Actualidades de la genética molecular en medicina*

I. Introduccion

FABIO SALAMANCA GOMEZ**

No puede pasar desapercibidoen nuestro medio cientifico,
y menos en la Academia Nacional de Medicina, el hecho
de que en este aio se cumplen precisamente cuatro décadas
del significativo hallazgo de Watson y Crick', que revolu-
ciond la biologia contemporinea. Hace cuarenta aiios por
primera vez se lograba descifrar la estructura del material
penético, del dcido desoxirribonucléico o ADN, espléndi-
damente plasmada en la figura artistica de la doble hélice,
realizada por Odile Crick, esposa de Crick. que acompaid el
articulooriginal publicado en Nurie, el 25 de abril de 1953,

El desarrolio de Ia genética humana, en este lapso, ha
sido impresionante. La décima edicion del catalogo de
McKusick? incluye 5,710 padecimientos que se transmiten
con patron de herenciamendeliana simple. Porotra parte, con
los logros de las téenicas de bandas citogenéticas' se
conocen en la actualidad cerca de 500 sindromes de etiologia
cromosomica. Pero los logros mds impresionantes han sido
alcanzados graci portentoso desarrollo de las téenicas
de ingenieria genética, mediante el empleo de las enzimas de
restriccion’, y mas recientemente a la revolucionaria
metodologia de Ia reaccion en cadena de la polimerasa®,
que permite la amplificacion enzimdtica de segmentos
especificos del ADN y, por lo mismo, la obtencion de
millones de copias del segmento pénico en un tiempo
relativamente breve, La enorme trascendencia de este
hallazgo fue destacada por la revista Seience al designar a
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la reaccionen cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas
en inglés) come la molécula del afio”.

Lainterrelacionde estosavances ha permitido alcanzar
laera de la citogenéticamolecular y se ha superado la cifra
de 3,000 genes localizados en los cromosomas humanos.
Dentro de estas localizaciones destacan por su interés e
importancia, la fibrosis quistica del pancreas en el cromo-
soma 77, ladel gen de la corea de Huntington en el cromoso-
mad*, el de ln neurofibromatosis en el cromosoma 17, el del
sindrome de Wardenburg en el cromosoma 2, el del
sindrome de Rubinstein-Tayby en ¢l cromosoma 16", un
wen responsable de esquizotienia en el cromosoma 5'2, otro
de psicosis maniaco depresiva en el cromosoma 1%, y
cuando menos tres genes responsables de laenfermedad de
Alzheimer: unoenel cromosoma 21, otroenel 19"y mas
recientemente otro en el cromosoma 14'°,

No solo se han localizado genes responsables de pato-
logia, loque constituye el mapamérbidode los cromosomas
humanos. sino también genes que cumplen muy importan-
te funcion en el organismo, como el gen de la glicogeno-
fosforilasa muscular en el cromosoma 117, el de la
acetilcolinesterasa en el cromosoma 7% y el gen de la triptd-
fano hidrolasa en el cromosoma 11"

Con relacion a los padecimientos mendelianos la loca-
lizacion de genes ha hecho posible el diagnostico de los
portadores de genes autosdmicos recesivos™, de las porta-
doras de genes ligados al cromosoma X*, el diagnostico
prenatal de estas entidades™, lo que ha cambiado radical-
mente el asesoramiento genético, al permitirel diagnéstico
i ytero de padecimientos que se manifiestan en forma
tardia en el adulto, tales como la corea de Huntington, la
distrotia miotonica y el rifdn poliquistico. Pero no sola-
mente se cuenta con aplicaciones en el campo preventivo.
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También se han alcanzado logros espectaculares, desde el
puntode vistaterapéutico. Ya hasido posible manipularel
gen para la resistencia a la neomicina en células
hematopoyéticas del ratén adulto™, asi como el pen de la
hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferasa, lo gue cons-
tituye una posibilidad de tratamiento en el sindrome de
Lesch-Nyhan que presenta deficienciade estaenzima®, Lo
mismo sehahechoen ladeticienciadeadenosina deaminasa
que produce defectos en la respuesta inmune y que afecta
solamente a las células de la médula dsea. por lo que las
células tratadas in viro pueden serreimplantadas. Asimis-
mo, se han obtenido numerosas cepas de animales
transgénicos que han respondido a manipulaciones tera-
péuticas. Asi, por ejemplo, lainyeccion de los genes de la
hormaona de crecimiento de la rata en huevos fertilizados
de raton* y del gen de la globina humana en ratones
talasémicos™ han demostrado respuestas espectaculares.
Enel ratén hipogonadal se pudieron establecer las funcio-
nes reproductivas introduciendo el gen de la hormona
liberadora de gonadotropina ausente en estos animales”’

Mis recientemente se han probado con éxito manipu-
laciones terapéuticas en padecimientos tan importantes
por su frecuencia y por sus manifestaciones clinicas como
la fibrosis quistica y la distrofia muscular de Duchenne. En
el caso de la fibrosis quistica se ha establecido que el
producto génico es una proteina de membrana queal mutar
altera el transporte de cloro. Se ha incorporado el gen
normal a distintos vectores y mediante nebulizaciones se
mtroduce inr vivo a las células epiteliales del arbol bron-
quial®™. Enladistrofiamuscular se ha manipulado con éxito
el gen de la distrofina®.

Con relacién a los mecanismos de la diferenciacion
sexual ha sido clonado el gen responsable de la diferencia-
cidn testicular en el humano, localizado en el brazo corto
del cromosoma 'Y, denominado region de la determinacion
sexual en el cromosoma Y (SRY por sus siglas en inglés:
sex-cletermining regionon ¥ ehromosome). Enunademos-
tracion definitiva de la accion de este gen, ratones
cromosomicamente hembras pero que recibieron en forma
transgénica el gen SRY se desarrollaron como machos®.
Este es un logro de la genética molecular que tiene
importantes aplicaciones en el estudio de las fallas de la
diferenciacidn sexual en el humano,

Las técnicas de bandas permitieron hacer una mis
precisa comrelacion entre las alteraciones cromosoémicas y
los cuadros clinicos que ocasionan. Sin embargo, algunos
rearreglos cromosomicos pasan desapercibidos a estos
andlisis. Las técnicasde citogenética molecular, principal-
mente las de hibridizacion in sine (FISH por sus siglas en
inglés), han permitido descubrir translocaciones
cromasomicas muy sutiles, responsables de malformacio-
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nes congeénitas y retardo mental, que comprometen los
extremos de los cromosomas o sea los telomeros y que se
denominan translocaciones eripticas”. Izualmente se han
descrito con estas metodologias deleciones submicros-
copicas™ también responsables de importante patologia.

Estas téenicas citogendticas tienen particular aplica-
cionenel estudiode los factores penéticos y cromosomicos
involucrados en el fendmeno de la transformacion
neoplisica™. Es asi como se han descrito alteraciones
citogenéticas de enorme utilidad en el diagndstico y el
pronédstico de las leucemias y los tumores sélidos y se ha
degembocado en el descubrimiento de los oncogenes y los
antioncogenes o genes supresores™, Muy recientemente se
ha desarrollado una metodologia que permite la
visualizacion e identificacion simultinea de miiltiples
rearreglos cromosémicos en las neoplasias, es la denomi-
nada hibridizacion gendmica comparativa (CGH por sus
siglas en inglés)™.

El otro aspecto que reviste notable interés es el estudio
de las mutaciones en el ADN mitocondrial (mtADN) no
solo por sus aportes en el entendimiento del proceso
evolutivo, sino también por su contribucidn en el esclare-
cimientode patologiamuy limitante en el humano. Es bien
ido que las mitocondrias se heredan sélo por rama
matema, esto ha permitido realizar investigaciones enca-
minadas a precisar el origen de nuestro primer ancestro
femenino, lo que constituye una verdadera bisqueda de
Eva, y se ha logrado trazar un drbol evolutivo que culmina
en una mujer que vivié hace 200,000 ailos en el Africa.
En forma paralela, el estudio molecular del cromosomaY,
que por supuestosolo se transmite de padre ahijo, permitira
establecer una genealogia que conduzea a Adan.

Por otra parte, s creciente el nimero de mutaciones
que se describen en el mtADN y que producen la atrofia
optica de Leber™, en el sindrome de Kearns-Sagre®, en
miocardiopatias®, y en encefalomiopatias con trastornos
convulsivos',

Finalmente, estos desarrollos han permitido poner en
marcha el proyecte mis ambicioso de toda la historia de la
investipacion biomédica: alcanzar la secuenciacion com-
pletade los 3,000 millones de bases nitrogenadas del ADN
humano y conocer su ordenamiento a lo largo de cada uno
de nuestros cromosomas, lo que se conoce comoel Proyec-
to del Genoma Humano*

Estos avances de la genética molecular en medicina
seran tratados en las distintas ponencias del presente
Simposio. que constituye un modesto homenaje al cuadra-
gésimo aniversario del modelo de la doble hélice de
Watson y Crick, y un anticipo al Simposio Internacional
del Genoma Humano, que bajo los auspicios de la Acade-
mia de la Investigacion Cientifica y el Programa Latino-




americano del Genoma Humano (PLAGH) se llevard a
cabo proximamente en lasede de la Academia Nacional de
Medicina, y en el Centro de Convenciones de Oaxlepec,
Mor., del Instituto Mexicano del Seguro Social.
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I1. La genética molecular
en el estudio de los
padecimientos mendelianos

ALESSANDRA CARNEVALE*

Los padecimientos o caracteres mendelianos son aquellos
debidos a la mutacion de uno o ambos alelos especiticos
situados en un focies de un par cromosomico. Se clasifican
en autosdomicos dominantes o recesivos y ligados al X
dominantes a recesivos con patrones de transmision carac-
teristicos.

Hasta hace poco en la mayoria de estos padecimientos
se habia caracterizado el fenotipo clinico anormal y el
patrdn de herencia, pero no habia sido posible reconocer la
naturaleza molecular ni la fisiopatologia del defecto
genético. Sin embargo, en los ultimos afos, la aplicacion

* Jefede la Division de Investigacion Médica, lastituo Nacional
de Pediatria
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de las téenicas de biologia molecular al estudio del genoma
humano ha permitido localizar e identificar un nimero
cada vez mayor de genes responsables de enfermedades
mendelianas,

El anilisis de la asociacién entre una enfermedad
mendeliana y polimorfismos del ADN cuya localizacién
cromosomica es conocida, asi como ¢l descubrimiento de
pacientes con una de estas enfermedades y a la vez una
alteracion estructural cromosémica han contribuido a la
localizacion e identificacion de diversos genes.

Recordemos que la aceion de los genes se reflejaenel
flujo de informacion desde el nicleo en el cual, se encuen-
tra el ADN con el codigo genético hasta la sintesis de una
proteina. Este es un proceso sumamente complicado que,
en resumen, implica la transcripcion del gen (ADN) al
precursor del ARN mensajero, los multiples pasos que
transforman el precursor en el ARN mensajero maduro y
latraduccion del ARN mensajero en un producto protéico.
Cuando ocurre un cambie o mutacion en el gen o seaenel
codigo genélico, éste se manifiesta basicamente en dos
formas: o bien en la sintesis de una proteina estructural o fun-
cionalmente anormal o bien en una disminucion o ausencia
de dicho producto protéico.

Las manifestaciones fenotipicas de la mutacion depen-
derin del tipo de proteina que resulte afectada y de su
funcidnenel organismo: enzima, receptor, proteina estruc-
tural, hormong, proteina transportadora, proteina que con-
trolael crecimiento o la diferenciacion célular entre otras.

El poder reconocer que una enfermedad génica o
mendeliana se debe a la anormalidad de una proteina en
particular, ha sido sumamente importante para compren-
der su patogénesis y la forma de herencia, asi como para
enfocar mis adecuadamente el tratamiento y la prevencién
de la misma,

Lalistade los padecimientos mendelianos en los cuales
se ha identificado y caracterizado el gen responsable, asi
como ¢l producto protéico esti aumentando en una forma
extraordinaria, pero enesta ocasion nicamente se mostra-
rin dos ejemplos en los cuales se han logrado avances
espectaculares en el conocimiento de la fisiopatologia
molecular,

La primera es la fibrosis quistica, la enfermedad
autosomica recesiva mas frecuente en la poblacion cauci-
sica (1 en 2500 nifios). El fenotipo se caracteriza principal-
mente por secreciones Mucosas espesas que causan enfer-
medad pulmonar crénicay grave, insuficiencia pancredtica,
elevada concentracion de clorurosen sudory detencién en
el crecimiento asi como azoospermia en los varones',

En 1989, mediante el estudio de los polimorfismos del
ADN, seidentific el gen responsable de la fibrosis quistica
en el cromosoma 7. Este es un gen de 25,000 pares de

AlessandraCarnevile



bases que produce un transcrito de 6500 bases y se traduce
en una proteina de 1480 aminodcidos (Fig. 1), La identifi-
cacion de este gen hizo realidad la promesa de que las
estrategias de la biologin molecular habrian de poner en
manos de los cientificos de la medicina, los genes respon-
sables de enfermedades hereditarias, aunque enun princi-
pio se desconocieran por completo la localizacion del gen
ylafuncion de la proteina normal. Al conocer la secuencia
del gen, se pudo caracterizar la estructura del producto
protéico, Ia proteina denominada reguladora de la
conductancia transmembranal (CFTR) que es una proteina
de membrana dependiente de ATP que tiene funcion de
canal de cloro®. Suausencia o su estructura anormal, altera
eltransporte del cloro através de las membranas epitelinles
y explica la fisiopatologia de las manifestaciones clinicas
de los pacientes. Por otra parte, con el estudio molecular de
miles de pacientes con fibrosis quistica en diferentes
paises, se hareconocido que el gen puede sufrirméas de 200
diferentes mutaciones, cuya frecuencia varia segin las
poblaciones’. Ademas, se ha observado que existe correla-
cidn entre el tipo de mutacion y las manifestaciones
clinicas, ya que mientras algunas mutaciones causan cua-
dros clinicos graves, otras producen manifestaciones le-
ves. De hecho, parece evidente que cuando la mutacion
eenera un codon o senal de terminacion y no se produce la
proteina, el cuadro clinico es mas leve que cuanda la
mutacion altera la estructura de la proteina y ésta no logra
llegaralamembrana citoplasmaticay se quedaatrapadaen
el reticulo endopliasmico™”. En México varios kiboratorios
han iniciado el estudio molecular en pacientes con fibrosis
quistica y los primeros resultados, por lo menos en uno de
ellos. sugiere que la mutacion delta-F508. lamas comanen
poblaciones caucdsicas (70%). es menos frecuente en los
pacientes mexicanos® (Cuadro 1).

Al conocer la estructura del gen, la estructura y I
funcién de su producto proteico y, por lo tanto, la
fisiopatelogia de la enfermedad. han mejorado las estrate-
gins terapéuticas con el uso de amiloride, a-1 -antitripsina
y ATP en aerosol v DNasa humana. Pero ademds, se
plantea la posibilidad de la terapia génica mediante la
incorporacién del gen normala diversos tipos de vectores,
y laintroduccién del mismoa las células defectuosas. Uno
de los vectores que se han utilizado es un adenovirus al que
se le ha incorporado el gen normal con todo su sistema de
regulacion; este sistema vector se ha introducido a las
células epiteliales en cultivo obtenidas del drbol bronguial
de los pacientes. Con anticuerpo monoclonal anti-proteina
CFTR se haobservado que las células que han incorporado
el virus con el gen normal son capaces de producir la
proteina con lo cual se corrige el defecto’. Ahora falta
introducir este sistema a las células del arbol bronquial de

Actualidades de Ia gendética molecular en medic

los pacientes, con el objeto de corregir el defecto a ese
nivel. ya que el compromiso pulmonar ¢s el que produce
las manifestaciones clinicas mas graves. Esto parece poder
resolverse mediante un sistema nebulizador y en este
sentido se han encaminado las investigaciones mis recien-
tes.
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El sepundo ejemplo lo constituyen las distrofias mus-
culares tipo Duchenne y Becker. En ambas entermedades
los pacientes sufren de destruccion progresiva de los
miisculos con debilidad muscular progresiva, que llevaal
paciente alamvalidez y alamuerte. Enlaactualidad, desde
el punto de vista clinico, se considera que la forma grave
es la que corresponde a la clisica distrofia tipo Duchenne,
en la cual los pacientes pierden la deambulacion indepen-
diente antes de los 12 aiios; la forma leve es el tipo Becker
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en la cual el dao muscular es mucho mas leve y los
pacientes pierden la deambulacion despuds de los 16 afios
y pueden sobrevivir hasta la Sa década: un tercer grupo de
pacientes tiene una forma moderada con un pronostico
intermedio y dejan de caminar entre los 12 y 16 afos'"

Desde hace tiempo se sabia que eran enfermedades
recesivas ligadas al X, y se pensaba que eran causadas por
mutaciones en genes diferentes. La clave para mapear el
gen de la distrofia tipo Duchenne en el cromosoma X la
proporcionaron algunos casos de mujeres afectadas, que
presentaban alteraciones estructurales del X que involu-
craban invariablemente la banda p21 en el brazo corto' y
un paciente masculino, con una delecion del brazo corto
del X que tenfa 4 enfermedades ligadas al X, entre ellas, la
distrofia tipo Duchenne. Esto sugirid que el gen debiera
encontrarse en dicha region y la localizacidn precisa se
obtuvo por anilisis de ligamiento mediante polimorfismos
del ADN que flanqueban la region'.

La caminata cromosomica vy el hallazgo de un gran
transcrito de RNA mensajero presente en el tejido muscu-
lar y ausente en otros tejidos, permitio identificar el gen
mas grande conocido hasta la fecha que constade 2,400 kb
y 65 exones'. Este gen codifica para una proteina de 427
kD que se denomind distrofing'. Esta es una proteina que
se localiza en la membrana, en el lado intracitoplasmico
que se ancla a las proteinas de la membrana de las fibras
musculares (Fig. 2) y parece tener una funcion
amortiguadora durante los procesos de contraceion y rela-
jacion de las fibras musculares'™. Desde los primeros
estudios moleculares en pacientes con distrofia tipo
Duchenne y tipo Becker se demostrd que el gen responsa-
ble es el mismo y que las mutaciones que lo afectan,
principalmente deleciones, alteran de diferente manera la
sintesis de la distrotina. En general, se ha visto que en los
casos de distrofia muscular tipo Duchenne (la forma méds
grave), las deleciones resultan en codones de terminacion
inmediatamente después de la delecién y producen una
proteina truncada e inactiva, mientras que en los casos de
distrofia muscular tipo Becker (la Forma leve), las delecio-
nes encontradas en los pacientes producen unaproteina mdas
corta pero parcialmente funcional™™. Los estudios del tejido
muscular con anticuerpos antidistrofina indican ausencia
de la proteina en las fibras musculares de los casos de
distrofia tipo Duchenne, mientras que en los casos mode-
rados o leves se observan zonas de fibras con distrofina
anormal y zonas de fibras que no la contienen™.

Las investigaciones mis recientes han demostrado que
ademds de la distrofina del musculo, existen por lo menos
otros tres tipos de distrofina codificados por el mismo gen,
pero sintetizados a partir de transcritos alternativos regu-
lados por promotores especificos. s diferentes tiposde
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distrofina tienen una distribucion altamente selectiva en
diversas dreas cerebrales, su papel todavia se desconoce
pero parecen tener importantes funciones en los circuitos
cerebrales™. Ademas, varios grupos de investigacion se
han enfocado a la terapia génica en esta enfermedad tan
invalidante y hasta ahora sin ninguna perspectiva de
tratamiento?’,

PROTEINAS MEMBRANALES
V< / T
WEMBRANA PLASMATICA @

Figura 2. Modelo hipotéticode estruciura de ladistrofina asociadaa las
prateinas membrinales. Tomado de Toffman y Kunkel'®,
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Actualidades de la genética molecular cn

I11. Anélisis molecular

de secuencias del cromosoma
Y en pacientes con trastornos
de la diferenciacion sexual

SUSANA KOFMAN-ALFARO*
MARISOL LOPEZ LOPEZ**
LEDA C. TORRES MALDONADO*

En condiciones normales el cromosoma 'Y en mamiferos
actia como determinante masculino. Asi, individuos XY,
XXY o XXXY son masculinos, mientras que X0, XX o
XXX son femeninos. Otra caracteristica de los mamiferos
esque los caracteres sexuales secundarios, estin regulados
por hormonas producidas por las génadas y no por accion
génica directa, Estoimplicaque ladeterminacion sexuales
equivalente a la diferenciacion gonadal y como aparente-
mente el ovario se diferencia en ausencia de sefiales
especificas, la determinacion sexual gonadal esequivalen-
te a la diferenciacion testicular. Para que ladiferenciacion
testicular se lleve a cabo se requiere la presencia del
cromosoma Y, particularmente de un factor determinante
testicular (TDF) que codifique en el Y, Ademds existe en
el renoma un nimero no determinado de genes que actian
en la cascada génica que diferencia al testiculo. En ausen-
cia de cromosoma’Y, esta serie de genes no se activa, de tal
manera que la gonada fetal se diferencia en forma pasiva
hacia el ovario.

En 1987 Page y colaboradores® estudiando a pacientes
con reversion sexual (varones XX y mujeres XY) recono-
cieron la existencia de un gen en Jos brazos cortos del
cromosoma Y al que denominaron ZFY (zine finger protein
on Y chromosome) y lo propusieron como TDF. Sin
embargo, estudios posteriores demostraron que esta re-
widn, aparentemente relacionada con laespermatogénesis,
no corresponde al factor determinante testicular®,

En 1990 Sinclairy cols.” demostraron que el fragmento
mas pequeiio del cromosoma 'Y relacionado con ladiferen-
ciacion testicular contiene aproximadamente 35kb y se
encuentra proximo a la region pseudoautosomica. Este
fragmento, denominado SRY (sex-determinig regionon Y
chromosone), satisface lcs criterios esperados para TDF:

* Servicio de Genéticn, Hospital General de México, SSA.
Facultad de Medicina, Ciudad Universitaria, UNAM
** Departamento de Sistemas Bivlogicos, UAM-X
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estd conservado en todos los mamiferos euterios y se
expresa en los tejidos somaticos de la cresta genital del
ratén en el momento de la diferenciacion testicular”, Es
interesante seialar que SRY codifica para una proteina que
incluye un motivo relacionado con la caja HMG de las
proteinas de altamovilidad. Las secuencias asociadas con
la caja HMG tienen caracteristicas de factores de
trancripeion®,

Ademisde estos genesen el brazo corto del cromosoma
Y. se ha reconocido la presencia de secuencias alfoides
repetidas especificas de la region centromérica de este
cromosoma’,

En los dltimos anos. la metodologia molecular y la
disponibilidad de sondas moleculares y oligonucleotidos
especificos para SRY, ZFY y regiones alfoides
centroméricas del cromosoma Y han sido utiles para
identificar estas secuencias en el genoma de pacientes con
diferentes anomalias de la diferenciacion sexual.

El desarrollo de esta tecnologin en el servicio de
Genética del Hospital General de México, SSA nos ha
permitido analizar desde el punto de vista molecular un
nimero importante de pacientes que habian sido previa-
mente diagnosticadosen colaboracion conel Departamen-
to de Biologiade la Reproduccion del Instituto Nacional de
laNutricion Salvador Zubiriin, Nos abocamos preferente-
mente al estudio de pacientes con reversion sexual
(hermafroditas verdaderos 46, XX, varones XX y mujeres
XY) y pacientes con fenotipo de sindrome de Turmnner con
diferente constitucion cromosomica.

Los resultados revelaron que el hermalroditismo ver-
dadero XX y el sindrome de varén XX son padecimientos
genéticamente heterogéneos y pueden ocurrir por un inter-
cambio desigual entre el X y el Y durante la meiosis
paterna, 0 por una mutacion en alguno de los genes
autosomicos que participan en la cascada génica que
conduce ala diferenciacion testicular. La figura | muestra
una hibridacion DNA-DNA parael gen ZFY en el genoma
de dos varones XX y dos hermafroditas verdaderos XX y
en controles normales (femenino y masculine).

La metodologia permite también diagnosticar con
certeza el origen de cromosomas marcadores en pacientes
con fenotipo de Turner utilizando sondas centroméricas
del Y u oligonucledtidos especificos para esta region. Esto
es clinicamente importante, ya que la presencia de
cromosoma Y o de marcadores derivados de éste, ha sido
asociada con un riesgo elevado de malignizacion gonadal
por lo que en estas pacientes se recomienda gonadectomia
bilateral"™'. En la figura 2 se muestran los resultados
obtenidos por la reaccién en cadena de la polimerasa
utilizande oligonucledtidos especificos para el Y en dos
pacientes 45 X/46,X + mar ¢on fenotipo de sindrome de
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Turner. En ambos casosel marcador era un anillo pequefio
cuyo ongen no pudo ser demostrade por métodos
citogenéticos, Los resultados mostraron que el marcador
de una de las pacientes correspondia a un cromosoma 'Y
mientras que en la otra era derivade det X'

Los datos presentados demuestran que las técnicas
moleculares permiten reconocer la etiologia de algunos

= LL;QE%LLE
O C>>I I 0O
i wv. —65
<0 b
—23
— 20
°®
|
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padecimientos y son ttiles en el diagndstico preciso de
anomalias cromosémicas
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1V. La genética molecular
en el estudio de los rearreglos
estructurales cromosémicos

FABIO SALAMANCA GOMEZ

Los impresionantes avances actuales de la genéticahuma-
nahan sido aleanzados gracias al desarrollo, por una parte,
de las técnicas de la genética molecular, mediante el
empleo de las enzimas de restriccidn o endonucleasas' y
mis recientemente con el uso de la reaccion en cadena de
Ia polimerasa’ que permite Ja obtencion de millones de
copias de un segmento génico en un tiempo relativamente
breve. PPor otra parte, el avance se ha logrado gracias al
desamollo de las téenicas de bandas cromosémicas’ y a muy
recientes metodologias que revisaremos en esta presenta-
cion, La interrelacion de todos estos logros ha permitido
alcanzar la era de la citogenética molecular.

Es asi como se han desarrollado sondas especificas o
marcadores para cada uno de los cromosomas, lo que ha
permitido la identificacion de aberraciones cromosomicas
en células en interfase, es decir, sin necesidad de recurrir
al culivo de las células in vino y a la obtencién de
cromosomas, mediante las téenicas de hibridizacion insin
que se conocen por sus siglas en inglés como FISH
(Florescence in Situ Hvbridization)',

Durante muchos afiosen citogenéticase habiaambicio-
nado alcanzar tal grado de simplificacidn metodolégica.
Casi desde los inicios de la citogenética se habia estable-
cido la correlacion entre el niimero de corpisculos de Barr
(cromatina X) y el numero de cromosomas X presentes en
la célula, Asi, el numero de corpiisculos es uno menos que
el nimero de cromosomas X. Por esta razén las mujeres
normales, que tienen dos cromosomas X presentan un
corpisculo de cromatina, los varones normales, que tienen
un s6lo cromosoma X, y las pacientes con monosomia del
cromosoma X o sindrome de Turner, cuando no son
mosaicos, carecen de corpisculo de cromatina; los pacien-
tes con sindrome de Klinefelrer (47.XXY) son cromatino
positivos; y las pacientes con trisomia del cromosoma X
(47.XXX) presentan dos corpuisculos de Ban,

En formasimilar, se habia logrado establecer la corre-
lacion entre el namero de corpusculos F (cromatina Y) yel
ntimero de cromosomas Y presentes en la célula’. Asi, el
vardn normal (46,XY Jtiene un corplisculo F, pero el varén
47.XYY presenta dos corpisculos de cromatina Y.

En la actualidad es posible hacer la identificacion
simultinea del complemento XY en células en interfase,
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mediante hibridizacion /i y tincidn diferencial de cada
uno de estos gonosomas’. Esto tiene grandes aplicaciones
paralaidentificacion rapida de anormalidades del comple-
menio gonosémico o sexual, y para el diagnostico prenatal
en menos de 24 horas de tales anomalias gonosémicas®, Por
supuesto, es posible identificar de la misma manera las
aneuploidiasautosdomicascomoelsindrome de Down (47. XX
0 XY, +21), el sindrome de Edwards (47, XX 6 XY, + 18)
y el sindrome de Patau (47, XX 6 XY, + 13)".

Pero tal vez el aporte mds significativo de estas
metodologias haya sido el permitir la identificacion de
aberraciones cromosomicas estructurales que pasan des-
apercibidas incluso al anilisis con técnicas de bandas de
alta resolucion. Tal es el caso de las translocaciones
cripticas" y de las deleciones submicroscopicas'’. Las
translocaciones cripticas son rearreglos estructurales muy
sutiles, responsables de malformaciones congénitas y re-
tardo mental, que comprometen los extremos de los
CroMmosomas, o sea sus porciones telomeéricas.

Podemos ilustrar estos rearreglos refiriéndonos a los
genesque codifican para las cadenasalfa de lamoléculade
la hemoglobina, Como se sabe, la hemoglobina del adulto
es un tetramero constituido por dos cadenas alfa y dos
cadenas beta. Los genes que codifican para las cadenas
betaestanlocalizados enel brazo corto del eromosoma | 1"
y los que codifican para las cadenas alfa se localizan en la
porcion telomérica del brazo corto del cromosoma 167,

Una de las hemoglobinas anormales estd constituida
s0lo por cadenas beta y se conoce como hemoglobina H
(beta-4). Uno de los primeros casos descritos con
translocacion eriptica correspondin a un nifo con
hemoglobina H, pero que ademds presentaba malforma-
ciones congénitas y retardo’ mental™®. El cariotipo por
técnicas de bandas era aparentemente normal. Utilizando
técnicas moleculares de hibridizacion in sir se decubnd
unsutil rearreglo terminal en los cromosomas del paciente
y sorprendentemente se encontrd también, en estado balan-
ceado, en la madre del paciente (Fig. 1). La madre mostra-
ba los genes para la cadena alfaen un solo cromosoma 16,
yaqueelextremoterminal otelomérico delotro cromosoma
16 se habia translocado en la porcién telomérica de un
cromosoma . Esta translocacién no era identificable por
analisis de bandas cromosomicas. Su hija, hermana del
paciente, tenia hemoglobina normal, pero presentaba re-
tardo mental, ya que portaba la translocacion reciprocano
balanceadaal tener un cromosoma | sinsuextremo normal
telomérico, ya que llevaba la porcién telomérica corres-
pondiente al eromosoma 16, En forma similar las téenicas
de FISH han sido dtiles para descubrir translocaciones
cripticas en el sindrome de Miller-Dieker. Este es un
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sindrome caracterizado por lisencefalia, o sea ausencia de
circunvoluciones cerebrales o agiria, microcefalia, mandi-
bula pequena, facies peculiar, disfagia, decorticacion y
posturas de decerebracion, retardo en el crecimiento,
profundo retardo mental y muerte antes de los seis meses
de edad”. Puede haber malformaciones asociadas en cora-
zon, rifiones y otros 6rganos. asi como polidactilia’.

-0 a0 ea -a

I3 i

I I - Ii a0
Fig. 1. Translocacion criptica entre la poreion telomérica del cromosoma
Iy el cromosoma [op. La madee os portadora de esta translocaciony ha
lcromasoma 16 sin su extremo normal telomérico.
ijo tiene retando mental y hemoglobing 11, ya que carece de genes
allipara la bemoglobina, La hemmana tiene setando mental pero posce

hemaglobina normal, ya que recibio el cromissoma | que lleviel extremo
tefomérivolel crommsoma 16,

En una familia cuya hija tenia sindrome de Miller-
Dieker, cuyo cariotipo por téenicas de bandas, era aparen-
temente normal, se descubrié en la madre utilizando
técnicas FISH, una translocacion criptica telomérica entre
los cromosomas 3 y 17 [1(3q;17p)]"". La madre tenia un
cromosomi 17 sin su porcién telomérica del brazo corto
que habia sido translocada en forma reciproca al telomero
del brazo largo del cromogoma 3. Por consiguiente, la hija
tenia sindrome de Miller-Dieker porque habia recibido de
lamadre este cromosoma 17 sinsuextremo distal telomérico
del brazo corto, es decir, era monoséinica para esta region
distal telomérica.

Enotratamilia conun paciente con sindrome de Miller-
Dieker y cariotipo aparentemente normal, se descubrié en
el padre mediante téenicas FISH, una translocacién criptica
8q; 17p. Elhijo afectado recibié del padre el cromosoma 17
sin su extremo normal telomérico’.

Translocaciones cripticas también han sido descritas
en pacientes con sindrome de maullido de gato'™ y en
pacientes con sindrome de Wolf-Hirschhorn'?,

Fabio Salumanca Gomez



Vale lapenasenalarque los telomeros de los cromosomas
contienen la secuencia TTAGGG que se repite de varios
cientos a miles de veces y que estas secuencias repetidas
facilitarian la asociacion término-terminal entre
cromosomas no homaologos, lo que a su vez favoreceria la
produccion de estas translocaciones cripticas™. No hace
falta hacer énfasis en la gran utilidad de las téenicas de
FISH en el estudio de parejas con aborto habitual, en
quienes se sospeche una alteracion citogenética, pero las
técnicas de bandas sean aparentemente normales; y en el
estudio de pacientes con retardo mental de origen desco-
nocido, particularmente cuando el fenotipo de los afecta-
dos es diferente en la misma familia.

Revisten tal interés estos estudios que recientemente se
ha propuesto el andlisis de la integridad telomérica me-
diante miltiples técnicas combinatorins de tincion FISH e
imagenes digitales computarizadas que permitan el estu-
dio simultaneo de todos los telomeros de los cromosomas
humanos'”.

La otra contribucion importante de la citogenética ha
sido el establecimiento de alteraciones cromosomicas
utiles en el diagnostico y el prondstico de lasg leucemias y
los tumeres sélidos™ . Este campo ha desembocado en el
descubrimiento de los oncogenes y de los genes supreso-
res”.

Se han descrito numerosos rearreglos cromosémicos
enlasneoplasias, principalmente deltipo de latranslocacion
o de la delecion. Asi por gjemplo, se conocen muy bien y
se han disecado minuciosamente a nivel molecular la
translocacion 8; 14 enel linfoma de Burkittque comprome-
te el oncogen c-mye®, y la translocacién del cromosoma
Philadelphiaenlaleucemiamicloide cronicaque involucra
el oncogen c-abl en el rearreglo 9,227

Recientemente, mediante técnicas de FISH bha sido
posible identificar la amplificacion in sim de diferentes
oncogenes en distintas neoplasias. Asi por ejemplo, me-
diante latéenicade la hibridizacion genomica comparativa
(HGC)™ se ha hecho el anilisis citomolecular en los
tumores solidos y se ha demostrado la amplificacion in sitn
de secuencias oncogénicas, tales como c-myc en cancer
colorectal y en cancer de mama; N-mycen neuroblastoma
yen carcinoma de células pequerias del pulmén; y erbB2
en cancer de seno y en carcinoma de células pequenas del
pulmén.

La asociacion de maltiples téenicas combinatorias de
hibridizacién gendmica comparativa @ imagenes digitales
computarizadas permitiran el estudio simultineode ampli-
ficacionesde distintos oncogenes, lo cual tiene invaluables
aplicaciones para establecer el diagnéstico y el prondstico
en las neoplasias.

Actualidades do Ia genétlen molecular en mediclng
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V. Actualidades de la genética
molecular en medicina
Estudio de las enfermedades
mitocondriales

SALVADOR ARMENDARES S

Estructura y funcion del ADNmi

La biologia molecular ha sido muy il para el estudio y
conocimiento del ADN mitocondrial (ADNmt).

Ese dcido nucléico se encuentra en las mitocondrias loca-
lizadas en el citoplasma de las células, es autorreplicable
y codifica para una serie de proteinas y otros elementos',
Suestructura (Fig.1) es la de una pequeiia doble hélice de
solo 16,596 pares de bases, su forma es circular y contiene
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genes para lasintesis de 22 ARN de transferencia, para dos
tipos de ARN ribosomal necesarios para la sintesis de
proteinas mitocondriales y para 13 péptidos que son
subunidades de los diferentes pasos de la fosforilacion
oxidativa celular que es el proceso generador de energia.
Lascadenasdel ADNmt tienen una distribucion asimétrica
de la guanina y de la citosina lo que da lugar a una cadena
pesada rica en guanina, y otra ligera en la que predomina
la citosina.

Mopa fineor del ADN.,, mostrando los loci de sus 37 genes

Un caso

3 casos

Un caso 13 casos

€ON GO MD3 ND4L

Kilobases

tocramy by NO=NADH-casnzima G reductuas
L, 125,16 5 =ARN,

N/C= Regén no codificadara ; [« ARNy

Al parecer el ADNmt codifica solamente para algunas
proteinas mitocondriales, mientras que las enzimas impli-
cadas en su replicacion, transcripcion y traduccion son
codificadas por genes que se encuentran en el ADN del
nicleo de la célula. Se conoce ya la localizacion de los
genes del ADNmt, y la secuencia de éstos muestra una
economia extremada de la organizacion genética, pues los
genestienen entre si muy pocasoningunade lassecuencias
codificadoras (intrones) .

Hay dos caracteristicas ademas de las mencionadas,
que le confieren al ADNmt del hombre un particular
interés, a saber: 1.- Como las mitocondrias se encuentran
en el citoplasma y los espermatozoides pricticamente
carecen de éste, el genoma mitocondrial es integro y
directamente heredado del dvulo. Es una herencia, para
fines pricticos, exclusivamente materna (Fig. 2). 2.- El
ADNmt tiene una tasa de mutacion de cinco a diez veces
mayor que la del ADN del nicleo? lo que ha determinado
que haya una alta frecuencia de sitios polimérficos con la
consiguiente diversidad en los “fragmentos de restriceion
de tamaiio variable™ los cuales, como se ha observado, se
correlacionan con el origen étnico y geogrifico de los
individuos que constituyen diversas poblaciones actuales®.
Esas propiedades hacen que el andlisis del ADNmtsea muy
atractivo y sobre todo muy adecuado para las investigacio-
nes antropolégicas y médicas.

Salvador Armendares S
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EIL ADNmt y el origen del hombre

Hace mas o menos cinco aiios el estudio del ADNmt* did
lugar a un sonado debate, el cual todavia persiste, acerca
del origendel hombre moderno™'! al proponerse laexisten-
cia de una "Eva africana™ que hubiere vivido hace unos
200,000 afios en algon lugar del continente afticino.
Posteriormente’ se aprecio que la tilogenia de los diferen-
tes tipos de ADNmt encontrados en otras 10 poblaciones
sugeria que todos los tipos de ADNmt podrian haberse
originado de un tipo de ADNmt ancestral inico y comin,
Ladistribucion de lostipos de ADNmt compartidos por los
diferentes grupos continentales, indican que las poblacio-
nes caucisicas pueden haber sido las mis cercanas a una
poblacién ancestral a partir de la cuul, todos los otros
grupos continentales podrian haberse diversificado. La
filogenia parcial de los tipos de ADNmt observados en ofras
cinco poblaciones, también mostré que el mito de un romin-
tico Edén africano se baso, aparentemente, en un “drbol
genealdgico” incorrecto de los diferentes tipos de ADNmit
encontrados®,

El /

Nmt y la medicina

Aunque ya hace casi 25 afos que Nass' describia el
ADNmt, hasido hastahace muy poco, gracias a labiologia
molecular, que se ha reconocido el papel que juega en la
etiologia de algunas enfermedades.

8i bien es verdad que la mayor parte de las enfermeda-
des de origen gendtico, son debidas a anormalidades de los
genes que se encuentran en los cromosomas nucleares,
cada vez hay mis evidencia de que algunes padecimientos
hereditarios son causados por genes que estin enel ADNmt,
En efecto. hace apenas unos cuatro o cinco aios se
correlaciond' a la neuropatia ptica hereditarin de Leber
con un cambioinico (mutacion de “punto” ) en una base del

Actualidades de Ia genética malecular en medicing

ADNmt. Esta enfermedad se manifiesta clinicamente por
degeneracion del nervio optico y pérdida repentina e
imeversible de la vista en la edad adulta temprana. Como
causa de la enfermedad se han identificado actualmente
dos mutaciones de“punto” en los genes mitocondriales que
participan en la fosforilacion oxidativa de las células.

Otro hecho importante y quizas mas sorprendente, ha
sido el descubrimiento™ " de que el ADNmt de algunos
musculos de enfermos con ciertas encefalomiopatias tie-
nen “deleciones™ o pérdidas importantes de material
genético.,

Holtetal. en 1990% mostraron que el principio molecular
de una nueva enfermedad mitocondrial reside en la susti-
tucién de una sola base, la leucina por arginina, Esta
enfermedad se caracteriza por retinitis pigmentosa, ataxia,
convulsiones, demencia y debilidad de los musculos
proximales.

En términos generales se puede decir que las mutacio-
nes patogénicas del ADNmt se asocian con un amplio
espectro de enfermedades degenerativas cronicas y que
esas mutaciones pueden ser de dostipos: | - Porsustitucion
de una sola base porotra (imutaciones de “punto™) como en
la enfermedad de Leber y en este caso el defecto es
veneralizado. 2.- Por “deleciones™ o porduplicaciones del
material genético mitocondrial como en las diferentes
variantes de lag miopatias, en cuyo caso estin solamente
atectados algunos tejidos o algunas de las células de éstos.

Ahora bien, las enfermedades monogénicas determina-
das por mutaciones de los genes incluidos en el ADN del
nticleo, tienen caracteristicas de transmision hereditaria
bien definidas y se manifiestan en los drboles genealdgicos
con claridad y simplicidad, Pero ;, cémo reconoceremos a
las enfermedades que son dadas por mutaciones en el
ADNmt ? cada uno de nosotros, como ya se ha dicho,
recibimos el ADNmt de nuestra madre, una enfermedad de
ese tipo siempre se heredard por linaje materno pero a
diferencia de la herencia recesiva ligada al cromosoma X,
en que la madre es la portadora y 56lo sus hijos varones
estan afectados, estardn afectados tanto los hijos como las
hijas. En las generaciones subsecuentes se observard que
la enfermedad se comporta como si fuera un rasgo
autosdmico dominante, con enfermos en todas las genera-
ciones (herencia de tipo vertical), pero con un nimero
mucho mayor de individuos afectados en cada generacion
de lo que se acostumbra a ver en la herencia autosémica
dominante (Fig 3).

Noabstante, no es ficil precisar que una enfermedad es
de origen mitocondrial ya que hay muchos factores que
complican y dificultan su identificacion. En efecto, como
hay mltiples copias del ADNmten cada célula, el fenotipo
del individuodependerd de las proporciones relativas entre



el gen mutado y el gen cimarrén -o seael gen niis comin,
también llamado silvestre como traduccion literal del
inglés “wild type”- en los genomas mitocondriales en las
células de un tejido en particular. El efecto fenotipico es
mas manifiestoen las células que contienen séloel ADNmt
mutado, células a las que se les [lama “homoplas
En las células “heteroplismicas”, es decir, las que tienen
mezcla del ADNmt mutado y del no mutado, se observa
una amplia variacion en la expresion fenotipica. Es por eso
que en las miopatias mitocondriales la patologia puede
localizarse s6lo en algunos masculos y que las mujeres
afectadas pueden tener hijos(as) sanos si sus células
pgonadales se encuentran indemnes. Otra complicacién
para la identificacion de esas miopatias, se debe a que en
las divisiones mitdticas de las células la proporeion entre
el ADNmt mutado y el cimarrdn puede cambiar y a ese
fendmeno se le llama “segregacion mitética™,

DT.

Pedigree de una fomiia con uno enfermedad mitacondriol

Todas esas complejidades en la correlacion del fenotipo
y el genotipo hacen particularmente dificil el manejo
médico de esos pacientes y el asesoramiento genético de
los familiares. El diagndstico y atencion de ese tipo de
enfermos debe basarse en seis elementos®”: 1.- Evaluacion
clinica. 2.- Andlisis del pedigree. 3.~ Pruebas metabdlicas.
4.- Estudios enzimiticos de la funcion de la fostorilacion
oxidativa de los musculos esqueléticos. 5.~ Histoquimica
y microscopia electrénica de los masculos esqueléticos,
6.- Andlisis de la mutacion del ADNmt en los tejidos
apropiados.

Enlaprictica, enmuchos de losenfermoslaevaluacion
clinica, el andlisis del pedigree v 1as pruebas metabélicas,
son suficientes paraidentificar los fenotipos asociados con
mutaciones especificas del ADNmt. En lamayor parte de
las mutaciones de “punto” del ADNmt, dstas pueden
identificarse con elandlisisde las células de lasangre y éste

puede hacerse extensivo a los parientes maternos. En
cambio en la mayoria de las “deleciones” del ADNmt esas
no pueden detectarse en las células de Ia sangre y es
necesario recurrir ala biopsia de musculo para efectuar los
estudios histoquimicos, enzimaticos y de microscopia
electronica,
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VL. El proyecto del
genoma humano

RUBEN LISKER*

Elantecedente histérico del proyecto del genoma humano,
s remonta a ung reunion cientifica que tuvo lugaren Alta,
Utahdel 9 al 13 dediciembre de 1984'. Altaestisituadaen las
montaiias Saguache, es una zona recreativa para la prictica
de deportes invernales y se puede decir que en la fecha
sefialada fue también la capital de la genética humana, La
reunion fué patrocinada por el Departamentode Energiade
los EU y la Comision Internacional para la Proteccion
contra Mutigenos y Carcindgenos Ambientales. Su propo-
sito era preguntar a los investigadores lideres en métodos
analiticos del Acido desoxirribonucléico (ADN) si creian
poder identificar un aumento en la frecuencia de mutacio-
nes en los sobrevivientes de las explosiones atomicas de
Hiroshima y Nagasaki. La principal conclusion fue que la
metodologia existente no era suficientemente sensible.
Los participantes tenian antecedentes cientificos diversos
ymuchosno se conocianentre si. Sinembargo el intercam-
bio de opinienese ideas fue tn vigoroso y estimulante que,
si el proyecto del genoma humano resulta ser trascendente
para labiologia, los historiadores reconoceran a la reunion
de Alta como la generadora de dicho proyecto.

El genoma de un organismo es la suma de todo el
material genético presente enunasola célula. Este material
genético es el ADN y cada una de las 3 billones de células
deunindividuo, conalgunasexcepeiones, contienen exac-
tamente ¢l mismo complemento de ADN. E1 proyecto del
genoma humano es un esfuerzo internacional que tiene
como objetivos principales: 1} averiguar el lugar cromoss-
mico ocupado por los 50,000 a 100,000 genes que supuesta-

* Departamento de Genéticay Subdirecciom de ivestigacion,
[nstituto Nacional de la Nutricion Salvador Zubirin, Tlalpan,
1. F. Méxica,
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mente tiene cadamiembro de nuestraespecie; y 2) conocer la
secuencia de los 3,000,000,000 de pares de bases del
genoma humano. Se espera que esta informacion sea
fundamental parala clencia biomédicadel siglo XXy que
beneticie enormemente a lamedicina. De entrada ayudara
a entender y a tratar a las méas de 4,000 enfermedades
hereditarias mendelianas simples y a las multifactoriales
en que el factor genético es importante, recordando que
algunos de estos padecimientos como la hipertensidn
arterial y la diabetes mellitus son muy frecuentes en la
poblacion.

Las metas cientificas para el periodo 1991-1995 son:
I)construirmapasy “secuenciar” el genomahumano; 2) cons-
truirmapasy secuenciarel ADN de otros organismos; 3) desa-
mollar las bases de datos y forma de utilizarlas; 4) discutir
los aspectos éticos, lepales y sociales del proyecto; 5) for-
mar investigadores en el {rea; 6) propiciar el desarrollo
tecnoldgico; y 7) transferir las tecnologias.

L Construir mapay v obtener secuencias de ADN
Inimane. Secuenciar, en este contexto, es investigar el
orden de nucledtidos enunamoléculade ADN. Existen dos
tipos de mapas, el genético yel fisico. El mapa genético se
construye averiguando la frecuencia con que dos genes se
heredan juntos. La base del procedimiento, es que los genes
situados CERCA en un mismo cromosoma, se heredan
(transmiten) juntos con mayor frecuenciaque los que estin
LEJOS o endistintos cromosomas. Ladistanciase mideen
unidades llamadas centimorgans, y dos genes estin sepa-
rados por unocentimorgan cuando se separan uno porciento
de las veces durante su transmision de padres a hijos, o sea
que en el 99% de las ocasiones se transmiten juntos,

Estudios de este tipo se han realizado desde hace 50
aiios y generalmente se investiga el gen que produce alguna
enfermedad y el de algun marcador genético como los
grupos sanguineos. En laactualidad con el descubrimiento
de los RFLPs (del inglés restriction fragment length
polvmorphisms) que estan distribuidos a lo largo de todos
los cromosomas, se ha aumentado mucho la eficiencia del
procedimiento. En 1990 de 4937 penes conocidos, 2281
seguros y 2656 probables, se conocia la ubicacion
cromosémica de 1718 de ellos, alge mas de la mitad con
absoluta certeza y los demas de manera tentativa,

Las distancias entre los genes en los mapas fisicos, se
miden en unidades fisicas, como nimero de nucledtidos.
El mas antiguo es el mapa citogenético que relaciona la
posicion de los genesconssitios visibles de los cromosomas,
come el centromero o las diferentes bandas producidas por
tinciones especiales. Suresoluciones muy baja yaque cada
banda puede incluir hasta 10 millones de bases. El tipo
maoderno de mapa fisico esth integrado por una coleccion
de clonas de ADN de preferencia sobrepuestas, llamadas
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contigs, yeselmaterial que se esta usando para estudiar las
secuencias de bases. Un problemade los contigs es que son
relativamente pequeiios, alrededor de 240,000 bases, y
serin ideal que fueran mayores, del orden de 2,000,000 de
bases, lo que se estd logrando con éxito por un grupo de
Francia, que labora en el Centro de Estudios de
Polimorfismos Humanos y que aparentemente, en el pre-
sente afio terminard el primer mapa completo del genoma
humano que, aunque burdo, permitird avanzar con mayor
rapidez en la elaboracion de un mapa mas preciso. Para
poner el problema en perspectiva, baste decir que la
secuencia de nucledtidos mas grande publicadaa ki fecha,
es ladel virus de Epstein-Barr que tiene 170.000 pares de
bases, Se estidintentando obtener la secuencia del ADN de
algunas bacterias con un tamado aproximado de 4.5 millo-
nes de bases y la suma de las diversas secuenciag publica-
das del genoma humano lega a 5,000,000 de pares de
bases. Sinembargo. eltotal asecuenciaresde 3,000,000,000
de bases, 600 veces mas que lo que hasta ahora se ha
logrado en nuestra especie. Es indudable que para realizar
esta meta va a ser necesario automatizar el procedimiento
y abaratar el costo, que en la actualidad es de 2 a 5 dolares
por base, en laboratorios que lo hacen de rutina y debe bajar
a 50 centavos de dolar por base para que sea prictico y
razonable hacer el estudio.

2. Construir mapas y ubtener secnencias de ADN de
otray organismos. Dado que la experiencia ha ensenado
que la investigacion de otros organismos proporciona
informacion importante para interpretar datos de los estu-
diosen humanos, el proyecto auspiciari investigacionesen
otras especies como Escherichia coli, Succharomvees
cerevisiae, Drosophifa metanogaster, Caenorhabiliditis
elegans y el ratdn de laboratario,

3. Desarroflar ba informdtica. ELproducto del proyec-
tadel genomahumano seran mapas genéticos y secuencias
de nucledtidos. Sera critico desarrollar un sistema de
informacién computarizado para la coleccion,
almacenamiento, andlisis y distribucion de la gran canti-
dad de datos por generarse. Los Institutos Nacionales de
Salud y el Departamento de Energia de los EU crearon un
grupo de trabajo avocado a desarrollar lo necesario para
operar este proyecto,

4. Consideruciones éticas, fegales v sociales. En rela-
cidn a las consideraciones éticas, lepales y sociales, el
proyecto se realiza bajo ln creencia de que sus resultados
beneficiaran mucho a la humanidad. Sin embargo, como
cualguier otra tecnologia nueva, plantea situaciones que
deben analizarse con cuidado. Algunas preguntas que no
S0 nuevas, pero si se van a discutir con mucha frecuencia
son, /puede divulgarse a terceros la informacion sobre la
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estructura genética de algin individuo?, ;como se asegura
que la informacion no lleve a discriminacion o
estigmatizacion en dreas como empleo y seguros? dado
que habrd un lapso prolongado entre nuestra capacidad de
diagnosticar una enfermedad y la de tratarla ;como mane-
jariaunsujeto el conocer un diagnostico grave varios afos
antes de que se manifieste una enfermedad, para la que no
hay fratamiento’ Para contestar estas preguntas es necesa-
rio discutir ampliamente los problemas, propiciando re-
uniones especificas e invitando a ia participacion activade
la comunidad. Debe financiarse el desarrollo de material
didictico y busear una amplia colaboracién internacional,
UNESCO ha auspiciado esto ltimo habiéndose realizado
dos reuniones en Valencia, Espaia, unaen 1990 y otraen
1991. En otros paises también han tenido lugar reuniones
sobre el particular.

5. Formacion de investigadores. El proyecto requiere
de un nimero considerable de personas, que tengan los
conocimientos y habilidades necesarias. Se requieren
wenetistas, bidlogos moleculares o investigadores de otros
campos, como la fisica, la quimica, la ingenieria, las
matemdticas y la computacion. Serian muy utiles los
cientiticos con habilidades multidisciplinarias, personas
que entiendan los problemas bioldgicos y busquen solucio-
nes utilizando conocimientos de otros campos. Para lograr
estos objetivos se ha decidido otorgar becas a nivel de pre
y postgrado para facilitar Ia formacion de investigadores.
En Latinoamérica el Programa Latinoamericano del
Genoma Humano (PLAGH) auspiciado por la UNESCOy
otros organismos, ha desarrollado varios cursos breves
sobre diversos aspectos de biologin molecular, al igual que
dos simposios de mayor envergadura, En México se cele-
brd en febrero de 1992, en la Unidad de Investigacion del
IMMS de Guadalajara. el curso llamado: “Reaccion en
cadena de la polimerasa y sus aplicaciones enel estudio del
genoma humane™ y en mayo préximo tendri lugar en la
ciudad de México primero, y en Oaxtepec después, un
simposio internacional sobre el genoma humano en el que
intervendrin, ademas de expertos extranjeros, represen-
tantes de todos los grupos nacionales que yaestin haciendo
estudiosde biologinmolecular en padecimientos genéticos,
Uno de los objetivos es actualizar la informacién y propi-
ciar trabajos de investigacién colaborativos entre los dife-
rentes participantes.

6. Desarvollo weenoldgico. Se requiere de innovacio-
nes tecnoldgicas para disminuir costos y automatizar el
trabajo rutinario. El proyecto financiard proyectos de
automatizacion, optimatizacion y reduccion de costos en
tecnologias ya existentes como clonacién, robética,
secuenciacion de ADN, tecnologia de geles, desarrollo de
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instrumentos, etc. También apoyari el desarrollo de tecno-
logias completamente novedosas, y por ello consideradas
como de alto riespo.

7. Transferencia de teenologia. La teenologia genera-
daen el proyecto deberd transferirse con rapidez al sector
industrial, para que pueda desarrollar productos de interés
médico o para otras dreas productivas.

Financiamiento. Esde interds comentar brevemente la
inversion que estin realizando algunos paisesen este rubro,
Elproyecto norteamericano del genomahumano contd con
27.9.46.7.87.4y 152.5 millones de dolares en 1988, 1989,
1990 y 1991 respectivamente y de 1992 a 1995 pastari 200
millones por afio. E1 45 a 55% de esa cantidad se desting
paraestudiosen humanos e informatica, del 20al 30% para
estudios en otros organismos, y la misma cantidad para
desarrollo de infraestructura. En Franciaen 1990 gastaron
| 4 millones de dolareseninvestigacion metadoldgica, 3.2
millonesenel Centro de Estudios de Polimortismos Huma-
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nos y 6.0 millones para el desarrollo de robots. En 1991
pastaron 40 millones de dolares y planearon gastar 50 en
1992. En México no existe una inversion organizada
especifica para este proyecto, pero es obvia la simpatia y
ayuda de las autoridades del sector salud, manifestada
entre otras cosas, por su apoyo generoso al curso sobre
reaceion en cadena de la polimerasa y sus aplicaciones en
elestudio del genoma humano, celebrado el afio pasadoen
Guadalajara, y al simposio internacional sobre el genoma
humano que se celebrard el proximo mes de mayo en el
D.F. y Oaxtepec principalmente, aun cuande algunas
actividades se realizaran también en Guadalajara y
Monterrey.
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