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Genoma humano y enfermedad

Un gen es una secuencia ordenada de cuatro bases de nucle6tidos en una molécula de 4cido
desoxirribonucleico (ADN) que codifica un producto funcional especifico (i.e., una proteina o molécula
de 4cido ribonucleico [ARN]). El desarrollo de un ser humano desde una sola célula hasta la fase adulta
esta dirigido por el genoma humano, un grupo de alrededor de 80,000 genes que codifican las
estructuras para un nimero incluso mayor de proteinas. Estas proteinas catalizan reacciones quimicas,
proporcionan las estructuras basicas de las células y tejidos, efectian comunicacion inter e intracelular y
dirigen la secuencia ordenada de la diferenciacion celular. En la actualidad se realiza un enorme esfuerzo
por identificar todos los genes humanos y determinar su secuencia de bases. El Proyecto del Genoma
Humano tiene por objeto producir un adelanto revolucionario en el conocimiento de la biologia humana.
Al final, permitira identificar en su totalidad los complementos de las proteinas expresadas en cualquier
tejido en cualquier momento del desarrollo.

La complejidad del genoma humano lo hace vulnerable a sufrir disfuncién con cambios incluso leves en
el contenido de informacion. Estos cambios se denominan mutaciones. El papel de la herencia en la
enfermedad humana comenzo6 a descubrirse a principios del siglo XX con el redescubrimiento de las
leyes de la herencia de Mendel. Durante los tltimos anos el estudio de la enfermedad genética se habia
enfocado a algunos padecimientos raros causados por un solo gen, y en la mayor parte de los casos el
conocimiento se limitaba a la descripcion clinica y a los resultados del analisis bioquimico. Sin embargo,
los grandes adelantos en genética molecular realizados en la segunda mitad del siglo XX, incluyendo el
desarrollo de la tecnologia de ADN recombinante en los anos 70, ha hecho posible identificar los genes
responsables de muchos padecimientos y comprender la patogenia de la enfermedad en términos
celulares y moleculares precisos. Estos avances han permitido también el desarrollo de herramientas
muy poderosas de diagnostico y nuevos métodos de tratamiento. Ademas, en la actualidad es posible
explorar la contribucién genética a trastornos comunes como la enfermedad cardiovascular, la diabetes y
el cancer.

El médico requiere conocer cada vez mas los patrones de trasmision familiar de la enfermedad e
identificar a los familiares con riesgo. La capacidad para interpretar los datos de las pruebas genéticas es
una destreza cada vez mas necesaria. Ningtin area de la medicina esta aislada de la influencia de los
factores genéticos, y ningiin médico puede no estar al tanto de la contribucion de la genética a la salud y a



la enfermedad.

Esta subseccion se enfoca a la estructura y funciéon del genoma humano y a la fisiopatologia de los
trastornos genéticos. Aunque el &mbito de la genética pertenece a la biologia y el de las enfermedades
genéticas a la medicina, existen temas comunes respecto a los mecanismos de la enfermedad que
incluyen principalmente la expresion genética y su disrupcion por mutaciones.

Estructura y funcion del genoma humano

El paradigma basico de la genética molecular, referido con frecuencia como el dogma central, es que la
secuencia de aminoacidos de cada proteina esté codificada por la secuencia de bases de su gen
correspondiente.

ESTRUCTURA DEL ADN

El descubrimiento de la estructura del ADN por Watson y Crick en 1953 inici6 la era moderna de la
biologia molecular. La molécula de ADN consiste en un par de tiras o cadenas de azicar-fosfato con una
base (adenina A, guanina G, citosina C o timidina T) unida a cada azicar desoxirribosa [ver figuras 1 y
2]. Las dos cadenas estan unidas entre si por puentes de hidrogeno entre las bases, formando una doble
hélice. La adenina y la guanina son purinas heterociclicas, la citosina y la timina son pirimidinas mas
pequenas, de un solo anillo. La adenina siempre hace par con la timina y la citosina con la guanina, de
modo que el ancho de la doble hélice es constante, 2 nm. Existe un fosfato terminal fijo en la posicion 5'
del aziicar en un extremo de cada cadena y un grupo hidroxilo libre en la posicion 3' del azticar en el
extremo opuesto. Esta polaridad 5' a 3' es opuesta en las dos cadenas, de modo que las cadenas que
componen la doble hélice tienen orientacion antiparalela.

Figura 1 Figura 2
Estructura de la molécula de Molécula de ADN: bases
ADN puricas y pirimidicas

Como reconocieron Watson y Crick, la estructura del ADN proporciona las bases para su replicacion.
Durante el proceso de replicacion las dos cadenas se separan y cada una es copiada, sintetizandose una
nueva molécula en direccion 5' a 3' [ver figura 3]. El constante apareamiento de la adenina con la timina
y la guanina con la citosina asegura que se mantiene la misma secuencia de bases en las dos moléculas
hijas. Cuando la replicacion es completa, las dos moléculas de ADN (cada una consistente de una cadena
original y una recién sintetizada) se separan y eventualmente se desplazan a las dos células hijas durante
la mitosis. Las moléculas de ARN se sintetizan en forma semejante, usando una molécula de ADN como



templete (ver adelante).

Figura 3

Proceso de replicacion del ADN

CODIGO Y EXPRESION GENETICA

En la década previa al descubrimiento de la estructura de doble hélice del ADN, Beadle y Tatum
realizaron una serie de experimentos clasicos con el hongo Neurospora. Usando una cepa de
Neurospora incapaz de sintetizar enzimas especificas por mutaciones genéticas, los investigadores
demostraron que existe una corresponencia uno a uno entre el gen y la proteina especifica. Esto origin6
la hipotesis denominada un gen-una enzima, y la nociéon de que la funcién de los genes consiste en
codificar la estructura de las proteinas. Cuando se descubri6 la estructura del ADN, fue claro que este
codigo genético reside en la secuencia de bases del ADN.

El mayor conocimiento del codigo genético y el mecanismo por el que su informacion es transferida del
ADN a la proteina fue la siguiente tarea importante en la biologia molecular, y la mayoria de las
investigaciones realizadas en la década siguiente a la publicacion del trabajo de Watson y Crick estaban
dedicadas a ello. El proceso bésico consiste en que la secuencia de bases de un gen es copiada a una
molécula de ARN conocida como ARN mensajero (ARNm) [ver figura 4]. E1l ARNm es exportado del
nucleo al citoplasma, en donde se une a los ribosomas. Aqui se ensambla la proteina por la formaciéon
sucesiva de uniones peptidicas entre aminoacidos que son colocados en posiciéon por moléculas de ARN
de transferencia (ARNt) que reconocen la secuencia de bases del ARNm. En efecto, las moléculas de
ARNTt leen el codigo.

Figura 4

Sintesis de la beta-globina

La transcripcion se refiere a la copia de la secuencia de bases de un gen al ARN. EI ARN es copiado de
una de las dos cadenas de ADN, llamada la cadena de codificacion. la base uracilo sustituye a la timina en
el ARN, o se inserta adenina en el ARN opuesto a timina en el ADN y las guaninas y citosinas se insertan
opuestas entre si. La enzima ARN polimerasa II cataliza la transcripcion de los genes que codifican
proteinas, a diferencia de los genes que codifican las moléculas de ARN que funcionan sin traducirse a
proteina (i.e., ARNt y ARN ribosomal [ARNTr], un constituyente de los ribosomas). la transcripcion se
inicia al unirse la polimerasa a una secuencia de bases dentro de una region del gen denominada
promotora. La regulacion de la expresion de los genes esta mediada por proteinas denominadas factores

de transcripcion, que se unen a secuencias especificas en la region promotora. La transcripcion es



estimulada por otras secuencias, denominadas facilitadoras, que pueden localizarse hacia arriba o abajo
del promotor. Una secuencia especifica de bases en el extremo del gen marca el sitio donde termina la
transcripcion.

El ARNm se sintetiza en direcciéon 5' a 3'. Pronto después del inicio de la transcripcion, la primera base
del ARNm se une en forma covalente al residuo 7-metil-guanosina. La funcion de esta porciéon no se
comprende del todo, pero parece ser importante para mantener la estabilidad del ARNm, sacarlo del
nucleo e iniciar la traducciéon. El ARNm de longitud completa consiste en una secuencia no codificadora
(conocida como la region 5' no traducida), la secuencia codificadora y una region 3' no traducida.
Después de la transcripcion la mayoria de los ARNm se modifican por la adicion de 100 a 200 residuos
de adenina, la cola poli (A). Una enzima rompe el ARNm en una secuencia AAUAAA en la region no
traducida 3'y se agregan bases adenina sucesivas alrededor de 20 pares de bases hacia abajo de la senhal
AAUAAA. La cola sirve para mantener la estabilidad del ARNm y facilitar su salida del ntcleo, y también
parece participar en el inicio de la traduccion.

Antes de salir, debe ocurrir un paso importante en el procesamiento del ARNm, la separacién de los
intrones. A diferencia de los genes procariociticos, en los que existe una correspondencia uno a uno entre
la secuencia de bases y la secuencia de aminoacidos de una proteina, la secuencia de codificacion de los
genes eucariotes, denominados exones, esta interrumpida por secuencias no codificadoras denominadas
intrones. Al inicio se transcribe toda la longitud del gen, incluyendo los intrones y los exones. Después se
extraen los intrones y los exones se unen entre si por medio de un complejo proceso mediado por
enzimas que tiene lugar en el ntcleo. Por altimo, el ARNm maduro es estraido al citoplasma para su
traduccion a proteina. La funcion de los intrones se desconoce, aunque se especula que pueden ser
remanentes de partes arrastradas del genoma durante la evolucién. La secuencia de bases de los exones
tiende a estar muy conservada, pero las secuencias de base de los intrones no estan sujetas a presion de
seleccion, excepto las secuencias de bases al final de los intrones y en los sitios internos requeridos para
su separacion normal. Estos sitios son vulnerables a sufrir mutaciones que pueden alterar el proceso de
separacion (ver adelante).

El ntimero de intrones en los genes varia mucho. Por ejemplo, el gen de la beta-globina incluye dos
intrones y tres exones. El gen de la distrofina, una proteina del citoesqueleto muscular que se afecta en la
distrofia muscular de Duchenne contiene 79 exones." Por lo general los intrones son mucho més largos
que los exones, lo que indica que una porcion significativa del ADN en el genoma no codifica informacion
genética. Los tamafios de los genes varian con el nimero de exones e intrones desde algunos miles a
varios cientos de miles de pares de bases. El gen méas grande conocido es el de la distrofina, que incluye
mas de 2.5 millones de pares de bases.

El proceso de separacion no produce un ARNm idéntico para cada gen en todos los tipos de células. Un
transcrito puede dividirse en forma diferente en células diferentes y en momentos diferentes del
desarrollo. Por lo tanto, en algunas células un exén especifico es separado del ARNm junto con los
intrones, en otras este exon es incluido en el ARNm. Ademas, pueden existir secuencias promotoras



localizadas dentro de los genes que son reconocidas como sitios de inicio de la transcripcion en ciertos
tipos celulares, pero no en otros. Estos dos fendmenos permiten que una sola unidad de transcripcion
codifique diferentes formas de la misma proteina, aumentando en forma sustancial la diversidad de
proteinas codificadas en el genoma. Este es el motivo por el que alrededor de 80,000 genes codifican
para un nimero mucho mayor de proteinas.

La traduccion, el proceso de ensamble de la proteina, tiene lugar en los ribosomas del citoplasma. La
proteina es ensamblada como una cadena de aminoacidos, que se agregan uno por uno. Cada aminoacido
es especificado por un triplete de bases en el ARNm (un codén) que corresponde a un triplete en el gen.
El primer aminoacido siempre es metionina, codificado por el codén AUG (en algunas proteinas esta
metionina es eliminada después). Existen 61 posibles codones que especifican 20 aminoacidos, de modo
que muchos aminoacidos son determinados por méas de un codon, y se dice que el codigo genético es
degenerado [ver tabla 1]. La informacion del gen es traducido cuando cada codén en el ARNm
correspondiente se une a la moléducla de ARNt que contiene una tripleta complementaria de bases (un
anticodon). Cada ARNt esta unido en forma covalente a un aminoécido especifico. La maquinaria
enzimatica del ribosoma crea una union peptidica entre los aminoacidos adyacentes atraidos hacia la
cercania del ribosoma al unirse los ARNt respectivos al ARNm. Los dobleces y modificacion (v.gr.,
glucosilacion) de la proteina comienzan incluso antes de que se termine la traduccion. El codon final en
una secuencia codificadora es un codon de final, sea UGA, UAA o UAG, que indica el final de la
traduccion y permite que la proteina sea liberada del ribosoma.



Tabla 1 Cédigo Genético: Codones de ARN y los aminoacidos que especifican

Primera Segunda letra Tercera
letra U C A G letra
U
Uuuu Phe UCU Ser UAU UGU U
uuC } uce } UAC } Tyr UGC } Cys C
UUA Leu UCA UAA | Detencién UGA | Detenciéon A
UuG } UCG UAG | Detencion UGG | Trp G
C
CUuU Leu CCU Pro CAU His CGU Arg U
we b e b e o ||fose [SE
CUA CCA CAA Gln CGA A
CUG CCG CAG } CGG G
A
AUU Ile ACU Thr AAU Asn AGU Ser U
AUC } ACC } AAC } AGC } C
AUA ACA AAA Lys AGA Arg A
AUG @ Met ACG AAG } AGG } G
G
GUU Val GCU Ala GAU Asp GGU Gly U
e b e} Mo |[eee I
GUA GCA GAA Glu GGA A
GUG GCG GAG } GGG G

Es importante reconocer que una parte sustancial de los tres billones de pares de bases que constituyen
el genoma humano no codifican. Ademaés de los intrones, existen otros segmentos importantes del



genoma que no codifican proteinas o ARN. Muchos de estos segmentos incluyen secuencias que se
repiten muchas veces, y algunas tienen un papel estructural en la organizacion del genoma en si. Las
repeticiones de secuencias simples pueden contener miles de copias y tienden a acumularse en regiones
cercanas a los centromeros del cromosoma (ver adelante). Otras secuencias repetidas estan dispersas en
el genoma, y su funcion se desconoce.

GENOMA MITOCONDRIAL

Ademas de los genes en el nucleo celular, existe ADN fuera del niicleo, en la mitocondria. Cada
mitocondria contiene multiples copias de una molécula circular de ADN de doble cadena formada por
16,569 pares de bases.” Aunque la mayoria de las proteinas en las mitocondrias son codificadas por el
genoma nuclear, el genoma mitocondrial incluye las secuencias de codificacion para 13 subunidades de
proteinas que participan en la fosforilacion oxidativa, un grupo completo de ARNt mitocondriales y el
ARNT mitocondrial. E1 ADN mitocondrial se transcribe dentro de la mitocondria (usando una ARN
polimerasa codificada por los genes nucleares) y es traducida en la mitocondria (usando ARNt y ARNr
mitocondrial pero proteinas ribosomales codificadas por genes nucleares). Los genes mitocondriales,
como los genes procaridticos de los que derivan, no tienen intrones. Las mutaciones en el ADN
mitocondrial pueden alterar la fosforilacion oxidativa, causando trastornos del metabolismo energético.

Todo el complemento del ADN mitocondrial en el huevo fertilizado es contribucion del oocito, las
mitocondrias de los espermatozoides se pierden en el momento de la fertilizacion. Los rasgos genéticos
codificados en el ADN mitocondrial son, por lo tanto, trasmitidos de la madre a todos sus hijos (herencia
materna). Este patron de trasmision se observa en trastornos energéticos que son resultado de
mutaciones en el ADN mitocondrial.

Otra propiedad de la herencia del ADN mitocondrial importante en relaciéon con la patogenia de los
padecimientos mitocondriales consiste en la segregacion de las mitocondrias en el momento de la
mitosis.? Cada mitocondria contiene multiples copias de ADN y existen muchas mitocondrias en cada
célula. Las mitocondrias se reparten al azar en las dos células hijas durante la mitosis, en contraste con la
segregacion ordenada de los genes del genoma nuclear. Cuando surge una mutacion del ADN
mitocondrial, suele ocurrir en una célula que contiene una mezcla de ADN mutante y nativo. La
segregacion pasiva de las mitocondrias durante la mitosis causa una distribucion aleatoria de las
moléculas de ADN mutante y nativo en las células hijas. Por azar algunas células pueden recibir un
mayor numero de mitocondrias con la mutacion, mientras que otras pueden recibir muy pocas. Esto
produce heteroplasmia, esto es, que la proporcion de ADN mitocondrial mutado y nativo en los diversos
tejidos es diferente, lo que puede causar diversos efectos clinicos en los miembros de la misma familia, a
pesar de que compartan una mutacion mitocondrial.

Estructura y tincion de los cromosomas

Aunque los genes estan colocados en un orden lineal a lo largo de la cadena de ADN, el genoma humano



se divide en 23 pares de moléculas de ADN denominadas cromosomas. Cada cromosoma consiste en una
sola cadena continua de ADN que incluye varios miles de genes. En el niicleo el ADN existe como una
estructura muy organizada acoplada con multiples proteinas. La unidad bésica de organizacion es el
nucleosoma. El nucleosoma consiste en un centro de ocho proteinas histonas (dos copias cada una de
H2A, H2B, H3 y H4) alrededor de las cuales se envuelve el ADN (con una longitud de alrededor de146
pares de bases). Los nucleosomas adyacentes estan conectados como cuentas en un cordel por un ADN
de unién de hasta 80 pares de bases de longitud. La fibra de cromatina que se forma tiene alrededor de 11
nm de grosor. Esta se dobla a su vez en una estructura semejante a un solenoide unida con histona H1y
otras proteinas no histonas. Esta estructura se desdobla durante la transcripcién. Durante la division
celular la cromatina se vuelve muy compacta y enrollada, condensandose para formar la estructura
conocida como cromosoma mitotico.

La célula nucleada somatica humana normal contiene 46 cromosomas, 23 heredados de cada padre.
Existen 22 pares de cromosomas no sexuales, conocidos como autosomas, y dos cromosomas sexuales,
un cromosoma X y uno Y en los varones y dos cromosomas X en las mujeres. La célula germinal contiene
un grupo haploide de autosomas y uno de los cromosomas sexuales (un X en los oocitos yun Xoun Y en
los espermatozoides) Se usa una nomenclatura estandar para describir los cromosomas y las alteraciones
cromos6micas.* El cariotipo masculino normal se describe como 46,XY y el femenino normal como
46,XX.

Los cromosomas se observan con mas facilidad en el estado muy compacto que ocurre durante la
division celular. Las dos cadenas replicadas de ADN aparecen como dos cromatides unidas junto al
centromero. El centrémero divide al cromosoma en un brazo corto (p, por petit) y uno largo (q). La
region centromérica contiene un bloque de material que se tifie en forma muy intensa conocida como
heterocromatina centromérica. Esta area consiste de muchas secuencias repetidas que no son
genéticamente activas. Los extremos de los cromosomas se conocen como telomeros. Los telomeros
incluyen secuencias especializadas que se requieren para la replicaciéon del cromosoma.

La identificacion de los cromosomas se facilita por patrones de bandeo especificos que se descubren por
medio de protocolos especiales de tincion. Estos incluyen pretratamientos, como digestion con proteasa,
antes de la tincién con Giemsa o colorante fluorescente. Cada par homologo de cromosomas tiene un
tamano y forma caracteristicos que se aprecia como una estructura fina reproducible y que se tifie [ver
figura 6]. Recientemente, la técnica de hibridizacion fluorescente in situ (FISH, por sus siglas en inglés,
n. del t.) ha hecho posible tenir secuencias especificas del ADN en un cromosoma (ver adelante).

Figura 6

Cariotipo humano

El analisis clinico del nimero y estructura de los cromosomas suele realizarse en las células en division.



Estas células son principalmente linfocitos de sangre periférica que se estimulan para dividirse en cultivo
por medio de lectina fitohemaglutinina. Los fibroblastos de piel, las células de liquido amnioético, las
células de las vellosidades coridnicas o las células tumorales con divisién espontanea pueden también
usarse para el analisis cromosémico.

La division de las células sométicas ocurre por el proceso de mitosis [ver figura 7]. La replicacion del
ADN ocurre durante la fase S (de sintesis) del ciclo celular, varias horas antes de que se inicie la division
celular. La mitosis comienza con la disolucién del niicleo y el comienzo de la condensacion de los
cromosomas (profase). Los cromosomas se alinean entre los dos polos del huso mitotico durante la
metafase. Las cromatides se separan durante la anafase y se forma un niicleo en cada célula hija durante
la telofase. La division del citoplasma por medio del proceso de citocinesis completa la mitosis.

Figura 7

Mitosis y meiosis celular

Las células germinales sufren un proceso de division especial denominado meiosis, en la que las células
germinales primordiales diploides son reducidas a un estado haploide [ver figura 7]. La replicacion
cromosOmica ocurre antes de la meiosis. Durante la profase de la primera divisién meiotica los
cromosomas homologos se aparean (sinapsis) y pueden intercambiar segmentos a través del proceso de
recombinacién (entrecruzamiento). Las copias mezcladas de genes especificos sin cambiar el orden
genético global del cromosoma producen un incremento sustancial en la diversidad genética. La meiosis
ocurre en un periodo de varios dias en los espermatocitos. Sin embargo, los oocitos comienzan la meiosis
durante la vida embrionaria y permanecen en la primera division meiotica de la profase hasta la
ovulacion (i.e., durante muchos anos).

La primera division mei6tica provoca la separacion de los cromosomas homologos en dos células hijas.
Estas células sufren otra division completa, sin sintesis de ADN, para producir cuatro células germinales
haploides. En el varon, estas cuatros células son los espermatozoides. En la mujer, la primera division
meidtica produce un oocito primario y un primer cuerpo polar. La segunda division meiotica del oocito
se completa solo después de la fertilizacion y produce un segundo cuerpo polar ademés del prontcleo del
oocito.

Se conoce como no disyuncion al hecho de que las dos cromatides no pasen en forma independiente a las
células hijas durante la mitosis o la meiosis. Esto provoca la produccion de una célula con una copia extra
de un cromosoma y una sin la copia. La fertilizacion de una célula germinal con un cromosoma extra da
lugar a una trisomia, mientras que la fertilizacion de una célula germinal con un cromosoma ausente
origina una monosomia. Las células monoso6micas para algiin autosoma generalmente no son viables,
pero si lo son las trisomias de los cromosomas 13, 18 y 21. Si ocurre no disyuncién durante la mitosis
durante el desarrollo embrionario, existird una mezcla de células normales y trisémicas en el embrion



(suponiendo que las células monosémicas no son viables). A esto se conoce como mosaicismo. Los
efectos clinicos del mosaicismo suelen ser menos severos que los de las trisomias presentes en todas las
células. Para algunas trisomias autosémicas, como la trisomia 8, el embrion es viable solo si la trisomia
se presenta en forma de mosaico.

La causa de la nodisyuncion se desconoce. Ejemplos poco frecuentes de asociacion familiar de personas
con trisomia sugieren la existencia de factores genéticos predisponentes.® El tinico riesgo bien
documentado para la nodisyuncién es la edad materna. La frecuencia de no disyuncién claramente
aumenta en funcion de la edad materna, con un incremento constante a partir de la mitad de los 30
afios.® Los estudios sobre trisomia 21 indican que la nodisyuncién ocurre con mas frecuencia en la
primera divisién meiética materna.” Esto puede ser una consecuencia del periodo tan prolongado de la
meiosis I en la mujer. Si la sinapsis de un par de cromosomas homologos se rompe durante este periodo,
los dos cromosomas pueden separarse en forma aleatoria hacia las células hijas, causando no disyuncion.
Estudios sobre los efectos de la edad paterna no han revelado mas que, si acaso, una correlacion muy
débil con la no disyuncién.® Debido a la relacién entre la edad materna y la frecuencia de trisomia, es
practica comun ofrecer diagnodstico prenatal para detectar trisomias fetales a las mujeres que tendran 35
o mas anos de edad en el momento del parto.

Proyecto genoma humano

Durante la mayor parte de este siglo, los genes se conocieron principalmente porque causaban fenotipos
anormales. Con excepcion de los genes de las moléculas de globina y algunas enzimas, las secuencias de
los genes humanos y las proteinas que codifican seguian siendo un misterio. Ademas, el catalogo de
rasgos genéticos humanos contenia solo algunos pocos miles de los alrededor de 80,000 genes que
constituyen el genoma. El Proyecto genoma humano ha sido posible gracias al desarrollo de tecnologias
que permiten aislar segmentos individuales del genoma y estudiarlos con detalle. En esta seccion se
revisan en forma breve estos adelantos técnicos dentro del contexto de su aplicacion al estudio del
genoma humano y la informacién que se esta acumulado sobre la huella digital genética para el
organismo humano.

ADELANTOS TECNOLOGICOS

La base para el estudio de los genes humanos a nivel molecular es la tecnologia de ADN recombinante.
Esta se usa para aislar fragmentos de ADN, cuyo tamaio varia de algunos cientos a mas de un mill6n de
pares de bases. Los fragmentos se recombinan con vectores de ADN que son capaces de tener replicacion
autonoma dentro de las células procarioticas. Esto permite obtener fragmentos en grandes cantidades
para su analisis, incluyendo la determinacién de secuencias nucléotidas.

La creacion de moléculas recombinantes depende especialmente de un grupo de endonucleasas de
restriccion, que son enzimas que reconocen y rompen el ADN en sitios especificos (i.e., definidos por una
secuencia especial de bases). Los sitios de reconocimiento con secuencia especifica suelen consistir en



cuatro a ocho nucleétidos y suelen manifestar simetria palindromica [ver figura 8]. Incluso un solo
cambio de base en el sitio de reconocimiento puede impedir la ruptura; por lo tanto, una endonucleasa
de restriccion especifica cortara un segmento determinado de ADN en forma muy reproducible. En
muchos casos las endonucleasas de restriccion dejan fragmentos libres sin sus correspondientes pares de
bases en los extremos de la molécula de ADN. Por lo tanto, dos fragmentos cortados con la misma
enzima pueden formar moléculas hibridas que pueden unirse en forma covalente con una ADN ligasa.
Las endonucleasas de restriccion se aislan de las células bacterianas, en donde su funcién consiste en
restringir el crecimiento viral al romper el ADN viral cuando éste entra en la célula. Estas enzimas
reciben nombres cortos que corresponden a las bacterias de las que derivan (v.gr., EcoRI, que deriva de

Escherichia coli).

Figura 8

Endonucleasa de restriccion
EcoRlI

Un experimento basico de clonacion del ADN consiste en generar fragmentos de ADN para ser clonados
y ligar estos fragmentos a un vector de ADN [ver figura 9]. Se usan diferentes vectores, dependiendo del
tamafo del ADN que va a clonarse. Los plasmidos bacterianos acomodan pequefios fragmentos de ADN,
hasta 10,000 pares de bases (10kb). Los vectores bacteriéfagos pueden clonar fragmentos tan largos
como de 23 kb. Los cosmidos, que no se encuentran en la naturaleza, son vectores construidos que
pueden comportarse como hibridos de los plasmidos y bacteriéfagos y que pueden acomodar fragmentos
de alrededor de 50 kb. Los cromosomas artificales de levaduras tienen la mayor capacidad de clonacion,
varios cientos de miles a un millon de pares de bases.

Figura 9
Clonacion del ADN

Pueden usarse varias fuentes de ADN para obtener el material para la clonacion génica. E1 ADN
gendémico total puede romperse en pequenos fragmentos en forma mecénica o por medio de
endonucleasas de restriccion. Los fragmentos se insertan en forma aleatoria en un vector de clonacion.
Entonces se genera una libreria gendémica, en la que cada colonia bacteriana que resulta incluye un
fragmento separado de ADN gendmico. Otra fuente comiin de material para clonacion es el llamado ADN
complementario (ADNc). El ADNc se produce usando la enzima transcriptasa inversa para copiar el ARN
a ADN. La transcriptasa inversa se aisla de virus tumorales ARN, en donde copia el genoma viral ARN en
una doble cadena de ADN. Las secuencias del ADNc también pueden clonarse. Sin embargo, la biblioteca
del ADNc no representa el ADN gen6émico total, sino solo los fragmentos que se expresan como ARN en
un tipo celular determinado. Si el ADNc se forma a partir de un ARNm totalmente procesado, la



secuencia clonada incluira solo la secuencia codificadora y no los intrones. Las bibliotecas de ADNc son
utiles para determinar la secuencia de codificacién de un gen e identificar los transcritos que se
elaboraron en un tipo celular especifico.

El ADN clonado puede analizarse de diferentes maneras. Se han desarrollado técnicas quimicas para la
determinacion rapida de la secuencia de bases. El enfoque mas empleado, desarrollado por Sanger,
Nicken y Coulson,” se practica en la actualidad con un aparato automético capaz de secuenciar miles de
bases por dia.

El ADN clonado, en una sola cadena, se unira a una molécula de ADN o ARN que incluya una secuencia
de bases complementaria. A esta unién se le conoce como hibridizacion. Por lo tanto, un fragmento
clonado puede ser marcado con radioactividad o fluorescencia y usarse como una sonda para buscar
secuencias homologas en una muestra de ARN o de ADN de cualquier origen. El anélisis de Southern
blot es una técnica que consiste en separar los fragmentos de ADN de acuerdo por su tamano por
electroforesis, inmovilizando los diferentes segmentos en una membrana e hibridizadndolos con un
fragmento clonado y marcado.'® El analisis de Northern blot usa el mismo principio pero con ARN
unidos a la membrana en lugar de ADN. La FISH usa el mismo principio, pero el ADN dentro de una
célula o en un cromosoma es tratado sobre un portaobjetos de vidrio.

Otra técnica importante es la reaccion en cadena de la polimerasa, que se usa para amplificar la cantidad
de un fragmento de ADN por medio de ciclos repetidos de sintesis enzimatica de ADN [ver figura 10].
Un par de pequenos oligonucledtidos sintéticos (20 a 30 bases) (denominados cebadores) se unen a las
cadenas opuestas del fragmento de ADN blanco. Estos cebadores sirven como puntos de inicio para la
replicacion del ADN. El proceso incluye 20 a 30 ciclos de union sucesiva de cebadores, su replicaciéon y
separacion de los productos en cadenas simples. En cada ciclo los productos del ciclo previo sirven como
un templete, causando un incremento exponencial en la cantidad de ADN formado por los cebadores.
Esto permite la amplificacion a gran escala del segmento de ADN, que entonces puede ser estudiado.

Figura 10

Reaccion en cadena de la
polimerasa

MAPEO GENETICO

El esfuerzo para localizar cada uno de los genes humanos ha requerido la construccién de un mapa de
alta resolucion del genoma [ver figura 11]. Para este proposito se han generado fragmentos clonados del
ADN para usarse como marcadores genéticos. Estos fragmentos incluyen segmentos polimorficos,
secuencias de bases que varian de persona a persona. Estas secuencias se detectaron primero como

fragmentos polimoérficos de longitud restringida (FPLR)," porque los cambios en la secuencia de bases



alteran la capacidad de la endonucleasa de restriccion para cortarlos en un sitio determinado. Los FPLR
fueron analizados cortando el ADN por medio de una endonucleasa de restricciéon apropiada y realizando
un estudio de Southern blot con una sonda para la region del polimorfismo. Se identificaron alelos como
bandas de diferentes tamafios en el ensayo. Otro tipo de polimorfismo que se usa con mas frecuencia en
la actualidad en los estudios de mapeo genético es la repeticion simple de la secuencia polimorfica. Es
frecuente encontrar fragmentos de repeticiones simples, como el dinucle6tido CACACA...., dentro y
alrededor de los genes, y el nimero exacto de repeticiones suele ser polimorfica. Los alelos pueden
detectarse usando RCP para amplificar un segmento de la regiéon que contiene la repeticion y después
midiendo el tamano de los productos por electroforesis.

Figura 11

Creacion de un mapa genético

Estas variantes en las secuencias de bases pueden servir como simples rasgos mendelianos y permitir
que los alelos sean rastreados dentro de una familia para determinar si los alelos se segregan junto con
un rasgo o trastorno genético. Si un marcador en particular se localiza cerca del rasgo que sera mapeado,
se segregara unto con el rasgo en una familia, y se dira que el rasgo y el marcador estan ligados entre si.
El entrecruzamiento entre el marcador y el locus del rasgo altera esta segregacion. Mientras mas cerca
entre si se encuentren en marcador y el rasgo, menor sera la probabilidad de que se separen durante la
recombinacion genética. La distancia genética entre el rasgo y el marcador se mide como una funcién de
la frecuencia de recombinacion. La herramienta estadistica empleada con mas frecuencia es la
calificacion de lod (lod es el acronimo para logaritmo de momios). Los datos provenientes de una familia
se usan para calcular los momios relativos de que el marcador y el rasgo que se estain mapeando estén
ligados entre si o no. La relacion de momios se convierte a un logaritmo para facilitar el acimulo de
datos de multiples familias al sumar los logaritmos en lugar de multiplicar la relacion de momios. Por
conveniencia, el marcador y el rasgo estan ligados entre si si la calificacion lod es mayor de 3 (i.e., 1,000:1
momios favoreciendo la unién contra la no unién). Se excluye la union si la calificacién de lod es menor
de -2 (i.e., 100:1 momios favoreciendo la no union sobre la unién). En la actualidad el mapeo genético
incluye marcadores polimorficos espaciados alrededor de cada 1 ¢cM (centimorgan, que corresponde a la
longitud del ADN entre marcadores dentro de los que existe un porciento de probabilidad de
entrecruzamiento)."” Esta densidad es suficiente para asegurar que virtualmente cualquier rasgo genético
puede ser mapeado si se cuenta con un ADN del pedigree de tamafio adecuado.

La identificacion de los genes individuales requiere la correlacion del mapa genético con un mapa fisico
del ADN, que es un mapa de las localizaciones de los marcadores identificables (v.gr., sitios de corte por
las endonucleasas de restriccion o marcadores de repeticion CA)."3 El mapa fisico consiste en segmentos
muy grandes del genoma clonados en vectores como los cromosomas artificiales de levaduras. El mapa
fisico se alinea con el mapa genético localizando los marcadores polimérficos a lo largo del ADN clonado.
El mapa fisico permite al investigador relacionar los segmentos clonados del ADN con un locus de interés



que se ha colocado en el mapa genético. Para encontrar el gen en si se requiere investigar las secuencias
expresadas a lo largo del ADN clonado en la regiéon y después examinar las secuencas buscando las
propiedades esperadas en el gen blanco.'* En los casos en que se encuentran los genes responsables de la
enfermedad, el proceso incluye buscar mutaciones en los genes de las personas afectados.

Durante la década pasada se han identificado varios genes con base en su localizacion dentro del
genoma, ' lo que se conoce como genética reversa o, en forma més apropiada, clonacién posicional. Esta
técnica ha hecho posible clonar genes de trastornos cuya base bioquimica se desconoce. La identificacion
de los genes de padecimientos como la distrofia muscular de Duchenne,' la fibrosis quistica,' y la

18,19 por este método, ha facilitado el mayor conocimiento de su patogenia y, en

neurofibromatosis tipo 1
consecuencia, de las observaciones clinicas. Antes de su descubrimiento por clonacién posicional se

ignoraba la existencia de las proteinas que participan en estos trastornos.
EL PROYECTO DEL GENOMA HUMANO Y LA BIOLOGIA HUMANA

El Proyecto del genoma humano va a la vanguardia de una revolucion en el conocimiento de la biologia
humana que no dejara de abarcar a ningtin area de la medicina. La identificacion de todos los genes
humanos permitira estudiar en detalle la secuencia de los eventos responsables del desarrollo normal y
revelara los mecanismos que ocasionan alteraciones en el desarrollo. También aclarara la patogenia de
los trastornos genéticos. En la actualidad ya se estan desarrollando nuevos métodos de diagnostico
basados en la detecciéon de mutaciones en el ADN. El conocimiento de los mecanismos celulares de la
enfermedad impulsara nuevos métodos de tratamiento que pueden incluir manipulacion directa de
genes, como la reparacion de los genes defectuosos.

Fisiopatologia genética

La variacion en la secuencia de bases entre una persona y otra es la base de la diversidad genética en la
poblacion. La composicion genética de un locus genético en particular se conoce como genotipo, y las
manifestaciones fisicas que resultan de la expresion de un gen en particular constituyen el fenotipo.
Algunos cambios de bases no afectan la secuencia codificadora de las proteinas, o tienen un impacto
minimo en la estructura y funcién proteica. Otros cambios de bases pueden abolir por completo la
sintesis de una proteina o alterar en forma sustancial sus propiedades quimicas. Los efectos fenotipicos
son también variables, siendo desde no detectables hasta manifestaciones de un trastorno genético
severo o incluso mortal. La mayoria del conocimiento sobre la patologia genética deriva del estudio de
cambios en genes individuales que causan fenotipos obvios y severos o de cambios que pueden alterar
grandes segmentos cromosOmicos. Aunque clinicamente importantes, los trastornos estrictamente
genéticos son poco frecuentes. Los factores genéticos contribuyen a la etiologia de padecimientos mucho
mas comunes, pero estas enfermedades suelen ser resultado de la accion conjunta entre multiples genes
y factores ambientales. En esta seccion se revisaran los mecanismos por los que los cambios genéticos
influyen en la expresion genética y tienen efectos patologicos.



MUTACION

Un cambio en la estructura de un gen o un grupo de genes se conoce como mutacion. El més sutil de
estos cambios en el ADN es la alteracion de una sola base, que sin embargo puede tener importantes
efectos sobre la expresion de la proteina correspondiente. El extremo opuesto incluye cambios que
afectan a grandes bloques de genes o cromosomas enteros.

Los cambios cromos6micos incluyen poliploidia (uno o mas juegos extra completos de cromosomas),
aneuploidia (ganancia o pérdida de uno o mas cromosomas individuales), traslocaciones (intercambio de
segmentos entre dos 0 mas cromosomas) y delecion, duplicacion, insercion o inversion dentro de un solo
cromosoma. Algunos cambios cromosomicos alteran la estructura del cromosoma pero no causan
ganancia o pérdida del material genético. Pueden no tener efectos fenotipicos y existen como variantes
en la poblacion general. En casos raros el sitio de ruptura de un cromosoma para un rearreglo
balanceado puede interrumpir un gen, causando el fenotipo de un trastorno de un solo gen. Por ejemplo,
algunas personas con distrofia muscular de Duchenne ligada al X tienen rearreglos en el cromosoma X

que alteran el gen de la distrofina.*°

En la mayor parte de los casos, las ganancias o pérdidas de grandes bloques de material cromos6mico
son letales y producen un aborto. Solo una minoria de los infantes llega a término, aunque con
alteraciones importantes del desarrollo tanto fisico como neurolégico. Las alteraciones cromosémicoas
ejercen sus efectos fenotipicos al modificar el balance en el nivel de expresion genética. Al tener tres
copias de un gen existen niveles mas altos de transcripcion, lo que, por lo menos en algunos genes, altera
la funcion. Se han hecho intentos por mapear los efectos fenotipicos asociados con ganancia o pérdida de
regiones cromosdmicas especificas. Incluso los fenotipos complejos como el del sindrome de Down, que
se debe a la trisomia 21, se han analizado de esta forma.** Al completar el mapa genético de cada
cromosoma, se identificaran los genes asociados con los fenotipos particulares y podran estudiarse los
mecanismos por los que los genes causan los problemas del desarrollo.

Las deleciones cromosdmicas que son visibles al microscopio incluyen més de un millén de pares de
base, lo que equivale a docenas de genes. Con FISH pueden detectarse deleciones sutiles que no se
observan con microscopia de luz.>* Estas deleciones pueden producir fenotipos caracteristicos conocidos
como sindromes de microdelecion. Muchos de estos sindromes se atribuyen a los efectos acumulativos
de delecidon de los genes contiguos. Por ejemplo, en el sindrome WAGR (por tumor de Wilms, aniridia,
alteraciones genitourinarias o gonadoblastoma y retraso mental), cada componente del sindrome es
resultado de la delecion de un gen en particular.”® Pueden ocurrir diversas manifestaciones del sindrome
dependiendo de la magnitud de una delecion en particular. Otros sindromes puede ser también resultado
de la delecion de un solo gen. Por ejemplo, en algunos casos el fenotipo complejo del sindrome de
Alagille (asociado con atresia biliar intrahepética, estenosis pulmonar y anomalias faciales) es causado
por delecion parcial del cromosoma 20, y en otros casos la enfermedad ocurre por mutaciones dentro de

un solo gen en esta regién cromosémica.?42°



El estudio de las deleciones cromoso6micas ha revelado un mecanismo importante de la regulacion
genética, conocido como impresion genomica, en el que existe expresion desequilibrada de la copia
materna y paterna de un gen [ver figura 12].?” Solo un subgrupo de genes sufren impresion genémica.
En éstos solo se expresa la copia materna o paterna, y la huella o impresion puede cambiar en cada
generacion. La delecion de un gen de este tipo causara diversos efectos fenotipicos, dependiendo cual
copia se pierda. La pérdida de la secuencia expresada puede tener efectos fenotipicos importantes,
mientras que la delecion de la secuencia no expresada puede no tener consecuencias hasta que el gen
pasa a la siguiente generacién, cuando quiza debera expresarse.

Figura 12

Loci impresos

El sindrome de Prader-Willi y el sindrome de Angelman son dos trastornos causados por cambios en la
expresion de genes impresos.?® Ambos sindromes causan deterioro del desarrollo, pero por lo demas son
muy diferentes. Los signos y sintomas del sindrome de Prader-Willi incluyen una apariencia facial
caracteristica y un trastorno de la alimentacién que causa obesidad. En el sindrome de Angelman existen
caracteristicas dismorficas, movimientos mal coordinados y crisis convulsivas. Ambos sindromes se
asocian con deleciones en la region proximal del brazo largo del cromosoma 15; la delecion de las
secuencias paternas causa el sindrome de Prader-Willi, mientras que la delecion de las secuencias
maternas produce el sindrome de Angelman.*® Un solo gen es responsable de muchos de los efectos del
sindrome de Angelman,3°3" pero el gen o genes responsables del sindrome de Prader-Willi no ha sido
identificado aun.

Algunos casos de sindrome de Prader-Willi o de Angelman no son causados por delecion sino por un
fendmeno conocido como disomia unipaterna. En estos casos las dos copias del cromosoma 15 se
heredan del mismo padre. Debido a que existen genes impresos tanto paternos como maternos en el
cromosoma 15, las dos copias del cromosoma 15 que derivan del mismo padre provocan la falta de
expresion de algunos genes impresos y, en consecuencia, el sindrome de Prader-Willi o de Angelman.
Ocurre disomia unipaterna cuando un cromosoma trisémico sufre un evento secundario de no
disyuncion, restableciendo la disomia para el cromosoma pero produciendo una disomia unipaterna si
las dos copias derivan del mismo padre. No todos los cromosomas tienen genes impresos, pero los que
los tienen originan alteraciones fenotipicas cuando ocurre disomia unipaterna.3*

Las mutaciones dentro de genes individuales se analizan mejor desde el punto de vista del impacto sobre
la funcion del gen [ver figura 13]. La mutacion genética puede causar reduccion o ausencia de la
transcripcién, produccion de un producto truncado, duplicaciéon o deleciéon de aminoécidos en la
proteina o sustitucion de un aminoacido por otro dentro de la proteina. Las mutaciones pueden ocurrir
dentro de los exones o los intrones. Las mutaciones en los intrones causan efectos fenotipicos al alterar la



separacion del ARN.

Figura 13

Efectos de las mutaciones en la
expresion del gen

Las mutaciones en la regién promotora causan niveles aberrantes de transcripcion genética. Es posible
que el promotor se pierda o que los cambios de una sola base inhiban la union de la polimerasa de ARN o
de las moléculas reguladoras. Las mutaciones en el promotor son responsables de algunos casos de
talasemia beta: los cambios en la secuencia ocasionan una transcripcion deficiente del gen de beta-
globina.33 Las mutaciones del promotor pueden también causar expresion constitutiva de un gen. Estas
mutaciones se han demotrado en procariocitos. La activacion de un gen por alteracion en la secuencia
promotora es un mecanismo importante de algunos cambios genéticos somaticos que originan
neoplasias (ver adelante).

Las mutaciones que crean nuevos codones de terminacion o alteran el marco de lectura de la
transcripciéon provocan la producciéon de un producto truncado. Los nuevos codones de terminacion
pueden originarse por el cambio de una sola base en una tripleta. Por ejemplo, la tripleta CGA codifica al
aminoacido arginina. El cambio de C a T produce un cod6n de terminacién TGA. Este es un tipo
especialmente frecuente de mutacion. Las bases de citosina seguidas por guanina (dinucle6tidos CpG)
suelen estar metiladas , y la deaminacion de la citosina metilada origina timina.

El desplazamiento del marco de lectura se produce por la inserciéon de material en el exén o delecion de
material de un ex6n en un multiplo diferente a tres bases. La alteracion del marco de lectura produce una
secuencia sin sentido que inevitablemente genera un codon de terminacion. La insercion, deleciéon o
duplicacion de una o dos base produce desplazamiento del marco de lectura. Esto puede ocurrir también
cuando todos los exones o grupos de exones sufren delecion o se duplican. Los exones no necesariamente
terminan en la tercera posicion de un codon, pero el marco de lectura se conserva mientras el siguiente
exon contintde en la posicion en que se quedo el exdn previo.?* Cuando un exén o grupo de ellos sufre
delecion, los dos exones que limitan la porcion perdida seran yuxtapuestos en el ARNm. Si el marco de
lectura se conserva, la proteina sera mas corta, pero por lo demas se traducira en su totalidad. Si el marco
de lectura no se conserva, se producira una proteina truncada. Ocurre un proceso semejante si un exén o
grupo de exones se duplica, la yuxtaposicion de los exones en el ARNm puede o no conservar el mismo
marco de lectura. Las mutaciones de los intrones pueden causar que se brinquen exones (ver adelante) y
provocar desplazamiento del marco de lectura por el mismo mecanismo.

Las inserciones o deleciones de multiples aminoacidos o las sustituciones de los mismos pueden causar
una proteina estructuralmente aberrante. Sin embargo, debido a la degeneracion del codico genético,
algunas sustituciones de base no cambian del todo la secuencia de aminoacidos; a éstas se les denomina



mutaciones silenciosas. Otras sustituciones de base causan la incorporacion de aminoacidos con
propiedades quimicas semejantes a los nativos, por lo que no existe impacto, o este es minimo, sobre la
estructura o funcion de la proteina; éstas se denominan mutaciones conservadoras. Ni las mutaciones
silenciosas ni las conservadoras estan sujetas a presion selectiva y pueden existir como variantes de
secuencias en la poblacion general (polimorfismos). Los cambios de base que causan sustitucion de
aminoacidos con diferentes propiedades quimicas pueden alterar en forma importante las propiedades
de una proteina (v.gr., un aminoacido con carga, como la arginina, es sustituido por uno no polar, como
la leucina). Con algunas sustituciones de aminoacidos la proteina se vue