y la aldolasa en
cultivos de c¢élulas musculares. Existe una clara correlacion entre la
fusién «in vitro» de células miogénicas en miotitbulos multinucleados
v el incremento de proteinas musculares tales como la miosina o en-
zimas como la creatinacinasa o la aldolasa (13). Si la fusidén se obs-
taculiza por déficit en calcio’ o la presencia de 5-bromo-deoxiuridina
en ¢l medio. no se produce transicion iscenzimatica alguna. Median-
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te adicién de actinomicina D se ha podido demostrar que el RNA ne-
cesario para la sintesis de las subunidades de creatinacinasa existe
ya seis horas antes, como minimo, de la fusion de los micblastos.
El reemplazamiento de una isoenzima por otra representa una etapa
de diferenciaciéon que proporciona a un tipo determinado de célula
la isoenzima mejor capacitada para llevar a cabo las nuevas respon-
sabilidades funcionales.

Control a nivel del cromosoma tolal

Si se considera una activacidon asincrona de los alelos, el material
genético paterno en un hibrido interespecifico es probablemente muy
distinto de las células maternas, y los factores citoplasmdticos del
huevo no son capaces de reconocer y activar al alelo paterno («efec-
1os maternos sobre las isoenzimas»). Se trataria de una incompati-
bilidad nucleocitoplasmatica. Es mucho, ciertamente, lo que se ha es-
crito sobre interacciones nucleocitoplasmaticas, efectos hormonales
sobre interacciones nucleocitoplasmaticas, efectos hormonales sobre
el genoma y alteraciones del catabolismo del RNA. Desde luego, la
induccién hormonal constituye una posibilidad muy razonable y es
un buen ejemplo de interacciones nucleocitoplasmaticas. Asi, el es-
tradiol administrado a fetos de ratas’y conejos estimula preferente-
mente la sintesis de las subunidades A de la lactato deshidrogenasa.
Este efecto es contrarrestado por la actinomicina D.

También el oxigeno afecta a la aparicién de isoenzimas LDH:
en 1n cultive celular de corazén de mono mantenido a concentracio-
nes de oxigeno del 10 por 100 o menores, se incrementa sustancial-
mente la subunidad A, que es tanto mayor cuanto menor la concen-
tracién de oxigeno. El proceso se inhibe, asimismo, en presencia de
actinomicina D.

En una reciente revision de la regulacion hormonal perinatal (17)
he comentado ampliamente el efecto del gliucagon sobre la aparicién
de actividades enzimiticas en los periodos pre vy neonatal. Puede
concluirse que todo el fendmeno de la accién hormonal se inscribe
en este contexto que acabamos de revisar panoramicamente: la res-
puesta a los factores hormonales dependerd de la naturaleza de la
isoenzima de que se trate v del entorno en el que realiza su accion.
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Asi, la presencia de diversos factores de influencia, las circunstancias
microecologicas, decidirdn la actuacion, en mayor o menor grado,
de una determinada enzima. La respuesta a una accion hormonal se
ejercerd, por tanto, segun sea el grado de diferenciacidon intrinseca,
ya que segun la etapa de diferenciacion asi seran las caracteristicas
de las isoenzimas y, por ende, su respuesta a la accion hormonal, La
maduracion de los receptores hormonales, es decir, su grado de sen-
sibilidad depende de los fenomenos moleculares inherentes a su com-
posicién v de los que regulan la expresion de su genoma.

Alkamatsu v colaboradores (18) han descrito con detalle el efecto
inhibidor de la hormona juvenil sobre la lectura del programa gené-
tico que promueve la diferenciacidn y desarrollo, bajo el control ac-
tivo de la ecdisona. Antes de la metamorfosis de la larva, decrece
la concentracidn de-hormona juvenil y empieza a producirse el des-
arrollo. La hormona juvenil aparece mas tarde, para estimular el
desarrollo del sistema reproductor del insecto. La esencia de la dife-
renciacion es, pues, una expresién genética diferencial. Los distintos
tipos de células de un organismo multicelular son diferentes en el sen-
tido en que expresan diferentes conjuntos de genes (asi, las células
musculares leen los genes que codifican las proteinas musculares, las
células pancreaticas los genes que codifican los enzimas digesti-
vos, etc.). La expresién genética se reconoce por la velocidad de
sintesis de una proteina determinada, visualizada por la accién que
le es propia.

En cuanto al control epigenético de la diferenciacion, la degra-
dacién de proteinas es importante en el estado estacionario, pero es
muy escasa en los tejidos en diferenciacion. No se sabe con detalle
si las proteinas se degradan porque aparecen en un momento dado
las enzimas especificas o los efectores que les permiten actuar sobre
una proteina determinada o se trata de una proteolisis inespecifica,
en cuyo caso las diferencias de la degradacion serdn consecuencia
de una susceptibilidad diferencial a las proteasas (proteccion por
efectores o sustratos, factores que favorecen la asociacidn-disocia-
cién, siendo las formas poliméricas, por ejemplo, mas estables que
las monoméricas). Es evidente la extraordinaria importancia que re-
viste, a este respecto, el conocimiento de la agregaciéon de subunida-
des y de la estabilidad de los polimeras.
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Volviendo a la [.DH, la unién de unas subunidades con otras, de
manera especifica, dependeri obviamente de las condiciones micro-
ecologicas que favorezean la agregacién o la disociacion: asi, el
heteropolimero AA BB serd estable en unas condiciones en las que
el Ad, por ejemplo, estaria disociado. En el teiido cardiaco adulto
{condiciones estacionarias) las sintesis de LDH-B4 es aproximadamen-
te ocho veces mavor que la de A4, mientras que la degradacién de
B4 es unas ocho veces menor que la de A4, de lo que resulta un
claro predominio de tetrimeros B4 v B3A en el tejido cardiaco. Sin
embargo, en el masculo esquelético la sintesis de A4 ¥y B4 es practi-
camente igual, pero la degradacion de la forma A4 es unas 23 veces
menor que la de los tetrimeros B4, lo que produce un claro predo-
minio de los polimeros A4 ¥y A3B (19). En cambio, no se han halla-
do diferencias en la formacién y despolimerizacion de los multimeros
activos de las aldolasas.

IL.a infiluencia de los efectores en enzimas altamente reguladas
es, seguramente, la clave mas importante. no solo para su actividad
sino para su estabilidad y conformacion especifica. Meléndez y Mu-
nicio (20) han puesto de manifiesto la importancia del NAD en la
regulacion alostérica de la actividad T.DF.

Por daltimo, en los animales poiquilotermos, es muy importante
el efecto de la temperatura, hahiéndose observado, por ejemplo. que
al descender la temperatura s=e incrementa la proporcion de isoenazi-
ma con mavor afinidad, es decir. con una Km méis baja.

TSOENZIMAS EN TEJIDOS FETALES Y NEOPLASICOS

Es evidente que existe una enzimologia fetal, que existe una enzi-
mologia especifica del neonato, tanto mis acusada y menos diferen.
ciada cuanto menos maduro es el nuevo ser en el momento de nacer
{el hombre es el ejemplo mas caracteristico, si bien algunos animales
de experimentacion, como la rata, son también extraordinariamente
inmaduros). En términos generales, 1a caracteristica de las enzimas
fetales v del neonato es que son mas aprimitivasn. menos regulables
que las del adulto. De entre las diferentes isoenzimas siempre son
las formas de proceder menos complejo las que se hallan en el higa-
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do. cerebro y tejidos del neonato. Existe, pues, una clara indiferen-
ciacion, como si se quisiera asegurar que los procesos que siibita-
mente deben ponerse en marcha al adquirir el nuevo ser su
autonomia vital, al desligarse de la tutela materna, podran pro-
ceder con la velocidad exigible en los primeros momentos, sin
hallarse condicionados por los complejisimos mecanismos de regula-
cién que mas tarde aparecen, cuando los distintos érganos han alcan-
zado To que podriamos denominar su plenitud fisiclogica, acentuan-
dose la interdependencia ¥ la influencia mutua, propia de wn estado
de equilibrio metabdlico.

Fl planteamiento anterior, extraordinariamente ldégico. es de una
gran importancia v obliga a revisar no pocas conclusiones alcanza-
das hasta este momento, va que se partia de las propiedades carac-
teristicas de las enzimas en una especie determinada, sin tener en
cuenta que se estaban explicando efectos hallades en el neonato con
las caracteristicas enzimaticas de las enzimas ailsladas a partir de
organos del adulto. En consecuencia, la 1inica referencia vélida para
explicar el comportamiento de las enzimas en la patologia del neonato
es la de las caracteristicas de dichas enzimas en el neonato normal,
debiendo proceder a establecer dichas caracteristicas enzimaticas
como punto de referencia inequivoco.

En algunos estados patologicos (tumores, distrofias, etc.) se pro-
duce, aparentemente, la reversion de las transiciones isoenzimAticas
asoctadas al desarrollo normal. En otras palabras, se vuelve al
«pattern» fetal. Lo importante es saber si realmente se produce la
reversién, es decir. si el regreso a la forma fetal es verdadero o
aparente, porque en algunas enfermedades disirdficas existen grandes
proporciones de fibroblastos, lo que podria producir un cambio apa-
rente (16). ;Se trata de una desdiferenciacién de los tejidos afecta-
dos o es el resultado de una proliferacion de tipes de células anor-
males ?

Las alteraciones metabolicas v estructurales del tejido neoplasi-
co fueron revisadas y expuestas muy sugestivamente por Paster-
nak (21). La significativa analogia que existe entre muiltiples ensi-
mas fetales v neonatales con las halladas en tejidos neopldsicos Hevd
a Potter, en 1972, a reiterar el origen embrionario del cancer dicien-
do: «la oncogenia es una ontogenia interrumpida». Parece intere-
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sante, en consecuencia, discernir las diferencias que existen —si es
gue existen realmente— entre la enzimologia perinatal y la tumoral.
Para establecer analogias y diferencias es preciso. en primer lugar.
no considerar las actividades enzimaticas tofales, sino cada uno de
los sumandos, es decir, las propias de las isoenzimas existentes, ya
que los ensayos de actividad total pueden enmascarar profundas
alteraciones en las isoenzimas responsables, de tal manera que afn
en el supuesto de hallar una actividad enzimitica total del mismo
valor que en el neonato normal, pueda ser debida integramente, o
en una gran parte, a una iscenzima gue en circunstancias normales
ccontribuye en mucha menor proporcion a la actividad fotal, o, inclu-
so, se halla ausente en el tejido examinado. La diversidad debe inves-
tigarse no sélo en una distinta velocidad de crecimiento o diferen-
clacién histoldégica, sino en los mecanismos moleculares basicos. Iis
significativo que, en el desarrollo tumoral, se hallen decrecidas o
ausentes las actividades de aquellas enzimas mis reguladas: en
efecto. las isoenzimas mas acopladas a la funcién son reemplazadas
por otras no reguladas por el huésped, pero extraordinariamente efi-
cientes en la utilizaciéon de los sustratos energéticos, como era de
-esperar que sticediera en una alteracién patolégica que se caracteriza
por la pérdida del control ejercido por el huésped sobre la prolife-
Tacién celular, cuya velocidad de crecimiento se halla fuertemente
incrementada,

Es cieftamente atractivo considerar la posibilidad de que la expre-
sién aberrante de los genes que codifican isoenzimas en los tejidos
neoplasicos constituya un proceso ordenado: por ejemplo, la rever-
sion al estado embrionario, presumiblemente por un proceso inverso
a la diferenciacion normal. l.as manifestaciones fetales parecen ser
1a consecuencia de un mecanismo alterado de activacién genética,
que resulta en la represién de genes que se expresan normalmente y
la desrepresién de genes que se hallan normalmente reprimidos en
Tas células diferenciadas. Es decir: no es que no se havan diferen-
ciado los sistemas de una célula, sino que, una vez diferenciada, se
han reprimido unos genes y activado otros, de tal manera que han
devuelto a la célula tumoral algunas caracteristicas propias del esta”
do embrionario. En base a ‘estas premisas, algunos autores han
establecido que no se ha producido una intérrupcién .de la ontogé-,
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nesis, sino un retorno a las (o algunas) caracteristicas iniciales.

I.os ejemplo§ son ya muy numerosos, pero yo quisiera seleccionar
algunos especialmente vinculados al metabolismo hipéxico, por dos
razones principales: a) porque la glucolisis aerobia es una caracte-
ristica de los tejidos tumorales, y b) porque al estudio del metabo-
lismo hipéxico ha venido dedicando nuestro Laboratorio, desde hace

Tapra 2

Velocidad de! flujo glucolitico en 1efidos normales ¥ neopldsicos

de rata *
Tejido Aerobiosis Anaerobiosis

Normal

Higado ... ... ... .. . . L <1 2

Mucosa intestina! ... ... ... ... 1 3

Miaseulo ..o o o 2 4

Rifign - 6 4

Placenta ... ... ... ... ... .. .. 0 10

Cerebro .. oo vor en in el e 2 14

Embrién  (total) ... ... ... ... 4 17

Retina a4 €6
Tumor

Hepatoma 5123-D-... ... ... ... <1 2

Hepatoma H-35 _.. ... ... .. <1 2

Flexner-Jobling... ... ... ... ... 19 23

Sarcoma Jensen... .. ... ... ... 13 25

* lLas velocidades se expresan en pmoles de lactato producido

por gramo de tejido ¥ por minuto en atmosfera de oxigeno o de
nitrégeno.
Tumores de desviacion minima

afios, una particular atenciéon. La glucolisis aerobia, con el efecto
Pasteur que le es propio, constituye un despilfarro energético, pero
se justifica plenamente en aquellos tejidos o en aquellos momentos-
metabdlicos en los cuales interesa fnicamente obtener energia. sin
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preocuparse de la acabada utilizacién del esqueleto carbonado dispo-
nible. Este es el caso de la retina, de eritrocitos, del tejido neopla-
sico... y del momento del parto, en el cual se produce la degradacion
rapidisima de las reservas hidrocarbonadas, obteniéndose energia
por via glucolitica (tabla 2 (21)). Las concentraciones de acido lac-
tico Ilegan a alcanzar valores de 5,1 mM, frente a la concentracion
uno milimolar normal. En el momento de nacer, pueden soportarse
hasta veinticinco-treinta minutos de anoxia, sin repercusiones pato-
16gicas, siempre que estos limites de excepcional holgura estableci-
dos por la naturaleza no se sobrepasen. Si se prolongan estas situa-
ciones, la concentracién de algunos intermediarios sobrepasa los
umbrales permitidos produciendo alteraciones en diversas células,
cuando no la muerte por asfixia. Pero, en lo que se refiere a la lesion
celular producida por concentraciones anormales de metabolitos, debe
tenerse en cuenta el alto nfimero de cambio de los hepatocitos, ne-
fronas, etc., frente a la permanencia de la dotacién neuronal inicial.
Las netironas no se renuevan y, en consecuencia, la lesion producida
en el cerebro es permanente. Un estado transitorio de hipoxia supe-
rior a la admisible fisiolégicamente puede conducir a retraso mental
permanente.

Hace mis de cincuenta afios que Otto Warburg demostrd que,
en las células normales, la glucolisis, proceso esencialmente anaero-
hio, se inhibia por el oxigeno, efecto denominado Pasteur, en aten-
cién a haber sido el primer autor que puso de manifiesto que el
oxigeno inhibia la fermentacién alcohdlica. Warburg observo que en
los tejidos normales el efecto Pasteur conducia a la practica inhibi-
cién de la glucolisis, mientras que en los tejidos tumorales la inhi-
bicién era solo parcial, teniendo lugar una alta glucolisis aerobia
(figura 4).

Warburg consideré esta incapacidad del efecto Pasteur para inhi-
bir completamente la glucolisis como la manifestacién de un des-
acoplamiento entre fermentacién y respiracion, que seria propio de
las células cancerosas. Si bien es cierto que la hipétesis de Warburg
constituye sin duda una simplificacién excesiva de un complejisimo
mecanismo de regulacién metabdlica, también es cierto que la alta
glucolisis aerobia de la practica totalidad de los tumores sigue cons-
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tituyendo un objetivo y un reto para la investigacion de Ia etiologia
oncoldgica. °

Al considerar cuales son las razones que pueden explicar el efecto
Pasteur y el desacoplamiento entre glucolisis y respiracion, es logico
que la atencién se centre en aquellas reacciones glucoliticas que

EFECTO PASTEUR Y
GLUCOLISIS AEROBIA EN
CELUL AS NORMAL ES Y NEOPLASICAS

NZ
]
NORMAL
NZ
O2
NECOPLASICAS

1 | ¢ ] 1 ! 1

FORMACION DEL ACIDO LACTICO

Fig. 4.—FEfecto Pasteur y glucoisis aerobia en células normales y
neoplisicas (Weinhouse y colab., 22),

pueden proporcionar ATP a partir de ADP y {ésforo inorgénico (ya
que esta es la principal funcion de la respiracion, que debe suplir la
degradacion glucolitica en los tejidos caracterizados por una alta
glucolisis aerobia).

Weinhouse v colab. (22) han Hamado la atencién sobre la alta
actividad de la piruvato cinasa I en los hepatomas poco diferenciados.
Dada la extraordinaria significacion de esta enzima en la elevada
glucolisis aerobia de los tumeores que, como acabamos de ver, &s 1no
de los hechos mas notables y controvertidos de la néoplasia, merece
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detenernos nuevamente en la consideracién de una forma de regula-
<ién isoenzimética, ’

Tistos autores han examinado la posibilidad de explicar la alta
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TFig 5.—Enzimas glucoliticos de algunos hepatomas de distinta velocidad de creci-
-miente, Las actividades enzimaticas se expresan en porcentajes de las del higado
normal (Weber, 1068 ; repr. de 21).

glucolisis 'de los hepatomas poco diferenciados suponiendo una alta
capacidad competitiva de la piruvato cinase en relacién al ADP dis-
ponible. Esta posibilidad parecia fundamentarse en las ‘dos razones
siguientes: 1) los niveles' totales de piruvato cinasa ‘son de 5 a 10
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veces mayores en los tumores poco diferenciados, caracterizados por
una glucolisis’muy alta, que en los tumores bien diferenciados, con
una capacidad glucolitica sensiblemente menor (figura 5); 2) la piru-
vato cinasa presente en los tumores poco diferenciados difiere-
notablemente en sus propiedades cinéticas de la isoenzima tipicamente
hepatica. Asi, por ejemplo, la isoenzima hepética (IT) se inhibe fuer--
temente por el ATP, de tal manera que es razonable esperar su
inactivacion en condiciones aerobias, en las cuales los niveles de ATP
son altos. Contrariamente. la isoenzima de origen muscular (I) no se
inhibe por el ATP, por lo cual puede actuar perfectamente en con-
diciones aerdbicas, en presencia de altas concentraciones de ATP.
Desde la perspectiva de la indiferenciacion, la presencia del isoen-
zima I se explica facilmente: la lectura del genoma responsable de-
la isoenzima IT todavia no se ha producido, manteniéndose reprimido
o desactivado el sistema correspondiente. Desde la perspectiva de la
desdiferenciacion, puede explicarse por represion del gene-isoenzi—
ma II, con la simultanea activacién o desinhibicion del gene-isoen-
zima T.

Actualmente se conoce con cierto detalle la base molecular del
efecto Pasteur (23). Incluye la integracion de mecanismos de retro--
control secuenciales, que tienen lugar preferentemente sobre la fos-
fofructocinasa. Fsta enzima es inhibida alostéricamente por ATP, pero
también por citrato. cuya utilizacién se halla controlada a su ver
por la isocitrato deshidrogenasa-NAD, enzima asimismo alostérica,
cuya activacion depende de AMP en levadura y de ADP en las célu-
fas animales. En circunstancias normales, al elevarse la concentra-
cion de ATP =e inhibe la isocitrato deshidrogenasa-WAD dependien-
te, produciéndose un acamulo de citrato. El citrato inhibe, junto comr
el ATP en aerobiosis. a la fosfofructocinasa. En anaerobiosis, se inhi-
be tnicamente por ATP. La fosfofructocinasa se activa alostérica-
mente por AMP. Al inhibirse la fosfofructocinasa, se incrementan las:
concentraciones de glicosa 6-fosfato, lo que se traduce a su vez en
una inhibicion del transporte de glucosa. Del mismo modo que en
Ia glucolisis aerohia se incrementa la piruvato cinasa no inhibida por-
altas concentraciones de ATP, se incrementa también la isoenzima
fosfofructocinasa insensible a la inhibicién por ATP. En efecto, Kura-
ta y colaboradores (24) han hallado en hepatomas de crecimientos
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rapido una clara diferencia con la composicion isoenzimatica del
higado normal. Disminuye la concentracién de isoenzima IV y se
eleva la concentracidon de isoenzima fosfofructocinasa II. Esta isoen-
zima, no regulable alostéricamente por altas concentraciones de ATP,
-es la qgue se halla en el higado fetal. Todo sucede como si se hubiera
-desconectado la expresién del gene responsable de la proteina iso-
enzimatica IT.

No cabe duda de que la glucolisis aerobia constituye una expre-
sion fenotipica de una etapa avanzada en el proceso de desdiferen-
ciacidn de las células cancerosas. Son miltiples los ejemplos de iso-
-enzimas no regulables que aparecen en los tejidos caracterizados por
una alta glucolisis aerobia.

Otros ejemplos de enzimas que se hallan presentes en hepatomas,
st bien estin ausentes en el higado adulto, son:

Glutaminase : en el adulto, la glutaminasa hepatica activa es P-
dependiente. mientras que la enzima de cerebro y rifién es P-indepen-
diente. Sin embargo, la actividad glutamindsica de los hepatomas
¥ del higado fetal corre a cargo, exclusivamente, de la isoenzima
P-independiente.

Lo mismo sucede con la amidotransferasa, responsable de la sin-
tesis de glucosamina-6-fosfato, necesaria para la sintesis de los hete-
ropolisacaridos de las membranas. La forma presente en los hepato-
‘mas e higado fetal es la isoenzima no regulable.

Schapira v Hatzfeld (23) han corroborado la presencia de formas
moleculares «fetales» de algunas enzimas en los tejidos cancerosos,
centrando su atencién en las aldolasas en el hepatoma. La aldolasa A
(isoenzima muscular), relativamente abundante en el higado fetal,
¥ que se halla presente en muy pequefia cantidad en el higado
adulto normal, se eleva —«resucitar dicen los autores— en el hepa-
toma. Mediante electroforesis sobre gel de almidén demostraron que
ja aldolasa A adoptaba formas hibridas con la aldolasa B, forma nor-
mal en el higado adulto. En los hepatomas de crecimiento rapido. la
aldolasa B desaparece practicamente, mientras que la aldolasa A se
balla presente en grandes cantidades. Por otra parte, se ha observa-
do la presencia de aldolasa C (caracteristica del cerebro), totalmente
ausente en el higado adulto normal, entre otros procedimientos de
menor especificidad, mediante antisuero especifico «antialdolasa Cn.
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El espectro enzimatico fetal no es especifico de la carcinogénesis:
en algunos casos, se han encontrade diversas enzimas musculares de
tipo fetal en atrofias y distrofias musculares. Puede concluirse que
en algunas situaciones patologicas la biosintesis de las formas adultas
de enzimas se hallan reprimidas, mientras que las formas fetales
—formas moleculares menos diferencindas— se hallan desreprimidas.

Pero volvamos al estudio de las aldolasas. La diferencia funda-
mental entre los tres tipos de aldolasas A, B y C lo constituye la
actividad relativa que demuestran para la fructosa-1-fosfato. En
efecto, la relacién de actividad aldolisica frente a la fructosa-
1-6-difosfato v la fructosa-l-fosfato es superior a 50 en el caso
de la aldolasa A, de tipo muscular; igual a 1 para la aldolasa B,
de tipo hepatico y tiene un valor de 5 a 10, segin las especies, en el
caso de la aldolasa C, tipo cerebral. Dichas isoenzimas se distribu-
yven segnn la especie, el tejido v la edad. Asi, el misculo contiene
de forma pricticamente tunica aldolasa A: el higado contiene casi
exclusivamente aldolasa B: el cerebro contiene las dos aldolasas A
v C hibridadas. Como resultado de la hibridacién entre los tipos A y
C se originan cinco isoenzimas: A,. A; C,, A, C.. A, C, y C,, debido
a que las aldolasas son moléculas tetraméricas (14). También la hi-
bridacién entre los tipos A y B forma cinco isoenzimas. Se ha con-
segnido la hibridacion «in vitron de los tipos B y C, a pesar de que
no se han hallado representantes en la naturaleza de estas formas.
hibridas, ni siquiera en las aves donde el tipo C se halla mis ex-
tendido.

En el higado fetal se hallan presentes las tres aldolasas. encon-
triandose la aldolasa B hibridada con la aldolasa A. Se han detectado
diversas isoenzimas con una emigracién anddica parecida a las iso-
enzimas de la aldolasa de cerebro. ; Estas formas —se preguntan
Schapira y Hatzfeld— son sintetizadas por las mismas células que
sintetizan la forma normal adulta? T.a respuesta parece afirmativa
en el caso de la aldolasa A, debido a la presencia de formas hibridas
entre los tipos A y B. No puede decirse lo mismo para la forma C,
va que los hibridos B-C no han sido hallados en la naturaleza. Por
otra parte, en higado en regeneracion después de una hepatectomia
parcial, se observa un ligero aumento de la aldolasa tipo A. sin que
se produzca resurgimiento alguno de la aldolasa tipo C.
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También en el caso de la ldctico deshidrogenasa, se ha observado
un claro aumento de las subunidades propias de la enzima de cora-
zén en los hepatomas experimentales, Como ya se ha indicado, se
conocen cinco isoenzimas, resultantes de la combinacién, en tetrame-
ros activos, de las unidades A y B, El monémero A predomina en la
lactato deshidrogenasa del higado feial, mientras que la integrada
por el monémero B, mis regulable, predomina en el higado adulto.
Asimismo, la diferenciacién del cerebro conlleva un cambio desde
formas en las que predomina el mondémero A a aquéllas en el que
predomina el mondémero B, es decir, las formas que permiten pasar
de un metabolismo mas anaerobio a otro mas aerobio (26).

La forma A4, denominada asimismo lactato deshidrogenasa tipo 3,
es la muscular, no regulable, que predomina en el tejido neoplasico.
Es ia sintesis enzimatica la que se ha modificado reprimiendo los sis-
temas que conducen a la sintesis del mondmero B, v favoreciendo
la expresién de los genomas responsables de la aparicion del moné-
mero A. En efecto, la LDH tipo I no se inhibe por exceso de sus-
trato y es apropiada, por tanto, para funcionar en las condiciones
propias de una alta fermentacion o glucolisis. En cambio, la forma 1,
integrada exclusivamente por el mondmero B, se inhibe fuertemente
por exceso de sustrato. Sin embargo. debemos puntualizar que no
todo es tan sencillo y que es imprescindible, a los efectos de Ia re-
percusion fisiopatolégica y en la extraccion de conclusiones, conocer
si las concentraciones que producen inhibicidn en los sistemas aisla-
dos pueden hallarse realmente «in vivor. Wuntch v colab. (27)
han puntualizado, en relacion a las lactico deshidrogenasas, que
son muchos los factores que pueden influir sobre su actividad y
que se requiere un estudio mas detallado para poder explicar algunas
incoherencias con el sencillo esquema anteriormente apuntado, tales
como el hecho de que en el higado, esencialmente aerobio, exista
casi exclusivamente la LDH-A4, mientras que en los eritrocitos,
anaerobios, se halle principalmente la forma B4, Por otra parte,
segiin dichos autores, en las concentraciones fisiolégicas de piruvato
no hay diferencias en las respuestas que ofrecen los monémeros A y B.
l.a forma B es sensible a altas concentraciones de piruvato sélo a bajas
temperaturas, pero no parece haber serias diferencias en las tempe-
raturas fisiologicas. o
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Existen tres creatina-cinasas activas, procedentes de dos locus ge-
néticos diferentes, que transcriben dos polipéptidos de composicién
distinta, M y B. Estos monémerocs, como hemos visto, pueden dar
lugar a dimeros activos homélogos (MM y BB) o heterdlogos (MB).
También son los dimeros menos regulables los que se hallan presentes
en tejidos neoplasicos, razdn por la cual Schapira (253) ha concluido
que «en algunos estados patolégicos (carcinogénesis, miisculo distré-
fico, etc.) la biosintesis de la forma adulta de las enzimas estd pre-
ferentemente reprimida mientras que la forma fetal -—o forma molecu-
lar menos diferenciada— estaria desreprimidan.

Asimismo las formas musculares de glucogeno sintetasa, fructo-
sa-1,6-difosfatasa vy glutamina-fructosa-6-fosfato amidotransferasa,
ausentes en el higado adulto, se hallan presentes en hepatomas. Tam-
bién las transferasas de aminoacidos con cadena ramificada aportan
nuevos datos sobre este «resurgimiento» de las formas moleculares
enzimiticas propias del feto en tejidos neoplasicos.

En resumen, se trata de la expresion fenotipica de una desdiferen-
ciacién en los tejidos neoplisicos que los equipararia a los tejidos
embrionarios, todavia no diferenciados. En el caso de los tejidos tu-
morales, tendria lugar una simultinea reactivacion de genes presu-
miblemente reprimidos. l.as isoenzimas altamente reguladas propias
de los tejidos adultos son sustituidas en sus funciones por formas
isoenzimaticas no reguladas por el contexto metabdlico pero suscep-
tibles de cumplir eficientemente su funcién. Weinhouse (22) opina
que la brillante frase de Potter «la oncogenia es la interpretacion de la
ontogenia» no refleja exactamente !a situacion: tedo parece indicar,
en efecto, que las manifestaciones embrionarias de las células tumo-
rales son la consecuencia de un mecanismo de activacion genética
desordenado, que produce la represion de genes normalmente activos
vy la derepresion de genes que se hallan normalmente reprimidos en
las células diferenciadas.

Podemos concluir diciendo que las isocenzimas constituyen un he-
cho fundamental en la organizacién bioquimica de los seres vivos y
representan una nueva dimensiéon de la enzimologia. Desde 1959 en
que fueron identificadas las primeras formas isoenzimaticas, varios
centenares de enzimas han sido descompuestas en miltiples formas
moleculares y la multiplicidad iscenzimitica se ha convertido en
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una de las formas de regulacién mdas importantes (28). En efecto,
las isoenzimas permiten evaluar el grado de polimorfismo genético
presente en poblaciones, las diferencias genéticas dentro y entre las
especies, la expresion genética diferencial que tiene lugar durante el
desarrollo, la correlacion entre el funcionamiento de los genes y la
estructura y funcién enzimditica, la complementariedad y heterosis
intra e intergénica, asi como la evolucién de genes y de organismos.

Como acabamos de ver, la capacidad de perder o ganar caracte-
risticas especificas bioquimicas es un hecho comin del desarrollo ce-
lular y la diferenciacion. Diversos cambios cualitativos y cuantitati-
vos en la actividad de las proteinas (enzimas) constituyen los princi-
pales fenémenos del cicle vital de la mayoria de los organismos. La
aparicién de una menor actividad enzimatica o el incremento de la
misma en un organismo en desarrollo puede ser la consecuencia de
la sintesis «de novo» de una molécula enzimitica o de la activacion
de precursores enzimiticos preexistentes. La proteolisis parcial como
mecanismo iniciador de muchas funciones fisiologicas en el organis-
mo ha sido recientemente estudiada por Neurath y col. (29). La con-
versién de precursores a formas activas no s6lo tiene importancia
en las enzimas digestivas, sino en los fendmenos de autoagregacion
como en el procoldgeno, fibrinégeno, etc.,, y en la produccion de
hormonas a partir de precursores {proinsulina, angiotensinogeno, et-
cétera).

Por otra parte, muy recientemente, Levitzki (30) ha revisado con
especial detalle las interacciones de las subunidades y los modelos
moleculares de efectos cooperativos. Estas interacciones, progresiva-
mente complejas, permiten un mejor conocimiento de las bases mo-
leculares de la regulacidn enzimatica, asi como aquellos procesos que
comportan cambios de esta naturaleza en el cumplimiento de su fun-
cion, tales como las interacciones que tienen lugar entre los recepto-
res de acetilcolina v las drogas, hormonas y adenilciclasa. etc.

Aunque no se conocen todavia los mecanismos exactos mediante
los cuales los organismos superiores regulan la expresion diferencial
de macromoléculas, no cabe duda de que estos cambios requieren
regulacién a nivel genético y/o en los pasos que median entre el
gene vy el producto final, es decir, 1a enzima activa, En consecuen-
«cia, las isoenzimas son una expresion de la diferenciacién de las cé-
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lulas, de tal modo que el analisis detallado de sus aspectos enzima-
ticos en cada momento y de sus propiedades durante el desarrollo,
pueden conducir a unos conocimientos del mayor interés para la
comprension de los mecanismos basicos genéticos y metabdlicos que
configuran la diferenciacion celular (31).

HEMOGLOBINOPATIAS, LAS TALASEMIAS COMO MODELO MOLECULAR

T.as hemoglobinopatias han sido extensamente tratadas en recien-
tes revisiones {14). También la evolucion de las secuencias monopep-
tidicas de la hemoglobina en vertebrados ha sido revisada reciente-
mente por Goodman y col. (82). Con estas referencias, vamos a cen-
trar nuestra atencion en las talasemias, que pueden orientarnos per:
fectamente para considerar a nivel molecular cuanto acabamos de
decir. En efecto, la facil disponibilidad de la sangre, como tejideo
circulante, ha permitido conocer con especial detalle las caracteris-
ticas de los polipéptidos que forman parte del tetrimero activo de
la hemoglobina. Como es bien sabido, la hemoglobina se halla inte-
grada por dos cadenas » v dos cadenas 3, cuya secuencia monopepti-
dica estd bien establecida. Las cadenas z tienen 141 aminocacidos
mientras que las 8 se hallan integradas por 146 aminoacides. La
hemoglobina adulta cumple su papel de transoxigenacion gracias a
un fendmeno de activacién cooperativa, por interaccion entre las mo-
léculas que constituyen el tetrimero. El difosfoglicerato, al unirse a
la molécula de hemoglobina adulta, permite la mejor liberacién del
oxigeno a bajas presiones de oxigeno, con el fin de facilitar 1a trans-
ferencia del oxigenc eritrocitico al mioglobinico, es decir, a la célu-
la. La hemoglobina fetal se halla compuesta por dos cadenas « y dos
cadenas y. Las cadenas v constan también. al igual que las 3, de 146
aminoacidos, pero existen 35 diferencias en la secuencia. Como ve-
mos, la anica diferencia entre la hemoglobina fetal y la adulta es la
inhibicién, en un momento dado, de la sintesis de cadenas polipep-
tidicas y, con la simultinea activacion o desinhibicion, a nivel cistré-
nico, del sistema productor de las cadenas B. La ontogenia de las.
cadenas de la hemoglobina se ilustra perfectamente en la figura 6.

En las talasemias se siguen produciendo cadenas v: es decir, no

i
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ha funcionado e} sistema que pone en marcha la produccion de ca-
denas B e inhibe la de cadenas y. Ll abanico de gravedad de las talase-
mias o, en otras palabras, el de la persistencia de formas fetales de
hemoglobina en €l adulte es muy variado, como corresponde al poli-
morfismo genético que existe también en la produccidn de cadenas 1.
En la sangre umbilical normal se considera que existen en relacién
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Fig. 6.—Ontogenia de las cadenas de hemoglobina humana (33).

3 a 1 cadenas G v, con glicocola en la posicién 136 y cadena A ¥ con
alanina en dicha posicion. De acuerdo con Hollan y col. (34), «sean
cuales sean los factores implicados en el control, la represion de dos
o mas de los genes estructurales de la cadena § va acompafiada de
la desrepresion o induccién de los genes estructurales de las cadenas
Gy y A~y El hallazgo de una relacion G y/A v de tipo fetal en
adultos con altos niveles de hemoglobina F es extraordinariamente
interesante. El incremento de produccién de G v puede relacionarse
con el incremento de un tipo fetal de hemoglobina en carneros y ca-
bras como respuesta a pérdidas agudas de sangre o a la administra-
cion de agentes eritropoyéticos. Estas observaciones sugieren que
determinados factores hormonales producidos en los animales ané-
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micos son capaces de estimular genes estructurales «durmientes»...
La reactivacion de la produccién de proteinas tipo fetal es de gran
interés si se parte de la base de que la oncogenia es un defecto de
la ontogenia». En realidad, depende de la etapa del proceso de dife-
renciacion que se considere interrumpida: en células muy diferencia-
das es un regreso, no una interrupcion. De hecho, se conocen tala-
semias por:

1) Retraso en la desaparicidén de las cadenas.

2) Reaparicion de las cadenas y. cuva produccién va se hallaba
interrumpida.

Como ejemplos de la primera podemos citar la drepanocitosis ho-
mocigdtica, las deta-talasemias, la persistencia hereditaria de hemeo-
globina F. algunas trisomias, anemias aplasticas congénitas (enfer-
medades de Fanconi...) Como ejemplos de las segundas, anemias
aplasticas adquiridas, leucosis y otras anemias propias de enferme-
dades malignas, anemias megaloblasticas, algunas tirotoxicosis, et-
cétera. En este caso, junto a la elevacion de hemoglobina fetal se
han encontrado. en algunos fenotipos pleiotropicos. modificaciones
enzimaticas en las actividades de la piruvatocinasa, hexocinasa. fos-
fofructocinasa, etc.

La reaparicion de hemoglobina fetal con una relacion 3/1 de G y/
A y puede explicarse por un despertar de células fetales durmientes
{mecanismo clonal) o por desrepresion de los genes que producen
la hemoglobina F. Sin embargo, cuando se observa la aparicion de
relaciones 2/3, propia de la hemoglobina fetal del adulto, no es mas
que un incremento de una expresion genética poco activa.

Kabat v Koler {314) han actualizado los conocimientos sobre las
talasemias que, junto con las hemoglobinopatias, han permitido
conocer con todo detalle la influencia que tiene en la disposicidn
espacial la variacion de un solo aminoacido. En efecto, basta con
que se sustituya un aminoicido moncaminodicarboxilico par otro
aminodcido apolar, como sucede en el caso de las anemias falcifor-
mes, para que la estructura cuaternaria resultante sea inhabil para
el ejercicio de la funcidén transoxigenante que le es propia.

En fechas recientes, se ha profundizado en la estructura molecu-
lar de algunas enzimas de gran significacion dentro del capitulo de
los errores congénitos, pudiéndose concluir que, al igual que sucede
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en el caso de las lomoglobinopatias, se produce una proteina cata-
liticamente inactiva por haberse producido una levisima alteracién a
nivel genético yue conduce a una secuencia de aminocacidos con un
ligerisimo cambio, pricticamente imperceptible, pero que es suficien-
te para que las zonas activas de la molécula enzimatica no sean ya
capaces, al haberse modificado su disposicion espacial, de acoplarse
debidamente con el sustrato y activadores o inhibidores. Este es el
caso de la galactosa-1-fosfato uridil transferasa, purificada reciente-
mente por Dale y Popjak (85) a partir de eritrocitos humanos. La
enzima se halla formada por dos suhunidades idénticas de un peso
molecular de 31.000. Los métodos utilizados para la purificacion de
la transferasa a partir de glébulos rojos normales se aplicaron con
éxito para el aislamiento de una proteina cataliticamente inactiva a
partir de los eritrocitos de un enfermo galactosémico. la enzima
inactiva mostraba una identidad inmunolégica total con la transfe-
rasa normal. Realizadas las investigaciones de secuencia. monopep-
tidica, se concluye que, como era previsible, la galactosemia consiste
en una mutacién en un gene estructural que produce ta sustitucion
de un aminoicido por otro posiblemente localizado cerca de la zona
catalitica, sin que se adviertan cambios apreciables en la composicién
monopeptidica ni en el comportamiento inmunolégico.

« En el mismo sentido, Cotton y Danks (36) han aplicado el proce-
dimiento de purificacién de la fenilalanina hidroxilasa a un paciente
fenilcetontirico fallecido a los quince afios (por una causa totalmente
aiena a la enzimopatia), encontrando que de las dos {racciones protei-
cas que integran la fenilalanina hidroxilasa activa, sélo una, la de
menor velocidad, se halla presente en el higado del enfermo. La otra
fraccion, dehido a la diferencia estructural propia de la alteracién gené-
tica correspondiente, no sera capaz de unirse a esta subunidad o bien
cerd méas sensible a la degradacién post-mortem o hien no serd rete-
nida por el procedimiento de purificacion en columna, en las condi-
ciones experimentales, por diferir mucho en sus propiedades de la
fraccién proteica que integra la fenilalanina hidroxilasa normal.
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ExnziMopraTias

Las enzimopatias genéticas se traducen casi siempre por una pér-
dida de actividad, que puede ser debida a que la molécula de origen
no se produce o se produce en cantidad insuficiente, o bien que la
molécula producida se halla alterada y no es funcional. En este tiitimo
caso se trata necesariamente de una modificaciéon de la naturaleza
enzimitica; en el primero puede tratarse de una anomalia de la natu-
raleza (enzima inviable) o de una anomalia de regulacién. Algunas
anomalias, en efecto, se centran sobre el gene regulador o los meca-
nismos de regulacién, produciéndose una proteina totalmente normal,
pero con el sistema de modulacidn alterado. Sin embargo, la mayor
parte de las enzimopatias presentan alteraciones en los genes estruc-
turales v, en consecuencia, las proteinas resultantes son totalmente
incapaces o menos efectivas que las normales en la realizacion de
una determinada actividad.

Légicamente, existe un gradiente de inhabilidad para realizar la
labor catalitica, segiin sea esencial o no para la accién enzimatica el
punto «lesionado». Una de las mutantes enzimiticas puede tener, por
ejemplo, notablemente reducida la afinidad por el sustrato. Asi,
Tedesco y Mallman (37) informaron que los fibrobastos cultivados
de un paciente con citrulinemia eran capaces de convertir la citrulina
en acido arginin-succinico, pero que la enzima responsable de la
reaccion, la arginin-succinico sintetasa, tenia una afinidad por el sus-
trato mucho mayor en las células normales que en las células proce-
dentes del paciente. En otros casos, Ia enzima mutante se une a los
cofactores mecesarios para la reaccién anormalmente. También cita
Rosemberg (4) que Frimpter demostré que la actividad de la cista-
tionasa en homogenados de higado procedente de pacientes con cis-
tationuria se incrementaba notablemente «in vitron cuando se afiadia
piridoxal fosfato al medio de incubacién. Estos resultados sugirieron
que la mutacion en la cistationuria altera la zona de la proteina
enzimitica que une al coenzima, de tal manera que la actividad
enzimatica puede restablecerse a niveles practicamente normales en
presencia de altas coucentraciones de coenzima. Ista observacion
condujo al tratamiento aplicade a los casos de cistationuria: la excre-
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cién de cistationina en pacientes cistationdiricos disminuye significa-
tivamente mediante la administracion de altas dosis de piridoxina.

Por otra parte, la enzima mutante puede ser menos estable o
tener una velocidad de destrucciéon mavor. Existe, por (ltimo, otro
mecanismo que reduce la actividad catalitica: es el que afecta a la
interaccion entre las subunidades que constituven la proteina activa,
Las mutaciones pueden afectar a las subunidades polipeptidicas de tal
manera que su agregacion en holoenzimas funcionales no pueda produ-
cirse. Ya hemos indicado antes que si bien lo normal es que una
alteracion patoldgica se origine por la ausencia o actividad reducida
de una enzima, puede también darse el caso contrario. es decir el de
la sintesis indiscriminada de un sistema enzimatico, como sucede en
la porfiria aguda intermitente. debido a la producciéon de una muta-
cion en el gene controlador. Asimismo, debe destacarse que es con-
cebible que una mutacién puntual en un gene estructural conduzca a
1a sintesis de una enzima que tenga una mayor afinidad por su sus-
trato. o una mavor vida media. Este exceso de actividad enzimitica.
en lugar del defecto que constituve normalmente la razon de estos
estudios, constituye un campo de investigacién enormemente su-
gestivo.

Existen modificaciones fenotipicas que no son el resultado de una
alteracién en el genotipo. I.a mayoria de ellas se deben a modifica-
ciones del entorno que afectan gravemente al fenotipo: uno de los
mejores ejemplos es el de los niiios genotipicamente no fenilcetoni-
ricos que nacen. sin embargo. con un profundo retraso mental al
haberse desarrollado en el seno de una madre fenilcetontirica. En
efecto, la hiperfenilalaninemia intramterina ha interferido el normal
desarrollo cerebral en el feto. En cambio, cuando es el genotipo el
que se halla alterado. el medio intrauterino es normal v el fenotipo
aparece modificado {nicamente después del nacimiento. cuando se
pone de manifiesto Ia incapacidad genética para la asimilaciéon de la
fenilalanina, por carencia de la fenilalanina hidroxilasa.

Las enfermedades propias del metabolisme hidrocarbonado, def
metabolismo lipidico. incluyendo las importantes esfingolipodistro-
fias, las del metabolismo de los aminoacidos y de los Acidos nucleicos,
han sido ampliamente tratadas v recogidas en los filtimos afios, en
diversas publicaciones (1. 3. 5. 38-41). En todas ellas se ha puesto
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de manifiesto, al conocerse mejor la estructura de las cadenas polipep-
tidicas que intefran la proteina activa, que las mas pequefias modi-
ficaciones en dicha estructura, al modificarse tan solo una hase del
triplete codificador, conducen a una inhabilidad total o parcial para
ejercer las diversas actividades enzimaticas propias del metabolismo
celular.

[.a clasificacion de estas enfermedades, de acuerde con las reac-
ciones enzimaticas alteradas, segiin pertenezcan a glicidos, lipidos,
prétidos o acidos nucleicos, no tiene otro valor que el de una ordena-
cién logica de las mismas. Pero esta ordenacién no debe hacernos
perder de vista la intima interconexién que existe en el organismo
entre el metabolismo de los lipidos, de los prétidos. de los glicidos
y de los Acidos nucleicos. Es mas, si profundizamos en el conoci-
miento de la sintesis proteica v de los factores que la regulan, tanto
en el citosol como intramitocondrialmente, nos daremos cuenta de
que las relaciones entre estructura y funcion, entre los distintos com-
partimentos celulares v entre las reacciones caracteristicas del meta-
bolismo de los principales componentes orginicos constituyen un
conjunto plenamente armonico, de tal modo que la disonancia en uno
de elios. sea cual sea su situacidon o composicién, repercute fuerte-
mente en el conjunto. Unicamente podemos considerar como excepcio-
nes aguellos casos en que un determinado 6rgano posea unas capacida-
des diferenciales que permitan, dentro de un ser superior, que lo que
por su cualidad o su cuantia seria nocivo y patoldgico en un érgano,
sea normal y fisiolégico, al menos en determinados momentos del
desarrollo. en otro organo del mismo individuo. Son precisamen-
te estas diferencias en el funcionamiento de distintos 6rganos
del hombre lo que permite abordar el estudio de alteraciones molecu-
lares que cursan con profundo retraso mental, debido a las caracte-
risticas peculiares del cerebro y, principalmente. a la no renovacion
de las células encargadas de la transmisién nerviosa, Las neuronas
no se renuevan. El cerebro posee unas capacidades especificas, al
menos en algunos periodos iniciales de su desarrollo: asi, por ejem-
plo, es capaz de metabolizar —gracias a la presencia de actividades
enzimaticas diferenciales— compuestos producidos en el higado, pero
que no puede utilizar como fuente energética.

Como vemos, los efectos estructurales son permanentes, los efec—
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tos funcionales reversibles. Su patogénesis es muy distinta: en un
caso, el acimulo de una sustancia produce un dafic en el cerebro
no recuperable, mientras que en ¢l otro existen mecanismos para sos-
layar, al menos durante algtin tiempo, el defecto funcional producido.
Sin embargo, como han puesto de manifiesto Gaull y col. (42), algu--
nos efectos funcionales reversibles pueden convertirse en defectos
estructurales permanentes cuando se repiten, especialmente si el in-
tervalo entre los mismos no da tiempo para la recuperacién. Por
otra parte, el momento en que se produce el efecto es crucial, ya que
la posibilidad de defectos estructurales se incrementa a medida que
nos acercamos al momento del nacimiento o del maximo desarrollo,
dado que en este momento la relacién entre estructura y actividad
es mayor.

En efecto, el gradiente de mayor a menor gravedad en la expre-
sion de los errores metabdlicos congénitos depende de que la activi-
dad deficitaria se necesite de manera continuada o eventual, segfin el
sustrato constituya o no algo normalmente presente en el medio.
Asl, se conocen enzimopatias asintomaticas con escasas consecuen-
cias patoldgicas, va que cuando ocasionalmente se ponen de ma-
nifiesto, por no ser circunstancia habitual en nuestro entorno, no
origina grandes trastornos (es el caso de muchas fructosurias, de la
g-aminoisibutiricoaciduria, etc.). Sin embargo, hay otras que son tam-
bien asintomaticas, pero que cuando se presentan pueden tener im-
portancia patoldgica: el caso mas frecuente es el de las alteraciones
farmacogenéticas. En ocasiones, las enfermedades congénitas produ-
cen trastornos y sintomas que son compatibles con una vida larga
v normal {es el caso de la acntalasia, enzimopatia benigna en ausen-
¢ia de infecciones nasofaringeas. o la bilirrubinemia familiar, o la
alcaptonuria, etc.). Sin embhargo. en otras enfermedades se producen
cambios irreversibles en el sistema nervioso central. Es el caso de
muchas lipidosis. aminoacidopatias, ete. 1.a aparicidn de los sintomas
clinicos depende del momento y de la intensidad con que actha el
entorno desfavorable frente al organismo deficitario: asi, por ejem-
plo. la galactosemia se presenta muy rapidamente, mientras que otras
enfermedades aparecen con menor precocidad y sus consecuencias son’
también menores, va que no inciden {como sucede en las lipidosis,
galactosemia, feniipiruvia, etc.) en el momento en que se estd reali-
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zando la mielinjzacion y mayor desarrollo del cerebro. Debe tenerss
en cuenta que la mitad del crecimiento total del cerebro humano tiene
lugar durante los seis primeros meses de vida (43).

IEs altamente posible que los efectos nocivos de un exceso de feni-
lalanina, galactosa o aminoacidos ramificados o cetoicidos en el cere-
bro se hallen limitados a los primeros meses de vida cuando el
-desarrollo v organizacion del cerebro tienen lugar a una velocidad
extraordinaria, que después pricticamente se estabiliza. Hasta el
punto de que la terapéutica y prevencion consiste, en este caso, en
dosificar perfectamente la ingesta de estos productos hasta una deter-
‘minada edad, momento en que ya puede prescindirse totalmente o
casi totalmente de la restriccién distética.

En una reciente publicacién —«Brain damage and perinatal bio-
chemistry» (44)— me he referido con detalle a las circunstancias que
propician una lesién irreversible, deteniéndome especialmente en la
hipoxia, a cuyo estudio metabélico basico ha dedicado especial aten-
cién, como antes he indicado, nuestro Departamento (45-47).

El origen de la subnormalidad psiquica puede expresarse, a gran-
-des rasgos, como sigue:

%
Anoxia y trauma de parto ... ... N
Mongolicos e e e e e 22
De eticlogia desconocida ... ... ... ... 26
Otras cansas ... ... ... oo v er aee aes 18

Es indudable, pues, que la gravedad depende de manera directa,
-en muchos casos, del estado de la neurogénesis posnatal (48). Las
-observaciones del momento en que aparecen algunos trastornos han
propercionado muchos datos de interés sobre la enzimogénesis. Reci-
procamente, las investigaciones realizadas sobre el momenio en que
fas enzimas se forman o activan y su dependencia de las condiciones
‘propias del organismo en dicho momento contribuirin a un trata-
miento racional de las alteraciones que se producen en los primeros
«dias de la vida posnatal (49).
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ALGUNOS EJEMPLOS DE ESPECIAL INTERES
1. Aminoacidopatias

Las alteraciones del metabolismo de los aminoicidos, asi como
la mas moderna metodologia para su diagnéstico precoz, han sido
descritas recientemente en el libro editado por Nyhan (5). También
Gaull y col. (42) acaban de publicar una extensa revision de la pato-
génesis de la disfunciéon cerebral en las aminoacidopatias. A pesar
del acimulo de informacién sobre el tema (etiologia genética, neu-
robiologia, etc.) no se han podide establecer claras relaciones entre
los defectos enzimaticos observados y el déficit neurologico que se
produce.

En nuestro Departamenio se han configurado desde hace algin
tiempo algunas lineas de trabajo para intentar contribuir a esclare-
cer la patogénesis de algunas enzimopatias y, en particular, la de
la fenilcetonuria (50-56). ; Por qué el incremento de fenilalanina pro-
duce una disfuncidon cerebral irreversible? Esti fuera de toda duda
gque un individuo fenilcetontirico es mentalmente normal en el mo-
mento de nacer y que la progresiva pérdida de inteligencia tiene lugar
durante los primeros meses y afios de su vida, especialmente en los
periodos en los que el proceso de mielinizacién es mis activo. Se co-
noce que en los pacientes con fenilcetonuria no tratada dietética-
mente desde el principio, existen evidentes trastornos en la mielini-
zacidon. Dado que los complejos proteina-colesterol-fosfolipidos son
los precursores de la mielina, su formacién puede ser interrumpida
bien sea por algun defecto en la sintesis proteica o por defectos en
ta sintesis de alguno de los otros componentes citados. El efecto de
la fenilalanina sobre la formacién de mielina se esti estudiando en
ratas con fenilcetonuria inducida experimentalmente. Las concentra-
ciones de fenilalanina en sangre v cerebro de ratas con fenilcetonu-
ria inducida son similares a las halladas en los tejidos de los pacientes
fenilcetonuricos. Tanto en los animales de experimentacidén como en
los pacientes fenilcetoniiricos, las altas concentraciones de fenilalani-
na en sangre y tejidos producen una considerable disminucién en la
concentracion de otros aminodcidos proteinogenéticos. Esta disminu-
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cion puede hallarse relacionada con la inhibicién del transporte de
aminoécidos al ‘cerebro, ya que la fenilalanina inhibe el transporte de
varios aminodcidos. Esta accidn obstaculizadora del acceso de amino-
dcidos al cerebro puede ser un factor importante en la etiologia de
la disfuncién cerebral en la fenilcetonuria, ya que la sintesis proteica
cerebral depende, l6gicamente, de la existencia de aminoacidos libres
en las concentraciones adecuadas (57).

También se ha comprobado que la fenilalanina en altas concen-
traciones inhibe la glucolisis cerebral, a nivel de la piruvato cinasa.
Por otra parte, se observan disminuciones en las concentraciones.
de glucosa-6-fosfato y de fructosa-i-fosfato, que pueden deberse tan-
to a la inhibicién de la actividad de la hexocinasa por el fenilpiruvato
como por alteraciones en la permeabilidad de la membrana celular a
la glucosa. En cualquier caso, la inhibicién de la glucolisis cerebral
por la fenilalanina puede ser otro factor a considerar en la etiologia
del retraso mental, ya que disminuiria la cantidad de acetil-CoA re-
querido para el aporte energético y la sintesis lipidica.

Por 1ltimo, otra linea de trahajo estudia con detenimiento los:
cuerpos cetdénicos y su utilizacién por el cerebro (33, 54). El meta-
holismo de los cuerpos cetdnicos en el cerebro, no sdlo tiene una
finalidad energética sino la de procurar un aporte muy alto del acetil-
CoA requerido para la sintesis de lipidos necesarios para el proceso
de mielinizacién, Existe una clara coincidencia entre el momento de
maximo metabolismo de cuerpos cetdnicos con la mielinizacion, de
tal manera que la inhibicidn por fenilalanina o sus derivados de las
enzimas implicadas en la utilizacién de los cuerpos cetdnicos puede
constituir otro factor a tener en cuenta en la patogénesis de la fenil-
cetonuria.

El efecto inhibidor de la alanina, cisteina y fenilalanina sobre las
isoenzimas de piruvato cinasas reguladoras fue puesto de manifiesto
por Sols y col. (58). Conviene conocer ahora cuil es la sensibilidad
de las formas iscenziméiticas neonatales a dichos aminoacidos, en
concentraciones tanto fisiologicas como patologicas.

Uunlizando cultivos «in vitro» de medula espinal de raton, Sprin-
kle y Rennert (59} han demosirado que Ia fenilalanina v el fenilpiru-
vato inhiben la sintesis de los sulfatidos {galactocerebrésidos), que
se forman durante el desarrollo posnatal del cerebro en el ratéon. EF
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fenil-lactato y fenilacetato no presentan accién. Estos resultados han
sido confirmados, al parecer, mediante inveccién intracerebral de los
metabolitos indicados. También el acido s-ceto-isocaproico inhibia
fuertemente las sintesis de sulfatidos, sugiriendo que la enfermedad
«orina con olor a jarabe de arce» puede hasarse, asimismo, en
una clara interferencia de la mielinizacién en el cerebro en
desarrollo.

Por otra parte, la concentracién de aminoacidos normales en can-
tidades mayores a las habituales o en localizaciones distintas a aque-
lias en las que cumplen normalmente su cometido biolégico, puede
producir clarisimos efectos neurotdxicos. Tal es el caso de los efec-
tos toxicos del glutamato v de la cisteina sobre el sistema nervioso
central en su fase de desarrollo (G0). En algunos enfermos que pre-
sentaron un profundo retraso mental, se hallaron altas concentracio-
nes de acido glutdmico en el liquido cefaloraquideo. a pesar de gque
Ia concentracidn hemditica era sélo moderadamente elevada (61). Al
parecer, se trata de una alteracién congénita en la cual en el sistema
nervioso central se producen cantidades anormalmente altas de glu-
tamato extracelular. Como indica Olney (60) debe tenerse muy en
cuenta que en estos casos patolégicos se investigd v halld la exis-
tencia de una alta concentracién de glutamato en el liquido cefalo-
raquideo debido a la extrema gravedad de la sintomatologia de los
pacientes. Sin embargo. condiciones mis suaves en las cuales existan
cambios mucho menos evidentes en el c¢ontenido de glutamato u
otros aminoacidos excitotoxicos, inicamente podrin ponerse de mani-
fiesto si se inicia el estudio de las concentraciones de componentes
anormales no sélo en sangre sino en el liguido cefaloraquideo.

El mismo autor pone de manifiesto que la l-cisteina presenta un
clarisimo efecto téxico scbre el sistema nervioso central, ast como
algunos de sus derivados. A este respecto debe tenerse en cuenta
que Ia homocistinuria, el error congénito del metabolismo monopep-
tidico mas frecuente después de la fenilcetonuria, se caracteriza por
el incremento en sangre de homocistina, de evidentes efectos neuro-
toxicos.

Debe hacerse un especial énfasis en la consideracion de los sisfe-
wmas de transporte, de su presencia, de su calidad, de su selectividad
en los distintos momentos de la diferenciacion v de! desarrollo pre y
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post-natales. Es un preoblema de la mayor importancia, especialmen-
te si se tiene én cuenta que el desarrollo intrauterino depende de la
barrera hematoplacentaria y que el desarrcllo postnatal del cerebro
—cuyas células no se renuevan, vale la pena insistir en ello— depende
a su vez de las caracteristicas funcionales y estructurales de la barre-
ra hematoencefalica.

Diversos investigadores han observado la existencia de un gra-
diente transplacentario de los aminodcidos libres en favor del {eto.
Este dato sugiere que la placenta tiene la capacidad de actuar como
un sistema impulsor, como una bomba de aminoacidos hacia el feto.
Las alteraciones en la funcion de la placenta tienden a reducir el
gradiente. También es posible que el feto actiie como nicleo de con-
centracién de aminodcidos en relacién a la reserva no fetal {mater-
nal} v que el proceso del crecimiento fetal sea responsable en parte
del gradiente transplacentario indicade. Esta hipdtesis se fundamen-
ta en el hecho de que las concentraciones plasmaticas de aminoicidos.
en la madre son menores que en mujeres adultas no gestantes. Dada
Ia extraordinaria importancia que el gradiente transplacentario tiene
en el desarrollo del feto, ya que permite al mismo una nutricidon op-
tima en aminoicidos, es sorprendente que no se conozcan mas datos
sobre el gradiente normal v su significacion para el feto.

El mantenimiento de este gradiente feto-materno es de especial
importancia en el caso de la hiperfenilalaninemia propia del seno ma-
terno en fenilcetondricos (4, 50).

Ya en 1927 se observo que la barrera hemato-encefalica no se ha-
llaba totalmente desarrollada en raton, rata, perro, conejo y gato,
pero si en la cobaya recién nacida, probablemente debido al alio
desarrollo prenatal que caracteriza al cerebro de la cobaya. De acuer--
do con los cambios estructurales que tienen lugar en la barrera he-
matoencefilica, puede concluirse que alcanza las caracteristicas pro-
pias del ser adulto entre las dos vy siete semanas después del naci-
miento. segiin la especie animal que se estudie. La efusién de amino-
icidos desde el cerebro en condiciones de equilibrio constituye la
principal fuente de aminoacidos del liquide cefalorraquideo. Las ami-
noacidopatias que cursan con hiperaminoacidemia y un transporte
celular eficiente, muestran una reduccién muy escasa de la relacién
plasma: liquido cefalorraquideo en el pertinente aminoicido. ya que
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el soluto es retenido por el cerebro. En aquellas aminoacidopatias
en las cuales I3 enzima mutante se halla presente en el cerebro, de
tal modo que el acitimulo de sustrato sea muy superior a la concen-
tracton en el plasma, o en las cuales el transporte celular es poco efi-
ciente, se puede esperar una disminucién mucho mayor de la relacién
plasma: LCR. Cuando la relacion es inferior a la unidad puede indi-
car una alteracidn metabolica primaria del tejido cerebral. Asi, las
alteraciones en el metabolismo de la urea —que existe en el cerebro—
presenta unas relaciones plasma: LCR muy disminuidas, incluso in-
feriores a la unidad. Por otra parte, enfermedades como la fenilce-
tonuria, hiperprolinemia, etc., muestran pequeilas alteraciones de la
relacién plasma: LCR. En el caso particular de la fenilcetonuria,
1a relacién refleja seguramente la capacidad del cerebro para el trans-
porte de la fenilalanina. Su capacidad para oxidar este aminoacido
es pricticamente nula: en consecuencia. la distribucién practicamen-
te no se altera.

Como hemos indicado, Magdalena Ugarte y Fernando Valdivie-
so (37) han prestado una especial atencién a los sistemas de trans-
porte y, concretamente, al ciclo de Meister o del v-glutamil {fig. 7),
de gran importancia en la consideracion general de las lesiones cere-
brales irreversibles (17).

Muy recientemente, Sessa y Pérez (63) han publicado un amplio
estudio sobre la y-glutamil-transpeptidasa. En relaciéon al ciclo de
Meister. Eldjarn v col. (f1) han estudiado un caso de eliminacion
de grandes cantidades de &cido piroglutimico por la orina. No se
han ohservado diferencias en las reacciones de degradacion del acido
piroglutidmico. Los autores consideran que se trata de un defecto en-
zimatico que conduce a una excesiva formacidén de acido pirogluta-
mico vy sugieren que existe un déficit congénito en y-glutamil lac-
tamasa o v-glutamil-glutamin lactamasa. En los dos pacientes estu-
diados, el rifién es el lugar en donde se forman las altas concentra-
ciones de Acido piroglutimico que a continuacién se eliminan.

2. Lipidosis

Han transcurrido méis de noventa afios desde que Tay describiera
alteraciones en la regién macular de los ojos de algunos nifios, en
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su trabajo titulado, «Symmetrical changes in the region of the
‘yellow spot in each eve of an infants. Unos afios mas tarde Sach
comunicé que los pacientes que presentan dichas lesiones oculares
estaban afectos de un grave retraso mental. Por la misma época
{1882) Gaucher describid la enfermedad que leva su nombre. Hasta
1965, gracias a la utilizacidn de técnicas de gran sensibilidad y espe-
cificidad, por marcaje radioisotépico, no se pudo profundizar en el
metabolismo de los glucocerebrésidos y poner de manifiesto las ano-
malias enzimaticas que concurrian en la enfermedad de Gaucher, en
1a leucodistrofia metacromatica, enfermedad de Niemann-Pick o en
la de Fabry. Hoy se conocen mas de 10 esfingolipidosis en las cuales
se han identificado las alteraciones enzimaticas correspondientes. Se
ha puesto a punto la metodologia para el diagndstico de los homo-
cigoticos y de los heterocigdticos y, en los casos de alto riesgo, la
deteccién antenatal de estas enzimopatias.

IIn 1a figura 8 se resumen las alteraciones mas importantes en el
‘metabolismo de los esfingolipidos. Esta tomada de la publicacion de
Roscoe O. Brady (63), el autor que sin duda alguna ha realizado
mayor niumero de aportaciones para el conocimiento de la etiologia,
diagnostico y tratamiento de las lipidosis (66). El profundoe conoci-
miento de algunas etapas metabdlicas, realizado en los dltimos afios,
permite en la actualidad, de una parte, establecer aquellos pasos que
presentan mayor labilidad {es decir, la incidencia de mutacién gend-
mica es mayor) y aquellos de los que no se conocen alteraciones me-
tabélicas, bien porque sean mas resistentes a la mutacién o bien por-
que su carencia conduciria a la inviabilidad del feto. Asi, por ejem-
plo, en el caso de las lipidosis puede establecerse la postbilidad de
que exista una alteracién metabélica caracterizada por el acimulo
de fucoglucolipidos y glucoproteinas (los fucoesfingolipidos son com-
ponentes normales del intestino y puede esperarse la existencia de
una alteracion en los sistemas de degradacién de estos lipidos, que
iria acompafiada de alteraciones psicomotoras). Otras enfermedades
potenciales en el metabolismo de los esfingolipidos serian: deficien-
cia de ceramidasa, la enzima que cataliza la separacién del radical
de acido graso de la molécula de ceramida; deficiencia en esfingo-
sina cinasa o en esfingosil-fosfato aldolasa, enzimas directamente
implicadas en la disponibilidad del producto final del catabolismo es-
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fingolipidico. Otra. enfermedad potencial se caracterizaria por defi-
ciencia en gangliosido neuraminidasa. Sin embargo, puede estable-
cerse con precision que una anormalidad metabdlica de esta natura-
leza seria letal «in fiteron.

Los gangligsidos se caracterizan por un rapido metabolismo en el
inicio del periodo neonatal reduciéndose después la velocidad con-
siderablemente. Parece razonable asumir que los glucocerebrosidos
se acumulan en las neuronas de las formas infantiles de la enferme-
dad de Gaucher debido a un bloqueo de la peniiltima etapa de! cata-
bolismo de los ganglidsidos. Si los pacientes de la enfermedad de
Gaucher tienen suficiente actividad residual glucocerebrosidasa en
su sistema nervioso para permitir el «turn over» normal de los gan-
glidsidos en la infancia, los pacientes podran sobrevivir presentando
tmicamente tnanifestaciones secundarias de la enfermedad, pero sin
afectarse o afectindose muy suavemente el sistema nervioso central.
Si la enfermedad progresa en los tejidos periféricos se debe a la
eritrocitorrexis constante que en los mismos tiene lugar. que resulta
en un alto actmulo de glucocerebrésidos en la enfermedad de Gau-
cher, a! no degradarse completamente los glohésidos, glucolipidos
mayoritarios del estroma eritrocitico (2).

Las condrodistrofies han sido extensamente estudiadas. muy re-
cientemente, por Rimoin (67). También las mucopelisacaridosis en
cultivos de fibroblastos han sido ampliamente tratadas en una recien-
te revision de Nenfeld (GR).

3. Dispurinias

En sus importantes trabajos sobre el sindrome de Lesch-Nyhan,
Seegmiller (69) ha demostrado que no se trata de una delecidn
genética sino de una mutacién en un gen estructural. En efecto, la
actividad de la enzima deficiente (la hipoxantina-guanina-fosforibesil
transferasa) no se detecta en los eritrocitos circulantes de los pacien-
tes pero una pequeila actividad, del 1 al 2 por 100 de la normal, ha
podido ser puesta de manifiesto con toda claridad en fibroblastos cul-
tivados. Gracias a esta actividad residual ha podido demostrarse que
tienen lugar miltiples mutaciones diferentes en el mismo locus cro-
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mosomatico, El incremento de la sintesis de purinas que se produce
en los pacientes se debe a un gran incremento de la concentracidn de
fosforibosilpirofosfato. Los sintomas neuroldgicos (coreoatetosis, es-
pasticidad, automutilacién y retraso mental) se hallan en relacién con
la ausencia pricticamente total de la enzima en el tejido neuronal. La
elevacion de la actividad de una enzima distinta pero relacionada, Ja
adenina fosforibosil transferasa, cuya presencia se detecta en los eri-
trocitos de los enfermos, se debe a un efecto estabilizador del sustrato
ya que, como hemos indicado, ¢l fosforibosilpirofosfato se halla muy
incrementado.

Se ha confirmado que esta transmisién genética se halla ligada
al cromosoma X. Los ensayos para un posible tratamiento preven-
tivo de los sintomas neuroldgicos mediante la administracién de
adenina desde el mismo momento del nacimiento han resultado in-
fructuosos. En algunos casos se ha realizado el diagnéstico ante-
natal, dentro de un programa preventivo para grupos de alto riesgo.
I.a heterogeneidad hallada en este tipo de enfermedad es extraordi-
naria, lo cual parece poner de manifiesto un distinto gradiente de
gravedad en la afeccion del genoma: Seegmiller ha identificado 28
pacientes con deficiencia incompleta en esta enzima. Ocho de ellos
presentaban una alteracién neurolégica atenuada, mucho menos severa
que el sindrome de Lesch-Nyhan, de tal modo que no se les habia reco-
nocido previamente la relacion de su enfermedad con el metabo-
lismo purinico. Debido a la alta incidencia en los mismos de litiasis
renal drica y artritis gotosa, pudieron ser examinados en centros
urolégicos ¥y reumatoldgicos.

s muy interesante poner de manifiesto los conocimientos que
una enfermedad tan excepcional como el sindrome de Lesch-Nyhan
ha permitido aportar sobre la patogenia y tratamiento racional de
otras formas relacionadas mucho més frecuentes. Desde hace siglos
la gota, enfermedad tan extendida y progresiva en el mundo civili-
zado, ha sido tratada empiricamente mediante un régimen apropiado,
colchicina y, mas recientemente, por uricosiiricos. El sindrome de
Lesch-Nyhan no es mis que una forma particular y extrema de un
conjunto de alteraciones que tienen lugar en la infancia, la adolescen-
cia y en el aduito, caracterizadas todas ellas por un factor bioqui-
mico comiin: la carencia del sistema enzimatico de la hipoxantina-



DISCUKRSO DE RECEPCION 69

guanina-fosforihosiltransferasa. Dentro del gradiente indicado, han
podido ponersze de’ manifiesto por Delharre y col. algunos gotosos,
sin sintomatologia neurosiquica especifica, que presentaban una alta
hiperuricemia juvenil y reaccién anormal a las pirazol-pirimidinas.
En estos casos —que pueden cifrarse en el 1 al 2 por 100 de los
gotosos comunes—— los niveles de enzima en hematies son practica-
mente nulos, hallindose en cambio muy incrementada la adenina
transferasa. Como vemos, la hiperuricemia y ta hiperuricosuria goto-
sas pueden resultar de la carencia especifica. parcial o total, de una
enzima implicada en la sintesis «de novo» de los uratos, si bien vale
la pena insistir en la infrecuencia de tales disenzimias uricogenas.
T.0s autores indicados han puesto de manifiesto, en una familin de
frotosos aparentemente comunes, la carencia de adenina fosforibosil
transferasa. En éstos, como en los ¢casos mas frecuentes, lo importante
cs llegar a una terapéutica que permita la inhibicién de la sintesis
va que —normalmente y en la gota comiin— la hipoxantina v la guani-
na se transforman por la transferasa tan repetidamente mencionada en
icido guanidico, regulador por retroalimentacion de la amidotrans-
ferasa, que interviene en las primeras etapas de la sintesis urica,
concretamente en la formacion de la fosforibosilamina. En las enfer-
medades carenciales en la hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferasa,
Ia ausencia de regulacién «feed-back» provoca una aceleracién del
proceso hiosintético. que cursa con hiperuricemia e hiperuricosuria,
hiperxantinemia e hiperxantinuria. caracteristicas analiticas halladas
en el sindrome de Lesch-Nyhan y enfermedades relacionadas. Los
hipouricemiantes modernos se basan, principalmente, en: a) deriva-
dos del acido ordtico. capaces de captar fosforihosil pirofosfato: b)
inhibidores de la xantinaoxidasa (alopurinol. oxipurinal y tiopurinol),
y ¢) inhihidores de la amidotransferasa (pirazolo-pirimidinas).

+. Gtros ejemplos

Muchas son las enfermedades de las gue ahora se conocen varian-
tes v subgrupos: las variaciones clinicas ¥ quimicas observadas re-
flejan diferencias en la proteina enzimdtica, clave de la anormalidad
metaholica. Se conocen evidentemente mejor aquellos estados pato-
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logicos que se detectan en muestras de ficil disponibilidad (tales
como elementos [igurados sanguineos o fibroblastos) que aquellos que
se concretan a un tipo determinado de células (como la fenilalanina
hidroxilasa hepatica).

Logicamente, la patogenia congénita del eritrocito ha sido estu-
diada con especial detenimiento, tanto por su importancia objetiva
como por la facilidad de obtencion de los glébulos rojos para su
investigacion. Son numerosas las enfermedades moleculares que pue-
den ser detectadas examinando la carga enzimitica eritrocitica, a
pesar de que la deficiencia enzimitica no comporte manifestaciones
hematolégicas clinicamente importantes. Este es el caso de ia galac-
tosemia, acatalasemia, deficiencia en colinesterasa, etc.; por otra par-
te, los eritrocitos son facilmente alcanzables y modificables por tra-
tamientos que modifican su entorno e influyen en su metabolismo,
mediante una técnica tan sencilla como la administracién endoveno-
sa de diversas sustancias. Las reacciones catalizadas por NAD y
NADH asi como aquellas que tienen como cofactor el piridoxalfos-
fato pueden ser estimuladas, segin ha podido apreciarse experimen-
talmente, mediante la administracién de acido nicotinico o de piri-
doxina.

En lo que se refiere a anowmalias gendticas que afectan a proteinas

eritrocitarias, las mis importantes son las hemoglobinopatias, alte-
raciones que ya hemos tratado v a las que debemos la.mayor parte
de nuestros conocimientos en patologia molecular. También se co-
nocen alteraciones de algunas enzimas como la glucosa-G-fosfato des-
hidrogenasa, piruvato cinasa, 2 3-difosfoglicerato mutasa, hexocina-
sa, fosfoglicerato cinasa, etc.
- Diremos, por dltimo, que las. enzimopatias del metabolismo. de
los dcidos orgdnicos han sido tratadas extensamente por Tanaka (70)
y Bondy y Rosemberg han resivado las bases moleculares de las en-
docrinopatias (3).

D1acx6STICO Y TRATAMIENTO

Y

-- Como ya hemos mencionado, existe una metodologia progresiva-
mente sensible, especifica y sencilla para la deteccién posnatal de
enzimopatias evitables si el diagnéstico es suficientemente precoz.

-
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En 1968, en Granada, bajo los auspicios de la Direccion General de
Sanidad, iniciamos la deteccién masiva de enzimopatias (71). Mag-
dalena Ugarte fue —y es— la incansable y paciente organizadora.
de un servicio cientifico y analitico que ahora, con el impulso de la
Seguridad Social, va a extenderse a todo el pais.

El resultado de aquella madrugadora instalacion analitica para la
deteccion de enfermedades moleculares en nifios recién nacidos ha
sido, en mi opinién, extraordinariamente satisfactorio. Se iniciaron
después investigaciones en poblacion subnormal, en modelos expe-
rimentales de alteraciones metabolicas congénitas, en la bioquimica
del cerebro con especial referencia al periodo perinatal... Pero no
sblo se habia constituido una linea de trabajo que se convirtié en
prioritaria dentro del Departamento, sino que se habia creado —den-
tro y fuera de él— una conciencia de la importancia del tema en bio-
quimica aplicada y fundamental, ¥ habia servido para atraer hacia la
investigacidon bioquimica a jovenes licenciados que hallan especiaL
mente sugestivo dedicar su vocacion cientifica a temas directamente
relacionados con la fisiologia y patologia del hombre.

Ll cultivo de células se esta convirtiendo progresivamente en uno
de los procedimientos de eleccién para la deteccién y estudio de alte-
raciones congénitas. Permite el estudio «in vitrow de las anormalida-
des genéticas, el diagnéstico de los heterocigotos y la investi-
gacion de heterogeneidad genética. Los cultivos diploides de fibro-
blastos humanos obtenidos por biopsia cutanea permiten profundizar
en la etiologia y consecuencias de estas enfermedades. Pero es que
ademds, el cultivo de las células amnidticas permite el diagndstico
antenatal, asi como un estudio detenido de sus caracteristicas, ya que
pueden mantenerse incluso durante 30 resiembras sucesivas. Alrede-
dor de 30 alteraciones se han detectado utilizando cultivos de células
amnioticas. Nadler ha realizado una revision de este tema (72).

Como sucede en el caso de otras alteraciones metabdlicas, el diag-
nostico en ltero de la enfermedad de Pompe (glucogenosis tipo 2,
autosdmica recesiva, caracterizada por la acumulacion de glucdgeno
en corazén y miisculo esquelético, cerebro,.higado ¥ rifion, debida
a la deficiencia en la enzima lisosémica x-1,4-glucosidasa) debe ba-
sarse en la presencia o ausencia de dicha enzima en las células cul-
tivadas de liguido amnidtico y no en la actividad x-glucosidasica del
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liquido amnidtico. En términos generales, de acuerdo con Nadler,
si se emplea liquido amniodtico para el diagnostico de deficiencias
enzimaticas en el feto, deben observarse los siguientes criterios: 1)
debe comprobarse que la enzima presente en el liguido amniotico es-
idéntica a la que existe en otros tejidos: 2) debe demostrarse asimis--
mo que la enzima del liquido amnidtico es de origen fetal ¥ no
materno; 3) la enzima debe hallarse siempre presente en el liquido
amnidtico normal y ausente tnicamente cuando el feto padece la
alteracion molecular correspondiente ; 4} deben establecerse las pro-
piedades de la enzima (por ejemplo, estabilidad. termolabilidad, etc.).

En la mayor parte de las metabolopatias, no es posible la detec-
cion de metabolitos en el analisis directo del liquido amniético,
debido a que la circulacion materna puede normalmente retirar de
la circulacion fetal el compuesto que se acumula en cada caso (73).
Existen algunas excepciones, como la de la acidemia metilmaldnica.
El metilmalonil CoA, sustrato active de la mutasa que lo trans-
forma en succinil CoA, debe ser hidrolizado a metilmalonato antes.
de que pueda difundir al espacio fetal extracelular (fig. 9).

En lo que se refiere al trafamiento de las enzimopatias, si bien cada
alteracién presenta posibilidades concretas que deben ser estudiadas.
aisladamente, pueden establecerse unos criterios generales (74):
I) modificacion de la dieta, de tal manera que la ingesta omita —en
la medida oportuna— un metaholito determinado o aporte un com-
ponente carencial: 2) inhibidores de reacciones enzimdticas relacio-
nadas, de tal manera que tiendan a anularse reacciones complemen-
tarias que pueden conducir a la produccién de intermediarios poco-
frecuentes en el metabolismo o a incrementar su cantidad habitual:
3) favorecer el funcionamiento de actividades enziméticas que normal--
mente tienen un papel secundario o bien estimular (normalmente
mediante el aporte de factores coenzimaticos en cantidad masiva) la.
actividad o afinidad de moléculas enzimiticas que puedan catalizar
la reaccién en el sentido deseable, situacion que se produce cuando
la alteracién en la estructura de la molécula enzimatica no conduce
a la mhabilidad total para el ejercicio de su funcién o cuando existe
una enzima que, con eficiencia muche menor, cataliza la misma reac-
cibén enzimatica; 4) en algunos casos, administracién de la enzima
carencial altamente purificada a partir de tejidos o liquidos bhioldgi-
cos humanos. Asi, por ejemplo, se ha administrado hexosaminidasa A
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purificada hasta homogeneidad a partir de orina humana, adminis-
trindose por infusion en un paciente con deficiencia total en esta
enzima {variante de la enfermedad de Tay-Sachs). Pero la vida media
de la enzima administrada intravenosamente resulté ser extremada-
mente corta. Por otra parte, y como era de esperar, no atraviesa la
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Fig. 9.—Representacién esquemitica de una célula fetal. Los precursores del pro-

pionil CoA y la valina pueden difundir libremente de la célula en ambas direcciones

¥, en consecuencia, son aportados por la madre. Contrariamente, el metilmalonit

— CoA debe liberar el CoA antes de difundir al espacio extracelular, convirtiéndose
en un sustrato relativamente inactivo, que es eliminado por la orina (73).

harrera hematoencefalica, por lo cual, debido a su lugar de accidn,
podria pensarse en su infusién directa en el cerebro o producir algu-
na modificacion en la selectividad de transporte, alterando la barre-
ra hematoencefalica o modificando la propia estructura proteica. Sin
embargo, la prospectiva de la terapéutica basada en el reemplaza-
miento enzimitico no es muy alentadora, excepto en algunos casos
especificos en que el lugar de accion de la enzima administrada no
tenga insalvables problemas de acceso: 6) evidentemente, la posi-
bilidad de reemplazamiento del 6rgano del paciente en el cual existe
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la enzimopatia por otro procedente de un ser normal, permitiri:g
aliviar sustancialmente el cuadro clinico, siempre que el deterioro
producido por la enfermedad no hubiera alcanzado ya niveles criticos.
Este es el caso de la enfermedad de Fabry, una lipidosis, que puede
ser corregida mediante transplante renal. Aparte de los problemas
inmunologicos que plantea esta alternativa terapéutica, su aplicacidn
es ciertamente restringida; T) aporte de la actividad enzimatica defi-
citaria mediante circulacidn sanguinea extracorporea, que permite
la accidn de las enzimas deficitarias retenidas sobre soportes sélidos;
8) aplicacién de lo que se ha venido en llamar incorrectamente «in-
genieria bioquimica», corrigiendo la deficiencia genética mediante el
aporte de la informacidon correspondiente por transduccién con virus
no patolégicos que introducen en la célula el cistron oportune. El
mensaje apropiado debe ser introducido en e] genoma viral. Es muy
dificii 1a prediccion de los resultados practicos que puedan ob-
tenerse con esie tipo de experiencias. La modificacion del geno-
tipo humano pertenece todavia al campo de la pura especulaciéon
tedrica y es dificil prever que, en un futuro razonable, puedan alcan-
zarse resultados que permitan mejorar los tratamientos que hoy se
realizan modificando el fenotipo y el entorno. El tratamiento con cor-
ticoides y con fenoharbital permite la induccién de determinadas acti-
vidades enziméticas, proporcionando un camino de investigacién in-
teresante en el tratamiento de alteraciones de esta naturaleza, Asi,
por ejemplo, se ha conseguido estimular la actividad glucosa-6-fos-
fatasa en un paciente con glucogenosis-tipo 8, mediante la admi-
nistracién de corticoesteroides. También el fenobarbital produjo con-
siderable incremento en Ia actividad de la glucoronil transferasa en’
pacientes afectos de hiperbilirubinemia. No se conoce el mecanismo
de esta respuesta al fenobarbital, pero la induccidn enzimitica cons-
tituye ciertamente un amplic camino de investigacidén. Junto a Ia
induccion, la represién de la actividad genética mediante la. utiliza-
ciéon de productos terminales, puede constituir también un impor-
tante tema para el estudio de la posibilidad de tratamiento de estas
alteraciones a nivel genético.

La terapéutica preventiva coustituye, sin lugar a dudas, una vez
mas, el procedimiento de eleccién: La posibilidad de disponer de
unos- sistemas analiticos ~sensibles y facilmente aplicables para la
deteccién de homocigotos y, sobre todo, de transportadores hete-
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rocigobticos, constituye la base mis solida, a través de un consejo
genético de amplia aplicacién, para la evitacion de estas enferme-
dades moleculares, si bien es necesario que la sociedad sea una parte
Aactiva ¥ no un observador pasivo en la implantacién de unos siste-
mas de prevencion que tanto contribuirian a mejorar la salud, espe-
cialmente mental, del hombre de nuestro tiempo.

No cabe duda de que el futuro del diagnostico v del tratamiento
se acercaran progresivamente a la individualizacidon de la enfermedad
o, mejor, a la personificacion de la enfermedad. El conocimiento de
la enfermedad, en términods genéricos, es condicién necesaria, pero
no suficiente: es necesario conocer también las caracteristicas de la
persona, siempre distinta, que padece la enfermedad. Y la primera
-aproximacién a este conocimiento personal es la generalizacion de
-pruebas analiticas, de examenes analiticos masivos, que permitan la
adecuada aplicacién de los conocimientos generales a cada caso par-
ticular.

[.a amniocentesis, a partir de muestras tomadas entre las sema-
mas 12 y 16 del embarazo, esti siendo progresivamente utilizada,
especialmente en los grupos de alio riesgo, para la prevenciéon de
-enfermedades cromosdmicas, Desde luego, el costo de las enferme-
dades genéticas evitables no debe ser medido en términos econdémi-
-cos, sino en algo mucho méas profundo y dificilmente evaluable como
es la tragedia familiar que representan. Sin embargo, incluso estos
indices mas crudos e incompletos. como los econdomicos, pueden” ser
Hustrativos: en los Estados Unidos el cuidado a la poblacién afecta
de mongolismo representa 1,8 «billonesw de ddlares anuales, v tene-
mos que tener en cueénta que el mongolismo eg una —la mas fre-
cuente— de las 40 alteraciones cromosomicas que pueden prevenirse
en la actualidad. Desde luego, estos progresos cientificos requieren
cambios en actitudes morales ¥ legales tradicionales, Se trata de una
nueva modulacion de los valores sociales, de tal manera que a cada
nueva vida se le de todo el valor que tiene y se le preste toda la
atencion que hoy el desarrolio humano v la civilizacién pueden
aportar. Cuando contemplamos multitudes desnutridas y millones de
nifios sin la mas elemental atencién médica pensamos que, realmente,
s necesaria una nueva valoracion de lo que, religiosamente incluso,
representa la vida humana. Al hombre se le pediri cuenta de los
talentos que se le han confiado. Al contemplar la atencién que se
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presta a la juventud enferma y necesitada, al contemplar especialmen-
te la desproporcion que existe entre el crecimiento demografico pre-
visible ¥ los medios que se estan poniendo para remediar las situa-
ciones actuales y las venideras, se obtiene una impresiéon realmente
desconsoladora. Es urgente que los cientificos conscientes de estos
problemas no permanezcan por mas tiempo en silencio.

Tenemos que hacer frente a las necesidades que producen sufri-
miento, sean de la indole que sean. Nada habremos hecho si al pro-
greso sanitario no corresponde un progreso social que permita la
aplicacion y utilizacién de estos conocimientos por las colectivida-
des, La sanidad no es un problema técnico sino un problema social
v la politica sanitaria una de las mas relevantes facetas de la poli-
tica social, e decir, de la politica. Recientemente. Mahler, director
general de 1a OMS, ha dicho: «la salud es una cuestién politica y
la politica es la =alud a escala social. Tenemos que preccuparnos
siempre de encontrar medios practicos de aplicacion de los conoci-
nmientos —nuevos y viejos— en favor de las grandes masas de pobla-
cion mundial. FEste es el desafio que tenemos que aceptarn. Y es
obvio que no pueden esgrimirse aspectos econdmicos, ya que todos
sabemos las grandes inversiones destinadas no a la salud, sino a la
guerra.

Todo nuevo conocimiento puede ser utilizado en heneficio del’
hombre o puede contribuir a su degradacion. Es nuestra responsa-
hilidad procurar —sin prejuicios v con la mente clara— que se uti-
licen siempre correctamente. Este es el reto formidable que tenemos:
planteado.

Es de esperar que la ciencia, que no es mas que el progresivo
desvelamiento de los misterios de la creacién, ayude al hombre. AT
hombre, criatura de Dios. Comprendereis ahora porgue, al princi-
pio, os decia que todos debemos contribuir a que el nacimiento cons-
tituya, también desde el punto de vista médico v de atencion social,
un acontecimiento al menos tan importante como la muerte.
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ExcMo. Sr. Pror. Ur. D. AxgEr

Santos Ruiz.



Excmo, Sr. Presidente,
Sres. Académicos.
Sefioras, sefiores:

En una tarde del mes de enero de 1959, en la sesion solemne de
inauguracion de curso, recogio el Premio de esta Real Academia de
Farmacia —que llevaba implicito el nombramiento de miembro corres-
pondiente~ un dilecto y joven discipulo mio: el Dr. D. Federico
Mayor Zaragoza. Desde entonces no ha dejado de colaborar con
esta tlustre Corporacion, que hoy reconoce oficialmente su merito-
ria labor acogiéndole en su seno como Académico numerario.

Mis largos afios en la docencia —privilegio de la edad— me per-
miten contar mis alumnos por miles. El namero de discipulos es,
por logica, notablemente méas restringido y unc de ellog es Federico
Mayor Zaragoza. En los que conmigo trabajan prefiero, gozosamen-
te, que me sobrepasen a que se limiten a seguirme. e procurado
—v no sé si siempre lo he conseguido— no ser un maestro dominante
que impone limites al pensamiento de sus seguidores. De ambicionar
alguna autoridad seria la de hacer pensar, y no necesariamente, en
mi direccion, Creo que es preferible una oposicion viva a una apro-
bacién muerta. Decia Nietzsche —en la humildad que supone el
orgullo abatido por la verdad inaccesible— que poco agradecimiento
se le puede deber a un maestro con el que no se pasa de ser discipulo,
Permitidime la doble vanidad de destacar aqui. y ahora. que Federico
Mayor Zaragoza ha sido mi discipulo ¥ que me ha superado.

I

No es tarea facil, aunque si asequible, el encuadrar la personali-
dad de Federico Mayor Zaragoza en una rigurosa sistematizacion.
Tampoco pretendo fijar en un esquema los varios aspectos de su
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conducta. FEn general las concepciones aprioristicas que pueda esbo-
zar de sus funciones se desbordan y, al mismo tiempo, se entrecru-
zan. Me enirento, pues, con una cuestién compleja que resiste a la
simplicidad de una breve exposicién. Por tanto, la misién mia sera,
fundamentalmente, un «excursus» breve sobre la obra del recipien-
dario y sobre su biografia.

En Federico Mayor Zaragoza quiero resaltar que, entre lo teli-
rico estable y lo circunstancial mudable, ha habido siempre una meta
fija en su propensién a un destino bioquimico: Becario; Ayudante y
Colaborador cientifico del Departamento de Bioquimica del Centro
Coordinado en la Facultad de Farmacia de Madrid del Consejo Su-
perior de Investigaciones Cientificas; Profesor Adjunto de Bioqui-
mica de la Facultad de Farmacia de Madrid; Catedratico de Bioqui-
mica de- [a Facultad de Farmacia de la Universidad de Granada:
Catedratico y Director del Departamento de Bioquimica de la Facul-
tad de Ciencias de la Universidad Anténoma de Madrid; Director
del Centro de Biologia Molecular; Presidente de la Sociedad Espa-
fiola de Bioguimica.

En términos filosoficos la paralisis del movimiento es la tristeza
o ania que supone estrictamente esterilidad, pero Federico Mayor
Zaragoza es hombre con sonrisa a flor de labio, reflejo de un talante
risuefio que supera lo puramente fisiolégico. En él se cumple aquello
de que «el corazén alegre hace sonreir la caray del Libro de los Pro-
verbios. Su contexto significa prontitud, agilidad y entusiasmo al
servicio de la vida, En €1 la persona se cumple v se despliega, con-
forme a lo que como ser existente significa: es decir, con fecundi-
dad. En efecto, la labor de Federico Mayor Zaragoza ha sido muy
prolifica en todos los aspectos.

En su extensa produccidén cientifica se distinguen tres petiodos:
de 1956 a 1963: de 1963 a 1972 y de 1972 a 1976.

De 1956 a 1963 realizd en el Departamento de Bioguimica de la
Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid in-
vestigaciones sobre la glutamato descarboxilasa v, como consecuen-
cia, sobre el metabolismo del 4-aminobutirato en diversos origenes,
especialmente aquellog caracterizados por un metabolismo hipaxico
cual es el casc de las plantas suculentas. Al hilo de la glutamato
descarboxilasa comenzd tamhbién a trabajar sobre glutamato deshi-
drogenasa v, al observarse un distinto comportamiento, segiin la dis-
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ponibilidad de oxigeno, se imiciaron una serie de trabajos sobre
enzimas del ciclo tricarboxilico en condiciones de hipoxia.

De 1963 a 1972 continud la labor investigadora, que habia empeza-
do en Madrid, en el Departamento de Bioquimica de la Facultad de
Farmacia de la Universidad de Granada, sin perder su conexién cien-
tifica con el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Farma-
cia de la Universidad Complutense, la cual duréd hasta 1967, en que
sus ahsorhentes obligaciones en el nuevo centro universitario le im-
pidieron continuarla. En 1968 puso a punto una serie de determinacio-
nes para el diagnostico precoz de enzimopatias que se hicieron obliga-
torias en la provincia granadina. Paralelamente investigd sobre la
etiologia de la fenilcatonuria, como ejemplo de causas promotoras en
retraso mental, en modelos experimentales tales como ratas tratadas
con inhibidores de la fenil-alanina-hidroxilasa. También se pusieron
en marcha una serie de trabajos sobre gluconeogénesis con utilizacidén
de higado perfundido, y continuados después en hepatocito aislado.
Junto a la gluconeogénesis hepitica y renal estudiaron. ademis, el
empleo de cuerpos catdnicos especialmente en cerebro.

Poco a poco. por diversas vias, se iba adquiriendo preparacion y
dotacién experimental para confluir en un tema de gran trascenden-
cia: Ia bioquimica perinatal y, concretamente, el estudio bioquimico
de las causas de retraso mental. Por ello, desde 1972 hasta la fecha,
la labor investigadora del Profesor Mayor Zaragoza ha seguido
principalmente en este campo, en el Departamento de Bioquimica y
Biologia Molecular de la Universidad Auténoma de Madrid. L.a mar-
cha de los trabajos experimentales sigue las lineas fundamentales
relacionadas con la profundizacién en el conocimiento de la etiologia
de la fenil-cetonuria ¥y de la histidinemia, y se dedica especial aten-
cién al conocimiento bioguimico de los fendmenos hipoxicos y del
dafio cerebral.

De manera paralela a la labor experimental aludida se ha
investigado, asimismo, sobre otros temas de interés bioquimico, entre
los que destacan los referentes a biogénesis de terpenos, bioquimica
de la germinacidon y enzimas vegetales. El niimero de publicaciones
especializadas en revistas cientificas nacionales y extranjeras rebasa
ya el centenar.
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11

Caben dos acepciones metafisicas del tiempo: una es la duracién
de lo que cambia; otra es la medida de los cambios. En ambas hay
relacién de cambio a tiempo. Dende nada cambia, el tiempo no tiene
ningiin sentido, pero en el caso de Federico Mayor Zaragoza si que
lo tiene, ya que su vida ha supuesto un evolucionar hacia un incre-
mento de su acervo docente, cientifico y humano. Y lo ha hecho con
decisién, que es una fuerza innovadora; y con occurrencia, que es la
suscitacién de algo nuevo. Federico Mayor Zaragoza ha trabajado
en ambientes y escuelas cientificas de otros paises v especialmente
la del Premio Nobe! Profesor Krebs, en Oxford. Estos nuevos jalo-
nes en su formacién integral han estimulado su capacidad creadora,
con su anejo el anhelo de hacer, de transmitir y de dar. Consecuencia
evidente es su personal magisterio, que ha plasmado en la direccién
de una freintena de tesis doctorales y en discipulos varios que hoy
son ya profesores numerarios de Universidad o investigadores dis-
tinguidos.

El énfasis ficticio suele brotar en épocas de decadencia, cuando
lo artificioso supera a la sencillez, v entonces hay afectacion en lo
expresado, en el gesto o en el tono. Sin embargo, creo que no im-
porta cierto énfasis, al referirme al buen quehacer cientifico de Fede-
rico Mayor Zaragoza, si es natural vy sincero, puesto que supone
una figura retérica que permite dar a entender mas de lo que real-
meitte se indica con las palabras empleadas. Por otra parte, la razén,
segin la expresion pascalina, sufre siempre la humillaciéon de tener
que explicarlo casi todo; pero queda el casi: ese «no se qué que
queda murmurando», de San Juan de la Cruz.

A tal respecto debo seiialar que el Prof. Mayor Zaragoza ha
realizado diferentes verstones de temas cientificos para la Mac Graw
Hill Encyclopedia. Ha traducido el libro Vitamin Assay de Strehe-
scker y Henning y ha publicado tna monografia v dos libros. Sus
articulos cientificos son muy apreciados y su actividad como confe-
renciante realmente desusada ; hasta este momento ha pronunciado, en
Espafia ¥ en el extranjero, mas de setenta discursos vy conferencias
de alto nivel. Ha organizado diversos ciclos de lecciones especiales
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acerca de enzimopatias, reflexiones bioquimicas sobre la vida y enzi-
mologia. Los coloquios en que ha tomado parte alcanzan una alta
«ifra,

Sus articulos, revisiones y conferencias no se pueden titular de
vulgarizadores,-puesto que han side un ordenar conocimientos sin-
téticos, traducidos a formas claras y vivas, que no traicionan la
dificultad de los problemas. Han sido, por el contrario, una actividad
superior, en la biisqueda del saber por el hombre.

Ha asistido y ha sido ponente en ocasiones en multiples cer-
timenes cientificos nacionales e internacionales. Pricticamente ha
participado, desde 1938, con mas de setenta comunicaciones en todos
los Congresos Internacionales de la International Union of Bioche-
mistry (IUB), Federation European of Biochemical Societies (FEBS)
y Journées Biochimiques Latines (J. B. L.). Ha sido miembro del
Comité Nacional de la Unién Internacional de Bioquimica y es Senior
Member del Trinity College de Oxford. "

No solamente ha tomado parte en reuniones cientificas sino que
también ha sido organizador de las mismas. Entre ellas destacan:
Congreso de la SEB en Granada, en 1967; Simposio Internacional
sobre Molecular Mechanisms of Antibiotic Action of Protein Synthesis
and Membrane en Granada, en 1970; Conference on Prospects for
Hereditary Metabolic Discases Control, en Granada en 1973, y el
International Symposium en homenaje al Prof. Ochoa en Barcelona
vy Madrid en el dltimo mes de septiembre. Excusado es decir que sus
intercambios cientificos con muy distintos paises, son tan estrechos
como fructiferos. En calidad de Principal Investigador ha disfrutado
de Grants del Agriculiural Research Service del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos.

111

Pedir, y aun implorar, es humano, pero ser agradecido lo es mis
todavia. Como ha sefialado Bollnow, no hay otra cualidad que mani-
fieste mejor la salud interior, espiritual y moral. Mientras que la fide-
lidad se define frecuentemente por miltiples obligaciones contraidas,
la gratitud es una actitud de fondo. ¥ tan delicada que se desvanece
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al menor descuido. La gratitud es confianza en el presente y espe-
ranza en el futuro. Ser agradecido es propio de los mejores v esta
actitud ha sido siempre hacia mi una inolvidable constante de Fede-
rico Mayor Zaragoza, que me complazce en seiialar. De los afios en
que hemos laborado juntos ha quedado entre ambos una inmarcesible
amistad, llena de generosidad, especialmente por su parte.

El conocimiento del caricter significa, en gran parte, el de las
promesas que en un determinado ser se encierran, y de ahi que no
pueda ser completo. Mounier ha expresado bien que el caricter es
un acto, no un dato. Asi como la teologia se coloca ante El, la carac-
teriologia lo hace ante el hombre. En el caso de Federico Mayor
Zaragoza sus condiciones humanas de simpatia v su aspecto inteli-
gente son reflejo de la verdad de su personalidad. En este caso se
cumple el viejo refran: «la cara es el espejo del alman. Es evidente
su capacidad para las relaciones pablicas, y no puede extrafiar su
pertenencia a numerosas sociedades cientificas nacionales y extran-
jeras tales como: Real Sociedad Espafiola de Fisica y Quimica;
Sociedad Espafiola de Ciencias Biologicas; Sociedad Espafiola de
Bioquimica; Ewropean Molecular Biology Organization; Biochemi-
cal Society; Societé de Chimie Biologique; American Chemical So-
ciety; American Association for the Advancement of Science, etcé-
tera, Es Miembre Honorario de la Sociedad de Bioquimica de Con-
cepcion (Chile); Académico correspondiente de la Academia Nacio-
nal de Farmacia del Brasil, etc. Sus capacidades amplias han sido
reconocidas a través de variadas distinciones, y entre ellas: Colegia-
do de Honor del Colegio Oficial de Farmacéuticos de Granada:
Miembro de Honor de la Asociacion de Antiguos Alumnos de la
Facultad de Farmacia de Granada; Emblema de Oro y Colegiado
de Honor de los Colegios Mayores de San Bartolomé y Santiago,
Jesus Maria vy de Loyola de Granada: Colegiado de Honor del Cole-
gio de Farmacéuticos de Las Palmas: Colegiado de Honor del
Consejo General de Colegios Médicos; Miembro de Honor de la
Asociacién de la Prensa de Granada; Clavel de Oro de la cindad de
Motril; Olive de Oro de la ciudad de Jaén; Medalla de Honor d=
la Fundacién Rodriguez Acosta, etc. Estd en posesion de valiosas
condecoraciones, tales como la Gran Cruz de Alfonso X el Sabio
v Ia Gran Cruz de la Orden Civil de Sanidad.
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De su excelente gestion al frente del Rectorado de la Universidad’
de Granada quedan como elocuentes testigos la Medalla de Oro de

dicho centro universitario y el muy honroso nombramiento de Rector
Honorario.

v

Las disgresiones orales o escritas van desde las obras mas hu-
mildes a las mis excelsas, La diferencia radica en que la banalidad
de las primeras ofrece escaso interés, mientras que la maestria de las
segundas supone tanto que a los exégetas todo les parece poco para
aburar su analisis. El tema planteado por el Prof. Mayor Zaragoza
en su discurso de ingreso, que acabamos de escuchar, ofrece la segun-
da perspectiva. pero el lugar y el tiempo condicionan el comentario.

El recipendiario ha expresado el concepto de Patologia Molecular
y ha hecho hincapié en las bases moleculares de todo procesc pato-
logico, de tal modo que si el equilibrio se restablece, constituye una
situacidn transitoria; en caso contrario, sobreviene la muerte.

Dentro del amplio campo que abarca la patologia molecular, ha
centrado el tema en las alteraciones genéticas, que condicionan no:
s6lo la existencia de enzimas inhabiles para el ejercicio de su funcion,
sino también alteraciones en el mecanismo. extraordinariamente com-
plejo, de la diferenciacién. Desconexion de un sistema que produce
una isoenzima menos regulada, por ejemplo. v conexién de otro en
una fase mas avanzada del desarrollo. con un sistema de regulacién
mas elaborado.

En lo que al polimorfismo genético se refiere, ha tratado con dete-
nimiento las caracteristicas isoenzimaticas y los mecanismos de su
regulacién, y es porque estima —y yo con él— que el capitulo de las
isoenzimas es en la actualidad, y seguramente mis en el futuro, el
mas destacado de la regulacion metabdlica v de la bioquimica del
desarrollo y diferenciacidn.

Era importante al respecto hacer referencias a las analogias exis-
tentes entre las isoenzimas fetales y las de los tejides tumorales,
planteandose el problema de la desdiferenciacion en el caso de los
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‘tumorales y de la indiferenciacién en el caso de las embrionarias y
fetales. También convenia destacar que, al nacer, las isoenzimas son
las menos regulables, mientras que en el adolescente y en el adulto
las entonces existentes lo son ya totaimente. Ello es coherente con
'las necesidades energéticas del momento de adquirir autonomia vital,
ast como con el equilibrio que caracteriza va la bioquimica del ser
adulto.

No podia faltar tampoco en su discurso una breve referencia a
las distintas proteinopatias, indicando la misién fundamental de las
‘hemoglobinopatias en el estudio molecular de estas anormalidades.
Las talasemias las ha contemplado con algln detalle, ya que consti-
tuyen un ejemplo magnifico de mantenimiento, es decir, de no des-
-conexion, de una lectura genética fetal. Ha comentado acto seguido
algunos datos muy recientes sobre algunas enzimopatias; si bien en
-general ha realizado somera alusién, porque asi era aconsejable, a
las grandes revisiones efectuadas sobre los diversos capitulos de pro-
tidos. glacidos y lipidos.

Su excelente disertacién se ha cerrado con indicacion de las posi-
bilidades de determinacién, prevencién y tratamiento de algunas en-
zimopatias, en las que se pone de relieve la ingente labor realizada
en el Departamento de Bioquimica, dirigido por el Profesor Mayor
Zaragoza, en conexion tanto con el diagnéstico precoz de algunas de
estas enfermedades como con los estudios de investigacién realiza-
dos con fenilcetonuria inducida en animales de experimentacion, que
han llevado a establecer algunas contribuciones de gran interés. Yo
sefialaria, como ejemplo, la demostracidn de que los derivados de la
fenilalanina inhiben la utilizacion de cuerpos cetdnicos, absolutamente
imprescindibles en el periodo de la mielinizacidén cerebral que tiene
Tugar en el hombre y en otros seres vivos después del nacimiento.

De la importancia de la investigacién perinatal, tan ligada a la
labor experimental del Profesor Mayor Zaragoza v su escuela, puede
dar idea el que en el afic de 1975, como ha sefialado K. W, Cross,
se ha editado un tercer nimero del British Medical Bulletin con-
sagrado a la investigacién sobre el feto y el recién nacido. No hay
-duda que estas publicaciones representan una importante contribucién
para la ciencia, puesto que se recogen resultados de la investigacién
Pperinatal, con sus muchas aplicaciones en el cuidado del nuevo ser.
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Las interesantes observaciones de G. C. Liggins, relativas a la mision
del feto en el comienzo de los dolores de parto, repercutirin, proba-
blemente, en la prictica obstétrica humana antes de que se publique
un cuarto nimero sobre fisiologia fetal y neonatal de la citada revis-
ta inglesa.

Los ensayos perinatales suponen un respiro, un alivio, que no
debe borrar de nuestra mente otras actividades e impedirnos la pre-
ocupacién para reflexionar sobre aspectos nada positivos. Frente a los
desvelos por traer al munde seres lo mas perfectos posibles esta la
tendencia a eliminarlos. En consecuencia, hay que matizar severa-
mente las manipulaciones que llevan a la supresidon de nuevos seres
humanos.

Un anilisis adecuado obliga a un determinado léxico, puesto que
la corriente moderna ha hecho cambiar rumbos y valorar, en conse-
cuencia, en grado sumo la semantica. Por aludir a definiciones que
puedan considerarse méis objetivas, sefialamos con Noel Baine que
en el Ouxford English Dictionary la «ftican es definida como parte
del estudio que se ocupa de los principios del deber humano. El deber
es la accién adecuada en relacién a la obligacion moral o legal. Ambas
obligaciones estin separadas v hay dos tipos de deber: moral y legal.
La moral es un adjetivo relative a la distincion entre bueno y malo,
en conexion con las acciones de personas responsables. El deber
legal esti generalmente bien definido en estatutos o precedentes, pero
el deber moral debe tener prioridad. De esta forma surgen tres situa-
ciones, en las dos {iltimas de las cuales pueden aparecer problemas
éticos: primero, los deberes moral v legal estan de acuerdo; segun-
do, ambos deberes estin en conflicto; tercero, los deberes morales
no estin todavia protegidos por el cddigo legal.

E! buen sentido de la tradicion juridica espafiola afiade mualtiples
v valiosos argumentos del derecho civil a las consideraciones de
médicos, moralistas y socidlogos desde sus angulos respectivos. El
derecho espafiol ha encontrado, desde siempre. que el atentado a la
vida de un no nacido viola muchas veces no sblo los derechos de
aquél, sino los de otros individuos e instituciones que merecen y
exigen la proteccién de la ley y la tutela del Hstado. Hablar sélo de
la madre e incluso del nifio es mutilar la realidad complejisima y
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aunténticamente social de la propagacién de Ia vida, vista desde la
institucion familiar entera.

La insignificancia del ser humano que empieza a vivir asombra el
entendimiento. Basta recordar que si juntisemos las macromolécu-
las codificadas que van a especificar las cualidades de cada uno de
los miles de millones de individuos que nos reemplazarin sobre la faz
de la Tierra. esta cantidad de material cabria en la mitad de un
dedal. La nueva vida es ya avida humana» desde el punto de la fecun--
dacion efectiva. Para el Profesor Lejeune el hombre existe desde
la unién del espermatozoide con el 6vulo. La célula resultante
posee una individualidad genética, nueva e irrepetible. A partir de
ella el embridn sigue un proceso individual determinado. segiin un
plan seflalado por el icido desoxirribonucleico. Desde los primeros
dias un ser es capaz de regir su destino y estimular, por medio de:
un mensaje quimico. el funcionamiento del cuerpo amarillo del ovario
y suspender el ciclo mensual de la madre obligindola a protegerle.
El hombre con su cuerpo, sus organos. su sistema nervioso y sur
espiritu estd presente, en potencia v forma. desde el instante mismo
de la fecundacidn.

El hecho de que el ser humano esté contenido en potencia. en algo
tan minimo, nos hace intuir cémo la vida nos es dada: somos sola-
mente depositarios de un mensaje que nos excede, v. sin embargo,
nos construye. Cuando algunos pretenden que el suefio del embrion
no es el de una persona, olvidan, como ha sefialado el aludido inves-
tigador, el ejemplo maravilloso de los mamiferos mas simples, los
marsupiales, que al abortar espontaneamente se ocupan de proteger
ejemplarmente durante largos meses a sus crias en una bolsa ven-
tral; reconocen entrafiablemente a uno de los suyos en algo tan
minfisculo como una ciscara de nuez.

La gradual admision del ahorto en la legislacién de mis y maés.
naciones no es argumento de su licitud moral, sino, en todo caso,
prueba de la decadencia de una civilizacién. El aborto como defenca
de la madre forzada, en el caso de una violacion, aflade un trauma
fisico al psicolégico. La defensa no estd en la muerte adicional, y a
sangre fria. de un inocente, sino en la proteccion afectiva y efectiva
de la madre. Las taras genéticas no constituyen tampoco una jus-
tificacion del aborto, el cual no termina con las taras, sino con ef
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tarado; el mismo argumento seria valido para suprimir por indica-
<ién médica y orden legal a millones de ciudadanos adultos. La con-
tinuacion lagica de la campafia por el aborto es la eutanasia.

El Profesor Paul Marx, de Collegeville (Minnesota), ha hecho
un completo examen de las ticticas empleadas por el movimiento
internacional en favor del aborto, que constituyen una maquina im-
pulsada por los poderosos vy omnipotentes medios de comunicacidon
de masas. Al servicio de tal propodsito se ponen las cuatro emes:
money, media, manpower y manipulation, es decir, dinero, medios
de comunicacion de masas, potencial humane y tacticas para manejo
de la opinion.

Resulta paradojico que muchos Estados de derecho legislen para
defender 1a vida animal no racional, lo cual es legitimo vy elogiable,
v, sin embargo, colaboren oficialmente con organizaciones mundia-
les —asi como entidades financieras poderosas— que recomiendan y
ayudan a la eliminacién masiva de individuos en desarrolio, con vida
propia. Estremece pensar que no se consienta nacer a seres indefen-
sos y se legalice que las madres interrumpan su embarazo. La desa-
cralizacién, la corrupeidn de costumbres, con sus secuelas de ero-
tismo, violencia y hedonismo va tépicos, colaboran en muertes cuya
causalidad es discriminatoria, vy estin preconizadas en nombre del
materialismo, de una wsupercivilizacién», que prefigura un ulterior caos
apocaliptico, salvo la Providencia. Como ha indicado Orlandis, el
divorcio, la legalizacion de la contracepcion, el aborto y la eutana-
sia, pueden reservar al individuo un porvenir tiranico. Por supuesto,
en lamentable contraste con las enfiticas declaraciones de los Dere-
chos del Hombre, v las endechas que, mondtonamente, se entonan a
la dignidad de la persona humana.

Creo que ha llegado la hora de reflexionar en voz alta, v lo hago
ahora en este imbito académico. para proclamar la belleza de una
aparente intransigencia cuando se opone, justamente, a la fealdad de
un turbio egoismo. Como cristianos, como cientificos, como ciuda-
danos miembros de una sociedad civilizada, los que asi pensamos
tenemos el deber de hacernos oir frente a hipocresias individuales y
colectivas ¥, en general, el celo bastardo por un supuesto bien de
los demas.

Como va he tenido ocasion de escribir en otra ocasion, los escri-
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tores siembran letras; los oradores palabras; los tedlogos doctrina,
los padres siembran vida. A! {in y al cabo los embriones humanos son
—nada mas y nada menos— los futuros hijos, es decir la bendicién
del matrimonio, el fin de esa busqueda de unidad que es la esencia
misma del amor,

v

Es evidenie que el «ser» y el «ser de una forma concretay no
pueden del todo separarse; no se da una «existencia» sin una «esen-
cian. Frente al recipendiario tenemos ante los ojos ambas cosas y
no se puede prescindir de su destino a cumplirse en si mismo. Con
una mirada anticipada podemos ver ese «proyecto» y en una primera
ojeada salta a la vista la manera de ser, es decir, sus cualidades, que
hemos citado, vy gue son tantas y buenas, Pero como esto no basta,
hay que llevar el proyecto a realidad e internarse en lo posible hasta
el centro de la personalidad, que se halla tras las cualidades externas
v las sustenta. Una faceta importante del «ser» de Federico Mayor
Zaragoza es la referente a su incursion, obligada por las circunstan-
cias, en el campo de la administracion pablica. Ademas de haber sido
Procurador en Cortes ha desempefiado el importante cargo de Sub-
secretario del Ministerio de Educacion y Ciencia.

Es curioso observar la doble significacién de la palabra servir:
unas veces significa tener habilidad para realizar algo: otras estar
z disposicion de alguien. En la psicologia del homo politicus opera
la dialéctica que Hegel establecia como reguladora de toda relacion
interurbana, la del amo-esclavo, que, con otras palabras, es la de
poder v servicio. Apenas habri un solo discurso de cualquier jefe o
dirigente en el que deje de presentarse como servidor de aquellos
que estan bajo su mando.

Casi siempre, sin embargo, el acto de servir encuentra una gram
resistencia en el orgullo, como si lleviramos en el fondo del alma
un centelleo del demontaco non serviem. Es més atractive enfocatlo
como puesto de mando y, en el sistema de Adler, la «voluntad de pode-
rio» constituye el eje central de la dindmica de la personalidad huma-
na. No obstante, quisiéramos ver siempre a los gobernantes como
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hombres llenos de espiritu de servicio y sélo anhelando el poder para-
servir mejor. Este ha sido el caso de Federico Mayor Zaragoza, que-
en sus cargos ha sabido resolver la paradoja servicio-poder. Ha man-
dado bien para servir eficazmente. Su paradigma supone no haberse:
recluido en la torre de los diletantes egoistas; un impulso constitu-
cional le ha llevado a hacerse itil a los demas.

Recientemente su nombramiento de Presidente de la Comision de
Estudio de un Régimen Administrativo Especial para Catalufia, al’
dar pabulo a las varias inquietudes regionales, estoy convencido que
contribuird a restablecer la visién fundamental del homo politicus
como lomo moralis, preocupado por los problemas de fondo de la
convivencia, v eliminar asi la imagen del liomo pugnas de lucha por-
el poder.

Federico Mavor Zaragoza ha realizado v realiza todo esto com
sencillez. Los espiritus selectos no esgrimen palabras altisonantes,
ni acciones superlativas y estan, a pesar de ello, lejos de lo mediocre.
Cuando no existe nostalgia de mejora, cuando se encuentra la expre-
sion en la banalizacién v el compadrazgo. entonces es cuando se estd
inmerso en la mediocridad. E= indudable buen motivo de enhorabue-
na fa subida de peldafins en hien de la comunidad, pero en el caso de
nuestro nuevo Académico. serd mas grande la felicitacion cuando
le toque el arduo trance de descenderlos: lo hard con la seguridad
v la firmeza del que sélo pretendié cumplir un cometido en favor
de los demds,

Como vemos. circunstancias diversas han llevado a Federico Mavor
Zaragoza a un protagonismo, un erostratismo en pie de guerra con
el hacha desenterrada desde el alba hasta el crepisculo. Pero es-
que con arreglo a premisas unamunianas, puede haber fuerte indi-
vidualidad sin personalidad adecuada, fuerte personalidad con ende--
ble individualidad y también, como en este caso, fuerte individuali--
dad con fuerte personalidad. Su andadura yo diria que ha corres--
pondido a las estrofas manriquefias:

«mas cumple tener buen tino
para andar esta jornada
sin errary.
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Parecer¢ a algunos insistente en citas poéticas —y es cierto—, pero
he gquerido hacerlo asi porque en Federico Mayor Zaragoza —como
-en determinados frutos— debajo de la corteza de un noble prag-
matismo regional, posee una pulpa jugosa transida de idealismo, que
ha aflorado, en ocasiones, en rimas valiosas, Por todo lo anterior, y
-conocedor de sus deseos de colaboracion, al recibirle hoy con jabilo,
en nombre de esta antigua y prestigiosa Corporacién, lo hago final-
:mente con la clasica serranilla del Marqués de Santillana:

«bien vengades;
que ya bien entiendo lo qQue demandades»,

_He dicho.





