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Prefacio

El conocimiento sobre los genes (gené-
tica) y los genomas (gendémica) de dife-
rentes organismos contintia avanzando a
un ritmo acelerado. Todas las manifesta-
ciones de vida estan determinadas por los
genes y su interaccion con el medio
ambiente. Existe un componente gené-
tico que contribuye a causar casi toda
enfermedad humana, Mas de mil enfer-
medades son el resultado de alteraciones
en un tinico gen conocido.

La genética clasica, desarrollada durante
la primera mitad del siglo pasado, y la
genética molecular, desarrollada duran-
te la segunda mitad, se han unido en un
esfuerzo cientifico fascinante, Esto ha
proporcionado tanto un fundamento
tedrico y un amplio repertorio de méto-
dos para explorar los mecanismos
celulares, como la comprension de los
procesos normales y las enfermedades
en el nivel molecular. Descifrar los
genomas de muchos organismos dife-
rentes, incluidas bacterias y plantas,
mediante la determinacién de la se-
cuencia de los ladrillos individuales -las
bases nucleotidicas del acido deso-
xirribonucleico (DNA)- incrementard
nuestro conocimiento de las funciones
normales y anormales. El nuevo conoci-
miento promete conducir al disefio de
compuestos farmacolégicos que satis-
fagan a las necesidades individuales.
Esto allanard el camino hacia formas
nuevas de encarar la terapia y la preven-
cién. Paralelamente, se adquiere una
vision acerca de cémo es la relacién
evolutiva entre los organismos.

Los alumnos de biologia y medicina
encaran una gran tarea cuando pre-
tenden adquirir un nuevo conocimiento
e interpretarlo dentro de un marco
conceptual. Existen muchos libros de
texto disponibles (véase Bibliografia
general, p. 421). Este Atlas Color se
diferencia de los libros de texto comunes
por usar un enfoque visual para desa-
rrollar conceptos y hechos importantes
en genética. Esta basado en ldminas en
colores cuidadosamente disefiadas, cada
una acompafiada por un texto expli-
cativo correspondiente en la pdgina
opuesta.

Fue Mercator, en 1594, el primero en
usar el término “atlas” para una
coleccion de mapas. Aunque los mapas
de genes son muy importantes en gené-
tica, el término atlas en el contexto de
este libro se refiere a las ilustraciones en
general. Aqui ellas proveen las bases
para una introduccién, con el deseo de
estimular el interés en un campo de es-
tudio apasionante,

Esta segunda edicién ha sido riguro-
samente revisada, reescrita, actualizada
y ampliada. Se ha agregado una nueva
seccion de gendmica (Parte 11). Veinte
ldminas nuevas tratan una variedad de
topicos, como las bases moleculares de
la genética, regulacién y expresion de
genes, impronta genomica, mutaciones,
cromosomas, genes que predisponen al
cancer, enfermedades de los canales
ionicos, audicion y sordera, una guia
breve para el diagnéstico genético,
evolucion humana y muchas otras. La
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Cronologia de avances importantes en
genética y las Definiciones de términos
genéticos han sido actualizadas. Como
en la primera edicién, se incluye la
bibliografia para una lectura mas pro-
funda. Alli y en la lista de bibliografia
general el lector encontrard el acceso a
informacion mas detallada que la que se
puede presentar en el limitado espacio
disponible. También se incluyen sitios de
la red informatica (Websites) para ma-
yor informacion.

Un libro de un dnico autor no puede
proveer todos los detalles en los que se
basa el conocimiento cientifico. Sin em-
bargo, puede presentar una perspectiva
individual apropiada a modo de intro-
duccion. Para tomar la dificil decision de
qué material incluir y cudl dejar afuera,
me he apoyado en la experiencia de
veinticinco anos de ensefianza a estu-
diantes de medicina en los niveles
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Cada una de las alrededor de 10" células de un ser
humano adulto contiene en el nicleo el programa
para su supervivencia. Este programa le permite a
un individuo interactuar con el medio ambiente, no
sdlo a través de los sentidos como la vision, la audi-
cion, el gusto, la sensacidn de calor, de frio, de dolor
v la capacidad de comunicarse, sino también le per-
mite recordar e integrar esta informacién en un
comportamiento cognitivo. Le permite la conver-
sién del oxigeno atmosférico y de la comida ingeri-
da en produccién de energia, y regula la sintesis y el
transporte de moléculas de importancia bioldgica.
La respuesta inmune contra microorganismos inva-
sores (p. ej., virus, bacterias y hongos) es parte del
programa. La forma y motilidad de los huesos, miis-
culos y piel no podrian mantenerse sin esta infor-
macion. El destino de cada célula es determinado
por el control de la divisién celular y la diferencia-
cidn en distintos tipos de células y tejidos, median-
te interacciones célula-célula y traduccion de
sefiales intracelulares y extracelulares. Por dltimo,
funciones tan diferentes como la reproduccién o la
destoxificacion y excrecion de moléculas innecesa-
rias, dependen de este programa al igual que mu-
chas otras funciones de la vida.

Este programa celular estd genéticamente determi-
nado. Es transmitido desde una célula a sus dos cé-
lulas hijas en cada divisién celular, y de una
generacion a la siguiente a través de células espe-
cializadas, las células germinales (ovocitos y esper-
matozoides). La integridad del programa genético
debe mantenerse sin alteraciones, aunque también
debe ser adaptable a cambios de larga duracion en
el medio ambiente, Esta es una tarea compleja. Por
ello, no llama la atencién que con frecuencia se pro-
duzcan errores en el mantenimiento y la propaga-
cion del programa genético de todos los seres vivos,
a pesar de la existencia de complejos sistemas de
reconocimiento y reparacion de los dafios.

Todos estos procesos bioldgicos son el resultado de
reacciones bioquimicas llevadas a cabo por biomo-
léculas llamadas proteinas. Estas estan involucradas
en la produccién de casi todas las moléculas (inclui-
das otras proteinas) de las células vivas. Estan for-
madas por docenas a centenares de aminodcidos
conectados entre si en forma lineal, lo que da lugar
aun polipéptido; éste luego se pliega en una estruc-
tura tridimensional, habitualmente en combina-
cion con otros polipéptidos. Solo esta dltima
conformacién posee actividad bioldgica. La infor-
maci6n genética es el programa detallado para sin-
tetizar las proteinas que una célula especifica
genera. La mayoria de las células no producen todas
las proteinas posibles sino una seleccion que carac-
teriza a cada tipo celular.

Cada uno de los 20 aminodcidos sintetizados por
los organismos vivos es codificado por tres estruc-
turas quimicas, los nucledtidos, que son parte de
una gran molécula, el DNA (dcido desoxirribonu-
cleico). El DNA es una memoria de sdlo lectura
(rom, read-only memory) del sistema de informa-
cién genético. Contrariamente a los sistemas bina-
rios de cadenas de unos y ceros usados en
computacion (*bits”, digitos que se combinan de a
ocho para formar los “bytes™), el cédigo genético
de los seres vivos usa un sistema cuaternario de
cuatro nucledtidos con sus respectivos nombres
quimicos de iniciales A, C, Gy T (véase Parte I, Fun-
damentos). En este cddigo cuaternario los bytes
(llamados “guytes” por The Economist in a Survey
of a Human Genome, 1° julio de 2000) son mds
cortos ya que estan formados por tripletes de nu-
cléotidos, cada uno llamado codén. Cada secuen-
cia lineal de aminodcidos de una proteina esta
codificada por una secuencia de codones en el
DNA (cddigo genético). El cadigo genético es uni-
versal y lo usan todas las células vivas, incluidas
las plantas, y también los virus. Cada unidad de in-
formacion genética se llama gen. La informacién
genética es andloga a un texto formado por oracio-
nes (los genes) y, de hecho, puede almacenarse en
computadoras.

Dependiendo de la complejidad de la organiza-
cién de un organismo, el nimero de genes puede
ser pequefio como en |os virus y bacterias (10 ge-
nes en un bacteridfago pequefio 0 4.289 genes en
Escherichia coli), mediano (6.241 genes en las le-
vaduras; 13.601 en Drosophila, 18.424 en un ne-
matoda), o grande (alrededor de 40.000 en seres
humanos y otros mamiferos). Las proteinas y sus
genes correspondientes pueden agruparse en fa-
milias de moléculas con funciones relacionadas
involucradas en una misma via. Se estima que los
genes humanos constituirian 1.000 familias dife-
rentes. Cada familia de genes provendria evoluti-
vamente de uno o algunos pocos genes ancestrales.
El conjunto de todos los genes de un individuo se
denomina genoma. Por analogia, el conjunto de
todas las proteinas que se expresan en un orga-
nismo se llama proteoma. Los campos de estudio
correspondientes se denominan genética y pro-
tedmica, respectivamente.

Los genes se localizan en los cromosomas. Estos
son cuerpos individuales apareados, constituidos
por DNA y proteinas especiales que se encuentran
en el nicleo celular. Un cromosoma de cada par
homélogo es derivado de la madre y el otro del pa-
dre. El hombre tiene 23 pares. Mientras que el nii-
mero y tamafio de los cromosomas en diferentes
organismos varia, la cantidad total de DNA y el nii-
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mero total de genes son los mismos para una cla-
se particular de organismos. Los genes se ordenan
en forma lineal a lo largo de cada cromosoma. Ca-
da gen tiene una posicion definida (locus génico) y
una estructura y funcion individuales. Como regla,
los genes de los organismos superiores estan es-
tructurados en secciones continuas de secuencias
codificantes y no codificantes, denominadas exo-
nes (codificantes) e intrones (no codificantes), res-
pectivamente. En los organismos multicelulares
los genes varian respecto del tamafio total (desde
unos pocos miles hasta mds de un millén de pares
de bases), el niimero y tamaiio de los exones y las
secuencias reguladoras de DNA que determinan su
estado de actividad denominado “expresién” (la
mayoria de los genes en las células diferenciadas y
especializadas estan “apagados” permanentemen-
te). Es destacable que mds del 90% del total de
3 mil millones (3 x 10°) de pares de bases del DNA
de los organismos superiores no lleva informacién
codificante alguna (véase Parte II, Gendmica).

El texto lineal de informacién contenido en las se-
cuencias codificantes del DNA en un gen no se
puede leer en forma directa. En realidad, primero
toda su secuencia se transcribe en una molécula
estructuralmente relacionada con una secuencia
correspondiente de codones. Esta molécula se de-
nomina RNA (dcido ribonucleico), porque contiene
ribosa en lugar de la desoxirribosa del DNA. Luego
los intrones (las partes no codificantes) son remo-
vidos de esta molécula, por enzimas especiales, y
los exones (las partes codificantes), son empalma-
dos juntos en el molde final, llamado RNA mensa-
jero (mRNA). De esta molécula se lee la secuencia
que codifica para los aminodcidos correspondien-
tes (polipéptido) en la maquinaria celular (riboso-
mas), en un proceso llamado traducci6n.

Los genes con la misma funcién, una funcién si-
milar o una relacionada en diferentes especies, de
algtin modo son los mismos genes, u otros simila-
res o relacionados. Esto se expresa como el grado
de similitud estructural o funcional. La causa de
esto es la evolucion. Todos los organismos vivos
estdn relacionados entre si porque sus genes es-
tan relacionados. En el mundo de los seres vivos
han evolucionado funciones especializadas que
han quedado codificadas por los genes correspon-
dientes. Por ello, las estructuras de los genes ne-
cesarios para una funcién fundamental son
preservadas en una amplia variedad de organis-
mos, por ejemplo funciones en el control del ciclo
celular o en el desarrollo embrionario y la dife-
renciacion, Genes de este tipo son similares o
idénticos incluso en organismos poco relaciona-
dos, como levaduras, insectos, gusanos, vertebra-

dos, mamiferos y hasta en plantas. Tales genes de
importancia fundamental no toleran cambios
(mutaciones) porque esto comprometeria su fun-
cién. En consecuencia, las mutaciones deletéreas
no se acumulan en un nimero considerable. Los
genes similares o idénticos, presentes en distintos
organismos, se dice que se han conservado duran-
te la evolucién. Todos los organismos vivos han
elaborado sistemas celulares que pueden recono-
cer y eliminar fallas en la integridad del DNA y de
los genes (reparacion del DNA). Hay mecanismos
para sacrificar una célula mediante muerte celu-
lar programada (apoptosis) si el defecto no se
puede reparar exitosamente.

Al contrario de las estructuras importantes, que
se han conservado evolutivamente a través del
tiempo, las secuencias de DNA no relevantes o de
importancia individual directa limitada difieren
aun entre individuos de la misma especie, Estas
diferencias individuales (polimorfismo genético)
constituyen la base genética para la originalidad
de cada individuo. Por lo menos uno de cada
1.000 pares de bases de DNA humano difieren en-
tre individuos (polimorfismo de un tnico nucled-
tido; SNP, single nucleotide polymorphism en
inglés). Ademds, hay muchas otras formas de po-
limorfismo del DNA que reflejan un alto grado de
diversidad genética individual.

Las diferencias genéticas individuales en la eficien-
cia de las vias metabélicas se cree que predisponen
a enfermedades que son resultado de la interaccién
de varios genes, por lo general en combinacién con
influencias ambientales particulares. Ellas podrian
incluso proteger a un individuo de una enfermedad
ala cual otro individuo esté propenso. Tales diferen-
cias genéticas individuales son el blanco de terapias
individuales mediante sustancias farmacéuticas es-
pecificamente disefiadas que apuntan a una alta
eficacia y un bajo riesgo de efectos adversos (farma-
cogendmica). El Proyecto genoma humano debiera
contribuir en gran medida al desarrollo de un enfo-
que individual del diagndstico y la terapéutica (me-
dicina genética).

Las poblaciones humanas de diferente origen geo-
grafico también se relacionan por la evolucion (véa-
se la seccion de evolucién humana en la Parte II).
Por lo general se ha hecho referencia a ellas en for-
ma errénea como ‘razas”. La humanidad moderna
se ha originado en Africa, hace unos 200.000 afios,
y desde alli migrd a todas partes del mundo hace
unos 100.000 afios. Debido a la adaptacion climati-
ca regional y otras condiciones, y favorecidos por el
aislamiento geogréfico, evolucionaron diferentes
grupos étnicos. Ellos son reconocibles por rasgos li-
teralmente superficiales, como el color de la piel,
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ojos y cabello, que permiten ver el bajo grado de va-
riacion genética entre seres humanos de diferentes
poblaciones. Desde el punto de vista genético, el
Homo sapiens es en realidad una especie homogé-
nea de origen reciente. Del total de las variaciones
genéticas, alrededor del 85% se encuentra entre in-
dividuos que pertenecen a un grupo determinado y
solo el 15% entre diferentes grupos (poblaciones).
Por el contrario, los chimpancés de un grupo del
oeste de Afica son genéticamente mas diferentes
que cualquier otro grupo de seres humanos estu-
diado. Como resultado de la historia evolutiva, los
seres humanos se han adaptado bien a vivir en for-
ma pacifica en grupos relativamente pequefios, en
un medio cultural y lingiiistico similar. Lamentable-
mente, los seres humanos atin no se han adaptado
a las condiciones globales. Tienden a reaccionar con
hostilidad hacia grupos con diferentes medios cul-
turales a pesar de que las diferencias genéticas son
despreciables. La genética no provee ninguna base
cientifica que favorezca las demandas de la discri-
minacién, sino que aporta evidencia directa de
la evolucién de la vida en la Tierra. La genética es la
ciencia que estudia la estructura y funcién de todos
los genes en diferentes organismos (andlisis de las
variaciones bioldgicas). Nuevos métodos de investi-
gacion y observaciones, en especial durante los al-
timos 10 a 20 afios, han contribuido a integrar este
campo a la corriente principal de la biologia y la
medicina. Hoy en dia desempefia un papel central y
unificador comparable al de la patologia celular al
comienzo del Gltimo siglo. La genética es virtual-
mente relevante en todas las especialidades médi-
cas. El conocimiento de los principios de la genética
basica y su aplicacion en el diagndstico se estin
convirtiendo en una parte esencial de la educacion
médica actual.

GENETICA CLASICA ENTRE 1900 Y 1953

(véase la tabla cronoldgica en pg. 13)

En 1906 el biélogo inglés William Bateson (1861-
1926) propuso el término genética para el nuevo
campo de la biologia dedicado a investigar las re-
glas gobernantes de la herencia y la variacion. Ba-
teson se referia a la herencia y la variacién al
comparar las similitudes y diferencias, respectiva-
mente, de los organismos genealdgicamente rela-
cionados, dos aspectos del mismo fenémeno.
Bateson reconocia con claridad el significado de las
leyes de Mendel, las cuales habian sido redescu-
biertas en 1900 por Correns, Tschermark y DeVries.
Las leyes de Mendel llevan este nombre por el mon-
je agustino Gregor Johann Mendel (1822-1884),
quien realizd cruzas experimentales de guisantes
en el jardin de su monasterio en Briinn (Brno, Repi-

Gregor Johann Mendel

blica Checa) hace mds de un siglo. En 1866 Mendel
escribié que la herencia estd basada en factores in-
dividuales que son independientes entre si (véanse
Brink y Styles, 1965; Mayr, 1982). La transmisi6n de
estos factores a la generacion siguiente de plantas,
por ejemplo, la distribucién de diferentes rasgos
dentro de una misma descendencia, tenia lugar en
proporciones predecibles. Cada factor era responsa-
ble de un rasgo determinado. El término gen para
tal factor heredable fue intreducido en 1909 por el
biélogo danés Wilhem Johannsen (1857-1927).

A partir de 1902 la herencia mendeliana fue ana-
lizada en forma sistemadtica en animales, plantas
y también en el hombre. Se reconocid que algunas
enfermedades humanas tenian una causa genéti-
ca. Una forma de braquidactilia (tipo A1, McKu-
sick 112500) observada en una familia grande
de Pennsylvania por W. C. Farabee (tesis de Doc-
torado, Universidad de Harvard, 1902), fue el
primer rasgo humano transmitido por herencia
autosdmica dominante que se describid (Haws y
McKusick, 1963).

En 1909 Archibald Garrod (1857-1936), mds tarde
Profesor Regius de Medicina de la Universidad de
Oxford, demostré que cuatro enfermedades meta-
bélicas congénitas (albinismo, alcaptonuria, cisti-
nuria y pentosuria) son transmitidas por herencia
autosdmica recesiva (Garrod, 1909). Garrod fue el
primero en reconocer que entre individuos hay di-
ferencias bioguimicas que no conducen a la enfer-
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medad pero que poseen bases genéticas. Sin em-
bargo, la relacion entre la genética vy los hallazgos
hioquimicos revelados por estos conceptos era ade-
lantado para su época: el significado del alcance le-
jano para la individualidad genética del hombre no
fue reconocido (Bearn, 1993). En realidad, parte de
los motivos fue que no estaba para nada clara la na-
turaleza de los genes y el modo de su funciona-
miento. La genética de los primeros tiempos no se
basaba en la quimica ni en la citologia {Dunn, 1965;
Sturtevant, 1965). Los cromosomas fueron observa-
dos en la mitosis (Flemming, 1879) y en la meiosis
(Strasburger, 1888); el término cromosoma fue acu-
fiado por Waldeyer en 1888, pero no se habia consi-
derado una relacion funcional entre los genes y los
cromosomas. Una excepcidn fue el trabajo precur-
sor de Theodor Boveri (1862-1915) acerca de la in-
dividualidad genética de los cromosomas (en 1902).
La genética se convirtid en un campo cientifico in-
dependiente en 1910, con el estudio de la mosca
de la fruta ( Drosophila melanogaster) por Thomas
H. Morgan, en la Universidad de Columbia en
Nueva York. Los estudios genéticos sistemdticos
subsiguientes en Drosophila a través de muchos
afios (Dunn, 1965; Sturtevant 1965; Whitehouse,
1973) mostraron que los genes estan ordenados
linealmente en los cromosomas. Esto condujo ha-
cia la teoria cromosémica de la herencia (Morgan,
1915).

El matematico inglés Hardy y el fisico aleman
Weinberg reconocieron que la herencia mende-
liana se aplica para ciertas regularidades en la es-
tructura genética de las poblaciones (1908). Su
trabajo contribuyd a la introduccién exitosa de los
conceptos genéticos en la reproduccién de plan-
tas y animales. Aunque la genética estuvo bien es-
tablecida como un campo biolégico hacia el final
de la tercera década del dltimo siglo, lamentable-
mente faltaba el conocimiento de la naturaleza fi-
sica y quimica de los genes. La estructura y la
funcién continuaban sin conocerse.

En 1901 DeVries descubrié que los genes pueden
cambiar y alterarse. l introdujo el término muta-
cign. En 1927 H. J. Muller determiné la tasa de
mutacién espontanea en Drosophila y demostrd
que las mutaciones pueden ser inducidas por ra-
yos X. C. Auerbach y . M. Robson (1941) y, en forma
independiente, F. Oehlkers (1943) observaron que
ciertas sustancias quimicas también podian indu-
cir mutaciones. Sin embargo, continuaba sin acla-
rase qué era realmente una mutacién, dado que
las bases fisicas de la transferencia genética no se
conocian.

La carencia completa de conocimiento de la estruc-
tura y funcidn de los genes contribuyd a conceptos

Thomas H. Morgan

erréneos en las décadas de 1920 y 1930 acerca de la
posibilidad de eliminar “genes malos” de poblacio-
nes humanas (eugenesia). Sin embargo, la genética
moderna ha mostrado que el enfoque eugénico de
la enfermedad tampoco es eficaz para eliminar las
afecciones genéticas humanas.

Entonces, el conocimiento genético incompleto
fue aplicado a individuos humanos en un mo-
mento en el que no se sabia nada acerca de la es-
tructura de los genes. Mas atin, hasta 1949 no se
obtuvieron hallazgos genéticos importantes a
partir de los estudios en el hombre. En el presen-
te se sostiene casi lo contrario.

En la actualidad es evidente que las enfermedades
determinadas genéticamente por lo general no
pueden erradicarse, Nadie es libre de una carga ge-
nética, Cada individuo posee alrededor de cinco o
seis defectos genéticos severos que no son aparen-
tes pero pueden aparecer en la descendencia.

Con la demostracién, en el hongo Neurespora,
de que un gen es responsable de la formacion de
una enzima (“un gen, una enzima”, Beadle y Ta-
tum, 1941), la cercana relacion entre la genética
y la bioquimica se volvié evidente, casi de acuer-
do con el concepto de Garrod de los errores in-
natos del metabolismo, El estudio sistemdtico en
microorganismos llevd a otros avances impor-
tantes en la década de 1940: se demostrd la re-
combinacion genética en bacterias (Lederberg y
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Tatum, 1946) y en virus (Delbriick y Bailey,
1947). Se observaron mutaciones espontineas
en virus bacterianos, (bacteriéfagos: Hershey,
1947). El estudio del fenémeno genético en los
microorganismos resultd ser tan significativo
para el desarrollo ulterior de la genética como el
andlisis de Drosophila habia sido 35 afios antes
(para una revisién, véase Cairns y col., 1978). Un
libro pequefio muy influyente, titulado “What is
life?” del fisico E. Schrédinger (1944) definio a
los genes en términos moleculares. En ese mo-
mento el esclarecimiento de la biologia molecu-
lar del gen se convirti6 en un tema central de la
genética.

GENETICA Y DNA

En 1944 se produjo un gran avance, cuando
Avery, MacLeod y McCarty en el Instituto Rocke-
feller en Nueva York demostraron que una cade-
na larga de quimica relativamente simple de
acido nucleico (acido desoxirribonucleico, DNA),
llevaba la informacion genética en las bacterias
(para una revision histérica, véanse Dubos, 1976;
McCarty, 1985). Muchos afios antes, F. Griffith
(en 1928) habia observado que podian inducirse
cambios (genéticos) permanentes en bacterias
neumocdcicas (“principio de transformacion”).
Avery y col., demostraron que el DNA era ese
principio de transformacién. En 1952, Hershey y

Oswald T. Avery

Chase probaron que la informacién genética so-
lo se transfiere mediante el DNA. Con esta infor-
macién, la pregunta acerca de su estructura paso
a ser de capital importancia.

Esto fue resuelto en forma mas elegante por Ja-
mes D. Watson, un nortemericano de 24 afios
con una beca en Europa, y Francis H. Crick, un fi-
sico inglés de 36 afios, en el Laboratorio de Ca-
vendish de la University of Cambridge. Sus
hallazgos aparecieron en un articulo de tres
cuartos de pagina, el 25 de abril de 1953, en Na-
ture (Watson y Crick, 1953). Es ese articulo fa-
moso, Watson y Crick proponen que la
estructura del DNA es una doble hélice. La doble
hélice esta formada por dos cadenas comple-
mentarias, de orientacién opuesta, en las que al-
ternan azicares (desoxirribosas) y moléculas de
monofosfato. Dentro de esta molécula helicoidal
yacen bases nucleotidicas apareadas, cada par
constituido por una purina y una pirimidina. La
caracteristica crucial es que los pares de bases
yacen adentro de la molécula y no afuera. Esta
visién surgi6 de la construccién de un modelo
de DNA que tuvo en cuenta consideraciones es-
tereoquimicas, y de resultados previos de estu-
dios de difraccién de rayos X realizados por
M. Wilkins y R. Franklin. Pareciera ser que los
autores reconocieron por completo el significa-
do que tenia para la genética esta novedosa es-
tructura, ya que en el cierre de su articulo
declaran: “No se nos ha escapado que el aparea-
miento especifico que hemos postulado sugiere
de inmediato un mecanismo posible de copia
del material genético”. Los autores han dado
cuenta de su descubrimiento en forma vivida,
aunque diferente (Watson, 1968; Crick, 1988).
La elucidacion de la estructura del DNA, se con-
sidera como el comienzo de una nueva era para
la biologia molecular y la genética, La descrip-
cion del DNA como una estructura de hélice do-
ble, conduce directamente a la comprensién de
la posible estructura de la informacion genética,
Cuando F. Sanger determind la secuencia de
aminodcidos de la insulina, en 1955, proveyd la
primera prueba de la estructura primaria de una
proteina. Esto sostuvo la idea de que la secuen-
cia de aminoacidos de una proteina podria co-
rresponderse con el caricter secuencial del
DNA. Sin embargo, como el DNA estd contenido
en el niicleo y la sintesis de proteinas se lleva a
cabo en el citoplasma, el DNA no podria actuar
en forma directa. Surgié entonces que el DNA
seria primero transcripto en una molécula men-
sajera quimicamente similar (mensajero de dci-
do ribonucleico, mRNA) (Crick, Barnett, Brenner,
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Watts-Tobin, 1961), con una secuencia de nu-
cledtidos correspondiente, la cual seria trans-
portada hacia el citoplasma. Una vez en el
citoplasma, el mRNA sirve como molde para la
formacion de la secuencia de aminodcidos. El
codigo genético para la sintesis de proteinas a
partir del DNA y del RNA mensajero fue deter-
minado en los afios 1963-1966 (Niremberg,
Mathaei, Ochoa, Benzer, Khorana y otros). Rela-
tos detallados de estos descubrimientos han si-
do presentados por Chargaff (1978), Judson
(1996), Stent (1981), Watson y Tooze (1981),
Crick (1988) y otros.

AVANCES METODOLOGICOS IMPORTANTES
EN EL DESARROLLO DE LA GENETICA DESPUES
DE 1950

Desde el comienzo la genética ha sido un cam-
po fuertemente influenciado por el desarrollo
de nuevas técnicas experimentales. En las déca-
das de 1950 y 1960 se fundaron las bases de la
genética bioquimica y la inmunogenética. Se
aplicaron procedimientos relativamente sim-
ples pero confiables para separar complejos
moleculares mediante distintas formas de elec-
troforesis, métodos de sintesis de DNA in vitro
(Kornberg, 1956) y otras técnicas, con el objeti-
vo de responder preguntas del campo de la ge-
nética. El desarrollo de métodos de cultivo
celular fue de particular importancia para el
andlisis genético de los seres humanos. Ponte-
corvo introdujo el andlisis genético de células
eucariontes cultivadas (genética de células so-
maticas) en 1958, El estudio de la genética de
mamiferos, con creciente significado para el es-
tudio de los genes humanos, fue facilitado por
técnicas de fusién de células en cultivo (hibrida-
cion celular, T. Puck, G. Barski, B. Ephrussi, 1961)
y el desarrollo de medios de cultivo de células
que permiten seleccionar ciertas mutaciones en
células cultivadas (medio HAT, ]. Littlefield,
1964). El enfoque genético, que habia sido tan
exitoso en bacterias y virus, ahora podia apli-
carse en organismos superiores, evitando en-
tonces los obsticulos de un tiempo largo de
generacion y experimentos de cruzamiento. Un
defecto metabdlico del hombre (la galactose-
mia) fue demostrado por primera vez en 1961,
en un cultivo de células humanas (Krooth). El
nimero correcto de cromosomas del hombre
fue determinado en 1956 (Tjio y Levan; Ford y
Hamerton). Los cultivos de linfocitos se introdu-
Jjeron para el andlisis cromosémico (Hungerford
y col.,, 1960). Se describié el patrén de replica-
cion de los cromosomas humanos (. German,

1962). Estos descubrimientos pavimentaron el
camino de la expansion de un nuevo campo de
la genética humana.

GENETICA HUMANA

El aspecto médico de la genética humana (genéti-
ca médica) llamo la atencién cuando se reconocié
que la anemia de células falciformes era heredita-
ria (Neel, 1949), causada por una alteracién defi-
nida de la hemoglobina normal (Pauling, Itano,
Singer y Wells, 1949); también, cuando se demos-
trd que un defecto enzimatico (déficit de glucosa-

1. D. Watson and F. H. C. Crick
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Estructura del DNA, 1953.

Watson (izquierda) y Crick (derecha) en 1953.


http://booksmedicos.org

8 Introduccion

6-fosfatasa, demostrado en tejido hepético por
Cori y Cori en 1952) era la causa de una enferme-
dad metabélica hereditaria en el hombre (enfer-
medad del almacenamiento de glucégeno tipo 1, 0
enfermedad de von Gierke). La American Society
of Human Genetics y la primera revista de genéti-
ca humana (American journal of Human Gene-
tics) se establecieron en 1949, Ademas aparecid el
primer libro de texto de genética humana (Curt
Stern, Principles of Human Genetics, 1949).

En 1959 se descubrieron las aberraciones cromosd-
micas en algunas enfermedades humanas bien co-
nocidas (trisomia 21 en el sindrome de Down, por
|. Lejeune, M. Gautier, R. Turpin; 45,X0 en el sindro-
me de Turner por Ford y col.; 47 XXY en el sindrome
de Klinefelter por Jacobs y Strong). Por consiguien-
te se demostraron otras aberraciones cromosémi-
cas como causantes de enfermedades reconocibles
en el hombre (la trisomia 13 y la trisomia 18, por
Patau y col., y Edwards y col., en 1960, respectiva-
mente), y se demostro que la pérdida de pequerias
porciones cromosdmicas esta asociada con patro-
nes reconocibles de defectos del desarrollo severos
{J. Lejeune y col,, 1963; Wolf, 1964; Hirschhorn,
1964). El cromosoma Filadelfia, una alteracion es-
tructural caracteristica en las células de la médula
oOsea de pacientes con leucemia mieldgena cronica
del adulto, fue descrito por Nowell y Hungerford,
en 1962. El papel central del cromosoma Y en el es-
tablecimiento del sexo en mamiferos se volvid evi-
dente cuando se observé que los individuos sin un
cromosoma Y eran femeninos y los individuos con
un cromosoma Y eran masculinos, independiente-
mente del nimero de cromosomas X presentes. Es-
tas observaciones promovieron un interés especial
que dio origen a una nueva subespecialidad, la ci-
togenética humana.

Desde comienzos de la década de 1960, se obtu-
vieron conocimientos importantes acerca de la
genética en general, casi siempre por primera
vez, mediante estudios en el hombre. El andlisis
de enfermedades genéticamente determinadas
en el hombre ha dado lugar a importantes visio-
nes acerca del funcionamiento normal de los
genes también en otros organismos. En el pa-
ciente se conoce mas acerca de la genética en
general del hombre que de otras especies. Han
surgido numerosas subespecialidades de la ge-
nética humana, como la genética bioquimica, la
inmunogenética, la genética de células somati-
cas, la citogenética, la genética clinica, la gené-
tica poblacional, la teratologia, los estudios
mutacionales y otros. El desarrollo de este cam-
po ha sido bien resumido por Vogel y Motulsky
(1997), y McKusick (1992).

GENETICA Y MEDICINA

Todos los procesos patolégicos pueden visualizar-
se como resultado de la interaccion de influencias
ambientales y la composicion genética propia del
individuo afectado. Una enfermedad esta deter-
minada genéticamente si es causada exclusiva o
mayormente por trastornos en el programa geneé-
tico de las células y los tejidos. Se conocen mds de
3.000 enfermedades genéticas del hombre que
son causadas por una mutacién en un solo locus
génico (enfermedades monogénicas) y que siguen
una forma de herencia mendeliana (McKusick,
1998). Ellas difieren entre si tanto como la infor-
macién genética en los genes involucrados y pue-
den manifestarse practicamente en casi todos los
grupos de edad y sistemas orgdnicos. Una catego-
ria importante de enfermedades es resultado de
la predisposicién genética interactuando con fac-
tores ambientales precipitantes (enfermedades
multigénicas o multifactoriales). Esto incluye las
enfermedades crdnicas relativamente comunes
(p. ej., hipertension arterial, hiperlipidemia, dia-
betes mellitus, gota, trastornos psiquidtricos, cier-
tas malformaciones congénitas). Otras categorias
de enfermedades genéticamente determinadas
son los trastornos no hereditarios en células so-
maticas (distintas formas de cincer) y aberracio-
nes cromosomicas.

Debido al surgimiento de nuevas mutaciones y al
pequefio tamafio familiar en los paises desarrolla-
dos, los trastornos genéticos habitualmente no
afectan a mas de un miembro de una familia. Alre-
dedor del 90% se presentan como casos aislados
dentro de una familia. Por ello no se puede recono-
cer su origen genético por acumulacion de casos
familiares y, en cambio, se los reconoce por sus sig-
nos clinicos. Esto podria ser dificultoso, en vista de
la gran variedad de funciones diferentes de los ge-
nes en los tejidos normales y en las enfermedades.
Debido a que los trastornos genéticos afectan todos
los sistemnas organicos y todos los grupos de edad,
y con frecuencia no son reconacidos, su contribu-
cidn como causa de las enfermedades humanas
aparenta ser menor que lo que realmente es. Las
enfermedades genéticamente determinadas no
constituyen un grupo pequeiio sino que conforman
una proporcién importante de las enfermedades.
Mas de un tercio de las admisiones pediatricas
hospitalarias se deben a enfermedades o trastor-
nos del desarrollo que, al menos en parte, son cau-
sados por factores genéticos (Weatherall, 1991). La
frecuencia total estimada de las enfermedades ge-
néticamente determinadas de diferentes catego-
rias en la poblacion en general es de alrededor de
3,5-5,0% (véase cuadro 1).
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Cuadro 1. Frecuencia de presentacidn de enfermedades genéticas

Tipo de enfermedad genética

1. Enfermedades monogénicas, total
Autosdémica dominante
Autosémica recesiva
Ligada al cromosoma X

2. Aberraciones cromosémicas

3. Alteraciones multifactoriales *

4, Malformaciones congénitas

Total

Frecuencia cada 1.000 individuos

45-15,0
2-95

235

0,5-2

5-7

70-90

19-22

aprox. 80-115

* Contribucién de factores genéticos variables. (Datos basados en Weatherall, 1991.)

El gran namero de enfermedades raras genética-
mente determinadas y el solapamiento de tras-
tornos con manifestaciones clinicas similares
pero de diferente etiologia (principio de hetero-
geneidad genética o etioldgica) causa dificultades
adicionales en el diagndstico. Esto debe conside-
rarse durante el diagnéstico para evitar conclu-
siones falsas acerca de un riesgo genético.

En 1966, Victor A. McKusick introdujo un caté-
logo de fenotipos humanos transmitidos de
acuerdo con una herencia mendeliana (Catilogo
de McKusick, actualmente en su 122 edicion;
McKusiclk, 1998). Este catalogo y la Conferencia
de Baltimore en 1968-1973 organizada por Mc-
Kusick (Delineacion clinica de los defectos con-
génitos) han contribuido en forma sustancial a
la sistematizacion y desarrollo subsiguiente de la
genética médica. La magnitud de la genética mé-
dica se ve reflejada en el inicio de algunas revistas
cientificas nuevas desde 1965 (Clinical Genetics,
Journal of Medical Genetics, Human Genetics, An-
nals de Génétique, American Journal of Medical
Genetics, Cytogenetics and Cell Genetics, Euro-
pean fournal of Human Genetics, Prenatal Diag-
nosis, Clinical Dysmorphology y otras).

En los Gltimos afios, gracias a las técnicas molecu-
lares, se ha logrado un progreso considerable, im-
pensable antes, en el esclarecimiento de la
etiologia genética de las enfermedades humanas
y, en consecuencia, se ha contribuido a la diluci-
dacion de la estructura y funcién de los genes
normales.

GENETICA MOLECULAR

El descubrimiento, en 1970 (en forma indepen-
diente por H. Temin y D. Baltimore), de la trans-
criptasa inversa, un complejo enzimdtico no
habitual en los virus de RNA (retrovirus), rompid

con el dogma -vilido hasta entonces- de que el
flujo de la informacién genética iba sélo en una di-
reccion: del DNA al RNA y de éste al producto géni-
co (un péptido). La existencia de la transcriptasa
inversa no sdlo es un hallazgo biolégico importan-
te, sino también el medio que ésta brinda para ob-
tener DNA complementario (cDNA) que posee la
secuencia de las regiones codificantes de un gen
activo. En consecuencia, es posible analizar un
gen directamente sin conocer su producto, siem-
pre que éste se exprese en el tejido examinado.
Ademas, en bacterias se descubrieron enzimas que
clivan DNA en sitios especificos (endonucleasas de
restriccion o, simplemente, enzimas de restriccion)
(W. Arber, 1969; D. Nathans y H. O. Smith, 1971).
Con enzimas de restriccién adecuadas se puede
cortar el DNA en fragmentos de un tamafio repro-
ducible y definido, lo que permite reconocer con
facilidad un drea a ser estudiada. Se pueden unir
fragmentos de DNA de diferente origen y luego
analizar sus propiedades. Entre 1977 y 1985 se de-
sarrollaron técnicas que permiten producir copias
miltiples y secuenciar fragmentos de DNA (deter-
minacion de la secuencia de sus bases nucleotidi-
cas). Estos métodos se conocen en conjunto como
tecnologia del DNA recombinante (véase Cronolo-
gia al final de esta introduccion).

En 1977 el andlisis por recombinacion del DNA
condujo hacia un hallazgo completamente nuevo
e inesperado acerca de la estructura de los genes
en los organismos superiores y también en leva-
duras y en Drosophila: los genes no son segmen-
tos continuos de DNA sino que normalmente son
interrumpidos por segmentos no codificantes
(véanse Watson y Tooze, 1981; Watson y col,
1992). El tamatio y la secuencia de los segmentos
codificantes del DNA, los llamados exones (un
término introducido por Gilbert en 1978) y los
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segmentos no codificantes, los intrones, son es-
pecificos para cada gen individual (estructura
exdn/intrén de los genes eucaridticos).

Con el advenimiento del andlisis genético molecu-
lar del DNA, muchos tipos diferentes de marcadores
de DNA polimorfo, por ejemplo diferencias indivi-
duales hereditarias en la secuencia nucleotidica, se
han ubicado en sitios especificos de los cromoso-
mas (mapa fisico). Como resultado de ello, la posi-
cién cromosdmica de un gen de interés ahora
puede determinarse (localizado en un mapa) me-
diante el andlisis de la segregacién del locus de una
enfermedad en relacién con los marcadores de DNA
polimorfo (andlisis de ligamiento). Una vez que la
localizacién de un gen se conoce, este tltimo puede
aislarse y caracterizarse su estructura (clonacion
posicional, un término introducido por F. Collins).
La ventaja de un andlisis tan directo es que no se ne-
cesita saber nada acerca del gen de interés, mas alla
de su localizacién aproximada. No es necesario un
conocimiento previo del producto génico.

Otro enfoque complementario es identificar un
gen de posible relevancia funcional para un tras-
torno (un gen candidato), determinar su posicién
cromosdmica y luego demostrar la presencia de
mutaciones en ese gen en pacientes afectados por
ese trastorno. La clonacion posicional y la identi-
ficacién de genes candidatos ha permitido identifi-
car genes de varias enfermedades importantes,
como la acondroplasia, algunas retinopatias dege-
nerativas, 1a fibrosis quistica, la corea de Hunting-
ton y otras enfermedades neurodegenerativas, la
distrofia muscular de Duchenne y otras enferme-
dades musculares, enfermedades mesenquimati-
cas con defectos del coldgeno (osteogénesis
imperfecta), sindrome de Marfan (debido a un de-
fecto en una proteina previamente desconocida,
la fibrilina), defectos inmunitarios y numerosos
tumores.

La gran homologia entre genes que regulan el de-
sarrollo embrionario en diferentes organismos y
la estructura similar del genoma han contribuido
a nivelar los limites en el andlisis genético que
existia anteriormente para diferentes organismos
(p. €j., la genética de Drosophila, la genética de
mamiferos, la genética de levaduras, la genética
de bacterias, etc.). La genética se ha convertido en
una disciplina amplia y unificadora en biologia,
medicina e investigacion evolutiva.

EL GENOMA DINAMICO

Entre 1950 y 1953 aparecieron notables trabajos
titulados “The origin and behavior of mutable lo-
ci in maize", (Proc Natl Acad Sci 1950; 36: 344-
355), Chromosome organization and genic

expression (Cold Spring Harbor Symp Quant Biol
1952 16: 13-45), e Introduction of instability at
selected loci in maize, (Genetics 1953, 38: 579-
599), Aqui, la autora, Barbara McClintock del La-
boratorio de Cold Spring Harbor, describio loci
mutables en plantas de cereal indio (maiz) y su
efecto en el fenotipo del cereal debido a un gen
que no esta localizado en el sitio de la mutacion.
Sorprendentemente este gen puede ejercer una
especie de control remoto. Ademads, otros genes
pueden cambiar su localizacion y causar mutacio-
nes en sitios distantes.

En trabajos subsiguientes McClintock describi6 las
propiedades especiales de este grupo de genes, a
los cuales denominé elementos controladores de la
genética (Brookhaven Symp Biol, 1955, 8: 58-74).
Podian distinguirse diferentes elementos controla-
dores de acuerdo con su efecto sobre otros genes y
las mutaciones causadas. Sin embargo, su trabajo
causd poco interés (para una revision, véanse Fox
Keller, 1983; Fedoroff y Botstein, 1992).

Treinta afios después, en su conferencia del Pre-
mio Nobel de 1983 The significance of responses
of the genome to challenge, Science 1984, 226:
792-801), las cosas cambiaron. Hoy en dia sabe-
mos que el genoma no es rigido ni estatico. Por el
contrario, es flexible y dindmico porque tiene par-
tes que pueden moverse de una localizacién a otra
(elementos genéticos méviles, su denominacion
habitual). La precisién de la informacién genética
depende de su estabilidad, pero la estabilidad ab-
soluta también implicaria persistencia estatica.
Esto iria en detrimento de nuevas formas de vida
en respuesta a cambios ambientales. Entonces el
genoma estd sujeto a alteraciones, del mismo mo-
do que la vida requiere un equilibrio entre lo viejo
y lo nuevo.

EL PROYECTO GENOMA HUMANO

A raiz del surgimiento del Proyecto genoma hu-
mano (PGH) y programas relacionados en varios
otros organismos, se ha introducido una nueva di-
mension dentro de la investigacion en biomedici-
na (véase Parte I, Gendmica). El objetivo principal
del PGH es determinar la secuencia entera de los
tres mil millones de pares de bases nucleotidicas
en el DNA del genoma humano y encontrar todos
los genes dentro de él. Esta es una tarea intimi-
dante, comparable a descifrar individualmente
cada letra de 1 mm de extension a lo largo de
3000 km de longitud de la tira de un texto. Dado
que mds del 90% del DNA no forma parte de los
genes, se estan realizando otros enfoques que
apuntan directamente a los genes que se expre-
san (activos). En junio de 2000 se anunci6 la ter-

minacion de un borrador que cubre alrededor del
90% del genoma (Nature June 29, 2000, pp. 983-
985; Science June 30, pp. 2304-2307). La secuen-
cia completa de los cromosomas humanos 22 y 21
fue publicada al final de 1999 y principios de
2000, respectivamente. Concebido en 1986 y ofi-
cialmente iniciado en 1990, el PGH ha progresado
a un paso acelerado. Se espera que sea completa-
do en 2003, algunos afios antes que el plan origi-
nal (para una revision véase Lander y Weinberg,
2000, y Parte [I, Gendmica).

ASPECTOS ETICOS Y SOCIALES

Desde sus comienzos, el Proyecto genoma humano
destind atencion y recursos a problemas éticos, le-
gales y sociales (el programa ELSI). Esta es una par-
te importante del PGH, en vista del lejano alcance
de las consecuencias del conocimiento actual y el
esperado acerca de los genes humanos y el genoma.
Aqui sélo cabe mencionar algunos pocos aspectos.
Entre ellos se encuentran preguntas sobre la validez
y la confidencialidad de los datos genéticos, cémo
decidir acerca de la primera prueba genética antes
que la primera manifestacion clinica de la enferme-
dad (pruebas genéticas presintomaticas), o si pro-
bar la presencia o ausencia de una mutacién
causante de una enfermedad en un individuo antes
que pueda esperarse cualquier signo de la enferme-
dad (prueba genética predictiva). ;Cémo puede de-
terminar uno si un individuo tiene realmente
interés en realizarse una prueba genética? ;Se be-
neficiara él o ella de la informacién? ;Podria ge-
nerar discriminacion? ;Como se definen las
consecuencias? ;C6mo se imparte el asesoramien-
to (genético) y cdmo se obtiene el consentimiento
informado? La utilizacién de células troncales
(stem cells) embrionarias es otro aspecto que con-
cierne al publico. La consideracién cuidadosa de los
beneficios y riesgos en el dominio piblico ayudaran
a alcanzar decisiones racionales y equilibradas.

EDUCACION

A pesar de que los principios de la genética son
realmente honestos, algunos se oponen a ella y
muchos no la comprenden. Los cientificos debe-
rian aprovechar cualquier oportunidad para in-
formar al priblico acerca de los objetivos de la
genética y la gendmica, y los principales métodos
empleados. La genética deberia estudiarse pro-
fundamente en los niveles de educacidn primaria
y secundaria. También habria que resaltar la im-
portancia de ensefiar genética humana en las es-
cuelas de medicina.
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Avances que contribuyeron al desarrollo
de la genética

(Esta lista contiene acontecimientos selecciona-
dos y no debe considerarse completa, en especial
por los importantes descubrimientos de los tlti-
mos afios.)

1839 Las células se reconocen como la base de
los organismos vivos (Schileiden, Schwann)

1859 Conceptos de evolucion ( Charles Darwin)

1865 Leyes de herencia por “factores” distintivos
que actiian en forma dominante o recesiva-
mente (Gregor Mendel)

1869 “Nucleina”, una molécula nueva, larga y
dcida, que contiene fosforo (. Miescher)

1879 Los cromosomas en la mitosis
(W. Flemming)

1883 Aspectos cuantitativos de la herencia
(F. Galton)

1889 Introduccidn del término “acido nucleico”
(R. Altmann)

1892 Introduccion del término “virus”
(R. Ivanowski)

1897 Descubrimiento de las enzimas (E. Biichner)

1900 Reconocimiento de los descubrimientos de
Mendel (H. de Vries, E. Tschermark, K. Co-
rrens, en forma independiente)

Sisterna del grupo sanguineo ABO
(Landsteiner)

1902 Algunas enfermedades en el hombre que
se heredan segiin las leyes de Mendel ( W.
Bateson, A. Garrod)

Individualidad de los cromosomas ( T. Boveri)
Los cromosomas y los factores de Mendel
estan relacionados (W, Sutton)
Cromosomas sexuales { McClung)

1906 Se propone el término “genética”
(W. Bateson)

1908 Genética de poblaciones (Hardy, Weinberg)

1909 Fallas metabélicas innatas (Garrod)
Se proponen los términos “gen”, “genoti-
po”, “fenotipo” (W. Johannsen)
Formacion del quiasma durante la meiosis
(Janssens)
Primera linea de ratones endocriada, DBA
(C. Little)

1910 Comienzo de la genética de Drosophila
(T. H. Morgan)
Primera mutacion en Drosophila (de ojos
blancos)

1911 Virus de sarcoma ( Peyton Rous)

1912 Recombinacién cruzada (crossing-over)
(Morgan y Cattell)
Ligamiento genético (Morgan y Lynch)
Primer mapa genético (A. H. Sturtevant)

1913 Primer cultivo celular (A. Carrel)
1914 No disyuncion (C. B. Bridges)

1915 Genes localizados en los cromosomas (teo-
ria cromosomica de la herencia) (Morgan,
Sturtevant, Muller, Bridges)

1922 Fenotipos caracteristicos de diferentes tri-
somias en la planta Datura stramonium
(E. Blakeslee)

1924 Genética de los grupos sanguineos
(Bernstein)
Analisis estadistico de rasgos genéticos
(Fisher)

1926 Las enzimas son proteinas (/. Sumner)

1927 Mutaciones inducidas por rayos X
(H. J. Muller)
Tendencia genética (5. Wright)

1928 Eucromatina/heterocromatina (E. Heitz)
Transformacion genética en neumococos
(F. Griffith)

1933 Analisis de un pedigri (Haldane, Hogben,
Fisher, Lenz, Bernstein)
Cromosomas politénicos (Heitz y Bauer,
Painter)

1935 Primer mapa citogenético en Drosophila
(C. B. Bridges)
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1937 Locus génico H2 de ratdn (P. Gorer)

1940 Polimorfismo (E. B. Ford)
Grupos sanguineos rhesus ( Landsteiner y
Wiener)

1941 Evolucién a través de duplicacién génica
(E. B. Lewis)
Control genético de las reacciones biogui-
micas enzimaticas (Beadle y Tatum)
Mutaciones inducidas por gas mostaza
(Auerbach)

1944 El DNA como materia basica de la informa-
cion genética (Avery, MacLeod, McCarty)
“iWhat is life? The Physical Aspect of the
Living Cell” Un libro influyente (E. Schrd-
dinger)

1946 Recombinacién genética en bacterias
(Lederberg y Tatum)

1947 Recombinacién genética en virus ( Delbriick
¥ Bailey, Hershey)

1949 Anemia de células falciformes, una enferme-
dad molecular determinada genéticamente
(Neel, Pauling)

Hemoglobinopatias prevalentes en dreas
de paludismo (/. B. 5. Haldane)
Cromatina X (Barr y Bertram)

1950 Una relacién definida entre las cuatro bases
nucleotidicas ( Chargaff)

1951 Elementos genéticos moviles en el maiz indio
(Zea mays) ( B. McClintock)

1952 Los genes estan constituidos por DNA
(Hershey y Chase)
Los plasmidos (Lederberg)
Transduccién por fagos (Zinder y Lederberg)
El primer defecto enzimatico en el hombre
(Cori y Cori)
El primer grupo de ligamiento en el hombre
(Mohr)
La colchicina y el tratamiento hipotdnico en
el analisis cromosémico (Hsu y Pomerat)
Factores exdgenos como causas de malfor-
maciones congénitas (/. Warkany)

1953 Estructura del DNA ( Watson y Crick, Fran-
klin, Wilkins)
Herencia no mendeliana ( Ephrussi)
Ciclo celular (Howard y Pelc)

Tratamiento dietético de la fenilcetonuria
(Bickel)

1954 Reparacién del DNA (Muller)
Leucocitos (Davidson y Smith)
Las células en el sindrome de Turner son
negativas para cromatina X ( Polani)

1955 Secuencia de aminoacidos de la insulina
(F. Sanger)
Lisosomas (C. de Duve)
La mancha bucal (Moore, Barr, Marberger)
5-Bromouracilo, un andlogo de la timidina,
induce mutaciones en los fagos (A. Pardee
¥ R Litman)

1956 El hombre posee 46 cromosomas ( Tijo y
Levan, Ford y Hamerton)
Sintesis de DNA in vitro ( Kornberg)
Heterogeneidad genética (Harris, Fraser)

1957 Secuencia de aminodcidos de la molécula
de hemoglobina (Ingram)
El cistron, la unidad no recombinante mas
pequeiia de un gen (Benzer)
Complementacién genética (Fincham)
La replicacion del DNA es semiconservativa
(Meselson y Stahl, Taylor, Delbriick, Stent)
Andlisis genético de los efectos de la radia-
cién en el hombre (Neel y Schull)

1958 Genética de células somdticas ( Pontecorvo)
Ribosomas (Roberts, Dintzis)
Antigenos del HLA ( Dausset)
Clonado de una célula tnica (Sanford,
Puck)
Complejo sinaptonémico, el drea de sinap-
sis en la meiosis ( Moses)

1959 Se describen las primeras aberraciones cro-
mosdmicas en el hombre: la trisomia 21
(Lejeune, Gautier, Turpin), el sindrome de
Turner: 45,X0 (Jacobs), el sindrome de Kli-
nefelter: 47 XXY (Ford)

Isoenzimas ( Vesell, Markert)
Farmacogenética (Motulsky, Vogel)

1960 Cultivos de linfocitos estimulados con fito-
hemaglutinina (Nowell, Moorhead, Hun-

gerford)

1961 El codigo genético se lee en tripletes (Crick,
Brenner, Barnett, Watts-Tobin)
Se determina el cadigo genético (Niren-
berg, Mathaei, Ochoa)
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Inactivacion del cromosoma X (M. F. Lyen,
confirmado por Beutler, Russell, Ohno)
Regulacion génica, concepto de operdn
(facob y Monod)

Galactosemia en cultivo celular ( Krooth)
Hibridacién celular ( Barski, Ephrussi)
Embriopatia por talidomida (Lenz, McBri-
de)

1962 Cromosoma Filadelfia (Nowell y Hunger-
ford)
Xg, el primer grupo sanguineo ligado al X
(Mann, Race, Sanger)
Relevamiento para fenilcetonuria ( Guthrie,
Bickel)
Caracterizacién molecular de las inmuno-
globulinas ( Edelman, Franklin)
Identificacion de cromosomas humanos in-
dividuales mediante autorradiografia con
3H (German, Miller)
Replicén (facob y Brenner)
Término “codén” para un triplete de bases

" (secuenciales) (5. Brenner)

1963 Enfermedades por almacenamiento lisos6-

mico (C. de Duve)
Primer sindrome autosémico por delecién
{sindrome de cri - du - chat) (/. Lejeune)

1964 Reparacion por escisién ( Setlow)
Prueba de CML (Bach y Hirschhorn, Bain y
Lowenstein)
Prueba de microlinfotoxicidad ( Terasaki y
McClelland)
Medio de cultivo celular selectivo HAT
(Littlefield)
Inestabilidad cromosomica espontinea
(German, Schroeder)
Fusidn celular con el virus Sendai ( Harris y
Watkins)
Cultivo celular de células de liquido amnié-
tico (H. P. Klinger)
Enfermedades hereditarias estudiadas en
cultivos celulares ( Danes, Bearn, Krooth,
Melfman)
Citogenética poblacional ( Court Brown)
Aberraciones cromosémicas en fetos de
abortos espontaneos ( Carr, Benirschke)

1965 Vida de duracién limitada para cultivos de
fibroblastos (Hayflick, Moorehead)

1966 Catdlogo de fenotipos mendelianos en el
hombre (McKusick)

1968 HLA-D el sistema de histocompatibilidad
mas fuerte (Ceppellini, Amos)
DNA repetitivo ( Britten y Kohne)
Bases bioguimicas de las sustancias del
grupo sanguineo ABO (Watkins)
Defecto de la reparacion por escision del
DNA en el xeroderma pigmentoso (Cleaver)
Endonucleasas de restriccién (H. O. Smith,
Linn y Arber, Meselson y Yuan)
Primera asignacion de un locus génico au-
tosdmico en el hombre (Donahue, McKu-
sick)
Sintesis de un gen in vitro (Khorana)

1970 Transcriptasa inversa (D. Baltimore, H. Te-
min, en forma independiente)
Sintenia, un nuevo término para referirse a
todos los loci génicos en un mismo cromo-
soma (Renwick)
Defectos enzimdticos en las enfermedades
por almacenamiento lisosomico (Neufeld,
Dorfman)
Individualizacién de cromosomas median-
te la tincion de bandas especificas (Zech,
Casperson, Lubs, Drets y Shaw, Schned],
Evans)
Cromatina Y (Pearson, Bobrow, Vosa)
Trasplante de timo para las deficiencias in-
munitarias (van Bekkum)

1971 Teoria de los dos eventos para el retino-
blastoma (A. G. Knudson)

1972 Promedio alto de heterocigosis ( Harris y
Hopkinson, Lewontin)
Asociacion de antigenos del HLA y enfer-
medades

1973 Alteraciones genéticas como etiologia de
defectos en los receptores, hiperlipidemia
genética (Brown, Goldstein, Motulsky)
Demostracion del intercambio entre cro-
madtidas hermanas con BrdU (5. A. Latt)
Cromosoma Filadelfia como resultado de
una translocacion (. D. Rowley)

1974 Estructura de la cromatina, nucleosoma
(Kornberg, Olins y Olins)
Reconocimiento dual de un antigeno extra-
fio y el antigeno HLA por los linfocitos T
(P. C Doherty y R. M. Zinkernagel)
Clonado de un segmento de DNA eucariota
ubicado en una localizacién cromosdmica
especifica (D. 5. Hogness)
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1975 Conferencia asilomar
Identificacién de la primera secuencia se-
fial de una proteina (G. Blobel)
Hibridacién por Southern blot ( E. Southern)
Anticuerpos monoclonales ( Kéhler y Mils-
tein)

1976 Superposicién de genes en el fago ¢ X174
(Barell, Air, Hutchinson)
Primer ratén transgénico (R. faenisch)
Loci para genes estructurales en cada cro-
mosoma humano conocido ( Conferencia de
Baltimore sobre realizacion de mapas ge-
néticos)

1977 Los genes contienen segmentos codifican-
tes y no codificantes (genes “separados” o
“split” genes, en inglés) (estructura de exo-
nesfintrones) (R. J. Roberts, P. A. Sharp, en
forma independiente)

Primera molécula de DNA recombinante
que contiene DNA de mamifero

Métodos para secuenciar DNA (F. Sanger;
Maxam y Gilbert)

Andlisis de nucleosomas por difraccion de
rayos X (Finch et al.)

1978 Estructura del gen de la p-globulina (Leder,
Weissmann, Tighman y otros)
Mecanismos de transposicidn en bacterias
Produccién de somatostatina con DNA re-
combinante
Introduccion de la “caminata cromosémi-
ca” (“chromosome walking”) para encon-
trar genes

1979 Primer diagndstico genético usando tecno-
logia de DNA (Y. H. Kan)

1980 Genes del desarrollo embrionario en Dro-
sophila estudiados por relevamiento muta-
cional (C. Niisslein-Volhard y otros)
Polimorfismos de longitud de fragmentos
de restriccién (RFLPs) (D. Botstein, R. White,
M. Skolnik, R. Davies)

1981 Secuenciacién de un genoma mitocondrial
(5. Anderson, 5. G. Barrell, A. T. Bankier)

1982 Genes supresores de tumores (H. P. Klinger)
Priones (particulas infecciosas proteind-
ceas) propuestas como causa de algunas
enfermedades crénicas progresivas del sis-
tema nervioso central (kuru, scrapie, enfer-
medad de Creutzfeld-Jakob) (5. B. Prusiner)

1983 Oncogenes celulares (H. E. Varmus y
otros)
Virus de la inmunodeficiencia humana
(HIV) (L. Montagnier, R. Gallo)

1984 Localizacién del gen de la enfermedad de
Huntington ( Gusella)
Identificacién del receptor de células T (To-
negawa)
Secuencias de DNA variable como “huellas
digitales genéticas” (A. Jeffreys)
Helicobacter pylori(B. Marshall)

1985 Reaccion en cadena de la polimerasa (Mu-
Hlis, Saiki)
Caracterizacion del gen del factor VIIl de la
coagulacion ( Gitschier)
Secuenciacion del virus del SIDA
Localizacién del gen de la fibrosis quistica
Segmentos de DNA hipervariables
Impronta gendmica en ratones (B. Catta-
nach)

1986 Primer clonado de genes humanos. Prime-
ra identificacién de un gen humano basada
en su localizacién cromosémica (clonado
posicional) (Royer-Pokora et al.)

El RNA como una enzima catalitica
(T. Cech)

1987 Estructura fina de una molécula de HLA
(Bjérkman, Strominger et al.)
Clonado del gen de la distrofia muscular de
Duchenne ( Kunkel)
Ratdén noqueado (knockout) (M. Capec-
chi)
Un mapa genético del genoma humano
(H. Donis-Keller et al.)
DNA mitocondrial y evolucién humana
(R. L. Cann, M. Stoneking, A. C. Wilson)

1988 Comienzo del Proyecto Genoma Humano
Terapia génica exitosa in vitro
Estructura molecular de los telomeros en
los extremos de los cromosomas (E. Black-
burn y otros)

1989 Clonado de una regi6n definida de un cro-
mosoma humano obtenido por microdisec-
cion ( Liidecke, Senger, Claussen,
Horsthemke)

1990 Evidencia de un gen defectuoso como cau-
sante de cancer de mama hereditario
(Mary-Claire King)
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1991 Clonado del gen de la fibrosis quistica y de
la distrofia muscular de Duchenne
Familia multigénica de receptores de olores
(Buck y Axel)
Secuencia completa de un cromosoma de
levadura
Incremento del uso de los microsatélites
como marcadores de polimorfismo del
DNA

1992 Expansion por repeticiones de trinucledti-
dos como una nueva clase de mutaciones
patogénicas en seres humanos
Alta densidad de marcadores en el DNA de
los cromosomas humanos
Identificacién del centro de inactivacion
del cromosoma X
Ratén noqueado para p53 (0. Smithies)

1993 Clonado del gen de la enfermedad de Hun-
tington

1994 Mapa fisico del genoma humano en alta re-
solucidn )
Mutaciones en los genes del factor de creci-
miento fibroblastico como causa de la acon-
droplasia y otras enfermedades humanas
Identificacion de genes involucrados en el
cancer de mama

1995 Gen maestro del ojo de vertebrados, sey
(small-eye, ojo pequeiio) ( W. J. Gehring)
Bandas STS del mapa del genoma humano
(T.J. Hudson et al.)

1996 Secuenciacion del genoma de levaduras
Mapa gendmico del ratdn con mds de
7.000 marcadores (E. S. Lander)

1997 Secuencia de E. coli (F. R. Blattner et al.),
Helicobacter pylori (. F. Tomb)
Un mamifero clonado mediante la transfe-
rencia del niicleo de una célula adulta den-
tro de un ovocito enucleado (Wilmut)
Célula troncal (stem cell) embrionaria

1998 Secuenciacion del nematodo C elegans

1999 Primera secuenciacién de un cromosoma
humano (22)
Estructura cristalogréfica del ribosoma

2000 Secuenciacion del genoma de Drosophila
Primera secuencia completa del genoma
humano
Primera secuencia completa de un patégeno
de plantas ( Xylella fastidiosa)

Arabidopsis thaliana, el primer genoma de
plantas secuenciado

(Para informacién mdis completa véanse referen-
cias y http://www.britannica.com y marcar en el
canal cientifico, Lander y Weinberg, 2000.)
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Bases moleculares de la genética
La célula y sus componentes

Las células son las unidades estructurales organi-
zadas mas pequefias con capacidad de mantener
el tiempo (limitado) de vida de un individuo,
mientras lleva a cabo una amplia variedad de fun-
ciones. Las células han evolucionado en la Tierra
durante los pasados 3.500 millones de afos, pre-
sumiblemente originadas a partir de agregados
moleculares primitivos apropiados. Cada célula se
origina a partir de otra célula viva, como lo postu-
lara R. Virchow en 1855 (“omnis cellula e cellula”).
El mundo de los seres vivos estd constituido por
dos tipos de células diferentes: células proca-
riontes, las cuales llevan su informacidn funcional
en un genoma circular sin un niicleo, y células eu-
cariontes, que contienen su genoma en Cromoso-
mas individuales en un nicleo y poseen una
estructura interna bien organizada. Las células se
comunican entre si por medio de un amplio reper-
torio de sefiales moleculares. Se ha realizado un
gran progreso desde 1839, cuando las células fue-
ron reconocidas por primera vez como las “parti-
culas elementales de los organismos” por M.
Schleiden y T. Schwann. En el presente hemos lle-
gado a comprender la mayoria de los procesos bio-
logicos de las células en el nivel molecular.

A. Células eucariontes -

Una célula eucarionte estd constituida por un cito-
plasma y un niicleo, y esta contenida por la mem-
brana plasmatica. El citoplasma contiene un
sistema complejo de membranas internas que for-
man estructuras celulares (organelas). Las princi-
pales organelas son las mitocondrias (en las cuales
tienen lugar reacciones quimicas importantes pa-
ra la obtencién de energia), el reticulo endoplas-

matico (constituido por una serie de membranas.

en las que se forman las glucoproteinas y los lipi-
dos), el aparato de Golgi (para ciertas funciones de
transporte) y los peroxisomas (para la formacion o
degradacién de ciertas sustancias). Las células eu-
cariontes contienen lisosomas, en los cuales se
destruyen numerosas proteinas, acidos nucleicos
y lipidos. Los centriolos, particulas cilindricas pe-
quefias formadas por microtiibulos, desempefian
un papel esencial en la division celular. Los riboso-
mas son los sitios de la sintesis proteica.

B. Niicleo celular

El niicleo celular eucarionte contiene la informa-
cion genética. Esta contenido por una membrana
interna y otra externa, que contiene poros para el

transporte de sustancias entre el nicleo y el ci-
toplasma. El nicleo contiene un nucleolo y una
matriz fibrosa con diferentes complejos de DNA-
proteina.

C. Membrana plasmatica celular

El medio ambiente de las células, ya sea sangre u
otros liquidos del cuerpo, tiene el agua como cons-
tituyente basico y en los procesos quimicos intra-
celulares participan a moléculas solubles en agua.
Para mantener su integridad las células deben pre-
venir el flujo incontrolado de agua y otras molécu-
las hacia adentro o hacia afuera. Esto es llevado a
cabo por una membrana resistente al agua, com-
puesta por moléculas bipartitas de icidos grasos, la
membrana plasmdtica. Esas moléculas son fosfoli-
pidos organizados en una doble capa (bicapa) con
un interior lipidico. La membrana plasmadtica
contiene numerosas moléculas que atraviesan la
bicapa lipidica una o varias veces para realizar fun-
ciones especiales. Pueden ser distinguidos diferen-
tes tipos de proteinas de membrana: i) proteinas
de transmembrana utilizadas como canales para el
transporte de moléculas hacia adentro o afuera de
la célula, ii) proteinas conectadas entre si para pro-
veer estabilidad, iii) moléculas receptoras involu-
cradas en transduccién de sefiales y iv) moléculas
con funcién enzimatica para catalizar reacciones
quimicas en respuesta a sefiales externas. (Figura
vuelta a dibujar de Alberts y col., 1998.)

D. Comparacion entre células animales
y vegetales

Las células de animales y plantas tienen muchas ca-
racteristicas similares. Una diferencia fundamental
es que las vegetales contienen cloroplastos, en los
que se efectiia la fotosintesis, Ademas estas células
estan rodeadas por una pared rigida de celulosa y
otras moléculas poliméricas, y poseen vacuolas que
contienen agua, iones, az(icar, compuestos con con-
tenido de nitrégeno o productos de desecho. Las va-
cuolas son permeables al agua pero no a las otras
sustancias presentes en ellas. (Figurasen A, By D
adaptadas de de Duve, 1984.)
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Algunos tipos de uniones quimicas

Cerca del 99% del peso de una célula viva esta
compuesto por tan sélo cuatro elementos: carbo-
no (C), hidrégeno (H), nitrégeno (N) y oxigeno (0).
Casi el 50% de los atomos son de hidrégeno; alre-
dedor de un 25% son adtomos de carbono y 25%, de
oxigeno. Fuera del agua (alrededor del 70% del pe-
so de una célula) casi todos los componentes son
compuestos de carbono. Este es un dtomo peque-
fio, con cuatro electrones en su drbita externa,
que puede formar cuatro uniones covalentes fuer-
tes con otros atomos. Pero lo mas importante es
que los dtomos de carbono pueden combinarse
entre si para formar cadenas y anillos y, en conse-
cuencia, grandes moléculas complejas con pro-
piedades bioldgicas especificas.

A. Compuestos de hidrogeno (H),
oxigeno (0) y carbono (C)

Hay cuatro combinaciones simples frecuentes de
estos dtomos en moléculas biolégicamente im-
portantes: grupos hidroxilo (~OH; alcoholes), me-
tilos (-CH;), carboxilos (-COOH) y carbonilos
(C=0; aldehidos y cetonas). Estos grupos propor-
cionan a las moléculas propiedades quimicas ca-
racteristicas, incluso la posibilidad de formar
compuestos.

B. Acidosy ésteres

Muchas sustancias bioldgicas contienen una
union carbono-oxigeno con propiedades dcidas o
basicas (alcalinas) débiles. El grado de acidez se
expresa por el valor del pH, que indica la concen-
tracion de iones H+ en solucion, y que tiene un
rango de 10-" mol/L (pH 1, fuertemente icido)
hasta 10- mol(L (pH 14, fuertemente alcalino). El
agua pura contiene 10-7 moles de H* por litro (pH
7,0). Un éster se forma cuando un dcido reacciona
con un alcohol. Los ésteres se hallan con frecuen-
cia en los lipidos y los compuestos de fosfato.

booksmedicos.org

C. Uniones carbono-nitrégeno (C-N)

Las uniones C-N forman parte de muchas molé-
culas bioldgicamente importantes: en los grupos
aminos -aminas y amidas-, especialmente en
proteinas. De importancia superior son los ami-
nodcidos (cf. pag. 30), que son las subunidades de
las proteinas. Todas la proteinas poseen un papel
especifico en el funcionamiento de un organismo.

D. Compuestos de fosfato

Los compuestos de fosfato ionizado desempefian
un papel biologico esencial. El HPO,2- es un ion de
fosfato inorganico estable, que proviene del acido
fosférico ionizado. Un ion fosfato y un grupo hi-
droxilo libre pueden formar un éster de fosfato.
Los compuestos de fosfato tienen un papel impor-
tante en las moléculas ricas en energia y en nu-
merosas macromoléculas, porque son capaces de
almacenar energia.

E. Compuestos de azufre

El azufre por lo general sirve para unir entre si
moléculas biologicas, en especial cuando dos gru-
pos sulfhidrilos (-SH) reaccionan para formar un
puente disulfuro (-5-S-). El azufre es uno de los
componentes de dos aminodcidos (cisteina y me-
tionina) y de algunos polisaciridos y azicares.
Los puentes disulfuro desempefian un papel im-
portante en varias moléculas complejas en la es-
tabilizacion y mantenimiento de estructuras
tridimensionales particulares.
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Hidratos de carbono

Los hidratos de carbono, en sus varias formas qui-
micas y sus derivados, son un grupo de biomole-
culas importante para la genética. Ellos proveen la
estructura basica del DNA y el RNA., Su flexibilidad
los hace especialmente adecuados para transferir
la informacién genética de una célula a otra.
Junto con los acidos nucleicos, los lipidos y los
proteinas, los hidratos de carbono son una de las
clases de biomoléculas mas importantes. Sus fun-
ciones fundamentales se pueden clasificar en tres
grupos: i) aporte y almacenamiento de energia, i)
formar parte del DNA y el RNA, las moléculas que
contienen la informacion (véanse pags. 34 y 38) y
i) ayudar a formar las paredes celulares de las
bacterias y plantas. Los hidratos de carbono a me-
nudo estan unidos a proteinas y lipidos.

Como polisaciridos, son elementos estructurales
importantes de las paredes celulares de animales,
bacterias y plantas. También forman estructuras de
la superficie celular (receptores) utilizadas en la
transmision de sefiales de una célula a otra. Com-
binados con numerosas proteinas y lipidos, son
componentes importantes de numerosas estructu-
ras celulares. Por {ltimo, los hidratos de carbono
participan en la transferencia y almacenamiento
de energia en el metabolismo intermedio.

A. Monosacaridos

Los monosacaridos (aziicares simples) son aldehi-
dos (-C=0, -H) o cetonas (>C=0) con dos 0 mas gru-
pos hidroxilo (formula general de la estructura
(CH,0),). Los grupos cetona o aldehido pueden
reaccionar con uno de los grupos hidroxilo para for-
mar un anillo. Esta es la configuracién habitual de
los aziicares que tienen cinco o seis dtomos de C
(pentosas y exosas). Los dtomos de C se numeran.
Las formas D y L de los aziicares son imagenes espe-
culares de isomeros de la misma molécula.

Las formas que se encuentran en la naturaleza son
las p- (dextro). Estas a su vez incluyen las formas a-
y B- como estereoisomeros. En las formas ciclicas
los dtomos de C de los aziicares no estan en un pla-
no, sino que adoptan la forma tridimensional de
una silla o un bote. La configuracién de la p-b-glu-
copiranosa (glucosa) es la mas favorecida energéti-
camente, ya que todas las posiciones axiales estin
ocupadas por dtomos de H. La posicion de los gru-
pos -~OH puede diferir, de manera que se formen es-
tereoisomeros como la manosa o la galactosa.

B. Disacaridos

Estos son compuestos de dos monosacaridos. El
grupo aldehido o cetona de uno puede unirse al

grupo hidroxilo o- o al B- del otro. La sacarosa y
la lactosa son disacaridos que se encuentran a
menudo.

C. Derivados de azicares

Cuando ciertos grupos hidroxilo son reemplazados
por otros grupos, se forman derivados de los azica-
res. Estos se producen en especial en los polisacari-
dos. En un gran grupo de sindromes genéticamente
determinados, los disacaridos complejos no pueden
degradarse debido a una reduccidn o ausencia total
de funcién enzimdtica (mucopolisacaridosis, muco-
lipidosis) (véase pag. 356).

D. Polisacaridos

Los azicares de cadenas cortas (oligosacdridos) y
largas, y los derivados de los aziicares (polisacdri-
dos) forman elementos estructurales esenciales
de la célula. Los oligosacaridos complejos con
uniones a proteinas o lipidos son parte de las es-
tructuras de la superficie celular, por ejemplo, los
antigenos de los grupos sanguineos.

Ejemplos de trastornos en
el metabolismo de los hidratos de carbono

Diabetes mellitus: grupo heterogéneo de trastor-
nos caracterizados por niveles elevados de gluco-
sa en sangre, con aspectos clinicos y genéticos
complejos (véase pag. 362).

Trastornos del metabolismo de Ia fructosa: se co-
nocen tres trastornos hereditarios: fructosuria
benigna, intolerancia hereditaria a la fructosa, con
hipoglucemia y vomitos, y déficit hereditario de
fructosa 1,6-difosfato, con hipoglucemia, apnea,
acidosis lactica y con un resultado letal frecuente
en nifios recién nacidos.

Enfermedades del almacenamiento del glucoge-
no: son un grupo de trastornos del metabolismo
del glucégeno que difieren en los sintomas cli-
nicos, asi como en los genes y enzimas involu-
crados.

Metabolismo de la galactosa: tres trastornos he-
reditarios diferentes, con toxicidad aguda y efec-
tos en el largo plazo.
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Lipidos (grasas)

Los lipidos por lo general existen como moléculas
largas (macromoléculas). Son componentes esen-
ciales de las membranas y precursores de otras
biomoléculas importantes, como los esteroides
para la formacion de hormonas y otras moléculas
transmisoras de seiiales intercelulares. Ademas
de los dcidos grasos, los compuestos con carbohi-
dratos (glucolipidos), grupos fosfato (fosfolipidos)
y otras moléculas son especialmente importantes.
Una caracteristica especial es su polaridad pro-
nunciada, con una regién hidrofila (que atrae
agua) y otra hidréfoba (repelente del agua). Esto
hace que los lipidos sean especialmente apropia-
dos para formar los limites externos de una célu-
la (membrana celular).

A. Acidos grasos

Los dcidos grasos estan compuestos por cadenas
de hidrocarburos con un grupo dcido carboxilico
terminal. Por lo tanto son polares, con un extremo
hidréxilo (-COOH) y otro hidréfobo (-CH;), difie-
ren entre si en el largo de la cadena y el grado de
saturacion. Cuando en la cadena hay uno o mas
enlaces dobles se dice que el dcido graso es insa-
turado. Un enlace doble hace que la cadena sea
relativamente rigida y presente una acodadura.
Los dcidos grasos forman la estructura basica de
muchas macromoléculas importantes. El grupo
carboxilo libre (~COOH) de un dcido graso se ioni-
za (-C00-).

B. Lipidos

Los dcidos grasos pueden combinarse con otros
grupos de moléculas para formar otros tipos de li-
pidos. Como cualquier molécula insoluble en
agua (hidréfoba) sélo son solubles en solventes
organicos. El grupo carboxilo puede entrar en un
enlace éster o en una amida. Los triglicéridos son
compuestos de dcidos grasos con glicerol.

Los glucolipidos (lipidos con residuos de azicares)
y los fosfolipidos (lipidos con un grupo fosfato uni-
do a un derivado de alcohol) son la estructura basi-
ca de macromoléculas importantes. Su degradacion
intracelular requiere la presencia de numerosas en-
zimas, cuya alteracion da origen a varias enferme-
dades genéticamente determinadas.

Los esfingolipidos son un grupo importante de
moléculas de las membranas bioldgicas. En este
caso la esfingosina, en lugar del glicerol, es la mo-
lécula de unidn al dcido graso. La esfingomielina y

los gangligsidos contienen esfingosina. Los gan-
glidsidos constituyen el 6% de los lipidos del siste-
ma nervioso central. Ellos son degradados por
una serie de enzimas. Los trastornos genética-
mente determinados de su catabolismo conducen
a enfermedades severas; por ejemplo, la enfer-
medad de Tay-Sachs, debida un defecto en la de-
gradacion del gangliésido GM2 (deficiencia de
[-N-acetil-hexosaminidasa).

C. Agregados lipidicos

Debido a sus propiedades bipolares, los dcidos gra-
sos pueden formar agregados lipidicos en el agua.
Los extremos hidrofilos son atraidos por el agua que
los rodea; los extremos hidrofobos protruyen des-
de la superficie del agua y forman una pelicula su-
perficial. Si se encuentran completamente bajo la
superficie; pueden formar una micela compacta,
seca en su interior. Los fosfolipidos y los glucolipi-
dos pueden formar membranas de dos capas
(membrana bicapa lipidica). Estos son los ele-
mentos estructurales bdsicos de las membranas
celulares, los cuales previenen la invasion celular
de moléculas que se encuentran en la solucion
acuosa que rodea la célula.

D. Otros lipidos: esteroides

Los esteroides son moléculas pequerias constitui-
das por cuatro anillos diferentes de dtomos de
carbono. El colesterol es el precursor de cinco cla-
ses principales de hormonas esteroideas: proges-
tigenos, glucocorticoides, mineralocorticoides,
andrdgenos y estrogenos. Cada una de estas cla-
ses de hormonas es importante para funciones
biolégicas importantes como el mantenimiento
del embarazo, el metabolismo de las grasas y las
proteinas, el mantenimiento del volumen sangui-
neo y de la presion sanguinea, y el desarrollo de
los caracteres sexuales.

Ejemplos de trastornos hereditarios
humanos de las lipoproteinas
y el metabolismo de los lipidos

Scriver y col. (2001) realizaron una lista de dife-
rentes grupos de trastornos. Ejemplos importan-
tes son la hipercolesterolemia familiar (véase pag.
358), la deficiencia familiar de lipoproteinlipasa,
la disbetalipoproteinemia y trastornos de las lipo-
proteinas de alta densidad.

(Scriver y col., 2001; Gilbert-Barness & Barness,
2000.)
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Nucléotidos y dcidos nucleicos

Los nucledtidos participan en casi todos los pro-
cesos biol6gicos. Ellos son las subunidades del
DNA y el RNA, las moléculas que llevan la infor-
macion genética (véase pag. 34). Los derivados de
los nucledtidos estan involucrados en la biosinte-
sis de numerosas moléculas; transportan ener-
gia, son parte de coenzimas esenciales y regulan
muchas funciones metabdlicas. Debido a que to-
das estas funciones se basan en la informacion ge-
nética de las células, son una clase central de
moléculas para la genética. Los nucledtidos estan
compuestos por tres partes integrales: fosfatos,
aziicares y bases puricas o pirimidicas.

A. Grupos fosfato

Los grupos fosfato pueden existir solos (mono-
fosfatos), de a dos (difosfatos) o de a tres (trifos-
fatos). Normalmente estin unidos al grupo
hidroxilo del atomo de C en la posicion 5 de un
aziicar de cinco C (pentosa).

B. Residuos de aziicares

Los residuos de aziicares de los nucleétidos por lo
general derivados de una ribosa (en el dcido ribo-
nucleico, RNA) o de una desoxirribosa (en el acido
desoxirribonucleico, DNA) (ribonucledsido o de-
soxirribonucledsido), Estin constituidos por la
base mds el aziicar respectivo.

C. Bases nitrogenadas de pirimidina

La citosina (C), la timina (T) y el uracilo (U) son las
tres bases nitrogenadas de pirimidina. Ellas difie-
ren entre si en sus cadenas laterales (-NH, en el
C4 de la citosina, ~-CH4 en el C5 de la timina, O en
el C4 del uracilo), y en la presencia o ausencia de
un enlace doble entre el N3 y el C4 (presente en la
citosina).

D. Bases nitrogenadas de purina

La adenina (A) y la guanina (G) son las dos bases
nitrogenadas de purina. Difieren entre si en sus
cadenas laterales y en la presencia de un doble
enlace (entre el N1y el C6).

E. Nucleédsidos

Un nucledsido es un compuesto de un residuo de
azicar (ribosa o desoxirribosa) y una base nitro-
genada. La unién es entre el dtomo de C en posi-
cion 1 del aziicar (como en los compuestos de
aziicares) y un dtomo de N de la base (enlace N-
glucosidico). Los nucléosidos de las diferentes ba-

ses se denominan segiin sean ribonuledsido o de-
soxirribonucledsidos; por ejemplo, adenosina o
desoxiadenosina, guanosina o desoxiguanosina,
uridina (sélo existe como ribonucledsido), citidi-
na o desoxicitidina. La timidina existe sélo como
un desoxinucledsido.

F. Nucledtidos

Un nucledtido es un compuesto de un residuo de
un aziicar de cinco atomos de C (ribosa o desoxi-
rribosa) unido a una base nitrogenada (pirica o
pirimidica) y un grupo fosfato. Los nucledtidos
son las subunidades de los dcidos nucleicos; los
de las bases individuales se denominan de la si-
guiente manera: adenilato (AMP, monofosfato de
adenosina), guanilato o monofosfato de guanosina
(GMP), uridilato 0 monofosfato de uridina (UMP) y
citidilato o monofosfato de citidina (CMP) para los
ribonucledtidos (5' monofosfatos), y desoxiadeni-
lato (dAMP), desoxiguanilato (dGMP), desoxitimi-
dilato (dTMP) y desoxicitidilato (dCMP) para los
desoxirribonucledtidos.

G. Acido nucleico

Los acidos nucleicos se forman cuando los nu-
cledtidos se unen entre si por medio de puentes
fosfodiéster, entre el dtomo de C 3' de un nucled-
tido y el C 5’ del siguiente. La secuencia lineal de
los nucelétidos por lo general se expresa en di-
reccion 5' a 3' con la abreviatura de las bases
nitrogenadas respetivas. Por ejemplo, ATCG re-
presentaria la secuencia adenina (A), timina (T),
citosina (C) y guanina (G) en la direccién 5" a 3'.

Ejemplos de trastornos hereditarios
humanos del metabolismo de las purinas
y las pirimidinas

Hiperuricemia y gota: son un grupo de enferme-
dades determinadas genéticamente que se deben
a la sintesis exesiva de precursores de purinas.
Sindrome de Lesch-Nyhan: es una enfermedad
infantil ligada al cromosoma X, variable, en gene-
ral severa y con manifestaciones neurolégicas
marcadas, que es resultado de una deficiencia
completa de la enzima hipoxantina-guanina fos-
forribosiltransferasa.

Deficiencia en la adenosina desaminasa: es un
grupo heterogéneo de trastornos que consisten en
una inmunodeficiencia infantil severa. Hay dife-
rentes tipos autosGmicos recesivos y tipos ligados
al cromosoma X.

(Scriver y col., 2001; Gilbert-Barness & Barness,
2000.)
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Aminodacidos

Los aminodcidos son las unidades estructurales ba-
sicas de las proteinas. Una secuencia lineal definida
de aminoacidos y una estructura tridimensional es-
pecifica confieren propiedades fisicoquimicas espe-
cificas a cada proteina. Un aminodcido posee un
carbono “central” unido a un grupo amino (-NH,),
a un grupo carboxilo (-COOH), a un dtomo de hi-
dréigeno y a una cadena lateral variable, Los ami-
nodcidos se ionizan en soluciones neutras debido a
que el grupo amino toma un proton (-NH,*) v el
grupo carboxilo se disocia (-COO-). La cadena late-
ral determina las caracteristicas distintivas de un
aminodcido, entre las que se incluye el tamafio, la
forma, la carga eléctrica o capacidad para formar
puentes de hidrégeno, y la reactividad quimica es-
pecifica total. Los aminodcidos pueden diferenciar-
se entre neutros y no neutros (basicos o acidos) y
entre los que poseen una cadena lateral polar en
otra no polar. Cada aminodcido posee sus propias
abreviaturas de tres letras y de una letra. Los ami-
nodcidos esenciales en los vertebrados son His, lle,
Leu, Lys, Met, Phe, Thr, Tyr y Val.

A. Aminoacidos neutros, cadenas laterales
no polares

Todos los aminodcidos neutros poseen un grupo
-COO- y uno -NH;*; los mds simples poseen una
cadena lateral alifatica simple. Para la glicina és-
ta es simplemente un dtomo de hidrégeno (-H) y
la alanina tiene un grupo metilo (-CH;). Hay ca-
denas laterales mds grandes en la valina, la leuci-
na y la isoleucina. Estas cadenas laterales mds
grandes son hidréfobas (repelen el agua) y hacen
que sus aminodcidos respectivos sean menos so-
lubles en agua que las cadenas hidréfilas (que
atraen agua). La prolina posee una cadena lateral
alifatica que, a diferencia del resto de los aminoa-
cidos, estd unida tanto al carbono central como al
grupo amino, de modo tal que se forma una es-
tructura ciclica. Las cadenas laterales aromaticas
se hallan en la fenilalanina [un grupo fenilo uni-
do a través de un grupo metileno (-CH,-)] y el
triptéfano (un anillo inddlico unido a través de
un grupo metileno). Estos aminodcidos son muy
hidrofobos. Hay dos aminodcidos que contienen
atomos de azufre (S); en la cisteina existe en for-
ma de grupo sulfhidrilo (-SH) y en la metionina
es un tioéter (-5-CH,). Ambos son hidréfobos. El
grupo sulfhidrilo de la cisteina es muy reactivo y
participa en la formacion de puentes disulfuro
(-S-S-), que desempefian un papel importante
en la estabilizacion de las formas tridimensiona-
les de las proteinas,

B. Aminoacidos hidrdfilos, cadenas laterales
polares

La serina, la treonina y la tirosina contienen gru-
pos hidroxilo (-OH). Por lo tanto constituyen for-
mas hidrolizadas de la glicina, la alanina y la
fenilalanina. Los grupos hidroxilo las hacen hidré-
xilas y mds reactivas que las formas no hidroliza-
das. Tanto la asparagina como la glutamina
contienen un grupo amina y un grupo amida. A
un pH fisiolégico sus cadenas laterales tienen car-
ga negativa.

C. Aminoacidos cargados

Estos aminodcidos poseen dos grupos amina ioni-
zados (basicos) o dos grupos carboxilo (dcidos).
Los aminoacidos bdsicos (con carga positiva) son
la arginina, la lisina y la histidina. Esta dltima po-
see un anillo imidazol y puede estar sin carga o
con carga positiva, segiin el medio. Se encuentra a
menudo en el centro de las proteinas, en donde
forma parte de uniones alternantes (p. ej., en la
regidn de union al oxigeno de la hemoglobina). El
dcido aspartico y el acido glutimico poseen un
grupo carboxilo cada uno (-COOH) y son (por re-
gla) acidos.

Siete de los 20 aminoacidos poseen cadenas late-
rales ligeramente ionizables, que los convierten
en altamente reactivos (Asn, Glu, His, Cys, Tyr, Lys,
Arg).

Ejemplos de trastornos humanos
hereditarios del metabolismo
de los aminoacidos

Los aminodcidos glicina, fenilalanina, tirosina,
histidina, prolina, lisina y los aminodcidos de ca-
denas ramificadas valina, leucina e isoleucina es-
tin predominantemente involucrados en varios
trastornos que conducen a sintomas de toxicidad
metabdlica, debida a un incremento o a una dis-
minucién de su concentracién plasmatica.
Fenilcetonuria: los trastornos de la hidroxilacion
de la fenilalanina dan como resultado una varie-
dad de signos clinicos que dependen de la severi-
dad causada por un espectro de mutaciones en el
gen responsable,

Enfermedad de la orina en jarabe de arce: es un
trastorno variable debido a la deficiencia de la
o-cetodcido deshidrogenasa de cadenas ramifi-
cadas, que lleva a la acumulacion de valina, leu-
cina e isoleucina. La forma severa cldsica se
caracteriza por la presencia de dafio neurologi-
co severo en el lactante.

(Scriver y col., 2001; Gilbert-Barness & Barness,
2000.)
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Proteinas

Las proteinas practicamente estan involucradas
en todos los procesos de los organismos vivos. Su
importancia universal es evidente ya que, como
enzimas, conducen las reacciones quimicas de las
células vivas. Sin catdlisis enzimatica las ma-
cromoléculas involucradas no reaccionarian en
forma espontinea. Todas las enzimas son el pro-
ducto de uno o mds genes. Las proteinas también
son ftiles para transportar moléculas pequeiias,
iones o metales. Las proteinas tienen funciones
importantes en la division celular durante el cre-
cimiento, y en la diferenciacion celular y tisular.
Controlan la coordinacién de los movimientos
mediante la regulacién de las células musculares,
asi como la produccion y transmision de los im-
pulsos dentro de las células nerviosas y entre
ellas. También controlan Ja homeostasis sangui-
nea (coagulacién sanguinea) y la defensa inmu-
ne, y llevan a cabo funciones mecanicas en la
piel, el hueso, los vasos sanguineos y en otras
areas.

A. Union de los aminoacidos
(enlaces peptidicos)

Las unidades bdsicas de las proteinas, los aminoa-
cidos, pueden unirse entre si muy facilmente de-
bido a su ionizacién dipolar (zwitterion o ion
hibrido). El grupo carboxilo de un_ aminodcido se
une al grupo amino del siguiente (un enlace pep-
tidico, a veces referido como un enlace amidico).
Cuando muchos aminodcidos se unen entre si
mediante enlaces peptidicos, forman una cadena
polipeptidica. Cada cadena polipeptidica tiene
una direccion definida, determinada por el grupo
amino (-NH,) en un extremo y el carboxilo
(-COOH) en el otro. Por convencion el grupo ami-
no representa el comienzo y el carboxilo el final
de la cadena polipeptidica.

B. Estructura primaria de una proteina

La determinacion de la secuencia completa de
aminoacidos de la insulina por Frederick Sanger,
en 1955, fue un hito en la historia, Demostrd por
primera vez que una proteina, en términos genéti-
cos un producto génico, tiene una secuencia de
aminodcidos definida con precisidn. La secuencia
de aminodcidos da informacién importante acerca
de la funcidn y el origen evolutivo de una proteina.
La estructura primaria de una proteina es su se-
cuencia de aminodcidos en un plano unidimen-
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sional. La insulina, como muchas otras proteinas,
es sintetizada como molécula precursora: la pre-
proinsulina y proinsulina, La preproinsulina con-
siste en 110 aminodcidos entre los que se
incluyen 24 aminodcidos de una secuencia lider
en el extremo amino terminal. La secuencia lider
dirige la molécula al sitio celular correcto y luego
es removida para dar lugar a la proinsulina. Esta
es convertida en insulina tras la remocion del
péptido conector (péptido C) constituido por los
aminodcidos 31-65. Los aminoacidos 1-30 for-
man la cadena B; los restantes aminoacidos (66-
86) forman la cadena A. Las cadenas A y B estan
conectadas por dos puentes disulfuro, que unen
las cisteinas de la posicion 7 y posicion 20 de la
cadena A, a las de las posiciones 7 y 19, respecti-
vamente, de la cadena B. La cadena A contiene un
puente disulfuro entre las posiciones 6 y 11. Las
posiciones de las cisteinas reflejan el ordena-
miento espacial de los aminodcidos, denominada
estructura secundaria.

C. Unidades estructurales secundarias,
la a-hélice y la lamina

Dos unidades basicas de las proteinas son la for-
macion de la hélice a (a-hélice) y una lamina pla-
na (lamina B). El panel C muestra un esquema de
una unidad de una e-hélice entre dos liminas ,
llamada unidad Bof (figura del Stryer redibujada,
1995).

D. Estructura terciaria de la insulina

Todas las proteinas funcionales adoptan una estruc-
tura tridimensional bien definida. Esta estructura
es determinada por la secuencia de aminoacidos
y sus propiedades fisicoquimicas, segtn el orde-
namiento espacial de residuos de aminodcidos
que en la secuencia lineal estin muy separados.
La estructura cuaternaria es el plegamiento de la
proteina, como resultado de un ordenamiento es-
pacial tridimensional especifico de las subunida-
des y de la naturaleza de sus contactos. La
estructura cuaternaria correcta asegura un fun-
cionamiento apropiado. (Figura de Koolman &
Riéhm, 1996.)
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El DNA como transportador
de la informacién genética

Aungue el DNA fue descubierto en 1869 por Frie-
drich Miescher, como una sustancia nueva, acida,
con contenido de fosforo y formada por molécu-
las muy grandes, que él denominé “nucleina”, su
papel biolégico no fue reconocido en esa época.
En 1889 Richard Altmann introdujo el término
“icido nucleico”, Hacia 1900 se conocieron las ba-
ses plricas y pirimidicas. Veinte afios mds tarde
se distinguieron los dos hijos de los dcidos nuclei-
cos, el RNA y el DNA. Una observacion incidental
pero precisa (1928) e investigaciones relevantes
(1944) indicaron que el DNA podria ser el trans-
portador de la informacion genética,

A. Laobservacion de Griffith

En 1928 el microbidlogo Fred Griffith realizé una
observacién notable.- Mientras investigaba varias
cepas de Pneumococcus determind que los ratones
inyectados con la cepa S (suave o smoothen inglés)
morian (1). Por otro lado, los animales inyectados
con la cepa R (rugosa o rough en inglés) sobrevi-
vian (2). Cuando él inactivaba por calor la cepa le-
tal S, no habia secuelas y el animal sobrevivia (3).
Sorpresivamente, una mezcla de la cepa no letal R
y la cepa S, inactivada por calor, tuvo un efecto le-
tal como el de la cepa S (4). Ademads hallé neumo-
cocos normales de la cepa S en la-sangre de estos
animales, Aparentemente, las células de la cepa R
se habian convertido en células de la cepa S (trans-
formadas). Por un tiempo este resultado sorpresivo
no pudo explicarse y fue tomado con escepticismo.
No parecia ser relevante para la genética.

B. El principio de transformacion es el DNA

Los hallazgos de Griffith forjaron las bases para
las investigaciones de Avery, MacLeod y McCarty
(1944). Avery y col., en el Instituto Rockefeller de
Nueva York, dilucidaron la base quimica del prin-
cipio de transformaci6n. A partir de cultivos de la
cepa § (1) produjeron un extracto de lisado de cé-
lulas (extracto libre de células) (2). Luego que sus
proteinas, lipidos y polisacaridos fueron removi-
dos por completo, el extracto atin retuvo su habi-
lidad para transformar neumococos de la cepa R
en neumococos de la cepa S (principio de trans-
formacion) (3).

En estudios sucesivos Avery y col., determinaron
que este principio era atribuible al DNA solo.
Entonces éste deberia contener la informacion
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genética correspondiente. Esto explicaba las ob-
servaciones de Griffith. La inactivacién por calor
habia dejado intacto el DNA de los cromosomas
bacterianos. La seccion del cromosoma con el gen
responsable de la formacion de la cpsula (gen S)
podia ser liberado por las células S destruidas v,
en cultivos sucesivos, serian captados por algunas
células R. Luego que el gen S fuera incorporado en
su DNA, la célula R se transformaria en una célula
S (4). La pagina 90 muestra cémo la bacteria pue-
de incorporar DNA extraiio de manera que atgu-
nos de sus atributos genéticos sean alterados en
correspondencia.

C. Lainformacién genética es transferida
tnicamente por el DNA

La evidencia final de que el DNA, y no otra mo-
lécula, transmite la informacién genética fue
provista por Hershey y Chase en 1952. Ellos
marcaron la proteina capsular de unos bacterio-
fagos (véase pag. 88) con azufre radiactivo (335)
y el DNA con fésforo radiactivo (32P), Cuando las
bacterias fueron infectadas con el bacteridfago
marcado, sélo el 22P (DNA) entré en las células y
no el 335 (proteina capsular). La formacién sub-
siguiente de particulas completas de fagos en la
célula probd que el DNA era el transportador ex-
clusivo de la informacién genética necesaria pa-
ra formar nuevas particulas de fago, incluida su
proteina capsular. Luego fue necesario aclarar la
estructura y funcion del DNA. Los genes de to-
das las células y algunos virus estan constitui-
dos por DNA, una larga molécula filiforme y
encadenada.
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El DNA y sus componentes

La informacidn para el desarrollo y las funciones
especificas de las células y los tejidos se almace-
na en los genes. Un gen es una porcion de la in-
formacion genética definible por su estructura y
funcion. Los genes yacen sobre los cromosomas,
en el niicleo de las células. Estin constituidos
por una molécula compleja de cadena larga, el
dcido desoxirribonucleico (deoxyribonucleic acid,
DNA). A continuacion se presentardn los compo-
nentes de la molécula de DNA. EI DNA es un aci-
do nucleico. Sus componentes quimicos son bases
nitrogenadas, un azicar (desoxirribosa) y grupos
fosfato. Ellos determinan la estructura tridimen-
sional del DNA de la cual derivan consecuencias
funcionales.

A. Bases nitrogenadas

Las bases nitrogenadas en el DNA son moléculas
heterociclicas que derivan de pirimidinas o de pu-
rinas. En los dos tipos de dcidos nucleicos DNA y
RNA hay cinco bases. En el DNA las bases piricas
son la adenina (A) y 1a guanina (G) y las bases pi-
rimidicas, la timina (T) y la citosina (C). En el RNA
estd presente el uracilo (U) en lugar de la timina.
Las bases nitrogenadas son parte de una subuni-
dad del DNA, el nucledtido. Este estd constituido
por una de las cuatro bases nitrogenadas, un azii-
car (desoxirribosa) y un grupo fosfato. El dtomo
de nitrégeno en la posicién 9 de la purina o en la
posicion 1 de la pirimidina esta unido al carbono
en la posicién 1 del azicar (enlace N-glucosidico).
El dcido ribonucleico (RNA) difiere del DNA en
dos aspectos: en primer lugar, contiene ribosa
en lugar de desoxirribosa (a diferencia de esta dl-
tima, la ribosa posee un grupo hidroxilo en el
atomo de carbono 2) en segundo lugar, el RNA
posee uracilo (U) en lugar de timina, de la que se
diferencia por la ausencia de un grupo metilo en
la posicion C5.

B. Cadena de nucleétidos

El DNA es un polimero de unidades de desoxirri-
bonucledtidos. La cadena nucleotidica se forma

por la unién de un grupo hidroxilo del azicar de
un nucledtido con el grupo fosfato unido al azicar
del nucleétido siguiente. Los aziicares ligados en-
tre si por medio de los grupos fosfato constituyen
la parte invariable del DNA. La parte variable esta
en la secuencia de las bases nitrogenadas A, T, C y
G. Una cadena de nucledtidos de DNA estd polari-
zada. La polaridad es resultado de la forma en que
los aziicares se unen entre si. El grupo fosfato en
la posicién C5 (el carbono 5') de un aziicar esta
unido al grupo hidroxilo de la posicién C3 (el car-
bono 3') del aziicar siguiente por medio de un
puente diéster de fosfato. Entonces, un extremo
de la cadena posee el grupo trifosfato 5’ libre y el
otro extremo posee el grupo hidroxilo 3’ libre (ex-
tremo 5' y extremo 3', respectivamente). Por con-
vencidn, la secuencia de las bases nitrogenadas se
escribe en direccion 5'a 3",

C. Relacion espacial

La estructura quimica de las bases nitrogenadas
determina una relacién espacial definida. Dentro
de la doble hélice, una purina (adenina o guanina)
siempre estd enfrentada a una pirimidina (timina
o citosina). Entre la citosina y la guanina se for-
man tres puentes de hidrégeno y dos entre la ti-
mina y la adenina. Por ello, sdlo la guanina y la
citosina o la adenina y la timina pueden enfren-
tarse y aparearse entre si (pares de bases comple-
mentarias G - C y A - T). Habitualmente otras
relaciones espaciales no son posibles.

D. Doble cadena del DNA

El DNA forma una cadena doble. Como resultado
de las relaciones espaciales de las bases nitroge-
nadas, una citosina siempre se enfrentara a una
guanina y una timina a una adenina. La secuen-
cia de bases nitrogenadas en una cadena del
DNA (en la direccion 5’ a 3') es complementaria
de la secuencia de bases nitrogenadas (o simple-
mente la secuencia de bases) de la otra cadena
en la direccién 3’ a 5'. La especificidad del apa-
reamiento es la caracteristica estructural mas
importante del DNA.
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La estructura del DNA

En 1953 James Watson y Francis Crick descubrieron
que el DNA deberia existir como una doble hélice.
Esta estructura explica dos aspectos funcionales im-
portantes: la replicacién y la transcripcidn de la in-
formacion genética. La dilucidacion de la estructura
del DNA se considera el comienzo del desarrollo de
la genética moderna. A partir de estos conocimien-
tos la estructura y el funcionamiento génicos se
pueden comprender en el nivel molecular.

A. EIDNA como una doble hélice

La doble hélice es el rasgo estructural caracteristico
del DNA. Las dos cadenas de polinucledtidos estn
enrolladas, una alrededor de la otra, a lo largo de un
eje comiin. Los pares de bases nitrogenadas (pb), ya
sean A-T o G-C, se encuentran dentro de ella. El did-
metro de la hélice es de 20 A (2 x 107 mm). Las ba-
ses vecinas estn separadas por 34 A. La estructura
helicoidal se repite de a intervalos de 34 A o cada
10 pares de bases. Debido a la relacién espacial fija
de las bases nitrogenadas dentro de la doble hélice
y enfrentadas entre si, las dos cadenas de la doble
hélice son exactamente complementarias. La forma
ilustrada aqui es la tan nombrada forma B (DNA B).
En ciertas condiciones el DNA también puede adop-
tar otras formas (DNA Z, DNA A, véase pag. 41).

B. Replicacion

Debido a que las cadenas nucleotidicas enfrenta-
das entre si por dentro de la doble hélice son es-
trictamente complementarias, cada una puede
servir como un patron (molde) para la formacion
(replicacion) de una nueva cadena cuando la hé-
lice se abre. La replicacién del DNA es “semicon-
servativa”, o sea que se formard una cadena
complementaria nueva mientras que la otra se
conservard.

C. Desnaturalizacion y renaturalizacion

Los puentes de hidrégeno (enlaces no covalentes)
entre los pares de bases nitrogenadas son débi-
les. Sin embargo, el DNA es estable a las tempera-
turas fisioldgicas debido a que es una molécula
muy larga. Las dos cadenas complementarias se
pueden separar (desnaturalizacion) por accion
de reactivos relativamente suaves (p. ej., dlcalis,
formamida o urea) o por un calentamiento cuida-
doso. Las moléculas de cadenas simples resultan-
tes son relativamente estables. Cuando se las
enfria, las cadenas simples complementarias
pueden reunirse para formar moléculas de cade-
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na doble (renaturalizacion). Las cadenas simples
no complementarias no se unen. Estas son las ba-
ses de un método importante para identificar
acidos nucleicos: con una cadena simple de un
origen definido es posible determinar con qué
otra cadena simple se unird (hibridard). La hibri-
dacion de segmentos complementarios de DNA
es un principio importante en el analisis de los
genes.

D. Transmision de la informacion genética

La informacién genética se encuentra en la se-
cuencia de los pares de bases nitrogenadas (A-T o
G-C). Una secuencia de tres pares de bases repre-
senta una palabra codificadora {codén) para un
aminodcido. Una secuencia de codones determina
una secuencia correspondiente de aminodcidos.
Estos forman un polipéptido (producto génico). La
secuencia de bases nitrogenadas primero es
transferida (transcripcion) desde una cadena de
DNA hacia una molécula que transporta la infor-
macion (mRNA, RNA mensajero). Luego la se-
cuencia de las bases nitrogenadas del mRNA sirve
como molde para una secuencia de aminodcidos
que se corresponde con el orden de los codones
(traduccion).

Un gen puede definirse como una seccién del
DNA responsable de la formacién de un polipép-
tido (un gen, un polipéptido). Uno o mas poli-
péptidos forman una proteina. Por lo tanto, en la
formacién de una proteina pueden participar va-
rios genes.
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Estructuras alternativas del DNA

La expresion génica y la transcripcion pueden ser
influenciadas por cambios en la topologia del
DNA. Sin embargo, este tipo de control de la ex-
presion génica es relativamente universal e ines-
pecifico. Por lo tanto, es mds apropiado para la
supresion permanente de la transcripcion, por
ejemplo, en genes que sdlo se expresan en tejidos
determinados o que sélo estdn activos durante el
periodo embrionario y luego se inactivan perma-
nentemente.

A. Tres formas de DNA

La doble hélice de DNA no existe como una forma
(inica sino que en realidad representa a una fami-
lia de estructuras de diferentes tipos. La forma
cldsica original, determinada por Watson y Crick
en 1953, es el DNA B. La estructura esencial ca-
racteristica del DNA B es la formacion de dos sur-
cos, uno grande (surco mayor) y otro peguefio
(surco menor). Hay por lo menos dos estructuras
alternativas mds de la doble hélice de DNA, el
DNA Z y la forma rara de DNA A. Mientras que el
DNA B forma una hélice que gira hacia la dere-
cha, el DNA Z muestra una conformacién hacia
la izquierda. Esto produce una distancia mayor
(0,77 nm) entre los pares de bases que en el
DNA B y una forma “zigzagueante” (de ahi la de-
nominacién de DNA Z). El DNA A es poco fre-
cuente. Sélo existe en el estado de deshidratacién
y difiere de la forma B por una rotacién de 20 gra-
dos del eje perpendicular de la hélice. El DNA A
posee un surco mayor y un surco menor chato
(figuras de Watson y col., 1987).

B. Surcos mayor y menor en el DNAB

El apareamiento entre bases en el DNA (adenina-
timina y guanina-citosina) conduce a la forma-
cidn de un surco mayor y otro menor, porque los
enlaces glucosidicos con la desoxirribosa (dRib)

no son diametralmente opuestos. En el DNA B los
anillos piricos y pirimidicos estin separados por
0,34 nm. El DNA tiene diez pares de bases por vuel-
ta de la doble hélice. La distancia desde una
vuelta completa a la siguiente es de 3,4 nm. De
este modo en la doble hélice surgen curvas locali-
zadas. El resultado es un surco un poco mayor y
0ffo un poco mMenor.

C. Transicion del DNA B al DNA Z

El DNA B es una doble hélice perfectamente regu-
lar, excepto porque los pares de bases enfrentadas
entre si no se encuentran exactamente en el mis-
mo nivel, Estin giradas en forma helicoidal. De
este modo, el DNA puede doblarse con facilidad
sin que esto cause un cambio esencial en la es-
tructura local. ¥

En el DNA Z el esqueleto de azicar-fosfato posee
un patrén en zigzag; el inico surco del DNA Z po-
see una densidad mayor de moléculas con carga
negativa. El DNA Z puede formarse in vivo en seg-
mentos limitados. Un segmento de DNA B consti-
tuido por pares de GC puede convertirse en DNA
Z cuando las bases son rotadas 180°. Normalmen-
te el DNA Z tiene mayor inestabilidad termodina-
mica que el DNA B. Sin embargo, la transicion
hacia el DNA Z se facilita cuando una citosina es
metilada en la posicion 5 (C5). La modificacion
del DNA por una metilacion en la citosina es fre-
cuente en ciertas regiones del DNA de los eucario-
tas. Hay proteinas especificas que se unen al DNA
Z, pero su significado para la regulacion de la
transcripcion no es clara.
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Replicacion del DNA

La sintesis de DNA involucra la accion altamen-
te coordinada de muchas proteinas. Se requiere
precision y velocidad. Las dos cadenas nuevas
de DNA son ensambladas a una velocidad de
1.000 nucledtidos por segundo en E. coli. Las pro-
teinas enzimdticas principales son las polimera-
sas, las cuales llevan a cabo la sintesis dirigida a
partir de un molde; las helicasas, que separan las
dos cadenas para generar la horquilla de replica-
cién (véase D); las primasas, que inician la sinte-
sis de la cadena en sitios preferenciales; las
proteinas de iniciacion, que reconocen el punto
de origen de la replicacion, y las proteinas que re-
modelan la doble hélice. El complejo completo se
denomina “replisoma” (replisome, en inglés).
Watson y Crick (1953) apuntan, al final de su tra-
bajo cientifico que dilucida la estructura del
DNA: “No se nos ha escapado que esta estructura
sugiere de inmediato un mecanismo de copia del
material genético”, un problema que en esa épo-
ca ain no se habia resuelto. La replicacién del
DNA aunque es bioguimicamente compleja, es
simple desde el punto de vista genético. Durante
la replicacion cada cadena de DNA sirve como
molde para la formacién de una nueva (replica-
cién semiconservadora).

A. Lareplicacion en procariontes comienza
en un sitio Unico -

En las células procariontes la replicacion co-
mienza en un punto definido en el cromosoma
anular bacteriano, el origen de replicacion (1).
Desde aqui, se forma nuevo DNA a la misma ve-
locidad en ambas direcciones, hasta que el DNA
se duplica por completo y se forman dos cromo-
somas. La replicacion puede visualizarse por au-
torradiografia luego que el DNA nuevo replicado
ha incorporado tritio (timidina marcada con 3H)

(2).

B. Lareplicacion en eucariontes comienza
en varios sitios

La sintesis del DNA tiene lugar en una fase defi-
nida del ciclo celular (fase S), la cual llevaria mu-
cho tiempo si hubiera un solo punto de
iniciacion. Sin embargo, la replicacion en el DNA
eucarionte comienza en varios sitios (replico-
nes) (1). Esta procede en ambas direcciones des-
de cada replicn hasta que los replicones
vecinos se fusionan (2) y todo el DNA esta dupli-
cado (3). La microfotografia electrnica (4)
muestra replicones en tres sitios.

C. Esquema de la replicacion

El DNA nuevo se sintetiza en la direccion 5" a 3’ y
no en la direccién 3' a 5". Un nuclegtido nuevo no
puede unirse al extremo 5'-OH de la nueva cadena
nucleotidica, Solo se pueden enlazar nuevos nu-
cledtidos de manera continua en el extremo 3. El
DNA nuevo en el extremo 5' se replica en pequefios
segmentos. Esto representa un obstaculo en el ex-
tremo del cromosoma (telémero, véase pag. 180).

D. Horquilla de replicacién

En la horquilla de replicacion cada una de las dos ca-
denas de DNA sirve como molde para la sintesis de
nuevo DNA. Primero, la doble hélice en la region de
la horquilla de replicacion es desenrollada por un
sistema enzimatico (topoisomerasas). Debido a que
las cadenas parentales son antiparalelas, la replica-
cion del DNA puede ser continua sélo en una de las
cadenas del DNA (direccidn 5' a 3') (cadena lider). A
lo largo de la cadena 3’ a 5' (cadena atrasada o lag-
ging strand, en inglés), el nuevo DNA es sintetizado
en segmentos pequeiios de 1.000-2.000 bases (frag-
mentos de Okazaki). En esta cadena se requiere una
pieza corta de RNA como cebador ( primer) para co-
menzar la replicacién. Este es formado por la RNA
polimerasa (primasa). El cebador de RNA luego es
removido; el DNA es insertado en el espacio rema-
nente por la polimerasa [, finalmente, los fragmen-
tos de DNA son ligados por la DNA ligasa. La enzima
responsable de la sintesis del DNA (DNA polimerasa
11l) es compleja y esta formada por varias subunida-
des. En eucariontes existen diferentes enzimas para
la cadena lider y la cadena atrasada. Durante la repli-
cacién los errores son eliminados por un mecanismo
complejo de prueba de lectura ( proof - reading), que
elimina cada una de las bases incorporadas en forma
incorrecta y las reemplaza por las correctas.
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El flujo de la informacion genética:
transcripcion y traduccion

La informaci6n contenida en la secuencia nucleo-
tidica de un gen debe convertirse en una funcién
bioldgica atil. Esto es llevado a cabo por las pro-
teinas, ya sea en forma directa, involucrandose en
una via metabdlica, o en forma indirecta, regulan-
do la actividad de un gen. El flujo de la informa-
cion genética es unidireccional y esta constituido
por dos pasos principales: transcripciony traduc-
cidn. En primer lugar, la informacién de la se-
cuencia codificante de un gen es transcripta a una
molécula intermediaria de RNA, cuya secuencia
es sintetizada en forma estrictamente comple-
mentaria a la de la cadena codificante del DNA
(transcripcion), Durante el segundo paso princi-
pal la secuencia de la informacion en la molécula
de RNA mensajero (mRNA) es traducida a una se-
cuencia de aminoacidos correspondiente (traduc-
cién). El largo y la secuencia de la cadena de
aminodcidos especificada por un gen da como re-
sultado un polipéptido con una funcién bioldgica
(producto génico).

A. Transcripcion

En primer lugar la secuencia de nucledtidos de
una cadena de DNA es transcripta en una molécu-
la complementaria de RNA (RNA mensajero, mR-
NA). La hélice de DNA es abierta por un juego
complejo de proteinas. La cadena de DNA en di-
reccion 3' a 5' (cadena codificante) sirve como
molde para la transcripcion del RNA, el cual se
sintetiza en direccién 5’ a 3', Esta es la denomina-
da cadena de “RNA sentido” (RNA sense strand).
El RNA transcripto en condiciones experimentales
a partir de la cadena de DNA opuesta se denomi-
na RNA antisentido (antisense RNA).

B. Traduccion

Durante la traduccién la secuencia de codones
constituida por bases nitrogenadas en el mRNA se
convierte en una secuencia correspondiente de
aminodcidos. La traduccion se lleva a cabo en un
marco de lectura que es definido al comienzo de
la traduccion (coddn de iniciacién). Los aminodci-
dos son enlazados, en la secuencia determinada
por las bases nitrogenadas del mRNA, mediante
otra clase de RNA, de transferencia (tRNA). Cada
aminodcido posee su propio tRNA, el cual posee
una region complementaria a su codén del mRNA
(anticodén). Los codones 1,2, 3 y 4 del mRNA son
traducidos al aminodcido metionina (Met), glicina

(Gly), serina (Ser) e isoleucina (lle), etc. El coddn 1
siempre es AUG (coddn de iniciacion).

C. Estadios de la traduccion

La traduccién (sintesis proteica) en eucariontes se
lleva a cabo fuera del nicleo celular, en los ribo-
somas presentes en el citoplasma. Los ribosomas
estan constituidos por subunidades de numero-
sas proteinas asociadas y moléculas de RNA (RNA
ribosomico, rRNA; pag. 204). La traduccién co-
mienza con la iniciacién (1): se forma un comple-
jo de iniciacién que comprende el mRNA, un
ribosoma y un tRNA. Esto requiere un niimero de
factores de iniciacion (IF1, IF2, IF3, etc.). Luego
continda la elongacion (2), con el acoplamiento
de otro aminoécido determinado por el codon si-
guiente, Un ciclo de elongacion de tres fases se
desarrolla con el reconocimiento del codén, la
unién del péptido al siguiente aminodcido resi-
dual y el traslado (translocacion) del ribosoma
tres nucledtidos mads lejos en direccion 3' del mR-
NA. La traduccién concluye con la terminacién
(3), cuando se alcanza uno de los tres codones de
terminacién (UAA, UGA o UAG). La cadena poli-
peptidica formada abandona el ribosoma, tras lo
cual éste se disocia en sus subunidades. Los pro-
cesos bioquimicos de los estadios que se mues-
tren aqui fueron ampliamente simplificados.

D. Estructura del RNA de transferencia (tRNA)

El RNA de transferencia posee una estructura ca-
racteristica, similar a un trébol, ilustrada aqui por
el tRNA de fenilalanina de la levadura (1). Este po-
see tres regiones de bucles (loops) de cadenas sim-
ples y cuatro regiones de “tallos” de cadenas
dobles. La estructura tridimensional (2) es comple-
ja, pero pueden diferenciarse varias dreas funcio-
nales, como el sitio de reconocimiento (anticodén)
para el codén del mRNA y el sitio de unién para el
aminoacido respectivo (tallo aceptor) en el extre-
mo 3’ (extremo aceptor).
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Genes y mutaciones

La estructura de doble hélice del DNA es la base de
la transcripcion y de la replicacion, tal como se ha
visto en las paginas anteriores. La informacion
transmitida durante la transcripcion y la replica-
cidn es ordenada en unidades llamadas genes. El
término gen (junto con los términos genotipo y fe-
notipo) fue introducido en 1909 por el bidlogo da-
nés Wilhelm Johannsen. Hasta que se descubrid
que un gen estaba constituido por DNA, éste fue
definido mediante términos abstractos como un
“factor” (término de Mendel) que confiere ciertas
propiedades heredables a una planta 0 a un animal.
Sin embargo, no era evidente de qué modo las
mutaciones podrian estar relacionadas con la es-
tructura de un gen. El descubrimiento de que las
mutaciones también se producen en bacterias y
otros microorganismos prepard el camino para la
comprension de su naturaleza (véase pag. 84). Mas
adelante se muestra'como la organizacién de los
genes difiere en procariontes y eucariontes.

A. Transcripcion en procariontes y eucariontes

La transcripcion difiere en organismos unicelulares
sin niicleo, como las bacterias (procariontes, 1),y en
organismos multicelulares (eucariontes, 2), que po-
seen niicleo celular. En los procariontes el mRNA
sirve directamente como un molde para la traduc-
cion. Las secuencias del DNA y el mRNA se corres-
ponden en una relacidn estricta de 1:1, o sea que
son colineales. La traduccién comienza aun antes
que la transcripcién haya finalizado por completo.
Por el contrario, en las células eucariontes se forma
primero un transcripto primario de RNA (precursor
del mRNA). Esta es una forma preliminar del mRNA
maduro. El mRNA maduro se forma cuando las sec-
ciones no codificantes del transcripto primario son
removidas antes de dejar el nticleo, para actuar
luego como un molde para la sintesis de un poli-
péptido (procesamiento del RNA).

Las razones de estas importantes diferencias son
que en los procariontes los genes relacionados fun-
cionalmente por lo general se sitlan juntos y que en
los genes de los eucariontes estan presentes los seg-
mentos no codificantes (intrones) (véase pag. 50).

B. EIDNA y las mutaciones

El DNA codificante y su correspondiente polipép-
tido son colineales. Una alteracion (mutacidn) de
la secuencia de bases del DNA puede dar lugar a
un codén diferente. La posicion del cambio resul-
tante en la secuencia de aminoacidos correspon-
de a la posicion de la mutacién (1). En la figura B

se muestra el gen para la proteina triptofano sin-
tetasa A de la bacteria E. coli y mutaciones en cua-
tro posiciones. En la posicion 22 la fenilalanina
(Phe) fue reemplazada por la leucina (Leu); en la
posicion 49, el glutamato (Glu) por una glutami-
na (Gln); en la posicion 177, Leu por arginina
(Arg). Cada mutacion posee una posicion defini-
da. Si ésta dard lugar a la incorporacion de otro
aminodcido, depende de cdmo se ha alterado el
codon correspondiente. Es posible que existan di-
ferentes mutaciones en una misma posicion (mis-
mo codén) en diferentes moléculas de DNA(2). Se
han observado dos mutaciones diferentes en la
posicién 211: glicina (Gly) por arginina (Arg) y Gly
por glutamato (Glu). Normalmente (en el tipo sal-
vaje), el codén 211 es GGA y codifica para la glici-
na (3). Una mutacion de GGA por AGA da lugar a
un coddn para la arginina; una mutacion por GAA
da lugar a un coddn para el glutamato (4).

C. Tipos de mutaciones

Basicamente hay tres tipos de mutaciones dife-
rentes que involucran un solo nucledtido (muta-
ciones puntuales): sustitucion (intercambio),
delecion (pérdida) e insercion (adicién). Con una
sustitucion, las consecuencias dependen de como
se haya alterado el codon. Se distinguen dos tipos
de sustituciones: transicion (intercambio de una
purina por otra o de una pirimidina por otra) y
transversion (intercambio de una purina por una
pirimidina o viceversa). Una sustitucion puede al-
terar un codén de modo que se presente un ami-
nodcido incorrecto en ese sitio pero sin que se
produzcan cambios en el marco de lectura (muta-
cion con cambio de sentido o missense mutation),
mientas que una delecién o una insercion causan
un corrimiento en el marco de lectura (mutacion
con cambio de encuadre o frameshift mutation).
Luego, las secuencias que siguen a continuacion
ya no codifican para un producto génico funcional
(mutacién sin sentido o nonsense mutation).
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Codigo genético

El codigo genético es el juego de reglas bioldgi-
cas mediante el cual las secuencias de pares de
bases nitrogenadas del DNA son traducidas en
sus secuencias de aminodcidos correspondien-
tes. Los genes no codifican directamente para
proteinas sino que lo hacen a través de una mo-
lécula mensajera (RNA mensajero o mRNA). Una
secuencia codificante (coddn) para un aminoa-
cido consiste en una sucesion de tres pares de
bases nitrogenadas (coddn o triplete de nucled-
tidos). El cédigo genético también incluye se-
cuencias para el comienzo (coddn de iniciacion)
y para la finalizacién (coddn de terminacion) de
la regidn codificante. El codigo genético es uni-
versal: diferentes organismos utilizan los mis-
mos codones.

A. Codigo genético en el mRNA para todos
los aminoacidos

Cada coddn codifica para un solo aminodcido,
pero un aminodcido puede ser codificado por
diferentes codones (redundancia del cddigo ge-
nético). Por ejemplo, existen dos posibilidades
de codificar para el aminodcido fenilalanina:
UUU y UUC, y seis posibilidades de codificar pa-
ra el aminodcido serina: UCU, UCC, UCA, UCG,
AGU y AGC. Muchos aminoicidos son determi-
nados por mas de un codén. La mayor variabili-
dad se encuentra en la tercera posicién (en el
extremo 3" del triplete). El codigo genético fue
descifrado en 1966 analizando cémo los triple-
tes transmitian la informacion desde los genes
hacia las proteinas. El mRNA agregado a una
bacteria podia convertirse directamente en la
proteina correspondiente. Los polimeros sinté-
ticos de RNA como el poliuridilato (poli (U)), po-
liadenilato (poli (A)) y el policitidilato (poli (C)),
podian ser traducidos directamente a polifeni-
lalanina, polilisina y poliprolina en extractos de
bacterias de E. coli. Esto demostré que UUU de-
beria codificar para fenilalanina, AAA para lisina
y CCC para prolina. Mediante experimentos pos-
teriores con polimeros mezclados con diferen-
tes proporciones de dos o tres nucleétidos, se
determind el codigo genético de todos los ami-
nodcidos y de todas las combinaciones de nu-
cledtidos.

B. Codigo abreviado

Las secuencias de aminodcidos se designan con las
abreviaturas de una sola letra (“cddigo alfabético™).
El codon de iniciacion es AUG (metionina). Los co-
dones de terminacién son UAA, UAG y UGA. Los
tinicos aminodcidos que son codificados por un
{inico codén son la metionina (AUG) y el tript6fa-
no (UGG).

C. Marco de lectura abierto (MLA)

Un segmento de una secuencia de nucledtidos
puede corresponder a uno de los tres marcos de
lecturas posibles (p. ej., A, B o C); sin embargo, s6-
lo uno es correcto (marco de lectura abierto u
open reading frame, ORF). En el ejemplo ilustrado
los marcos de lectura By C son interrumpidos por
un coddn de terminacidn luego de tres o cinco nu-
cledtidos, respectivamente. Por ello, no pueden
servir como marcos de lectura para una secuencia
codificante. Por otro lado, A debe ser el marco
de lectura correcto: éste comienza con un coddn de
iniciacién AUG y da lugar a una secuencia sin co-
dones de terminacidn (marco de lectura abierto).

D. Codificacion por algunas secuencias
de nucleétidos diferentes

Debido a que el cédigo genético es redundante, es
posible que diferentes secuencias de nucledtidos
codifiquen para la misma secuencia de aminodci-
dos. Sin embargo, las diferencias estan limitadas a
una (o a lo sumo dos) posiciones de un determi-
nado triplete.
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Base nitrogenada

Primera Segunda Tercera
Uracilo (U) Citosina (C) Adenina (A) Guanina (G)
F Fenilalanina (Phe) S Serina (Ser) ¥ Tirosina (Tyr) C Cisteina (Cys) u
Uracilo | FFenilalanina (Phe) | S Serina(Ser) | YTirosina (Tyr) C Cisteina (Cys) c
() L Leucina (Leu) S Serina (Ser) Codon de terminacion | Codon de terminacion | A
L Leucina (Leu) 5 Serina (Ser) Codén de terminacion | W Triptéfano (Trp) G
L Leucina (Leu) P Prolina (Pro) H Histidina (His) R Arginina (Arg) u
Citosina | LLeucina (Leu) P Prolina (Pro) H Histidina (His) R Arginina (Arg) C
(€ L Leucina (Leu) P Prolina (Pro) Q Glutamina (Gln) R Arginina (Arg) A
L Leucina (Leu) P Prolina (Pro) Q Glutamina (Gln) R Arginina (Arg) G
Isoleucina (lle) TTreonina (Thr) | N Asparagina (Asn) S Serina (Ser) u
Blna | | =oleudina lie) T Treonina (Thr) | N Asparagina (Asn) S Serina (Ser) c
® sl TTreonina (Thr) | KLisina (lys) R Arginina (Arg) A
Iniciacion (metionina) T Treonina (Thr) | KlLisina (Lys) R Arginina (Arg) G
W Valina (Val) A Alanina (Ala) D Aspartato (Asp) G Glicina (Gly) u
L Valina (Val) A Alanina (Ala) D Aspartato (Asp) G Glicina (Gly) C
(c) W Valina (Val) A Alanina (Ala) Acido glutamico (Glu) G Glicina (Gly) A
V Valina (Val) AAlanina (Ala) | Acido glutimico (Glu) | G Glicina (Gly) G
A. Codigo genético del mRNA para todos los aminoacidos
Iniciacion AUG F(Phe) UUU L(lew) CuU R{Arg) CGU v Guu
Terminacion UAA uuc A CUC cGC Guc
UAG CuG CGG GUG
UeA G(Gly) GGU CUA CAA GUA
GG uuc AGG
A(Ala) Gcu GGG UUA AGA W(Trp) UGG
GCC GGA
GCG M(Met) AUG S{ser) UCU Y(Tyr) UAU
e H(His) CAU N(Asn) AAU SEE UAC
C(Cys) UGU A e uca B(Asx) Asn
..... i I{lle) AUU P(Pro) CCU ﬁgg or
D(Asp) GAU AUC Egg S
GAC AUA A T(Thr} ACU
ACC Z(Glx) Gln
E{Glu) GAG K(lys) AAG Q(Gln) CAG ACG or
GAA AAA CAA ACA Glu
B. Cédigo abreviado
CAGUCUAUGGCAAAUAAGGUAGACCAU
UuUA ccy AUU AAA AAA CGG

A —= Met Ala Asn Lys Val Asp His

p — Tyr Gly Lys

Terminacion

o — | Glu| lle | Arg. Tarminacién

C. Marco de lectura abierto (MLA, ORF)

D. Codificacion
nucledtidos

cuc Ccca AUA

@E—FEo——G)——E)

AAG  AAG

r algunas secuencias de

iferentes

CCA
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Estructura de los genes eucariontes

Los genes eucariontes estin formados por seg-
mentos de DNA codificantes y no codificantes, lla-
mados exones e intrones respectivamente. En una
primera mirada pareciera ser una carga innecesa-
ria acarrear DNA carente de una funcién evidente
dentro de un gen. Sin embargo, se ha reconocido
que este hecho tendria grandes ventajas evoluti-
vas. Cuando partes de diferentes genes son reor-
denadas en nuevos sitios cromosémicos durante
la evolucidn, se pueden construir nuevos genes a
partir de los fragmentos previamente existentes.

A. Exones e intrones

En 1977 se descubri6 en forma inesperada que el
DNA de un gen eucarionte es mds largo que su co-
rrespondiente mRNA. El motivo es que ciertas
secciones del transcripto primario del RNA son
eliminadas antes de que sé lleve a cabo la traduc-
cion. Las microfotografias electronicas muestran
que el DNA y su correspondiente transcripto
(RNA) poseen longitudes diferentes (1). Cuando el
mRNA y su DNA complementario de cadena sim-
ple son hibridados, este Gltimo forma bucles de-
bido a que el mRNA se hibrida Gnicamente con
ciertas secciones del DNA de cadena simple. En
(2), se muestran siete bucles (A a G) y ocho regio-
nes que hibridan (1 a 7 y la seccion lider L). Del to-
tal de 7.700 pares de bases de DNA de este gen (3),
solo 1.825 hibridan con el mRNA.-Un segmento
que hibrida se denomina exdén. Una seccién de
DNA que inicialmente se transcribe y que luego es
eliminada del transcripto primario se llama in-
trén. El tamafio y ordenamiento de los exones e
intrones son caracteristicos de cada gen euca-
rionte (estructura exonfintron). (Microfototogra-
fia electrénica de Watson y col,, 1987.)

B. Secuencias de DNA intercaladas
(intrones)

En los procariontes el DNA es colineal con el mR-
NA y no contiene intrones (1). En los eucariontes,
el mRNA maduro sélo es complementario de cier-
tas secciones del DNA ya que este (ltimo contie-
ne intrones (2). (Figura adaptada de Stryer, 1995.)

C. Estructura basica de los genes eucariontes

Los exones e intrones se numeran en direccion 5’ a
3' de la cadena codificante. Ambos, exones e intro-
nes, son transcriptos a un RNA precursor (trans-
cripto primario). El primero y el Gltimo exén por lo
general contienen secuencias que no son traduci-
das. Estas son las denominadas regiones no tradu-
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cidas 5' (5" UTR) del exdn 1 y el 3' UTR en el extre-
mo 3’ del dltimo exdn. Los segmentos no codifican-
tes (intrones) se eliminan del transcripto primario
y los exones de cada lado son conectados en un
proceso llamado empalme (splicing). El empalme
debe ser muy preciso, para evitar un cambio inde-
seado del marco de lectura correcto. Los intrones
casi siempre comienzan con los nucledtidos GT en
lacadena 5' a3’ (GU en el RNA) y terminan con AG.
Las secuencias del extremo 5' de un intrén que co-
mienzan con GT se llaman sitios dadores de empal-
me, y las del extremo 3', que terminan con AG,
sitios aceptores de empalme. EIl mRNA maduro es
modificado en su extremo 5’ por la adicion de una
estructura estabilizadora llamada “cap” y por el
agregado de muchas adeninas en el extremo 3’
(poliadenilacion) (véanse pags. 214 y 215).

D. Proceso de empalme en los intrones
GU-AG

El empalme del RNA es un proceso complejo me-
diado por una larga proteina que contiene RNA lla-
mada “spliceosoma”. Este consiste en cinco tipos
de moléculas de RNA nuclear pequefio (snRNA) y
mas de 50 proteinas (particulas de riboproteinas
nucleares pequefias). El mecanismo bdsico de em-
palme en forma esquematica involucra el clivaje
autocatalitico en el extremo 5' del intrdn, que da
lugar a la formacién de un lazo. Esta es una estruc-
tura intermedia circular, formada por la conexion
del extremo 5' (GU) a una base (A) dentro el in-
tron. Este sitio se llama punto de ramificacién. En
el paso siguiente, el clivaje en el extremo 3’ libera
el intrén en forma de lazo. Al mismo tiempo, el
exon derecho se liga (empalma) al exén izquierdo.
El lazo es desramificado para dar lugar a un intrén
lineal, que es degradado con rapidez. El punto de
ramificacién identifica el extremo 3 para un cliva-
je preciso en el sitio aceptor del empalme, Este se
encuentra 18-40 nucledtidos aguas arriba (en di-
reccion 5') del sitio 3' del empalme. (Figura adap-
tada de Strachan y Read, 1999.)
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Secuenciacion del DNA

El conocimiento de la secuencia nucleotidica de
un gen provee informacién importante acerca de su
estructura, funcién y relacién evolutiva con otros
genes similares, en el mismo u otros organismos.
Por ello, el desarrollo de métodos relativamente
simples de secuenciacién del DNA, en la década
de 1970, ha tenido un gran impacto en la genéti-
ca. Se han desarrollado dos métodos basicos de
secuenciacion del DNA: un método de desdobla-
miento quimico (A. M. Maxam y W. Gilbert, 1977)
y un método enzimdtico (F. Sanger, 1981). A con-
tinuacién se describe una breve resefia de los
principios subyacentes.

A. Secuenciacion por degradacion quimica

Este método utiliza el desdoblamiento especifico
del DNA por medio de ciertas sustancias quimicas.
Se utilizan cuatro quimicos diferentes en cuatro
reacciones, una para cada base, Cada reaccién pro-
duce un juego de fragmentos de DNA de longitudes
diferentes. Los tamafios de los fragmentos en la
mezcla de una reaccion estin determinados por las
posiciones de los nucledtidos en el DNA que ha si-
do partido. Un fragmento de cadena doble o de ca-
dena simple del DNA que serd secuenciado se
procesa para obtener una cadena simple marcada
con un isétopo radiactivo en el extremo 5' (1). Esta
cadena de DNA se trata con uno de los cuatro reac-
tivos para una de las cuatro reacciones. Aqui se
muestra la reaccién con dimetilsulfato (DMS) para
los sitios de las guaninas (G). El dimetilsulfato
agrega un grupo metilo al anillo pirico de los nu-
cledtidos de G. La cantidad de DMS utilizada es li-
mitada, para que en promedio sea metilado un solo
nucledtido de G por cadena, y no los otros (ilustra-
dos aqui en cuatro posiciones diferentes de G).
Cuando se agrega un segundo reactivo, la piperidi-
na, el anillo pirico del nucledtido es eliminado y la
molécula de DNA se parte en el enlace fosfodiéster
justo rio arriba del sitio sin la base. En conjun-
to, el procedimiento da como resultado un jue-
2o de fragmentos marcados de tamarios definidos
de acuerdo con la posicion de G en la muestra de
DNA que es secuenciada. Se llevan a cabo reaccio-
nes similares para las otras tres bases (A, Ty C no
se muestran). Las cuatro mezclas de las reacciones,
una para cada una de las bases, se corren en calles
separadas de una electroforesis en gel de poliacri-
lamida. Cada una de las cuatro calles representa a
una de las cuatro bases G, A, T o C. El fragmento
mas pequefio migrard mas lejos (adelante); el que
le sigue, un poco mas cerca, etc. Uno puede luego
leer a secuencia en la direccién opuesta a la migra-

cién, para obtener la secuencia en direccion 5 a 3
(aqui TAGTCGCAGTACCGTA).

B. Secuenciacion por terminacion
de la cadena

Este método, mucho mads utilizado en el presente
que el desdoblamiento quimico, se basa en el prin-
cipio de que la sintesis del DNA se termina cuando
en lugar de un desoxinucledtido normal (dATP,
dTTP, dGTP, dCTP), se utiliza un didesoxinucleétido
(ddATP, ddTTP, ddGTF, ddCTP). Un didesoxinucledti-
do (ddNTP) es un andlogo de un dNTP normal del
que difiere por la ausencia de un grupo hidroxilo en
la posicion del carbono 3", Cuando un didesoxinu-
cledtido es incorporado durante la sintesis de DNA,
no es posible la unién entre su posicién 3' y el nu-
cledtido siguiente, porque el ddNTP carece del gru-
po hidroxilo 3'. Entonces la sintesis de la nueva
cadena se termina en ese sitio. EI DNA a secuenciar
debe ser de cadena simple (1). La sintesis del DNA
se inicia con un cebador (primer) y uno de los cua-
tro ddNTP marcado con 32P en el grupo fosfato o, en
la secuenciacién automatizada, con un fluoréforo
(véase la lamina siguiente). Aqui se muestra un
ejemplo de terminacién de la cadena utilizando
ddATP (3). Cada vez que en la secuencia aparezca
una adenina (A), la didesoxiadenina trifosfato oca-
sionard la terminacion de la sintesis de la nueva
cadena de DNA. Esto producird un juego de frag-
mentos de DNA diferentes cuyos tamaiios estdn de-
terminados por las posiciones de los residuos de
adenina que aparecen en el fragmento secuenciado.
Reacciones similares se realizan para los otros tres
nucledtidos. Las cuatro reacciones por separado da-
ran lugar a un juego de fragmentos de tamafios de-
finidos, de acuerdo con las posiciones de los
nucleétidos en donde la sintesis del nuevo DNA
ha sido terminada. Los fragmentos se separan de
acuerdo con el tamafio mediante una electroforesis
en gel de poliacrilamida como en el método quimi-
co. La secuencia del gel se lee en la direccion desde
los fragmentos mds pequefios hacia los mds gran-
des, para determinar la secuencia nucleotidica en
direccién 5" a 3'. Entre los paneles A y B se muestra
un ejemplo de un gel de secuenciacion verdadero.
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1. DNA a secuenciar

TAGTCGCAGTACGGTA

2. Cadena simple y marcado
Dimetilsulfato

CH;
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3. Clivaje parcial Piperidina
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4. Fragmentos marcados
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5. Cuatro mezclas de reacciones

“*— Direccion

Lectura —™

40400004000 ->

6. Gel de electroforesis (gen de secuenciacion)

TAGTCGCAGTACCGTA
7. Secuencia determinada

A. Secuenciacion por degradacion quimica

3 5
GATTACGCATCAT
1. DNA a secuenciar

3 5
<A Cebador
2. Iniciacion de la sintesis Sintesis
(marcacion
del DNA)
3 - 5
A= AT
3 1 i
Aev P |
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(reacciones especificas basicas similares para C, Gy T)

3. Terminacion enla A

DNA polimerasa |,
dATP, dTTP, dGTP, dCTP

ddGTP  ddATP  ddTTP  ddCTP
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4. Cuatro reacciones paralelas
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5. Visualizacion de la secuencia determinada
por electroforesis en gel de poliacrilamida
y autorradiografia

B. Secuenciacion por
terminacion de la cadena
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Secuenciacion automatizada de DNA

La secuenciacién del DNA en gran escala requiere
procedimientos automatizados, basados en la mar-
cacién del DNA con fluorescencia, y sistemas de
deteccion adecuados. En general, una marca fluo-
rescente se puede utilizar tanto directa como in-
directamente. Las marcas fluorescentes directas,
como las utilizadas en la secuenciacién automati-
zada, son fluoréforos. Estos son moléculas que
emiten un color fluorescente distintivo cuando se
exponen a la luz UV de una longitud de onda espe-
cifica. Son ejemplos de fluordforos utilizados en la
secuenciacion la fluoresceina, que fluoresce verde
pélido cuando es expuesta a una longitud de on-
da de 494 nm; la rodamina, que fluoresce rojo a
555 nm; y el acido aminometilcumarinico, que
fluoresce azul a 399 nm. Ademas se puede utilizar
una combinacion de diferentes fluordforos para
producir un cuarto color. Entonces, cada una de las
cuatro bases se puede marcar en forma distintiva.
Otro enfoque es la utilizacion de productos de
amplificacién por PCR (secuenciacion por “termo-
ciclacién”, véase A). Este método tiene la ventaja
de que el DNA de cadena doble se puede utilizar
como material de partida, en lugar del de cadena
simple. Y como son surficientes pequefias canti-
dades de molde, no es necesario clonar de ante-
mano el DNA a secuenciar.

A. Secuenciacion por “termociclacién”

EIDNAa secuenciar estd contenido en un vector de
DNA (1). El cebador (primer), un oligonucledtido
corto con una secuencia complementaria al sitio de
pegado en el DNA de cadena simple, es utilizado co-
mo punto de partida. Para secuenciar tramos cortos
de DNA es suficiente un cebador universal. Este es
un oligonucledtido que se une al DNA de un vector
adyacente al DNA a secuenciar. Sin embargo, si este
tiltimo es mds largo que 750 pb, sélo una parte de él
sera secuenciada. Por ello se necesitan cebadores
internos adicionales, que hibridan en diferentes si-
tios y amplifican el DNA, dando lugar a una serie de
cadenas contiguas y solapadas que son resultado
de experimentos de terminacion de las cadenas (2).
Aqui cada cebador determina qué regién del molde
de DNA serd secuenciada.

En la secuenciacion por termociclacién (3) sélo se
utiliza un cebador para llevar a cabo reacciones de
PCR, cada una con un didesoxinucleotido (ddA, ddT,
ddG o ddC) en la mezcla de la reaccion. Esto genera
una serie de diferentes cadenas, cuyos tamanos de-
penden de la posicion de la base nitrogenada en
donde la cadena se esta terminando (4). Luego de
muchos ciclos y mediante una electroforesis, la se-

cuencia puede leerse como se muestra en la limina
anterior. Una ventaja de la secuenciacion por ter-
mociclacion es que puede utilizarse como material
de partida el DNA de cadena doble. (Ilustracion ba-
sada en las figuras 4-5 y 4-6 en Brown, 1999.)

B. Secuenciacion automatizada de DNA
(principios)

La secuenciacion automatizada del DNA incluye
cuatro fluoréforos, uno para cada una de las bases
nitrogenadas. La sefial de fluorescencia resultante
se toma en un punto fijo cuando el DNA pasa a
través de un capilar que contiene un gel de elec-
troforesis. Las marcas fluorescentes especificas de
cada base se unen a los didesoxinucledtidos tri-
fosfato adecuados (ddNTP). Cada ddNTP es mar-
cado con un color diferente, por ejemplo, ddATP
con verde, ddCTP con azul, ddGTP con amarillo y
ddTTP con rojo (1). (El verdadero color para cada
nucledtido puede ser diferente.) Todas las cade-
nas que terminan con una adenina (A) daran ori-
gen a una sefial verde; todas las terminadas con
una citosina (C) dardn origen a una sefial azul, y
asi sucesivamente. Las reacciones de secuencia-
cién basadas en este tipo de terminacién de las
cadenas con un nucledtido marcado (2) se llevan
a cabo en forma automadtica en capilares de se-
cuenciacion (3). La migracion electroforética de
las cadenas marcadas con ddNTP en el gel de los
capilares pasa enfrente de un rayo liser enfocado
en una posicién fija. El liser induce una sefal
fluorescente dependiente de la marca especifica,
que representa uno de los cuatro nucledtidos. La
secuencia es leida y registrada en forma electré-
nica y visualizada como picos alternantes de uno
de los cuatro colores, lo cual representa la alter-
nancia de los nucledtidos en su posicion se-
cuencial. En la préctica los picos no muestran
necesariamente la misma intensidad maxima co-
mo en el esquema mostrade aqui. (llustracién ba-
sada en Brown, 1999, y Strachan y Read, 1999.)
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Clonado de DNA

Para obtener suficiente cantidad de una secuencia
especifica de DNA para estudiar (p. ej., un gen de in-
terés), éste debe ser amplificado en forma selectiva.
Esto se logra mediante el clonado de DNA, técnica
que permite obtener una poblacién homogénea de
fragmentos de DNA, a partir de una mezcla de molé-
culas de DNA muy diferentes o de todo el DNA del
genoma. En este tltimo caso se requiere identificar
el DNA de la region correcta en el genoma, separarlo
de los otros y multiplicarlo (clonarlo) en forma selec-
tiva. Para identificar el fragmento correcto de DNA se
utiliza la hibridacién especifica del DNA comple-
mentario de cadena simple (hibridacién molecular).
Un segmento corto de DNA de cadena simple, una
sonda (probe), originada a partir de la secuencia en
estudio, hibridard sus secuencias complementarias
luego de que se desnaturalicen (se conviertan en ca-
denas simples, véase analisis por Southern blot, pag.
62). Una vez que la secuencia hibridada se separ6 de
otros DNA, se la puede clonar. Las secuencias selec-
cionadas se pueden amplificar de dos modos basi-
cos: en células (clonado dependiente de células) o
por clonado libre de células (véase Reaccion en cade-
na de la polimerasa, PCR, pag. 66).

A. Clonado de DNA dependiente de células

El clonado de DNA dependiente de células tiene
cuatro pasos iniciales. Primero, una coleccion de di-
ferentes fragmentos de DNA (aqui denominados 1,
2y 3) se obtienen a partir del DNA deseado ( target
DNA), para lo cual se lo corta con una enzima de
restriccion (véase pag. 64). Debido a que los frag-
mentos resultantes del corte con enzimas de res-
triccién poseen un extremo corto de cadena simple
de una secuencia especifica en ambos extremos, se
pueden ligar a otros fragmentos de DNA cortados
con la misma enzima. Los fragmentos producidos
en el paso 1 se unen a fragmentos de DNA que con-
tienen el origen de replicacion (OR) de un replicén,
el cual les permite replicar (2). Ademas un fragmen-
to se puede unir a un marcador de seleccidn, por
ejemplo, una secuencia de DNA que contiene un
gen de resistencia a un antibiético. Las moléculas de
DNA recombinante se transfieren a una célula hués-
ped (células de bacterias o levaduras). Aqui las mo-
léculas de DNA recombinante se pueden replicar en
forma independiente del genoma de la célula hués-
ped (3). Por lo general la célula huésped capta una
sola (aunque a veces mas de una) molécula extrafia
de DNA. Las células huésped transformadas con el
DNA recombinante (extrafio) crecen en cultivo y se
multiplican (propagacion, 4). El crecimiento selecti-
vo de uno de los clones celulares permite aislar un

booksmé-di'cos.org

tipo de molécula de DNA recombinante (5). Luego
de una propagacion posterior se obtiene una pobla-
cién homogénea de moléculas de DNA (6). Una co-
leccion de diferentes fragmentos de DNA clonado se
denomina biblioteca (library) (7, véase bibliotecas
de DNA). En el clonado dependiente de células las
moléculas de DNA que contienen el replicdn se lla-
man moléculas vectores. (Figura adaptada del Stra-
chan y Read, 1999.)

B. Un vector plasmidico (pBR322)
para clonado

Existen muchos sistemnas diferentes de vectores pa-
ra el clonado de fragmentos de DNA de diferentes
tamaiios. Los vectores plasmidicos se utilizan para
clonar fragmentos pequefios. El experimento se di-
sefia de modo que la incorporacién del fragmento a
clonar cambia la resistencia del plismido a uno o
méds antibidticos, lo que permite la seleccién para
estos plasmidos recombinantes. Aqui se presenta
un vector plasmidico que en otros tiempos se utili-
zaba con frecuencia (pBR 322). Este plasmido con-
tiene sitios de reconocimiento para las enzimas de
restriccion Pst |, Eco Rl y Sall ademds de genes pa-
ra resistencia a ampicilina y tetraciclina (1). 5i un
fragmento de DNA extrafio se incorpora al plasmi-
do en el sitio de la secuencia de reconocimiento de
Eco Rl, entonces la resistencia la ampicilina y la te-
traciclina se mantendrd (2). Si para incorporar el
fragmento de interés se utiliza la enzima Pst1, la re-
sistencia a la ampicilina se pierde (la bacteria se
vuelve sensible a la ampicilina), pero la resistencia
ala tetraciclina se sigue manteniendo, Si para incor-
porar el fragmento se utiliza la enzima Sall, la resis-
tencia a la tetraciclina desaparece (la bacteria se
vuelve sensible a la tetraciclina), pero la resistencia
ala ampicilina se mantiene. Entonces, dependiendo
de como sea incorporado el fragmento, los plasmi-
dos recombinantes que contienen el fragmento de
DNA a clonar pueden distinguirse de los plasmidos
no recombinantes por alteracion de su resistencia a
los antibidticos. El clonado en plasmidos (bacterias)
se ha vuelto menos importante desde que los cro-
mosomas artificiales de levaduras (YACs, yeast arti-
ficial chromosomes) se encuentran disponibles
para el clonado de fragmentos de DNA relativamen-
te largos (véase pag. 110).
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Clonado de cDNA

El cDNA es un segmento de DNA de cadena sim-
ple complementario del mRNA de un segmento
de DNA codificante o de un gen entero. Puede uti-
lizarse como sonda (probe) (una sonda de cDNA
es lo opuesto a una sonda gendmica) para el gen
correspondiente ya que es complementaria de las
secciones codificantes (exones) del gen. Si un gen
ha sido alterado por reordenamiento estructural
en un sitio determinado, por ejemplo, por dele-
cion, el DNA normal puede diferenciarse del mu-
tante. Por eso la preparacidn y el clonado de cDNA
son de gran importancia. Se pueden sacar conclu-
siones esenciales acerca de un gen y su producto
génico, a partir de la secuencia del cDNA.

A. Preparacion de cDNA

El cDNA se prepara a partir del mRNA; por lo tan-
to, se requiere un tejido en el cual el gen de inte-
rés se transcriba y el mRNA se produzca en
cantidades suficientes. Primero se aisla el mRNA;
luego se une un cebador (primer), para que la en-
zima transcriptasa inversa pueda sintetizar DNA
complementario (cDNA) a partir del mRNA. De-
bido a que el mRNA contiene poli(A) en su extre-
mo 3, se le puede unir un cebador de poli(T). A
partir de aqui la enzima transcriptasa inversa
puede comenzar a formar el cDNA en direccion 5'
a 3, el RNA es eliminado por la ribonucleasa. El
¢DNA sirve como molde para la sintesis de una
cadena nueva luego de DNA. Esto requiere la en-
zima DNA polimerasa. El resultado es una cadena
doble de DNA, de la cual una cadena es comple-
mentaria del mRNA original. A este fragmento de
DNA se agregan conectores o linkers que tienen
extremos complementarios de cadena simple
producidos por una enzima de restriccion deter-
minada. Luego se corta al vector, por ejemplo un
plasmido, con la misma enzima, de modo que los
extremos sean complementarios del fragmento y
el cDNA se pueda incorporar (clonado).

B. Vectores de clonado

El clonado dependiente de células, para fragmen-
tos de DNA de diferentes tamarios, es facilitado
por una amplia variedad de sistemas de vecto-
res. Los vectores plasmidicos se utilizan para clo-
nar fragmentos pequefios de DNA en bacterias.
Su mayor desventaja es que solo se pueden clonar
5 a 10 kb de DNA extrafio. Un vector plasmidico
de clonado que ha incorporado un fragmento de
DNA (vector recombinante), por ejemplo, pUC8
con 2,7 kb de DNA, debe distinguirse de otro que

no lo ha hecho. Ademés, un gen de resistenciaala
ampicilina (Amp*) sirve para distinguir las bacte-
rias que han incorporado plasmidos de las que no
lo han hecho. Algunos sitios de restriccién tnicos
en el segmento del DNA plasmidico en donde un
fragmento de DNA puede insertarse, sirven como
marcadores junto con un gen marcador, como el
gen de lacZ Luego, en el plasmido recombinante,
la enzima f-galactosidasa no se producira a partir
del gen interrumpido de /acZ, mientras que en el
plasmido sin el inserto de DNA (no recombinante)
la enzima seguir siendo producida por el, atin in-
tacto, gen lacZ La actividad del gen y la presencia
o0 ausencia de la enzima se determinan por la ob-
servacion de una diferencia en el color de las co-
lonias en presencia de un sustrato artificial de
aziicar. La p-galactosidasa separa un azdcar artifi-
cial (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-p-galactopira-
nosido) que es similar a la lactosa, el sustrato
natural para esta enzima, en dos componentes de
aziicares, uno de los cuales es azul. En consecuen-
cia, las colonias bacterianas que contienen el
plismido no recombinante, con un gen /acZ intac-
to, son azules. Por el contrario, las colonias que
han incorporado el vector recombinante perma-
necen blanco palidas. Estas tltimas se cultivan en
un medio que contiene ampicilina (el marcador
de seleccion para la incorporacidn de vectores
plasmidicos). Luego se puede construir una bi-
blioteca de clonado (clone library). (Figura adap-
tada de Brown, 1999.)

C. Clonado de cDNA

Sélo las colonias blancas que se han vuelto resis-
tentes a la ampicilina son las que han incorpora-
do al plasmido recombinante. Los plasmidos
recombinantes, que contienen el gen de resisten-
cia para la ampicilina, transforman las bacterias
sensibles a la ampicilina en resistentes a este an-
tibidtico. En un medio que contiene ampicilina
sdlo crecen las bacterias que hayan incorporado al
plismido recombinante con el fragmento de DNA
deseado. Mediante la replicacion sucesiva de es-
tas bacterias, el fragmento se puede clonar hasta
que haya suficiente material para estudiar. (Figu-
ras después de Watson y col., 1987.)

BIBLIOGRAFIA

Brown, TA.: Genomes. Bios Scientific Publ,, 2nd
ed., Oxford, 2002.

Watson, ].D., et al.: Molecular Biology of the Gene.
3rd ed. The Benjamin/Cummings Publishing
Co., Menlo Park, California, 1987.

Clonado de cDNA 59

Tejido de origen que expresa al gen de interés

4 |' Vector

Cola poli(A)
mMRNA
S ST I (WAAAA 3
Agregar un cebador
de oligo(dT)
5 = s ABAAAA 30
e TE TTTT:
Sintesis de DNA
Transcriptasa inversa
5 | AMAAAA 3
3"‘;;" a1 4 B
DNA nuevo La ribonucleasa degrada
casi todo el RNA
5' = (] = (] 3'
[ —— *TITTITT &
Sintesis de la segunda
cadena por la DNA
polimerasa |
5: [ v i, m s Y e 3‘
3 = TTTTTT 5
Completar la segunda
cadena -
5 DNA . e AAAAAA
i g o n 'TTTTITT &
A. Preparacion de cDNA
(esquema)

Plasmido |

| recombfnany =

.

Incorporacién por una bacteria

: o
Las bacterias con plasmidos
recombinantes son
resistentes a la ampicilina

Crecimiento de las
bacterias transformadas
en medio con ampicilina

st

C. Clonado de cDNA

Gen de resistencia a la ampicilina (Amp*)  Amp*

| Vector

| {
\\ de clonado | I.\ recombinante ,-|
¥ s _:.\.\. /;

== Varios sitios de :
Sininsertode  restriccion dnicos  Inserto de DNA
DNA (no

recombinante) Gen de fac Z

28

B-galactosidasa pB-galactosidasa
activa inactiva

Coloniasazules  Colonias blancas

“\

Crecer en
medio con
Amp*,
construir una
biblioteca

de clonado

B. Vectores de clonado

v

Las bacterias sin los
plasmidos
recombinantes son
sensibles a la
ampicilina y no crecen

"

S

- %
b



http://booksmedicos.org

60 Fundamentos

Bibliotecas de DNA

Una biblioteca de DNA es una coleccién de frag-
mentos de DNA que en conjunto representan el ge-
noma, 0 sea, un gen particular que se estd buscando
y todo el DNA restante. Es el punto de partida para
el clonado de un gen de localizacién cromosomica
desconocida. Para producir una biblioteca, el DNA
total se digiere con una enzima de restriccion y los
fragmentos resultantes se incorporan a vectores y
se replican en bacterias. Un niimero suficiente de
clones debe estar presente para que cada segmento
esté representado al menos una vez. Este es un pro-
blema que depende del tamafio del genoma a in-
vestigar y del tamario de los fragmentos. Se utilizan
como vectores los plasmidos y los fagos. Para frag-
mentos de DNA mds grandes deben emplearse cé-
lulas de levaduras. Hay dos tipos diferentes de
bibliotecas: de DNA gendmico y de cDNA.

A. Biblioteca de DNA genomico

Los clones de DNA gendmico son copias de frag-
mentos de DNA de todos los cromosomas (1) y
contienen secuencias codificantes y no codifican-
tes. Para cortar el DNA gendmico en muchos frag-
mentos se utilizan enzimas de restriccion. Aqui se
muestran esquematicamente cuatro fragmentos
que contienen dos genes, Ay B (2). Estos se incor-
poran a vectores, por ejemplo, a DNA de fago, y se
replican en bacterias. La coleccion completa de
moléculas de DNA recombinante, que contienen
todas las secuencias de DNA de una especie o in-
dividuo, se denomina biblioteca gendmica. Para
encontrar un gen en particular se requiere un
proceso de examen (véase B).

B. Biblioteca de cDNA

A diferencia de una biblioteca gendmica, que es
completa y contiene DNA codificante y no codifi-
cante, una biblioteca de cDNA esta constituida Gini-
camente por secuencias de DNA codificante. Esta
particularidad le ofrece ventajas considerables so-
bre el DNA gendmico. Sin embargo, requiere que el
mRNA esté disponible y no da lugar a informacion
acerca de la estructura del gen. El mRNA sélo puede
obtenerse de células en las cuales el gen respectivo
se transcriba, o sea en donde se produzca el mRNA
(1). En eucariontes, el RNA formado durante la
transcripcion (transcripto primario) se somete a un
proceso de empalme (splicing) para formar el mR-
NA (2, véase pag. 50). El DNA complementario
(cDNA) se sintetiza a partir del mRNA mediante la
enzima transcriptasa inversa (3). El ¢cDNA puede
servir como molde para la sintesis de una cadena
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complementaria de DNA, de modo que pueda for-
marse una cadena doble completa de DNA (clon de
cDNA). Su secuencia corresponde a las secuencias
codificantes de los exones del gen. Por ello es muy
adecuado para utilizarlo como sonda (sonda de cD-
NA, cDNA probe). Los pasos subsiguientes, incorpo-
racion a un vector y replicacion en bacterias, se
corresponden con los del proceso para realizar una
biblioteca gendémica. Los clones de cDNA sdlo pue-
den obtenerse a partir de regiones codificantes de
genes activos (productores de mRNA); entonces, los
clones de cDNA de diferentes tejidos difieren segtin
su actividad genética. Debido a que los clones de
cDNA corresponden a las secuencias codificantes de
un gen (exones) y no contienen secciones no codifi-
cantes (intrones), los clones de cDNA son el mate-
rial de partida de eleccion cuando se pretende
buscar informacién acerca del producto génico me-
diante el analisis posterior del gen. La secuencia de
aminodcidos de una proteina se puede determinar
a partir del cDNA clonado y secuenciado. También
se pueden producir grandes cantidades de una pro-
teina teniendo el gen clonado expresado en bacte-
rias o en células de levaduras.

C. Examen de una biblioteca de DNA

Las bacterias que han incorporado los vectores
pueden cultivarse en una placa de Petri cubierta
con agar, sobre las cuales forman colonias (1). Se
toma una huella réplica del cultivo sobre una
membrana (2) y el DNA que se pega a la membra-
na se desnaturaliza con una solucién alcalina (3).
Luego el DNA del segmento del gen que se busca
puede identificarse por hibridacion con una son-
da marcada radiactivamente (o con alguna otra
marca) (4). Luego de la hibridacién aparece una
sefial sobre la membrana en el sitio del segmento
del gen (5). El DNA complementario de la sonda
marcada se localiza aqui; su posicion exacta en el
cultivo se corresponde con la que ocupa la sefial
en la membrana (6). Se toma una muestra del
area correspondiente del cultivo (5). Esta conten-
drd el segmento de DNA deseado, el cual ahora
podra replicarse en forma sucesiva (clonado) en
bacterias. De esta manera el segmento deseado
puede enriquecerse y estard disponible para estu-
dios subsiguientes.
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Andlisis de restriccion por Southern blot

Las endonucleasas de restriccion son enzimas que
cortan el DNA guiadas por secuencias definidas
como blancos (véase la ldmina siguiente). Por lo
general se hace referencia a ellas simplemente co-
mo enzimas de restriccion. Debido a que cada en-
zima corta el DNA sélo por su secuencia de
reconocimiento especifica, el DNA total de un in-
dividuo presente en las células nucleadas se pue-
de cortar en pedazos de tamafios manejables y
definidos de modo reproducible. Luego, los frag-
mentos de DNA individuales se seleccionan, se li-
gan en vectores adecuados, se multiplican y se
examinan. Debido a la distribucién despareja de los
sitios de reconocimiento, los fragmentos de DNA
difieren en su tamaiio. Una mezcla inicial de frag-
mentos de DNA puede ordenarse de acuerdo con
su tamafio. Dos procedimientos detectan el DNA
blanco o los fragmentos de RNA luego que fueron
ordenados por tamafio mediante electroforesis en
gel: hibridacion por Southern blot para el DNA
(denominado asi luego de que E. Southern desa-
rrollara este método en 1975), y la hibridacién por
Northern blot para el RNA (es un juego de pala-
bras: Southern significa “surefio” en inglés y
Northern “nortefio”. No existi el Dr. Northern). El
“Inmunoblot” (Immunoblotting, Western blot)
detecta proteinas mediante un proceso depen-
diente de anticuerpos.

A. Hibridacién por Southern blot

El andlisis comienza con DNA total (1), que se aisla
y corta con enzimas de restriccién (2). Uno de los
fragmentos atin no identificados contiene el gen de
interés o parte del gen. Los fragmentos se ordenan
por tamario en un gel (por lo general de agarosa) en
un campo eléctrico (electroforesis) (3). Cuanto me-
nor es el fragmento, mds rdpido migra; cuanto mas
grande, mds lento. Luego se realiza la impronta
(“blot™): los fragmentos contenidos en el gel se
transfieren a una membrana de nitrocelulosa o de
nailon (4). Alli el DNA se desnaturaliza (se vuelve de
cadena simple) con un alcali y se fija a la membra-
na, mediante un calentamiento moderado (-80°C)
o por un ligamiento cruzado con UV (UV cross-lin-
kage). La muestra se incuba con una sonda de DNA
de cadena simple (de DNA gendmico o cDNA) com-
plementaria del gen (5). La sonda hibrida sdlo con el
fragmento complementario buscado y no con otros
(6). Dado que la sonda estd marcada con *2P radiac-
tivo, el fragmento de interés se puede identificar
poniendo en contacto una pelicula de rayos X con la

membrana; alli aparece como una banda negra en
la pelicula una vez que estd es revelada (autorradio-
grafia) (6). El tamafio, correspondiente a la posicion,
se determina corriendo fragmentos de DNA de ta-
maiios conocidos en la electroforesis.

B. Polimorfismo de longitudes
de fragmentos de restriccion (PLFR)

Cada 100 pares de bases de un segmento de DNA
en forma aproximada, la secuencia nucleotidica
difiere entre algunos individuos (polimorfismo
del DNA). Como resultado, la secuencia de reco-
nocimiento de una enzima de restriccion puede
estar presente en un Cromosoma pero no en otro.
En este caso los tamafios de los fragmentos de
restriccién difieren en ese sitio (polimorfismo
de longitudes de fragmentos de restriccién, PLFR
o RFLPen inglés). Se muestra un ejemplo para dos
segmentos de DNA de 5 kb (5.000 pares de bases).
En uno hay un sitio de restriccién en el medio
(alelo 1); en el otro (alelo 2) esta ausente. Con un
Southern blot puede determinarse si en esta loca-
lizacién un individuo es homocigoto 1 - 1 (dos
alelos 1, ausencia de fragmento de 5 kb), heteroci-
goto 1 - 2 (un alelo de cada uno, 1y 2), u homo-
cigoto 2 - 2 (dos alelos 2). Si la mutacién que se
estd buscando se encuentra en el cromosoma que
lleva el fragmento de 5 kb, la presencia de este
fragmento indica la presencia de la mutacion. La
ausencia del fragmento indicaria que la mutacion
estd ausente.

Es importante comprender que el PLFR en si mis-
mo no esta relacionado con la mutacién. Este sim-
plemente distingue fragmentos de DNA de
diferentes tamarios de una misma regién. Estos
pueden utilizarse como marcadores para distin-
guir alelos en un analisis de segregacion (véase
pag. 134). Ademas de los PLFR, pueden detectarse
otros tipos de polimorfismos del DNA, mediante
la hibridacién por Southern blot, aunque hoy se
utiliza con mas frecuencia el andlisis de microsa-
télites basado en la reaccion en cadena de la poli-
merasa (véase pag. 244).
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Mapa de restriccion

Las endonucleasas de restriccion (enzimas de res-
triccién) son enzimas que cortan el DNA. Se obtie-
nen de las bacterias, las cuales las producen como
proteccion contra DNA extraiio. Una enzima de-
terminada reconoce una secuencia especifica de
4-8 (por lo general 6) nucledtidos (un sitio de res-
triccién) por donde ésta corta el DNA. El tamafio
de los fragmentos de DNA producidos depende de
la distribucion de los sitios de restriccion. Se han
aislado mds de 400 tipos diferentes de enzimas de
restriccion.

A. Desdoblamiento del DNA por nucleasas
de restriccion

Aqui se presentan los patrones de corte (secuen-
cias de reconocimiento) de tres enzimas de res-
triccion de uso frecuente, EcoRl, HindIll y Hpal.
Para EcoRl y Hindlll gl corte es “palindrémico”, o
sea asimétrico alrededor de un eje que divide dos
segmentos de DNA de cadena simple comple-
mentarias que son imagenes especulares. Cada
una se corresponde con su cadena enfrentada en
la direccién opuesta. Por eso, se las puede unir a
un fragmento de DNA cuyos extremos contengan
cadenas simples de secuencias complementarias.
Hpal corta ambas cadenas de modo que no se
forman extremos de cadenas simples. Pueden
distinguirse enzimas de corte frecuente o de cor-
te raro segun la frecuencia de aparicion de sus si-
tios de reconocimiento.

B. Ejemplos de enzimas de restriccion

Se muestra la secuencia de reconocimiento de algu-
nas enzimas de restriccion. Los nombres de las enzi-
mas derivan de las bacterias en las que aparecen, por
ejemplo, EcoRI proviene de enzima de restriccion [
de Escherichia coli, etc. Algunas enzimas poseen un
sitio de corte con especificidad limitada. Para Hindll
es suficiente que los dos nucledtidos del medio sean
una pirimidina y una purina (GTPyPuAC), no impor-
ta si la primera es timina (T) o citosina (C) ni si la dl-
tima es adenina (A) o guanina (G). Un sitio de
reconocimiento como éste es comin y produce mu-
chos fragmentos relativamente pequeiios, mientras
que las enzimas que generan cortes muy infrecuen-

tes producen fragmentos de DNA escasos y grandes.

C. Fragmentos de restriccion

En un segmento de DNA determinado, la secuen-
cia de reconocimiento de una enzima de restric-
cion aparece en forma irregular. Por lo tanto, la
distancia entre los sitios de restriccion difiere. De
una digestién con una enzima de restriccion sur-
gen fragmentos de DNA de varios tamaiios (frag-
mentos de restriccion). Una enzima de restriccion
determinada cortara cierto segmento de DNA en
una serie de fragmentos de tamarios caracteristi-
cos. Esto da origen a un patron que puede em-
plearse con propdsitos diagnosticos.

D. Determinacion de la localizacion
de los sitios de restriccion

Como el tamaiio de los fragmentos refleja la posi-
cion relativa de los sitios de corte, se lo puede uti-
lizar para caracterizar un segmento de DNA
(mapa de restriccion). Si un segmento de 10 kb
cortado por dos enzimas, A y B, da lugar a tres
fragmentos de 2 kb, 3 kb y 5 kb, entonces la po-
sicion relativa de los sitios de corte puede de-
terminarse utilizando las enzimas A y B por
separado en experimentos posteriores. Si la enzi-
ma A genera dos fragmentos de 3 kby 7 kb y la
enzima B dos fragmentos de 2 kb y 8 kb, entonces
los dos sitios de corte de las enzimas A y B deben
estar separados por 5 kb. Hacia la izquierda del si-
tio de restriccion de la enzima A hay 3 kb; a la de-
recha del sitio de restriccion de la enzima B, 2 kb
(1 kb = 1.000 pares de bases).

E. Mapa de restriccion

Un segmento de DNA determinado se puede ca-
racterizar mediante la distribucién del patrén de
sitios de restriccion. En el ejemplo ilustrado, un
segmento de DNA se caracteriza a través de la dis-
tribucién de los sitios de corte para las enzimas E
(EcoRl) y H (Hindlll). Los sitios individuales estan
separados por intervalos definidos por el tamafio
de los fragmentos, luego de la digestion con la en-
zima. Un mapa de restriccion es una secuencia li-
neal de sitios de restriccion en intervalos
definidos a lo largo del DNA. La construccion de
mapas de restriccion es de una importancia con-
siderable en genética médica y en investigacion
evolutiva.
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Amplificacion de DNA por reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR)

La introduccién de métodos sin la utilizacion de
células para multiplicar fragmentos de DNA de
origen definido (amplificacién de DNA) en 1985,
condujo a una nueva era en genética molecular (el
principio de la PCR se encuentra en publicaciones
anteriores). Esta tecnologia fundamental se ha di-
fundido dristicamente con el desarrollo de equi-
pamiento automatizado utilizado en investigacion
basica y aplicada.

A. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es un método que permite clonar frag-
mentos de DNA sin utilizar células, es rapido y
sensible. Se han desarrollado reacciones estinda-
res y una amplia variedad de métodos basados en
la PCR para investigar polimorfismos y mutacio-
nes. La PCR estandac es un procedimiento in vitro
para amplificar secuencias definidas de DNA
blanco, aun partiendo de muy pocas cantidades
de material o de material antiguo. La amplifica-
cion selectiva requiere alguna informacion previa
acerca de las secuencias que flanquean el DNA
blanco. Sobre la base de esta informacién se dise-
fian dos oligonucledtidos cebadores (primers) de
alrededor de 15 a 25 pares de bases de longitud.
Los cebadores son complementarios de las se-
cuencias por fuera de los extremos 3' del sitio
blanco y se unen a ellas en forma especifica.

La PCR es una reaccion en cadena porque las ca-
denas de DNA nuevas sintetizadas actdan como
molde para la posterior sintesis de DNA en los
25 a 35 ciclos subsiguientes. En teoria, cada ciclo
dobla la cantidad de DNA amplificado. Al final,
hay al menos 104 copias de la secuencia blanco es-
pecifica. Esta se puede visualizar como una banda
distintiva de un tamafio especifico luego de una
electroforesis en gel. Cada ciclo, que involucra tres
reacciones rigurosamente controladas en tiempo
y temperatura en los termocicladores automati-
cos, lleva alrededor de 1-5 minutos. Los tres pasos
en cada ciclo son 1) desnaturalizacion del DNA de
cadena doble, a alrededor de 93°-95°C para el
DNA humano, 2) hibridacion (annealing) del ce-
bador a unos 50°C-70°C, dependiendo de la tem-
peratura de fusion esperada del diplex de DNA y
3) sintesis del DNA utilizando una polimerasa de
DNA termorresistente (proveniente de microor-
ganismos que viven en fuentes calientes como la
Thermophilus aquaticus, Taq polimerasa), tipica-
mente a unos 70°C-75°C. En cada ciclo subsi-
guiente el molde inicial (ilustrado en azul) y el
DNA nuevo, sintetizado durante el ciclo anterior

(ilustrado en rojo), acttian como molde para otra
vuelta de sintesis. El primer ciclo da como resul-
tado la sintesis de DNA nuevo de longitudes varia-
bles (que se muestran con una flecha) en el
extremo 3' porque la sintesis continia mas alla de
la secuencia blanco. Lo mismo ocurre en los ciclos
subsiguientes, pero las cadenas variables son ra-
pidamente superadas en niimero por nuevo DNA
de longitud fija en ambos extremos porque la sin-
tesis no puede sobrepasar el final del cebador en
el molde de DNA opuesto.

B. Amplificacion de cDNA y RT-PCR

Una secuencia de aminoacidos de un polipéptido
parcialmente conocida puede utilizarse para ob-
tener la informacion de la secuencia necesaria pa-
ra una PCR. A partir de su mRNA uno puede
obtener cDNA (véase DNA complementario, pag.
58) y determinar la secuencia de la cadena de
sentido y antisentido para preparar oligonucledti-
dos cebadores apropiados (1). Cuando se dispone
de diferentes RNA en pequefias cantidades, se
emplean métodos rapidos, basados en la PCR, pa-
ra amplificar cDNA de diferentes exones de un
gen. El cDNA se obtiene de la transcripcion inver-
sa del mRNA, el cual luego es removido por hidré-
lisis alcalina (2). Una vez que se sintetizd una
cadena nueva de DNA complementario, se les
puede amplificar por PCR (3). La PCR de una
transcripcion inversa (RT-PCR) puede utilizarse
cuando las secuencias de exones conocidas estan
ampliamente separadas dentro de un gen. Con
una amplificacion rapida de los extremos del cD-
NA (RACE-PCR, rapid amplification of cDNA ends),
las secuencias de los extremos 5"y 3' pueden ais-
larse del cDNA.
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Cambios en el DNA

Cuando se descubrié que los cambios (mutaciones)
en los genes se producen en forma espontanea (T. H.
Morgan, 1910) y que se pueden inducir con rayos X
(H. J. Muller, 1927), la teoria mutacional de la heren-
cia se convirtio en la piedra fundamental de los co-
mienzos de la genética. Los genes fueron definidos
como unidades mutables, pero persistio la pregunta
acerca de qué eran los genes y las mutaciones. En el
presente sabemos que las mutaciones son cambios
en la estructura del DNA y sus consecuencias funcio-
nales. El estudio de las mutaciones es importante por
varias razones, Entre ellas, causan enfermedades, in-
clujidas todas las formas de cancer. Las mutaciones
se pueden inducir mediante sustancias quimicas y
por irradiacion. Por lo tanto representan un vinculo
entre la herencia y el medio ambiente. Por tiltimo, sin
las mutaciones las formas de vida bien organizadas
no hubieran evolucionado. Las liminas siguientes re-
sumen la naturaleza quimica de las mutaciones.

A. Errores en la replicacion

La sintesis de una nueva cadena de DNA se produce
por replicacion semiconservadora basada en el apa-
reamiento de bases complementarias (véase replica-
cion del DNA). Los errores en la replicacion se
producen a una tasa de alrededor de 1 cada 10, Esta
tasa se reduce a alrededor de 1 en 107 a 109 median-
te los mecanismos de prueba de lectura (proofrea-
ding). Cuando se produce un error en la replicacién
antes de la siguiente divisién celular (aqui referida
como la primera division luego de la mutacién), por
ejemplo, una citosina (C) se puede incorporar en lu-
gar de una adenina (A) en el quinto par de bases, co-
mo se muestra aqui; el apareamiento incorrecto
(mismatch) resultante serd reconocido y eliminado
por la “reparacion del apareamiento incorrecto”
(véase reparacion del DNA) en la mayoria de los ca-
sos. Sin embargo, si el error no se detecta y se permi-
te su persistencia, la proxima division (segunda) dara
como resultado una molécula mutante, que conten-
drd un par CG en lugar de AT en esa posicion. Esta
mutacién se perpetuara en todas las células hijas. Se-
giin su localizacién, dentro o fuera de una region co-
dificante de un gen, podria haber consecuencias
funcionales debidas al cambio en un codon.

B. Alteracion mutagénica de un nucleétido

Una mutacion puede resultar cuando el cambio es-
tructural de un nucleétido afecta su capacidad de
apareamiento de bases. El nucledtido alterado por lo
general estd presente en una cadena de la molécula
parental. Si esto lleva a la incorporacién de una base
erronea, como C en lugar de T en el quinto par de ba-
ses, como se muestra aqui, la siguiente (segunda)
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vuelta de replicacion dard como resultado dos molé-
culas mutantes.

C. Desplazamientos durante la replicacion

Hay una clase diferente de mutaciones que no invo-
lucra la alteracién de un nucledtido individual, sino
que es resultado del alineamiento incorrecto entre
secuencias de DNA, alélicas o no alélicas, durante la
replicacion, Cuando la cadena molde contiene repe-
ticiones cortas en tindem, por ejemplo, repeticiones
CA como en los microsatélites (véase polimorfismo
del DNA y Parte II, Genémica), la cadena nueva repli-
cada y la cadena molde pueden cambiar su posicién
relativa entre si. Con el desplazamiento de la repli-
cacién o la polimerasa que conducen a un aparea-
miento incorrecto de las repeticiones, algunas
repeticiones se copian dos veces o no se copian del
todo, dependiendo de la direccion del corrimiento.
Se puede distinguir un desplazamiento hacia adelan-
te (ilustrado aqui) y uno hacia atrds con respecto a la
cadena replicada de novo. Si la nueva cadena de DNA
sintetizada se resbala hacia adelante, en la cadena
parental queda una region sin aparear. Un desplaza-
miento hacia delante da como resultado una inser-
cién. Un desplazamiento hacia atrds de la nueva
cadena da como resultado una delecién.

La inestabilidad de los microsatélites es un rasgo ca-
racteristico del cincer de colon hereditario no poli-
pdsico (CCHNP). Los genes del CCHNP se localizan
en los cromosomas humanos en 2p15 - 22 y 3p21.3.
Alrededor del 15% de todos los carcinomas colorrec-
tales, gastricos y endometriales muestran inestabili-
dad de los microsatélites. El desplazamiento durante
la replicacién debe distinguirse de la recombinacién
cruzada (crossing over) desigual durante la meiosis.
Esta tiltima es el resultado de la recombinacion en-
tre secuencias adyacentes, pero no alélicas, en cro-
matidas no hermanas de cromosomas homélogos
(figuras redibujadas de Brown, 1999).
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Mutaciones por diferentes
modificaciones de bases

Las mutaciones pueden ser el resultado de aconte-
cimientos quimicos o fisicos que conducen a modi-
ficaciones de las bases. Cuando afectan el patron de
apareamiento de las bases, interfieren en la replica-
cidn o en la transcripcion. Las sustancias quimicas
capaces de inducir tales cambios se denominan
mutagenos y causan mutaciones en diferentes for-
mas. La oxidacidn espontanea, la hidrolisis, la meti-
lacién descontrolada, la alquilacion y la irradiacion
ultravioleta provocan alteraciones que meodifican
las bases nitrogenadas. Las sustancias quimicas que
reaccionan con el DNA transforman las bases nitro-
genadas en diferentes estructuras quimicas o re-
mueven alguna de ellas.

A. Desaminacion y metilacion

La citosina, la adenina y la guanina contienen un
grupo amino. Cuando éste es quitado (desamina-
cién), el resultado es una base modificada con un
patrén de apareamiento de bases diferente. Tipi-
camente el cido nitroso quita el grupo amino. Es-
to también ocurre en forma espontinea con una
tasa de 100 bases por genoma por dia (Alberts y
col., 1994, pag. 245). La desaminacidn de la citosi-
na quita el grupo amino de la posicion 4 (1) y la
molécula resultante es el uracilo (2). Este se apa-
rea con la adenina en lugar de la guanina. Normal-
mente este cambio es reparado eficientemente
por la uracil-DNA glucosilasa. La desaminacion en
el nivel del RNA se produce en la revision del RNA
(véase expresion de los genes). La metilacion del
dtomo de carbono en la posicién 5 de la citosina da
como resultado 5-metilcitosina, que contiene un
grupo metilo en la posicién 5 (3). La desaminacion
de la 5-metilcitosina dara como resultado un cam-
bio a timina, que contiene un oxigeno en la posi-
cion 4 en lugar de un grupo amino (4). Esta
mutacién no serd corregida, ya que la timina es
una base natural. La adenina (5) puede ser desa-
minada en la posicion 6 para formar hipoxantina,
que contiene un oxigeno en esta posicion en lugar
de un grupo amino (6), se aparea con la citosina en
lugar de la timina. El cambio resultante luego de la
replicacion del DNA es una citosina en lugar de
una timina en la cadena mutante.

B. Despurinacion

Alrededor de 5.000 bases piricas (adenina y gua-
nina) se pierden por dia del DNA de cada célula
(despurinacidn) debido a fluctuaciones térmicas.
La despurinacién del DNA involucra la ruptura hi-
drolitica del enlace N-glucosidico de la desoxirri-

bosa con el nitrégeno de 1a guanina en la posicion
9. Esto deja un azicar despurinizado. La pérdida
de un par de bases conducird a una delecion lue-
go de la siguiente replicacién si no se repara a
tiempo (véase reparacidn del DNA).

C. Alquilacion

La alquilacion es la introduccién de un grupo meti-
lo o etilo en una molécula. La alquilacion de una
guanina involucra el reemplazo del puente de hi-
drdgeno con el dtomo de oxigeno en posicién 6 por
un grupo metilo, para formar 6-metilguanina, la
cual ya no puede aparearse con la citosina y si con
la timina. Entonces, luego de la siguiente replicacin
la citosina (C) de enfrente sera reemplazada por una
timina (T) en la molécula hija mutante. Son agentes
alquilantes importantes la etilnitrosourea (ENU), el
sulfonato de etilmetano (SEM), la dimetilnitrosami-
na y la N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina.

D. Analogo de una base nitrogenada

Los andlogos de las bases son purinas o pirimidi-
nas, suficientemente similares a las bases nitroge-
nadas del DNA, como para incorporarse dentro de
la nueva cadena durante la replicacién. La 5-bro-
modesoxiuridina (5-BrdU) es un andlogo de la ti-
midina. Esta contiene un dtomo de bromo en
lugar de un grupo metilo en la posicién 5. Por ello
puede incorporarse a la nueva cadena de DNA du-
rante la replicacion.'Sin embargo, la presencia del
atomo de bromo causa un apareamiento de bases
ambiguo y por lo general incorrecto.

E. Dimeros de timina inducidos por luz UV

La irradiacion ultravioleta de 260 nm de longitud
de onda induce enlaces covalentes entre residuos de
timinas adyacentes en las posiciones de los carbo-
nos 5 y 6. Si se localiza dentro de un gen, esto in-
terferird en la replicacién y la transcripcion a
menos que sea reparado. Otro tipo importante de
cambio inducido por UV es un fotoproducto cons-
tituido por un enlace covalente entre los carbonos
en posicion 4 y 6 de dos nucledtidos adyacentes,
el fotoproducto 4-6 (no ilustrado). (Figuras redi-
bujadas del Lewin, 2000.)
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Polimorfismo del DNA

El polimorfismo genético es la existencia de varian-
tes con respecto a un locus génico (alelo), una es-
tructura cromosémica (p. ej., el tamarfio de la
heterocromatina centromérica), un producto géni-
co (variantes en la actividad enzimatica o en la
afinidad de unién), o un fenotipo. El término poli-
morfismo del DNA se refiere a una amplia gama de
variaciones en la composicién de bases nitrogena-
das, la longitud de repeticiones de nucledtidos o las
variantes en un solo nucleétido. Los polimorfismos
del DNA son importantes como marcadores genéti-
cos para identificar y distinguir alelos en un locus
génico, y para determinar su origen parental.

A. Polimorfismo en un solo nucledtido (PSN)

Estas variantes alélicas difieren en un solo nucled-
tido en una posicion especifica. Por lo menos una
en mil bases de DNA difieren entre individuos (1).
La deteccion de PSN (en inglés: single nucleotide
polymorphisms, SNP) no requiere la realizacion de
una electroforesis en gel. Esto facilita la deteccion
en gran escala. Un PSN puede visualizarse en un
Southern blot como un polimorfismo de longitu-
des en fragmentos de restriccion (PLFR, en inglés:
RELP, restriction fragment length polymorphism)
si la diferencia en los dos alelos corresponde a una
diferencia en el sitio de reconocimiento de una en-
zima de restriccion (véase Southern blot, pag. 62).

B. Polimorfismo en la longitud
de secuencias simples (PLSS)

Estas variantes alélicas difieren en el nimero de repe-
ticiones en tindem de secuencias de nucledtidos cor-
tas en el DNA no codificante. Las repeticiones en
tindem cortas (RTC, en inglés: short tandem repeats,
STR) son unidades de 1,2, 3 0 4 pares de bases repe-
tidas desde 3 hasta alrededor de 10 veces. Son repeti-
ciones en tandem cortas tipicas las repeticiones CA
en lacadena 5’ a 3, es decir, pares de bases alternan-
tes CG y AT en la doble cadena. Cada alelo estd defini-
do por el niimero de repeticiones CA, por ejemplo,
3y 5, como se muestra en (1), Estas repeticiones tam-
bién se denominan microsatélites. Las diferencias de
tamafio por el nimero de repeticiones se determinan
por PCR. Las repeticiones en tindem de nimero va-
riable (RTNV, en inglés: variable number of tandem
repeats, VNTR), también llamadas minisatélites, son
unidades repetidas de 20-200 pares de bases (2).

C. Deteccion del PSN por analisis
de hibridacién de oligonucleotidos

Los oligonucledtidos, polimeros cortos de alrededor
de 20 nucledtidos con una secuencia complemen-
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taria al DNA de cadena simple a ser examinado, hi-
bridardn por completo sélo si se corresponden per-
fectamente. Si hubiera una diferencia de hasta una
tinica base, como en un PSN, el mal apareamiento
resultante podrd detectarse porque el hibrido de
DNA serd inestable y no dard sefial alguna.

D. Deteccion de RTC por PCR

Las repeticiones en tindem cortas (RTC) pueden
detectarse por reaccion en cadena de la polimera-
sa (PCR). Las regiones alélicas de un tramo de
DNA se amplifican; los fragmentos de DNA resul-
tantes de diferentes longitudes se someten a una
electroforesis y, de este modo, se determinan sus
tamarfios.

E. Familias CEPH

Un paso importante en la identificacion de un gen
es el andlisis de familias grandes por andlisis de li-
gamiento de loci marcadores polimérficos en una
regién cromosdmica especifica cercana a un locus
de interés. Las familias grandes tienen un valor
especial. El DNA de esas familias fue recolectado
por el Centre pour I'Ftude du Polymorphisme Hu-
main (CEPH) en Paris, ahora denominado Centre
Jean Dausset, en honor a su fundador. Se guardan
lineas celulares inmortalizadas de estas familias.
Una familia CEPH presenta cuatro abuelos, los dos
padres y ocho hijos. Si estdn presentes cuatro ale-
los en un locus determinado ellos se designan co-
mo A, B, C y D. Comenzando con los abuelos,
puede trazarse la herencia de cada alelo a través
de los padres hacia los nietos (ilustrado aqui co-
mo un patrén esquemadtico en un Southern blot).
De los cuatro abuelos mostrados, tres son hetero-
cigotos (AB, CD, BC) y uno es homocigoto (CC).
Debido a que los padres son heterocigotos para
alelos diferentes (AD el padre y BC la madre}), los
ocho hijos son heterocigotos (BD, AB, AC o CD).
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Recombinacion 75

I

otras dos cadenas se unan y los espacios se sellen
(6), se generard una molécula recombinante reci-

Recombinacién (1) Parde duiplex de DNA (1) Parde diplex de DNA, doble ruptura
en una molécula

La recombinacién otorga flexibilidad al genoma.
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combinacion provee los medios para alcanzar una ;como se asegura que las mellas en las cadenas Otro progenitol

amplia reestructuracion, eliminar mutaciones des-
favorables, mantener y esparcir mutaciones favora-
bles y dota a cada individuo de un solo juego de
informacion genética. Esto aumenta en gran medi-
da el potencial evolutivo del genoma.

La recombinacién debe producirse entre secuen-
cias estrictamente correspondientes (recombina-
cién homdéloga) para asegurar que no se pierda ni
se gane un par de bases. Los tramos de DNA com-
binados de novo (recombinados) deben retener
su estructura original para funcionar en forma
apropiada. Pueden distinguirse dos tipos de re-
combinacién: 1) recombinacién generalizada u
homéloga, que en los eucariontes se produce du-
rante la meiosis (véase pag. 116) y 2) recombina-
cion especifica del sitio. Un tercer proceso, la
transposicion, utiliza la recombinacién para in-
sertar una secuencia de DNA dentro de otra sin
considerar la homologia de las secuencias. Aqui
consideramos la recombinacién homéloga, una
reaccion bioquimica compleja entre dos diplex
de DNA. Las enzimas necesarias, capaces de invo-
lucrar cualquier par de secuencias homélogas, no
se consideran. Pueden distinguirse dos modelos
generales, la recombinacién iniciada desde una
ruptura de una cadena simple de DNA y la inicia-
da desde una ruptura de una cadena doble.

A. Recombinacion iniciada por rupturas
de cadenas simples

Este modelo asume que el proceso comienza con la
ruptura en una posicion correspondiente de una de
las cadenas de DNA homdlogo (las mismas secuen-
cias de diferentes origenes parentales) (1). Una en-
zima que corta cadenas simples (endonucleasa)
produce una mella en cada molécula en el sitio co-
rrespondiente (2), véase mas abajo. Esto le permite
a los extremos libres de una cadena cortada unirse
con los de la otra cadena cortada, de la otra molé-
cula, para formar intercambios de cadenas simples
entre las dos moléculas diiplex en el sitio de re-
combinacion (3). El sitio de recombinacidn se mue-
ve a lo largo del diplex (migracion de la rama) (4).
Esto es un aspecto importante porque asegura que
haya distancia suficiente para la segunda mella en
cada una de las otras cadenas (5). Luego de que las

simples que se muestran en el segundo paso se
produzcan precisamente en la misma posicion en
las dos hélices dobles de las moléculas de DNA?

B. Recombinacion iniciada por rupturas
de cadenas dobles

El siguiente modelo para la recombinacion se ba-
sa en las rupturas iniciales de cadenas dobles en
una de las dos moléculas homdlogas de DNA (1).
Ambas cadenas son cortadas por una endonuclea-
sa y se forma una brecha por una exonucleasa que
quita los extremos nuevos 5' de las cadenas y
deja los extremos 3' de cadena simple (2). Un
extremo 3' libre se recombina con una cadena ho-
mdloga de la otra molécula (3). Esto genera un
bucle D constituido por una cadena cambiada de
sitio del diplex “donante”. El bucle D se extiende
mediante sintesis de reparacion hasta que la bre-
cha entera de la molécula receptora se cierre (4).
Esta cadena desplazada hibrida con las secuencias
de la cadena simple homologa complementaria
de la cadena receptora y cierra la brecha (5). La
sintesis de reparacion del DNA del otro extremo
3', cierra la brecha remanente. La integridad de
ambas moléculas se restaura mediante dos vuel-
tas de reparacion por sintesis de las cadenas sim-
ples. Al contrario de lo que sucede con el modelo
de intercambio de cadenas simples, la ruptura de
la cadena doble resulta en un heterodiiplex de
DNA en la region completa que sufrid la recombi-
nacion. Una desventaja aparente es la pérdida
temporaria de informacion en las brechas luego
de la ruptura inicial. Sin embargo, la habilidad de
reponer esta informacién por resintesis del otro
diplex evita la pérdida permanente. (Figuras re-
dibujadas de Lewin, 2000.)
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Transposicion

Aparte de la recombinacién homéloga, la esta-
bilidad global del genoma es interrumpida por
secuencias moviles denominadas elementos
“transposicionables” o transposones. Hay diferen-
tes clases de secuencias de DNA distintas que son
capaces de transportarse a si solas hacia otras re-
giones dentro del genoma. Este proceso utiliza
recombinacién pero no genera un intercambio. En
realidad, un transposon se mueve directamente
desde un sitio del genoma hacia otro sin un inter-
mediario como el DNA plasmidico o el de un fago
(véase la seccion de procariontes). Esto provoca
reordenamientos que crean secuencias nuevas y
cambian las funciones de las secuencias blanco.
Los transposones podrian ser una fuente impor-
tante de los cambios evolutivos en el genoma. En
algunos casos causan una enfermedad cuando se
insertan dentro de un gen funcional. En parrafos
posteriores se presentan tres ejemplos: secuencias
de insercién (SI), transposones (Tn) y “retroele-
mentos” que se transposicionan via un interme-
diario de RNA.

A. Secuencias de insercion (SI)
y transposones (Tn)

Un rasgo caracteristico de la transposicién de S| es
la presencia de un par de repeticiones cortas direc-
tas (no invertidas) del DNA blanco, a cada lado. Las
mismas Sl llevan repeticiones invertidas de alrede-
dor de 9-13 pb en ambos extremos, y en funcién de
cada clase en particular estin constituidas por
750-1.500 pb, que contienen una sola regién codi-
ficante larga para la transposasa (la enzima res-
ponsable de la transposicion de secuencias
méviles). La seleccion del blanco puede ser al azar
o en sitios especificos. La presencia de repeticiones
terminales invertidas y las repeticiones cortas di-
rectas del DNA huésped dan lugar a una estructura
caracteristica (1). Ademds, los transposomas llevan
una region central con marcadores genéticos no re-
lacionados con la transposicion, por ejemplo, resis-
tencia a un antibitico (2). Ellos estin flanqueados
por repeticiones directas (en la misma direccion) o
invertidas (direccién opuesta, 3).

B. Transposicion replicativa y no replicativa

Con la transposicion replicativa (1) el transposon
original permanece en su lugar y crea una copia
nueva de si, que se inserta dentro de un sitio re-
ceptivo en cualquier lugar. Por eso, este mecanis-
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mo conduce a un aumento en el ndmero de co-
pias del transposén en el genoma. Este tipo invo-
lucra dos actividades enzimdticas: una
transposasa que actia en los extremos del trans-
pos6n original y una “resolvasa” que actda en las
copias duplicadas.

En la transposicion no replicativa (2) el propio
elemento transposicionable se mueve como una
entidad fisica directamente a otro sitio. El sitio
donante puede repararse (en eucariontes) o des-
truirse (en bacterias) si estd presente mds de una
copia del cromosoma.

C. Transposicion de retroelementos

La retrotransposicion requiere la sintesis de una
copia de RNA del retroelemento insertado. Los re-
trovirus, incluido el virus de la inmunodeficiencia
humana, y los virus oncogénicos a RNA son retroe-
lementos importantes (véanse pags. 100y 314). El
primer paso en la retrotransposicion es la sintesis
de una copia de RNA del retroelemento insertado,
seguido de la transcripcion inversa hasta la se-
cuencia de poliadenilacién en la repeticion termi-
nal larga 3' (3’ long terminal repeat o 3' LTR). Se
muestran tres clases importantes de transposones
de mamiferos que sufren o sufrieron retrotranspo-
sicidn a través de un intermediario de RNA. Los re-
trovirus enddgenos (1) son secuencias que se
parecen a los retrovirus pero que no pueden infec-
tar células nuevas y estan restringidos a un geno-
ma. Los retrotransposones no virales (2) carecen
de LTR y, por lo general, de otras partes de los re-
trovirus. Ambos tipos contienen la enzima trans-
criptasa inversa y en consecuencia son capaces
de transponerse de manera independiente, Los
seudogenes procesados (3) o “retroseudogenes”
carecen de la transcriptasa inversa y no pueden
transponerse con independencia. Hay dos grupos:
bajo niimero de copias de seudogenes procesados
transcriptos por la RNA polimerasa Il y alto nime-
ro de copias de secuencias SINE de mamiferos, co-
mo las secuencias Alu humanas y las familias de
repeticiones B1 de raton.
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Expansion de repeticiones
de trinucledtidos

El genoma humano contiene repeticiones de trinu-
cledtidos en tandem. En condiciones normales éstas
se producen en grupos de 5-35 repeticiones. Cuando
su nimero excede cierto umbral y aparecen en un
gen o cerca de él, causan enfermedades. Una vez que
se expandio el largo normal variable, el nimero cre-
ciente de repeticiones tiende a incrementarse aun
méds cuando pasa por la linea germinal o durante la
mitosis. Entonces, las expansiones de trinucledtidos
forman una clase de mutaciones inestables, hasta el
presente solo observadas en seres humanos.

A. Diferentes tipos de repeticiones
de trinucledtidos y su expansion

Las repeticiones de trinucledtidos pueden distin-
guirse de acuerdo con su localizacion con respecto a
un gen. Las expansiones son mas grandes por fuera
de los genes y mds moderadas dentro de las re-
giones codificantes. En algunas enfermedades
neurologicas severas, las repeticiones de CAG anor-
malmente expandidas son parte del gen. Las re-
peticiones de CAG codifican para una serie de
glutaminas (tramos de poliglutaminas). Dentro
de un niimero normal de repeticiones, que varian de
acuerdo al gen involucrado, con el gen funciona con
normalidad (1). Sin embargo, un niimero de repeti-
ciones expandido conduce a un producto génico
anormal con funcién alterada. Las repeticiones de
trinucledtidos también se presentan en regiones no
codificantes de un gen (2). Son tipos bastante comu-
nes las repeticiones de CGG y GCC. El incremento en
el niimero de estas repeticiones puede ser drastico,
hasta 1.000 o mds repeticiones. Los primeros esta-
dios de la expansion es general no conducen a sig-
nos clinicos de una enfermedad, pero predisponen a
una expansion incrementada de la repeticién en la
descendencia del portador (premutacion).

B. Repeticiones de trinucledtidos inestables
en diferentes enfermedades

Pueden distinguirse trastornos por expansién de
repeticiones de trinucledtidos de acuerdo con el ti-
po de repeticion de trinucledtidos, es decir, la se-
cuencia de los tres nucledtidos, su localizacion con
respecto al gen involucrado y sus rasgos clinicos.
Todos involucran el sistema nervioso central o el
periférico. Las enfermedades de trinucledtidos de
tipo | se caracterizan por la expansién del trinu-
cledtido CAG dentro de la regién codificante de di-
ferentes genes. El triplete CAG codifica para la
glutamina. En condiciones normales en estos genes
aparecen cerca de 20 repeticiones de CAG, de mo-

do que hay 20 glutaminas en el producto génico. En
el estado de enfermedad el niimero de glutaminas
en la proteina se incrementa en gran medida. En-
tonces, estas enfermedades reciben el nombre ge-
nérico de trastornos por poliglutaminas.

Las enfermedades de trinucledtidos de tipo Il se
caracterizan por la expansion de los trinucleéti-
dos CTG, GAA, GCC o CGG dentro de una regién no
codificante del gen involucrado, ya sea en el ex-
tremo 5' (CGG en el sindrome del X fragil tipo A,
FRAXA), en el extremo 3' (CGG en FRAXE; CTG en
la distrofia miotdnica), o en un intrén (GAA en la
ataxia de Friedreich). En la pagina 394 se observa
una revision breve de estas alteraciones.

C. Principio del diagnéstico de laboratorio
de repeticiones de trinucle6tidos inestables

El diagndstico de laboratorio compara el tamafio
de las repeticiones de trinucledtidos en los dos ale-
los del gen examinado. Pueden distinguirse expan-
siones muy largas de repeticiones por fuera de las
secuencias codificantes (50 a mds de 1.000 repeti-
ciones) y expansiones moderadas dentro de se-
cuencias codificantes (20 a 100-200). La figura
muestra 11 lineas, cada una representa a una per-
sona: controles normales en las lineas 1-3; pacien-
tes confirmados en las lineas 4-6; y una familia con
un padre afectado (linea 7), un hijo afectado (linea
10), la madre no afectada (linea 11) y dos hijos no
afectados: un hijo (linea 8) y una hija (linea 9). A la
izquierda se muestran marcadores de tamafio. Ca-
da linea representa un gel de poliacrilamida y una
repeticion (CAG), del locus de Huntington, amplifi-
cado por reaccion en cadena de la polimerasa,
mostrado como una banda de tamaiio definido. Ca-
da persona muestra los dos alelos. En los indivi-
duos afectados la banda que representa un alelo
aparece por encima del umbral en la region expan-
dida (en la practica las bandas muestran como un
“chorreado” porque el tamaiio exacto de la repeti-
cion varia en el DNA de diferentes células).
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Reparacion del DNA

La vida no seria posible sin la habilidad de reparar
el DNA daiiado. Debido a que los errores de repli-
cacidn, incluidos los apareamientos incorrectos, y
los factores exdgenos dafiinos son problemas de
todos los dias para un organismo vivo, un amplio
repertorio de genes de reparacion evoluciond en
procariontes y en eucariontes, Pueden distinguir-
se los siguientes tipos de reparacion del DNA por
su mecanismo bdsico: 1) reparacién por escision
para quitar un sitio de DNA dafiado, como una ca-
dena con un dimero de timinas, 2) reparacion del
apareamiento incorrecto para corregir errores de
la replicacion por escision de un tramo de DNA de
cadena simple que contiene una base equivocada,
3) reparacion del DNA dafiado por UV durante la
replicacién y 4) reparacién acoplada a la trans-
cripcion en los genes activos.

A. Reparacion por escision

La cadena dafiada de DNA es torcida y puede ser
reconocida por un juego de tres proteinas, las en-
donucleasas UvrA, UvrB y UvrC en procariontes y
XPA, XPB y XPC en células humanas. Esta cadena
de DNA es cortada en ambos lados del dafio por
un complejo proteico exonucledsico y, entonces,
se quita un tramo de 12 o 13 nucleétidos en pro-
cariontes y 27 a 29 nucledtidos en eucariontes. La
reparacion del DNA por sintesis restaura el tramo
faltante y una DNA ligasa cierra la'brecha.

B. Reparacion del apareamiento incorrecto
(“mismatch repair”)

La reparacion del apareamiento incorrecto corrige
errores de la replicacion. Sin embargo, la nueva ca-
dena de DNA sintetizada que contiene la base erré-
nea debe distinguirse de la cadena parental y el
sitio del apareamiento incorrecto debe identificar-
se. Esto (iltimo se basa en la diferencia en la meti-
lacién en procariontes. La cadena hija se metila en
defecto en este estadio. E. coli posee tres sistemas
de reparacion del apareamiento incorrecto: parche
largo, parche corto y parche muy corto. El sistema
del parche largo puede reemplazar 1 kb de DNA
y mads. Requiere las tres proteinas, MutH, MutL y
Mut$, que poseen las homélogas humanas hMSH1,
hMLH1 y hMSH2. Las mutaciones en sus respecti-
vos genes conducen al cancer causado por defecto
en la reparacién del apareamiento incorrecto.

C. Reparacion del DNA daiado por UV

El dafio del DNA interfiere con la replicacion, en
especial en la cadena lider. Por delante del sitio

dafiado permanecen tramos largos sin replicar
{en la direccion 3’ de la nueva cadena) a menos
que el dafio se repare con rapidez. La cadena atra-
sada no se afecta demasiado porque los fragmen-
tos de Okazaki (de alrededor de 100 nucleotidos
de largo) del nuevo DNA sintetizado también se
forman por delante del sitio dafiado. Esto condu-
ce a una horquilla de replicacion asimétrica y re-
giones de cadena simple de la cadena lider.
Aparte de la reparacion por recombinacion, el si-
tio dafiado puede ser pasado por alto.

D. Reparacion de la cadena doble
por recombinacion homéloga

El daiio de la cadena doble es una consecuencia
comtn de la irradiacion y. Hay una via humana
importante para mediar la reparacion, que re-
quiere tres proteinas codificadas por los genes
ATM, BRCAT y BRCAZ. Sus nombres derivan de
enfermedades importantes que son consecuencia
de mutaciones en esos genes: ataxia telangiecta-
sia (véase pag. 334) y predisposicion hereditaria
al cincer de mama (BRCA1 y BRCA2, véase pag.
328). ATM, un miembro de la familia de protein-
cinasas, se activa en respuesta al dafio del DNA
(1). Su forma activa fosforila a BRCA1 en sitios es-
pecificos (2). El BRCA1 fosforilado induce recom-
binacion homdloga en cooperacion con BRCA2 y
mRADS, el homélogo mamifero de la proteina de
reparacion RecA de E. coli (3). Esto es necesario
para una reparacion eficiente de la ruptura doble
del DNA. El BRCA1 fosforilado también puede es-
tar involucrado en la transcripcion y la reparacion
del DNA acoplada a la transcripcion (4). (Figura
re-dibujada del Ventikaraman, 1999.)
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Xeroderma pigmentoso

El xeroderma pigmentoso (XP) es un grupo hete-
rogeneo de trastornos de la piel determinados por
via genética, que se deben a una extraiia sensibi-
lidad a la luz ultravioleta. Se manifiestan por se-
quedad y pigmentacion de las regiones de la piel
expuestas (xeroderma pigmentoso = “piel seca
pigmentada”). Las dreas expuestas de la piel tam-
bién muestran una tendencia a desarrollar tumo-
res, Las causas son diferentes defectos genéticos
de la reparacidn del DNA.

La reparacién involucra mecanismos similares a
los comprendidos en la transcripcion y la replica-
cién. Las enzimas necesarias se codifican por al
menos una docena de genes, que estan muy con-
servados en bacterias, levaduras y mamiferos.

A. Fenotipo clinico

Los cambios de la piel se limitan a las dreas ex-
puestas a la luz UV (1 y 2). Las dreas no expuestas
no muestran cambios. Por eso es importante pro-
teger a los pacientes de la luz UV. Un rasgo en es-
pecial importante es la tendencia a desarrollar
miiltiples tumores cutineos en las dreas expues-
tas (3). Estos pueden aparecer incluso en la nifiez
0 en la adolescencia temprana. Los tipos de tumo-
res son los mismos que aquéllos que aparecen en
individuos sanos luego de una exposicién prolon-
gada a la luz UV.

B. Fenotipo celular

La sensibilidad a la luz UV de las células puede
demostrarse in vitro. Cuando los fibroblastos
cultivados de la piel de los pacientes se exponen
a la luz UV, las células presentan una disminu-
cion en la tasa de supervivencia dependiente de
la dosis de la de las células normales (1). Pue-
den demostrarse distintos grados de sensibili-
dad a la UV. El segmento corto del DNA nuevo
formado durante la reparacion por escision,
puede demostrarse cultivando las células en
presencia de [3H|timidina y exponiéndolas a la
luz UV. La sintesis de DNA inducida para su repa-
racion puede hacerse visible en autorradiografias.
Como la [*H]timidina se incorpora durante la re-
paracion del DNA, estas bases son visibles como
puntos pequefios causados por el isdtopo en la
pelicula (2). Por el contrario, las células del xero-
derma (XP) muestran una sintesis de reparacién
disminuida en gran medida casi ausente. (Microfo-
tografia de Bootsma & Hoeijmakers, 1999.)
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C. Complementacion genética en hibridos
celulares

Si las células de la piel (fibroblastos) de personas
normales y de pacientes (XP) se fusionan (hibri-
dos celulares) en cultivo y se exponen a la luz UV,
el fenotipo celular XP se corregira (1). Se produce
reparacion normal del DNA. Ademas, hibridos ce-
lulares provenientes de dos formas distintas de
XP muestran sintesis de DNA normal (2) porque
las células con diferentes defectos de la repara-
cién se corrigen entre si (complementacion gené-
tica). Sin embargo, si las células mutantes poseen
el mismo defecto (3), no son capaces de corregir
una a la otra (4) porque pertenecen al mismo gru-
po de complementacidn. Hasta el presente se co-
nocen cerca de diez grupos de complementacién
en el xeroderma pigmentoso. En la clinica difieren
en términos de severidad y de compromiso del
sistema nervioso central. Cada grupo de comple-
mentacién se basa en una mutacion en un locus
génico diferente. Algunos de estos genes se clona-
ron y muestran homologia con genes de 1a repa-
racion de otros organismos, incluidas levaduras y
bacterias.
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Células procariontes y virus

Aislamiento de bacterias mutantes

Al comienzo de la década de 1950 se realizaron
avances importantes en la genética a traves del es-
tudio de las bacterias. Como organismos procarion-
tes, poseen ciertas ventajas sobre los eucariontes
porgue son haploides y poseen un tiempo de gene-
racion en extremo corto. Las bacterias mutantes
pueden identificarse con facilidad. El crecimiento
de algunas bacterias mutantes depende de la pre-
sencia de cierta sustancia en el medio (auxotrofis-
ma). Los cultivos de bacterias son apropiados para
la determinacion de acontecimientos mutacionales
debido a que casi un nimero ilimitado de células
puede ponerse a prueba en un tiempo breve. Es po-
sible detectar una mutante en 107 colonias, sin gran
dificultad. En el andlisis de organismos eucariontes
no es posible una eficiencia de esa magnitud.

A. Siembra en placa de una réplica para
reconocer a las mutantes

En 1952, Joshua y Esther Lederberg desarrollaron
la siembra en una placa de agar de una réplica de
cultivos bacterianos. Con este método, las colonias
sobre una placa de agar pueden recuperarse sobre
un sello recubierto con una tela suave y ubicarse
sobre otras placas de cultivo con medios de dife-
rentes composiciones. Algunas bacterias mutantes
difieren de las no mutantes en su habilidad de cre-
cer, Aqui, algunas colonias se muestran en la placa
de Petri del cultivo inicial. Cada una de estas colo-
nias se origind a partir de una sola célula. Por me-
dio de la siembra en placa de agar de una réplica,
las colonias se transfieren a dos cultivos nuevos.
Un cultivo (derecha) contiene antibiético en el
medio de cultivo; el otro (izquierda) no lo contie-
ne. Todas las colonias crecen en medio normal pe-
ro solo las que son resistentes al antibidtico
debido a una mutacién crecen en un medio que
contiene antibiético. De esta manera, las colonias
mutantes pueden identificarse con rapidez.
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B. Bacterias mutantes identificadas
mediante un medio auxotrofico

Aqui se ilustra cémo pueden distinguirse las dife-
rentes mutantes, por ejemplo, luego de la exposi-
cién a sustancias mutagénicas. Después de que
una colonia se traté con una sustancia mutageni-
ca, primero se cultiva en un medio nutriente nor-
mal. Las mutantes luego pueden identificarse
mediante la siembra en placa de una réplica. El
cultivo con el medio normal sirve como control.
En un cultivo con medio minimo, en el que estan
ausentes un nimero de sustancias, dos colonias
no crecen (mutantes auxotroficas). Al inicio, no se
sabe para cudl de las sustancias son auxotréficas
las colonias. Si se agrega un aminodcido diferente
a cada uno de los cultivos con un medio minimo,
por ejemplo, treonina (Thr) a uno y arginina (Arg)
al otro, puede observarse que una de las colonias
mutantes crece en el medio minimo que contiene
treonina, pero la otra no. La colonia madre es de-
pendiente de la presencia de treonina (Thr), es
decir que es una auxotréfica para treonina. El otro
cultivo con medio minimo tiene agregada a la ar-
ginina. Sélo aqui puede crecer la otra de las dos
colonias mutantes, una auxotrofica para arginina
(Arg’). Luego de que se identificaron las colonias
mutantes que requieren condiciones especiales
para crecer pueden caracterizarse con mayor pro-
fundidad. Este proceso es relativamente simple y
hace posible la identificacién rapida de las mu-
tantes. Muchas bacterias mutantes se identifica-
ron por auxotrofismo. Las células salvajes que no
poseen necesidades especiales adicionales para
crecer se denominan prototrofos (figuras adapta-
das del Stent & Calendar, 1978).
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Recombinacion en bacterias

En 1946, |. Lederberg y E. L. Tatum demostraron
por primera vez que la informacion genética pue-
de intercambiarse entre diferentes cepas mutan-
tes bacterianas. Esto corresponde a un tipo de
sexualidad y conduce a la recombinacién genética.

A. Recombinacion genética en bacterias

En su experimento cldsico, Lederberg y Tatum
utilizaron dos cepas bacterianas con diferente
auxotrofismo. Una (A) era auxotrofica para la me-
tionina (Met-) y la biotina (Bio-). Esta cepa reque-
ria que se agregue metionina y biotina al medio,
pero no treonina y leucina (Thr+, Leut). La cepa
bacteriana B poseia caracteristicas opuestas, au-
xotrofismo para la treonina y la leucina (Thr-,
Leu-), pero prototrofismo para metionina y bioti-
na (Met+, Bio+). Cuando los cultivos se mezclaban
entre si sin el agregado de ninguno de estos cua-
tro aminodcidos y luego se sembraban en una
placa de agar con medio minimo, aparecian unas
pocas colonias simples (Met+, Bio*, Thr+, Leu*) en
forma inesperada. Aunque esto rara vez ocurria
(alrededor de 1 de cada 107 células sembradas),
aparecian unas pocas colonias con propiedades
genéticas alteradas debido usualmente al gran
nimero de bacterias sembradas en placa. La in-
terpretacién: recombinacién genética entre la
capa A y la cepa B. Las propiedades genéticas de
las células parentales se complementaron unas a
otras (complementacion genética). (Figura adap-
tada del Stent & Calendar, 1978.)

B. Conjugacion en bacterias

Con ulterioridad, se demostré el intercambio ge-
nético entre bacterias (conjugacién) mediante la
microscopia optica. La conjugacion se produce
con bacterias que poseen un gen que permite la
recombinacion frecuente. La transferencia del
DNA se produce en una sola direccién. El mate-
rial cromosémico “masculino” se introduce den-
tro de la célula “femenina”. Las tan nombradas
células masculinas y femeninas de E. coli difie-
ren en la presencia de un factor de fertilidad (F).
Cuando las células F+ y F- se mezclan juntas, pue-
den formarse pares de conjugacion con el ancla-
je del pilus sexual masculino (F+) a la superficie
de una célula F-. (Fotografia de Science 257:1037,
1992.)

C. Integracion del factorF a
un cromosoma Hfr-

El factor F puede integrarse al cromosoma bacte-
riano mediante una recombinacion cruzada
(crossing over) especifica. Luego de que el factor
se integra, el cromosoma bacteriano original con
las secciones a, b y c contiene genes adicionales,
los genes del factor F (e, d). Un cromosoma como
éste se llama Hfr ( Hfr, del inglés high frequency of
recombination; en espanol, alta frecuencia de
recombinacion) debido a su tasa elevada de re-
combinacién con genes de otras células como
resultado de la conjugacion.

D. Transferencia de DNAF
de unacélulaF*aunaF

Las bacterias pueden poseer el factor F (fertilidad)
como un cromosoma adicional pequeiio, es decir,
una molécula de DNA con forma de anillo peque-
fio (plismido F) de alrededor de 94.000 pares de
bases (no mostrado en escala). Esto corresponde a
cerca de 1/40 del total de la informacién genéti-
ca de un cromosoma bacteriano. Este aparece de a
uno por célula y puede transferirse a otras células
bacterianas. Cerca de un tercio del DNA F+ presen-
ta en genes relacionados con la transferencia, in-
cluidos aquellos para la formacion de los pili
sexuales. La transferencia del factor F comienza
después de que se abre una cadena de la hélice
doble del DNA. Una cadena se transfiere a la célu-
la aceptora. Alli, ésta se replica de modo que se
vuelve una cadena doble. La cadena de DNA que
queda en la célula donante de alguna manera se
restaura a una cadena doble, por replicacion. En-
tonces, se produce sintesis de DNA tanto en la cé-
lula donante como en la aceptora. Cuando todo
concluye, la célula aceptora es también una célu-
la F+. (Figuras en C y D adaptadas de Watson y col.,
1987.)
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Bacteriofagos

El descubrimiento de los virus bacterianos (bacte-
ridfagos o fagos) en 1941 abri6 una nueva era en
el estudio de la genética de los organismos proca-
riontes, A pesar de que desilusionaron con res-
pecto a la esperanza original de que podrian
usarse para combatir las infecciones bacterianas,
los fagos sirvieron durante la década de 1950 co-
mo vehiculos para el andlisis genético de las bac-
terias. A diferencia de los virus que infectan
células vegetales o animales, los fagos pueden
analizarse en forma relativamente facil en sus cé-
lulas huésped. Max Delbriick, Salvador Luria y Al-
fred D. Hershey son nombres asociados con el
analisis de fagos (el “grupo de los fagos”, véase:
Cairns y col., 1966).

A. Anclaje de un bacteriofago

Los fagos estan constituidos por DNA, una cubier-
ta (capside proteica) para la proteccion y un me-
dio de anclaje (filamentos terminales). Al igual
que otros virus, los fagos no son otra cosa mas que
DNA empaquetado. Uno o mds bacteridfagos se
anclan a un receptor sobre la superficie de la
membrana externa de una bacteria. La figura
muestra cémo un fago anclado inserta su DNA den-
tro de una bacteria. Se conocen numerosos fagos
diferentes, por ejemplo, para Escherichia coli y
Salmonella (fagos T1, T2, P1, F1, lambda, T4, T7,
phiX174 y otros). 2

B. Cidlo litico y lisogénico de un bacteriofago

Los fagos no se reproducen por divisién celular
como las bacterias, sino mediante la formacién
intracelular y ensamble de los distintos compo-
nentes. Esto comienza con el anclaje de una par-
ticula de fago a un receptor especifico en la
superficie de una bacteria sensible. Los diferen-
tes fagos utilizan receptores distintos y, en conse-
cuencia, dan lugar a especificidad de interaccién
(restriccion). El DNA del fago invasor contiene la
informacion para la produccién de la cipside
proteica para fagos nuevos y factores para la re-
plicacién del DNA y la transcripcion. La traduc-
cion es provista por las enzimas celulares. El DNA
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del fago y sus proteinas sintetizadas en la célula
se ensamblan dentro de nuevas particulas de fa-
gos. Por dltimo, la célula se desintegra (lisis) y
cientos de particulas de fagos se liberan. Con el an-
claje de un fago nuevo a una célula nueva, el ciclo
se repite (ciclo litico).

La reproduccién del fago no siempre se produce
después de la invasion de la célula. En ocasiones
el DNA del fago se integra dentro del cromosoma
bacteriano y se replica con éste (ciclo lisogénico).
El DNA del fago que se integrd dentro del cromo-
soma bacteriano se designa como profago. Las
bacterias que contienen profagos se denominan
bacterias lisogénicas; los fagos correspondientes
se llaman fagos lisogénicos. Es raro que se pro-
duzca el cambio de un ciclo lisogénico a uno litico.
Este proceso requiere la induccién por influencias
externas y mecanismos genéticos complejos.

C. Insercion del fago lambda dentro
del cromosoma bacteriano mediante
recombinacién cruzada

Un fago puede insertarse dentro de un cromoso-
ma bacteriano por diferentes mecanismos. Con el
fago lambda (1), la insercion es consecuencia de la
recombinacién cruzada (crossing over) entre el
cromosoma de E. coliy el lambda. Primero, el cro-
mosoma lambda forma un anillo. Luego se une a
una seccion homdloga del cromosoma bacteriano.
Ambos cromosomas, el bacteriano y el lambda, se
abren mediante una ruptura y se unen uno al otro.
Como las homologias entre los dos cromosomas
se limitan a regiones muy pequeiias, el DNA del
fago rara vez se integra. El fago se libera (y se in-
duce el ciclo litico) mediante el proceso inverso.
(Figuras adaptadas de Watson y col., 1987.)
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Transferencia de DNA entre células

La transferencia de DNA no sélo se produce me-
diante la fusion de gametos en la reproduccion
sexual sino también entre otras células de orga-
nismos procariontes y eucariontes (conjugacion
de bacterias, transduccién entre bacteridfagos y
bacterias, transformacién por plasmidos en bac-
terias, transfeccion en cultivos de células euca-
riontes), Las células alteradas por via genética por
la captacién de DNA se dice que estdn transforma-
das. El término transformacién se utiliza en dife-
rentes contextos y se refiere al resultado, no al
mecanismo.

A. Transduccion por virus

En 1952, N. Zinder y ]. Lederberg describieron
un tipo nuevo de recombinacién entre dos ce-
pas de bacterias. Las bacterias antes incapaces
de producir lactosa (lac) adquirieron la habili-
dad de generarla luego de infectarse por fagos
que se habian replicado en bacterias que conte-
nian un gen para producir lactosa (lact). Un
segmento pequefio de DNA de un cromosoma
bacteriano habia sido transferido por un fago a
otra bacteria (transduccién). La transduccion
general (insercién de DNA de un fago dentro
del genoma bacteriano en cualquier lugar ines-
pecifico) se distingue de la transduccién espe-
cial (inserciéon en un lugar particular). Los
genes que se suelen transducir juntos (cotrans-
duccidn) se utilizaron para determinar la posi-
ciébn de genes vecinos en el cromosoma
bacteriano (construccion de mapas de genes en
bacterias).

B. Transformacion por plasmidos

Los plasmidos son moléculas de DNA circular pe-
quefio, con replicacion auténoma, separadas del
cromosoma en las células bacterianas. Debido a
que por lo general contienen genes para resisten-
cia a antibidticos (p. ej., ampicilina), cuando se
incorporan en una célula sensible le confieren re-
sistencia al antibidtico (transformacién). Solo es-
tas bacterias pueden crecer en un medio de
cultivo que contiene ese antibiotico (medio se-
lectivo).

C. Multiplicacion de un fragmento de DNA
en una bacteria transformada

Los plismidos son muy apropiados como vectores
para la transferencia de DNA. Un medio selectivo
se utiliza para que puedan crecer sélo las bacte-
rias que incorporaron el plasmido recombinante
con el DNA a investigar.

D. Transfeccion por DNA

La transferencia de DNA entre células eucariontes
en cultivo (transfeccion) puede utilizarse para
examinar la transmisién de ciertos rasgos genéti-
cos (ensayos de transfeccion). A la izquierda se
muestra un experimento de transferencia de DNA
en un cultivo de fibroblastos de ratdn; a la dere-
cha, en un cultive de células de tumor de ser hu-
mano (Weinberg, 1985, 1987).

El cultivo de fibroblastos de raton (véase pag. 122) es
alterado por el carcindgeno quimico metilcolantreno
{izquierda). El DNA de estas células se precipita con
fosfato de calcio, se extrae y luego es captado por un
cultivo normal (transfeccién). Luego de alrededor de
dos semanas aparecen células que perdieron la inhi-
bicién por contacto (células transformadas). Cuando
éstas se inyectan a ratones que carecen de un siste-
ma inmune funcional (ratones desnudos), aparecen
tumores. EI DNA de cultivos de células tumorales hu-
manas (derecha) también puede transformar células
normales luego de varios ciclos de transferencia. El
segmento de DNA debe ser de tamafio limitado (p.
€j., un gen), ya que los segmentos de DNA largos no
permanecen intactos luego de ciclos repetidos de ex-
traccién y precipitacion. Estudios detallados de ge-
nes causantes de cdncer (oncogenes) en células
eucariontes primero se llevaron a cabo usando trans-
feccion. (Figuras A-C adaptadas de Watson y col.
1987, D de Weinberg 1987.)
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Virus

Los virus son patdgenos importantes para las plan-
tas y los animales, incluido el hombre, La particula
viral infectiva completa se llama virién, Su genoma
lleva una cantidad limitada de informacién genéti-
ca y solo puede replicarse en células huésped. A
partir del andlisis de la estructura y la expresién de
los genes virales se reconocieron y dilucidaron pro-
cesos bioldgicos fundamentales como la replicacion
del DNA, la regulacion de la transcripcion, 1a modi-
ficacion del mRNA (empalme del RNA -splicing-,
agregado de regiones cap al RNA -capping-, polia-
denilacion del RNA), la transcripcién inversa del
RNA al DNA, la integracidn del genoma viral dentro
del DNA eucarionte, la induccion tumoral por los vi-
rus y las proteinas de la superficie celular. La forma
extracelular de una particula viral incluye una cu-
bierta proteica (cipside) que encierra el genoma de
DNA o RNA. Las cApsides contienen numerosas uni-
dades de una o pocas moléculas de proteinas dife-
rentes codificadas por el genoma del virus. Por lo
general poseen una forma casi esférica, icosaédrica
(20 caras planas) o, en ocasiones, una estructura he-
licoidal. Algunas capsides virales estan rodeadas
por una envoltura de membrana lipidica.

A. Clasificacién de los virus

Los virus pueden clasificarse sobre la base de la es-
tructura de su cubierta viral, su tipo de genoma y su
especificidad por un 6rgano o tejido. El genoma de
un virus puede incluirse simplemente en una cu-
bierta proteica codificada por el virus (capside) o en
la cipside mas una membrana fosfolipidica adicio-
nal que es de origen celular. El genoma de un virus
puede presentar DNA de cadena simple (p. gj., par-
vovirus) o de cadena doble (p. ej., papovavirus, ade-
novirus, herpesvirus y poxvirus), RNA de cadena
simple (p. ej., picornavirus, togavirus, mixovirus,
rabdovirus) o de cadena doble (p. ej., reovirus). Los
virus con genomas de RNA de cadena simple se cla-
sifican en funcién de si su genoma es una cadena de
RNA positiva [(RNA (+)] o negativa [(RNA (-)]. Sélo
una cadena de un RNA (+) puede servir como mol-
de para la traduccion (orientacién 5'a 3').
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B. Replicacién y transcripcion de los virus

Debido a que los genomas virales difieren entre si,
también difieren los mecanismos de replicacion
de su material genético. Los virus deben empa-
quetar toda su informacién genética en un geno-
ma pequefio; por eso, una unidad transcripcional
{un gen) de un genoma viral suele utilizarse para
producir varios mRNA mediante empalme alter-
nativo, y cada mRNA codifica para una proteina
diferente. En algunos virus de RNA, al inicio se
forman grandes proteinas precursoras a partir del
mRNA y luego se separan en varias proteinas fun-
cionales pequeiias. Una cadena de RNA (+) puede
emplearse en forma directa para la sintesis pro-
teica. Una cadena de RNA (-) no puede usarse di-
rectamente; una transcriptasa debe formar una
cadena de RNA (+) a partir del RNA (-), antes de
que sea posible la traduccion. Los virus de RNA
contienen una transcriptasa para replicar sus ge-
nomas de RNA. Los virus de RNA en los que se for-
ma DNA como un paso intermedio (retrovirus)
contienen una transcriptasa inversa. Fsta puede
formar DNA a partir de RNA. El paso intermedio
de DNA en la replicacion de los retrovirus se inte-
gra en la célula huésped. Algunos virus de RNA
poseen genomas segmentados. Estos presentan
segmentos individuales de genoma de RNA, cada
uno de los cuales codifica para una o mds protei-
nas (p. ej., virus influenza). El intercambio de
segmentos individuales de genoma de RNA de se-
rotipos virales diferentes desempefia un papel
importante en la formacion de cepas virales nue-
vas (p. ej., cepas de influenza). (Figura de Watson
y col., 1987.)
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Ciclo de replicacién de los virus

A pesar de sus diferencias en cuanto a las estructu-
ras gendmicas, formas y tamaiios, los virus basica-
mente tienen un ciclo de replicacién relativamente
simple. Mientras que en una bacteria sélo ingresa el
genoma de un bacteriéfago, en una célula eucarion-
te entra el virus completo (genoma y capside).

A. Secuencia general del ciclo de
multiplicacion de un virus en una célula

El ciclo de replicacién de un virus presenta seis
pasos principales consecutivos: 1) entrada en una
célula y liberacion del genoma (desnudamiento),
2) transcripcion de los genes virales y 3) traduc-
cion de los mRNA de las proteinas virales, 4) repli-
cacion del genoma viral, 5) ensamblaje de las
particulas virales nuevas en la célula y liberacion
de los viriones completos desde la célula huésped
6).

B. Captacion de un virus por endocitosis

Ademas de la fusion de la membrana lipidica de los
virus contenidos en una membrana con la membra-
na celular de la célula huésped, el mecanismo mds
frecuente de entrada de un virion en una célula es
mediante una forma especial de endocitosis. El vi-
rus se fija a la membrana mediante estructuras de
superficie celular (receptores), que cumplen otras
funciones importantes para la célula, por ejemplo,
para la captacion de macromoléculas (véase pag.
352). De este modo, los virus se incorporan en el ci-
toplasma por un mecanismo especial, endocitosis
mediada por un receptor (hoyos recubiertos, vesi-
culas recubiertas). Dentro de la célula, las vesiculas
que contienen virus se fusionan con otras vesiculas
celulares (p. ej., lisosomas primarios). La cubierta
viral se degrada con amplitud en la vesicula endoci-
tica y el “core” viral (el genoma asociado a proteinas
codificadas por el virus) se libera dentro del cito-
plasma o el nticleo, segtin el tipo de virus. Luego si-
guen la replicacion y la expresion del genoma viral.
La posibilidad de que una célula sea infectada por
un virién depende de una interaccion especifica en-
tre el virus y un receptor celular. Algunos virus, co-
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mo los paramixovirus (p. ej., el de las paperas y el
virus Sendai), entran en la célula por fusién directa
de las membranas virales y celulares, mediada por
una glucoproteina de la cubierta viral (F o proteina
de fusion ).

C. Transcripcion y replicacion de un virus

Los primeros genes virales que se expresan luego
de que el virus entrd en la célula son los genes tem-
pranos del genoma viral. Los productos génicos de
estos genes virales tempranos regulan la transcrip-
cidn del resto de los genes virales y estan involu-
crados en la replicacion del genoma viral. La
sintesis de las proteinas de la cdpside comienza
mads tarde (genes tardios), al mismo tiempo que la
replicacidn del genoma, cuando se forman viriones
nuevos a partir del genoma y las capsides (ensam-
blaje). Los viriones (nucleocipsides = genoma mds
capside) luego se liberan de la célula por uno de va-
rios mecanismos, segtin el tipo viral.

D. Liberacion de un virus por brotacion

La liberacién de un virus cubierto por una mem-
brana lipidica se produce por brotacién. Primero,
las moléculas de una glucoproteina codificada por
el virus se incorporan en la membrana celular, a la
que se une la cipside viral o el core viral (con el
genoma viral). La unién del genoma lleva a un au-
mento en la brotacién de esa region de la mem-
brana celular. Finalmente el virion entero es
rodeado por una cubierta de membrana lipidica
de origen celular que contiene proteinas virales y
luego se libera. Los virus pueden ser expelidos por
la célula en forma continua y en grandes cantida-
des sin que se produzca la muerte de la célula
productora de los virus. (Figuras de ]. D. Watson y
col., 1987.)
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Virus de RNA: genoma,
replicacién, traduccién

Los genomas de los virus de RNA estan constitui-
dos por una cadena doble o simple de RNA. Los vi-
rus de RNA de cadena simple pueden ser de cadena
(+), que pueden traducirse de manera directa, o de
cadena (-). Este tltimo primero debe ser transcrip-
to a RNA de cadena (+) (RNA de sentido, sense
RNA). Debido a que las células eucariontes no po-
seen enzimas para copiar RNA, los virus de RNA
contienen las enzimas necesarias para transcribir
al RNA en DNA (transcriptasa). En la mayoria de es-
tos virus de RNA, las moléculas de las transcripta-
sas estan incluidas en la particula viral.

A. Genoma del poliovirus y sus productos
de traduccion

El genoma del poliovirus, un miembro de la fami-
lia de los enterovirus, es uno de los genomas mas
pequefios. Este presenta alrededor de 7.400 pares
de bases de RNA de cadena (+), de una secuencia
de bases nitrogenadas conocida. Codifica para
una proteina precursora grande a partir de la que
se forman proteinas funcionales mas pequeiias
mediante una escisién proteolitica (VP0, 1, 2,3 y
4); hay alrededor de 60 copias de cada una por vi-
rién. VP1 es responsable de la fijacion al receptor
celular que se encuentra sélo en las células epite-
liales, fibroblastos y células nerviosas de prima-
tes. Por ello, el poliovirus puede infectar sélo un
rango muy limitado de células huésped. Se trata
de uno de los virus animales que se replica mas
rapido: al cabo de 6-8 horas una célula infectada
puede liberar unos 10.000 viriones nuevos,

B. Togavirus: replicacion y traduccion

Los togavirus (p. ej., los virus de la fiebre amarilla,
la rubéola y la encefalitis) tienen como genoma
una cadena de RNA (+) de cerca de 12.000 pares
de bases. Este se encuentra envuelto por una cip-
side y una membrana lipidica. Sélo la proteina re-
plicasa puede traducirse del RNA gendmico, ya
que los codones de iniciacion (AUG) para el co-
mienzo de la traduccién yacen 3' y no se recono-
cen antes de la replicacion. Por eso, las proteinas
de la cipside se sintetizan en etapa tardia tras la
infeccion, es decir, después de la replicacion. Esto
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genera una regulacién diferenciada de la expre-
sidn génica viral.

C. Virus influenza

El genoma del virus influenza presenta ocho seg-
mentos de RNA de cadena (-). Cada uno codifica pa-
ra por lo menos una, y algunos para mds de una
proteina. La membrana lipidica contiene dos gluco-
proteinas codificadas por el virus: la hemaglutinina
(HA), que reconoce y se une a los receptores de la
superficie celular, y la neuraminidasa (NA), una en-
zima degradadora del receptor. Ademds, los virio-
nes contienen una proteina de la matriz (M) y una
de la nucleocapside (N). Si una célula fue infectada
por dos cepas distintas de virus influenza, puede
surgir un tipo nuevo de virus influenza por inter-
cambio de los segmentos virales. El sistema inmune
puede no reconocer el virus o hacerlo con lentitud,

D. Rabdovirus (virus de la estomatitis
vesicular, VEV)

El genoma de RNA de cadena (-) de los rabdovi-
rus estd empaquetado en una membrana exter-
na de forma caracteristica (forma de bala); el
genoma codifica para cinco proteinas, la protei-
na de la nucleocipside (N) dentro del virion, la
proteina de la matriz (M) entre la cdpside y la
membrana externa, una glucoproteina viral de
transmembrana (G) responsable de la interac-
cion con los receptores celulares, y dos enzimas
para la replicacién y la sintesis del mRNA: las
proteinas L (large, grande) y NS (nonstructural,
no estructural). Uno de los tipos de rabdovirus
mads conocidos es el de la rabia.

E. Transcripcion y traduccion de un virus
de RNA de cadena (-)

Los virus de RNA con genomas de cadena (-) (p.
ej., los rabdovirus y los mixovirus) primero deben
formar una cadena de RNA (+) por medio de una
replicasa codificada por el virus, contenida en la
particula viral. Esta cadena sirve como molde pa-
ra la formacion de un genoma nuevo (replicacion)
y para sintetizar mRNA (transcripcion) que sirven
para la sintesis de proteinas codificadas por el vi-
rus (traduccion). Los genomas virales nuevos lue-
g0 son empaquetados para formar viriones.
(Figuras adaptadas de Watson y col.,1987.)
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Virus de DNA

Para su replicacion los virus de DNA dependen de
la sintesis de DNA de la célula huésped. Debido a
que las proteinas necesarias para la sintesis de DNA
solo estan presentes durante la fase S del ciclo ce-
lular, la mayoria de los virus de DNA inducen la sin-
tesis de DNA en la célula huésped. Unos pocos
contienen genes que codifican para sus propias
DNA polimerasas y otras proteinas para la sintesis
de DNA. Sus genes se expresan en un patrén crono-
légico bien definido. Entre los virus de DNA impor-
tantes estdn los herpesvirus y los poxvirus.

A. Virus 5V40

El virus SV40 (simian virus 40) posee un genoma
de DNA circular de cadena doble (5.243 pares de
bases) y pertenece a los papovavirus, La cubierta
proteica de los viriones estd constituida por tres
proteinas codificadas por el virus (VP1, VP2, VP3).
Pueden distinguirse una regién del genoma viral
temprana y otra tardia de acuerdo con el momen-
to de su expresion. Entre ellas se encuentra una
region reguladora. Dos mRNA de la regién tem-
prana empalmados alternativamente codifican
para el antigeno tumoral grande (T, ~90 kilodal-
tons o kDa) y el antigeno tumoral pequefio (t,
~20 kDa). Ellos regulan la transcripcion subsi-
guiente, la iniciacién de la replicacion y la expre-
sién de genes celulares especificos. La region
tardia, que codifica para las proteinas de la capsi-
de, se transcribe con el comienzo de la sintesis de
DNA en la cadena de DNA opuesta y en la direc-
cién opuesta. Las proteinas se traducen de mRNA
superpuestos empalmados de manera diferencial.
Un cuarto gen tardio codifica para una proteina
pequeia (proteina agno) de funcién desconocida.
La replicacién del genoma de DNA viral comienza
en un punto definido (OR, origen de replicacion).

B. Adenovirus

El genoma del adenovirus (1) presenta un DNA
linear de cadena doble de alrededor de 36.000
pares de bases (36 kb). Ambos extremos contie-
nen una secuencia de nucledtidos repetitiva
(repeticiones terminales invertidas), que es im-

booksm«!'os.org

portante para la replicacién del DNA. Los trans-
criptos tempranos (E), que aparecen cerca de 2-
3 horas luego de la infeccidn y 6-8 horas antes de|
comienzo de |a replicacion viral, se transcriben en
regiones especificas. La region Ela codifica para
proteinas que inician la transcripcion de todos los
otros genes virales y que influyen la expresion de
genes celulares especificos. La regidn E2 codifica
para proteinas involucradas de manera directa en
la replicacién del DNA, incluida la DNA polime-
rasa (mecanismo de replicacién especifico del
adenovirus). Un solo promotor controla la trans-
cripcion de la region tardia (L), que se transcribe
en un RNA primario grande (2). A partir de éste,
por lo menos se producen 20 mRNA diferentes
mediante empalme alternativo. Todos los mRNA
tienen el mismo extremo 5. A diferencia de los
transcriptos tempranos, los tardios estan codifi-
cados por una sola cadena de DNA. Los genes
tardios codifican sobre todo para proteinas de la
cubierta viral.

C. Parvovirus

Los parvovirus son virus pequefios, de DNA de ca-
dena simple, que pueden replicarse solo en célu-
las en proliferacién. La replicacion de la cadena de
DNA simple se inicia (“autocebado” o self-pri-
ming) por la formacion de una estructura gend-
mica especifica (estructura de horquilla).

D. Genoma del herpesvirus

Los herpesvirus y los poxvirus son virus grandes
con genomas de DNA de 80-200 kb que contienen
secuencias repetitivas. Codifican para muchas
(50-200) proteinas diferentes, incluida su propia
DNA polimerasa. Otras proteinas interfieren con
la regulacién del metabolismo de los nucledtidos
celulares. El grupo de los herpesvirus incluye a los
virus de Epstein-Barr, varicela-zoster y citomega-
lovirus. (Figuras de Watson y col., 1987.)
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Retrovirus

Los retrovirus son virus de RNA con un ciclo de
desarrollo en el que se transcribe el DNA de cade-
na doble a partir del genoma de RNA viral y se in-
tegra dentro del genoma del huésped. Unas
secuencias especificas de sus genomas permiten
que los provirus integrados se integren en sitios
nuevos. Cuando esto ocurre, en ocasiones las se-
cuencias celulares vecinas se transportan hacia
una region nueva del genoma del huésped o hacia
el genoma de otra célula (retrotransposén). Son
retrovirus importantes el virus del SIDA (HIV 1) y
algunos virus oncogénicos (véase pag. 314).

A. Replicacion de los retrovirus

Luego de unirse a un receptor de superficie celu-
lar, el virion ingresa en la célula. De inmediato,
tras entrar en la célula, el genoma de RNA viral se
transcribe a DNA de cadena doble por un comple-
jo enzimatico llamado transcriptasa inversa, y el
nuevo DNA se integra como provirus al DNA de la
célula huésped. Los RNA transcriptos a partir de
esta copia de DNA por la RNA polimerasa II celu-
lar sirven como mRNA tanto para la sintesis de
proteinas virales como para genomas virales nue-
vos. Los viriones recién formados abandonan la
célula mediante un proceso especifico denomina-
do exocitosis, sin matarla.

B. Genomas de los retrovirus

Algunos retrovirus causan tumores en ratones
(leucemia murina) o pollos (sarcoma de Rous). El
(nico retrovirus identificado como causante de
tumores en seres humanos es el HTLV (tipos 1y 2)
(human T cell leukemia/lymphoma virus o virus
de la leucemia/linfoma de células T humanas). Los
virus HTLV tienen similitudes genéticas con el del
SIDA, causante del sindrome de inmunodeficien-
cia adquirida (p. 314).

El genoma de RNA de un retrovirus tipico contie-
ne secuencias repetitivas cortas (R) y tnicas (U)
en ambos extremos (RU5 en el extremo 5' y U3R
en el extremo 3'). Como regla, tres genes codifi-
cadores de proteinas yacen entre ellos: gag (anti-
geno especifico de grupo), pol (transcriptasa
inversa) y env (un gen que codifica para una glu-
coproteina que se ancla en la cubierta de la mem-
brana lipidica del virién). El extremo 5' del
genoma contiene una secuencia nucleotidica que
es complementaria al extremo 3' del tRNA de la
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célula huésped. Esta secuencia nucleotidica se
une al tRNA, que a su vez sirve como cebador
(primer) de la transcriptasa inversa para la sinte-
sis de DNA viral a partir del RNA gendmico viral.
En el extremo 3' del genoma, los virus HTLV lle-
van varios otros genes (px, lor, tat y otros) invo-
lucrados en la regulacién de la transcripcion de
genes virales. El virus del SIDA (HIV I/1I) contiene
ademds otros genes que no estdn en otros retro-
virus. Entre ellos estin vif ( virion infective factor
o factor infectivo del virion, antes designado sor),
rev (regulator of expression of virion proteins o
regulador de la expresién de proteinas del virion)
y nef | negative factor o factor negativo, anterior-
mente orf). La estructura general del genoma es
mas compleja que la que se muestra aqui.

C. Sintesis de DNA de un retrovirus

La transcriptasa inversa transcribe el RNA gend-
mico a DNA mediante actividad de DNA de poli-
merasa dependiente de RNA y cataliza los pasos
subsiguientes por medio de la actividad de DNA
polimerasa dependiente de DNA. Ademds, la
transcriptasa inversa posee actividad de RNAsa
para degradar al RNA de la molécula hibrida de
RNA/DNA recienternente formada. El primer paso
de la replicacién del genoma retroviral se inicia
por un cebador de tRNA de la célula huésped, que
se hibrida al extremo 5' del genoma de RNA (1).
Luego de la sintesis de la primera cadena de DNA
y la remoci6n del cebador de tRNA, comienza la
sintesis de la segunda cadena de DNA (cadena +)
en la region RUS (2). Aqui, la cadena de DNA (-)
formada con anterioridad sirve como cebador (3).
A medida que continiia la sintesis de DNA, el RNA
remanente se degrada (4) y la cadena de DNA (+)
se sintetiza por completo (5, 6). La copia de DNA
de cadena doble del virus contiene repeticiones
terminales largas (long terminal repeats, LTR) en
ambos extremos. Estos le permiten al intermedia-
rio de DNA viral integrarse al DNA de la célula
huésped, y ellos contienen las secuencias regula-
doras necesarias para transcribir al provirus de
DNA (véase pag. 102). (Figuras adaptadas de Wat-
son y col., 1987,)
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Integracion y transcripcion
de los retrovirus

La integracion de la copia de DNA de un retrovirus
al DNA de la célula huésped se produce en lugares
aleatorios. Esto puede alterar genes celulares
(mutacién por insercidn). Los genes virales de un
DNA proviral son transcriptos por la RNA polime-
rasa Il celular. El mRNA resultante sirve tanto pa-
ra la traduccién como para la produccion de
genomas de RNA nuevos, que se empaquetan
dentro del virion. Algunos genomas retrovirales
pueden contener un oncogén viral adicional (v-
onc). Los oncogenes virales son partes de genes
celulares (c-onc) extraidos por los virus con ante-
rioridad. Si éstos entran en la célula con los virus,
pueden cambiar (transformar) la célula huésped
de modo que su ciclo celular se altere y la célula
se convierta en el origen de un tumor (virus tu-
morigénico) (véase pag. 320).

A. Integracion del retrovirus al DNA celular

En el niicleo de la célula huésped, el DNA de cade-
na doble (1, DNA viral) producido a partir del RNA
gendmico del virus, primero forma una estructura
anular (2) uniendo los LTR (long terminal repeats
o repeticiones terminales largas). Esto es posible
debido a que los LTR contienen secuencias nucleo-
tidicas complementarias. Las secuencias de reco-
nocimiento en los LTR y en el DNA celular (3)
permiten que se abra el DNA viral circular en un si-
tio especifico (4) y que el DNA viral se integre den-
tro del DNA del huésped (5). Los genes virales
luego pueden transcribirse a partir del provirus in-
tegrado (6). Como regla, el provirus permanece en
el genoma de la célula huésped sin alterar las fun-
ciones celulares. Una excepcion es el virus del SI-
DA, que destruye una poblacién especifica de
linfocitos (células T helper) (véase pag. 310). Los
genomas de los vertebrados (incluido el hombre)
contienen numerosas secuencias de DNA que son
provirus enddgenos. En los ratones, representarian
hasta un 0,5% del DNA total. Los genomas de los
organismos superiores también contienen secuer-
cias similares a los LTR que son muy parecidas a

las de los retrovirus enddgenos. Estas secuencias
pueden cambiar su localizacién en el genoma (ele-
mentos genéticos moviles o transposones). Como
muchas de ellas poseen la estructura fundamental
de los retrovirus (genes LTR), se designan retro-
transposones (véanse pags. 76 y 252).

B. Control de la transcripcion del retrovirus

Los LTR son importantes no solo para la integra-
cién del virus al DNA celular, sino también porque
contienen todas las sefiales reguladoras necesa-
rias para la transcripcion eficiente de un gen viral.
Son sefiales de transcripcion tipicas las tan
nombradas secuencias “CCAAT" y “TATA" de los
promotores, que se localizan alrededor de 80 y
25 pares de bases respectivamente por arriba del
extremo 5' de la secuencia a transcribir. Mds lejos,
aguas arriba (en la direccion 5'), hay secuencias
nucleotidicas que pueden incrementar la expre-
sion de los genes virales (intensificador o enhan-
cer). En el extremo 5’ de los genes eucariontes se
encuentran secuencias reguladoras similares
(véase la seccién acerca de la transcripcion géni-
ca). El nuevo RNA viral sintetizado se modifica de
manera estructural en el extremo 5’ (formacion
del cap). Ademds, numerosos residuos de adenina
se agregan en el extremo 3' (poliadenilados, poli),
véase pag. 214).

C. Sintesis de las proteinas virales por
modificacion postranscripcional del RNA

Los transcriptos de RNA sintetizados a partir del
provirus por la RNA polimerasa Il celular sirven
tanto para la traduccion a proteinas codificadas
por el virus (gag, pol), como para constituir el ge-
noma de viriones nuevos. Algunos de los RNA se
empalman para formar mRNA nuevos que codifi-
can para proteinas de la cubierta (env). (Figuras
de Watson y col., 1987.)
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Células eucariontes

Levaduras: células eucariontes con
una fase diploide y otra haploide

La levadura es un hongo de una sola célula euca-
rionte, con un genoma de cromosomas lineares
individuales contenidos en un niicleo y con or-
ganelas citoplasmaticas, como el reticulo endo-
plasmico, el aparato de Golgi, mitocondrias,
peroxisomas y unas vacuolas andlogas a los lisoso-
mas. Se conocen alrededor de 40 tipos diferentes
de levaduras. Las levaduras del panadero, Saccha-
romyces cerevisiae, son células de alrededor 3 pm
de didmetro que bajo buenas condiciones nutri-
cionales pueden dividirse cada 90 minutos. Casi la
mitad de las proteinas que se sabe que son defec-
tuosas en enfermedades hereditarias del ser hu-
mano muestra similitud aminoacidica con las
proteinas de levaduras.

El genoma haploide’ de S. cerevisiae, contiene
6.200 genes en 1,4 x 107 pares de bases de DNA en
16 cromosomas. Se desconoce la funcién de alre-
dedor del 50% de los genes (Goffeau, 1996). Se
predijeron las siguientes funciones para alrede-
dor de 6.200 proteinas: estructura celular, 250
(4%); metabolismo del DNA, 175 (3%); transcrip-
cién y traduccion, 750 (13%); produccién y alma-
cenamiento de energia, 175 (3%); metabolismo
bioquimico, 650 (11%) y, transporte, 250 (4%). El
genoma de S. cerevisiae es muy compacto en
comparacion con otros genomas eucariontes, con
cerca de un gen cada 2 kb.

A. Ciclo de vida a través de una fase haploide
y otra diploide

Las levaduras pueden vivir como células haploides
o diploides. Las células haploides de diferentes ti-
pos pueden fusionarse (aparearse) para formar una
célula diploide. Las células haploides pertenecen a
uno de dos tipos de apareamiento posibles, llama-
dos ay . El apareamiento es mediado por un pép-
tido pequeiio secretado denominado feromona o
factor de apareamiento. Un receptor de superficie
celular reconoce a la feromona secretada por las cé-
lulas del tipo opuesto, es decir, los receptores de las
células a solo se unen al factor o y los receptores de
las células o se unen solo al factor a. El apareamien-
toy las divisiones mitéticas subsiguientes se produ-
cen bajo condiciones de crecimiento favorables. En
condiciones de privacion de nutrientes, una célula
de levadura diploide atraviesa la meiosis y forma
cuatro esporas haploides (esporulacién), dos del ti-
po ay dos del tipo o
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B. Cambio del tipo de apareamiento

Una célula de levadura haploide normal cambia
su tipo de apareamiento en cada generacion. El
cambio del tipo de apareamiento (conversion del
tipo de apareamiento) se inicia por una ruptura
en la cadena doble del DNA en el locus MAT (des-
tinatario) y puede involucrar al limite entre cada
uno de los loci flanqueantes (HMR o HML). Esto es
mediado por una endonucleasa HO a través de
una ruptura en un sitio especifico del DNA.

C. Un modelo de casete para el cambio
de tipo de apareamiento

El cambio de tipo de apareamiento es regulado en
tres loci génicos cercanos al centromero (cen) del
cromosoma 1l de S. cerevisiae. El locus central es
MAT (mating-type locus o locus del tipo de apa-
reamiento) que esta flanqueado por los loci HMLe
(a la izquierda) y HMRa (a la derecha). S6lo el lo-
cus MAT esta activo y se transcribe a mRNA. Hay
factores de transcripcion que regulan otros ge-
nes responsables de los fenotipos a o o. Los loci
HMLx y HMRa son reprimidos (silenciados). Las
secuencias del locus HMLe o del HMLa son trans-
feridos al locus MAT una vez durante cada gene-
racién celular por un episodio de recombinacién
especifico denominado conversion. La presencia
de las secuencias HMRa en el locus MAT determi-
na al fenotipo celular a. Cuando son transferidas
las secuencias HMLe (cambio a un casete a), el fe-
notipo se cambia al o. Cualquier gen colocado
mediante técnicas de DNA recombinante cerca
del silenciador del tipo de apareamiento de las le-
vaduras es reprimido, incluso un gen de un tRNA
transcripto por la RNA polimerasa III, a pesar de
que utilice diferentes factores de transcripcion.
Los loci HML y HMR parecen ser reprimidos de
manera permanente porque son inaccesibles a
proteinas (factores de transcripcion y RNA poli-
merasa) debido a la estructura cromosdmica con-
densada cerca del centromero.
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Determinacion del tipo de apareamiento
en levaduras y sistema de dos hibridos

Las levaduras (5. cerevisiae) son eucariontes uni-
celulares con tres tipos celulares diferentes: célu-
las a y a haploides, y células diploides afa. Debido
a su simplicidad relativa respecto de los animales
y plantas multicelulares, la levadura sirve como
modelo para la comprension de los mecanismos
de control subyacentes que determinan los tipos
celulares. Es probable que la generacion de mu-
chos tipos celulares diferentes en los distintos te-
jidos de los organismos multicelulares haya
evolucionado de mecanismos que determinan el
destino en organismos unicelulares como las le-
vaduras.

A. Regulacién de la especificidad del tipo
celular en levaduras

Cada uno de los tres tipos celulares de S. cerevi-
siae expresa genes de especificidad celular. Las
diferencias que resultan de las combinaciones de
proteinas de unién al DNA determinan la especi-
ficacion del tipo celular. Estas proteinas regula-
doras estan codificadas en el locus MAT en
combinacion con un factor de transcripcion ge-
neral llamado Mcm1. Este se expresa en los tres
tipos celulares. Las células de tipo a expresan ge-
nes especificos de a, pero no especificos de «. En
las células diploides (afe) se expresan los genes
especificos de diploidia. Los factores de trans-
cripcion especificos de célula son al, al y o2, to-
dos ellos codificados en el locus MAT. Mcm1 es
un factor de transcripcion general dimérico que
se une a secuencias reguladoras aguas arriba
(URSs), especificas de a. Este estimula la trans-
cripcion de genes especificos de a, pero no se une
con tanta eficiencia a los URS especificos de o
cuando la proteina o1 estd ausente. Dos factores
de transcripcion especificos, ol y a2, median la
actividad transcripcional en las células c. Las se-
cuencias de unién a o2 se asocian a la helicasa
MCM y bloquean la transcripcion de los genes es-
pecificos de a. Las secuencias de union a o1 for-
man un complejo con MCM y estimulan la
transcripcion de los genes especificos de . En las
células diploides (afo) los genes haploides son
reprimidos por los complejos a2-MCM1 y por
a2/al. En sintesis, cada uno de los tres tipos celu-
lares de levaduras esta determinado por una
combinacion especifica de factores de transcrip-
cion, que actiian como activadores o represores
segiin los sitios de regulacion especifica al que se
unen.
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B. Sistema de dos hibridos en levaduras

El problema de determinar la funcién de un gen re-
cientemente aislado puede abordarse mediante e|
estudio de la interaccion especifica entre la protei-
na que codifica y otra de funcion conocida. Las célu-
las de levaduras pueden utilizarse en ensayos de
interacciones de proteina-proteina. El método
de dos hibridos se sustenta en la observacién de la
interaccion de dos proteinas, cada una hibridada a
un dominio proteico diferente de un factor de trans-
cripcidn, que se evidencia cuando se restablece la
actividad transcripcional por el reensamblaje del
factor de transcripcion. Cuando esto ocurre, se acti-
va un gen reportero. Ninguno de los dos hibridos
proteicos es capaz de activar la transcripcion por si
solo. El hibrido 1 es la proteina X, la proteina de in-
terés (la “carnada”) unida al dominio de unidn al
DNA (BD) de un factor de transcripcion. Esta protei-
na de fusién no puede activar el gen reportero por
si sola porque carece del dominio de activacion del
factor de transcripcion (AD). El hibrido 2, constitui-
do por un factor de transcripcion AD y una proteina
de interaccién, proteina Y (la “presa”), carece del
BD. Por ello, el hibrido 2 tampoco puede activar la
transcripcion del gen reportero por si solo. Se prue-
ban diferentes proteinas (“presas”) expresadas a
partir de cDNA en vectores. Se producen genes de
fusién que codifican al hibrido 1 o al 2 usando meé-
todos estandar de DNA recombinante. Las células
son cotransfectadas con los genes. Solo las que pro-
ducen los hibridos correctos, es decir, aquellas en
las que las proteinas X e Y interactdan y en conse-
cuencia retinen a AD y BD para formar un factor de
transcripcion activo, pueden iniciar la transcripcion
del gen reportero. Esto puede observarse por un
cambio de color o por el crecimiento en un medio
selectivo. (Figura adaptada de Oliver, 2000 y Frank
Kaiser, Essen, comunicacion personal.)
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Elementos funcionales en cromosomas
de levaduras

El genoma haploide de S. cerevisiae esta consti-
tuido por 1,4 x 107 pares de bases en 16 cromoso-
mas. Algunas secuencias de DNA funcionales
necesarias para la replicacion y la distribucién
normal de los cromosomas durante la mitosis (se-
gregacion cromosomica) fueron aisladas y carac-
terizadas a partir de cromosomas de levaduras. Si
estan en el mismo cromosoma, se designan como
elementos en cis (contrariamente a elementos en
trans, en otro cromosoma). Esas secuencias son
en términos genéticos estables y pueden unirse in
vitro a DNA de cualquier origen para formar cro-
mosomas artificiales estables en células de leva-
duras (véase pag. 104). Se conocen tres tipos de
secuencias de DNA funcionales: secuencias de re-
plicacién auténoma (ARS), secuencias centrome-
ricas (CEN) y secuencias teloméricas (TEL). Todos
los cromosomas elcariontes contienen estos ele-
mentos funcionales, pero pueden demostrarse es-
pecialmente bien en cromosomas de células de
levaduras.

A. Secuencias de replicacion auténoma
(ARS)

La replicacién avanza en dos direcciones (bidirec-
cional). Los ARS representan el sitio de comienzo
de la replicacién en los cromosomas. Su significa-
do funcional puede reconocerse en experimentos
de transformacion: una célula de levadura mu-
tante (p. ej., con la imposibilidad de producir leu-
cina, Leu) puede transformarse en una célula
productora de leucina (Leu) (1), por medio de
una transfeccién con un plasmido clonado que
contenga el gen necesario para la formacion de
leucina (Leu). Solo estas células pueden crecer en
medios carentes de leucina. Sin embargo, las cé-
lulas hijas son dependientes de leucina porque el
plasmido no puede replicarse. Si el plasmido con-
tiene secuencias de replicacion auténoma (ARS)
ademads del gen Leu, una pequefia fraccion de las
células hijas serdn Leu* gracias a la replicacion del
plasmido (2). Pero la mayoria de las células hijas
permaneceran Leu- porque la distribucion mitoti-
ca (segregacion) es defectuosa.

B. Secuencias centroméricas (CEN)

Si el DNA plasmidico (1) contiene secuencias del
centromero (CEN) del cromosoma de levaduras
junto con el gen para la leucina (Leu) y las secuen-
cias de replicacién auténoma (ARS), entonces se
producird una segregacion mitdtica normal (2).
Esto demuestra que las secuencias CEN son nece-
sarias para una distribucién normal de los cromo-
somas en la mitosis (véase pag. 114).

Las secuencias centromeéricas son similares pero
no idénticas en diferentes cromosomas de leva-
duras. Contienen tres elementos de un total de
220 pares de bases (pb), que estin en todos los
cromosomas, El elemento | es una secuencia con-
servada de 8 pb; el elemento Il es rico en AT y po-
see alrededor de 80 pb; el elemento Ill posee unos
25 pb. Este segmento estd protegido de las nu-
cleasas y es muy importante para la estabilidad
mitdtica.

C. Secuencias teloméricas (TEL)

Si el plasmido es lineal en lugar de ser circular co-
mo en B, la transformacién se producira pero el
pldsmido no se replicard (2). Sin embargo, si se
agregan secuencias teloméricas (TEL) a ambos ex-
tremos del plismido (3) antes de que se incorpo-
re (4), entonces a la transformacion de la célula de
levadura luego de que haya incorporado al plas-
mido le sigue una replicacion y una mitosis nor-
males (5). 3

Estas observaciones prueban que las secuencias de
replicacion auténoma (el sitio de iniciacion de la
replicacion), las secuencias centroméricas y las te-
loméricas (véase pag. 180) son necesarias para el
funcionamiento cromosémico normal. Estos ele-
mentos funcionales (ARS, CEN, TEL) pueden utili-
zarse para producir cromosomas artificiales de
levaduras (yeast artificial chromosomes o YAC).
(Figuras adaptadas de Lodish y col., 2000, p. 330.)
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Cromosomas artificiales para el andlisis
de genomas complejos

El trazado de mapas de genomas grandes y
complejos (p. ej., en seres humanos con tres mil
millones de pares de bases) no seria posible si
solo estuvieran disponibles fragmentos clona-
dos de unas pocas docenas a unos pocos miles de
pares de bases (con césmidos, hasta alrededor
de 50 kb). Habria largas distancias sin poder cu-
brir debido a que quedarian segmentos de DNA
no clonables entre los segmentos clonados. Ya
que el trazado de un mapa fisico de estos segmen-
tos no es posible, se intentd desarrollar vectores
para el clonado de fragmentos de DNA grandes.
Los cromosomas artificiales pueden construirse a
partir de cromosomas de levaduras (YAC, yeast
artificial chromosomes). Estos pueden incorporar
fragmentos de DNA de alrededor de 100-1.000
kb). Ya que son estables durante el crecimiento,
representan un instrumento importante en el tra-
zado de mapas genéticos.

A. Construccion de cromosomas artificiales
de levaduras (YAC) para la clonacion
y el trazado de mapas

El material de partida es un vector lineal. Esta
constituido por una secuencia telomérica (TEL)
y marcadores de seleccion, aqui leucina (LEU) y
triptéfano (TRP), un punto de comienzo de la re-
plicacién (secuencias de replicacion auténoma,
ARS) y un centromero (CEN). El vector se corta y
se inserta el fragmento de DNA a replicar (DNA
extrafio). La capacidad de un YAC es de unos
750 kb. A continuacién, el DNA incorporado pue-
de clonarse y amplificarse en un cromosoma arti-
ficial en células de levaduras. De este modo, una
biblioteca de YAC que contiene al genoma entero
de un organismo complejo, puede producirse en
una forma manejable. A partir de esta biblioteca
puede construirse un mapa fisico de fragmentos
grandes y superpuestos {contig). También estan

en desarrollo cromosomas artificiales de mamife

ros (mammalian artificial chromosomes, MAC).
Presentan un brazo del YAC con un marcador de
seleccion, un punto de comienzo de la replicacian
y un telémero unido a un fragmento de DNA de
mamifero con su propio telomero.

B. Modificacion del vector YAC

Pueden usarse diferentes métodos para modificar
los YAC. Es factible incorporar secuencias de mo-
do que, con su ayuda, ambos extremos del YAC

puedan recuperarse como plasmidos en E. coli

(1). Como prerrequisito se incluyen secuencias
plasmidicas con marcadores de seleccion (2), aqui
para resistencia a ampicilina (AmpR), resistencia a
neomicina (NeoR) y un sitio de comienzo de la re-
plicacion del plasmido (ORI). La digestion con una
enzima de restriccion apropiada produce frag-
mentos del DNA extraio incorporado y de ambos
brazos del vector (3). Los fragmentos se unen en
forma de anillo y se incorporan dentro de E. coli.
Los plasmidos hibridos (4) luego pueden seleccio-
narse (5) por medio de los marcadores (Amp® y
Neok).

El uso de los YAC simplificd en grado considerable
el analisis genético de los genomas grandes.
Mientras que una biblioteca gendmica humana
completa requiere alrededor de 500.000 clones
de vectores del fago lambda, una biblioteca de
YAC con fragmentos de 150 kb reduce el nimero
de clones a unos 60.000. (Figuras adaptadas de
Schlessinger, 1990.)
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Control del ciclo celular

El crecimiento de organismos multicelulares de-
pende de la replicacion precisa de las células indi-
viduales seguida de la divisidn celular. Durante la
replicacion, las células eucariontes atraviesan series
ordenadas de episodios ciclicos. El tiempo compren-
dido entre una division celular y la siguiente se deno-
mina ciclo celular. El ciclo celular tiene dos fases
principales, la interfase y la mitosis. La primera a su
vez se divide en tres fases distintas: G, (gap o espacio
1), S (sintesis de DNA, con duracion de 6-8 horas en
las células eucarionte, al final de la cual los cromoso-
mas se duplicaron), y G, (gap o espacio 2, que dura
alrededor de 4 horas). La mitosis (M, véase pag. 114)
es la fase de la verdadera division. Los mecanismos
de control del ciclo celular, entre los que se inclu-
yen juegos complejos de proteinas que interactdan,
guian a la célula a través de su ciclo mediante la
regulacion de acontecimientos ciclicos secuencia-
les. Estos se coordinan con sefiales extracelulares
y conducen a la division celular en el momento
correcto.

A. Ciclo de division celular en modelos
de levaduras

La levadura de gemacion (levadura del panadero) se
divide por gemacion mitdtica para formar una célula
hija grande y otra pequeiia. Debido a que forma un
huso mitdtico de microtibulos muy temprano du-
rante la fase S, casi no hay fase G3 (1). Por el contra-
rio, la levadura de fision (S. pombe) forma un huso
mitotico dentro del nicleo al final de la fase G, y lue-
go procede con la mitosis para formar dos células hi-
jas de igual tamanio (2). A diferencia de las células
de vertebrados, la envoltura nuclear permanece in-
tacta durante la mitosis, Un regulador importante es
cde2 (ciclo de divisién celular, 5. pombe) (3). La au-
sencia de la actividad cdc2 (mutante cdc2-) provoca
un retraso del ciclo y previene la entrada en mitosis.
Esto, en consecuencia, genera una célula muy grande
y con un solo nicleo. El incremento de la actividad de
cdc2 (mutante dominante cdc) conduce a una mito-
sis prematura y origina células demasiado pequeias
{fenotipo wee, por la palabra “pequefio” en escocés.
En condiciones normales una célula de levadura tie-
ne tres opciones: a) frenar el ciclo celular si la célula
es demasiado pequefia o escasean los nutrientes, b)
aparearse (véase pag. 114) o c) entrar en mitosis. (Fi-
gura adaptada de Lodish y col,, 2000.)

B. Sistemas de control del ciclo celular

El ciclo celular de los eucariontes es conducido por
las “maquinarias” del ciclo celular, un juego de pro-
teinas que interactdan, las cinasas dependientes de
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ciclinas (Cdk, cyclin-dependent kinases). Un miem-
bro importante de esta familia de proteinas es cdc2?
(también denominado Cdk1). Otras proteinas actian
como limitantes de la progresion del ciclo celular y
son capaces de inducir detencion del ciclo celular ey
estadios definidos (puntos de control). La célula es
inducida a progresar a G, por factores de crecimien-
to (mitogenos) que actian por medio de receptores
que transmiten sefiales para proceder hacia la fase S,
Se producen ciclinas de tipo D (D1, D2, D3} que se
asocian con y activan las Cdk (4 y 6). Otras proteinas
pueden inducir el detenimiento en G,. Si estas pro-
teinas estan inactivas debido a mutaciones, la pro-
liferacion celular se descontrola como en muchas
formas de cancer. La deteccion de dafio en el DNA y
el subsiguiente detenimiento del ciclo celular por ac-
tividad de p53 es un mecanismo importante para la
prevencion de la entrada de la célula a la fase S.

En la fase G, temprana cdc2 se inactiva. Luego se
activa en G, tardia por la asociacién con las ciclinas
de G;, como la ciclina E. Una vez que la célula pasd
el punto de restriccion de la fase Gy, la ciclina E se
degrada y la célula entra en la fase S. Esto se inicia,
entre muchas otras actividades, por la ciclina A que
se une a Cdk2 y por fosforilacion de la proteina RB
(proteina del retinoblastoma, véase pag. 330). La
célula solo pasa a través del punto de chequeo de la
mitosis si no hay dafio presente, Cdc2 (Cdk1) se ac-
tiva por la asociacion con las ciclinas mitéticas A y
B para formar el factor de promocién de la mitosis
(MPF, mitosis-promoting factor).

Durante la mitosis, las ciclinas A y B se degradan
y se forma un complejo promotor de la anafase
(no se muestran los detalles). Cuando se comple-
ta la mitosis, cdc2 es inactivada por el inhibidor
de la fase §, Sic1 en levaduras. Al mismo tiempo,
la proteina del retinoblastoma (RB) se defosforila.
Las células sdlo pueden progresar al siguiente es-
tadio del ciclo cuando los controles de retroali-
mentacién aseguraron la integridad del genoma.
(Esta figura es sdlo una apreciacion global; omite
muchas transacciones de proteinas importantes.)
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Division celular: mitosis

En 1879 Walter Flemming observd por primera
vez estructuras filiformes en células en division, e
introdujo el término mitosis para la divisién celu-
lar. Flemming también observé la divisién longi-
tudinal de los cromosomas durante la mitosis. En
1884, Strasburger acufid los términos profase,
metafase y anafase para los diferentes estadios de
la divisién celular, La mitosis genera dos células
hijas idénticas en términos genéticos.

A. Mitosis

Durante la transicién de la interfase a la mitosis, los
cromosomas se vuelven visibles como filamentos
elongados (profase). En la profase temprana cada
cromosoma se adosa a un sitio especifico sobre la
membrana nuclear y aparece como una estructura
doble (cromatidas hermanas), el resultado de la sin-
tesis precedente de DNA. Los cromosomas se con-
traen durante la profase tardia para volverse mas
gruesos y cortos (condensacion cromosomica). En
la profase tardia, la membrana nuclear desaparece y
comienza la metafase. En este momento, el huso
mitdtico se vuelve visible como filamentos finos.
Este parte de dos estructuras polares (centriolos).
Los cromosomas se ordenan en la limina ecuato-
rial, pero los cromosomas homaélogos no se apa-
rean. En la metafase tardia durante la transicion a la
anafase, los cromosomas se dividen también en
la regién del centromero. Las dos.cromatidas de ca-
da cromosoma migran a polos opuestos y comien-
za la telofase con la formacién de la membrana
nuclear. Por Gltimo también se divide el citoplasma
(citocinesis). En la interfase temprana las estructu-
ras cromosdmicas individuales se vuelven visibles.
Los cromosomas interfasicos se llaman cromatina
(Flemming 1879), es decir, estructuras nucleares te-
fiibles con colorantes basicos.

B. Cromosomas metafasicos

Waldeyer (1888) acufid el término cromosoma
para las estructuras filiformes tefiibles visibles
durante la mitosis. Un cromosoma metafasico
presenta dos cromadtidas (cromatidas hermanas)
y el centromero que las mantiene juntas. El cen-
tromero puede dividir cada una de las cromatidas
en dos brazos cromosdmicos. Las regiones en am-

bos extremos del cromosoma son los telémeros,
El punto de anclaje a las fibras del huso mitético
es el cinetocoro. Durante la metafase y la prome-
tafase, los cromosomas pueden visualizase bajo el
microscopio optico como estructuras discretas
elongadas, de 3-7 pm de longitud (véase pag.
182).

C. Ciclo celular (mitosis)

Las células eucariontes atraviesan los ciclos de di-
visidn celular (ciclo celular). En ellas cada division
celular comienza con la fase de sintesis del DNA,
que dura alrededor de 8 horas (fase S). A ésta le si-
gue una fase de unas 4 horas (G,). Durante la fase
G, (gap o espacio 2), se duplica el genoma com-
pleto. La mitosis (M) en las células eucariontes
dura alrededor de una hora (véase A). A ésta le si-
gue una fase, G, (interfase), de duracion en extre-
mo variable. Corresponde a la fase funcional
normal. Las células que no se dividen mds estin
en la fase G Cada célula debe tener una “memo-
ria"” que le indique si estd en G, 0 en G, ya que la
division de los cromosomas antes de que se hayan
duplicado seria letal. Todas las fases del ciclo ce-
lular son reguladas por proteinas especificas codi-
ficadas por numerosos genes reguladores del
ciclo de division celular (cdc). En particular, la
transicion de G, a Sy de G, a la mitosis es regula-
da por proteinas del ciclo celular especificas (véa-
se la limina anterior).
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Divisién de la maduraciéon (meiosis)

Los gametos se forman por un tipo especial de di-
vision celular que difiere de la division de las cé-
lulas somdticas. Strasburger (1884) introdujo el
término meiosis (division reductora o division de
la maduracion) para este proceso.

La meiosis difiere de la mitosis en los aspectos ge-
néticos y citolégicos principales. En primer lugar,
los cromosomas homdlogos se aparean. En segun-
do lugar, se producen intercambios regulares en-
tre los cromosomas homélogos (recombinacién
cruzada o crossing over). Esto genera segmentos
cromosdmicos con nuevas constituciones (re-
combinacioén genética). En tercer lugar el juego
cromosémico se parte a la mitad durante la pri-
mera divisién celular (meiosis I). Por lo tanto, las
células hijas que resultan de esta division son ha-
ploides (divisién reductora).

La meiosis es un proceso celular y bioquimico
complejo. El curso observable de la meiosis en
términos citolégicos y las consecuencias genéti-
cas no tienen una correspondencia temporal exac-
ta. Un proceso genético que se produce en una
fase en general no se manifiesta desde el punto de
vista citolégico hasta una fase posterior.

A. Meiosis|

Una meiosis completa implica dos divisiones ce-
lulares, meiosis | y meiosis [I. Los acontecimientos
genéticos relevantes, la recombinacién genética
por medio de la recombinacion cruzada y la re-
duccion al juego haploide de cromosomas se pro-
ducen en la meiosis I.

La meiosis comienza con la replicacién cromoso-
mica. Al principio los cromosomas de la interfase
tardia son visibles sélo como estructuras filifor-
mes, como en la mitosis. Al comienzo de la pro-
fase I, los cromosomas se duplican, pero esto no
es visible hasta un periodo posterior a la profase
I (véase pag. 118). Luego, también puede verse el
apareamiento de cromosomas homélogos. Este
induce el intercambio entre cromosomas homa-
logos (recombinacién cruzada), posible por la
yuxtaposicion de las cromdtidas hermanas (for-
macidén del quiasma), El resultado de la recombi-
nacion cruzada es un intercambio de material
entre dos cromatidas de cromosomas homalogos
(recombinacién genética). Este intercambio se
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presenta antes de que la célula haya entrado en

metafase 1. Después de que los cromosomas ho-
mélogos migran a polos opuestos comienza la
anafase I,

B. Meiosis Il

La meiosis Il implica la division longitudinal de
los cromosomas duplicados (cromatidas) seguida
de una division celular. Cada célula hija contiene
un cromosoma de un par cromosomico y, en con-
secuencia, es haploide. Por la recombinacién que
se produce en la profase [, los cromosomas de las
células haploides resultantes difieren de los de Ia
célula original, Entonces, a diferencia de la mito-
sis, los cromosomas de las células hijas no son
idénticos desde el punto de vista genético a los de
la célula original. En cada cromosoma pueden
identificarse las secciones recombinantes y no re-
combinantes, Los episodios genéticos relevantes a
estos cambios se produjeron en la profase de la
meiosis | (véase pig, 118).

La distribucion de los cromosomas durante la
meiosis explica la segregacion (separacion o par-
ticion) de rasgos de acuerdo con las leyes de Men-
del (segregacién 1:1, cf. pig. 134).

La recombinaci6n es el acontecimiento mas llama-
tivo en la meiosis. Los mecanismos moleculares de
la recombinacién son complejos. En ocasiones la
recombinacion puede presentarse durante la mi- |
tosis (recombinacién mitética), por ejemplo, du-
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Recombinacién cruzada en la profase |

La profase de la meiosis I es un periodo complejo
durante el cual se producen acontecimientos ci-
tolégicos y genéticos importantes. En esta fase,
suelen registrarse intercambios entre cromoso-
mas homélogos por recombinacién cruzada
(crossing over). Esto genera nuevas combinacio-
nes de segmentos cromosomicos (recombinacion
genética).

A. Profase de la meiosis |

La profase de la meiosis | atraviesa un nimero de
estadios que pueden diferenciarse en forma es-
quemdtica, aunque procedan de modo continuo.
En el estadio de leptonema, los cromosomas pri-
mero son visibles como estructuras filiformes (en
A se muestra de manera esquematica solo un par
de cromosomas). En el cigoteno los cromosomas
son visibles como estructuras apareadas. Para es-
te momento, cada cromosoma se duplicd y pre-
senta dos cromdtidas que se mantienen unidas
por el centrémero (cada cromatida contiene una
hélice doble de DNA). La estructura formada por
dos cromosomas homélogos que se aparearon se
denomina bivalente. En el estadio de paquiteno
los bivalentes se vuelven mas gruesos y cortos. En
el diploteno, los dos cromosomas homologos se
separan casi en su totalidad pero atin permanecen
unidos en unos pocos lugares (quiasmas). En los
estadios subsiguientes del diploteno, cada uno de
los pares cromosdmicos se separa en forma aun
mads extensiva (diacinesis), en especial en la re-
gién centromeérica, pero no todavia en alguno o
mds puntos de union localizados hacia distal
(quiasmas). Cada quiasma corresponde a una re-
gién en la que tiene lugar la recombinacion cruza-
da. En el dltimo estadio de la profase |, diacinesis,
los cromosomas se separan con amplitud, aunque
alin permanecen unidos por sus extremos dista-
les, Los quiasmas se corrieron hacia distal (termi-
nalizacién). Al final de la diacinesis, la membrana
nuclear desaparece y la célula entra en la metafa-
sel.

B. Complejo sinaptonémico

Justo antes del comienzo del estadio de paquite-
no, los cromosomas homdlogos se acercan muy
juntos y forman un complejo sinaptonémico. Es-
te presenta dos cromdtidas (1 y 2) de origen ma-
terno (mat) y dos (3 y 4) de origen paterno (pat).

Esto origina la formacidn del quiasma y es el pre-
rrequisito para la recombinacion cruzada subsi-
guiente. (Diagrama tomado de Watson y col.,
1987).

C. Los quiasmas

Cuando se forma un quiasma, alguna de las dos
cromdtidas de un cromosoma se aparea con una
de las cromatidas del cromosoma homélogo (p.
ej.. 1y 3,2y 4,y asi sucesivamente). La formacion
del quiasma es el prerrequisito citoldgico para la
recombinacién cruzada y es importante en la se-
paracién definitiva (segregacion) de los cromoso-
mas. El centrémero (Cen) desempefa un papel
importante en el apareamiento cromosomico.

D. Recombinacion genética por
recombinacion cruzada

Mediante la recombinacion cruzada aparecen nue-
vas combinaciones de segmentos cromosémicos
(recombinacion). Como resultado, pueden diferen-
ciarse segmentos cromosomicos recombinantes y
no recombinantes. En el diagrama las dreas A-E (en
rojo) de un cromosoma Yy las correspondientes a-¢
(en azul) del cromosoma homalogo se vuelven “a-
b-C-D-E" y “A-B-c-d-e," respectivamente en el cro-
mosoma recombinante.

E. Paquiteno y diacinesis bajo
el microscopio optico

En la microfotografia, los cromosomas paquiténi-
cos se visualizan con rapidez como bivalentes (a).
Los cromosomas X e Y forman una estructura po-
co comin en el paquiteno. Ellos parecen estar
unidos por sus extremos. En realidad, los segmen-
tos cortos de los brazos cortos en las regiones con
secuencias homélogas (regién seudoautosdmica,
véase pag. 390) se aparearon. En estadios poste-
riores (b), puede verse que se separaron casi en su
totalidad. (Fotografias de Therman, 1986.) En el
presente, por lo general se utilizan microfotogra-
fias electrénicas para estudiar la meiosis.
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Formaciéon de los gametos

Las células germinales (gametos) se producen en las
gonadas. En las hembras el proceso se denomina
ovogénesis (formacién de ovocitos) y en los ma-
chos, espermatogénesis (formacion de espermato-
zoides). Las células germinales primitivas, que
migran a las gonadas durante el desarrollo fetal
temprano, aumentan en nimero por division mito-
tica. La formacion real de células germinales (game-
togénesis) comienza con la meiosis. La meiosis
difiere en la duracién y en los resultados entre ma-
chos y hembras.

A. Espermatogénesis

Las espermatogonias diploides se forman por divisio-
nes celulares mitéticas repetidas. Al comienzo de la
pubertad, algunas de las células comienzan a dife-
renciarse en espermatocitos primarios. La primera
divisién celular meidtica se produce en estas células.
Al completarse la meiosis [, un espermatocito prima-
rio generd dos espermatocitos secundarios, cada uno
de los cuales posee un juego haploide de cromoso-
mas duplicados (aqui no se ilustra la recombinacion).
Cada cromosoma estd constituido por dos cromati-
das hermanas que se separan durante la meiosis Il.
En esta etapa cada espermatocito secundario se divi-
de para formar dos espermatidas. Entonces, un es-
permatocito primario forma cuatro espermatidas,
cada una con un juego de cromosomas haploide.
Las espermatidas se diferencian eri espermatozoides
maduros. La espermatogénesis masculina es un pro-
ceso continuo. En el hombre, el tiempo transcurrido
entre la diferenciacion en un espermatocito primario
al comienzo de la meiosis I y la formacion de esper-
matocitos maduros es de alrededor de 6 semanas.

B. Ovogénesis

La ovogénesis (formacion de ovocitos) difiere de la
espermatogénesis en el tiempo y en el resultado. Al
principio, las células germinales que migraron al
ovario, se multiplican por mitosis repetidas (forma-
cién de las ovogonias). En las mujeres, la meiosis |
comienza unas 4 semanas antes del nacimiento, y
da lugar a la formacion de los ovocitos primarios.
Sin embargo, la meiosis | se detiene en un estadio
de profase designado diploteno. El ovocito primario
persiste en este estadio hasta la ovulacién. Solo en-
tonces continda la meiosis | (agui no se muestra la
recombinacion). En las hembras, el citoplasma se
divide de manera asimétrica tanto en la meiosis |
como en la meiosis I1. El resultado en ambas ocasio-
nes es la formacién de dos células de diferente ta-
mafio: una mds grande que eventualmente formard
al huevo y una pequefia, denominada cuerpo polar.

Cuando el ovocito primario se divide, se forman e
ovocito secundario haploide y el cuerpo polar 1. Al
dividirse el ovocito secundario, otra vez en forma
desigual, el resultado es un ovocito maduro y otro
cuerpo polar (cuerpo polar II). Los cuerpos polares
no se desarrollan mads sino que se degeneran. En ra-
ras ocasiones en las que esto no ocurre, puede ferti-
lizarse un cuerpo polar. Esto puede dar lugar a un
gemelo desarrollado en forma incompleta.

En el ovocito secundario cada cromosoma se pre-
senta atin como dos cromatidas hermanas. Estas no
se separan hasta la siguiente division celular (meio-
sis I1), cuando entran en dos células diferentes. En la
mayoria de los vertebrados, la maduracion del ovo-
cito secundario se detiene en meiosis II. En la ovu-
lacién el ovocito secundario se libera desde el
ovario y, si se produce la fertilizacion, luego se com-
pleta la meiosis. Puede producirse una distribucién
defectuosa de los cromosomas (no disyuncion) tan-
to en la meiosis I como en la Il (véase pag. 116).

El ndmero maximo de células germinales en el ova-
rio de los fetos humanos de alrededor de 5 meses es
6,8 x 106, Al momento del nacimiento se redujo a
2 x 106 y en la pubertad a alrededor de 200.000. De
éstos, se ovulan alrededor de 400 (Connor & Fergu-
son - Smith, 1993).

Se presume que el periodo prolongado entre la
meiosis | y la ovulacién influye en la falta relativa-
mente frecuente de disyuncién de los cromosomas
homdlogos en las madres de mas edad.

La diferencia en el tiempo de formacién de los ga-
metos durante la ovogénesis y la espermatogénesis
se refleja en la diferencia en las divisiones celulares
de la linea germinal. En las mujeres hay 22 divisio-
nes celulares antes de la meiosis, que concluyen en
un total de 23 replicaciones cromosomicas. Por el
contrario, en un hombre de 40 afios se produjeron
610 replicaciones cromosémicas en las células pre-
cursoras de los espermatozoides (380 a los 30
afios). Es decir que los hombres producen 25 veces
mds divisiones celulares durante la espermatogé-
nesis que las mujeres (Crow, 2000). Es probable que
esto se relacione con la tasa elevada de mutaciones
en los machos, en especial con el aumento de la
edad del padre.
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Cultivo celular

Las células de animales y plantas pueden vivir y
multiplicarse en una placa de cultivo de tejidos (como
un cultivo celular) a 37°C en un medio que conten-
ga vitaminas, azicar, suero (contiene nuUMerosos
factores de crecimiento y hormonas), los nueve
aminodcidos esenciales para los animales vertebra-
dos (His, lle, Leu, Lys, Met, Phe, Thr, Tyr, Val), y por
lo general también glutamina y cisteina. Los culti-
vos celulares se utilizaron con gran frecuencia
desde 1965 y se convirtieron en la base para los es-
tudios genéticos imposibles de realizar en animales
vivos (genética de células somdticas). Hay gran va-
riedad de medios de crecimiento disponibles para
cultivar células de mamiferos y que se acomodan a
sus reguerimientos para el desarrollo.

El fibroblasto es el tipo celular predominante que
crece en cultivos a partir de trozos de tejido de ma-
miferos. A pesar de que los fibroblastos secretan
proteinas tipicas de tejido conectivo fibroso, en
principio ellos retienen la habilidad de diferenciar-
se a otros tipo celulares. Los cultivos de fibroblastos
de piel tienen un tiempo de vida finito (Hayflick,
1997). Las células del ser humano tienen una capa-
cidad de alrededor de 30 duplicaciones hasta que
alcanzan un estadio llamado senescencia. Las célu-
las derivadas de tejidos adultos tienen un tiempo de
vida mas corto que las derivadas de tejidos fetales.
Las células cultivadas son muy sensibles a las tem-
peraturas elevadas y no sobreviven por arriba de los
39°C, mientras que en condiciones especiales pue-
den almacenarse vivas en viales contenidos en ni-
trogeno liquido a -196°C. Pueden descongelarse
luego de muchos afios o incluso décadas y cultivar-
se de nuevo.

A. Cultivo de fibroblastos de piel

Para iniciar un cultivo, se obtiene un trozo peque-
fio de piel (2 x 4 mm) en condiciones de esterili-
dad y se corta en pedazos mds pequefios, que se
ubican en una placa de cultivo. Estos deben adhe-
rirse al fondo de la placa. Luego de 8-14 dias, las
células comienzan a crecer hacia afuera desde ca-
da explanto y empiezan a multiplicarse. Crecen y
se multiplican sélo cuando estin adheridas al
fondo de la placa (cultivo de adhesién debido a la
dependencia del anclaje de las células). Cuando el
fondo de la placa de cultivo esta cubierto con una
capa densa de células, éstas dejan de dividirse de-
bido a la inhibicién por contacto (esto se pierde
en las células tumorales). Cuando se transfieran a
placas de cultivo nuevas (subcultivos), las células
volverdn a crecer hasta que lleguen a confluencia
de nuevo. Mediante una serie de subcultivos, pue-

den obtenerse varios millones de células para up
estudio determinado.

B. Células hibridas para estudiar

La fusion de células en cultivo puede inducirse utilj-
zando polietilenglicol o virus Senda. Si se fusionan
células parentales de diferentes especies, pueden de
rivar células hibridas interespecificas (de diferentes
especies animales). Las células hibridas pueden dis-
tinguirse de las parentales mediante células pa-
rentales deficientes en timidina cinasa (TK-) o en
hipoxantina fosforribosiltransferasa (HPRT-). Cuando
los cultivos celulares del tipo parental A (TIC, 1) y ti-
po B (HPRT-, 2) se cultivan en forma conjunta, las cé-
lulas que no se fusionan (3 y 5) se morirdn en un
medio selectivo que contenga hipoxantina, aminop-
terina y timidina (HAT) (1a célula TK- no puede sinte-
tizar monofosfato de timidina; la célula HPRT- no
puede sintetizar monofosfatos de nucledsidos de pu-
rinas), mientras que las células fusionadas a partir de
ambas células parentales (4) que contienen al nicleo
de las dos (heterocarion, 6) sobreviviran. Las células
hibridas pierden cromosomas al azar de alguna de las
células parentales durante los cultivos sucesivos (los
hibridos celulares humano/raton pierden los cromo-
somas humanos). Cuando queda sélo un cromosoma
de ser humano, pueden estudiarse las propiedades
genéticas conferidas por sus genes a la célula (8).

C. Hibridos por irradiacion

Los hibridos por irradiacion son células de roedores
que contienen pequefios fragmentos de cromoso-
mas de ser humano. Cuando las células de ser hu-
mano se irradian con dosis radiactivas letales de 3-8
Gy, los cromosomas se rompen en pedazos peque-
fios (1) y las células no pueden dividirse en cultivo.
Sin embargo, si estas células se fusionan con otras
no irradiadas de roedores (2), algunos fragmentos
de cromosomas de ser humano se integraran a los
cromosomas de roedores (3). Las células que con-
tienen DNA de ser humano pueden identificarse
mediante la utilizacion de sondas especificas de
cromosomas de ser humano.
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Genética mitocondrial

Procesos de produccién de energia
controlados genéticamente
en las mitocondrias

Los organismos eucariontes contienen informa-
cion genética esencial separada del DNA nuclear
en genomas extracromosomicos llamados mito-
condriales. Las mitocondrias de todos los euca-
riontes y los cloroplastos de las plantas verdes y
algas contienen moléculas de DNA circular (DNA
mitocondrial, mtDNA). Cada célula eucarionte
contiene 103-104 copias. Las mitocondrias y los
cloroplastos son los sitios de los procesos esen-
ciales de produccion de energia y fotosintesis.
Cada mitocondria estd rodeada por dos membra-
nas muy especializadas, las membranas externa
e interna. La membrana interna esta plegada en
numerosas crestas y contiene moléculas impor-
tantes (véase C).

Los genes contenidos en el DNA mitocondrial codi-
fican para 13 proteinas de la cadena respiratoria, su-
bunidades del complejo ATPasa y subunidades del
complejo de la NADH-deshidrogenasa (ND); otros
22 genes codifican para RNA de transferencia (tR-
NA)y dos rRNA. En seres humanos se conocen nu-
merosas enfermedades causadas por mutaciones
y deleciones en el mtDNA. Las homologias de se-
cuencias indican una relacion evolutiva. En parti-
cular, se demostré la transferencia evolutiva de
segmentos de DNA de los cloroplastos a las mito-
condrias y de los cloroplastos al DNA nuclear de
organismos eucariontes.

A. Acontecimientos principales en las
mitocondrias

El proceso esencial de conservacion de energia
en las mitocondrias es la fosforilacion oxidativa.
Los transportadores de energia relativamente
simples como el NADH y el FADH, (nicotinami-
da-adenina dinucleétido en su forma reducida y
flavina-adenina dinucledtido en su forma redu-
cida) se producen por la degradacion de carbohi-
dratos, grasas y otros nutrientes mediante la
oxidacién, El importante transportador de ener-
gia trifosfato de adenosina (ATP) se forma por
fosforilacidn oxidativa del difosfato de adenosi-
na (ADP) por medio de una serie de reacciones
bioguimicas en la membrana mitocondrial inter-
na (cadena respiratoria).

B. Fosforilacion oxidativa en las mitocondrias

El trifosfato de adenosina (ATP) desempefia un
papel central en el intercambio de energia en los
procesos biolgicos. El ATP es un nucledtido cons-
tituido por adenina, una ribosa y una unidad de
trifosfato. Es rico en energia porque la subunidad
de trifosfato contiene dos enlaces fosfo-anhidros,
Cuando el ATP se hidroliza para formar ADP se li-
bera energia (energia libre). La energia contenida
en el ATP y unida al fosfato se libera, por ejemplo,
durante la contraccién muscular.

C. Transferencia de electrones
en la membrana mitocondrial interna

Los genomas de las mitocondrias y los cloroplastos
contienen genes para la formacion de diferentes
componentes de la cadena respiratoria y la fosfori-
lacion oxidativa. Tres complejos enzimaticos regu-
lan la transferencia de electrones: el complejo de la
NADH deshidrogenasa, el complejo b-c; y el com-
plejo citocromo oxidasa (C). Los intermediarios son
los derivados de la quinona (Q), como la ubiquino-
nay el citocromo c. El transporte de electrones con-
duce a la formacion de protones (H#). Esto lleva a la
conversion del ADP y el P, (fésforo inorganico) en
ATP (fosforilacién oxidativa). El ATP representa a un
reservorio de energia en forma de enlace de fosfato,
que sirve como suministro de energia para todos los
sistemas bioldgicos. Por lo tanto, es comprensible
que los defectos genéticos en las mitocondrias se
manifiesten en primer término como enfermeda-
des con reduccion en la fuerza muscular y otros sig-
nos degenerativos. (Figuras adaptadas de Bruce
Alberts y col., 1998.)
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El genoma en los cloroplastos
y las mitocondrias

Los cloroplastos de plantas superiores y las mito-
condrias de las células eucariontes contienen geno-
mas de DNA circular, Alrededor de 12.000 pares de
bases (12 kb) de los genomas de los cloroplastos y
las mitocondrias son homdlogos. Ademas, en el
DNA nuclear se encuentran regiones homélogas.
Entonces, se asume que los DNA de los cloroplastos,
las mitocondrias v el DNA nuclear se relacionan de
manera evolutiva.

A. Genes en los cloroplastos de un musgo
(Marchantia polymorpha)

El genoma en los cloroplastos (ctDNA) es grande:
121 kb en el musgo M. polymorpha y 155 kb en la
planta del tabaco. La organizacién y el nimero de
sus genes son similares. La sintesis de proteinas
muestra ciertas similitudes con las bacterias. Mu-
chas de la proteinas ribosémicas son homélogas a
las de E. coli. Los genes de los genomas de los clo-
roplastos estan interrumpidos y contienen intro-
nes. Cada cloroplasto contiene alrededor de 20-40
copias del ctDNA y hay alrededor de 20-40 cloro-
plastos por célula. Entre ellos hay dos copias de ge-
nes de cada uno de los cuatro RNA ribosdmicos
(rRNA 165, rRNA 23S, rRNA 4,55, rRNA 55). Los ge-
nes para el RNA ribosémico se localizan en dos
segmentos de DNA con orientacion opuesta (repe-
ticiones invertidas), que son caracteristicas de los
genomas de los cloroplastos. Entre las dos repeti-
ciones invertidas yace un segmento de 18-19 kb
con copias simples de genes cortos. El genoma de
los cloroplastos contiene informacion genética pa-
ra unos 30 tRNA y 50 proteinas. Las proteinas per-
tenecen al fotosistema [ (dos genes), el fotosistema
11 (siete genes), al sistema del citocromo (tres ge-
nes)y al sistema H+-ATPasa (seis genes). El comple-
jo de la NADH deshidrogenasa es codificado por
seis genes, la ferredoxina por tres genes, y la ribu-

losa por un gen. Hasta el presente hay veintinueve
genes sin identificar. (Datos de Lewin, 2000.)

B. Genes mitocondriales en levaduras
(S. cerevisiae)

El genoma mitocondrial de levaduras es grande
(120 kb) y contiene intrones. Contiene genes para
los tRNA, para la cadena respiratoria (citocromo
oxidasa 1, 2 y 3; citocromo b), para rRNA 155 y 215,
y para las subunidades 6, 8 y 9 del sistema de la
ATPasa. El genoma mitocondrial de levaduras es lla-
mativo porque sus genes de RNA ribosémico estin
separados. El gen para el rRNA 215 contiene un in-
tron. Alrededor del 25% del genoma mitocondrial
de levaduras contiene DNA rico en AT sin funcion
codificante.

El codigo genético del genoma mitocondrial difie-
re del cAdigo universal del DNA nuclear con res-
pecto al uso de algunos codones. El codon de
terminacién nuclear UGA en las mitocondrias co-
difica para el triptéfano, mientras que los codones
nucleares para la arginina (AGA y AGG) funcionan
como codones de terminacién en las mitocon-
drias de mamiferos.
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El genoma mitocondrial del hombre

El genoma mitocondrial de mamiferos es pequefio
y compacto. No contiene intrones y en algunas re-
giones los genes se superponen, de modo que casi
todos los pares de bases pertenecen a algtin gen. Los
genomas mitocondriales de los seres humanos y los
ratones fueron secuenciados y contienen homolo-
gias extensas. Cada uno estd constituido por 16,5
kb; es decir, es considerablemente menor que el ge-
noma mitocondrial de levaduras.

A. Genes mitocondriales en el hombre

Cada mitocondria contiene 2-10 moléculas de
DNA. El genoma mitocondrial de los seres huma-
nos contiene 13 regiones codificantes de protei-
nas: genes para el complejo de la citocromo ¢
oxidasa (subunidades 1, 2 y 3), para el citocromo
by para las subunidades 6 y 8 del complejo de la
ATPasa. A diferencia de las levaduras, el DNA mi-
tocondrial de mamiferos contiene siete subunida-
des para la NADH deshidrogenasa (ND1, ND2,
ND3, ND4L, ND4, ND5 y ND6). El 60% de la capa-
cidad codificante mitocondrial se utiliza para las
siete subunidades de la NADH reductasa (ND). Se
pueden diferenciar una cadena simple pesada (H)
y otra simple liviana (L) mediante un gradiente de
densidad. La mayoria de los genes se encuentran
en la cadena H. La cadena L codifica para una pro-
teina (subunidad 6 de la ND) y 8 tRNA. A partir de
la cadena H se transcriben dos RNA, uno corto pa-
ra los rRNA y otro largo para mRNA y 14 tRNA. De
la cadena L se produce un solo transcripto. Un
RNA 7S se transcribe en sentido contrario a las
agujas del reloj cerca del origen de replicacién
(ORI) (no se muestra).

B. Cooperacion entre el genoma
mitocondrial y el nuclear

Algunas proteinas mitocondriales son agregados
de productos génicos de genes nucleares y mito-
condriales. Estos productos génicos se transportan
hacia la mitocondria después de la transcripcién
nuclear y la traduccién citoplasmatica. En las
mitocondrias, forman proteinas funcionales a
partir de subunidades de productos génicos mi-
tocondriales y nucleares. Esto explica por qué
algunos trastornos genéticos mitocondriales
presentan herencia mendeliana, mientras que
las alteraciones determinadas puramente por las
mitocondrias muestran herencia por via mater-
na en forma exclusiva.

C. Relacion evolutiva entre los genomas
mitocondriales

El DNA mitocondrial posee una tasa de mutacién
diez veces superior a la del DNA nuclear. Se gene-
ran mutaciones durante la fosforilacion oxidativ,
(pdg. 124) por medio de vias que involucran mo-
1éculas de oxigeno reactivas. Se acumulan las mu-
taciones por la falta de una reparacion efectiva de|
DNA e histonas protectoras. Al nacer, la mayoria
de las moléculas de mtDNA son idénticas (homo-
plasmia); con ulterioridad, difieren como resulta-
do de las mutaciones acumuladas en diferentes
mitocondrias (heteroplasmia).

Es probable que las mitocondrias evolucionaran
de organismos independientes que se integraron
a las células, Ellas replican, transcriben y traducen
su DNA con independencia del DNA nuclear. Dado
que las mitocondrias estdn presentes sélo en los
ovocitos y en pocos espermatozoides, sus genes
se heredan con exclusividad a través de la madre.
La herencia materna puede usarse en forma efec-
tiva en estudios de relaciones evolutivas. Puede
reconstruirse un arbol evolutivo de poblaciones
relacionadas si se comparan las variantes de mtD-
NA, llamadas haplotipos, basadas en diferencias
de secuencia. Un arbol filogenético reconstruido a
partir de 147 seres humanos de diferentes regio-
nes geograficas de todo el mundo sugirio que ha-
ce alrededor de 200.000 aios hubo una secuencia
ancestral (apodada “Eva"). El DNA mitocondrial
puede estudiarse a partir de especimenes biologi-
camente ancestrales como los Neandertal (véase
pag. 258.)
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Genética clasica
Los rasgos mendelianos

En 1865, el monje Agustiniano Gregorio Mendel
publicé algunas observaciones destacables en la
revista Breichte der Naturgeschichtlichen Verei-
nigung von Briinn (Procedimientos de la Sociedad
de Historia Natural de Brunn), que recibieron aten-
cién minima en ese momento. En aquel trabajo,
titulado “Experimentos en plantas hibridas”,
Mendel observé que ciertos rasgos en las arvejas
de jardin (Pisum sativum) eran heredados con in-
dependencia unos de otros. Mas aun, Mendel des-
cribi6 cierta regularidad en el patron de aparicién
de rasgos individuales en generaciones consecuti-
vas. A continuacion se presentara su sisterna ex-
perimental, las plantas y los rasgos observados.

A. Laplanta de arveja (Pisumn sativum)

La planta estd constituida por el tallo, las hojas,
las inflorescencias (flores) y las semillas envaina-
das. En la flor se pueden diferenciar el pistilo (fe-
menino), que comprende el estigma, el estilo y el
ovario; y el estambre (masculino) que comprende
las anteras y los filamentos. En condiciones nor-
males la planta se reproduce por autofertiliza-
cién. El polen de las anteras cae sobre el estigma
de la misma inflorescencia.

No obstante, es relativamente facil llevar a cabo
una fertilizacién cruzada. Para esto Mendel abrié
las flores y retir6 la antera antes de que se escapa-
ra el polen, y en su lugar utilizo el polen de otra
flor. La vaina resultante contiene las semillas a
partir de las que se desarrollardn plantas nuevas.

B. Losrasgos observados (fenotipos)

Mendel observd siete rasgos caracteristicos: 1)la al-
tura de las plantas, 2) la localizacién de la floracion
alo largo del tallo, 3) el color de las vainas, 4) la for-
ma de las vainas, 5) la forma de las semillas, 6) el
color de las semillas y 7) el color del tegumento de
las semillas. Observo que cada par de rasgos era he-
redado con independencia de todos los otros pares.
La observacion principal de Mendel fue que los ras-
gos independientes se heredaban con ciertos patro-
nes predecibles. Esto representd un nuevo punto de
vista fundamental para la comprensién del proceso
de la herencia. Dado que se desviaba de los concep-
tos prevalentes en aquella época, su importancia no
se reconocio de inmediato.

En el presente se sabe que los rasgos determina-
dos en forma genética se heredan de manera in-
dependiente (segregacién) solo cuando se
localizan en diferentes ‘cromosomas o alejados
en grado suficiente dentro del mismo cromoso-
ma como para separarse por recombinacion (p.
ej., cuando no hay ligamiento genético, véase
pdg. 144). Esto ocurria en los genes investigados
por Mendel. En los dltimos afios algunos de es-
tos genes se clonaron y se determind su estruc-
tura molecular.

Desviacion del patron mendeliano
de la herencia

Los rasgos mendelianos no siempre aparecen en
las proporciones esperadas (véase pag. 134). Co-
mo resultado del fendmeno de la meiosis, un ras-
go puede ser mucho mds frecuente que otros. Hay
ejemplos como el del complejo t del raton (alre-
dedor del 99% en lugar del 50% de la descenden-
cia de ratones machos heterocigotos t/+ también
es heterocigoto) y el del distorsionador de la se-
gregacion (DS) en Drosophila.

En 1993 en Siberia se describié una poblacion de
ratones de la que el 85 y el 65% de las crias eran
heterocigotas para una inversion. La homocigosis
de la inversion conduce a la reduccion de la apti-
tud fisica y a una desventaja selectiva. El despla-
zamiento en los porcentajes previstos no se debio
a muerte embrionaria temprana. Es posible que
las desviaciones a las leyes mendelianas se pre-
senten con mas frecuencia de lo que se prevé.
Otras desviaciones se producen por impronta ge-
noémica (imprinting) (véase pag. 226) o por mo-
saicismo en las lineas germinales.
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Distribucién (segregacion)
de los rasgos mendelianos

Mendel observé diferentes caracteristicas de la
planta de arveja y sigui6 sus apariciones en las ge-
neraciones subsiguientes. Durante estas observa-
ciones, se hicieron evidentes ciertas regularidades
en su patron de aparicion (leyes de Mendel).

A. Segregacion de rasgos dominantes
y recesivos

En dos experimentos diferentes Mendel observd
la forma (lisa o rugosa) y el color (amarillo o ver-
de) de las semillas. Cuando cruzé las plantas de la
generacion parental P, por ejemplo, lisa x rugosa o
amarilla x verde, observé que de la primera gene-
racién de hijas, F,, todas las semillas eran lisas o
amarillas respectivamente.

En la generacidn siguierite, F;, que aparecio por la
autofertilizacién comdn en las arvejas, reapare-
cian los rasgos observados en la generacion P (lisas
y rugosas o amarillas y verdes, respectivamente).
De 7.324 semillas de un experimento 5.474 resul-
taron lisas, contra 1.850 rugosas. Esto correspon-
dia a una relacién de 3:1. En el experimento con el
rasgo color (amarillo vs. verde), Mendel observo
que de un total de 8.023 semillas de la generacién
F,, 6.022 eran amarillas y 2.001 verdes, de nuevo
correspondid a la relacién 3:1.

Al rasgo aparecido con exclusividad en la gene-
racion F, (lisa o amarilla), Mendel lo llamé do-
minante; al que no aparecié en esa primera
generacion (rugosa o verde) lo llamé recesivo. Su
observacion de que un par dominante/recesivo
de rasgos aparece (segrega) en la F; en la rela-
cién 3:1 se conoce como primera ley de Mendel.

booksmls.org

B. Retrocruza de una planta F, hibrida
con una parental

Cuando Mendel retrocruzé la planta hibrida F,
con una planta parental que mostraba el rasgo re-
cesivo (1), ambos rasgos aparecieron en la gene-
racién siguiente en una relacién 1:1 (106 lisas y
102 rugosas). Esta es la llamada segunda ley de
Mendel.

La interpretacién de este experimento (2] de re-
trocruza de una F, hibrida con una planta paren-
tal, reside en la formacién de diferentes células
germinales (gametos). La F; hibrida (lisa) contie-
ne dos rasgos: uno para lisa (R, dominante sobre
rugosa, r) y otro para rugosa (r, recesivo frente a
lisa, R). Esta planta es hibrida (heterocigota) y
puede formar dos tipos de gametos (R y r).

Por el contrario, la otra planta es homocigota pa-
ra rugosa (r). S6lo puede formar un tipo de game
to (r, rugoso).

La mitad de la descendencia de la planta heteroci
gota recibe el rasgo dominante (R, liso) y 1a otra
mitad, el recesivo (r, rugoso). La distribucién re-
sultante de los rasgos es entonces en la relacion
1:1, 0 sea, el 50% de cada una.

El rasgo observado se denomina fenotipo (la ex-
presion externa de una determinada caracteristi-
ca). La composicién de los dos factores (genes) Ry
r, (Rr) o (rr), se denomina genotipo. Las formas al-
ternativas de un rasgo (en este ejemplo, lisa o
rugosa) se llaman alelos. Son resultado de la in-
formacién genética diferente en un determinado
locus génico.

Cuando los alelos son diferentes se habla de geno-
tipo heterocigoto y cuando son iguales, de genoti-
po homocigoto. Esta convencién siempre se
refiere a un solo locus génico en particular.
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Distribucién independiente B. Interpretacion de las observaciones B
de dos rasgos diferentes Si asignamos la letra G maytscula al gen domi- ; )&
En un experimento mas amplio, Mendel obser-  Nante amarillo y 1a g mintscula al recesivo ver- ; e Dy
V6 que dgs rasgos diferenteg se heredaban con 96 1a maytscula R al dominante lisa y lq E P ,Ii::r?arma >4 R‘Gg?g:.
independencia uno del otro. Cada par de rasgos mindscula r al recesivo rugosa, los nueve si- i (homocigota) = (hnmocigota)|
mostré la misma distribucién 3:1 del rasgo do- guientes genotipos de estos dos rasgos combj. * e + L gusEy
minante sobre el recesivo en la generacion F,, nados pueden 'aparece_r ' C'GR.R’ GF“‘- GgRR, 14:"' A
como él lo habfa observado con anterioridad. La  GBRY (todas serdn amarillas y lisas); GGIT, Ggre i | Lisafrugosa
segregacién de dos pares de rasgos seguia de (amarillas y rugosas); ggRR, ggRr (verdes y ;- R Fy Amarillajverd
nuevo ciertos patrones definidos sas), y ggrr (verdes y rugosas). La distribucian & (heterocigota)

’ de rasgos exhibida en la figura A es consecuen. i

A. Distribucion independiente
de dos rasgos

En un experimento Mendel investigd el cruza-
miento de pares de rasgos liso/rugoso y amari-
llojverde. Cuando cruzé plantas de semillas
lisas y amarillas con plantas de semillas rugosas
y verdes, observo que en la generacién F, solo
aparecieron semillas lisas y amarillas. Esto se
correspondia con los experimentos originales,
como se mostré en la pagina 132. En la genera-
cion F,, los dos pares de rasgos aparecieron en la
siguiente distribucion: 315 semillas lisas y ama-
rillas, 108 amarillas y rugosas, 101 verdes y li-
sas, 32 verdes y rugosas, lo que correspondid a
una relacion en la segregacion de 9:3:3:1. Esto
se conoce como tercera ley de Mendel.

cia de la formacién de gametos de diferentes tj-
pos, en funcién de cual de los genes contienen.
La relacién del rasgo dominante amarillo (G) so-
bre el recesivo verde (g) es 12:4 0 3:1.
Asimismo la relacién del rasgo lisa (R) sobre ru-
gosa (r) también fue 12:4 0 3:1.

El cuadro (llamado luego cuadro de Punnet, un
antiguo genetista), muestra los distintos genoti-
pos que pueden aparecer en el cigoto luego de la
fertilizacién. En total hay 9/16 semillas amarillas
lisas (GRGR, GRGr, GrGR, GRgR, gRGR, GRgr, GrgR,
gRGr, grGR); 3/16 verdes lisas (gRgR, gRer, greR):
3/16 amarillas rugosas (GrGr, Grgr, grGr) y 1/16
verdes rugosas (grgr). Cada uno de los dos rasgos
{amarillo dominante versus verde recesivo, o liso
dominante versus rugoso recesivo) aparecio en la
relacion 3:1 (dominante versus recesivo).
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Fenotipo y genotipo

El andlisis genético convencional examina la rela-
cién genética de individuos basada en su paren-
tesco. Estas relaciones estin presentes en un
pedigri (andlisis de pedigri). Un rasgo observado
se denomina fenotipo. Este puede ser una enfer-
medad, un grupo sanguineo, una variante proteica
o cualquier atributo determinado por observacion.
El fenotipo depende en gran medida del método y
la precisién de las observaciones. El término geno-
tipo se refiere a la informacién genética en la que
se basa el fenotipo.

A. Lossimbolos en un esquema de un pedigri

Los simbolos mostrados aqui representan una
manera comun de diagramas de pedigri. Los indi-
viduos masculinos se representan con cuadrados,
los femeninos con circulos. Los individuos de se-
xo desconocido (p. ej., por falta de informacion)
se representan con rombos. En genética médica
debe informarse el grado de certeza en la deter-
minacion del fenotipo, por ejemplo, presencia de
una patologia. En cada caso debe informarse de qué
fenotipo (enfermedad) se trata. Se debe diferen-
ciar entre diagndsticos establecidos (datos com-
pletos), diagndsticos posibles (incompletos) y
cuestionados (informacién o datos dudosos). Una
asignacion errénea de un fenotipo puede condu-
cir a conclusiones falsas acerca del modo de he-
rencia. Hay otros simbolos que se utilizan en estos
esquemas, por ejemplo, para hembras heterocigo-
tas con herencia cromosdmica X (véase pag. 142).

B. Genotipo y fenotipo

Las definiciones de genotipo y fenotipo se refie-
ren a la informacién genética contenida en un
determinado locus génico. El locus génico es el
sitio dentro del cromosoma donde reside la in-
formacién para un rasgo determinado. Las dife-
rentes formas posibles de la informacién
genética en los locus se llaman alelos. En los or-
ganismos diploides (todos los animales y la ma-
yoria de las plantas) hay tres posibles genotipos
con respecto a dos alelos en cualquier locus: 1)
homocigota para un alelo, 2) heterocigota para
dos alelos diferentes y 3) homocigota para el
otro alelo.

Los alelos pueden diferenciarse segtin puedan re-
conocerse en el estado heterocigoto o sélo en ho-
mocigoto. Si pueden reconocerse en el estadp

heterocigoto se llaman dominantes. Si pueden ser

reconocidos s6lo en estado homocigoto, se llaman
recesivos. Los conceptos dominante y recesivp
son atributos de la observacién y no se aplican en
el nivel molecular. Si dos alelos pueden recono-
cerse a la vez en estado heterocigota, se denomi-
nan codominantes (p. ej., alelos A y B del sistema
ABO de clasificacién de grupos sanguineos; 0 es
recesivo para Ay B).

Si hay mas de dos alelos posibles para un locus
génico, entonces habrd mas genotipos. Con tres
alelos hay seis genotipos posibles; por ejemplo en
el sistema ABO de grupos sanguineos existen los
siguientes genotipos: AA, A0 (ambos fenotipo A);
BB, BO (ambos fenotipo B); AB y 00 (en el presen-
te hay mas de tres alelos en el sistema ABO).

Consejo eugénico

Es un mecanismo de comunicacién relacionado
con el diagnédstico y la posible aparicidn de deter-
minados trastornos genéticos dentro de una fa-
milia o entre familiares mas distantes. Sobre la
base de un diagndstico establecido se puede de-
terminar el riesgo individual de una persona o el
de sus hijos. El objetivo del consejo eugénico es
proveer informacion comprensible, que incluya
las posibles decisiones, el curso de la enferme-
dad, los cuidados médicos y el tratamiento. Debe
respetarse la confidencialidad profesional. El
consultor no toma decisiones.

En el consejo eugénico se distingue al consultor,
persona que busca informacicn, y al paciente, quie-
nes suelen ser personas muy diferentes. El paciente
cuya enfermedad dirige por primera vez la atencidn
a su pedigri, es el denominado exponente (o propo-
sitasi es mujer y propositus si es varén). La crecien-
te disponibilidad de informacién acerca de una
enfermedad basada en el andlisis de DNA antes de
que ésta se manifieste (prueba predictiva) llama a
establecer con sumo cuidado si estd en el interés de
ese individuo llevar a cabo el analisis.
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Segregacion de genotipos parentales

La distribucion (segregacién) de los genotipos pa-
rentales en la descendencia depende de la combi-
nacion de alelos en los padres. En cada caso,
siempre referido a un locus génico determinado.
Las leyes mendelianas establecen la combinacién
esperada de alelos en la descendencia de una pare-
ja parental. Segiin la localizacién del cromosoma,
por ejemplo, si es un locus en un autosoma (véase
pag. 184) o un locus en el cromosoma X, pueden
distinguirse herencia autosémica o ligada al cro-
mosoma X, respectivamente, Segin el efecto del
genotipo sobre el fenotipo en el estado heterocigo-
to, un alelo puede clasificarse como dominante o
recesivo. De ahi que haya tres modelos basicos de
herencia: 1) autosémica dominante, 2) autosémica
recesiva, 3) ligada al cromosoma X. Para genes lo-
calizados en el cromosoma X no es importante dis-
tinguir entre dominante y recesivo (véase mas
adelante), Dado que los genes del cromosoma Y
siempre se transmiten del padre a los hijos varo-
nes, y como el cromosoma Y carga sélo unos pocos
genes causales de enfermedades, la herencia ligada
al cromosoma Y puede no tomarse en cuenta al
considerar la herencia monogénica.

A. Posibles combinaciones de apareamiento
de los genotipos para dos alelos

Para un locus génico con dos alelos hay seis posi-
bles combinaciones de genotipos parentales (1-
6). En este ejemplo se muestran dos alelos: azul
(bl) y rojo (r); azul es dominante sobre rojo. En
tres de las combinaciones parentales (1, 3, 4) nin-
guno de los padres es homocigoto para el alelo re-
cesivo rojo. En otras tres combinaciones (2, 5, 6)
uno o ambos padres manifiestan el alelo recesivo
por ser homocigoto. Los patrones de distribucion
de genotipo y fenotipo en la descendencia de es-
tos padres se muestra en la figura B. En estos
ejemplos el sexo de los padres es intercambiable.

B. Patron de distribucién en la descendencia
de padres con dos alelos Ay a

Con tres de los tipos de apareamientos parentales
para los dos alelos A (dominante sobre a) y a (re-
cesivo a A), hay tres combinaciones que conducen
a la segregacion (separacion durante la meijosis)

de genes alélicos. Estos corresponden a las combj.
naciones parentales 1, 2 y 3 que se observan en |5
figura A. En los apareamientos 1 y 2, uno de lgs
padres es heterocigoto (Aa) y el otro, homocigotg
(aa). La distribucién de genotipos esperados en |3
descendencia es 1:1; o sea, el 50% (0,50) es Aa he-
terocigoto y el 50% (0,50), aa homocigoto.

Si ambos padres son heterocigotos Aa (aparea
miento tipo 3 de la figura A), las proporciones de
genotipos esperados en la descendencia (AA, Aa,
aa) aparecen en una relacién 1:2:1. En cada caso,
el 25% (0,25) de la descendencia sera homocigoto
AA, el 50% (0,50), heterocigoto Aa, y el 25% (0,25),
homocigoto aa. Si los dos padres son homocigotos
para diferentes alelos (AA y aa) toda su descen-
dencia sera heterocigota.

C. Fenotipos y genotipos en la descendencia
de padres con un alelo heredado
de manera dominante

Un alelo dominante (en el primer pedigri, A, en
el padre) se espera en un 50% de la descenden
cia. Si ambos padres son heterocigotos, el 25%
de la descendencia sera homocigoto aa. Si am-
bos padres son homocigotos, uno para el alelo
dominante A y el otro para el alelo recesivo a,
entonces toda la descendencia sera obligada-
mente heterocigota. Cabe destacar que las figu
ras son porcentajes de las distribuciones
esperadas de los genotipos. La distribucién real
puede desviarse de la esperada, en especial con
un nimero pequeiio de nifios.

Distribucién esperada de genotipos para padres
con diferentes combinaciones de genotipos para
un alelo dominante A y un alelo recesivo a

Padres Descendencia Distribucion
AA x AA AA 1

AA x Aa AA, Aa 1:1

Aa x Aa AA, Aa, aa” 121

AA x aa Aa 1

Aa x aa Aa, aa 1:1

aa xaa aa 1

* Fenotipo dominante a fenotipo recesivo 3:1.
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Herencia monogénica

La herencia monogénica se refiere al patrén de se-
gregacion de alelos en un solo locus génico cuan-
do se transmiten de los padres a su descendencia.
En genética médica se acostumbra asignar nime-
ros romanos a las generaciones sucesivas. Dentro
de una generacion a cada individuo se le asigna
un nimero ardbigo. Los individuos también pue-
den asignarse con combinaciones de niimeros no
superpuestas, para calculos computarizados.

A. Patron de herencia en pedigries
con un rasgo autosémico dominante

Los individuos afectados se relacionan de manera
directa en una o mis generaciones sucesivas. Tan-
to varones como mujeres estan afectados en una
relacion 1:1. La proporcién esperada de descen-
dencia afectada y no afectada de un individuo
afectado es del 50% (0,50) para cada una. Una con-
sideracién importante en trastornos autosomicos
es si una mutacion nueva se presenta en un pa-
ciente sin padres afectados. Los pedigries 2 y 3
muestran una nueva mutacién en la generacién II.
En algunas alteraciones autosomicas dominantes
el portador de la mutacién no manifiesta la enfer-
medad. Esto se denomina ausencia de penetran-
cia, pero es mas una excepcion que la regla. El
grado de manifestacién puede variar segiin la fa-
milia. Esto se denomina expresividad variable.

B. Patrén de herencia en pedigries
con un rasgo autosomico recesivo

Los padres heterocigotos tienen un riesgo del
25% de descendencia afectada. La segregacién
esperada de genotipos de los hijos de pacientes
heterocigotos es 1:2:1 (un 25% de homocigotos
normales, un 50% de heterocigotos, y 25% de ho-
mocigotos afectados). Ambos sexos se ven afec-
tados con igual frecuencia.

Los padres no afectados (1I-3 y 1I-4 en el pedigri 1,
I-1 y I-2 en el pedigri 2, y IlI-1 y [1I-2 en el pedigri
3) son heterocigotos obligados. En el pedigri 3 la
homocigosis del hijo afectado puede rastrearse
hacia atris hasta los ancestros comunes de los dos
padres, que son primos hermanos. La consangui-
nidad parental (lazo de sangre) de IlI-1 y 1ll-2 se
indica por una doble linea en el pedigri.

C. Herencia ligada al cromosoma X

Un rasgo ligado al cromosoma X suele aparecer
solo en varones porque son hemicigotos para to-
dos los genes localizados en su cromosoma X. Una
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mujer heterocigota para una mutacién en el crq.
mosoma X tiene un riesgo del 50% de tener un hj-
jo afectado. Ella también transmitird g
cromosoma X portador de la mutacion en un 50z
a sus hijas mujeres, pero como ellas seran heterq.-
cigotas, no se veran afectadas. EI pedigri 1 mues-
tra la distribucion de los tres cromosomas ¥
parentales (uno del padre, dos de la madre) en |5
descendencia. El panel 2 muestra la distribucicn
correspondiente de los cromosomas X e Y de los
padres a la descendencia.

Dado que un varén sélo posee un cromosoma ¥
su(s) hija(s) siempre heredaran este cromosoma
con su(s) mutacidn(es). Un hijo varon heredar;
uno de los dos cromosomas X de la madre perg
ninguno del padre, La proporcion de mutaciones
nuevas es relativamente alta (3) dado que los va-
rones afectados con severas enfermedades liga-
das cromosoma X no pueden reproducirse y
transmitir la mutacién a la descendencia. Un ter-
cio de varones con enfermedades severas ligadas
al cromosoma X, sin antecedentes familiares, tie-
nen una mutacion nueva (Regla de Haldane), que
también podria presentarse en una mujer (4). La
herencia tipica del cromosoma X es facil de reco

nocer (5). Varones afectados pueden aparecer en
generaciones consecutivas, pero siempre a traves
del linaje femenino. La transmision de padre a hi-
jo de un rasgo ligado al cromosoma X no es posi-
ble, dado que los hijos heredan el Y de su padre
perono el X.

Las mujeres con un hijo y un hermano afectados, o
con dos hijos afectados deben ser heterocigotas. Se
las denomina heterocigotas obligadas. Las que pue

den serlo 0 no son las heterocigotas facultativas (p.
ej., l1l-5 y IV-2). Un caso aislado de trastorno ligado
al X presenta la duda de si se debe a mutacion nue-
va. De todos modos la presencia de la mutacién en
una proporcion de las células germinales de la ma-
dre (mosaicismo de linea germinal) puede incre-
mentar el riesgo aparente. La situacion sélo puede
resolverse sobre la base de las observaciones pre-
vias de la enfermedad en cuestion.
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Ligamiento y recombinacion

El término ligamiento se refiere a dos 0 mas genes
heredados juntos como resultado de su localiza-
cion en el mismo cromosoma. Esto depende de la
distancia entre sus loci. Cuanto mas préximos se
encuentren uno del ntro, mayor serd la frecuencia
con la que se heredaran juntos (ligados). La re-
combinacion cruzada ( crossing-over) entre los lo-
¢i (corte y reunion durante la meiosis, véase
pag. 116) conduce a la formacién de nuevas com-
binaciones de genes ligados. Cuando los loci se
encuentran muy cercanos, la recombinacién es
poco comin. Cuando se encuentran mds alejados,
es mds frecuente. De hecho, la frecuencia de re-
combinacion puede usarse como medida de la
distancia entre los loci. El término ligamiento se
refiere a los loci génicos, no a los alelos especifi-
cos. Los alelos ubicados en loci muy préximos (li-
gados), que se heredan juntos se denominan
haplotipos. Si esto se produce de manera mas o
menos frecuente que lo esperado por las frecuen-
cias individuales de los alelos involucrados, se de-
nomina desequilibrio de ligamiento (pag. 158).

A. Recombinacién cruzada (crossing over)

La permanencia de los genes vecinos en el mismo
cromosoma parental, unidos o separados, depende
de los acontecimientos citoldgicos (1) durante la
meiosis. Si no hay recombinacion cruzada entre los
dos loci Ay B, de los alelos respectivos A, a y B, b,
entonces permanecen juntos en el mismo cromo-
soma (ligados). Los cromosomas de los gametos
formados en la meiosis en este caso no son recom-
binantes y corresponden a los parentales. Sin em-
bargo, si hay recombinacién cruzada en los dos loci
los gametos formados son recombinantes con res-
pecto a esos dos loci génicos. Los acontecimientos
citologicos (1) se ven reflejados en el resultado ge-
nético (2). Para dos loci vecinos Ay B en el mismo
cromosoma, la resultante genética es una de dos
posibilidades: no recombinantes (gametos corres-
pondientes al genotipo parental) o recombinantes
(nueva combinacion). Las dos posibilidades pue-
den diferenciarse sélo cuando se conoce el genoti-
po parental para ambos loci génicos (Aa y Bb).

B. Ligamientos de un locus génico con
una mutacion autosémica dominante (B),
con un locus de un marcador (A)

Aqui se muestra la segregacidn de dos loci génicos
ligados en una familia. Hay dos posibilidades: 1
no-recombinacién y 2, recombinacién. Un locuys
(B) representa una mutacién autosémica domi.
nante que conduce a cierto fenotipo, por ejemplo,
una enfermedad hereditaria autosémica domi-
nante, El padre y tres de los hijos estdn afectados
(simbolos rojos en el pedigri). El otro locus (A) es
un marcador vecino. Los tres hijos afectados here-
daron de su padre el alelo mutante B tanto como
el alelo A del marcador. Los tres hijos no afectadaos
heredaron del padre el alelo normal b y el alelo a
del marcador. La presencia del alelo paterno a de|
marcador indica ausencia de la mutacion (es de-
cir, B no esta presente). En este caso no hubo re-
combinacién (1).

En la situacién 2, la recombinacion se produjo
en dos personas (indicadas): un individuo afec-
tado heredd los alelos a y B del padre, en lugar
de los alelos Ay B. Un individuo no afectado he-
redo los alelos Ay b.

La condicién para diferenciar los genotipos pa-
ternos es la heterocigosis en los loci del padre.
En el caso presentado, los alelos A y B se en-
cuentran en uno de los cromosomas del padre y
los alelos a y b en el otro (en posicion cis). Tam-
bién seria posible que el alelo A en el padre se
encontrase en un cromosoma y el B en el otro
(en posicion trans). Estas dos posibilidades re-
presentan dos fases de ligamiento diferentes, El
reconocimiento de la recombinacidén respecto
de la no-recombinacion asume el conocimiento
de la fase de ligamiento parental.

El andlisis de la segregacion de genes ligados es
muy importante para los médicos genetistas por-
que puede determinarse la presencia o la ausen-
cia de una mutacion causante de enfermedad
aunque no se conozca con exactitud el tipo de
mutacidn (analisis genético indirecto). Para estos
analisis se utilizan marcadores vecinos estrecha-
mente ligados (polimorfismos del DNA, véase
pag. 72.)
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Distancia genética entre dos
loci génicos y frecuencia
de recombinaciéon

Cuanto mds cerca se localicen dos loci génicos, con
mas frecuencia se heredaran juntos (ligamiento
genético); cuanto mas apartados estén, se separa-
ran con mayor asiduidad por recombinacion. La
frecuencia de recombinacién mds alta posible es
del 50% (0,50), porque este valor corresponde a la
segregacion de genes ubicados en diferentes cro-
mosomas. De este modo, la frecuencia de recom-
binacion refleja la distancia entre dos loci (distancia
genética). Esta distancia puede expresarse como la
frecuencia de recombinacién genética (en oposi-
cién a la distancia fisica, que estd dada por el ni-
mero de pares de bases de DNA que hay entre
ambos loci, véase pag. 240).

La sintenia (H. ]. Renwick, 1971) hace referencia a
los loci génicos ubicados en el mismo cromoso-
ma, sea que ellos estén ligados o no. De este mo-
do, el término también incluye a los loci no
ligados, ampliamente separados en el mismo cro-
MOSoMma.

A. Lafrecuencia de recombinacion
como consecuencia de la distancia
entre dos loci

Dos loci génicos Ay B vecinos en los padres pue-
den recombinarse o permanecer sin recombina-
cién (véase pdg. 144). Si uno de los padres es
heterocigoto para los alelos Aa y Bb, pero el otro
es homocigoto para ambos, entonces la homoci-
gocis solo en el locus A (1) o solo en el locus B (2)
en la descendencia serd resultado de la recombi-
nacion. La frecuencia de recombinacién observa-
da entre el locus A y el B (3%) resulta de la
distancia entre ellos, Se dice que estos dos loci se
encuentran apartados por 0,03 unidades de re-
combinacién (3cM). Una unidad de recombina-
cidn es un centimorgan (cM), y 1 cM corresponde
a una frecuencia de recombinacion del 1% (0.01).
En los mamiferos la recombinacién durante la
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meiosis es mucho mas frecuente en las hemby;.
que en los machos, de manera que la distancia ge_
nética en las hembras es de alrededor de 1,5 vece
mayor que en los machos (véase pag. 240). El té
mino morgan deriva del nombre de un genetist,
norteamericano, que en 1911 describié por pri-
mera vez la recombinacion en Drosophila. Ep,
aquel momento la observacion del ligamiento y |,
recombinacion fue un argumento importante pa-
ra sostener que los genes estaban ubicados de
manera lineal a lo largo de los cromosomas.

B. Determinacion del orden de tres
loci génicos y las distancias relativas
entre cada uno de ellos a través de
la medicién de la frecuencia
de recombinacion

No sélo las distancias relativas entre los loci géni-
cos, sino también su orden pueden determinarse
al comparar las frecuencias de recombinacién. En
el ejemplo presentado se determinara el orden de
tres loci génicos A, B y C de distancia desconocida
uno del otro (1). En plantas y animales puede es
tablecerse la distancia entre cualquier par de es-
tos loci (del locus A al B, del B al C, del A al C).

En la genética clasica experimental se utilizaron
ensayos de hibridacion de este tipo con este pro
posito. Para una cruza de prueba pueden usarse
distintos genotipos parentales. Un genotipo pa-
rental se cruza con otro diferente. Las frecuencias
de recombinacién observadas (2) indican las dis
tancias relativas de los loci entre si. En el ejemplo
presentado la distancia del locus A al C es 0,08
(8%); la distancia entre el locus By el Ces 0,23
(23%) y la que hay entre el Ay el Bes 0,31 (31%).
Entonces, con una distancia de 0,08 entre Ay Cy
de 0,23 entre Cy B, se encuentran ubicados en el
orden A-C-B (3).

Ese tipo de determinacidn indirecta de la localiza-
cion relativa de los loci génicos en su orden co-
rrecto en la genética cldsica experimental se
reemplazd por los métodos directos de la tecnolo-
gia del DNA recombinante.
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Andlisis de segregacién con
marcadores genéticos

Ciertas diferencias individuales en la secuencia de
las bases nucleotidicas del DNA (polimorfismos
del DNA) pueden utilizarse como marcadores ge-
néticos para obtener informacion indirecta acerca
de la presencia o la ausencia de una mutacion en
un locus estrechamente ligado asociado con una
enfermedad (diagnostico genético indirecto). El
andlisis de la segregacion de los marcadores liga-
dos a un locus asociado con una enfermedad pue-
de aplicarse aun cuando no pueda encontrarse la
mutacién. Si se utiliza el ligamiento conocido en-

tre un marcador de DNA y un locus de una enfer- Ak
medad, puede obtenerse informacion importante ¢, Ligada al cromosoma X ;] - st e
acerca de la posibilidad de un trastorno genético. s il wndeunaenfermedad TR R (i s o o o (O 5 . i
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(2-1) para ese locus (locus marcador). En el pedigri
1, sin recombinacion, la madre (individuo 2) y dos
de los hijos (individuos 4 y 5) estan afectados por
una enfermedad autosémica dominante. La madre
es heterocigota 1-2 para los dos marcadores de
DNA. El padre es homocigoto 2-2 para el alelo 2. To-
dos los individuos afectados de este pedigri portan
el alelo 1, todos los no afectados no lo portan. En-
tonces, el alelo 1 debe poseer la mutacion. En la fa-
milia 2, se produjo recombinacidn en el individuo 5.
La frecuencia de recombinacion determina la asi-
duidad de falsas predicciones. Por esta razén se uti-
lizan marcadores ligados de manera muy estrecha,
con muy baja frecuencia de recombinacion, prefe-
rentemente loci marcadores que flanquean al locus

el alelo 1(1-1), que fue heredado de cada uno de [os
padres. De esta forma el alelo 1 del padre y el de |,
madre representan al alelo que posee la mutacian
en el locus de la enfermedad estrechamente ligado,
Los hijos no afectados (individuos 3, 5 y 6) recibie-
ron el alelo 2 de la madre y el alelo 1 del padre. Da-
do que alelo 2 no aparece en los individuos
afectados no puede llevar la mutacion. En este caso
no puede determinarse si los hijos no afectados son
heterocigotas o no para el alelo paterno mutante,
En el pedigri de la derecha la recombinacion dehe
haber ocurrido porque un hijo no resultd afectado 3
pesar de ser homocigoto para el alelo 2 (2-2) al igual
que lo son los hijos afectados (individuos 3 y 5).
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Andlisis de ligamiento

El analisis de ligamiento es una prueba designa-
da para detectar el patrén de herencia de dos o
mas loci génicos ubicados con proximidad sufi-
ciente uno del otro en el mismo cromosoma. Los
alelos presentes en los loci ligados tenderan a
heredarse juntos si la recombinacion entre ellos
es poco frecuente. La frecuencia de recombina-
cion es una medida de sus distancias (véase pag.
146). El andlisis de ligamiento se basa en varios
métodos sofisticados diferentes, con el soporte
de programas computarizados. Aqui se presenta
una simplificacién general de sus bases. Con
frecuencia se encuentran tres situaciones: i) el
analisis del ligamiento de dos loci, por ejemplo,
un locus de interés, cuyas mutaciones causan
alguna enfermedad (locus de una enfermedad)
y un locus caracterizado por un polimorfismo
detectable del DNA (locus marcador), ii) el ana-
lisis de ligamiento de varios loci (andlisis multi-
locus) y iii} el analisis de ligamiento que
involucra al genoma entero por medio de mar-
cadores del DNA (microsatélites) a lo largo de
cada cromosoma (escaneo del genoma). Cada
uno requiere diferentes procedimientos y se ba-
sa en distintos postulados.

A. LOD scores

El ligamiento de dos loci génicos se asume
cuando la probabilidad a favor del ligamiento
opuesta a la probabilidad en contra del liga-
miento es igual o mayor que la relacion de
1.000:1 (103:1). El logaritmo de esta relacion se
llama LOD score (LOD, logarithm of the odds:
logaritmo de las rarezas; score: puntaje). Un
LOD score de 3 corresponde a una relacién de
rareza de 1.000:1. La probabilidad de ligamien-
to en oposicién al no-ligamiento para diferen-
tes fracciones de recombinacion (frecuencias
de recombinacién), expresadas como LOD sco-
res, se determina por observacién en familias.
Cuanto mds cercanos se encuentren dos loci
uno de otro, mds alto serd el LOD score resul-
tante.

La tabla muestra (en forma simplificada) el LOD
score para el ligamiento estrecho con una frac-
cién de recombinacion por debajo de 0,05 (a), al-
ta probabilidad de ligamiento con una fraccién
de recombinacién de 0,15 (b), ligamiento débil
(c) y no-ligamiento (d). Si el LOD score es menor
que 0, el ligamiento estd excluido (no se muestra
en la tabla).

B. Curvas de LOD score para diferentes
fracciones de recombinacion

El diagrama muestra una forma simplificada de
las curvas de LOD score para los valores de la ;.
bla de A. (Figura tomada de Emery, 1986.)

C. Anilisis multilocus

Debido al gran niimero de marcadores disponibles
en el nivel del DNA, el analisis de ligamiento en ¢
presente se realiza en general con maltiples marca-
dores (andlisis multilocus). Si se toma en cuenta |3
posicién cromosémica del marcador, el score de |,
localizacion se determina como el logaritmo del co

ciente de probabilidad (relacidn de probabilidad). f|
score de 1a localizaci6n del locus rastreado se anali-
za con respecto a los loci marcadores (A, B, C, D). Ca-
da uno de los cuatro picos expresa el ligamiento. |
pico de mayor altura marca la probable localizacion
del gen rastreado. Si no hay pico no hay ligamiento
y el locus estudiado no se encuentra en la region
analizada (mapeo de exclusion).

En contraposicién al ligamiento, que se refiere a la
distancia genética de los loci génicos, el término
asociacion se refiere a la coexistencia de alelos y
fenotipos. Si un alelo en particular aparece en
personas con una enfermedad con mas frecuencia
que lo esperado por la frecuencia individual, esto
se llama asociacion. Hay muchas causas para la
asociacion, incluso algunas no genéticas.
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Diferencias cuantitativas en
los rasgos genéticos

La mayoria de las variaciones entre los organis-
mos no son cualitativas sino cuantitativas. La al-
tura, el peso, el sombreado en el color de las flores
o de la piel, los patrones conductales, la capacidad
cognitiva, la tasa metabélica y la presion sangui-
nea son algunos ejemplos. Estas variaciones no
pueden agruparse en categorias separadas, dis-
tinguibles con facilidad, como en el caso de los
rasgos monogénicos que muestran el modo de
herencia mendeliana. El término genética cuanti-
tativa fue introducido en 1883 por Francis Galton
para referirse a la variacion de los rasgos complejos.
En 1918, R.A. Fisher y luego otros investigadores,
sentaron las bases para determinar la genética de
esos rasgos. El objetivo primario es distinguir las
contribuciones genéticas y ambientales que
afectan el rasgo. Como esto por lo general no es
posible para individuos, los rasgos cuantitativos
deben definirse para poblaciones. Esto plantea
dificultades considerables en definir un rasgo
(en la cuestién del criterio para considerar un
rasgo como anormal) y en encontrar un control
apropiado (comparacién con otras poblaciones).
La variacién genética subyacente (variacion del
genotipo) se denomina de manera intercambia-
ble poligénica (muchos genes), multigénica (va-
rios genes) o multifactorial (muchos factores,
incluidas contribuciones no genéticas a la varia-
cién). Es importante entender que, al menos en
teoria, un rasgo cuantitativo es el resultado de
distintos genotipos en cada uno de los loci géni-
cos involucrados.

A. Lalongitud de la corola en Nicotiana
longifiora

Cuando se cruzan plantas parentales con la coro-
la de un largo promedio de 40 cm con otras de
90 c¢m, la nueva generacién (F,) presenta una dis-
tribucién en la longitud de la corola que es mds
larga que la de la planta parental pequeiia y mas
corta que la de la planta parental alta. En la gene-
racion siguiente (F,) la distribucion se esparce a
ambos extremos, hacia larga y corta. Si se usan
plantas de las variedades corta, mediana y larga
(se cruzan para generar una nueva poblacion, Fy),
la distribucién media resultante corresponde a la
longitud de corola de las plantas parentales, es
decir, corta (mostrado sobre la izquierda), larga
(mostrado sobre la derecha) o el promedio (mos-
trado en el centro). Esto puede explicarse por una
diferencia en la distribucién de los genes que con-
tribuyen con la variacion del rasgo, en este ejem-

plo la longitud de la corola (figura adaptada de
Ayala y Kiger, 1984).

B. Distribucion de frecuencias en
la generacién F, con diferentes nimeros
de loci génicos involucrados

Una caracteristica variable debido a la diferencia de
alelos en un tnico locus génico puede definirse por
las diferencias observables en los dos tipos homoci-
gotas aa y AA (columna 1 en la figura). A medida
que el nimero de loci contribuyentes al fenotipo se
incrementa de 2 (columna 2) a 3 (columna 3) o a
muchos loci (columna 4), la generacion F, tiende a
desviarse hacia una media. En la generacion si-
guiente (F,) la distribucién de la frecuencia de apa-
ricién del rasgo se esparce. Ya no es posible utilizar
el fenotipo para inferir el genotipo. A medida que el
namero de loci aumenta, aparece una distribucion
suave del rasgo cuantitativo. Aun cuando solo tres
loci contribuyen con el fenotipo (columna 3) la cur-
va de distribucion es relativamente suave, ajustan-
do una curva Gaussiana (normal), como se observa
con muchos loci (columna 4). El fenotipo de cada
individuo es resultado de la contribucion de cada
alelo en los loci involucrados (sus identidades sue-
len permanecer desconocidas). La varianza del fe-
notipo (V;) es la sumatoria de la varianza genética
(V) y de la varianza ambiental (V). Sin embargo,
en muchos casos estos tipos de varianza no pueden
distinguirse, en especial en seres humanos. Un lo-
cus que contribuye con una caracteristica cuantita-
tiva se denomina locus de rasgo cuantitativo (QTL,
quantitative trait locus). Hay varios abordajes para
establecer los QTL (véase Trends Genet. 11: 463

524, 1995 Special Issue).
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Distribucion normal y
modelo del umbral poligénico

La herencia poligénica de los rasgos cuantitativos
se da en todas las especies de plantas y animales
y su andlisis requiere la aplicacion de métodos es-
tadisticos. Estos ayudan en la determinacién de
las diferencias entre una muestra de mediciones y
la poblacién de la cual derivan y definen cudnta
confianza puede tenerse en las conclusiones.

A. Distribucion normal de
un rasgo cuantitativo

Cuando los datos cuantitativos de una muestra
amplia son graficados a lo largo de las abscisas y
el niimero de individuos en las ordenadas, la dis-
tribucidn de frecuencias resultante toma la forma
de una campana de Gauss. La media (X) intercep-
ta la curva en su punto mas alto y divide el rea
bajo la curva en dos partes iguales (1). Otras inter-
secciones perpendiculares pueden establecer una
desviacion estindar (s) hacia la izquierda (-1s), y
hacia la derecha (+1s), y dejar dos dreas adiciona-
les, ca la izquierda (p. ej., presion sanguinea baja
0 estatura baja) y d a la derecha (p. ej., presion
sanguinea alta o estatura aumentada). Cada una
de las dreas a y b comprenden el 34,13% del total
del drea bajo la curva (2). Otras particiones adicio-
nales con perpendiculares a la abscisa en dos y
tres desviaciones estandar (-2s y -3s hacia la iz-
quierda y +2s y +3s hacia la derecha) dan como
resultado mas subsecciones (3).

La media de una muestra (X) se determina median-
te la sumatoria de las medidas individuales (£x) di-
vididas por el nimero de individuos (n) (formula
1). A través de muchas mediciones se obtiene la
frecuencia fx de los individuos observados (férmu-
la 2). La varianza poblacional (o2) define la variabi-
lidad de la poblacién (férmula 3). Esta se expresa
como el cuadrado de la sumatoria (Z) de las medi-
ciones individuales (X) menos la media poblacional
(w), dividido por el niimero de individuos en la po-
blacién (N) (férmula 3). Sin embargo, la varianza
poblacional usualmente no se puede determinar
en forma directa. Por tal razon, debe estimarse la
varianza de la muestra (s2) (formula 4). El cuadra-
do de la sumatoria de las mediciones individuales
(X) menos la media () se divide por el ntimero de
mediciones (n). Se introduce un factor de correc-
cién n/n-1 porque el nimero de mediciones inde-
pendientes es n-1, de lo que resulta una férmula 5
simplificada. La desviacién estandar (s, formula 6),

la raiz cuadrada de la varianza de la muestra (s2), se
basa en un gran niimero de muestras sucesivas que
en la practica son muy dificiles de obtener.

B. Modelo de umbral poligénico

Se considera que algunos rasgos que varian ep
forma continua representan la susceptibilidad ;
alguna enfermedad. Se ha postulado entonces
que si la susceptibilidad excede un umbral, la en-
fermedad se manifiesta, como se muestra, por
ejemplo, en B para labio leporino/paladar hendi-
do (Fraser, 1980). De acuerdo con el modelo de
umbrales, las poblaciones difieren en cuanto a la
susceptibilidad a las enfermedades (1). La suscep-
tibilidad a padecer una enfermedad es mds cerca-
na al umbral en la descendencia de individuos
afectados (parentesco de primer grado, 2) o en se-
gundo grado de parentesco (3) que en individuos
no emparentados de la poblacién. En general, |a
susceptibilidad en familiares de primer grado es
alrededor de la mitad de la que presenta de la po-
blacion general (1, x) y aproximadamente un
cuarto (1/, x) para parientes de segundo grado.

C. Umbrales diferentes

En lugar de una diferencia en la distribucién de la
tendencia para un rasgo poligénico, lo que puede
diferir es el umbral. Este es el caso cuando hay
una diferencia en la frecuencia de una enferme-
dad segtin el sexo (1). Por ejemplo, si la enfermedad
aparece con mas frecuencia en varones que en
mujeres, entonces se asume que la susceptibili-
dad a la enfermedad es mayor en varones, que po-
seen un umbral especifico de sexo mas bajo. En
forma concordante, la proporcién de personas
afectadas entre la descendencia de varones afec-
tados es mds baja que en la descendencia de mu-
jeres (2). En consecuencia, la proporcion de
descendencia afectada de las mujeres excede la
de los varones (3).
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Distribucion de los genes
en una poblacion

Una poblacion puede caracterizarse por la distri-
bucidn de sus genes, o sea por la frecuencia de los
alelos en los diferentes loci génicos. El campo de la
genética poblacional estudia los patrones de dis-
tribucién de los alelos y los factores que alteran o
mantienen sus frecuencias. Un alelo perjudicial
que causa una enfermedad en un individuo debe-
ria esperarse que tarde o temprano desaparezca
de una poblacidn. Por lo general éste no es el caso,
por las razones que se explican mds adelante. La
frecuencia de un alelo en una poblacion se relacio-
na con la distribucién de genotipos entre la des-
cendencia de diferentes genotipos parentales.

A. Frecuencia de genotipos esperada en
los hijos de padres con varios genotipos

Como se muestra en la pag. 140, un locus génico
con dos alelos (uno heredado en forma dominan-
te Ay uno heredado en forma recesiva a) puede
presentarse en seis combinaciones posibles (1-6).
Cada una tiene una distribucién de genotipo es-
perada en la descendencia de acuerdo con las le-
yes mendelianas. Si uno de los padres es
homocigoto y el otro es heterocigoto, como en las
combinaciones 2 y 4, en la descendencia resulta-
ri una distribucién de genotipos 1:1 (0.5 AAy
0,5 Aa). Si ambos padres son heterocigotos (com-
binacién 3), entre los hijos aparecerdn tres geno-
tipos en una relacion 1:2:1(0,25 AA, 0,5 Aay 0,25
aa). Con las combinaciones 1, 5 y 6 las descenden-
cias respectivas seran de un solo genotipo.

B. Frecuencia alélica

La genética poblacional estudia las frecuencias de
diferentes genotipos en una poblacién. Se deno-

mina frecuencia alélica {o también frecuencia gé.
nica) a la frecuencia con la cual aparece un alelg
en un determinado locus génico en una poblacidn
dada. El concepto de frecuencia alélica se refiere
con exclusividad a la frecuencia del alelo en ung
poblacién y no directamente a la frecuencia de
genotipos individuales.

Para un locus génico con dos posibles alelos Ay a,
los tinicos genotipos posibles son AA o Aao aa. |3
frecuencia de los dos alelos juntos ( p la frecuen-
cia de Ay g la frecuencia de a) debe ser del 100%
(1,0). Si dos alelos Ay a tienen la misma frecuen-
cia (0,5 cada uno), entonces p=0,5 para el alelo A
y g=05 parael aleloa(1); porlo tanto, p+ g=1.
La distribucidn de frecuencias de los dos alelos en
una poblacién sigue una relacion binomial simple
(p +q)*= 1. En concordancia, la distribucién de ge-
notipos en la poblacién corresponde a p* + 2pq +
g =1,0. La expresion p® corresponde a la frecuen-
cia del genotipo AA; la expresion 2pg correspon-
de a la frecuencia de los heterocigotos Aa y ¢’
corresponde a la frecuencia de los homocigotos
aa.

Cuado se conoce la frecuencia de un alelo, puede
determinarse la frecuencia del genotipo en la po-
blacién. Por ejemplo, si la fecuencia p del alelo A
es de 0,6 (60%), entonces la frecuencia g del alelo
a es de 0,4 (40%). Asi, la frecuencia del genotipo
AAesde036; lade Aaesde2x024=048;yla
de aa es de 0,16 (2). A la inversa, si se ha observa-
do la frecuencia del genotipo, puede determinar-
se la del alelo. Si solamente se conocen los
homocigotos aa (p. ej., pueden identificarse por-
que poseen una enfermedad autosémica recesiva
hereditaria) entonces g2 corresponde a la fecuen-
cia de la enfermedad. Dado que p = 1-g, también
pueden determinarse las frecuencias de heteroci-
gotos (2pq) y de homocigotos normales (p?).

Distribuciéon de los genes en una poblacion
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Genotipo
de los padres de la descendencia
Afy AA
1,0 AA
0,50 AA
Ahy Aa 0,50 Aa
0,25 AA
AayAa 0,50 Aa
0,25aa
0,50 Aa
Aayaa 0,50 aa
AAyaa 1.0 Aa
aayaa 1.0aa

Descendencia

p=0,50 (frecuencia de A)
g=0,50 (frecuencia de a)

B. Frecuencia alélica

A=0,60 a=0,40
A 0,36 0,24
0,6 AA Aa
a 0,24 0,16
0,4 Aa aa
. j
| T e 4 1 4 ’
p
pP+2pg+g=1

0,36+0,48 + 0,16 = 1,0
(AA)  (Aa) (aa)
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Equilibrio de Hardy-Weinberg

Cuando un alelo en el estado homocigoto o en el he-
terocigoto conduce a una enfermedad que. debido a
su severidad y por el momento de aparicion, impi-
de que el individuo afectado se reproduzca, este
alelo representa una desventaja selectiva para ese
individuo. Aunque podria asumirse que tal alelo
mutante podria eventualmente desaparecer de la
poblacién, no es eso lo que ocurre. Mds bien se de-
sarrolla un equilibrio de la frecuencia, acorde a los
principios y condiciones formulados en 1908 por el
matemdtico inglés G. F. Hardy y el médico aleman
W, Weinberg (principio de equilibrio de Hardy-
Weinberg).

A. Frecuencia alélica constante
(equilibrio Hardy-Weinberg)

Un alelo (agui designado como el alelo a) que con-
duce a un trastorno severo en el estado homocigoto
esta presente en una poblacion principalmente en
el estado heterocigoto indetectable. Solamente los
homocigotos (aa) atraen la atencidn debido a que
padecen la enfermedad. Los heterocigotos (Aa) pa-
san desapercibidos y no pueden distinguirse de los
homocigotos AA por su fenotipo. La frecuencia de
individuos afectados (homocigotos aa) se determi-
na por la frecuencia del alelo a (correspondiente a
q). La frecuencia de los tres genotipos se determina
por la relacién binomial (p + g)* = 1 donde p repre-
senta la frecuencia del alelo A y g la frecuencia del
alelo a. Los alelos homocigotos (aa) eliminados
en una generacion debido a la enfermedad son
reemplazados por nuevas mutaciones. Se alcanza
un equilibrio entre la eliminacién de la enfermedad
y la frecuencia de la mutacion.

B. Algunos factores que influyen
en la frecuencia alélica

El principio de equilibrio Hardy-Weinberg solo es
vilido en ciertas condiciones: ante todo, sélo se
aplica cuando la poblacién es suficientemente gran-
de y el apareamiento es aleatorio (panmixia). La
seleccién de un alelo en particular podria condu-
cir a un aumento de la correspondiente frecuen-
cia alélica.

Un cambio en la frecuencia de la mutacion puede
cambiar la de un alelo. Sin embargo, después de una
tinica alteracién en la frecuencia de la mutacién, al
cabo de una generaci6n aparecerd un nuevo nivel
de equilibrio.

En una poblacién pequefia la proporcién de genoti-
pos puede desplazarse debido a fluctuaciones ca-

suales (corriente genética). Un alelo muy raro o ;-
sente en una poblacién puede ser introducido po;
una migracién y esparcirse en tanto la poblaciay
crece (efecto fundador).

Por dltimo, una poblacién puede experimenty;
una reduccién dréstica en su tamaiio, seguida lye.
go de un aumento en el nimero de individuos. Uy,
alelo que con anterioridad era raro en esa pobla-
cion, después puede, por azar, hacerse relativa.
mente comiin en tanto la poblacién vuelve 3
expandirse.

El desequilibrio de ligamiento es una desviacian
de la frecuencia de presentacion de ciertos alelog
en dos o mds loci vecinos ligados, en compara-
cién con la esperada por sus frecuencias indivi-
duales en la poblacién. El desequilibrio de
ligamiento puede resultar de la ventaja selectiva
de un alelo o provenir de una diferencia geogra-
fica al momento de la aparicién de la mutacién
en una poblacién comparada con otra. En este ca-
so0 uno encuentra la mutacién causante de la en-
fermedad con preferencia en un haplotipo de loci
marcador estrechamente ligado pero rara vez o
nunca en otro (véase como ejemplo las anoma-
lias de la hemoglobina). (Detalle fotografico de
“Coney Island, 1938, fotografia de Weegee" hilma
hilcox, Fotofolio.)
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Los alelos a son eliminados
de la poblacién debido a la
enfermedad severa de los
homocigotos aa, pero son
reemplazados por una nueva

mutacion. El resultado es un

equilibrio.
Genotipos Frecuencia
Mutaciones
nuevas Homaocigoto AA p?
Eliminacién Homocigoto aa Heterocigoto Aa 2pg
por la enfermedad 3 Homocigoto aa ¢

A. Frecuencia alélica constante (equilibrio de Hardy-Weinberg)

La seleccion de
los heterocigotos
aumenta q

Los apareamientos
no aleatorios cambian
la proporcionde py g

El cambio en la
frecuenciade la
mutacion aumenta q

La fluctuacion aleatoria en una
poblacién pequefa cambia la
proporcionde py g

B. Algunos factores que influyen en la frecuencia alélica
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Consanguinidad y endocria

La consanguinidad (ser “de la misma sangre”) de
los padres de un individuo (consanguinidad pa-
rental) significa que estin genéticamente relacio-
nados porque tienen uno o mds ancestros en
comiin, La consanguinidad incrementa la probabi-
lidad de que dos individuos emparentados porten
una mutacién idéntica, como, por ejemplo, un ale-
lo recesivo heredado de un ancestro comn.

A. Tipos simples de consanguinidad

Una unién entre individuos estrechamente empa-
rentados se denomina endocria. El grado de endo-
cria depende de la proximidad de su relacién. Un
apareamiento entre hermano y hermana o padre e
hija se conoce como incesto (1). Los hermanos
comparten la mitad de sus genes, lo cual corres-
ponde a un coeficiente de relacién de !/,. En su
descendencia, la probabilidad de homocigocidad
por descendencia en un locus determinado es de
1/, (1/;de cada uno, Cy D, hacia E). Dos de los tipos
de uniones consanguineas mds frecuentes en seres
humanos son entre primos hermanos (2) o entre
primos segundos. Los primos hermanos compar-
ten 1/g de sus genes. La probabilidad de homocigo-
cidad por descendencia en la progenie es de /.
Otro ejemplo de consanguinidad es una unién tio-
sobrina (3), que comparten !/, de sus genes. La
probabilidad de homocigocidad por descendencia
en la progenie es de /. El grado de relacidn entre
dos individuos se expresa como el coeficiente de
relacién r. El valor rcorresponde a la proporcion de
genes que son idénticos por descendencia en las
dos personas (!/, para hermanos, !/ para primos
hermanos, {3, para primos segundos, 1/4 para
tiajo-sobrinofa). Por lo general se descarta la pro-
babilidad remota de que los individuos no relacio-
nados, E o F, transmitan un alelo mutante en ese
locus (alocigotos, véase mas adelante).

B. Identidad por descendencia (IPD)

Si se aparean individuos relacionados, aumenta la
probabilidad de que un alelo en particular, pre-
sente en uno de los ancestros, pueda haber sido
heredado por ambos individuos (identidad por
descendencia, IPD). Esto da como resultado una
probabilidad adicional de que su descendencia
sea homocigoto para ese alelo (autocigoto, dado
que son alelos idénticos por descendencia, en
contraposicién a alocigoto cuando los dos alelos
no son idénticos por descendencia). La probabili-
dad de homocigocidad resultante en un locus de-
terminado es el coeficiente de endocria, F.

El pedigri del panel B muestra un apareamiento
consanguineo entre los individuos [Il y IV (primos
hermanos) quienes comparten dos ancestros co-
munes, | y Il (sus abuelos). El riesgo de una enfer-
medad autosomica recesiva en su descendencia v
debido a la homocigocidad para el alelo mutante ey
un locus génico determinado depende de la proba-
bilidad de que ambos padres (11l y IV) sean hetero-
cigotos para ese alelo. Esa probabilidad depende de
la distancia genética desde el ancestro comiin y
de la frecuencia del alelo en la poblacién. En este
caso, el pasaje de un mismo alelo A, presente en uno
de los ancestros comunes [, hasta el individuo Il re-
quiere dos pasos generacionales. Dado que la pro-
babilidad de transmision en cada paso (equivalente
a una generacién) es de un medio (50%), la probabi-
lidad de que la transmisién se produzca en ambos
pasos es 1/, x 1/, 0 sea 1/, Sin embargo, la homoci-
gocidad para el alelo A en el individuo V requiere
que el individuo IV también haya heredado el alelo
A del mismo ancestro comiin (1) al igual que el indi-
viduo III. El ndimero de pasos requeridos también es
1/; % 1[,. La probabilidad conjunta de que el alelo A
haya descendido del individuo I hacia ambos indivi-
duos Il y IV, es entonces (!/;* 0 ;5. Dado que hay
dos ancestros comunes y nosotros no conocemos
de cudl ancestro descendi6 el alelo en comin para
Il y IV (el alelo comtin podria ser C o D), debemos
afiadir esta posibilidad al pasaje desde I hacia I1l y
IV, Entonces, para ambos pasajes posibles tenemos
(150 + (1/2)% o sea /4. La probabilidad final de ho

mocigocidad de V como resultado de la identidad
por descendencia (IPD) es la mitad de la proporcion
de genes parentales que son idénticos por descen-
dencia (1/5).
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Gemelos

En muchas especies de animales se producen con
regularidad gestaciones dobles, triples o cuadru-
ples. En seres humanos, alrededor de una cada
80 gestaciones son de gemelos. Estos pueden
surgir de un solo huevo fertilizado (gemelos mo-
nocigéticos, MZ) o de dos huevos diferentes (ge-
melos dicigéticos, DZ o mellizos). Los gemelos
monocigéticos son genéticamente idénticos.

El estudio de las diferencias genéticas entre gemelos
monocigéticos (idénticos) y dicigdticos (no idénti-
cos) intenta determinar la importancia relativa de
los factores genéticos y ambientales. Aunque la in-
vestigacion de los gemelos posee un valor limitado
en la bisqueda de genes individuales, puede arrojar
luz sobre el posible origen genético de ciertos rasgos
complejos, como las enfermedades multifactoriales
(véase pag. 154) y el comportamiento humano.

Las comparaciones entre los gemelos monocigé-
ticos que han crecido juntos y los que lo han he-
cho separados son especialmente informativas,
ya que permiten visualizar el papel de los facto-
res genéticos diferenciandolos de las influencias
ambientales. En un amplio estudio, el Estudio de
los Gemelos de Minnesota (Bouchard, 1990), se
compararon gemelos monocigodticos y dicigoticos
que habian sido separados desde la infancia. Una
serie de andlisis complejos demostraron que los
gemelos monocigoticos que habian crecido sepa-
rados eran muy similares a los que lo habian he-
cho juntos, a pesar de las diferentes influencias
ambientales. Alrededor del 70% de la varianza en
la capacidad mental estaba asociada con varia-
ciones genéticas.

A. Tipos de gemelos

Los gemelos monocigdticos emergen por separa-
cién en un periodo muy temprano del desarrollo.
Siempre tienen la placenta en comin (monoplacen-
tarios) y pueden residir en dos cavidades amniéticas
(diamnidticos) o en una comiin (monoamniéticos).
Los gemelos dicigdticos siempre son diamnidticos.
Cada uno puede tener su placenta (diplacentarios) o
compartir una.

B. Patologias en gemelos

La separacién incompleta (conocida como gemelos
siameses) o las conexiones de las circulaciones san-
guineas conducen a trastornos patolégicos en los
gemelos. La union relativamente mds frecuente es la
toracodelfos (1), en la cual los gemelos estan unidos
por varias porciones de la region tordcica. La circu-
lacién sanguinea puede estar conectada a través de
la placenta comiin (mediante la formacion de una

unién placentaria) (2). Esto puede llevar a que ung
de los gemelos reciba menos sangre o incluso a que
se desangre hasta morir. La formacién incomplet,
de drganos puede dar como resultado malformacio-
nes especialmente severas; por ejemplo, la ausenci;
de corazdn en uno de ellos (acardia) (3). Si uno de
los gemelos muere muy temprano durante la gesta-
cion, puede llegar a desaparecer en el tiempo en que
tarda el otro en nacer (gemelo desaparecido).

C. Concordancia o discordancia

Cuando los gemelos muestran un mismo rasgo, se
dice que son concordantes; cuando difieren, son
discordantes. Las comparaciones de la tasa de con-
cordancia permiten sacar conclusiones acerca de|
papel relativo de los factores genéticos en la etiolo-
gia de los rasgos complejos, como ciertas malfor-
maciones, predisposicion a enfermedades, altura,
presion sanguinea, etc. Sin embargo, las conclusio-
nes definitivas acerca de las causas genéticas rara-
mente pueden alcanzarse solo por la tasa de
concordancia. (De Connor y Ferguson-Smith, 1991),

D. Diferencias bioquimicas

Los gemelos dicigdticos y monocigticos también
tienen diferencias bioquimicas. Debido a ciertas
diferencias genéticas muchas sustancias quimicas
utilizadas como terapia son metabolizadas o ex-
cretadas a diferentes velocidades por causa de la
actividad diferente de las enzimas correspondien-
tes (véanse pags. 166 y 372). Un ejemplo es la ta-
sa de excrecion de la fenilbutazona, estudiada por
E. S. Vesell. Esta sustancia es excretada a la misma
velocidad en gemelos idénticos, pero difiere entre
gemelos dicigéticos o fraternos.
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En la naturaleza los organismos de la misma es-
pecie usualmente difieren en algunos aspectos de
su apariencia. Las diferencias estan genéticamen-
te determinadas y son conocidas como polimor-
fismos. El polimorfismo genético se define como
la aparicion, en una poblacién, de dos o mas feno-
tipos alternativos determinados genéticamente
debido a diferentes alelos; el menos frecuente de
los alelos no puede mantenerse solo por una mu-
tacion repetida. Un locus génico se define como
polimorfo si elflos alelo(s) raro(s) tiene(n} una
frecuencia de al menos 0.01 (1%), y como resulta-
do aparecen heterocigotos para ese alelo con una
frecuencia de al menos 2%. El polimorfismo pue-
de observarse en el individuo completo (fenoti-
po), en las formas variables de las proteinas y de
los grupos sanguineos (polimorfismo bioquimi-
co), en los rasgos morfolégicos de los cromoso-
mas (polimorfismo cromosomico) o en el nivel
del DNA en las diferencias de los nucledtidos (po-
limorfismo del DNA, pdg. 72). Un polimorfismo se
considera neutral si la presencia o ausencia de
ciertos alelos no confiere ventaja o desventaja. Un
polimorfismo puede representar una ventaja para
la poblacién, al presentar individuos mejor prepa-
rados para ciertas condiciones ambientales o para
los cambios en si mismos que cuando hay unifor-
midad genética.

A. Polimorfismo del fenotipo

Un ejemplo representativo de polimorfismo del
fenotipo lo constituye el patrén del color de las
vainas de las alas del escarabajo asiatico (Harmo-
nia axyridis) (1). En el drea de distribucidn que se
extiende desde Siberia a Japon pueden distinguir-
se miltiples variantes (Ayala, 1978). Las diferen-
tes combinaciones de colores se deben a distintos
alelos del mismo gen (1). En la serpiente rey de
California (Lampropeltis getulus californiae) (2)
los patrones de color difieren tan extensamente
dentro de la misma especie que parecen especies
diferentes.

B. Polimorfismo relacionado
con las condiciones ambientales

Muchos organismos vivientes muestran variacio-
nes geograficas; y sea que hay diferencias en las
frecuencias de los alelos entre poblaciones de la
misma especie en distintas dreas. Las diferencias
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pueden ser graduales y reflejar la adaptacion a las
condiciones ambientales. Por ejemplo, en las |a-
deras de la Sierra Nevada, en California, la altura
promedio de la planta aromatica milenrama de-
crece a medida que aumenta la altitud (1). Se
compard el crecimiento de las plantas cuyas se-
millas fueron obtenidas a diferentes altitudes y
éstas se sembraron en un mismo jardin, con o
que se demostro que la altura promedio de las
plantas que proceden de diferentes altitudes es
una caracteristica genéticamente determinada
(ilustracion después de Campbell, 1990).

Uno de los casos mds impresionantes de seleccian
natural por un patron polimorfo de color es el re-
presentado por la polilla moteada de Inglaterra
Biston betularia. En la zona mediterranea de Ingla-
terra se la observaba en dos variedades, una gris
clara con puntos de pigmentacion (typica) y una
variedad gris oscuro rara (carbonaria) (2). Se pen

saba que la variedad oscura era rara porque era
vista con facilidad por los predadores y de este
modo era seleccionada negativamente. Hacia fina-
les de 1880 la variedad clara se tornd rara y la os-
cura prevalecié. Se asumi6 que esto se debia a la
seleccion por carbonaria, la cual se camuflaba en
las cortezas oscuras de los drboles, después de que
fueran destruidos por la polucion industrial los |i-
quenes de colores claros que cubrian los arboles y
las rocas. Tras la reduccion de la polucién en la
década de 1950, la variedad clara reaparecié y de
nuevo se tornd comun. Lamentablemente, serias
dudas han sido postuladas sobre esta hermosa his-
toria de seleccién natural por adaptacion genética.
Majerus (1998) puntualizé observaciones no con-
firmadas que hacen insostenible la seleccién natu

ral en este caso (véase Nature, 5 de noviembre de
1998, pag. 35). Es una pena. (Origen de las ilustra-
ciones: FJ. Ayala (A1), J.H. Tashjian, Zoolégico de
San Diego (A2), N.A.Campbell, Biologia, 1990 (B1),
LaBwitz y K. Jakel, Okapia, Frankfurt (B2)).
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Polimorfismo bioquimico

El polimorfismo bioquimico se detecta mediante
métodos de laboratorio. Es resultado de las dife-
rencias individuales en las secuencias de las bases
nitrogenadas del DNA. Si una diferencia conduce
a un cambio en un codén, puede incorporarse un
aminodcido diferente en el sitio correspondiente
de la proteina. Esto puede demostrarse mediante
el andlisis del producto génico.

En el dltimo siglo Archibald Garrod reconocio
temprano ciertas diferencias sutiles en muchas de
las reacciones bioquimicas entre individuos como
las bases de la individualidad genética (Bearn,
1993).

A. Reconocimiento del polimorfismo
mediante electroforesis en gel

El polimorfismo de una proteina (producto génico)
puede demostrarse mediante electroforesis en gel
cuando una forma variante difiere de las otras por
la presencia de un aminodcido de carga diferente.
En este caso las formas alélicas del producto géni-
co pueden distinguirse debido a sus diferentes ve-
locidades de migracién en un campo eléctrico
(electroforesis). Cuando un producto génico dos
subunidades (proteina dimérica) los individuos he-
terocigotos exhibiran tres bandas. Un polimorfis-
mo que no conduce a un cambio en la carga
eléctrica no puede identificarse de esta forma.

B. Demostracion del polimorfismo en
los productos génicos

Aqui se muestra que en diferentes especies de
Drosophila, el polimorfismo es frecuente en tres
productos génicos tipicos, las enzimas fosfogluco-
mutasa, malato deshidrogenasa y fosfatasa dcida.
Cada uno de los diagramas de las secciones 1,2 y
3 muestra una plancha de electroforesis en gel
para 12 moscas de la fruta, donde cada gel se tifid
en forma especifica para la proteina respectiva.
Para la fosfoglucomutasa (1) se observan diferen-
tes velocidades de migracion entre los individuos
homocigotos respecto de los heterocigotos (2, 4,
10). La malato deshidrogenasa es una proteina di-
mérica, de manera que los individuos heterocigo-
tos (4, 5, 6, 8) muestran tres bandas. La fosfatasa
acida (3) muestra un patrén complejo porque hay
cuatro alelos involucrados. (Figura de Ayala y Kie-
ger, 1984.)
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C. Frecuencia del polimorfismo

En un estudio de heterocigocidad promedio e,
Drosophila willistoni (1), se encontré que (e
180 loci génicos, el 17,7% era heterocigoto. La hete.
rocigocidad promedio es la proporcion de indiyi-
duos heterocigotos en una poblacién en referenci;
al ntimero de loci analizados. Esto se determin;
mediante la sumatoria de la proporcién de heterp-
cigotos por el niimero total de individuos por locus
génico. La mejor aproximacion a la frecuencia de
polimorfismo considerable se obtiene del anlisis
directo del DNA. En muchas dreas del genoma se
encuentran regiones hipervariables. Aqui la diges-
tién con una enzima de restriccion produce varios
patrones distintos debido a las diferencias indivi-
duales en el tamaiio de los fragmentos del DNA. En
(2) se muestra en 16 individuos el polimorfismo en
un locus cercano a la regién ] de la cadena H de |3
inmunoglobulina (White y col., 1986). Las regiones
hipervariables conducen a un patrén individual pa-
ra cada persona (huella digital de DNA).

D. Diversidad genética y evolucion

Una poblacion de individuos relativamente ho
mogéneos desde el punto de vista genético es me-
nos capaz de adaptarse a los cambios ambientales
que otra de especies genéticamente diversas. Se
compararon dos poblaciones de Drosophila serra-
ta conservadas en botellas separadas, por 25 ge-
neraciones, con espacio y nutrientes limitados. La
poblacién con mayor diversidad genética se ajus-
t6 mejor a las condiciones ambientales (Figura to-
mada de Ayala y Kieger, 1984.)
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Distribucién geogrdfica de los genes

Dentro de las especies los alelos en un determinado
locus génico pueden aparecer con diferentes fre-
cuencias en diversas regiones geograficas. Esto pue-
de deberse tanto a diferencias azarosas en las
frecuencias (inercia genética) como a la seleccion. El
término seleccién significa que un alelo confirié una
ventaja sobre otro (ventaja selectiva), con el resulta-
do de que el individuo tenga una probabilidad algo
mayor de sobrevivir en ese ambiente particular.

A. Frecuencias diferentes en
las enfermedades hereditarias,
por ejemplo, en Finlandia

En los seres humanos las enfermedades determi-
nadas en forma genética (hereditarias) aparecen
con diferentes frecuencias en las distintas regio-
nes del mundo. Por ejemplo, en Finlandia la dis-
tribucién de los abuelos de personas afectadas
por tres enfermedades autosomicas recesivas he-
reditarias muestra un alto agrupamiento regional,
porque cada mutacion emergié en alguna region
diferente de Finlandia: 1) aplastamiento de cér-
nea congénito en la regién occidental del pais, 2)
nefrosis congénita de tipo finlandés (un trastorno
renal severo) en la parte sur y 3) displasia esque-
lética distrofica, en otras regiones del sur. No se
conocen las bases de una ventaja selectiva de es-
tos alelos mutantes en los heterocigotos que per-
mitan explicar sus frecuencias. Las diferencias en
la distribucion refleja sélo el lugar y el momento
relativo de la mutacion. Esta es muy probable que
apareciera después del establecimiento de Finlan-
dia, dado que es extraordinariamente frecuente
alli y rara en cualquier otro lugar.

Hay ejemplos similares en muchas otras regiones
y poblaciones del mundo.

B. Distribucion del paludismo y
frecuencia de heterocigotos debido
a la ventaja selectiva

La distribucion del paludismo en la regidn medite-
rrinea, Africa Occidental, Africa subsahariana y el
este de Africa, incluido el valle del Nilo y Asia (1)
es similar a la frecuencia de los heterocigotos para
tres tipos de enfermedades genéticas: la anemia
drepanocitica (anemia falciforme), la talasemia
(véase pag. 340 y siguientes) y la deficiencia en la
enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (un

trastorno en los glébulos rojos). Los heterocigotos
para estas tres enfermedades determinadas en
forma genética tienen aqui una ventaja selectiva,
Ellos estin relativamente protegidos porque las
condiciones en la sangre de los heterocigotos son
menos favorables para el parasito del paludismo
que en la sangre de los homocigotos normales
(véase pag. 340).

La deficiencia en la enzima glucosa-6-fosfato des-
hidrogenasa (2) es un trastorno ligado al cromo-
soma X que conduce a una enfermedad severa en
los varones (hemicigotos). Del mismo modo, los
homocigotos para la anemia falciforme (3) y para
diferentes formas de un trastorno en la formacion
de la hemoglobina (talasemias, 4) estdn afectados
en grado severo mientras que los heterocigotos
no se ven afectados, o sélo lo estdn en forma mo-
derada. Esto llevd a un aumento asombroso de los
heterocigotos para el alelo mutante en dreas in-
fectadas por el paludismo.

La proteccion de los heterocigotos se produce a
costa de los enfermos homocigotos afectados, pe-
ro tiene un efecto positivo para la poblacién en su
conjunto, dado que la frecuencia total de los indi-
viduos afectados se reduce. No obstante, el valor
de esta ventaja es considerable. En Africa, Asia y
Sudamérica mas de 400 millones de personas se
enferman por paludismo cada afio. Mueren alre-
dedor de 1 a 3 millones. Se espera que la secuen-
ciacion del pardsito que lo provoca, Plasmodium
falciparum, y otras investigaciones vigoricen la
lucha contra la enfermedad (Malaria New Focus,
Science, 20 de Octubre de 2000, pags. 428-441).
Las células falciformes mutantes emergieron de
manera independiente al menos cuatro veces en
diferentes regiones y se establecieron alli gracias
a su ventaja selectiva. La situacion es similar para
las talasemias (véase pag. 344).
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Cromosomas

Nucleosomas

En los mamiferos, la longitud total del DNA en el
complemento cromosémico haploide de las células
que no estan en division corresponde a alrededor de
un metro. Dado que en las células humanas en me-
tafase la longitud total del complemento cromos6-
mico haploide corresponde acerca de 115 um, el DNA
en los cromosomas en metafase debe acortarse unas
10.000 veces por un sistema de empaquetamiento
muy eficiente. Esto ocurre en unidades discretas, los
nucleosomas, que contienen DNA e histonas.

A. EIDNAYy las histonas

Las histonas son proteinas con una alta proporcion de
aminoacidos de carga positiva (lisina y arginina), lo
que les permite unirse con firmeza a las cargas nega-
tivas de la doble cadena del DNA. Hay cinco tipos de
moléculas de histonas: H1, H2 A, H2 B; H3 y H4 Ex-
cepto H1, aparecen exactamente en el mismo ndme-
10. Desde el punto de vista evolutivo la conservacion
de las histonas es muy significativa. Hay una relacion
espacial en particular estrecha entre el DNA y las his-
tonas en las regiones ricas en A+T de los surcos meno-
res. Allf, la doble hélice del DNA se dobla con mas
facilidad. (Se dobla mas que lo que se muestra aqui.)

B. Elnucleosoma

El nucleosoma es la subunidad fundamental de DNA
e histonas en los cromosomas en interfase, o croma-
tina (véase el proximo cuadro). Un nucleosoma pre-
senta alrededor de 146 pares de bases de DNA
enroscados dos veces alrededor de un octimero de
histonas, formado por dos moléculas de cada una
de las siguientes histonas: H2 A, H2 B, H3 y H4, que
son las histonas centrales. El octimero de histonas
forma un cilindro de 11 nm de diametro y 6 nm de
altura (la figura en B no estd a escala y es muy es-
quemitica; para detalles véase Lewin, 2000).

C. Estructura tridimensional
de un nucleosoma

El diagrama del nucleosoma en cinta, basado en la
estructura de rayos X de alta resolucion, muestra
una hebra del DNA en verde, y la otra en marron.
Las histonas se muestran en diferentes colores en
una vista desde arriba (figura adaptada de Luger y
col., por gentileza de TJ. Richmond).

D. Estructuras de la cromatina

La cromatina aparece en diferentes formas: la con-
densada (plegada con firmeza), la menos condensa-

da (plegada de manera parcial), y la forma extendi-
da desplegada. Cuando se extrae de los niicleos ce-
lulares mediante tampones (buffers) isotonicos, la
mayor parte de la cromatina aparece como fibras de
unos 30 nm de didmetro. En las fibras de cromatina
menos condensada se torna aparente que el DNA
que se encuentra entre los nucleosomas esta unido
alas histonas H1. Estas varfan seg(in los tejidos y re-
presentan alrededor de la mitad de la cantidad de
las histonas centrales. Las microfotografias electro-
nicas correspondientes obtenidas mediante dife-
rentes técnicas muestran la cromatina condensada
(plegada) como estructuras compactas de 300-
500 A (arriba), una fibra de 250 A cuando esté ple-
gada en forma parcial, y las fibras de cromatina de
100 A como las “perlas en un collar” (al pie). La cro-
matina condensada se conoce como heterocromati-
na y la extendida, como eucromatina (véanse las
péginas siguientes). (Diagrama adaptado de Alberts
y col., 1994; las microfotografias electronicas son de
Thoma y Koller, 1979.)

E. Segmentos de cromatina

La cromatina del nicleo presenta en segmentos
de nucleosomas condensados en diferentes gra-
dos. El DNA enroscado alrededor de un nucleoso-
ma es inactivo y no es reactivo. En los segmentos
del DNA que se ubican entre los nucleosomas se
encuentran proteinas que se unen al DNA en cier

tas secuencias especificas. Ellas regulan la expre-
sién (actividad) de los genes (véase pdg. 204).
(Figuras tomadas de Alberts y col., 1994.)
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El DNA en los cromosomas

En los organismos eucariontes el DNA estd conte-
nido en los cromosomas. Estos estin formados
por DNA y sus proteinas estrechamente asocia-
das, que son proteinas histonas y no histonas, en
cantidades aproximadamente iguales. La cromati-
na del nicleo celular estd compuesta por cromo-
somas en interfase. Los cromosomas son visibles
como estructuras individuales sélo durante la mi-
tosis. El genoma haploide de los seres humanos
contiene 3 x 109 pares de bases en 22 autosomas
y dos cromosomas sexuales (X e Y).

A. EIDNA en los cromosomas en metafase

Un gen es una secuencia nucleotidica que sirve
como unidad funcional para la formacién de una
molécula de RNA complementario (unidad de
transcripcion). Un cromosoma presenta una sola
molécula de DNA muy larga, que contiene una se-
rie de genes. Estd plegado y enrollado en una forma
compleja. El ordenamiento espacial esta asegura-
do por los nucleosomas.

En las células eucariontes, el DNA estd estrecha-
mente asociado con las histonas para formar las
estructuras caracteristicas, los nucleosomas.
Ademds, hay cientos de proteinas de unidn al
DNA en secuencias especificas, que reconocen
segmentos cortos del DNA. Su unién es impor-
tante para la regulacion de la actividad génica
(expresion génica, pig. 204).

El DNA cromosdmico estd plegado y empaqueta-
do en una forma eficiente. De manera esquematica,
pueden diferenciarse varios niveles de empaque-

tamiento del DNA en un cromosoma en metafase.
La figura muestra (en la parte superior) un seg-
mento de DNA doble cadena de una parte de v,
segmento de cromatina. El segmento de cromat;.
na presenta varios nucleosomas conectados pop
los denominados conectores (linkers) de DNA, f
plegamiento de un segmento de cromatina pro-
duce una fibra de cromatina de 30 nm de didme.
tro, visible en el microscopio electronico. Esty
fibra presenta una serie de nucleosomas empa-
quetados con firmeza. Ellos a su vez forman un;
parte de un segmento cromosomico de alreded oy
de 300 nm de didmetro en el estado extendidp,
Un nivel de empaquetamiento ulterior esta repre-
sentado por un segmento engrosado del cromo-
soma en metafase. Este se denomina segmento
cromosomico condensado. Este segmento corres-
ponde sdlo a una pequefia parte de una cromati-
da de un cromosoma en metafase. Como se
describe en la pagina 182, cada cromosoma en
metafase presenta dos cromdtidas (cromatidas her-
manas); una de ellas es resultado de la replicacion
del DNA en la fase S. En la cromatina de los cro-
mosomas en mitosis no se produce la transcrip-
cion. La sintesis del RNA se interrumpe cuando se
establece la condensacion del cromosoma (figura
de Alberts y col., 1989).
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Cromosomas politénicos

En ciertas células de algunos insectos, las estruc-
turas de cromatina son visibles bajo la luz del mi-
croscopio como dominios individuales en forma
de bucles (loops). Estas células y los cromosomas
dentro de ellas se agrandan en grado considerable
debido a la sintesis de DNA sin la division celular,
de modo que contienen alrededor de mil veces mas
DNA que lo usual. En estas células las copias mil-
tiples de los cromosomas homélogos permanecen
unidas y forman un cromosoma politénico gigante.
Si las variadas copias de un cromosoma politéni-
€0 No permanecieran unidas, sino en cromosomas
discretos, el resultado se denominaria poliploidia.
Dado que hay una transicion directa desde los
cromosomas politénicos hasta los poliploides, es
probable que los cromosomas politénicos corres-
pondan en estructura a los normales. Los cromo-
somas politénicos se ven con facilidad en el
microscopio 6ptico debido a que son muy grandes
y se encuentran uno muy junto al otro.

A. Cromosomas politénicos en las glandulas
salivales de las larvas de Drosophila

Bajo la luz del microscopio Gptico, los cromosomas
politénicos exhiben patrones de bandas alterna-
das claras y oscuras que se reconocen con facili-
dad. Las bandas claras se denominan interbandas.
Un cromosoma politénico es resultado de diez ci-
clos de replicacion sin division en cromosomas hi-
jos. Entonces hay alrededor de 1.024 (2'°) cadenas
de cromatidas idénticas, que yacen estrictamente
una al lado de la otra. Alrededor del 80% del DNA
en los cromosomas politénicos se localiza en las
bandas y cerca del 15% en las interbandas. La cro-
matina en la banda oscura se encuentra mucho
mads condensada que en la interbanda. Esto puede
atribuirse a un grado elevado de plegamiento. Se-
gun el tamario, una banda individual contiene en-
tre 3.000 y 300.000 pares de bases nucleotidicas.
Todo el genoma de Drosophila en conjunto contie-
ne unas 5.000 bandas y el mismo nimero de in-
terbandas, que se numeraron para producir un

mapa del cromosoma politénico. Un detalle m;.
crografico de un cromosoma politénico de up,
glandula salival de Drosophila muestra el patrap,
de bandas caracteristico. Las bandas oscuras soj,
resultado de la condensacién de la cromatina en g
gran cromosoma politénico en interfase. Estas son
diferentes a las bandas que son visibles sélo e,
metafase, luego de una técnica de tincién especia|
en los patrones de bandas de los cariotipos de |gs
organismos eucariontes (véase pag. 184). Log
segmentos cromosomicos tefiidos con intensidad
corresponden a un grado elevado de empaqueta-
miento y son genéticamente inactivos (heterocro-
matina); los segmentos empaquetados con menor
firmeza se tifien de manera menos distintiva y co-
rresponden a los segmentos con actividad genéti-
ca (eucromatina).

B. Etapas funcionales en los cromosomas
politénicos

Los cromosomas politénicos forman estructuras
que se correlacionan con el estado funcional: du-
rante el desarrollo larvario de Drosophila, en esta-
dios temporales aparece una serie de expansiones
o protuberancias (“puffs”) en los cromosomas po-
liténicos. Las protuberancias cromosomicas son
segmentos expandidos, descondensados, que re-
presentan regiones cromosomicas activas, es de-
cir, que estdn siendo transcriptas. La localizacion
y la duracion de estas protuberancias reflejan los
diferentes estadios del desarrollo larvario (1). Se
utilizé la incorporacion de RNA radiomarcado pa-
ra demostrar que en estas regiones se produce
sintesis de RNA, un signo de actividad génica
(transcripcion) (2). (Figuras tomadas de Alberts y
col., 1994 y Watson y col., 1987.)
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El DNA en los cromosomas lampbrush

Por lo general, la cromatina de los nicleos en in-
terfase estd empaquetada de manera tan densa
que las hebras simples de cromatina no son visi-
bles en forma directa. Una excepcién son los ni-
cleos en interfase de ciertas células, en especial
en los ovocitos inmaduros de los anfibios, con los
cromosomas meiéticos apareados. Estos cromo-
somas exhiben la sintesis de RNA y forman extra-
fios bucles de cromatina. Estan cubiertos con RNA
recientemente transcripto y estin empaquetados
en complejos densos de RNA-proteina. Son visi-
bles bajo microscopio 6ptico y se denominan cro-
mosomas lampbrush (“limpiatubos™).

A. Estructura de los cromosomas
en ovocitos de anfibios
(cromosomas lampbrush)

Los cromosomas apareados de los ovocitos en
meiosis presentan numerosos bucles de cromati-
na organizados a lo largo de un eje (1). En varias
localizaciones es visible la formacion de quiasmas.
Cada segmento de un cromosoma lampbrush con-
siste de una serie de bucles de cromatina emer-
gentes de un eje (2). Alli se hace visible una
estructura condensada, el cromémero. Cualquier
bucle de cromatina contiene siempre la misma
secuencia de DNA y se forma de la misma manera a
medida que el ovocito crece. Cada uno correspon-
de a una unidad particular de cromatina desple-
gada, que se desentramo y estd activa desde el
punto de vista transcripcional. Cada célula contie-
ne cuatro copias de un bucle, dos por cada cromo-
soma (estructura cuatricatenaria).

La transcripcién puede producirse a lo largo de todq
el bucle o en ciertas partes. Los bucles de cromatin;
de un cromosoma estan apareados en una estructy.-
ra de imagen especular (3). Cada uno corresponde 3
bucle de una cromatida hermana. El cromémero en
la base de los bucles presenta cromatina densa de
las dos cromdtidas hermanas, en tanto que los by-
cles de cromatina en si no estdn condensados.

En los ovocitos de los anfibios, los cromosomas
lampbrush suelen ser grandes en comparacidp
con los cromosomas mitoticos (alrededor de
400 pm de largo, respecto de aquéllos que a lo su-
mo miden 10 pym), como se muestra en la micro-
fotografia (4, exposicion en contraste de fase, Gall
1956). En el comienzo de la meiosis, cuando la re-
plicacién del DNA se completa, los pares homdlo-
gos se ubican pegados inmediatamente uno al
otro y forman las estructuras caracteristicas com-
puestas por cuatro cromdtidas (pag. 116).

Los cromosomas lampbrush se distinguen por
una tasa en especial alta en la sintesis de RNA. La
mayoria de los RNA transcriptos son mas largos
que en el resto de los cromosomas. (Figuras redi-
bujadas de Alberts y col., 1994.)
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Correlacion entre la estructura y
la funcién en los cromosomas

En un cromosoma pueden diferenciarse regiones
con estructuras y funciones especiales. El centré-
mero es el punto de adherencia de los microtibu-
los del huso mitédtico (cinetocoro). Los teldmeros
de los extremos no contienen genes y presentan
una estructura especial.

A. Heterocromatina y eucromatina

En 1928 Emil Heitz observo que ciertas partes de
los cromosomas de un musgo (Pellia epiphyila)
permanecian engrosadas y tefiidas con intensidad
durante la interfase, en tanto que los cromosomas
en general lo hacen sélo durante la mitosis. Este
autor denomind heterocromatina a estas estructu-
ras, en oposicion a la eucromatina, que se hace in-
visible durante la telofase tardia y en la interfase
subsecuente. En términos funcionales la heterocro-
matina se define como una regién en la que se ubi-
can pocos o ningin gen activo y en la que aparecen
secuencias de DNA repetitivas. Cuando los genes
activos se localizan cerca de la heterocromatina
suelen tornarse inactivos (posicién de efecto-varie-
gacion). (Figura tomada de Heitz, 1928.)

B. Regiones caracteristicas
de un cromosoma

El centrémero y los telémeros contienen DNA con
secuencias repetitivas, que estdn conservadas en
forma evolutiva porque son importantes para la
estabilidad del cromosoma. Los segmentos ubica-
dos entre los telémeros y el centromero presen-
tan bandas G, unas claras sensibles a la tripsina y
otras oscuras resistentes a ella. En las areas de las
bandas G claras el DNA forma bucles en los que se
ubican los genes codificadores de proteinas. Los
bucles de DNA estan unidos a una matriz proteica
en sitios especiales de adherencia.

C. Modelo de un segmento de cromosoma
en interfase

Un modelo tridimensional de un segmento de
un cromosoma en interfase muestra que en la

region del centromero la heterocromatina cons.
titutiva (banda C) estd plegada con gran firmez,
En las bandas G claras, la eucromatina estd ey,
paquetada en forma relativamente laxa, y en |5¢
oscuras, de alguna forma estd plegada con mj;
fuerza. (Con gentil autorizacién del autor, tom ;-
das de Manuelides, 1990, copyright 1990 por |,
AAAS.)

D. Heterocromatina constitutiva (bandas-C)
en la region centromeérica

La heterocromatina en la region centromeérica pue-
de teiirse en forma especifica (bandas C). La mj-
tad distal del brazo largo del cromosoma vy
también es una banda C positiva. En los seres hy-
manos la heterocromatina centromérica en |os
cromosomas 1, 9y 16 y en el brazo largo del cro-
mosoma Y es polimorfa. Las longitudes de los seg-
mentos de heterocromatina en una o mas de estas
regiones puede variar entre diferentes individuos,
(Tomado de Verma y Babu, 1989.)

E. Atributos funcionales de las regiones de
eucromatina

Las bandas G claras y oscuras difieren en sus
aspectos funcionales. Una banda G promedio
contiene alrededor de 1,5 megabases (Mb) de
DNA.
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Estructura especial en los extremos
de un cromosoma: el telomero

A diferencia de los cromosomas circulares de las
bacterias, los bacteri6fagos, los plasmidos y el DNA
mitocondrial, los cromosomas de los eucariontes
son lineales. Cada extremo estd “sellado” mediante
una region especial, el telémero. Los telémeros es-
tabilizan los cromosomas en ambos extremos.

A. Elproblema de la replicacién en
los extremos del DNA lineal

Dado que el DNA sélo se sintetiza en la direccion de
5'a 3 los dos moldes de la molécula parental difie-
ren en cuanto a la continuidad de la sintesis. En la
hebra molde que va de 5" a 3', la sintesis se produce
en la direccion inversa respecto del movimiento de
la horquilla (sintesis de la hebra retrasada). Alli, el
DNA se sintetiza en fragmentos cortos de alrededor
de 1.000-2.000 nucledtidos de largo en las bacterias,
y unos 200 nucledtidos en los eucariontes (fragmen-
tos de Okazaki, véase replicacion del DNA, pag. 42).
Sin embargo, a unas 8-12 bases en el extremo del
molde de la hebra retrasada, la DNA polimerasa no
puede sintetizarlas porque el cebador que ésta re-
quiere no puede aparearse mas alla del final de la he-
bra molde. Entonces, en cada ronda de replicacion,
antes de la division celular, en los extremos de los
cromosomas se perderan estos 8-12 nucledtidos. Pa-
ra compensar esta pérdida algunos organismos agre-
gan las repeticiones teloméricas en los extremos de
los cromosomas durante el ciclo de replicacién.

B. Secuencias repetitivas ricas en G
en las regiones teloméricas

El DNA de los telémeros presenta secuencias en
tandem ricas en G (en invertebrados: 5-TTAGGG-
3" en levaduras: 5'-TGTGGG-3'; en protozoos:
5'TTGGGG-3"). Los extremos salientes de las he-
bras G son importantes para la proteccion de los
telomeros mediante la formacion de un bucle de
DNA de cadena doble (diiplex) (véase C).

C. Actividad de la telomerasa
y estabilizacion mediante un bucle

El telémero posee dos caracteristicas: la actividad
de la telomerasa para compensar la pérdida de
nucledtidos en los extremos del cromosoma du-
rante la replicacidn, y la formacion de un bucle de
DNA telomérico para estabilizar los extremos del
cromosoma. La telomerasa es una transcriptasa
inversa modificada, compuesta por una proteina y
alrededor de 450 nucledtidos de RNA. Cerca del
extremo 5' del RNA hay secuencias complementa-

rias a las repetitivas del DNA de los telémergs
Una secuencia nucleotidica corta de este RNA s
aparea con las secuencias de DNA terminales, Lo
nucledtidos del RNA adyacentes proveen el molde
para agregar nucledtidos al extremo 3' del cromy.
soma. Una vez que la telomerasa extendio la he_
bra 3' (rica en G), la DNA polimerasa puede
sintetizar un fragmento nuevo de Okazaki en |;
hebra 5'. Griffith y col. (1999) demostraron que |;
cadena doble del DNA telomérico forma un bucle
(bucle-t), para evitar de este modo el problema de
los “extremos pegajosos”. La formacion del bucle
estd mediada por las dos proteinas relacionadas
TRF1 (Factor de unién a las repeticiones teloméri-
cas) y TRF2, que se unen a las repeticiones de los
telémeros de los mamiferos, y el bucle se ancly
mediante la insercidn del extremo saliente de |5
hebra G (véase B) dentro de un segmento proxi-
mal del diiplex del DNA telomérico.

D. Estructura general de un telomero

En las 6-10 kb terminales de un cromosoma pue-
den diferenciarse las secuencias teloméricas y las
asociadas al telémero (1). Estas tltimas contienen
secuencias de replicacion auténoma (Autono-
mously replicating sequences, ARS). Las secuencias
del telémero presentan alrededor de 250 a 1.500 re-
peticiones ricas en G (unos 9 kb), que estan muy
conservadas entre las diferentes especies (2). La ac-
tividad de la telomerasa es esencial para la supervi-
vencia de los protozoos y de las levaduras. En los
vertebrados se encuentra en mayor medida en las
células germinales, y no se detecta actividad de la
telomerasa en los tejidos somdticos. Se considera
que el acortamiento del largo de los teldmeros de-
pendiente de la division celular se relaciona con el
envejecimiento y la muerte celular porque termina
por conducir a la pérdida del DNA funcional. A dife-
rencia de las células normales, muchos tumores
presentan actividad de la telomerasa.
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Cromosomas en metafase

Los cromosomas se ven como estructuras separa-
das solo durante la mitosis. En la interfase no pue-
den diferenciarse dentro de la cromatina. En los
cromosomas en metafase, el empaquetamiento
del DNA es alrededor de 10.000 veces mas denso
que en la interfase, Los estudios de los cromoso-
mas en metafase realizados mediante microsco-
pio electrdnico permitieron cierta introspeccion
dentro de la estructura cromosomica.

A. Un cromosoma libre de histonas bajo
el microscopio electrénico

Cuando ciertas proteinas, en especial las histonas,
se retiran de los cromosomas, el esqueleto cromo-
sémico se torna visible bajo el microscopio elec-
tronico (1). Esa estructura esta rodeada por
numerosas hebras tefiidas de oscuro. Un mayor
aumento (2) muestra que ésta es una sola hebra
continua. Esto corfesponde a la doble hélice del
DNA. (Fotografias de Paulson y Laemmli, 1977.)

B. Laapariencia microscopica de
los cromosomas en metafase en el hombre

La observacién con un microscopio optico de alre-
dedor de mil aumentos permite reconocer con
facilidad otros cromosomas humanos y de otros
vertebrados como estructuras individuales en
forma de bastones. Aqui se muestran cromosomas
en metafase con de alrededor de 2.800 aumentos.
Los cromosomas difieren unos de otros en la lon-
gitud, el tamario y el ordenamiento de sus bandas
transversales oscuras y claras (patron de bandas),
asi como en el punto de fijacion del huso (centré-
Mero), que se reconoce como una constriccion. En
la prometafase los cromosomas son mds largos
que en la metafase y muestran mas bandas. Es por
s0 que para ciertos propositos los cromosomas
también se estudian en prometafase.

C. Tipos de cromosomas en metafase

Segtin la ubicacion de su centrémero (punto de fi-
jacion del huso durante la mitosis), un cromoso-
ma puede distinguirse como submetacéntrico,
metacéntrico, acrocéntrico o telocéntrico. El cen-
trémero divide a un cromosoma submetacéntrico
en un brazo corto (brazo p) y un brazo largo (q).

En los cromosomas metacéntricos, el brazo cortg
y el largo tienen casi la misma longitud. Al fina|
del brazo corto los cromosomas acrocéntricos
muestran un apéndice denso llamado satélite
{que no debe confundirse con el DNA satélite). |
tamaiio del satélite difiere para cada cromosoma
acrocéntrico en un individuo (polimorfismo cro-
mosémico). Los cromosomas telocéntricos no tie-
nen el brazo corto ni el satélite. Ninguno de los
cromosomas del ser humano es telocéntrico, e
tanto que en el raton doméstico, Mus musculus,
todos los cromosomas son telocéntricos. De todas
formas es debatible si los cromosomas telocéntri-
cos en realidad existen como son definidos.

D. Aberraciones estructurales simples

Una desviacion estructural relevante desde e|
punto de vista funcional se denomina aberracion
estructural. Esto debe diferenciarse del polimor-
fismo cromosomico. Pueden aparecer pérdidas
(deleciones) o repeticiones (duplicaciones) de un
segmento en particular. Una delecion puede pre-
sentarse al final de un cromosoma (delecion ter-
minal) o dentro de un segmento de él (deleciin
intersticial). El requisito previo para una delecion
terminal es un corte; y para una intersticial son
dos cortes. Un segmento que estd repetido se
denomina duplicacion. En los cromosomas en
metafase una aberracién se observa en ambas
cromatidas porque como regla general ésta se
presenta antes de la fase S. Las duplicaciones y las
deleciones representan aberraciones opuestas, y
en algunos aspectos complementarias, de la es-
tructura cromosémica (pag. 404).
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Cariotipo

El cariotipo se refiere al ordenamiento y numera-
cién de los cromosomas en pares homdlogos, de
acuerdo con una convencién. La base para el orde-
namiento es el tamafio de cada cromosoma, la
posicion del centrémero y el patron de bandas es-
pecifico del cromosoma. El cariotipo es caracteris-
tico para cada especie. Sin embargo, el término
cariotipo también puede aplicarse a un individuo
0 una célula en particular.

A. El cariotipo del hombre

El hombre (Homo sapiens) posee 22 pares de cro-
mosomas (autosomas), y en adicién, las mujeres
tienen dos cromosomas X y los varones poseen un
cromosoma X y otro Y (cariotipo 46,XX ol 46,XY
respectivamente). La férmula del cariotipo indica
antes de la coma el niimero total de cromosomas
presentes, y después de la coma la composicion
de los cromosomas sexuales. Los 22 pares de au-
tosomas se dividen en siete grupos (A-G) (véanse
pags. 186-190).

B. El cariotipo del raton (Mus musculus)

El cariotipo estindar del ratén presenta de 19 pa-
res de cromosomas sumados a los cromosomas X
e Y. Todos los cromosomas excepto el X y el Y, son
telocéntricos y de tamaiio similar (1). Sin embar-
go, difieren en sus patrones de bandas, que son
caracteristicos para cada par cromosémico, y por
esa razon son individualmente distintos. Ciertas
cepas de ratones pueden exhibir variantes en el
cariotipo (2). Estas surgen de la fusién de ciertos
cromosomas. En el ejemplo mostrado aqui, sélo
los pares cromosdmicos 1, 15, 19 y X se corres-
ponden con los del cariotipo estandar, en tanto
que los otros son cromosomas fusionados, por
ejemplo, los cromosomas 4 y 2, los cromosomas 8
y 3, etc. Los reordenamientos estructurales del ca-

riotipo se produjeron con la separacion de las di-
ferentes especies en evolucion. (Figura tomada de
Traut, 1991; fotografias de H. Winking, Liibeck.)

C. Citometria de flujo del cariotipo humano

Debido a sus diferentes tamaiios, los cromosomas
en metafase también pueden presentarse en un
cariotipo basado en la citometria de flujo. Con es-
te método los cromosomas individuales, tefiidos y
pasados por una fuente de luz liser, emiten sefia-
les correspondientes a sus tamafios. A pesar de
que hay solapamientos, por ejemplo, entre los
cromosomas humanos de tamafios similares 9 y
12, o con los cromosomas 1y 2, igualmente se ob-
tiene un patron de distribucion de impulsos de
luz basado en los tamafios de los cromosomas in-
dividuales. El tamafio del cromosoma X se sittia
entre los correspondientes a los cromosomas 8 y
7: la medida del cromosoma Y corresponde como
regla a la del cromosoma 22, a pesar de que las
medidas del cromosoma Y pueden diferir en gra-
do considerable. Debido a la dotacién técnica re-
querida y a su escasa resolucién, la citometria de
flujo no se utiliza con mucha frecuencia para los
diagndsticos en la practica. Sin embargo, resulta
ventajosa en ciertos estudios. (Figura de Connor y
Ferguson-Smith, 1991.)
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Los patrones de bandas Gy R
de los cromosomas humanos en metafase

Con ciertas preparaciones y procedimientos de tin-
cién es posible distinguir a la luz del microscopio 6p-
tico las bandas claras y oscuras de los cromosomas
en metafase y prometafase. Cada par de cromosomas
y cada segmento cromosdmico con la extension sufi-
ciente tienen un patron de bandas reconocible, espe-
cifico para el cromosoma respectivo. Los tipos
basicos de bandas son las bandas G (inducidas por
coloracién de Giemsa) y las bandas R (bandas inver-
tidas). Un procedimiento utilizado en el microscopio
de fluorescencia produce las bandas inducidas por la
quinacrina (bandas Q). Su patron corresponde al de
las bandas G. En las paginas 187 y 189 se muestran
fotografias de cromosomas de seres humanos en me-
tafase con las bandas G (izquierda) y las R (derecha).
Entre ellos, se representan en forma esquematica los
patrones correspondientes de bandas G y R. Si se
comienza desde el centrémero, cada cromosoma se
divide en regiones y bandas definidas. Slo se mues-
tra el sistema de numeracion de las bandas G. En es-
ta ilustracién pueden reconocerse alrededor de 550
bandas individuales distinguibles del complemento
cromosémico haploide (estadio de 550 bandas).

A. Los cromosomas humanos en metafase
(pares 1-22, X eY)

Los 22 pares de autosomas (1-22) se dividen en
siete grupos. Los pares de cromosomas 1-3 for-

Los principales tipos de bandas de los cromosomas

man el grupo A (los cromosomas 1y 3 son met;.
céntricos; el cromosoma 2 es submetacéntrico):
los cromosomas 4 y 5 forman el grupo B; |o
6-12, el grupo C; y asi. Los cromosomas acrocér,.
tricos en los seres humanos pertenecen a |og
grupos D y G. Los cromosomas del grupo F 5o
metacéntricos. La posibilidad de identificar cad;
regién de un cromosoma y muchas bandas pe;.
mite establecer puntos de separacién y localizar
los genes segtin la region y el nimero de band,
en el que se ubican en cada cromosoma. En |5
buenas preparaciones las subdivisiones puedep
definirse por decimales. Por ejemplo, en la ban-
da 31 se incluyen las bandas 31,1; 31,2 y 313,
(Las figuras corresponden a la figura 5 de Harp-
den y Klinger, 1985, en Birth Defects: Origina|
Article Series, vol.21, no.1, March of Dimes Birth
Defects Foundation, New York, 1985. Las foto-
grafias de las bandas G son de Francke, 1981; y
las fotografias de las bandas R son de Camargo y
Cervenka, 1982.)
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Métodos de bandeo Tipo

Uso principal

Tincién de Giemsa inducida por tripsina 6
Fluorocromo especifico de AT Q
(quinacrina, Hoescht 3325B)

Bandas invertidas R
Tincién del centrémero C
Bromodeoxiuridina (BrdU) SCE

para dos ciclos celulares

Distamicina A-DAPI DA/DAPI
Tincion con nitrato de plata NOR
Giemsa 11 G1l

Diferencia las bandas claras y oscuras
Fluorescencia en la region de las bandas G
oscuras, en algunas regiones del centromero,

y el brazo largo distal del cromosoma Y

Lo opuesto de G

Tincién oscura de la region del centromero
Tincion diferencial de las cromatidas hermanas
(intercambios de cromdtidas hermanas)
Fluorescencia en el brazo corto del cromosoma
15, en las regiones del centromero del 1,el 9V
el 16; y el brazo largo distal del cromosoma Y
Brazos cortos de todos los cromosomas
acrocéntricos

Centrémero del cromosoma 11

Los patrones de bandas G y R de los cromosomas humanos en metafase

187

Bandas G

A. Cromosomas humanos en metafase (pares 1-12)
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Designacion de las aberraciones
cromosémicas

La siguiente lista de abreviaciones de los cromoso-
mas incluye los tipos principales de aberraciones
cromosomicas de los seres humanos, abreviadas
de acuerdo con el Sistema Internacional de Nomen-

clatura de la Citogenética Humana (International
System for Human Cytogenetic Nomenclature
-ISCN -1995).

Designacion de las aberraciones cromosémicas

189

Cariotipo femenino normal con 46 cromosomas (dos cromosomas X)
Cariotipo masculino normal con 46 cromosomas (un cromosoma X y uno Y)
Cariotipo con 47 cromosomas (dos cromosomas X, uno Y)

Cariotipo con 47 cromosomas (cromosomas X e Y); y un cromosoma 21

Region 1, banda 4 del brazo largo del cromosoma 13

46, XX
46, XY
47, XXY
47, XX, +21
adicional (trisomia 21).
13p Brazo corto del cromosoma 13
13q Brazo largo del cromosoma 13
13q14
13q14.2 Sub-banda 2 del 13q14

2q-Acortamiento del br_azu largo del cromosoma 2

del(2)
del(2)(q21-qter) -

" Delecion en el cromosoma 2

Delecién en el cromosoma 2, desde la regién 2, banda 1 del brazo largo
{2q21) hasta el final (telémero) del brazo largo (g-ter)

Inversion en el cromosoma 4, 4p11 a 4q21 (inversién pericéntrica)

inv(4) Inversion en el cromosoma 4
inv(4)(p11q21)

dup(1) Duplicacion en el cromosoma 1

inv dup(1) Duplicacién invertida en el cromosoma 1

inv dup(2)(p23-p24)
1(13)

Duplicacién invertida de las bandas p23 a p24 en el cromosoma 2

Forma de anillo en el cromosoma 13 (implica una delecién)

Traslocacidn reciproca entre un cromosoma 2 y uno 5; el brazo largo del

Traslocacién reciproca con puntos de ruptura ( breakpoints) en q21 del

Traslocacidn del tipo de fusién céntrica, de los brazos largos de un cromoso-

El segmento q22 al g23 de un cromosoma 2 se insertd en la regién p14 de un

i(Xq) Isocromosoma para el brazo largo del cromosoma X
dic(Y) Cromosoma Y dicéntrico
idic(X) X isodicéntrico :
t(2:5) Traslocacién reciproca entre un cromosoma 2 y uno 5
t(2q-:5q+)

cromosoma 2 se

acortd y el del 5 se alargd
(2:5)(q21;q31)

cromosoma 2 y q31 del cromosoma 5
der(2) Un cromosoma derivado del cromosoma 2 (“derivativo”)
t(13q14q)

ma 13 y de uno 14. Esto resulta en un solo cromosoma
ins(5) Insercion dentro del cromosoma 5
ins(5;2)(p14;q22;q32)

cromosoma 5
fra(X)(q27.3) Cromosoma X con un sitio fragil en la posicién q27.3

i R

-,
e

Sy o>

16 17 18
Grupo F -
; - l R 5
25 12
‘guel SR
19
Grupo G
| ’ it W13
a — 12— ', e
—21 ’ — 12,1
—222 L] —13,2
20 22

A. Cromosomas humanos en metafase (pares 13-22, X e Y)
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Preparacion de cromosomas
en metafase para andlisis

Dado que los cromosomas son visibles como es-
tructuras individuales bajo la luz del microscopio
solo durante la metafase (o la prometafase, bajo
condiciones especiales y para ciertos propositos),
cada analisis de los cromosomas requiere que las
células estén en divisién. In vivo sélo la médula
dsea contiene una proporcién suficiente de célu-
las en mitosis. Entonces, el anélisis de los cromo-
somas in vivo esta limitado a la médula ésea. Todo
otro procedimiento para analizar los cromosomas
en mitosis requiere el cultivo de las células apro-
piadas (cultivo celular). Por lo general, para las
preparaciones de cromosomas se cultivan los lin-
focitos de la sangre.

Los linfocitos de la sangre periférica estimulados
con fitohemaglutinina crecen en un cultivo en
suspension. Su lapse de vida estd limitado a unas
pocas divisiones celulares. Sin embargo, si se ex-
pone el cultivo al virus de Epstein-Barr ellos pue-
den transformarse en una linea linfoblastoidea
con posibilidad de crecimiento permanente. Estos
cultivos se utilizan con amplitud porque son mu-
cho mas faciles de manipular que los cultivos de
adhesién (pag. 122).

También los fibroblastos de un trozo de piel pueden
propagarse en un cultivo celular para andlisis (véase
pag. 122). Sin embargo, como este-procedimiento es
en alguna medida sofisticado y consume mucho
tiempo, solo se lo utiliza para ciertos propdsitos.

A. Analisis de los cromosomas a partir
de la sangre

Para el cultivo celular se puede utilizar directa-
mente la sangre periférica o bien aislarse sus lin-
focitos (linfocitos T). Se requiere una muestra de
unos 2 mL de sangre periférica. Se utiliza una je-
ringa heparinizada para evitar la coagulacion de
la sangre, ya que las células aglutinadas imposibi-
litan el cultivo (la proporcion de heparina respec-
to de la sangre es alrededor de 1:20). La sangre
periférica o los linfocitos aislados se colocan en
un tubo con el medio de cultivo. En general las cé-
lulas se estimulan con fitohemaglutinina, una
proteina de las plantas que estimula de manera
inespecifica los linfocitos a dividirse. El cultivo re-
quiere alrededor de 72 horas a 37°C para que las
células se dividan. Los de linfocitos se cultivan en
suspensidn; es decir que las células se dividen en
el medio de cultivo sin adherirse a las paredes del
recipiente. Dos horas previas a la cosecha se de-

tiene la division celular y se termina el cultivo
mediante el agregado de una cantidad adecuada
de un derivado de la colchicina (colcemid). El col-
cemid interrumpe la mitosis durante la metafase,
de manera que genera un enriquecimiento relati-
vo de las células en metafase.

La preparacion de células se lleva adelante de la si-
guiente forma: la solucion del cultivo se centrifuga:
el sedimento de células se coloca en una solucion
hipoosmolar de KCl (0,075 molar), se incuba du-
rante alrededor de 20 minutos, y se centrifuga de
nuevo. El sedimento de células resultante se coloca
en el fijador. La solucion de fijacion es una mezcla
de alcohol metilico y acido acético glacial en una
proporcion de 3:1. Generalmente el fijador se cam-
bia dos o tres veces con centrifugacién subsecuen-
te. Luego de esto, las células fijadas se toman con
una pipeta y se gotean sobre un portaobjetos. La
preparacidn se tifie, y el portaobjetos se cubre con
un cubreobjetos de vidrio.

En este punto las células estan listas para el ana-
lisis. Las metafases apropiadas se localizan bajo el
microscopio con un aumento de unos 100x y lue-
g0 se examinan con un aumento de 1.250x. Du-
rante el andlisis directo en el microscopio, se
observan el niimero de cromosomas y la presen-
cia o la ausencia de todos los cromosomas y los
segmentos cromosomicos reconocibles. Dado que
el procedimiento de la preparacion puede inducir
por si solo en algunas células ciertas desviaciones
en el nimero normal o en la estructura de los cro-
mosomas, debe analizarse mds de una célula. Se-
gin el propésito del andlisis se examinan entre
5 y 100 metafases (casi siempre 10-15). Algunas
de las metafases se fotografian con el microscopio
y pueden recortarse de la fotografia (cariotipifica-
cién). De esta manera puede obtenerse un cario-
tipo de la fotografia de una metafase. El tiempo
requerido para un analisis de los cromosomas va-
ria en funcion del problema, pero suele ser de 3 a
4 horas. El tiempo del andlisis y la cariotipifica-
cion puede acortarse mediante procedimientos
computarizados.
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Hibridacién in situ en la metafase
y la interfase

La hibridacion in situ se refiere a los procedimien-
tos que demuestran las secuencias del DNA direc-
tamente sobre las preparaciones de cromosomas
(in situ). Dado que la resolucion es relativamente
buena (alrededor de 12 x 107 pares de bases), pue-
de determinarse la localizacion regional exacta de
una secuencia en su cromosoma correspondiente.

A. Principio de la hibridacion in situ

Las células en metafase o interfase se fijan sobre
un portaobjetos y se desnaturalizan para trans-
formar el DNA de cadena doble (1a) en DNA de
cadena simple (2). Las preparaciones de metafase
o interfase se hibridan luego (3) con secuencias
de DNA complementarias a la regidn de interés,
que se marcaron con biotina (1b). El sitio de la hi-
bridacion se hace visible por medio de anticuer-
pos primarios antibiotina; este anticuerpo estd
ligado a un fluorocromo (4), por ejemplo, isotio-
cianato de fluoresceina (FITC). Dado que la sefial
primaria es algo débil, se afiade un anticuerpo se-
cundario (p. ej., avidina) unido a biotina (5). Un
anticuerpo primario mas puede anadirse al anti-
cuerpo secundario (6). Esto amplifica la sefial, que
entonces puede visualizarse como fluorescencia
brillante bajo el microscopio dptico. (FISH, hibri-
dacién in situ fluorescente.)

B. Demostracion de la translocacion de
Filadelfia en la leucemia mieloide cronica

La translocacion de Filadelfia (1) en la leucemia
mieloide crénica (LMC, véase pag. 332) puede de-
mostrarse en la metafase (2) y en la interfase (3)
por medio de hibridacion in situ. Cuando se utili-
za una sonda para el gen BCR en la interfase, la se-
fial normal presenta dos marcas fluorescentes,
una en cada cromosoma 22, (En las buenas prepa-
raciones de cromosomas en metafase se observa
una marca sobre cada cromatida y aparece co-
mo una doble marca en el cromosoma.) Cuando la
sonda incluye al punto de ruptura de la transloca-
cion, se visualizan tres sefiales: la mayor sobre el
cromosoma 22 normal, una pequefia sobre la se-

cuencia BCR que permanece en la parte distal de
brazo largo de un cromosoma 22 (22q), y otra pe
queiia sobre la secuencia translocada hacia la por
cion distal del brazo largo del cromosoma o
(Fotografias tomadas por gentileza de T. Creme
Miinchen; de Lengauer y col. 1992.)

C. Translocacion 4; 8

Esta preparacién muestra la translocacion de un
parte del brazo largo de un cromosoma 8 hacia e
brazo corto de un cromosoma 4, en un pacient
con sindrome de Langer-Giedion. La hibridacic;
se realizé con un YAC (cromosoma artificial de le
vadura) de 170 kb que incluye el punto de ruptur.
de la translocacidn en la region 8q24. Se obtuvie
ron tres sefiales fluorescentes: una sobre el cro-
mosoma normal 8, otra sobre la parte de 8q24
translocada al cromosoma 4, y otra sobre las se-
cuencias que permanecen en el cromosoma 8. Los
cromosomas 4 y 8 se hibridaron con sondas alfoi-
deas, que son especificas para la region del cen
tromero. (Preparacion de H. J. Liidecke, Essen.)

D. Secuencias de los telomeros en
cromosomas en metafase

Esta ilustracion muestra parte de los cromosomas
humanos en metafase después de la hibridacion
in situ con secuencias del telomero (véase pag.
180). Cada cromosoma muestra cuatro sefiales,
una sobre cada extremo (telémero) de cada cro
matida, dado que las secuencias teloméricas son
iguales para todos los cromosomas. (Fotografias
por Robert M. Moyzes, 1991, Los Alamos, Labora-
tory, por gentileza y permiso del autor, Scient.
Amer. Agosto 1991, pags. 34-41.)
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Identificacién especifica de cromosomas
en metafase

La identificacién inequivoca de cada cromosoma es
el requisito previo para definir las alteraciones es-
tructurales asociadas con el desequilibrio cromoso-
mico. Mediante el andlisis del patrén de bandas la
resolucidn cromosomica es limitada, debido al ta-
mafo de las bandas reconocibles y a la similitud
relativa entre las bandas de los diferentes cromoso-
mas. En el bandeo de las preparaciones en metafase
la region mas pequefia que puede reconocerse es de
alrededor de 5 a 10 millones de pares de bases (5 a
10 Mb). Este segmento puede incluir 10 a 50 genes.

Hay métodos que utilizan las diferencias individua-
les en las secuencias del DNA de cada cromosoma y
técnicas especiales para inducir imagenes de dife-
rentes colores en cada par cromosémico (“pintado
de los cromosomas”). El DNA de los cromosomas en
metafase primero se desnaturaliza (se hace de cade-
na simple) y luego se hibrida in situ, en un portaoh-
jetos, con sondas de DNA que producen una amplia
coleccién de fragmentos de DNA a partir de un solo
cromosoma en particular. Se hibrida con sondas pa-
ra los 24 cromosomas humanos en metafase, Se de-
mostrd que hay dos métodos en particular atiles: la
miltiple hibridacién in situ fluorescente (M-FISH,
de sus siglas en inglés; Speicher y col., 1996) y la ca-
riotipificacién espectral (SKY, Schorck y col., 1996).
Hay otros métodos y modificaciones; por ejemplo,
el uso de DNA extendido de manera artificial o
fibras de cromatina. En hibridaciones comparati-
vas del genoma (HCG) se comparan las diferen-
cias cuantitativas en las secuencias alélicas de los
cromosomas homélogos, con el fin de detectar dele-
ciones, duplicaciones o amplificaciones.

A. Muiltiple FISH

Con este método (M-FISH) los cromosomas en
metafase se hibridan con grupos de sondas de
DNA especificas para cada cromosoma, cada una
de las cuales se marca con una combinacién pro-
pia de colorantes fluorescentes de union al DNA.
Para cada tipo de cromosoma se construye un co-
digo de barras multicolor especifico, con diferen-
tes clones de YAC (cromosomas artificiales de
levaduras) que contienen las sondas de DNA que
se aplicaran. Solo se necesitan cinco fluoréforos
para el analisis de las imdgenes por microscopia
de epifluorescencia, mediante una cdmara asocia-
da a un dispositivo de carga (CCD, charge-coupled
device) para generar una imagen compuesta de
cada cromosoma en un seudocolor visualizado
con el software apropiado. El cariotipo generado
de esta manera estd compuesto por los 22 pares
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de autosomas y el X y el Y, cada uno en diferepy,
color. (Fotografia cortesia de Dres. Sabine Uhrig
Michael Speicher, Miinchen.)

B. Cariotipificacion espectral

La cariotipificacion espectral (SKY) combina |a ¢
pectroscopia de Fourier, las imagenes CCD y
microscopia dptica. El espectro de emisidn de
dos los puntos en la muestra se mide en forma s
multinea en el rango del espectro visible y en g
infrarrojo cercano. Una metafase se hibrida luegg
de la desnaturalizacion del DNA, con veinticuatrg
sondas marcadas de manera combinada para g
pintado de los cromosomas; cada una de el
es especifica para cada tipo de cromosoma, Los
espectros de emision de las combinaciones indi-
viduales de fluordforos se transforman a un
pectro de emision de diferentes colores visibles,
se asignan los colores azul, verde, y rojo a los ran
gos espectrales especificos de las longitudes de
onda fluorescente. El cariotipo espectral estd com-
puesto por un falso color especifico por cada tipo
de cromosoma. La cariotipificacién espectral tie-
ne un amplio rango de aplicaciones diagnésticas
en el andlisis de las aberraciones cromosdmicas
estructurales constitutivas y en la citogenética de
cancer. (Fotografias cortesia de la doctora Ev
Schrick, Bethesda, Maryland.)
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Aberraciones cromosémicas numéricas

La desviacion en el niimero normal de cromoso-
mas en un solo par de cromosomas se define como
aneuploidia. En los seres humanos, las aberracio-
nes cromosdmicas numéricas aparecen en alrede-
dor de 1 de cada 400 recién nacidos. Una
alteracion en el niimero de cromosomas es resul-
tado de su distribucién anormal (falta de disyun-
cion) durante la meiosis | o I (falta de disyuncion
meidtica). Esto determina que la aberracion apa-
rezca en todas las células del organismo resultan-
te. La falta de disyuncién en meiosis | puede
diferenciarse de la que se produce en meiosis Il
(véase pig. 116). La distribucién anormal de los
cromosomas durante la mitosis conduce a una
aberracién s6lo en una proporcion de las células
(mosaicismo cromosomico).

A. Triploidia

La triploidia se refiere a una desviacion del niime-
ro normal de cromosomas en la que cada cromoso-
ma estd presente por triplicado en lugar de
duplicado. En la tetraploidia se presentan cuatro
copias de cada cromosoma. La triploidia se presen-
ta cuando se forma un ovocito anormal, con un do-
ble complemento de cromosomas (46,XX) en lugar
de un complemento haploide (23,X). Luego de la
fertilizacion con un espermatozoide normal, apa-
rece la triploidia de origen materno (69.XXX o
69,XXY). En este caso dos de los tres juegos com-
pletos de cromosomas son maternos. La triploidia
también puede aparecer como resultado de anor-
malidades en la espermatogénesis, lo que provoca
un espermatozoide anormal que no contiene el
complemento haploide normal, sino el diploide
(46,XY). En este caso, la triploidia (69,XXY) es de
origen paterno (véase pag. 402). Otra causa de tri-
ploidia es la dispermia, o fertilizacidn de un évulo
normal por dos espermatozoides normales.

B. Aneuploidia

En una trisomia (1) s6lo uno de los cromosomas
estd presente por triplicado; todos los demas
pares cromosdmicos son normales. Rara vez se
presentan dos trisomias diferentes, para dos

cromosomas distintos (doble aneuploidia). Si sq
pierde un cromosoma de un par cromosomicq.
esto se define como monosomia (2).

C. Origen de la trisomia y la monosomia

El resultado de la meiosis normal (véase pig
116), que presenta dos divisiones celulares (aqy;
no se muestra), es un complemento cromosdom;-
co haploide con una distribucién normal. Con |
distribucién anormal (la falta de disyuncién e
la meiosis | 0 en la meiosis I1), se forma un game-
to con un cromosoma adicional, entretanto que
el otro pierde un cromosoma. Luego de la fertili-
zacion, el cigoto respectivo contendra tres copias
de un cromosoma (trisomia) o s6lo un cromosg-
ma de un par (monosomia). La distribucién anor-
mal se produce durante la ovogénesis (falta de
disyuncién materna) o la espermatogénesis (fal-
ta de disyuncidn paterna).

D. Anormalidades en el nimero
de cromosomas en seres humanos

En los seres humanos las siguientes trisomias au-
tosémicas pueden aparecer en los nifios nacidos
vivos: trisomia 13 con una frecuencia de 1 en
5.000 recién nacidos; trisomia 18, con 1 en 3.000,
y la trisomia 21, con alrededor de 1 en 650 recién
nacidos (1). Los cromosomas X e Y adicionales
aparecen en cerca de 1 cada 800 recién nacidos,
con mucho mas frecuencia que las trisomias au-
tosdmicas (2). Pero a diferencia de las trisomias
autosomicas, éstas no suelen conducir a cuadros
clinicos definidos. El triple X (47XXX) o el cro-
mosoma Y adicional (47,XYY) en general no son
clinicamente aparentes. Por otro lado, la mono-
somia X (3) conduce al cuadro clinico de sindro-
me de Turner (véase pag. 402) y el XXY causa
sindrome de Klinefelter.
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Translocacion

La translocacin se refiere a un intercambio de
segmentos de los cromosomas. Puede aparecer
por la fusién céntrica de dos cromosomas acro-
céntricos (translocacién robertsoniana) o por el
intercambio entre dos cromosomas (transloca-
ci6n reciproca). Mediante la fusién céntrica se in-
volucran dos cromosomas completos; con
translocacién reciproca sélo se intercambia una
parte de cada uno de los cromosomas. En una
translocacion es importante determinar los pun-
tos de quiebre en cada cromosoma involucrado.

A. Fusion céntrica de cromosomas
acrocéntricos

Los cromosomas 14 y 21 (1) son los que se invo-
lucran con mayor frecuencia en fusiones (en al-
rededor de 1 de cada 1.000 de los recién
nacidos). Por la fusion del brazo largo del cro-
mosoma 21 (21q) y el brazo largo del cromoso-
ma 14 (14q) se forma un cromosoma t (14q21q)
(2). Se pierden los brazos cortos portadores de
satélites de ambos cromosomas, pero esto re-
sulta insignificante. Cuando se forman las célu-
las germinales (gametos) pueden provocar la
desviacién del niimero normal de cromosomas
(3). Dado que los cromosomas 14 y 21 se apa-
rean durante la meiosis, pueden presentarse
los siguientes gametos: sélo el cromosoma 14
(sin el cromosoma 21), un cromosoma 14 y un
cromosoma 21 (normal), el cromosoma 14 fu-
sionado al cromosoma 21 (equilibrado), o el
cromosoma fusionado mds un cromosoma 21
(lo cual, en conjunto, genera dos cromosomas
21).

Después de la fertilizacion, los cigotos corres-
pondientes contienen: sélo un cromosoma 21
(monosomia 21, inviable), un complemento cro-
mosémico normal, un complemento cromosé-
mico equilibrado con el cromosoma fusionado,
o tres cromosomas 21 (trisomia 21). En este tl-
timo caso se produce el trastorno clinico del
sindrome de Down (antes denominado mongo-
lismo) (véase pag. 400).

B. Translocacion reciproca

Una translocaci6n reciproca es un intercambio de
material cromosémico entre dos cromosomas,
Dado que por lo general con la translocacion reci-
proca no se pierde ni se agrega material cromosg-
mico, ésta no causa signos clinicos (es decir que
esta en equilibrio).

De todos modos los portadores de translocaciones
reciprocas pueden formar gametos con comple-
mentos cromosomicos desequilibrados. Durante
la meiosis los cromosomas involucrados en |3
translocacion reciproca toman parte, como siem-
pre, en el apareamiento de los homélogos de 1
meiosis I. Cada uno de los cromosomas no involu-
crados en la traslocacién se aparea con su homo-
logo que si lo estd. Esto conduce a la formacion de
una configuracién cuadrirradial caracteristica con
los cromosomas involucrados. Cuando estos cua-
tro cromosomas se separan (segregacion) durante
la anafase de la meiosis (véase pag. 116), puede
producirse una de tres posibilidades: Con la se-
gregacién alternada, un gameto recibe los dos
cromosomas normales y la otra los cromosomas
involucrados en la translocacidn, es decir que es-
ta en equilibrio. Con la segregacion no alternada
(cromosomas vecinos o adyacentes), los dos cro-
mosomas de la izquierda van hacia un gameto y
los dos cromosomas de la derecha van hacia el
otro (adyacente-2). Con la otra posibilidad, los
cromosomas de la parte superior van hacia un ga-
meto, y los de la parte inferior hacia el otro (adya-
cente-1). En cada uno de estos dos Gltimos casos
se produce una distribucién desequilibrada de los
segmentos de los cromosomas involucrados. Por
ejemplo, después de una segregacion de tipo ad-
yacente-2, los gametos reciben una duplicacion
parcial del segmento cromosémico marcado con
rojo y una deficiencia parcial del segmento cro-
mosémico marcado con azul (par de cromosomas
de la izquierda) o una duplicacion parcial del seg-
mento azul y una deficiencia parcial del segmen-
to rojo (duplicacién/deficiencia). Los diferentes
tipos de trastornos resultantes dependen de los
segmentos cromosdmicos involucrados.
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Diferentes tipos de aberraciones
estructurales de los cromosomas

Los cambios estructurales en los cromosomas
pueden clasificarse de acuerdo con los tipos ci-
tolégicos y sus efectos sobre el fenotipo. Los ti-
pos citolégicos principales son: traslocacién
(intercambio) (véase pag. 198), delecion (pérdi-
da, véase pag. 182), inversion, insercion, isocro-
mosoma, cromosoma dicéntrico y cromosoma
en anillo (véase mas adelante). De acuerdo con
sus efectos, éstos pueden diferenciarse como
equilibrados o desequilibrados. Con un reaco-
modamiento en equilibrio no se gana ni se pier-
de material cromosémico alguno. En este caso
no hay efecto sobre el fenotipo. En las aberracio-
nes desequilibradas el material cromosémico o
bien se adiciond (duplicacién parcial) o se perdio
(deficiencia parcial). En la pagina 182 se mues-
tran los tipos simples de aberraciones, como la
delecién y la duplicacion.

A. Inversion

Una inversion es un cambio de 180°en la direccion
de un segmento cromosémico. El requisito previo
para toda inversién es un corte en dos sitios dife-
rentes, seguido de la reunién de los segmentos in-
vertidos. Segiin esté involucrado el centrémero o
no, pueden diferenciarse en inversion pericéntrica
(cuando el centrémero se encuentra dentro del
segmento invertido) e inversién paracentrica.

B. Las consecuencias de la recombinacion
cruzada en la region invertida

Con el apareamiento de los cromosomas homélo-
gos durante la meiosis se forma un bucle de inver-
sion en la regién en que ésta se produce (1).
Cuando el segmento invertido es relativamente
largo, puede generarse la recombinacién cruzada
en esta region (2). En las células hijas un cromos-
ma puede presentar una duplicacién (p. ej., de los
segmentos A y B) y una deficiencia (del segmento
F)(3), mientras que el otro cromosoma muestra la

deficiencia de los segmentos A y B, y la duplica-
cion del segmento F (4). Estos segmentos cromo-
sémicos no estan en equilibrio (aneusomia por
recombinacion).

C. lsocromosoma

Un isocromosoma aparece cuando un cromosoma
normal (1) se divide en sentido transversal en lugar
de longitudinalmente, de manera que estd com-
puesto por dos brazos largos (2) o dos cortos (3). En
cada caso, el otro brazo se pierde.

D. Cromosoma dicéntrico

Un cromosoma dicéntrico contiene dos centrd-
meros. Es inestable porque tiende a apartarse du-
rante la mitosis y sus partes se dividen entre las
dos células hijas.

E. Cromosoma en anillo

Un cromosoma en anillo aparece después de dos
cortes, seguidos por la reunion de los dos extremos
opuestos. Los segmentos distales se pierden. Ade-
mas, un cromosoma en anillo es desequilibrado.

F. Consecuencias de un cromosoma
en anillo

Un cromosoma en anillo es inestable porque por
lo general un corte con la reubicacion (recombi-
nacién cruzada) de las cromdtidas durante la pro-
fase de la mitosis conduce a dificultades. En este
caso durante la metafase y la telofase aparece un
gran cromosoma con forma de anillo y con dos
centrémeros. Dado que durante la anafase los
centromeros migran en direcciones diferentes, el
anillo se quiebra. Si esto no ocurre de manera es-
trictamente simétrica, las dos células hijas pre-
sentan ciertos segmentos perdidos (deficiencia) o
duplicados (duplicacion). En el ejemplo se forma
una célula hija con una deficiencia del segmento
4 y otra con una duplicacién del segmento 4. Con
frecuencia los cromosomas en anillo se pierden
por completo y esto provoca una monosomia.
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B. Cromosoma 15 isodicéntrico adicional

Los reacomodamientos estructurales de los cromo- 47,XY,+ psu idic (15)(q11) v 3
SO apa_n?czﬂ c%n ol f_rc_;ucn_qa apmlxlmada de Un cromosoma adicional pequefio estd presente i1 i
07 24|00 ndidos oOI Il et sobre i (ch)yen

S PR ' cariotipo correspondiente sobre la derecha. Me % %
prenatales > observan PEQUENOS CrOMOsOMmas SU- 456 FISH el cariotipo revela que el cromosom:
pernumerarios. En ambas situaciones es imperativo . pertenece al cromosoma 15. ES un cromoso AL M
identificar el o los cromosomas involucrados. Mu- : ; 1 15

chos cambios pequefios no pueden identificarse
mediante microscopio Gptico convencional, ni aun
en las mejores preparaciones, mediante alguna de
las técnicas de bandeo. La proporcion de aberracio-
nes identificables puede incrementarse con ampli-
tud mediante citogenética molecular (véase pag.
192) con hibridacién in situ fluorescente (fluores-
cence in situ hybridization -FISH-).

Hay gran variedad de métodos accesibles para iden-
tificar pequefios reacomodamientos. Para identifi-
car localizaciones especificas sobre un cromosoma
pueden utilizarse sondas de copia tnica, que hibri-
dan en sitios especificos en los cromosomas indivi-
duales. Para identificar un cromosoma completo
pueden aplicarse numerosas sondas para ese cro-
mosoma (coloracién del cromosoma). En la hibrida-
cién genémica comparativa, el DNA gendmico de
una poblacidn celular, por ejemplo de células tu-
morales, se hibrida con cromosomas normales en
metafase. Los segmentos de DNA que estan sobre-
rrepresentados o subrepresentados en el tejido
tumoral, debido a la duplicacién o a la delecidn,
aparecerdn como sefiales incrementadas o dismi-
nuidas. La preparacion de las fibras de DNA exten-
didas incrementa la resolucion (FISH en fibras). Los
siguientes son ejemplos seleccionados del uso de la
hibridacién in situ fluorescente mdltiple.

A. Cromosoma 1 derivativo
con material extra
46,XX,der(1)t(1:12)(q43:p13.3)

En el cariograma convencional de las bandas G
(que se observa sobre la izquierda) no se ve la pre-
sencia de una cantidad pequefia de material cro-
mosomico adicional. El cariograma por FISH
maltiple sobre la derecha muestra una banda ex-
tra pequefia hacia el final de uno de los cromoso-
mas (1), indicado con una flecha. El analisis
mediante FISH revela que la banda extra al final
del brazo largo de un cromosoma 1 (1q) deriva de
un cromosoma 12. Podria determinarse que los
puntos de quiebre se encuentran en el cromoso-

ma pequeio isodicéntrico con una duplicacié
del brazo largo proximal 15q11 (regi6n 1, banda 1
del 15q).

C. Cromosoma 21
derivativo adicional

La metafase sobre la izquierda y el cariotipo sobre |
derecha muestran un cromosoma adicional peque
fio (flecha) con fluorescencia en dos colores. El ana
lisis detallado de muchas metafases revelo la
presencia de un cromosoma compuesto, Con mate
rial de un cromosoma 18 y un centrémero de u
cromosoma 21. Asi, el cariotipo esta desequilibrado
por el material adicional procedente del cromoso-
ma 18 (trisomia parcial 18), que es causante de re
raso en el desarrollo. El origen de ese cromosoma
compuesto suele permanecer oculto. (Todas las fi
tografias fueron provistas gentilmente por los Drs
Sabine Uhrig y Michael Speicher, Miinchen.)
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C. Cromosoma 21 derivativo adicional (flecha): 47,XX,+der(21)t(18;21)(p11.2;:q11.1)
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Regulacion y expresion
de los genes

El niicleo celular y el RNA ribosémico

El niicleo celular es el centro principal desde el
que se regulan las funciones celulares. Una fun-
ciéon muy importante de las células es la produc-
cién enddgena de proteinas (sintesis proteica).
Las proteinas a su vez, se requeriran para innume-
rables procesos vitales, como la catalisis de reac-
ciones bioquimicas complejas, la produccion de
energia, el transporte de moléculas, etc. Las célu-
las de diferentes tejidos difieren con respecto a
los genes expresados.

A. Niicleo celular y sintesis proteica

La transcripcion y el procesamiento de los trans-
criptos primarios (empalme, o splicing, del RNA)
se producen en el niicleo de la célula. EI RNA en el
niicleo se estabiliza mediante la unién a las pro-
teinas nucleares de unién al RNA. El RNA maduro
entonces se libera del niicleo hacia el citoplasma.
Para la traduccidn, el RNA mensajero (mRNA) de-
be estar unido a los ribosomas. Los ribosomas son
estructuras proteicas complejas formadas por nu-
merosas subunidades, que a su vez son los pro-
ductos de genes individuales (genes ribosémicos).

B. Nucléolos y la sintesis de los ribosomas

El nucléolo es una regién funcional y morfologi-
camente especifica en el niicleo celular, en la que
se sintetizan los ribosomas. En el hombre los ge-
nes del rRNA (200 copias por genoma haploide)
son transcriptos por la RNA polimerasa [ para for-
mar las moléculas de rRNA 45 S. Luego de que se
formaron, los rRNA 45 S precursores se empaque-
tan con rapidez con las proteinas ribosémicas
(procedentes del citoplasma). Antes de transferir-
se desde el niicleo al citoplasma, éstos se clivan
para formar tres de las cuatro subunidades del
rRNA. Por dltimo se liberan hacia el citoplasma
junto a la subunidad 5 S que se sintetiza por se-
parado. Alli forman los ribosomas funcionales.
Los tamaiios de los ribosomas, sus subunidades y
los diferentes tipos de RNA ribosémicos (rRNA) se
expresan en unidades Svedberg (S). Esta es la tasa
a la que una molécula sedimenta en un solvente.
Los valores S no son aditivos. Un ribosoma funcio-

nal presenta una subunidad pequefia y otra grande
En los eucariontes la subunidad pequefia contie-
ne rRNA 18 S, y la grande rRNA 5.8 5,55y 28 5,

C. Revision de la estructura
y los componentes de los ribosomas

Los ribosomas son los centros de sintesis de las
proteinas. Proveen el lugar de trabajo y las herra-
mientas. En los procariontes, el ribosoma 70 S pre-
senta dos subunidades de 30 S y 50 S. La subunidad
50 S tiene un rRNA grande (23 S) y uno pequefio
(5 S) de alrededor de 2.900 y 120 nucledtidos, res-
pectivamente, y de 33-35 proteinas diferentes; |5
subunidad 30 S contiene un rRNA 16 5 grande y 21
proteinas. La subunidad 50 S provee actividad
peptidiltransferasa, en tanto que la 30 S es el sitip
en el que se decodifica la informacion genética,
Ademas, esta tltima subunidad posee un meca-
nismo de correccion (proofreading) para minimi-
zar los errores en la traduccion. El ribosoma
completo tiene un peso molecular de 2,5 millones
de daltons (MDa) y un coeficiente de sedimenta-
cién de 70 S, El ribosoma eucarionte es mucho
mads grande (4,2 MDa y 80 S), con subunidades
de 60 Sy 40§, que contienen una combinacion de
rRNA y proteinas como se muestra en la figura,
Observaciones recientes de la estructura de las
subunidades ribosémicas bacterianas 30 S y 50 5,
con una resolucién de 5 A, contribuyeron para elu-
cidar los detalles de la estructura y la funcién ribo-
somicas. (Figuras adaptadas de Alberts y col., 1998).
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Transcripcion

La transcripcién de una cadena de DNA en una
molécula complementaria de RNA es el primer pa-
so en la expresion de los genes. El complejo de
transcripcién que se une al DNA esta formado por
numerosas proteinas (llamadas factores de trans-
cripcion). A pesar de que hay diferencias en la
transcripcion entre los procariontes y los euca-
riontes, la mayor parte del proceso es basicamen-
te el mismo. La transcripcion esta catalizada por la
RNA polimerasa. La RNA polimerasa en E.coli tiene
cinco subunidades (dos e, dos B y una o), cada una
de ellas esta codificada por sus propios genes. Las
RNA polimerasas de los eucariontes son complejas
(véase pag. 214). La RNA polimerasa eucarionte
presenta tres enzimas diferentes, que transcriben
diversos tipos de genes.

A. Transcripcion porla RNA polimerasa

La transcripcion comienza con el reconocimiento
de un sitio especifico por la RNA polimerasa (1).
Aqui la doble hélice se abre y comienza a desen-
rollarse. Empieza la sintesis del RNA (iniciacion,
2) que continda con la elongacion (3). A medida
que la polimerasa recorre el DNA, se sintetiza el
mRNA. El DNA que ya se transcribio se vuelve a
enrollar en la doble hélice, detrds de la polimera-
sa. En la terminacion (4), la RNA polimerasa se se-
para del DNA. En este punto se completa la
formacion del transcripto primario inestable. Da-
do que es inestable, en los procariontes se tradu-
ce de inmediato y en los eucariontes se procesa
(modifica) (véase pag. 50). Todos estos procesos
estin mediados por la interaccién compleja de
una variedad de enzimas.

B. Sitio de union de la polimerasa

La RNA polimerasa bacteriana se une a una region
especifica del DNA, de alrededor de 60 pares de
bases. Pueden identificarse numerosos centros
activos (aqui no se muestran).

C. Promotor de la transcripcion

La transcripcion debe comenzar en una posicion
especifica del DNA, exactamente aguas arriba de
un gen (en el extremo 5). Este sitio de iniciacién de
la transcripcion se denomina promotor. Un promo-
tor es una secuencia corta de nucledtidos de DNA
que regula la puesta en marcha de la transcripcion
mediante la unién a la RNA polimerasa. Pueden re-
conocerse dos regiones promotoras distintas de-
lante del punto de iniciacion de transcripcion.

Estas secuencias estin muy conservadas en térm;.
nos evolutivos (secuencias consenso). En los procg-
riontes hay un promotor con una secuenciy
consenso que presenta seis pares de bases: TATAAT
(llamada también caja Pribnow, después de su des.-
cubrimiento), que se localiza 10 pares de bases de.-
lante del punto de inicio; otra regién de secuenci,
conservada, TTGACA, se localiza 35 pares de bases
delante del gen (hacia el extremo 5'). Estas secuer-
cias se denominan caja -10 y caja -35, respectiva-
mente (el término “caja” deriva de la identidad o ¢]
parecido de la secuencia en todos los genes). En
los eucariontes, la localizacion y la secuencia de los
promotores difiere en alguna medida las observa-
das en los procariontes (véase pag. 212).

D. Una unidad de transcripcion

Una unidad de transcripcién es el conjunto de todas
las secuencias de DNA en un segmento determina-
do utilizadas en la transcripcion. Esta comienza en
el promotor y termina en el finalizador. La regicn al-
rededor del promotor en el extremo 5 se denomi-
na proximal; la que estd proxima al finalizador,
hacia el extremo 3', se designa distal.

E. Determinacion del punto de inicioc de la
transcripcion

Una manera para identificar un gen activo es de-
terminar el punto de inicio de la transcripcidn.
Para ello se compara el RNA formado con el DNA
molde. Después de la transcripcion, el RNA for-
mado (de cadena simple) se hibrida con una cade-
na simple de DNA complementario (hibridacion
RNA/DNA). Una endonucleasa (nucleasa S1) que
sdlo cliva cadenas simples de DNA degrada al DNA
no hibridado, en tanto que la cadena hibridada es-
ta protegida (ensayo de proteccion del RNA). De
manera subsecuente, se degrada el RNA y se ana-
liza el segmento de DNA transcripto (p. ej., se de-
termina su tamaiio o su secuencia). (Figuras de
Singer y Berg, 1991.)
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Control de la expresién génica
en bacterias por induccién

La regulacion de la expresién génica es una fun-
cion bdsica de los organismos procariontes y
eucariontes. Los procariontes dependen por com-
pleto de su habilidad para adaptarse con rapidez
a los cambios en las condiciones externas. Las
sustancias que suelen estar presentes en el medio
nutriente no necesitan ser sintetizadas por la pro-
pia bacteria. Por otro lado, la célula debe sintetizar
las sustancias faltantes. El control de la expresion
genética se produce en diferentes niveles. Las
proteinas reguladoras pueden actuar como repre-
sores (suprimiendo la actividad de [a RNA polime-
rasa) o como activadores (induciendo la actividad
de la RNA polimerasa). El control de los genes
procariontes a menudo esta facilitado, dado que
los genes relacionados desde el punto de vista fu-
ncional por lo general se ubican juntos y entonces
pueden regularse’ en conjunto (operdn) (véase
pag. 234).

A. Inducci6n de enzimas en las bacterias

La presencia de ciertas sustancias en el medio nu-
triente induce en las bacterias la sintesis de las
enzimas necesarias para su utilizacién. Un ejem-
plo en Escherichia coli(E. coli) es 1a activacion por
la presencia de lactosa de tres enzimas para el ca-
tabolismo de la lactosa. Dentro de los 10 minutos
subsiguientes al agregado de lactosa al medio nu-
triente, se multiplican las enzimas f-galactosidasa,
B-galactésido permeasa y f-galactésido transace-
tilasa (1). La B-galactosidasa es la que convierte la
lactosa en galactosa y glucosa (2).

B. Eloperén lactosa en E. coli

Una serie de genes cuya regulacion esta coordina-
da se define como un operén. Tres genes estructu-
rales que codifican para la sintesis de las enzimas
degradadoras de la lactosa (genes lacZ lacY, y la-
cA) forman el operdn lactosa (operon Jac). Estos
tres genes estan regulados por un promotor en el
extremo 5'y son transcriptos en un mRNA comin
(transcripto policistronico). En condiciones nor-
males muestran muy poca actividad porque un
represor lac (lac) inhibe la sintesis del mRNA lac.

Este represor es el producto génico del gen reguy.-
lador ladl. E. coli puede usar la lactosa como tinjc,
fuente de carbono y energia porque en periodp;
breves puede sintetizar gran cantidad de -galac.
tosidasa.

C. Control del operén lac

Los tres genes estructurales del operdn lac, lacz.
lacY y lacA, son controlados por medio de un;
proteina represora que se une a la regién promg.
tor/operador (P-0). Cuando el represor esta unidg
ala region P-0, la RNA polimerasa no puede unj;-
se a la region del promotor. La transcripcion est 3
bloqueada (1), y por lo tanto no se forman los tres
productos génicos. El operdn lac se activa cuandg
una molécula de p-galactdsido se une a una de |35
subunidades del represor (2) y lo inactiva. La RNA
polimerasa entonces puede unirse a la regién de|
promotor y comenzar la transcripcion.

D. Secuencia nucleotidica reguladora del
gen del operador fac

La actividad de un gen estda mediada por las pro-
teinas reguladoras que se unen al DNA en sitios
especificos. El represor del operdn lactosa (repre-
sor lac) fue la primera de esas proteinas en aislarse
(en 1966 por Gilbert and Miiller-Hill). El represor
presenta un tetramero de subunidades idénticas
de 37 kDa. Cada una tiene un sitio de unién para
el inductor. En ausencia del inductor, el represor
se une con gran firmeza al DNA en la region del
operador. La secuencia de reconocimiento del re-
presor es una secuencia corta de 28 pares de ba-
ses de nucledtidos que se relacionan por un eje de
simetria (se muestran como cajas coloreadas). £l
apareamiento simétrico es un principio impor-
tante para la interaccién entre el DNA y las protei-
nas en un sitio de regulacién génica. Las proteinas
reguladoras de los genes pueden distinguirse por la
especificidad de las secuencias de DNA que ellas
reconocen (comparese con las secuencias de reco-
nocimiento de las enzimas de restriccion, pag. 64).
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Control de la expresién génica
en bacterias por represion

Si un gen se expresa de manera regular (es activo)
se dice que es constitutivo. La expresion genética
en las bacterias puede variar en grado conside-
rable en funcion de la presencia de ciertas sus-
tancias en el medio nutriente. Un mecanismo
importante para el control de la transcripcion es
una sefial que puede terminar la transcripcion o la
traduccién (sefial de terminacion). £sta se ubica
entre el promotor y el comienzo del primer gen es-
tructural y se denomina atenuador (atenuacion de
la traduccién).

A. Regulacion de la sintesis del aminoacido
triptofano en E. coli

El triptéfano es un aminodcido esencial para los or-
ganismos eucariontes. Las bacterias pueden sinteti-
zar tript6fano, pero slo lo hacen si no esta presente
en el medio nutriente (2). Si se agrega triptofano al
medio, la actividad de la enzima para su sintesis de-
crece en un lapso de unos 10 minutos (1).

B. Biosintesis de triptéfano por medio
de cinco enzimas y cinco genes

El triptofano se sintetiza a partir del corismato a
través de cuatro intermediarios; esto se produce
en cinco pasos regulados por cinco enzimas, que
son codificadas por cinco genes.(trpA-E) (CARP =
fosfato de carboxifenilaminodesoxirribulosa).

C. Operén triptofano en E. coli

El operdn tript6fano en E. coli presenta estos cin-
co genes y sus secuencias reguladoras. Estas in-
cluyen el promotor y el operador, una secuencia
lider y las secuencias del atenuador. La traduccién
de los cinco genes estructurales resulta de un
mRNA continuo del operdn triptéfano. En él, las
secuencias lideres codificadas por los genes de la
secuencia L, estin conectadas en serie. Las se-
cuencias del atenuador son parte de las secuen-
cias L. Cuando el triptéfano estd presente en el
medio, se frena la traduccién del RNA trp lider en
la region de una secuencia atenuadora, antes de
alcanzar al primer gen estructural.

D. El papel del atenuador

El debilitamiento (atenuacion) de la expresion
del operador triptofano estd controlado por

una secuencia de alrededor de 100-140 pareg
de bases (en la direccién 3') desde el punto e
inicio de la transcripcion (mRNA triptéfano |i.
der). En presencia de triptéfano, el mRNA trp,
lider se interrumpe en la region de una secuen.-
cia atenuadora (1) y la traduccion no se prody-
ce. En ausencia de triptéfano, la traduccion
contintia. El péptido trp lider contiene dos res;.
duos de tript6fano (2). Cuando éste es deficier.-
te, la traduccién se retrasa y la sefial de freng
se debilita.

E. Atenuacion del operédn trp

En E. coli la atenuacién a menudo estd mediad;
por una relacién intima entre la transcripcion y
la traduccién. La region del mRNA trp lider pue-
de presentarse en dos conformaciones alterna-
tivas de apareamiento de bases. Una permite |3
transcripcion y la otra no. Cuando el triptéfano
estd presente (1), los ribosomas pueden sinteti-
zar el péptido lider completo. El ribosoma sigue
estrechamente a la RNA polimerasa que trans-
cribe el DNA molde (no se muestra). Cuando el
ribosoma pasa la regién 1 previene que las re-
giones complementarias 2 y 3 formen una hor-
quilla mediante el apareamiento de bases. En
cambio, una parte de la region complementaria
3 y la region 4 forman un tronco y bucle, lo que
favorece la terminacion de la transcripcion.
Cuando el triptéfano es deficiente (2), el riboso-
ma se frena en los dos codones UGG trp debido
a la deficiencia de triptofanil-tRNA. Esto altera
la conformacion del mRNA de manera que las
regiones 2 y 3 se aparean. No se forma la estruc-
tura de tronco y bucle que favorece la termina-
cion, la regién 4 permanece en forma de cadena
simple, y la transcripcién continda. (Figuras
adaptadas de Stryer, 1995.)
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Control de la transcripcion

La transcripcién se controla en los promotores y en
otras secuencias del DNA, fuera de la region codifi-
cante real (intensificadores o enhancers). El control
de la transcripcion difiere en algunos aspectos entre
los procariontes y los eucariontes, y coincide en
otros. La region del promotor, importante para con-
trol de la expresion génica, se ubica aguas arriba (en
direccién 5°) de la secuencia codificante.

A. Region del promotor

En los procariontes, dos dreas importantes de la
region del promotor se ubican a 35 y 10 pares de
bases nucleotidicas aguas arriba (en direccion 5')
del punto de inicio de la transcripcion. Las muta-
ciones en la region de las secuencias reguladoras
(region del promotor) son en extremo sensibles a
la sustitucion de bases (mutacion); esto es un in-
dicador de su importancia. (Figura reproducida de
Watson y col., 1987.)

B. Ensamblado de los factores
de transcripcion generales para iniciar
la transcripcion

La activacién de la polimerasa Il (Pol 11} para
transcribir la mayoria de los genes eucariontes (1)
requiere un complejo de iniciacién ensamblado al
promotor. Este presenta factores de transcripcién
generales (TF, transcription factors) que se aso-
cian en una secuencia ordenada. En el primer pa-
so (2), el TFIID (factor de transcripcion D para la
polimerasa 1) se une a la region TATA. La caja
TATA es reconocida por una pequefia proteina
de 30 kDa, la proteina de union a TATA (TBP, TA-
TA-binding protein), que es parte de una de las
numerosas subunidades del TFID (aqui no se
muestra la union del TBP al DNA).

A continuacién, el TFIIB puede unirse al complejo
(3). En forma subsecuente se agregan al comple-
jo otros factores de transcripcion (el TFIIH, segui-
do del TFIIE) y la Pol Il escoltada por el TFIIF; estos
TF aseguran que la Pol Il se adjunte de manera co-
rrecta al promotor (4). La unién de TFIIE extiende
aun mds los sitios de unién de la polimerasa,
aguas abajo en la direccion de 3. La Pol Il se libe-
ra entonces del complejo y la transcripcién puede
comenzar. Un paso clave es la fosforilacién de la
Pol II por una subunidad del TFIIH, que es una
proteina cinasa. Otras actividades de TFIIH invo-
lucran una helicasa y una ATPasa. El sitio de fosfo-
rilacién es una cola polipeptidica, compuesta en
los mamiferos por 52 repeticiones de la secuencia

de aminodcidos YSPTSPS, en la que se fosforilay,
las cadenas laterales de la serina (S) y de la treg.
nina (T). (La figura es un esquema simplificad,
reproducido de la pag. 421 de Alberts y col., 1994
y de la pig. 631 de Lewin, 2000.)

C. Promotores de la RNA polimerasa

Las células eucariontes contienen tres RNA polime-
rasas (Pol I, Pol Il y Pol III). La primera se localiza ey
el nucléolo, sintetiza el RNA ribosémico y represep,-
ta alrededor del 50-70% de la actividad relativa, | 5
Pol Il y la Pol Il se hallan en el nucleoplasma (la pa-
te del nicleo excluido el nucléolo). La polimerasa ||
representa el 20-40% de la actividad celular. Es res-
ponsable de la sintesis del RNA nuclear heterogé-
neo (nhRNA), el precursor del mRNA. La Pol III, que
es responsable de la sintesis de los tRNA y otros
RNA pequefios sélo contribuye con una actividad
menor, de alrededor del 10%. Cada una de las gran-
des RNA polimerasas de los eucariontes (500 kDa o
mas), con 8-14 subunidades, es mas compleja que
la tinica RNA polimerasa procarionte. Cada RNA po-
limerasa utiliza un promotor de diferente tipo. La
RNA polimerasa Il no puede iniciar la transcripcion
sin un complejo de factores de transcripcidn gene-
rales (véase B), que se une a un promotor tnico
aguas arriba (1). La RNA polimerasa | (2) tiene un
promotor bipartito, uno ubicado 170 a 180 pares de
bases aguas arriba (direccion 5') y otro desde unos
45 pares de bases aguas arriba hasta 20 pares de ba-
ses aguas abajo (en direccion 3'). Este tltimo se de-
nomina promotor central. La polimerasa | requiere
dos factores subsidiarios, el UBF1 y el SL1. Este tlti-
mo presenta cuatro proteinas, incluida una TEP
{vease B) que no puede unirse de manera directa al
promotor. Esta se une al UBF1, luego de lo cual la Pol
1 puede unirse al promotor central para iniciar la
transcripcion (2). La RNA polimerasa 1l usa promo-
tores aguas arriba o dos promotores internos aguas
abajo del punto de iniciacion de la transcripcion (3 ).
Con los promotores internos se requieren tres facto-
res de transcripcién, el TFIIIA (una proteina con de-
dos de cinc, véase pag. 218), el TFIIIB (una TBP ¥
otras dos proteinas), y el TFIIC (una proteina gran-
de de mas de 500 kDa).
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Control de la transcripcion
en los eucariontes

La transcripcion en los eucariontes difiere de la de
los procariontes en dos aspectos principales. En
los eucariontes un gen sélo codifica para un tinico
polipéptido (unidad de transcripcion monocistro-
nica) y el transcripto inicial se procesa para dar
lugar al mensajero maduro, el mRNA. Esto involu-
cra el empalme de los exones (véase pag. 50) y la
modificacién sustancial de los extremos del
transcripto primario.

A. Prototipo de un gen estructural eucarionte

Un gen estructural es un gen que codifica para
un producto génico polipeptidico. En éste pue-
den diferenciarse las secciones involucradas en
la transcripcién (unidades de transcripcion) y las
secuencias reguladoras. Estas ltimas se locali-
zan hacia ambas direcciones del gen, aguas arriba
(en la direccién 5') y aguas abajo (en la direccién
3'). Ademds, en los intrones puede haber otras
secuencias reguladoras internas. Algunas se-
cuencias reguladoras se localizan lejos del gen.
Junto con el promotor (véase pg. 206), se las re-
quiere para regular la transcripcion.

B. Prototipo del mRNA eucarionte maduro

El mRNA eucarionte maduro se produce a partir
de su precursor, el RNA, por medio de la elimina-
cién de los intrones, la adicion de un casquete
(cap) en el extremo 5’ y la adicion de numerosos
nucledtidos de adenina en el extremo 3’ { poliade-
nilacién). Frente al punto de sefial de inicio de la
traduccién (AUG) se localiza una secuencia no co-
dificante (5' lider), y en el extremo 3', detras de la
sefial de finalizacion (UAA), hay otra secuencia no
codificante ( trailer). Ambas adiciones, el casquete
5'y la poliadenilacion, involucran reacciones en-
zimaticas.

C. Casquete de 7-metil-guanosina

La traduccién del mRNA eucarionte es similar 3 |,
del mRNA procarionte, pero con dos diferenciy
distintivas: 1) en la célula eucarionte la transcrip.
cién y la traduccion se producen en diferene
ubicaciones: la transcripcion se presenta ep g
niicleo celular y la traducci6n en el citoplasma; 2)
los extremos 3' y 5° del mRNA eucarionte tieney,
una estructura especial. La estructura en el extre._
mo 5' se denomina casquete (cap). Mediante |3
accién de la guanosina-7-metiltransferasa, la gua-
nosina se une por un puente trifosfato al primer y
el segundo grupos ribosa de la cadena del mRa
precursor. La guanosina esta metilada en posician
7. asi como los dos residuos de ribosa iniciales, ep
el comienzo de la cadena de RNA. Excepto por
los mRNA transcriptos a partir del DNA de virus, los
mRNA eucariontes suelen contener una secuencia
codificante para una Gnica proteina (mensajerg
monocistronico).

D. Poliadenilacién en el extremo 3'

Las sefiales de terminacion eucariontes se carac-
terizan en menor medida que los reguladores de
la actividad génica en el extremo 5. Los transcrip-
tos primarios eucariontes se cortan inmediata-
mente después de la secuencia AAAUA, mediante
endonucleasas especificas. En forma subsecuente,
una poli(A)-polimerasa agrega alrededor de 100-
250 nucledtidos de adenina al extremo 3’ del trans-
cripto (poliadenilacidn). El extremo poli(A) se une
a una proteina. Todos los mRNA, excepto los que
codifican para las proteinas histonas, poseen un
extremo terminal poli(A). (Figuras tomadas de
Singer y Berg, 1991.)
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Regulacion de la expresién génica
en los eucariontes

La regulacién precisa de la expresion génica es un
requisito previo para producir y mantener los tipos
variados de células y tejidos de un organismo multi-
celular. Las células se diferencian en sus tipos celula-
res particulares por medio de las combinaciones de
los genes expresados o reprimidos. Durante la dife-
renciacion los genes fuertemente regulados funcio-
nan en el orden requerido, por lo general secuencial,
para un destino celular particular (las vias de desa-
rrollo). Se identificaron muchos genes reguladores y
sus proteinas (véase parte III, Genética y medicina).
A continuacion se sefialan algunos de los principios
importantes del control especifico de la expresién
génica en las células eucariontes.

A. Niveles de control de la expresion génica
en los eucariontes

En principio, la expresién puede regularse a cuatro
niveles distintos. El primero y el mas importante es
el control primario de la transcripcion. El procesa-
miento del RNA maduro puede estar regulado en el
nivel del RNA transcripto primario. Un proceso ob-
servado con frecuencia es el empalme (splicing)
alternativo (véase D). La traduccién puede modifi-
carse mediante la edicion del RNA (véase B para un
ejemplo). En el nivel de las protefnas las modifica-
ciones postraduccionales pueden determinar la
actividad de una de ellas. Algurios ejemplos son la
ruptura de la preproinsulina para formar la insulina
madura, la glucosilacion o la hidroxilacién y el ple-
gamiento de las proteinas (véanse pags. 32, 362).

B. Edicion del RNA

La edicién del RNA modifica la informacion genéti-
ca en el nivel del RNA. Un ejemplo importante es el
gen de la apolipoproteina-B, involucrado en el me-
tabolismo lipidico. Este gen codifica para una pro-
teina de 4.538 aminodcidos, la apolipoproteina B.
Esta se sintetiza en el higado y se secreta en la san-
gre, donde transporta los lipidos. En el intestino se
sintetiza una forma relacionada de la proteina
mds corta, de 2.153 aminodcidos, la Apo B-48 (de
250 kDa, en lugar de los 512 kDa de la Apo B-100).
Una desaminasa intestinal convierte una citosina en
el coddn 2.158, CAA (glutamina), a uracilo (UAA).
Este cambio genera un coddn de terminacién (UAA)
y por esto se termina la traduccidn en este sito.

C. Activacién génica de amplio rango
mediante un intensificador

Los intensificadores (enhancers) controlan la
actividad de los genes a distancia. Un intensifi-

cador es un sitio distante involucrado en la in;_
ciacion de la transcripcion (véase pag. 206),
Puede localizarse tanto aguas arriba comg
aguas abajo de la misma cadena de DNA (activ,_
cidn en cis) o ubicarse en una cadena de DNA ;.
ferente (activacién en trans). Los elementqg
intensificadores proveen una regulacion especi.
fica de tejido o dependiente del tiempo. No est3
claro como pueden ejercer su accion desde un;
distancia considerable. Un modelo sugiere que
el DNA forma un bucle entre el intensificador y
el promotor. Entonces las proteinas activadoras
unidas al intensificador, por ejemplo, las hor-
monas esteroides, podrian entrar en contactg
con el complejo general de los factores de trans-
cripcién en el promotor. Otros podrian funcio-
nar como represores (véase control de I3
transcripcion en los procariontes, pag. 210).

D. Empalme (splicing) alternativo del RNA

Un segmento de DNA pude codificar para diferen-
tes formas de mRNA cuando se remueven distin-
tos intrones del trasncripto primario (empalme
alternativo). Por medio del empalme alternativo
de los genes, un gen puede codificar para diferen-
tes, aunque similares, productos génicos. Esto
permite un alto grado de flexibilidad funcional. Se
conocen numerosos ejemplos de empalme de
RNA diferencial en los genes de mamiferos. Por
ejemplo, el transcripto primario para el gen de la
calcitonina contiene seis exones. Estos estan em-
palmados en dos tipos diferentes de mRNA madu-
ro. Uno, consistente en los exones 1-4 (pero no en
los exones 5-6), se produce en el tiroides y codifi-
ca para la calcitonina. El otro presenta los exones
1,2,3,5y 6, pero no del exén 4. Este codifica pa-
ra una proteina similar a la calcitonina en el hipo-
tilamo (el producto relacionado con el gen de la
calcitonina, CGRP).
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Proteinas de unién al DNA

Las secuencias reguladoras del DNA interactdian
con las proteinas para ejercer un control funcional
apropiado. Las proteinas reguladoras pueden reco-
nocer las secuencias especificas del DNA porque la
superficie de las proteinas calza precisamente en la
superficie del DNA. Pueden distinguirse tres gru-
pos bésicos de secuencias reguladoras del DNA:
1) secuencias que establecen el comienzo exacto
de la traduccién, 2) segmentos del DNA que regu-
lan la finalizacién o la terminacion y 3) secuencias
del DNA préximas al promotor que tienen efectos
especificos sobre la actividad génica (represores,
activadores, aumentadores y otros).

A. Unién al DNA de una proteina reguladora

Las proteinas reguladoras de los genes pueden
reconocer la informacion en las secuencias del
DNA sin necesidad de abrir los puentes de hidro-
geno dentro de la hélice. Cada par de bases re-
presenta un patrén distintivo de dadores de
puentes de hidrégeno (ejemplo mostrado en ro-
jo) y de aceptores de hidrogeno (ejemplo mos-
trado en verde). Estas proteinas reconocen el
surco mayor del DNA, donde se produce la unidn.
Aqui se muestra un solo contacto de una aspara-
gina (Asn) de una proteina reguladora, con una
base adenina (A) del DNA. Un area tipica de con-
tacto de superficie a superficie involucra unas
10-20 de esas interacciones. (Figura reproducida
del Alberts y col.,1998, pag. 276.)

B. Una hélice a se inserta en el surco mayor
del DNA operador

Una parte de la proteina, una hélice o (la hélice de
lectura de la secuencia o de reconocimiento) se
inserta dentro del surco mayor del DNA. Aqui, la
secuencia Q-Q-Q-5-T- (Q, glutamina; §, serina; T,
treonina) de la secuencia de reconocimiento del
represor del bacteriofago 434 se une con bases es-
pecificas en un surco mayor del DNA operador
(Figura tomada de Lodish y col., 2000, pag. 351.)

C. Diseio en dedos de cinc

Otro grupo de proteinas se conoce como dedos
de cinc porque semeja dedos (véase D). Esta in-
volucrado en funciones importantes durante el
desarrollo embrionario y la diferenciacién. El di-
sefio basico de los dedos de cinc es un dtomo de
cinc conectado a cuatro aminodcidos de una ca-
dena polipeptidica. En el esquema sobre la iz-
quierda se muestran dos residuos de histidina
(H) y dos de cisteina (C). La estructura tridimen-

sional sobre la derecha presenta una lamina g
antiparalela (aminodcidos 1-10), de una hélice ;
(aminodcidos 12-24), y de las conexiones de cin.
Cuatro aminodcidos, las cisteinas 3 y 6, y las hjs.
tidinas 19 y 23, estdn unidas al dtomo de cinc y
sostienen el carboxilo terminal (COOH) de |,
hélice o a un extremo de la lamina B. (Figury
reproducida de Alberts y col., 1994, pig. 411.)

D. Las proteinas en dedos de cinc se unen
al DNA

La interaccién con el DNA es fuerte y especifica,
Cada proteina reconoce una secuencia especificy
del DNA. Como el niimero de dedos de cinc pue-
de ser variable este tipo de union al DNA tiene
una gran flexibilidad evolutiva. (Figura reproduci-
da de Alberts y 1994.)

E. Union aun elemento de respuesta

Muchas hormonas y factores de crecimiento acti-
van los receptores de superficie de las células. En
contraste, las hormonas esteroides penetran las
células blanco y alli interactdan con un receptor
proteico especifico ubicado en el citosol. El com-
plejo hormona-receptor luego migra a los sitios
especificos del DNA. El dominio de unién a la hor-
mona previene que el receptor se una al DNA, a
menos que la hormona esté presente. Los recep-
tores activados se unen a las secuencias especifi-
cas del DNA llamadas elementos de respuesta
hormonal (ERH). Cada cadena polipeptidica del
receptor contiene un atomo de cinc ligado a cua-
tro cisteinas (1). El modelo del esqueleto muestra
los dos dominios de unién al DNA unidos al ERH
en los dos surcos mayores adyacentes del DNA
blanco (2). El modelo espacial muestra como la
hélice de reconocimiento de cada dimero de esta
proteina calza con firmeza dentro del surco ma-
yor del DNA mostrados en rojo y verde (3). (Figu-
ra reproducida de Stryer, 1995, pag. 1002.)
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Otros activadores de la transcripcion

Los activadores de la transcripcion son proteinas
diméricas con distintos dominios funcionales: un
dominio de unién al DNA y uno de activacion. El
primero interactia con las secuencias reguladoras
especificas del DNA. El dominio de activacién in-
teractia con otras proteinas que estimulan la
transcripcién. Los activadores de la transcripcion
participan en el ensamblado del complejo de inicia-
cion, por ejemplo, al estimular la union al promotor
del factor de transcripcién IID (TFIID, véase pag.
212). Otros activadores pueden interactuar con los
factores generales de transcripcion, de este modo
proveen un segundo nivel de control transcripcional.

A. Dimero de cierre de leucinas

La mayoria de las proteinas reguladoras de unién al
DNA reconocen los sitios especificos como dimeros.
Una parte de la molécula sirve como molécula de
reconocimiento, y la otra estabiliza la estructura. Un
ejemplo en particular asombroso esta dado por las
proteinas con un disefio de cierre de leucinas. El
nombre deriva de su estructura basica. Dos a hélices
estin unidas a manera de un cierre cremallera,
mediante residuos de leucina repetidos en forma
periddica que se localizan en la interfase de las dos
hélices. Las dos hélices al separarse forman una es-
tructura con figura de Y, que se extiende dentro del
surco mayor del DNA (1). Las proteinas con cierre de
leucinas pueden ser homodimeros de subunidades
idénticas (2, 3) o heterodimeros de subunidades di-
ferentes, aunque similares (4). La habilidad para
formar dimeros diferentes (heterodimerizacion)
expande con amplitud el espectro de especificida-
des. El uso de las combinaciones de diferentes pro-
teinas para el control de las funciones celulares se
denomina control combinatorial. (Figura tomada
del Alberts y col., 1994.)

Un disefio de unién al DNA relacionado con el cie-
rre de leucinas es el de la hélice bucle hélice (HLH)
(no se muestra). El disefio HLH presenta una o-héli-
ce corta y otra o-hélice mds larga, conectadas por
un bucle flexible de proteinas.

B. Activacion por union de una hormona
esteroide

Los intensificadores de la transcripcion son regiones
regudatoras del DNA que incrementan la tasa de
transcripcion. Su espaciamiento y orientacion varian
en relacion con el punto de inicio de la transcripcion.
Un intensificador se activa por la unién a un comple-
jo de hormona-receptor. Esto activa el promotor, y
comienza la transcripcion (gen activo). Numerosos
genes importantes para el desarrollo de los mamife-

ros estan regulados por los esteroides (transcripcion
en respuesta a esteroides). Estos Qltimos incluyen
los glucocorticoides y los mineralocorticoides, los
esteroides del metabolismo del glucégeno y de
los minerales; a las hormonas sexuales, que partici-
pan en la diferenciacion sexual embrionaria y en e
control de la reproduccion; y otras. El desarrollg
normal de los huesos y su funcién estan bajo el con-
trol de la vitamina D, similar a los esteroides. Otra
hormona de tipo esteroide es el dcido retinoico, un
regulador importante de la diferenciacion durante |3
embriogénesis (morfogénico). Estas hormonas ini-
cian sus efectos fisiologicos mediante la asociacion
con sus correspondientes receptores celulares espe-
cificos de esteroides (complejo hormona-receptor),

C. Evidencia de una regién de unién
a proteinas en el DNA

Las regiones de union a proteinas en el DNA repre-
sentan areas reguladoras; de modo que su andlisis,
puede arrojar alguna instrospeccion acerca de la re-
gulacién génica. Las regiones del DNA de uni6n a pro-
teinas pueden demostrarse de varias maneras. Con el
andlisis de retraso de las bandas (1) pueden diferen-
ciarse los fragmentos de DNA unidos a proteinas de
los no unidos, utilizando la electroforesis en gel en la
direccion de los fragmentos pequefios; un fragmento
de DNA que es parte de un complejo de DNA-protei-
na migra con mds lentitud que un fragmento libre de
DNA del mismo tamaiio. El complejo DNA-proteina
se ubica en una posicion diferente (*banda retrasa-
da”). Otro procedimiento para identificar sitios de
unién de proteinas sobre el DNA es el patron de hue-
llas del DNA (DNA footprinting) (2). El principio del
footprinting del DNA se basa en que una region
del DNA donde se unen proteinas, por ejemplo el
complejo polimerasa-promotor, esta protegido de 105
efectos de una enzima que cliva el DNA (DNAsa I). El
DNA aislado con anterioridad se corta en diferentes
fragmentos mediante la DNAsa, y los fragmentos se
separan de acuerdo con su tamafio por electroforesis
en gel. Dado que la regién del DNA de unién a la pro-
teina esta protegida del clivaje por la DNAsa I (expe-
rimento de proteccién a la DNAsa 1), se pierden las
bandas del DNA de esa regién de union (huellas).
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Inhibidores de la transcripcion
y de la traduccion

Hay varias sustancias naturales y artificiales capa-
ces de inhibir la transcripcién o la traduccién.
Pueden usarse para tratar el cancer o como anti-
bidticos para tratar infecciones. A pesar de que la
mayoria de estas sustancias son inespecificas y no
son apropiadas para propdsitos terapéuticos, al-
gunas son muy especificas y por lo tanto impor-
tantes para la comprensién de la transcripcién y
la traduccion, y para la terapia. Bisicamente, se
puede distinguir si un agente interfiere con la
transcripcién o con la traduccion.

A. Insercion de la actinomicina D entre
un par de bases GC

La actinomicina D es un complejo polipeptidico
producido por una especie de las bacterias Strep-
tomyces. Consiste de un anillo de fenoxazona con
dos cadenas simétricas laterales (1). Actia me-
diante la insercion intercalada entre dos bases GC
vecinas en la doble hélice del DNA. Vista desde el
costado (2) la molécula de actinomicina D puede
distinguirse dentro de la doble hélice del DNA. En
la observacion desde arriba (3) la molécula de ac-
tinomicina D forma una capa delgada entre la do-
ble hélice del DNA, unida por los dos pares de
bases GC vecinos. El grado de inhibicién por la ac-
tinomicina D varia con amplitud. Las concentra-
ciones elevadas de actinomicina D bloquean la
replicacion, en tanto que las concentraciones ba-
jas son suficientes para inhibir la transcripcion.

B. Lapuromicina imita a un aminoacil tRNA

La puromicina, un polipéptido de la bacteria
Streptomyces alboniger, bloquea la sintesis de los
polipéptidos en los ribosomas de los procariontes

y los eucariontes. Su accién se basa en la similitud
estructural con un aminoacil rRNA, que es unga
molécula de tRNA con un aminodcido unido a sy
extremo 3. En condiciones normales un puente
peptidico se forma por la peptidiltransferasa en-
tre el grupo amino del aminoacil tRNA entrante
en la posicidn A (aminoacil) y el grupo carboxilo
del peptidil tRNA en la posicidn P (peptidil). La es-
tructura de la puromicina se asemeja a la del ami-
noacil tRNA, pero al carecer de una interaccion
con el codén éste no puede pegarse a la posicidn
A en el ribosoma. La combinacién resultante de
polipéptido-puromicina se remueve del ribosoma
y la sintesis de la proteina finaliza en etapa pre-
matura. (Figuras A y B de Singer y Berg, 1991.)

C. Inhibidores de la sintesis de proteinas

Numerosas sustancias naturales y otras produ-
cidas en forma sintética inhiben la sintesis de
las proteinas por medio de la inhibicién de la
transcripcion o de ciertas fases de la traduccién.
Algunas tienen significacién clinica, como los an-
tibidticos; otras son significativas desde el punto
de vista toxicolégico. Un ejemplo para la especi-
ficidad de algunos inhibidores es la ¢-amanitina,
un octapéptido diciclico del hongo Amanita pha-
lloides. En muy baja concentracion este com-
puesto se une a la RNA polimerasa Il y bloquea la
formacion del mRNA primario en los eucariontes.
Por el contrario, la RNA polimerasa | es insensible
a esta toxina, y la polimerasa 1l sélo se une a ella
en concentraciones elevadas. (Datos de Singer v
Berg, 1991.)
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Metilaciéon del DNA

La metilacién de los residuos de citosina en el DNA
desempefia un papel importante en la regulacion
génica, La metilacién del DNA se requiere para el
desarrollo embrionario normal. La impronta ge-
némica (genomic imprinting), 1a inactivacién del
cromosoma X, la modificacion de la cromatina y el
silenciamiento de los retrovirus enddgenos, todos
ellos dependen del establecimiento y el manteni-
miento de los patrones de metilacién apropiados.
La metilacion del DNA es especifica de cada gen y
se produce con amplitud en todo el genoma. Se
distinguen dos tipos de metiltransferasas segtin
sus funciones basicas: el mantenimiento de la me-
tilacién y la metilacién de novo.

A. Metilacién de mantenimiento

Este tipo de metilacion es responsable de la adicién
de los grupos metilo a la cadena de DNA reciente-
mente sintetizada, luego de la replicacion y la divi-
sién celular. Los sitios metilados en el DNA parental
(1) sirven como molde para la metilacion correcta
de las dos cadenas nuevas luego de la replicacion
(2). De este modo se asegura que se mantendrd en
forma correcta el patron de metilacién previo (3).
Esto provoca que la metilacién de ambas cadenas
hijas se produzca en el mismo sitio que en el DNA
parental. La enzima responsable de esto es la
Dnmt1 (DNA metilasa 1). Su funcidn es esencial. Los
ratones deficientes en esta enzima mueren como
resultado de la desmetilacién total de su genoma.

B. Reconocimiento de un segmento de DNA
metilado

Ciertas enzimas de restriccién no cortan el DNA
cuando sus secuencias de reconocimiento estan
metiladas (1). La enzima Hpall corta el DNA sélo
cuando su secuencia de reconocimiento 5'-CCGG-
3 no estd metilada (2). La Mspl reconoce la mis-
ma secuencia 5'CCGG-3' con independencia de la
metilacién y siempre cliva el DNA en ese sitio. Es-
ta diferencia en el patron de clivaje genera frag-
mentos de DNA de diferentes tamaiios, que sirven
para distinguir el patrén de metilacién del DNA.

C. Metilacién de novo del DNA

Este es el segundo tipo de metilacién del DNA.
Aqui los grupos metilo se adicionan en posiciones
nuevas en ambas cadenas del DNA, no sélo en la
cadena hemimetilada como en el caso del mante-
nimiento de la metilacién, mostrada en A. En épo-
ca reciente descubrieron dos genes para dos
metiltransferasas distintas, con funciones coinci-

dentes en la remetilacion global: Dnmt3a
Dnm3b. El DNA no metilado (1) se metila por sus
enzimas (2) de una manera especifica para cada sj-
tio y para cada tejido (3). La inactivacién dirigida 5
los genes murinos Dnmt3a y Dnmt3b en homoci.
gocis genera defectos severos del desarrollo. Los
dobles mutantes homocigotos mueren antes de|
dia 11,5 de los 21 dias de desarrollo embrionario.

D. El gen DNMT3B humano

Las mutaciones en el gen humano DNMT3B, que
codifica para la metiltransferasa de nove de tipo
3B, causa una enfermedad distintiva denominada
sindrome ICF (inmunodeficiencia, inestablidad
centromérica cromosomica y anormalidades fa-
ciales, del catilogo McKusick N° 242.860). Los cen-
tromeros de los cromosomas 1, 9 y 16, donde se
localizan los DNA satélite de tipos 2 y 3, son ines-
tables. El caracteristico DNA satélite esta subme-
tilado en grado notable en todos los tejidos. El gen
humano (1) presenta de 23 exones extendidos en
47 kb del DNA genémico. Seis de los exones son
sujetos a empalme alternativo, La proteina (2) fie-
ne 845 aminodcidos con cinco dominios de metil-
transferasas del DNA (I, V, X, X) en la region del
C-terminal. Las flechas indican seis mutaciones
diferentes. La mutacion en la posicion 809 (3)
consiste en un cambio de A por G en el coddn 809,
0 sea, GAC (Asp) por GGC (Gly), lo que conduce a
un reemplazo de a asparagina (Asn) por la glicina
(Gly). Ambos padres son heterocigotos para esta
mutacién. (Figura adaptada de Xu y col., 1999.)
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Impronta genémica

Para gue un cigoto de mamifero se desarrolle con
normalidad se necesita la contribucién genética
de ambos juegos de cromosomas, el paterno y el
materno. La razén radica en que la expresién de
ciertos genes depende de manera especifica del
origen parental. El genoma contiene regiones defi-
nidas donde sélo se expresa la copia materna del
gen, y no la paterna, y viceversa. Esta expresion
génica especifica del alelo, dependiente del origen
parental, es resultado de la denominada impronta
gendmica (genomic imprinting). Este fendmeno
tiene implicaciones importantes para las enferme-
dades genéticas del ser humano (véase pag. 398).

A. Laimportancia de dos genomas
parentales diferentes

En un cigoto de raton pueden observarse dife-
rentes resultados en el desarrollo cuando se quita
el pronticleo femenino (1) antes de que los prond-
cleos se hayan fusionado y se lo reemplaza por
otro pronficleo masculino (2) o por un control (p.
ej., el mismo que se quitd) (3) o cuando el pronii-
cleo masculino se extrae y se reemplaza por un
pronticleo femenino (4) o un control. Si el pront-
cleo femenino se reemplaza por un proniicleo
masculino (2), al principio el cigoto parece normal.
No obstante, al momento de producirse el implan-
te, la mayor parte de los androgenotes falla en
completar la preimplantacién (2). Los pocos que
rara vez alcanzan el posimplante, se desarrollan
completamente anormales. Esos embriones no se
desarrollan mas alld del estadio de 12 somitos.
Cuando un prontdcleo masculino se reemplaza por
uno femenino (4) aparece un cigoto ginogenético,
que difiere en grado marcado del androgenote. En
este caso, alrededor del 85% de los ginogenotes
alcanza un desarrollo preimplantatorio normal.
Pero a pesar de que el embridn al principio se
desarrolla bien, las membranas extraembrionarias
estan ausentes o subdesarrolladas, y el ginogenote
muere antes de alcanzar el estadio de 40 somitos.
(Figura reproducida de Sapienza and Hal, 1995.)

B. Eldesarrollo embrionario humano
depende de la presencia de un genoma
materno y uno paterno

Un cigoto humano androgenético de aparicion na-
tural es una mola hidatiforme (1). Esta es una for-
macién placentaria anormal que contiene dos
juegos de cromosomas paternos y ninguno de la
madre. A pesar de que el implante se produce el
embridn no se desarrolla. Los tejidos placentarios

generan muchos quistes (2). Cuando son sélo |
cromosomas maternos los que estan presentes, \e
desarrolla un teratoma ovarico con muchos tipos ¢
tejidos fetales diferentes (3). En este cigoto ginoge_
nético natural no hay tejido placentario alguno, ;,
la triploidia, un trastorno humano cromosémico re_
lativamente frecuente y letal (véase pag. 402) <.
observa hipoplasia extrema de la placenta y de] fa.
to cuando el juego cromosomico adicional es de orj.
gen materno (4). (Fotografias gentilmente provist;s
por la profesora Helga Rehder, Marburg.)

C. Laimpronta genomica se establece
durante el desarrollo embrionario
temprano

El patrén de impronta presente en las células
somaticas (1), con un solo alelo activo, ya sey
materno o paterno, se propaga a través de todas
las divisiones mitdticas. Sin embargo, en los
primordios de las células germinales la impronta
se elimina. Durante la gametogénesis la impronta
se reprograma (3). En la linea germinal masculi-
na todos los gametos reciben la impronta paterna
y en la linea germinal femenina todos los game-
tos reciben la impronta materna. Luego de la
fertilizacion, en el cigoto esta presente el patron
correcto de impronta (4). Este se mantiene a tra-
vés de todas las divisiones celulares subsecuen-
tes bajo el control de un centro de impronta
regional (véase pag. 398.)
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Inactivaciéon del cromosoma X

En las hembras de los mamiferos, durante el desa-
rrollo embrionario temprano uno de los dos cromo-
somas X se vuelve inactivo. La inactivacion es
inducida por un gen codificante de un transcripto
extenso que no codifica proteinas (XIST, transcripto
especifico de la inactivacién del X) ubicado en el
brazo largo proximal del cromosoma X, que se
transcribe a partir del X inactivo. La inactivacién del
cromosoma X es un mecanismo para equilibrar la
expresion génica del cromosoma X entre las células
masculinas y femeninas.

A. Lacromatina X

En 1949 Barr y Bertram observaron un apéndice te-
fiido en los nicleos de las neuronas de las gatas
hembras (1 y 3) pero no en las de los machos (2).
Los autores denominaron “cromatina sexual” a esta
estructura. En los S_EI'ES humanos se encontraron
estructuras similares, con forma de palillos en los
leucocitos de la sangre periférica (4) y como peque-
fios cuerpos periféricos en los niicleos de los fibro-
blastos y de las células de la mucosa oral (5). Cada
una de estas estructuras representa uno de los
cromosomas X y se conoce como cromatina X.
(Figuras 1-3 tomadas de Barr y Bertram, 1949.)

B. Esquema de la inactivacion
del cromosoma X

Durante la embriogénesis temprana, alrededor del
dia 21 en los seres humanos, en las células femeni-
nas se produce la inactivacién al azar de la mayoria
de los genes de uno de los cromosomas X. En una
célula determinada, esto involucra al cromosoma X
de origen materno o al paterno. La inactivacion del
X paterno suele ser irreversible y se transmite a to-
das las células hijas. Por lo general la distribucién
esperada es de 1:1. En ciertos casos raros esto pue-
de desplazarse hacia un tipo preferencial de inacti-
vacion. En algunos casos extremos, si la mayoria de
las células contiene el cromosoma X activo con una
mutacion, esto puede provocar la manifestacién cli-
nica en las hembras heterocigotas.

C. Patron de expresion en mosaico

Los tejidos somaticos de las hembras presentan una
distribuci6n de tipo mosaico, donde cada célula ex-
presa uno solo de los dos alelos. En los ratones, las
mutantes para el color del pelaje determinado por
el cromosoma X muestran un mosaico en su pelaje,
con parches de color claro y oscuro (1, tomado de
Thompson, 1965). En los seres humanos se observa
una distribucién similar de los poros sudoriparos
normales y los ausentes, en las mujeres heteroci-

gotas para la displasia ectodérmica idiopdtica. fy,
los hemicigotos los poros sudoriparos estan ay.
sentes (hipohidrosis). Las huellas digitales de |35
mujeres heterocigotas muestran dreas con poros
normales (puntos negros) y areas con ausenci;
total de ellos (2, tomadas de Passarge y Fries
1973). En los cultivos celulares obtenidos de 1as
hembras heterocigotas para la deficiencia de |3
HGPRT (hipoxantina-guanina fosforribosiltransfe.
rasa), una mutacion ligada al cromosoma X, las co-
lonias son tanto HPGRT- como HGPRT* (3). (Tomadg
de Migeon, 1971, por gentileza del autor y el editor,)

D. Excepciones de la inactivacion
del cromosoma X

El silenciamiento transcripcional de los genes de
cromosoma X en las células femeninas no es com-
pleto. Algunos genes escapan a la inactivacion y se
expresan a partir de ambos cromosomas X, el acti-
vo y el inactivo. La mayoria de estos genes posee un
homélogo en el cromosoma Y, lo que refleja un ori-
gen evolutivo comn. El panel D muestra los genes
que se expresan en el cromosoma X inactivo huma-
no. La mayoria se localiza en los extremos del cro-
mosoma X. (Figura adaptada de Brown y col,, 1997

E. Perfil de inactivacion del cromosoma X

Un andlisis de 224 transcriptos ligados al cromoso-
ma X mostré que 34 de ellos escapan a la inactiva-
cién (Carrel y col.. 1999). Treinta y uno de éstos
mapean en el brazo corto del cromosoma X. Los ge-
nes que se expresan se muestran como circulos va-
cios, y los inactivados se ven como circulos llenos.
Algunos genes de la regién seudoautosémica del Xp
se muestran como diamantes. (Figura adaptada de
Carrel y col., 1999.)
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Inactivacion génica dirigida en ratones
transgénicos

La inactivacién experimental especifica de un gen
permite estudiar su funcionamiento normal median-
te la comparacion con su estado inactivo. Esto brinda
informacion acerca del papel particular de un gen en
el desarrollo y en otras funciones, que de otro modo
no serian posibles de obtener. En el enfoque descrito
aqui, un gen normal es reemplazado por un alelo
mutante, mediante la interrupcién del gen normal
(inactivacion génica dirigida). Los efectos pueden
estudiarse durante los diferentes estadios del desa-
rrollo embrionario del ratén y también luego del
nacimiento. De manera subsecuente los resultados
pueden compararse con los efectos de las mutacio-
nes en los genes humanos homélogos, que aparecen
en las enfermedades genéticas humanas. El método
requiere el uso de células troncales embrionarias de
raton (llamadas células ES; del inglés: embrionic
stem cells). Las células ES son pluripotenciales, es
decir, son capaces de dar origen a una amplia diver-
sidad de tejidos, pero no a un organismo completo.
Estas células pueden mantenerse en cultivo a través
de muchas generaciones y atin mantienen su capaci-
dad de insertarse en un blastocisto de raton. Alli par-
ticipan en el desarrollo embrionario para que el ratn
que se produce lleve la mutacion introducida en un
gen determinado (en el estado homocigoto esto se
conoce como ratén knockout).

A. Ratén transgénico derivado de células ES
con un gen inactivado

Las células troncales embrionarias (ES) se aislan
a partir de un blastocisto de ratén (1) de 3,5 dias
de gestacion (de un periodo total de gestacion de
19,5 dias) y se transfieren a una placa de cultivo (2).
Alli crecen sobre una capa de otras células irradiadas
y que por lo tanto no son capaces de crecer (llamada
capa alimentadora). Al cultivo de células ES se le
agrega el DNA de interés (DNA blanco) (véase B),
proveniente de un raton homocigoto para cierto
color de pelaje, por ejemplo, negro dominante. Sélo
unas pocas células, quiza s6lo una de ellas, incorpo-
ran este DNA mediante recombinacion con el gen
homélogo presente en las células ES (3). Esto inacti-
va al gen normal. Las células ES recombinantes se
cultivan entonces en un medio selectivo, donde las
no recombinantes no pueden crecer (véase B). Las
células ES recombinantes portadoras de una copia
del gen inactivado se inyectan en un blastocisto de
ratén receptor (4). Estas se integrarn en el embri6n
del ratdn (5). El blastocisto con las células ES recom-
binantes se transfiere a una hembra seudoprefiada
(6). Luego del nacimiento (6), los ratones derivados
de las células normales y de las recombinantes (rato-

nes quimera) pueden distinguirse con facilidad por-
que presentan manchas de distinto color en su pela-
je (7). Cuando los ratones quimera adultos se
aparean con ratones normales homocigotos para
otro color de pelaje (p. ej.,, blanco, 8), la aparicién de
hijos negros indica que el gen inactivado esta pre-
sente en la linea germinal (9). El apareamiento de
estos ratones heterocigotos entre si (no se muestra)
produce ratones homocigotos para el gen inactivadn
(ratones mutantes nulos, knockout). (Figuras toma-
das de Alberts y col,, 1998.)

B. Doble seleccion de las células ES
con el gen inactivado

El aislamiento de las células ES de ratén con una
inactivacion dirigida a un gen requiere la seleccidn
positiva y negativa. Al DNA clonado del gen de inte-
rés (1) se le agrega un gen bacteriano que aporta
resistencia a la neomicina (neok) (2). Luego se agre-
ga en el vector, por fuera de la zona de homologia,
el DNA del gen que codifica para la timidina cinasa
del virus del herpes simple ( tk*). Estos dos genes de
seleccion (neoty tk*) son parte del vector de reem-
plazo (3). Este vector se introduce en las células ES,
que crecen en cultivo. Todas las células ES que no
incorporan el vector (la mayoria) son sensibles a [a
neomicina y no creceran en un medio de cultivo
que contiene este antibiotico (seleccion positiva, no
se muestra). Las células que si incorporan el vector
(alrededor del 1%) pueden hacerlo ya sea mediante
la insercion no homdloga, en sitios al azar (4) o
mediante la recombinacion homdloga en el sitio
blanco (en el gen homélogo de las células ES) (5).
Estos dos tipos de incorporacién pueden distinguir-
se si se hace crecer las células en un medio de
cultivo selectivo que contiene ganciclovir, un nucle-
dtido tdxico para las células que contienen tk*. S6lo
las células que porten la insercion dirigida del gen
(por medio de la recombinacién homéloga) podran
crecer en este medio, ya que ellas no contendran el
gen tk* (seleccion negativa). (Figura tomada de
Lodish y col., 2000.)
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Genomica, el estudio de la organizacion
de los genomas

Un genoma contiene toda la informacién biol6gi-
ca necesaria para la vida y la reproduccion.

El término genémica para el estudio de los geno-
mas fue introducido en 1987 por V. A. McKusick y
F. H. Ruddle por sugerencia de T. H. Roderick del
Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, Estados
Unidos. El término gendmica se extiende mds alla
de la genética. Mientras este tltimo trata en pri-
mer término con la herencia y sus mecanismos y
consecuencias, el término gendmica comprende
muchos aspectos relacionados con la biologia mo-
lecular y celular: los diferentes tipos de mapas ge-
némicos; secuenciacién de dcidos nucleicos;
recopilacién, almacenamiento y manejo de los da-
tos; identificacién génica; analisis funcional (ge-
némica funcional), evolucién de los genomas; y
otras dreas interdisciplinarias relacionadas con la
amplia variedad de los genomas en los diferentes
organismos. Un genoma eucarionte, contenido en
los cromosomas, es muchas veces mas grande que
el genoma procarionte. Un genoma procarionte
estd constituido por un cromosoma circular con
genes ordenados de manera compacta.

A partir de la secuenciacién del genoma de los
microorganismos se obtienen visiones importan-
tes acerca de las funciones, la relacidn evolutiva,
la resistencia a antibi6ticos y otros aspectos meta-
bélicos necesarios para el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas (revisado por Fraser et al,,
2000.)

A. Elgenoma de un bacteriéfago pequeno

El genoma de un bacteriéfago suele estar consti-
tuido por DNA de cadena doble, aunque los geno-
mas de algunos fagos estan constituidos por DNA
de cadena simple o por RNA. El tamaiio de los ge-
nomas de los fagos estd en el rango de 1,6 kb a
mas de 150 kb, que representan desde unos pocos
amas de 200 genes. Uno de los fagos mds peque-
fios es ®X174. F. Sanger y col., secuenciaron su ge-
noma por completo y encontraron que algunos de
los diez genes de ®X174 estan superpuestos. (Fi-
gura adaptada de Watson y col., 1987, y Sanger y
col., 1977.)

B. Genes superpuestos en ®X174

Los genes Ay B, By C,y Dy E se superponen par-
cialmente. En estas regiones superpuestas del ge-
noma, se utiliza de manera diferencial un marco
de lectura distinto por diferentes genes. El gen E

comienza con el coddn de iniciacion ATG, del gy
los dos primeros nucledtidos (AT) correspondey, 5
los dos dltimos nucledtidos del gen D. De mog,
similar, el codén de terminacidn TGA del gen F 5
parte de los codones GTG (valina) y ATG (metiop;.
na) del gen D.

C. El genoma de Escherichia coli

E. coli es un microorganismo importante. Colop;j-
za el intestino grueso de los mamiferos, incluidq
el hombre en una relacion simbidtica. Las cepas
patogénicas de E. coli causan infecciones gas
trointestinales, urinarias, pulmonares y del siste-
ma nervioso en los seres humanos. El genoma de
E. coli posee 4.639.221 pb. Se identificé un tota]
de 2.657 genes que codifican para proteinas cop
funcién conocida (62% de todos los genes) y 1.632
genes (38%) sin funcion conocida. La figura sim-
plificada muestra ocho genes (A-H), el origen de
replicacion (ORI) y los genes para la DNA polime-
rasa y la metionina. Se muestran cuatro operones:
el operdn para la lactosa que esta constituido por
tres genes, para la galactosa con cuatro genes, pa-
ra el triptéfano con cinco genes y para la histidina
con nueve genes. Alrededor de un cuarto de todos
los genes de E. coli se organizan en 75 operones
diferentes. La mayoria de los genes del genoma de
E. coli estan presentes como una copia tnica; so-
lo los genes para el RNA ribosomico (rRNA) estin
presentes en copias miltiples. Como resultado,
las bacterias pueden duplicar su contenido pro-
teico cada 20 minutos durante la division celular.
(Figura adaptada de Watson y col., 1987.)

BIBLIOGRAFIA

Adams, M.D., et al.: The genome sequence of
Drosophila melanogaster. Science 287:285-
2195, 2000.

Brent, R.: Genomic biology. Cell 100:169-183,
2000.

Brown, T.A.: Genomes. Bios Scientific Publ.,
Oxford, 1999.

Fraser, C.M., Fisen, J.A., Sulzberg, S.L.: Microbial
genome sequencing. Nature 406:799-803,
2000.

Lander, E.S., Weinber, R.A.: Genomics: Journey (0
the center of bilogy. Science 287:1777-1782,
2000.

Sanger, F, et al.: Complete sequence of the bacte-
riophage @174, Nature 265:687-695, 1977.
Watson, |.D., et al.: Molecular Biology of the
Gene. Vol L. 4th ed. Benjamins/Cummings

Publishing Co., Menlo Park, California, 1987.

-0rg Gendmica, el estudio de la organizacion de los genomas 235

R

Comienzo de la
sintesis de DNA A [

A* termina la sintesis de DNA

§ Cékila hussped _ Sintesis del DNA de cadena simple
de la célula huespe:

Proteinade — H Direccién de
I; elspiga - la transcripcion
e la capside
(menorf PR shdedap ISLE 0D (T € — Maduracidén del DNA

5.386 nucledtidos
DMA de cadena simple

D Formacién de
10 genes (A-) i

la capside

" E-— Lisisdelacélula
huésped
Proteinade — G

la espina
de la capside ™ Empaquetamiento
(mayor) del DNA dentro de

la cépside

F-— Proteina de la cipside

A. El genoma del bacteriofago ®X174

Gen E val : Lys clu [em
i | i St ¢ il
s G T T TAT GG T A GAAGGAGTGAT g
Paiul erafpianl Diph suial | | i il Il |
Gen D Val Tyr Gly Glu Cly Val Met

B. Genes superpuestos en ©X174

A o5 Bk
Operon de YZOP“‘—Q—I 3 genes
la lactosa

Metionina

DNA polimerasa |

¢ T
(Origen de A la galactosa
replicacion) 3 Sitio de integra-
ionde &
30 4639.221pb 20§
(4.700 kb)
4.289 genes codificantes de proteinas A
115 genes de RNA Operdn del CB
30 triptéfano E)
70 o)
. ke
genes
para rRNA
Ejemplos de genes
de reparacion uwrC endonucleasa
del DNA

—
~— 9genes

C. El genoma de Escherichia coli



http://booksmedicos.org

236 Genomica

booksm

La secuencia completa del genoma
de Escherichia coli

Aqui se presenta el informe de 1997 de la secuen-
cia completa del genoma de la cepa K-12 de E. co-
li (Blattner y col., 1997), con un mapa completo de
los 4.289 genes codificantes para proteinas del ge-
noma de 4.639.221 pares de bases. Este genoma se
presenta como ejemplo de uno de los tantos geno-
mas de microorganismos secuenciados (véase En-
trez Genomes en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, y
blsquese por microorganismos secuenciados).
Como se delinea luego, pueden derivarse visiones
generales dentro de la estructura general de los
genomas procariontes.

Las secuencias gendmicas pueden correlacionarse
con otra informacién para identificar sitios regu-
ladores, operones, elementos genéticos moviles,
secuencias repetitivas, funciones deducidas y ho-
mologia con otros organismas.

A. Estructura general y comparacién
con otras secuencias genomicas

La figura muestra una seccion pequeiia, de alre-
dedor de 80 kb, del genoma entero de la publica-
cion original. Los pares de bases nimeros
3.310.000 a ~3.345.000 se muestran en la prime-
ra fila (arriba), y 3.339.000 a 4.025.000 en la se-
gunda fila. La linea doble de arriba muestra genes
de E. coli con un cddigo de color que codifican pa-
ra una proteina sobre cualquiera de las dos cade-
nas de la hélice doble de DNA. Se muestran otros
seis genomas completos para su comparacion.

La distancia promedio entre los genes es de 118
pb. Los genes codificantes de proteinas (87,8% del
genoma) pueden asignarse a 22 grupos funcionales
(véase el codigo de color para la funcién de los ge-
nes al pie de la figura). Entre éstos, hay 45 genes con
funciones reguladoras reconocidas (1,05% del total);
243 genes para el metabolismo energético (5,67%);
115 genes para la replicacion, la recombinacién y la
reparacion del DNA (2,68%); 255 genes para la
transcripcion, la sintesis y el metabolismo de RNA
(5,94%); 182 genes para la traduccion (4,24%); 131
genes para la biosintesis y el metabolismo de ami-
nodcidos (3,06%); y 58 genes para la biosintesis y el
metabolismo de nucledtidos (1,35%).

Se detectaron homologias entre proteinas de E. coli
y las de otros organismos con genomas secuencia-
dos, en 1.703 proteinas de H. influenzaey 468 pro-
teinas de Mycoplasma genitalium. La levadura (5.
cerevisiae) tiene 5.885 proteinas que se correspon-
den con proteinas de E. coli. El 60% de las proteinas

de E. coli no posee homologos en los otros proca.
riontes con genomas completados desde 1997,
¢(Cuantos genes se necesitan para un microorgy.
nismo? El genoma celular conocido mds pequefiq
es el de Mycoplasma genitalium, con sélo 480 ge.
nes codificantes para proteinas y 37 para RNA ¢,
580 kb de DNA. Sin embargo, no todos estos genes
son esenciales. Hutchison y col. (1999) determina-
ron mediante mutagénesis de transposon globa]
que 1.354 de las 2.209 inserciones dentro de genes
no fueron letales para el organismo. El resultadq
sugiere que 265-350 de los 480 genes son eserncia-
les bajo condiciones de laboratorio. La capacidad
limitada para el metabolismo de M. genitalium es-
td compensada por una dependencia mayor en e|
transporte de moléculas del medio ambiente ex-
tracelular dentro de la célula, en mayor medida
por transportadores ABC. Un transportador ABC es
un sistema de transporte heterotrimérico formado
por una subunidad de unidn al ligando especifico,
una permeasa y una proteina de unién al ATP.

El total de familias de proteinas necesarias para
un organismo se llama proteoma. Su estudio se
denomina protedmica. Debido a que se necesitan
muchos genes que codifican para diferentes pro-
teinas de una determinada via metabdlica o de se-
fiales, los genes con funciones relacionadas se
agrupan dentro de familias. Su nimero es consi-
derablemente menor que el total de genes. EI CAI
(del inglés codon adaption index, indice de adap-
tacion de codones) refleja el uso preferencial de
codones por un organismo. (La figura esta adapta-
da de una pequeiia parte del mapa completo pu-
blicado por Blattner y col., 1997.)
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[ hipotético, no clasificado, desconocido
B tRNA, rRNA y RNA diversos

A. La secuencia completa del genoma de Escherichia coli(region seleccionada de aprox. 80 kb)
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Genoma de un plasmido
de un Corynebacterium multirresistente

Los plasmidos son moléculas circulares de DNA
de cadena doble de las bacterias, que estan sepa-
radas del cromosoma bacteriano. Son autorrepli-
cativos y existen en una relacion simbiotica o
parasitaria con la célula huésped. El nimero de
pldsmidos por célula bacteriana varia de unos po-
cos a miles. Sus tamanos se encuentran en un ran-
go de unos pocos pares de bases a mds de 100 kb.
Los plismidos suelen conferirle un beneficio a la
célula huésped, en general porque contienen ge-
nes que codifican para enzimas que inactivan an-
tibidticos. Los plasmidos con resistencia a
firmacos constituyen una amenaza importante
para la terapia antibiotica exitosa. La resistencia a
antibidticos puede expandirse con gran rapidez
porque muchos plasmidos también contienen ge-
nes que codifican para proteinas que forman un
tubo macromolecular, o pilus, a través del cual
puede transferirse una copia del DNA plasmidico
a otra bacteria. El siguiente ejemplo provee nue-
vas visiones dentro del origen y la evolucion de
un plasmido multirresistente compuesto por seg-
mentos de DNA derivados de bacterias de orige-
nes muy diferentes (bacteria del abono y
patogenos de plantas, animales y humanos).

A. El plasmido multirresistente pTP10

Un plasmido grande de 51.409 pb de Corynebac-
terium striatum M82B, grampositivo, multirre-
sistente, que contiene genes que codifican para
proteinas, confiere a su bacteria huésped resis-
tencia a 16 agentes antimicrobianos de seis cla-
ses estructurales (Tauch y col., 2000). Este es el
plismido mas grande secuenciado hasta el pre-
sente. Contiene fragmentos de un plasmido que
codifica para resistencia a la eritromicina (Em,
mostrada adentro del diagrama del genoma cir-
cular) del patdgeno humano Corynebacterium
diphtheriae, una region de DNA cromosoémico
de Mycobacterium tuberculosis que contiene
resistencia a tetraciclina (Tc) y oxaciclina, una
region de resistencia a cloranfenicol (Cm) codi-
ficada en un plismido de la bacteria del abono
Corynebacterium glutamicum y resistencia a
aminoglucésidos codificada por un plasmido
para kanamicina (km), neomicina, lividomicina,
paramomicina y ribostamicina del patégeno del
pez Pasteurella piscicida. Ademas, el plasmido
contiene cinco transposones y cuatro secuen-
cias de insercién (1S71249,1S1513,151250 e 1526)
en ocho sitios diferentes. En total se identifica-
ron ocho segmentos de DNA genéticamente dis-

tinguibles de origen diferente desde el punto g
vista evolutivo.

B. Mapa genético del plasmido pTP10

El plasmido pTP10 del patogeno humano oport;,.
nista grampositivo Corynebacterium striatu,
M82B posee 47 marcos de lectura abiertos (ORFs
open reading frames). Pueden asignarse a ocho seg.
mentos de DNA diferentes que forman una matri;
continua de tramos subdivididos en la represent;.
cion lineal ilustrada (1, I, ViIb, 1L, Viia, VIIL 1Va, vy,
VI, Vb, IVb, y Vlic).

El segmento [ (mostrado en verde) esta constituidg
por cinco ORF que comprenden el transposon de re-
sistencia compuesta Tn5432. Las secuencias de in-
serci6n IS 1249b(ORF1) e 1S1249a (ORF5) flanquean
la region del gen de resistencia a la eritromicing
ermCX (ORF3) y ermLP (ORF4). Una copia idéntica
de 1S1249 aparece en ORF29 (segmento VIII). ORF3,
la region central de Tn5432, codifica para una 23 §
rRNA metiltransferasa precedida de un péptido |i-
der pequefio que es probable que esté involucrado
en la regulacion de la atenuacion de la traduccion
inducible por eritromicina. Esta region es virtual-
mente idéntica a la del gen de resistencia a antibi-
ticos (eritromicina, clindamicina) del plasmido
pNG2 de C. diphtheriae 5601.

El segmento II (ORFs 6-14), localizado aguas abajo
de Tn5432, contiene los genes de resistencia a tetra-
ciclinas tetA (ORF6) y tetB (ORF7). Este segmento
(ORFs 6-14) es muy similar a los portadores de case-
tes de unién al ATP (ABC, ATP binding cassette)
identificados en un cromosoma de una micobacte-
ria (M. smegmatis). Los genes ordenados en tandem
tetAy tetBtambién median la resistencia al antibio-
tico P bea.-lactamico oxaciclina, a pesar de que no
estdn relacionados con la tetraciclina desde los pun-
tos de vista estructural y funcional. Se presume que
esto es consecuencia de la heterodimerizacion de la
proteina TetAB y la exportacion subsiguiente de los
antibidticos hacia afuera de la célula bacteriana. De
modo similar se delinearon los otros segmentos.
(Figuras adaptadas de Tauch y col., 2000, Agradezco
al Profesor Alfred Piihler, Universidad de Bielefeld,
por proveerme las figuras y sus consejos.)
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Mapas genémicos

Un mapa gendmico es una representacion lineal
de los sitios gendmicos importantes (genes y
marcadores). Se refiere tanto a un cromosoma
(mapa citogenético) como a un tramo de DNA. Un
mapa provee informacion acerca de la posicion de
un marcador gendmico en particular y su relacion
con los otros. Descifrar el genoma humano, en al-
gunos aspectos, recuerda el trazado de mapas de
nuevos continentes hace quinientos afios.

Un mapa genético expresa las posiciones relativas
de los genes entre si sin un anclaje fisico al cro-
mosoma. Este es el tipo de mapa utilizado por pri-
mera vez por A. H. Sturtevant en 1913 cuando
trabajaba con T. M. Morgan (quien comenzé estu-
diando Drosophila en 1910). Aqui, la distancia en-
tre los marcadores se determina por la frecuencia
de recombinacién durante la meiosis, que a su vez
estd determinada por la distancia relativa entre
los loci (véase pag. 116). Un mapa fisico provee in-
formacién de la posicion exacta de un gen o mar-
cador. Su distancia a otro locus en el mismo
cromosoma se expresa por el nimero de pares de
bases (pb), un equivalente fisico. Se emplea una
serie de métodos para concretar un mapa fisico.

A. Mapas fisicos y genéticos

Un mapa fisico da la posicién de un locus génico y
su distancia hacia otros genes en el mismo cromo-
soma en valores absolutos, expresada en pares de
bases y en relacion con determinadas posiciones a
lo largo del cromosoma. El mapa genético da la
posicién relativa de los loci génicos de acuerdo con
la frecuencia de recombinacion, expresada en uni-
dades de recombinacién o centimorgans (¢cM). Un
centimorgan corresponde a una frecuencia de re-
combinacién del 1%. Dado que la recombinacién
se produce con una frecuencia de casi el doble en
los ovocitos que en los espermatocitos, el mapa
genético en las hembras es alrededor del 40% mas
largo que en los machos. Cada locus génico tiene
una designacion oficial con una abreviatura defi-
nida usando la letra D (de DNA), el nimero del
cromosoma y el nimero del marcador, precedido
de S de DNA de copia simple, por ejemplo, D1577.
(Diagrama adaptado de Watson y col., 1992).

B. Eltrazado de mapas por STS a partir
de una biblioteca de clones

El trazado de mapas por STS cumple un papel prin-
cipal en el mapeo genémico. Un STS (sequence-
tagged site o sitio marcado por una secuencia) es
un tramo corto (60-1.000 pb) de una secuencia nu-
cleotidica de DNA tnica. Un STS posee un localiza-

cién especifica y puede analizarse por PCR (véase
pag. 66). La informacién relevante, es decir |3 se.
cuencia de los oligonucledtidos de los cebadores
(primers) utilizados para la reaccion de PCRy otrge
datos, puede almacenarse por medios electronicqg
y no depende de los especimenes biologicos.

Uno puede empezar con una biblioteca de clones
que contiene fragmentos de DNA en orden descq.
nocido (1). Cada extremo del fragmento cromosg.-
mico se caracteriza por un patrén de sitios de
restriccion (véase pag. 64). Los fragmentos de DNa
se ordenan determinando qué extremos se super-
ponen, luego se ensamblan como una serie contj-
nua de fragmentos superpuestos en un “contig"
clonado (2). Estos se ordenan en forma lineal. Esto
establece un mapa que muestra la localizacion y |2
distancia fisica de los marcadores, aqui A, B, C, etc.
(3). Los sitios marcados por secuencias (STSs) se
generan a partir de los dos extremos de los clones
superpuestos. Esto involucra la secuenciacion de
100-300 pb de DNA (4). En el genoma humano se
caracterizaron mas de 40.000 STSs en 1999 (véase
GenBank en http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

C. Mapeo por EST

Las EST (expressed sequence tags o marcas de se-
cuencias expresadas) son secuencias cortas de
DNA obtenidas a partir de clones de cDNA (DNA
complementario, véase pag. 58). Cada EST repre-
senta parte de un gen. Su localizacion se determi-
na mediante la hibridacion de un conjunto de
diferentes cDNA (1) con DNA gendmico (2). Asi, se
pueden determinar las localizaciones de secuen-
cias definidas de genes que se expresan (3). Estas
pueden localizarse en un mapa sobre un cromo-
soma para establecer un mapa de EST.
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Abordaje del andlisis genémico

El abordaje del anilisis genémico abarca varios
objetives. El ntimero, el tipo y la distribucién de
los genes son de importancia primordial. El cono-
cimiento de todos los genes y sus posiciones y es-
tructuras en el genoma eucarionte proveeran las
bases para la comprensidn de su funcién. El tama-
fio de un genoma debe tomarse en cuenta para un
estudio sistematico.

Pueden distinguirse dos tipos de abordajes bdsicos
distintos para la secuenciacién de un genoma: la
secuenciacion clon por clon y el tan mentado abor-
daje “en tiro de escopeta” (shotgun). En el primero,
se aislan clones de DNA individuales de relacién
conocida entre si, se alinean en el orden adecuado y
se secuencian. El abordaje en tiro de escopeta
rompe el genoma en millones de fragmentos de
relacién desconocida. Se secuencian los clones indi-
viduales de DNA, para los que se carece de conoci-
miento previo acerca de su origen preciso. Luego, se
alinean por computadoras de alta capacidad. Los
dos abordajes se complementan entre si.

A. Tamaiios de los genomas y vectores
de clonado

Los tamarios de los genomas de diferentes orga-
nismos varian en grado considerable. En general,
el tamaiio del genoma refleja la complejidad del
organismo. Un genoma de mamifero (los que
mejor se conocen son los de ser-humano y ratén)
contiene 3 x 10° pares de bases (pb) o 3.000 Mb. Si
cada par nucleotidico estuviera representado por
una letra de 1 mm de ancho, el texto tendria mas
de 3.000 km de largo o tomaria mds de diez juegos
de la Enciclopedia Britinica o 750 megabytes de
capacidad de una computadora. Entonces, encon-
trar todos los genes, trazar todas sus posiciones y
determinar su estructura y funcion es una tarea
inmensa (véase Proyecto Genoma Humano).

En comparacidn, el genoma de organismos modelo
importantes como el de Drosophila, el nematodo C.
elegans, las levaduras y las bacterias, es mucho mas
pequerio. Los genomas de algunas plantas impor-
tantes como el maiz, el arroz y el trigo son mayores
atin (5.000-17.000 Mb) que los de mamiferos.

Dado que el tamafio de los fragmentos de DNA que
pueden aislarse y multiplicarse en vectores de
clonado para el analisis es relativamente pequefio,
se necesita una alta capacidad de clonado para el
andlisis de un genoma grande. Los cromosomas
artificiales de levaduras (YAC del inglés yeast artifi-
cial chromosomes) pueden llevar alrededor de 1,4
Mb, los cromosomas artificiales de bacterias (BAC
del inglés bacterial artificial chromosomes), unos

0,5 Mb, mientras que los bacteri6éfagos y los COsm;.
dos (un vector de clonado de fago constituidg por
un sitio COS de % insertado en un fago) captan s6lp
25-50 kb de DNA extrafio para el clonado. Por ellg
se requieren vectores que puedan clonar fragmm"
tos grandes para el andlisis de genomas grandes,

B. Rango de resolucion dentro del genomga

La resoluci6n abarca desde un cromosoma comp|e.
to 0 parte de un cromosoma aislado de una linea ¢o.
lular hibrida somética (1), hasta la secuencia de
pares de nucledtidos (5) y fragmentos de DNA ¢|,
nados (2). Cada fragmento se caracteriza por distir,.
tos marcadores (sitios de restriccion o siting
marcados por una secuencia, STS, véase Mapas ge-
nomicos). Ellos se alinean de acuerdo con su orien.
tacién lineal contigua en un contig (3), y pueden
trazarse en un mapa (4). Pueden secuenciarse |og
clones individuales (mapa de secuencia, 5). Este
abordaje se denomina clon por clon en contraposi-
cion a la secuenciacion en tiro de escopeta (no mos-
trado).

C. Alineamiento de clones de DNA
superpuestos

A partir de un tramo de DNA genémico a caracteri-
zar, segmentos esquematicos A - E (1), se deriva una
serie de clones superpuestos (2). En el primer paso
se hibrida un clon marcado por medio radiactivo a
un DNA genémico-(clon 1) de una biblioteca de
DNA. Una sonda (sonda A) se utiliza para encontrar
al clon adyacente mediante la hibridacién a un clon
nuevo (clon 2). Esto establece que los clones 1y 2 se
solapan. Siguen pasos similares. El DNA puede
identificarse mas alld hasta que se encuentra el clon
que contiene al gen de interés. Este procedimiento,
denominado caminata (sobre el DNA) cromosémica
[chromosome (DNA) walking], puede comenzar
desde varios puntos y proceder en ambas direccio

nes. Se utilizaron modificaciones para acelerar este
proceso y cubrir tramos grandes de DNA contiguo.
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Organizacion de los genomas
eucariontes

Los genomas de los organismos superiores con-
tienen una cantidad de DNA considerablemente
mayor que el necesario para los genes ya que [a ma-
yoria de su DNA no posee funciones codificantes

A. Los componentes del genoma nuclear
humano

El genoma humano es inmenso, constituido
por 3.000 millones de pares de bases (3 x 109 pb
0 3.000 Mb) por juego de cromosomas haploide.
Solo el 30% del DNA de mamifero se relaciona
con genes (900 Mb), mientras que el 70% del DNA
no lo estd (2.100 Mb). El DNA codificante en los
genes corresponde al 3% (90 Mb) de la cantidad
total de DNA. La mayor parte del DNA (70%) co-
rresponde a secuencias repetidas muchas veces
(DNA repetitivo). Las repeticiones en tandem
constituyen un tipo caracteristico de DNA repeti-
tivo. Se distinguen diferentes tipos de acuerdo
con su tamafio y patron: el DNA satélite clasico,
los minisatélites y los microsatélites. En conjun-
to constituyen el 14% del DNA total (420 Mb).
Mas de la mitad del DNA humano (56%) presenta
repeticiones dispersas por todo el genoma. Los ti-
pos mds importantes son las repeticiones termi-
nales largas (LTR, del inglés, long terminal
repeats), los LINE (del inglés, long interspersed
nuclear elements, o elementos nucleares largos y
dispersos), los SINE (del inglés, short intersper-
sed nuclear elements o elementos nucleares cortos
y dispersos) y los transposones. (Figura adaptada
de Strachan & Read, 1999.)

B. DNA satélite

Cuando el DNA humano fraccionado se centrifuga
en un gradiente de densidad de cloruro de cesio,
la mayoria del DNA (1) forma una banda a una
densidad de flotacién de 1,701 g . cm-2. Aparecen
tres bandas adicionales (satélites) a 1,687, 1,693 y
1,697 g . cm-? respectivamente. Estas son menos
densas porque su contenido de CG difiere de
aquél del DNA principal. Se distinguen el DNA sa-
télite clasico (2) formado por repeticiones de 100-
6.500 pb, los minisatélites (3) de repeticiones de
10-20 pb y los microsatélites (4) de repeticiones
de 2-5 pb. Pueden reconocerse segmentos ricos
en AT y CG. Los microsatélites son las formas mds
frecuentes de DNA repetitivo. Su estructura gene-
ral es (CA)" donde n es igual a 2-10. El genoma hu-
mano contiene 50.000-100.000 blogues (CA)?
polimorfos.

C. LINE

Las LINE son retrotransposones mamiferos que ,
diferencia de los retrovirus carecen de repetici,_
nes terminales largas (LTR del inglés long tery,;.
nal repeats). Constituyen hasta el 70% del gengp,
humano en peso. Estan constituidas por secyep,_
cias repetitivas de hasta 6.500 pb de longitud i
cas en adenina en su extremo 3" Pueden posee,
uno o dos marcos de lectura abiertos (ORF de| i,
glés, open reading frame), aunque en general sqy,
mads cortas y no poseen ORF. En los extremos 5' y
3" poseen regiones no codificantes (5’ UTR y 3
UTR, del inglés, untranslated region). Se cree qa
los elementos LINE surgieron por transposician
(véase pag. 76). Los genomas de mamiferos po-
seen 20.000-60.000 copias de secuencias LINE. |
elemento humano LINE principal es la secuenciz
L1, un segmento que abarca hasta 6,4 kb. Hay al-
rededor de 100.000 elementos L1 dispersos a |g
largo del genoma humano. Esto puede generar
una enfermedad genética si alguno se inserta
dentro de un gen (p. ej., hemofilia, pig. 366).

D. SINE

Las SINE son segmentos repetitivos de tamaiio
medio de secuencias nucleotidicas similares con
un promedio de 300 pb. Su estructura bdsica es
una duplicacion en tindem de segmentos ricos en
GC separados por segmentos ricos en adenina. Las
secuencias de SINE mds frecuentes en seres hu-
manos son las de la familia Alu (secuencias Alu).
Con alrededor de 500.000 copias, forman cerca
del 3-6% del genoma humano total. Una secuencia
Alu esta constituida por dos duplicaciones en tan-
dem de 130 pb con secciones ricas en A entre
ellas. El lado 3" “lado derecho” contiene una inser-
cion de 32 pb.
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Identificacion génica

Un objetivo frecuente e importante en la investi-
gacién gendmica es la identificacion de un gen
particular con su estructura y expresion, y el esta-
blecimiento de una relacién con una funcién nor-
mal y anormal. Este proceso fue llevado a cabo
por el nimero creciente de genes con una locali-
zacion conocida en un mapa, mediante el acceso
a bancos de datos grandes que guardan informa-
cién de secuencias, por la disponibilidad de ma-
pas densos de loci marcadores, por comparacion
de datos de diferentes organismos y por informa-
cion de otras fuentes. Aqui se delinean los princi-
pios aplicados en la identificacion de un gen.

A. Diferentes abordajes para la identificacion
de un gen relacionado con una enfermedad

Los genes de enfermedades fueron identificados y
aislados por diferentes abordajes, de los cuales la
eleccion dependié de la informacién previa y las
consideraciones técnicas. Los tres abordajes que
fueron ttiles hasta la fecha son (i) el clonado po-
sicional, (ii) el clonado funcional y (iii) el clonado
de un gen candidato.

El clonado posicional se utilizé para identificar
mas de 20 genes de enfermedades humanas. El
primer paso crucial es la identificacion clinica del
fenotipo. Luego, el gen putativo se localiza dentro
de una posicion cromosémica con limites defini-
dos (véase B). De aqui el gen puede aislarse (clo-
nado). En el paso siguiente se demuestran
mutaciones en el gen de pacientes y se muestra
su ausencia en los miembros no afectados de la
familia y en los controles normales.

El clonado funcional requiere un conocimiento
previo acerca de la funcién del gen. Como esta in-
formacién rara vez esta disponible, este enfoque
es muy limitado.

El abordaje del gen candidato utiliza vias inde-
pendientes de informaci6n. Si se conoce un gen
con una funcién relevante para la enfermedad y
éste se localizd en un mapa, pueden buscarse mu-
taciones de este gen en los pacientes. Si las muta-
ciones estin presentes en el gen candidato de los
pacientes, es probable que éste se encuentre rela-
cionado con la enfermedad.

B. Pasos principales en la identificacion génica

Para identificar un gen sospechoso para una en-
fermedad en el ser humano deben recolectarse
datos clinicos y familiares junto con muestras de
sangre para extraer DNA a partir de pacientes con
la misma enfermedad en particular. El trastorno

puede seguir cualquiera de los tres modos de .
rencia monogénica (autosémica recesiva, autoss_
mica dominante, ligada al cromosoma X (1)
herencia multigénica compleja (no mostrads)
Debe excluirse la heterogeneidad genética, ]_UEP(_;
se identifica una regién cromosomica que pue,
albergar el gen por una de las técnicas de mapeq
genético (andlisis de ligamiento o trazado de |,
mapa fisico utilizando una aberracion estructyry)
cromosomica, como una delecion o una trans|q.
cacién) (2). La posicién en el mapa es afinada y |5
localizacion génica es acotada a un drea pequeriy.
por ejemplo, una banda cromosémica visible dep.-
tro de 2-3 Mb (3). Se establece un contig de c|g-
nes de DNA superpuestos de un YAC o un BAC
(bacterial artificial chromosome o cromosoma ar-
tificial de bacteria) o una biblioteca de césmidos
de la region (4). Esto genera un mapa molecular
refinado (5) caracterizado por un juego de loci de
marcadores de DNA polimorfos (mapa de restric-
cién, mapa por STS, mapa por EST, véase pag, 242),
La presencia de marcos de lectura abiertos (ORF,
open reading frames), transcriptos, exones y si-
tios de poliadenilacion en esta region indica que
se trata de un gen. Los tramos de DNA con mayor
probabilidad de representar genes se aislan y so-
meten a analisis mutacional (6). Los genes que no
contengan mutaciones en los pacientes pueden
excluirse (7). Cuando se encuentran mutaciones y
se excluye un polimorfismo, se identific el gen
correcto (8). Para confirmar, se analiza el patron
de expresion, su estructura (exones, intrones) y se
determina su tamario, el transcripto se analiza y
estas propiedades se comparan con las de genes
similares en otros organismos (“zoo blot”, véase
pag. 250). Por tltimo, puede determinarse la se-
cuencia del gen entero y es factible delinear con-
clusiones acerca de las funciones. De acd en mas,
se puede desarrollar un procedimiento diagndsti-
co dirigido al gen.

BIBLIOGRAFIA

Ballabio, A.: The rise and fall of positional clon-
ing? Nature Genet. 3:277, 1993.

Brown, T.A.: Genomes. Bios Scientific Publishers,
Oxford, 1999.

Collins, ES.: Positional cloning: Let's not call it
reverse anymore. Nature Genet. 1:3, 1992.
Green, ED., Cox, D.R, Myers RM.: The human
genome project and its impact on the study of
human disease, p. 401-436. In: Scriver, C.R., €t
al., eds. The Metabolic and Molecular Bases of
Inherited Disease. 7t ed. McGraw-Hill, New

Identificacion génica 247
B
—
E.‘__ ' Fenotipo de enfermedad |
1 A4 7 hd hJ
) Clonado posicional i Clonado funcional Clonado de un candidato
T Y ¥
Mapa Funcién Gen
Gen G;n MSpa
v T ¥
Mutacion Mutacién Mutacién
v v v
F.L_i.|.1ci6n | Mapa Funcién |
A. Diferentes abordajes para la identificacién de un gen :
1. Recoleccion U M = O ‘
de familias
: : 1
con la misma ( 5 5
enfermedad @ L O O &)

Autosdmico recesivo 4]

Autosomico dominante o Ligado al cromosoma X

2. Localizacion en un
mapa sobre una
region cromosomica

3. Afinar la posicion
en el mapa

4, Contig de clones
superpuestos

5. Mapa refinado de
los marcadores

6. Cenes aislados

7. Analisis
mutacional

8. Identificacion
del gen

York, 1995.

Aislamiento de DNA de ’}_pacientes y parientes
! =4

DS

|
- -

| SR | I°H | iy Al
[ | [ | [ |
T ST B
Ninguno Ninguno Excluido
\a. i
Estructura, i 0
tasnr:alr‘a;"a J Transcnptoll '31?&;5} Zooblotj

B. Pasos principales en la identificacion de un gen



http://booksmedicos.org

248 Gendmica

El proyecto genoma humano

El proyecto genoma humano (PGH) es un es-
fuerzo cooperativo internacional para investigar
el genoma humano de manera integra. Presenta
diferentes enfoques, cada uno dirigido hacia un
objetivo distinto. Participan muchos paises. Cin-
co centros principales, cuatro en los Estados
Unidos y uno en el Reino Unido, contribuyen
con el 85% de los datos. El United States Natio-
nal Human Genome Research Institute (NHGRI:
http://www.nh.gri.nih.gov/) funciona como una
agencia central. Ademas, participan numerosas
compaiias privadas. La Human Genome Organi-
zation (HUGO), una organizacién internacional,
estd involucrada en muchos aspectos del proyec-
to genoma humano. Los objetivos principales del
PGH incluyen el trazado de mapas de genes y
marcadores, la secuenciacién del genoma con es-
pecial atencion en los genes, comparacion del ge-
noma humane con los de otros organismos,
provisién de nuevas técnicas, y la manipulacion
de una vasta cantidad de datos. La velocidad de
progreso impide hacer una presentacion actuali-
zada al dia. Por eso, la pagina contigua contiene
informacion que dard acceso a varios aspectos del
proyecto genoma humano a través de Internet.

A. El proyecto genoma humano (PGH) e
informacion relacionada on line

La informacion acerca del proyecto genoma hu-
mano esti mejor presentada en [nternet. Varios
sitios de la red proveen acceso a informacion de-
tallada que excede el espacio limitado disponible
en este lugar. La pagina contigua (pag. 249) pro-
vee informacion acerca de las areas principales, el
PGH en si, genes y enfermedades, mapas génicos,
redes de bases de datos, educacion y los genomas
de organismos diferentes al hombre. Para geno-
mas microbianos véanse las paginas 234-236.

Implicaciones éticas, legales y sociales (IELS)
del proyecto genoma humano

Desde el comienzo, las implicaciones éticas, lega-
les y sociales del proyecto genoma humano fue-
ron de importante consideracion. Alrededor del
3% del total de los recursos estan dirigidos al pro-
grama de Investigacion [ELS (ELSI, del inglés ethi-
cal, legal, and social implications). Las IELS cubren

booksm

un amplio rango de tépicos. Estos son confider,.
cialidad y honradez en el uso de informacién ge.
nética individual, prevencion de la discriminacia,
genética, uso de métodos genéticos en el diagnas.
tico clinico, educacion ptblica y profesional,
otros topicos relacionados. ¥

Implicaciones médicas

El proyecto genoma humano acarrea implicacio-
nes importantes para la teoria y la practica de |5
medicina. El conocimiento completo de los genes
humanos conducird a una mejor comprension de
los procesos patoldgicos. Esto, en consecuencia,
llevard a una precision mejorada del diagnéstico,
la evaluacidn correcta del riesgo genético y el de-
sarrollo de la terapia.

A partir del estudio de los organismos modelo,
como las levaduras, C. elegans, Drosophilay el ra-
ton, se deriva informacién importante acerca de
los genes humanos causantes de enfermedades,
La publicacion reciente de la secuencia del geno-
ma de Drosophila (Adams y col., 2000 revela que
de un juego de 289 genes humanos involucrados
como causantes de enfermedades, 177 (62%) pa-
recen tener un ortélogo en Drosophila (Rubin y
col., 2000).
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Informacion on line del proyecto genoma humano (PGH)
http://www.nhgri.nih.gov/

Acerca del PGH
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# identificacion de todos los genes humanos

© determinacion de la secuencia del DNA humano
© almacenamiento de esta informacién

» relacionar la funcion

© topicos éticos, legales y sociales

!

Mapa génico del genoma humano

National Center for Human Genome Research

/ \ Genes y enfermedades

http:/fwww.ncbi.nlm.nih.gov/disease/
Human Genome

diagnadstico de enfermedades

consejo eugénico

pruebas genéticas

enfermedades especificas con vinculos a OMIM
herencia mendeliana en el hombre
http:{fwww3.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/

!

_ Bastién cromosémico

h;ﬂp?{;ww.ncht.nklil:nlh.govfgenemapgg

localizacion cromosémica de los genes
genes de enfermedades
marcadores genéticos
mapa de transcriptos
referencias

__ Reddelasbasesdedatos

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Database|
in_dgx.html

“ Genbank " European molecular | =
“ Pubmed " laboratory
& oMM " Elcentro Sanger

“  muchos otros

Genomas de otros organismos

http://www.ornl.gov/hgmisflaunchpad
informacién acerca de cada cromosoma
humano
genes de enfermedades
estatus del mapa génico completo
vinculos a OMIM y otros

_____ Educacién genética

http://www.kume.edu/gec/the University
of Kansas Medical Centllregrm:IIr

~ provee informacion acerca del PGH
© fuentes de educacion

© redes

* biblioteca y referencias

® Bacterias ® Fagos @ Plasmidos @ Levaduras

http:/fwww.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/Genome/org.html

® Caenorhabditis elegans ® Drosophila melanogaster
® Arabidopsis thalianay otras plantas @ Plasmodium falciparum ® Raton

® yotros

A. El proyecto genoma humano (PGH) e informacién relacionada on line



http://booksmedicos.org

250 Genomica

booksm

Identificacién de un segmento de DNA
codificante

Hay numerosos métodos disponibles para identi-
ficar un gen de interés que no requiere la secuen-
ciacién de grandes fragmentos de DNA. Aqui se
presentan algunos ejemplos.

A. Microdiseccion de cromosomas
metafasicos

Si se conoce la localizacién cromosdmica de un
gen de interés, esta region puede recortarse de un
cromosoma metafdsico por medio de microdisec-
cién (flecha). Este método aplicado por primera
vez por B. Horsthemke y col., (Lidecke y col.,
1989) posee la ventaja de que todos los otros seg-
mentos cromosomicos son eliminados. (Foto de
Buiting y col., 1990.)

B. Cromosomas artificiales de levadura
(YAC)

Los fragmentos grandes de DNA (200-300 kb)
pueden replicarse en células de levaduras. Ellos se
insertan dentro de cromosomas artificiales de le-
vaduras (YAC, del inglés yeast artificial chromoso-
mes, véase pag. 110) y se replican con éstos. La
fotografia de una electroforesis de campo pulsatil
transverso (TAFE, del inlgés transverse alterna-
ting field electrophoresis) con nueve lineas luego
de la tincién con bromuro de etidio muestra frag-
mentos de diferentes tamaiios. Esto corresponde
a los cromosomas de levaduras que existen natu-
ralmente. Seis de las lineas (2-7) contienen una
banda adicional que corresponde a un cromoso-
ma artificial de levadura. Estin marcadas con un
punto amarillo: la banda mds baja en la linea 2
(YAC9), la tercera banda desde abajo en las lineas
3,4y 6 (YAC41, YAC45, YAC51), y la banda mads ba-
jaenlalinea 7 (YAC52). En la linea 5, el YAC50 es-
td enmascarado por el cromosoma de la levadura
(tercer fragmento desde abajo). La linea 1 contie-
ne los estandares para el tamaiio de los fragmen-
tos (preparacion por K. Buiting y B. Horsthemke,
Essen).

C. Atrapamiento exdnico (exon trapping)

En un segmento de DNA no identificado, un gen
puede reconocerse por la presencia de segmentos
codificantes (exones). Para encontrar y aislar un
exon, el fragmento gendmico puede clonarse en
un vector que contenga un gen promotor fuerte y

un gen reportero. Un exon que esta presente s
corta a través de los sitios dadores y aceptores d.
las seiiales de empalme (splicing) y se expres,
junto con el fragmento gendémico (atrapamient,
exonico, 0, en inglés, exon trapping). Se produce
el cDNA a partir del mRNA y se replica por PCR.
Por dltimo, el exén atrapado puede secuenciarse
o0 caracterizarse por otros medios. (Diagrama de
Davis y Read, 1992.)

D. Polimorfismo conformacional de cadena
simple (PCCS)

Este procedimiento ayuda a establecer diferencias
en la secuencia de bases nitrogenadas causadas por
mutaciones o polimorfismos. Se determina si los
segmentos de DNA (DNA de cadena simple) de up
origen comiin difieren entre si mediante su veloci-
dad de migracion en una electroforesis en gel de
poliacrilamida bajo diferentes condiciones, como
cambios en la temperatura, en el pH, etc. Una sus-
titucion de una base puede llevar a una diferencia
en el ordenamiento espacial (conformacion) y en
movilidad (linea 4, flecha). (Electroforesis en gel de
poliacrilamida y tincién con plata, fotografia pro-
vista generosamente por D. Lohmann, Essen.)

E. “Zoo blot”

La hibridacién cruzada de DNA entre diferentes
especies (“zoo blot”) es una indicacion de secuern-
cias codificantes, ya que los genes poseen estric-
turas similares en diferentes organismos. Un zoo
blot es un Southern blot de DNA gendmico de di-
ferentes especies. Debido a una relacion evolutiva
las secuencias de DNA codificante hibridaran con
la misma sonda. Esto puede tomarse como evi-
dencia de que la sonda de DNA es parte de un gen
funcional.

(Fotografia de K. Buiting, Essen.)
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El genoma dindmico: elementos
genéticos moviles

En la década de 1950 Barbara McClintock observo
un fendmeno inusual durante sus investigaciones
genéticas del maiz (Zea mays), llamado “genes sal-
tarines” (elementos genéticos méviles). Un elemen-
to mévil genera un corte en un cromosoma en el
sitio de una insercion y produce el movimiento
de un locus génico hacia un lugar diferente en el
cromosoma (transposicion). Durante los tiltimos
25 afios se encontraron elementos moviles en cada
organismo en el que se busco: bacterias, Drosophi-
Ia, el nematodo C. elegans y los mamiferos, incluido
el hombre. Estas observaciones generaron el con-
cepto de un genoma dindmico que de ningn modo
esta fijo ni es inmodificable. En el hombre también
se demostraron mutaciones causadas por los ele-
mentos méviles insertados dentro de genes.

A. Mutaciones estables e inestables
en el maiz

McClintock observé no sélo en algunos granos
mutaciones estables (p. ej., granos de maiz viole-
ta) sino también puntos pigmentados finos o algo
mas gruesos (vetas) causados por mutaciones
inestables.

B. Efecto de la mutacion y la transposicion

Un gen en el locus C produce un pigmento violeta
de la aleurona en las células del maiz. Cuando un
elemento mévil (Ds) inactiva este locus génico, el
maiz no tiene color. Si el Ds se remueve por la
transposicion, la funcion del locus C se restaura y
aparecen pequefos puntos pigmentados.

C. Insercién y remocion (Ds)

Como lo definié McClintock, un activador (locus Ac)
es un elemento que puede activar a otro locus, diso-
ciacion (Ds), y causar una ruptura en el cromosoma
(1). Mientras que Ac puede moverse de manera in-
dependiente (transposicion auténoma), Ds sélo
puede moverse hacia otro lugar del cromosoma ba-
jola influencia de Ac (transposicion no auténoma).
El locus C se inactiva por la insercion de Ds (2). Ba-
jo la influencia de Ac, Ds luego es removido por al-
gunas de las células, y el locus C vuelve a funcionar
con normalidad. Como las células del maiz son de
origen clonal, el tiempo de transposicion influencia
el fenotipo. Si la transposicion se produce en etapa
temprana en el desarrollo, los puntos pigmentados
son relativamente grandes; si se presenta tardia-
mente, los puntos son pequenos.

D. Los transposones en las bacterias

Los elementos genéticos maviles son clasificados
de acuerdo con su efecto y estructura molecula;-
las secuencias de insercion simples (SI) y log
transposones, mds complejos (Tn). Un transposdp,
contiene genes adicionales, por ejemplo, para re-
sistencia a antibidticos en bacterias.

La transposicion es un tipo especial de recombi-
nacion por la que un segmento de DNA de alrede-
dor de 750 pb a 10 kb puede moverse desde un;
posicién a otra, tanto en la misma molécula de
DNA como hacia otra. La insercidn se produce ep
el sitio de integracion (1) y requiere una ruptura
(2) con la integracion subsiguiente (3). Las se-
cuencias a cada lado del segmento integrado en e
sitio de integracion son repeticiones directas. Ep
ambos extremos, cada elemento Sl o transposan
lleva repeticiones invertidas cuyos largos y se-
cuencias nucleotidicas son caracteristicas de los
distintos elementos Sl y Tn. La expresion “directa”
significa que hay dos copias de una secuencia
orientadas en la misma direccion (p. ej., TTAG a
cada lado del transposén integrado). Las repeti-
ciones directas e invertidas son evidencia de la
presencia de un elemento genético movil. Una cé-
lula de E. coli contiene un promedio de diez co-
pias de este tipo de secuencias. También se
hallaron en levaduras, Drosophila y otras células
eucariontes.

{Fotografias de N. V. Fedoroff, 1984.)
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Evolucion de los genes y los genomas

Los genes y genomas del presente son resultado
acumulativo de acontecimientos que tuvieron lu-
gar en el pasado. La teoria cldsica de la evolucion
formulada por Charles Darwin en 1859 establece
que: i) todos los organismos vivos del presente
descendieron de organismos que vivieron en el
pasado, ii) los organismos que vivieron en tiem-
pos mds tempranos difieren de los que lo hacen
en la actualidad, iii) los cambios fueron mds o me-
nos graduales, con s6lo pequefios cambios a la
vez, iv) los cambios en general llevaron a organis-
mos divergentes; el nimero de tipos de organis-
mos ancestrales es mucho menor que el de tipos
actuales y v) todos los cambios se producen por
causas que continian en la actualidad y por lo
tanto pueden estudiarse.

A. Evolucién de un gen por duplicacién

Las observaciones de diferentes genomas indican
que deben de haberse producido diferentes tipos
de duplicaciones: de genes individuales, de partes
de gentes (exones), duplicaciones subgendmicas,
y extrafias duplicaciones de todo el genoma. La
duplicacion de un gen alivia la presion selectiva
sobre ese gen. Luego de un episodio de duplica-
cion, el gen puede acumular mutaciones sin com-
prometer la funcién original, siempre que el gen
duplicado logre un control regulador separado.
(Figura adaptada de Strachan y Read, 1999.)

B. Evolucién de un gen por la mezcla
de exones

La estructura exén/intron de los genes eucariontes
presta gran versatilidad evolutiva. Pueden crearse
genes nuevos si se ubican partes de genes existen-
tes dentro de un nuevo contexto, utilizando propie-
dades funcionales en una combinacion nueva.
(Figura adaptada de Strachan y Read, 1999.)

C. Evolucion de los cromosomas

La evolucion también se produce por reordena-
mientos estructurales del genoma en el nivel cro-
mos6mico. Las especies relacionadas, por ejemplo,
los mamiferos, difieren por el nimero de sus cro-
mosomas y la morfologia cromosomica, pero no
por el ndmero de genes, que en general estin
conservados en un grado notable. Se muestran
los cromosomas humanos 2 y 5 en comparacion
con los correspondientes en tres primates rela-
cionados en forma cercana, el chimpancé, el gori-
la y el orangutin. El cromosoma humano 2
parece haber evolucionado de la fusion de dos

cromosomas de primates. Las diferencias en el
cromosoma 5 son mucho mas sutiles. El cromosg.
ma 5 del orangutén difiere de aquél del humang
otros primates por una inversion pericéntrica, f|
patron de bandas de todos los cromosomas e
primates es muy similar. Esto refleja su relaciay,
evolutiva cercana. (Figura adaptada de Yunis
Prakash, 1982.) 1

D. Filogenética molecular y reconstruccion
del arbol evolutivo

Puede establecerse una relacion evolutiva con-
vincente mediante la reconstruccion de aconte-
cimientos pasados. Un arbol filogenético puede
basarse en diferentes tipos de evidencia: fdsiles,
proteinas, datos inmunoldgicos, hibridacidn
DNA-DNA y similitud de secuencias de DNA. e
determina el nimero de acontecimientos que
deben haber tenido lugar para explicar la diver-
sidad observada en el presente. En el camino
desde un gen ancestral (1), pueden distinguirse
diferentes episodios de divergencia (aqui se
muestran esquemas de dos eventos). Sin embar-
20, los rboles no siempre son tan simples como
se muestran aqui. Dado que el término homolo-
gia no distingue si el origen evolutivo en comin
es dentro o entre especies, se utilizan los términos
paralogia y ortologia (2). Los genes o los seg-
mentos cromosémicos no alélicos o las secuencias
de DNA se denominan pardlogos si evoluciona-
ron dentro de una especie (p. ej., los dos loci de
la o-globina en los seres humanos). Si evolucio-
naron entre especies antes de la divergencia, se
Illaman ortdlogos (p. ej., los genes de la a-globi-
nay de la p-globina).

BIBLIOGRAFIiA

Brown, T.A.: Genomes. Bios Scientific Publs.,
Oxford, 1999.

Cavalli-Sforza, L.L., Menozzi, P, Piazza, A.: The
History and Geography of Human Genes.
Princeton University Press, Princeton, New
Jersey, 1994,

Moran, J.V., De Berardinis, ]., Kazazian, H.H.: Exon
shuffling by L1 retrotransposition. Science
283:1530-1534, 1999.

0hno, S.: Evolution by Gene Duplication. Springe!
Verlag, Heidelberg, 1970.

Strachan, T., Read, A.P: Human Molecular
Genetics. 2nd ed. Bios Scientific Publishers.
Oxford 1999.

Yunis, ]J., Prakash, Q.. The origin of man: A
chromosomal pictorial legacy. Science 215
1525-1530, 1982,

.org

M C G 0 MLiE: G0
. 4 Gen ancestral
acontecimiento 1
2 ®
acontecimiento 2
<]
P
1 1. Tres genes relacionados evolutivamente
E (arbol génico)
- r
1 - Dentro de una especie
L]
Entre especies diferentes
pero relacionadas
2
q
A B
3 Genes parilogos
A BE C
: f Genes ortdlogos
: Cromosoma 5 2. Homologia
18 rs de f_:l|enes por
evolucion entre especies diferentes
Cromosoma 2 H =Serhumano | perg relacionadas
C = Chimpancé
o G=Goarila | D, Filogenética moleculary
C. Evolucion de los cromosomas O =Orangutan reconstruccion del arbol evolutivo

Evolucion de los genes y los genomas 255

e

Gen

el Presidn selectiva fuerte (se acumulan pocas mutaciones)
Al @ ientamente% — 1 A1 con funcién
e 00— e —— e original
|- _‘fi“ [E] idamenteo _— __»[@oo000 ;;elf.:]dr?c?gz wA
Duplicacién Divergencia & © o | A2confuncién
— 1 de secuencias =2 relacionada ventajosa

Presion selectiva reducida o ausente
(se acumulan mutaciones)

A. Evolucion de un gen por duplicacién

Parte del gen 1 Parte del gen 2
(3 exones) \

/ / (3 exones)

Gen nuevo con exones derivados de tres genes diferentes y una funcién nueva
B. Evolucién de un gen por la mezcla de exones

Parte del gen 3
(1 exdn)



http://booksmedicos.org

256 Genodmica

booksme

Genémica comparada

Cuando se comparan los genomas de diferentes
organismos es interesante determinar el minimo
juego de familias de genes necesario para codifi-
car a todas las proteinas que se requieren para el
funcionamiento global del organismo, el tan
nombrado centro del proteoma. Este es uno de los
objetivos de la gendmica comparada. En el cuadro
siguiente se da un ejemplo de cuatro organismos
diferentes.

A. Comparacion de loci génicos del hombre,
el raton, el gato y la vaca

La conservacion de cierto grupo de genes durante
la evolucion de los mamiferos puede demostrarse
mediante la comparacién de loci de referencia en
cuatro érdenes de mamiferos diferentes. Muchos
de los loci de los seres humanos (que representan
al orden de los primates) se encuentran en el mis-
mo orden, aunque con frecuencia en cromosomas
diferentes, en el raton doméstico (Mus musculus,
que representan a Rodentia), el gato doméstico
(que representan a Carnivora) y la vaca (que re-
presentan a Artiodactyla).

B. Los cromosomas X del hombre y el raton

Muchos de los segmentos cromosomicos con la
misma secuencia de dos o mas loci homélogos
son sinténicos (en el mismo cromosoma) en el ra-
t6n y el hombre. Las secuencias de los loci génicos
en el cromosoma X de mamiferos euterios son en
especial similares debido al efecto conservado de
la inactivacién del X. En los cromosomas X de se-
res humanos y ratones hay cinco blogues de loci
génicos que tienen las mismas secuencias, a pesar
de que estan en regiones diferentes y en parte
orientados en diferentes direcciones; éstos se han
retenido por alrededor de 80 millones de afios,

desde su divergencia a partir de un ancestro ¢,
comfin. (De Lavale y Boyd, 1993.)

C. Homologias de secuencia
de los cromosomas X e Y del hombre

Durante la evolucion de los vertebrados, los crom.
somas X e Y derivaron de un autosoma. Mientras
que el cromosoma Y se torné considerablemen;.
mds pequefio, el cromosoma X retuvo en su mayor
parte los loci génicos de cardcter originalmente a;;-
tosdmico. Los cromosomas X e Y del hombre coy-
tienen homologias de secuencia en cinco regiones
(I-V). Las secuencias homdlogas en los extremqs
distales de ambos cromosomas (1 y II) corresponden,
auna region seudoautosémica. En la region I se pro-
duce con regularidad apareamiento homélogo y re-
combinacién cruzada (crossing over) durante |3
meiosis. (De Wolf y col., 1992).
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Gendmica comparada: nimero total de genes y el “centro del proteoma”

Organismo Nimero Genes Familias de genes Tipo de
de genes duplicados (centro del proteoma) organismo

H. influenzae 1.709 284 1.425 Bacteria

C. cerevisiae 6.241 1.858 4.383 Levadura

C. elegans 18.424 8.971 9.453 Nematodo

Drosophila 13.601 5.536 8.065 Insecto

Datos de G. M. Rubin y col., 2000.
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Evolucién humana

Los seres humanos pertenecen a la familia de los
Hominidae. Dentro de esta familia hay una sola
especie viva, Homo sapiens. Los estudios de se-
cuencias de DNA obtenidas de diferentes partes
del genoma humano de poblaciones que viven en
diferentes regiones del mundo, indican que la di-
versidad genética de los seres humanos que viven
en el presente es sorpresivamente limitada. El ori-
gen de los seres humanos de la actualidad puede
remontarse alrededor de 100,000 a 300.000 afios
atrds en Africa. Desde alli, un H. sapiens ancestral
anatémicamente moderno se desparramo sobre
la Tierra y se diversifico. Alrededor del 90% de to-
da la variacién genética en los seres humanos es-
td entre los individuos y sélo el 10% entre
diferentes grupos étnicos. No hay razas de H. sa-
piens; en realidad, los diferentes grupos étnicos
se desarrollaron en distintas regiones geograficas
durante los pasados 30.000-40.000 afios (véase el
glosario para una definicion genética de raza).

A. Arbol de la familia de hominidos
con relaciones inciertas

Los restos de esqueletos de hominidos mas anti-
guos que se identificaron se hallaron en Africa del
este. Se atribuyen a un género extinguido, Australo-
pithecus. Varias especies diferentes se originaron
alrededor de 4,5 a 2 millones de afios atras durante
la era del Plioceno (hace 5,3 a 1,6 millones de afios).
Durante este periodo se produjeron cambios funda-
mentales en la morfologia y el comportamiento, se
presume que para adaptarse a cambios de habitat
desde el bosque hasta las llanuras: el bipedestalis-
mo, un aumento dramatico del volumen cerebral y
cambios anatémicos en la faringe para permitir el
habla se acompaiiaron por la fabricacion de herra-
mientas y otros comportamientos complejos.

Los fosiles de Homo sapiens mas primitivos son
de hace 100.000 afios. Los seres humanos moder-
nos como existen en la actualidad datan de alre-
dedor de 30.000-40.000 aiios.

B. Distribucion geografica de los hallazgos
de hominidos importantes

Se postularon dos hipdtesis acerca del origen de
los seres humanos modernos. La primera dice que
la evolucién fue multirregional, esto es, que los
seres humanos primitivos migraron a diferentes
regiones geograficas, y generaron una evolucion
paralela alrededor del mundo. La otra hipotesis
asume que todos los seres humanos modernos se
mudaron a través de medio oriente hacia Europa
y Asia entre 50.000 y 100.000 afios atrds y reem-

plazaron a los descendientes del Homo erectys
mds primitivo. (Figura adaptada de Wehner y
Gehring, 1995.)

C. Relacién entre los seres humanos
modernos y los de Neandertal

Los seres humanos modernos y los de Neander
coexistieron hace alrededor de 30.000-40.00q
afios. En estudios recientes se indicé que los (s
Neandertal no contribuyeron con el DNA mitocop,.
drial de los seres humanos modernos. En dos loc,.
lidades diferentes separadas por unos 2.000 kp,
los mtDNA de los especimenes de Neandertal ey
la Cueva de Feldhofer, Neandertal, y la Cueva de
Mezmaiskaya en el norte del Ciucaso, mostraron
divergencia solo en el 3,48% de las secuencias. (Fi-
guras adaptadas de Krings y col., 1997.)

D. Reconstruccién del arbol filogenético
a partir del DNA mitocondrial

Los estudios genéticos son compatibles con la hij-
potesis de la salida de Africa. La evidencia mis
fuerte proviene de un analisis del DNA mitocon-
drial de 147 seres humanos modernos de origen
africano, asidtico, australiano, de Nueva Guinea y
europeo. El arbol genealdgico puede rastrearse
hasta un haplotipo ancestral de presumiblemente
200.000 afios (“Eva mitocondrial™). (Figura adap-
tada de Cann y col., 1987.)
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Andlisis genémico por micromatrices
de DNA

Una micromatriz (microarray) o chip de DNA es un
conjunto de oligonucledtidos u otras sondas de
DNA, por ejemplo, clones de cDNA, fijados sobre
una grilla fina de superficies. Se utiliza para el ana-
lisis del estado de expresion de una serie de genes
representados en el cDNA preparado a partir de
mRNA (andlisis de expresién) o para el reconoci-
miento de variaciones de secuencias en los genes
(andlisis de variacion de DNA). Las ventajas de utili-
zar micromatrices son muchas: analisis simultineo
a gran escala de miles de genes al mismo tiempo,
automatizacién, tamafio de la muestra pequefio, y
manipulacion ficil dado el equipamiento correcto.
Algunos fabricantes ofrecen micromatrices muy
eficientes que pueden contener 300.000 sondas de
DNA en un portaobjetos de vidrio de alta densidad
de tamafio pequefio (p. ej., 1,28 cm x 1,28 cm).
Pueden distinguirse dos tipos basicos de micro-
matrices de DNA, aunque estan en desarrollo mu-
chas variaciones: i) micromatrices de clones de
DNA o productos de PCR preparados con anterio-
ridad que se pegan a la superficie, ordenados en
una matriz cuadriculada de alta densidad en dos
coordenadas lineales en dos dimensiones; ii) mi-
cromatrices de oligonucledtidos sintetizados in
situ sobre una superficie apropiada. Ambos tipos
de ensayos de DNA pueden hibridarse a sondas de
DNA marcadas en solucion.

A. Perfil de expresion génica en una matriz
de cDNA

Esta figura muestra una micromatriz de 1.500
cDNA diferentes del cromosoma X humano. Los
cDNA se obtuvieron de células linfoblastoideas de
un hombre normal (XY) y una mujer normal (XX).
Los cDNA de las células masculinas se marcaron
con el fluorocromo Cy3 (verde) y los cDNA de las
células femeninas se marcaron con Cy5 (rojo). La
inactivacion de la mayoria de genes en uno de los
dos cromosomas X de las células femeninas, llevo
auna relacion 1:1 de los cDNA de los genes expre-
sados en los cromosomas X masculinos y femeni-
nos (la mayoria de los sitios es amarilla por la
superposicion de las sefiales con fluorescencia ro-
ja (femenina) y fluorescencia verde (masculina)
debido a los niveles de expresion similares en las
células masculinas y femeninas). El gen XIST es
una excepcion; es el gen que regula la inactiva-
cion del X (véase pag. 228). Se expresa sdlo en el
cromosoma X inactivo. Da una luz roja brillante
porque no se expresa en el cromosoma X mascu-
lino y no se superpone con la sefial verde. (La fo-
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tografia es cortesia de G. M. Wieczorek, U. Ny, I
y H. H. Ropers, Instituto Max Planck para la Gepe.
tica Molecular, Berlin.)

B. Patrones de expresion génica en lineas
celulares cancerosas humanas

Cabe esperar que las micromatrices que analizay,
el patrén de expresion de las células canceros;s
puedan tener gran impacto en el diagnéstico, ¢|
seguimiento terapéutico y el andlisis de farmacos
anticancerosos. Ross y col., (2000) estudiaron a|-
rededor de 8.000 genes entre 60 lineas celulares
derivadas de diferentes tipos de cancer. Se detec-
t6 una relacién consistente entre los patrones de
expresion génica y el tejido de origen.

El panel 1 muestra el dendrograma de la linea cely-
lar que relaciona los patrones de expresion génica
con respecto al tejido de origen de las lineas celula-
res derivado de 1.161 cDNA de 64 lineas celulares. |
panel 2 muestra una representacion de una micro
matriz (coloreada) de los datos utilizando cDNA
transcripto en forma inversa a partir de mRNA aisla-

do de lineas celulares y marcado con Cy5 (rojo),
comparado con cDNA derivado de mRNA de refe-

rencia marcado con Cy3 (verde). Las columnas

(1.161 genes) y las filas (60 lineas celulares) mues

tran en rojo grupos de expresién génica aumentada

en varios sitios. Estas observaciones prevén el anali-

sis futuro de los patrones de expresion génica alte-

rada en células tumorales. (Figura adaptada de Ross, |
y col., 2000 con el gentil permiso de los autores de
Nature Genetics; los datos pueden visualizarse en ¢l
sitio de la red de los autores http://genome-www.s-
tanford.edu/nci60y http://discover.nci.nih.gov).
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Interacciones célula-célula

Sistemas de traduccion de senales
intracelulares

Los organismos multicelulares dependen de la co-
municacion entre las células para asegurar el creci-
miento, la diferenciacion, las funciones especificas
en los diferentes tipos de células y la respuesta
apropiada a los estimulos externos. Las interaccio-
nes célula-célula especificas entre los distintos ti-
pos celulares evoluciond. Un leitmotif comdn es la
unién especifica de una molécula de sefializacion
extracelular (ligando) a un receptor especifico de la
célula blanco para disparar una respuesta funcio-
nal especifica. La vasta variedad de moléculas invo-
lucradas en los tantos tipos de células pueden
clasificarse en familias de estructura y funcion re-
lacionadas (véase Lodish y col., 2000; Alberts y col.,
1994), Aqui se seleccionan dos dreas: las funciones
intracelulares principales que controlan el creci-
miento y los receptores de tirosina cinasas.

A. Principales funciones intracelulares
que controlan el crecimiento

Los factores de crecimiento son un grupo grande de
moléculas extracelulares diferentes que se unen con
gran especificidad a receptores de superficie celular
(1). Su unién al receptor (2) activa proteinas traduc-
toras de sefiales intracelulares (3). Esto inicia una
cascada que produce la activacion de otras proteinas
{en general por fosforilacion), que actiian como se-
gundos mensajeros (4). Las hormonas de diferentes
tipos son una clase heterogénea de moléculas sefia-
lizadoras (5). Ellas entran en la célula ya sea por di-
fusién a través de la membrana plasmatica o por
unién a un receptor de superficie celular (6). Algu-
nas hormonas requieren un receptor intranuclear
(7). Eventualmente la cascada de sefiales produce
activacién o inactivacion de factores de transcrip-
cién (8). Antes de que se produzcan la transcripcion
y la traduccién, un sistema de elaboraci6n del reco-
nocimiento del dafio del DNA y sistemas de repara-
cién (9) certifican que la proliferacion celular sea
segura (control del ciclo celular, 10). En caso de que
una falla en la estructura del DNA no se hubiera re-
parado con anterioridad a la replicacién, una via im-
portante sacrifica la célula por apoptosis (muerte
celular, 11). (Figura adaptada de Lodish y col., 2000.)

B. Familia de receptores tirosina cinasas

Al igual que los receptores acoplados a las proteinas
G (RAPGs, véase pag. 268) y sus efectores, los recep-
tores tirosina cinasas (RTC) son una clase importan-
te de receptores de superficie celular. Sus ligandos

son proteinas de factores de crecimiento solubles
o unidos a membranas. La via de sefiales de o<
RTC involucra una amplia variedad de funciones,
Las mutaciones en los RTC pueden mandar una se-
fial proliferativa aun en ausencia de un factor de
crecimiento, y provocar errores en el desarrollq
embrioldgico y la diferenciacion (malformaciones
congénitas) o cdncer. De las mds de veinte familias
diferentes de RTC, aqui se seleccionaron cinco: ¢|
receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR o epidermal growth factor receptor); el re-
ceptor de insulina (RI); los receptores de los facto-
res de crecimiento fibroblastico (FGFR o fibroblast
growth factor receptor) tipos 1,2 y 3; el factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGFR o
platelet-derived growth factor); y RET (rearranged
during transformation) o reordenamiento durante
la transformacién.)

Estos receptores comparten caracteristicas estruc-
turales, a pesar de que difieren en las funciones.
Todos poseen un dominio de transmembrana tini-
co y un dominio intracelular de tirosina cinasa de
tamaiio algo variado. Los dominios extracelulares
presentan motivos conservados en términos evo-
lutivos: regiones ricas en cisteina, dominios pare-
cidos a las inmunoglobulinas (Ig), repeticiones de
fibronectina en la tirosina cinasa con Ig y el EGE.
En el ser humano las mutaciones en los RTC cau-
san un grupo de enfermedades importantes y sin-
dromes con malformaciones. Los fenotipos de las
mutaciones difieren de acuerdo con el tipo parti-
cular de RTC involucrado y el tipo de mutacin.
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Tipos de receptores de superficie celular

Los receptores especificos sobre las superficies
celulares (y en el nicleo o el citoplasma) trans-
miten las sefiales de célula a célula y las res-
puestas funcionales hacia adentro de las células.

mensajero y termina la reaccion. (Diagramas de
Lodish y col., 2000.)

B. Hormonas con efectos inmediatos sobe
las células

Sitio de unién

extracelular
II al ligando

|
Ligan:

do Ligando
& unido

Ejemplos de ligandos:

Derivados de aminoécidos:

Las estructuras bsicas de sus genes son simila- 50N ejemplos importantes de hormonas que fy,_ \_POOOO Arlrenaling
res porque derivaron de un grupo relativamente ~ ¢ionan como ligandos los derivados de aminoj. it
pequefio de genes ancestrales. El modo en que se dos, los derivados del dcido araquidénico v ibtaias
unen al ligando (la molécula disparadora de la ~ Muchas hormonas peptidicas. La adrenaling, | intracelular  Proteina Flujo iénico

sefial) y la respuesta funcional de la célula son noradrenalina y la histamina acttian en forma gj. IEERpty

especificos, Cuando un ligando se une a un re-  éctaycongran rapidez. Las hormonas peptidicag 1. Canal iénico activado por ligandos

ceptor, se inicia una serie de reacciones que alte- ~ €°M° la insulina o la hormona adrenocorticotro. b,

ra la funcion de la célula. Pueden distinguirse
receptores con efectos de los ligandos directos e

fina (ACTH) primero se producen como polipépti-
dos precursores, que son escindidos por proteasae
especificas para formar las moléculas activas. ).

Derivados de dcido araquidénico:

indirectos. 55 ; i
gunas hormonas peptidicas estan codificadas poy rostageEion
A. Receptores de superficie celular con un gen en comin; el empalme (splicing) diferen-
un efecto del ligando directo cial de RNA del transcripto de este gen produce Proteina sustrato
Mchiax s d | diferentes precursores para la traduccion. (Abre- e
b aie asl orrpqna.s 19 pueb_en_atraveser d MeM=  yistyras utilizadas: ACTH, hormona adrenocorti- 2. Proteina cinasa T
BN p asdmauca. ef_n Sl IIOI' mt;ractufantcon '€~ cotrofina; FSH, hormona foliculo estimulante; [ H, Hormonas peptidicas:
g‘?pmres EavUpcT !;'e CE 2 alr. u3 EI ECtos SON K ormona luteinizante; TSH, hormona estimulante Glucagén
|rf.‘ctgs y muljfr m[: 0% Ul 05 canart:s |un1clos de la tiroides o tirotrofina.) (Datos de la figura de Insulina
activados por ligandos (o con compuertas regula- | ik v ol 2000.) e
das por ligandos) (1), la unién del ligando al re- s
ceptor cambia la conformacién de la proteina ¢ Receptores de superficie celular con y % ) om Coleaboiiing
receptora. Esto causa la apertura del canal espe- igando indi : Cadena Proteina "oV %
: : i efectos del ligando indirectos 0-®) ] et B ACTH
cifico para un ion en la proteina receptora. El flu- - - ) ateral de tirosina fosfatasa
jo de iones resultante cambia la carga eléctrica Muchos receptores de superficie celular actdan de Proteina tirosina activada por un ligando FSH
de la membrana celular. Los receptores con pro-  Manera indirecta. Cuando se unen a un ligando in- sustrato fosforilada LH
teinas cinasas activadas por ligandos (2) luego ducen una serie de pasos de activacion intracelu- 3. Proteina tirosina fosfatasa TSH
activan una proteina sustrato. La mayoria de las 12 Este sistema de reacciones estd constituido por 00— Hormona paratiroidea
proteinas cinasas fosforilan a la tirosina (tirosina ~ UNA proteina receptora, otra unida a un residuo de Vasopresina
cinasas), la serina o la treonina mediante la  uanosina (la proteina G) y una enzima a activar. Hormona liberadora de TSH

transferencia de un residuo fosfato del trifosfato
de adenosina (ATP), que luego se convierte en di-
fosfato de adenosina (ADP). Otros receptores me-
dian la remocién del fosfato de una cadena
lateral de tirosina fosforilada por medio de su ac-
tividad fosfatasa (3). Con un tipo importante de
receptor, la unién del ligando activa una guanila-
to ciclasa (4), que cataliza la formacién de mono-
fosfato ciclico de guanosina (cGMP) a partir del
trifosfato de guanosina (GTP). El ¢cGMP funciona
como un segundo mensajero y produce un cam-
bio rapido de actividad de proteinas enzimaticas
0 no enzimadticas. La remocién o la degradacion
del ligando reduce la concentracién del segundo

La unidn del ligando altera la proteina receptora y
activa la proteina G (2). Esta se mueve hacia el
efector, por ejemplo, un complejo enzimatico (2),
y lo activa (4). De este modo se forma un segundo
mensajero que dispara reacciones subsiguientes
en la célula, por ejemplo, el monofosfato ciclico de
adenosina (cAMP) por medio de la enzima adeni-
lato ciclasa (véase pag. 268).
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Receptores acoplados a proteinas G

La transmision indirecta de sefiales a la célula es
mediada por proteinas de transmembrana que
atraviesan la membrana celular. Un primer men-
sajero, p. €., una hormona como la adrenalina,
dispara una reaccion intracelular al unirse a un
receptor especifico. Esto lleva a la activacion de
un segundo mensajero que, en consecuencia, ini-
cia una serie de reacciones que producen un cam-
bio en la funcién celular. Se conocen muchos de
los genes de las diferentes proteinas involucradas
en la transmision indirecta de sefales.

A. Proteina G estimuladora (Gs) y complejo
hormona-receptor

Hay muchos mensajeros endégenos (hormonas)
con sus propios receptores especificos. Primero la
hormona se une al receptor (formacion del com-
plejo hormona-receptor). La transmision intrace-
lular de las sefiales la llevan a cabo sobre todo
proteinas especiales de unién a nucleétidos de
guanina, o proteinas G. Mediante la unidn al tri-
fosfato de guanosina (GTP, un nucledtido com-
puesto por guanina, un azdcar y tres grupos
fosfatos), se activa la proteina G e inicia las reac-
ciones subsiguientes. Las proteinas G estan cons-
tituidas por tres subunidades: o, B y v La
subunidad o (proteina G estimuladora, Gs) se une
a la proteina efectora. Inmediatamente después,
Go. se inactiva (GTPasa) por hidrolisis del GTP a
GDP (difosfato de guanosina). Esto transforma la
proteina G de nuevo en una forma inactiva (G;).
Se conocen algunas enfermedades del ser huma-
no causadas por un defecto en la proteina G o en
el receptor de la proteina G (Clapham, 1993).

B. Cuatro clases de hormonas

Pueden diferenciarse cuatro clases principales de
hormonas: 1) derivados de aminodcidos como adre-
nalina y noradrenalina, 2) polipéptidos, como gluca-
goin, 3) esteroides, como cortisol y sus derivados y 4)
derivados de acidos grasos, como prostaglandinas.

C. Formacién e hidrolisis del cAMP

La reaccion clave es la formacién de monofosfato
de adenosina ciclico (cAMP) a partir del trifosfato

booksme

de adenosina (ATP) por medio de la adenilato ;.
clasa. El AMP ciclico intracelular transmite |3 actj-
vacion iniciada por el complejo horrncma—re.:ep[Or
sin que ninguna molécula haya pasado a través de
la membrana plasmatica. El cAMP es responsap.
de muchas reacciones fisiologicas. Se inactjy,
cuando se convierte a monofosfato de adenosing
(AMP) por accién de la fosfodiesterasa. El cApp
(monofosfato de guanesina ciclico) funciona de |,
misma forma que el cAMP para iniciar una re;c.
cidn intracelular.

D. Ciclo de la proteina G para activar
a la adenilato ciclasa

Cuando una hormona se une a su receptor especj-
fico, se produce un cambio estructural (1). Esgg
activa la subunidad o de la proteina G, que se se.
para de las subunidades f y y(2). La proteina G es-
timuladora (G.-e) se une a la proteina efectora, ep
general la adenilato ciclasa, y la activa (3). Luegg
se forma cAMP a partir de ATP, mientras que e|
GTP se hidroliza a GDP en la subunidad G- Esto
inactiva la proteina efectora y se termina la for-
macion de cAMP. Por ello la sefial es de muy cor-
ta duracién y se restauran rapido las condiciones
iniciales. Algunas toxinas ejercen su actividad
mediante la interrupcion de este ciclo. Por ejem-
plo, la toxina colérica inhibe la inactivacion de la
proteina G- de modo que la adenilato ciclasa
permanece activada y se pierden grandes canti-
dades de sodio y agua a través de las membranas
de la mucosa intestinal. (Figuras adaptadas de
Watson y col.,, 1992.)
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Transmisores de seiales
transmembrana

Las sefiales funcionales entre células son recibidas
por proteinas de transmembrana como transmiso-
ras de sefiales. Durante la evolucidn los genes pre-
cursores relativamente simples para esas proteinas
dieron origen a numerosos genes relacionados des-
de los puntos de vista estructural y funcional. Sus
proteinas correspondientes sirven para transmitir
iones (sodio, potasio, calcio, cloro y otros), como
neurotransmisores, y para la percepcion de la luz,
los olores, etc. La clonacion de estos genes propor-
ciond una visién de la variedad de funciones de los
transmisores de sefiales transmembrana. Su estruc-
tura general puede remontarse a una molécula an-
cestral evolutivamente conservada.

A. Estructura transmembrana de los canales
ionicos regulados por voltaje

El flujo directo de iones a través de la membrana ce-
lular es regulado por canales ionicos. Las proteinas
transmembrana, compuestas por varios dominios,
estan ordenadas de modo que forman poros que
pueden abrirse y cerrarse. El modelo mas simple es
el canal del potasio (1). Este polipéptido unido a la
membrana contiene seis dominios transmembrana.
Los extremos amino y carboxiterminales de la pro-
teina se encuentran dentro de la célula. Los cambios
en el potencial o el voltaje de la membrana celular
producen la apertura (o el cierre) del canal para co-
menzar (o terminar) un flujo breve de iones. El do-
minio 4, compuesto por aminodcidos polares, es
crucial para el flujo de iones. Los canales idnicos del
sodio y el calcio estan constituidos por cuatro subu-
nidades (2) de estructura similar, cada una parecida
aun canal del potasio. La similitud se debe al origen
evolutivo comin de sus genes. Las cuatro subunida-
des del canal del sodio (3) estan ubicadas para for-
mar un pasaje con forma de poro muy estrecho,
mads que el del canal del potasio, a través de la
membrana plasmdtica. El transporte idnico es indu-
cido por la despolarizacion de la membrana (3 y 4).
(Figura de Watson y col., 1992.)

B. Estructura de siete hélices
de los transmisores de senales
transmembrana

La transmisién indirecta de sefiales es mds fre-
cuente que el transporte directo de iones o la

transmision de impulsos activada por ligandog
Aqui, la proteina transmembrana sélo est3 in
volucrada en el primer paso de la transmisigy,
de la sefal. Luego siguen los pasos subsiguiem
tes. Un motivo estructural especialmente (_
min es la proteina de transmembrana g
contiene siete hélices o dentro de la memby, na
plasmadtica. El extremo amino es extracelu|a-
el extremo carboxilo es intracelular. Por [‘;
general, hay diferentes cadenas laterales de g;_
gosacdridos unidas a los dominios extrace|y|,.
res. Los dominios intracelulares poseen sitios
de unién para otras moléculas involucradas ey
la transmision de senales. El motivo de sjetq
hélices es la estructura caracteristica de los re.
ceptores que unen proteinas G (pag. 268). 4
igual que las propias proteinas G, estos receptg-
res y sus genes forman una familia grande cop
una larga historia evolutiva. En las levaduras
sirven para discernir entre las feromonas de o
tipos de apareamiento (pdg. 104); en los orga-
nismos superiores son la base para la transmi-
sion de sefiales de la vision, el olfato y el gusto
(pags. 278-286). (Figura redisefiada de Stryer,
1995.)

C. Un receptor con dos cadenas proteicas
transmembrana, alfa y beta

El receptor del dcido y-aminobutirico (GABA)
utiliza dos subunidades proteicas transmem-
brana, « y B. Ambos extremos amino y carboxi
terminales son extracelulares. Las dos cadenas
son codificadas por genes diferentes. Poseen al-
gunas cadenas laterales de oligosacaridos en el
lado extracelular., La cadena B posee un sitio de
fosforilacion para la proteina cinasa dependien-
te de cAMP. (Figuras adaptadas de Natson y col.,
1992.)
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Receptores de neurotransmisores

Los impulsos se transmiten entre células nerviosas
o entre células nerviosas y musculares mediante
varias moléculas transmisoras (neurotransmiso-
res). Sus efectos son transmitidos mas alla por re-
ceptores en la membrana celular. Los receptores
pueden diferenciarse de acuerdo con su estructura
que a su vez determina su especificidad.

A. Acetilcolina como neurotransmisor

Las sinapsis colinérgicas transportan el impulso
nervioso desde una célula nerviosa a una muscu-
lar (placa neuromuscular). La acetilcolina produ-
ce la despolarizacion postsindptica por medio de
la liberacién de iones potasio (K*) y la captacidon
de iones sodio (Na+). Este proceso es regulado por
un receptor de acetilcolina.

B. Receptores de acetilcolina

Hay receptores de acetilcolina de dos tipos di-
ferentes desde los puntos de vista genético y
funcional. En términos farmacolégicos pueden di-
ferenciarse de acuerdo con los efectos de la nicotina
y la muscarina. El receptor de acetilcolina sensible a
la nicotina es un canal iénico para el potasio y el so-
dio. Esta constituido por cinco subunidades: dos o,
una B, una yy una & (1). La acetilcolina se une como
un ligando a las dos subunidades c. Cada subunidad
presenta cuatro dominios transmembrana (2) y es-
td codificada por su propio gen (3). Estos genes tie-
nen estructuras y secuencias de bases nitrogenadas
similares. El canal idnico regulado por ligando es un
ejemplo de transporte directo sin un mensajero in-
termedio. Se demostré que una mutacién en la
segunda regién transmembrana cambia la selecti-
vidad para cationes a selectividad para aniones
(Galzi, 1992).

El tipo de receptor de acetilcolina sensible a la
muscarina es una proteina que contiene siete su-

bunidades transmembrana (4). Como cada ung s,
halla en la forma de hélice o, se la denomina ;-
teina de transmembrana de siete hélices (p;
270). El extremo amino (NH,) se encuentra dq|
lado extracelular; el carboxilo (COOH), del |4,
intracelular. Los dominios de transmembrana estin
conectados por bucles intracelulares y extracel,,_
lares (4). Se distinguen diferentes dominios de (,,_
da la proteina (5) de acuerdo con la localizacia,
la proporci6n relativa de aminoacidos hidrofilos o
hidréfobos. Cada uno de los extremos aming y
carboxilo terminales forma un dominio igual ,
las porciones intracelulares (a-c) y extracelulares
(d-f). Los dominios transmembrana localizadog
dentro de la membrana plasmatica (1-7) estip
constituidos en mayor parte por aminodcidos hj-
dréfobos. La estructura del producto génico cq-
rresponde a la estructura general del gen (6). Los
diferentes dominios estan codificados por exones
individuales. Las secuencias nucleotidicas de]
DNA de dominios similares desde el punto de vis-
ta funcional son similares.

El motivo transmembrana de siete hélices apare-
ce en muchos receptores. Las estructuras genera-
les de los genes y de los productos génicos son
muy similares, pero difieren en su especificidad
para unirse a otras moléculas funcionalmente rele-
vantes (proteinas G). Ellos no sélo cumplen un pa-
pel como neurotransmisores sino también en la
transmision de la luz, los olores y el gusto. (Figu-
ras basadas en Watson y col., 1992.)
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Defectos genéticos en canales iénicos

Se conocen mds de 20 trastornos diferentes debi-
dos a proteinas de canales idnicos defectuosas
consecuencia de mutaciones génicas. Estas altera-
ciones son, entre otras fibrosis quistica (véase
pag. 276), sindrome del QT largo, un tipo especial
de sordera, hipertensidn hereditaria (sindrome de
Liddle), hipoglucemia hiperinsulinémica persis-
tente familiar de la infancia, algunas enfermedades
musculares hereditarias e hipertermia maligna
(véase pag. 372).

A. Sindrome del QT largo, una arritmia car-
diaca genética

El sindrome del QT largo congénito se caracteriza
por prolongacién del intervalo QT en el electro-
cardiograma (mas de 460 ms, corregido por la
frecuencia cardiaca), ataques paroxisticos de
pérdida de los latidos cardiacos (sincopes) o
series de latidos cardiacos rdpidos (torsades de
pointes, o taquicardia helicoidal), y un riesgo
incrementado de muerte stbita por fibrilacién
ventricular en nifios y adultos jovenes.

B. Diferentes tipos moleculares
del sindrome del QT largo

La prolongacion del intervalo QT en el electrocar-
diograma en consecuencia de un aumento en la
duracién del potencial de accién cardiaco (1). El
potencial normal dura alrededor de 300 ms (fases
1y 2). El potencial de membrana en reposo (fase
3) se alcanza por inactivacion de las corrientes de
calcio y aumento de la deplecion de las corrientes
de potasio progresivos, que repolarizan la célula.
En la fase 0 la célula se despolariza con rapidez

por la activacion de las corrientes de sodio que 5;_
guen a un estimulo excitatorio.

LQT1 corresponde a cerca de la mitad de lgs Pa-
cientes con sindrome de QT largo. El gen de o7,
codifica para una proteina de transmembrang o
1.195 aminodcidos responsable del otro cana| de]
potasio principal que participa en la fase 3 4,
repolarizacion (HERG que proviene de humg,.
ether-r-go-go related gene, un homélogo de pr,_
sophila). LQT3, una proteina del canal del sodjg,
estd constituida por cuatro subunidades, cada u
con seis dominios transmembrana y numerosqg
sitios de unién al fosfato. La homocigosidad pary
LQT1 (gen KVLQT) o LQT5 (gen KCNET) causa uny
forma de sindrome del QT largo asociada a sorde.
ra, sindrome de Jervell y de Lange-Nielsen. (Figy-
ra adaptada de Ackerman y Clapham, 1997 fs
importante distinguir los diferentes tipos porque
de acuerdo con ello difiere la eleccion del trata-
miento farmacoldgico.
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Ejemplos de enfermedades por defectos genéticos en los canales idnicos

Enfermedad Herencia Gen del canal iénico Locus

Fibrosis quistica AR CFTR (cloro) 7q31

Sindrome del QT largo (6 tipos) AD KVLQT] (potasio cardiaco) 11p15.5
HERG 7q35-36
SCNAS (sodio cardiaco) 3p21

Hipertermia maligna AD

Otros tres tipos (véase el texto)
(Rianodina, calcio cardiaco)
(sodio del musculo esquelético)

19q13.1
17q23-25

AD, autosomica dominante; AR, autosdmica re-
cesiva

(Alrededor de otros 18 no listados, adaptado
de Ackerman y Clapham, 1997.)
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Defectos de los canales del cloro:
fibrosis quistica

La fibrosis quistica (mucoviscidosis) es un trastor-
no multisistémico muy variable causado por mu-
taciones del gen del regulador de la conduccion
transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR). La
fibrosis quistica (FQ) es una de las enfermedades
hereditarias autosémicas recesivas mas frecuen-
tes en la poblacién de origen europeo (alrededor
de 1 en 2.500 neonatos). La frecuencia elevada de
heterocigosidad (1:25) se cree que proviene de su
ventaja selectiva por el riesgo reducido a padecer
diarrea epidémica (colera).

A. Fibrosis quistica: aspectos clinicos

La enfermedad afecta en primer término el sistema
bronquial y el tracto gastrointestinal. La formacion
de moco viscoso que conduce a infecciones bronco-
pulmonares frecuentes y recurrentes, y el subsi-
guiente déficit de oxigeno cronico, caracterizan la
forma comiin severa de la enfermedad., La esperan-
za de vida promedio en la FQ tipica es de alrededor
de 30 afios. La enfermedad puede tomar un curso
menos severo, casi leve. En el 95% de los pacientes
con FQ se produce ausencia bilateral congénita de
los vasos deferentes (ABCVD). Puede ser la (inica
manifestacién en individuos con diferentes combi-
naciones de alelos mutados en el locus FQ.

B. Clonado posicional del gen de la fibrosis
quistica (FQ)

El gen CFTR se aislo sobre la base de su localiza-
cion cromos6mica (clonado posicional) sobre el
brazo largo del cromosoma 7 en g31 (7q31). Co-
mo el gen pudo mapearse en el brazo largo del
cromosoma 7 cerca de un locus marcador D7515,
se construy6 un mapa de restriccién de rango lar-
go que comprendia 1.500 kb con el locus presun-
tivo de la FQ flanqueado por dos loci marcadores,
MET y D758. De alli se aisld una regién de 250 kb
mediante una combinacién de caminata cromo-
sdmica y salto cromosémico. En esta region se lo-
calizaron algunos genes (genes candidatos) entre
los loci marcadores D75340 y D75424. El gen bus-
cado se identifico por el hallazgo de mutaciones
presentes en los pacientes y ausentes en los con-
troles, al comparar con genes similares en otros
organismos (conservacion evolutiva), determinar
su estructura de exonesfintrones, secuenciar y
determinar el patrén de expresion del gen en di-
ferentes tejidos.

C. Elgen CFTRy su proteina

El gen CFTR es grande; se extiende sobre 250 kb de
DNA gendmico y estd organizado en 27 exones (24
se muestran en el diagrama) que codifican para yp,
transcripto de 6,5 kb, con algunas formas de empaj.
me (splicing) alternativo del mRNA. La proteing
CFTR posee 1.480 aminodcidos. Es un regulador de|
canal iénico del cloro unido a la membrana con va-
rios dominios funcionales: dos de unidn a nucledt-
dos (codificados por los exones 9-12 y 19-23), ung
regulador (exones 12-14a), y dos que atraviesan |3
membrana (exones 3-7 y 14b-18). Cada una de |35
dos regiones transmembrana esta constituida por
seis segmentos que atraviesan la membrana. El do-
minio de unién a nucledtidos 1 (DUNT1) le confiere |3
actividad de canal del cloro regulado por AMPc. Aqu
se localiza la mutacion mds comtin (que aparece en
el 66% de los pacientes), una delecion de un codon
de fenilalanina en la posicion 508 (AF508). La protei-
na es un miembro de la familia de transportadores
del casete de union al ATP (ATP-binding cassette,
ABC). El dominio R contiene sitios putativos para la
fosforilacién por las proteinas cinasas Ay C. El CFTR
se expresa con amplitud en las células epiteliales.
Las mds de 800 mutaciones diferentes observadas
en el gen CFTR (véase http://www.genet.sickkids
.on.cajcftr) pueden agruparse en cinco clases
funcionales diferentes: i) abolicién de la sintesis del
largo completo de la proteina, ii) bloqueo del proce-
samiento de la proteina, iii) regulacion reducida del
canal del cloro, iv) conductancia reducida del canal
del cloro, v) cantidad reducida de la proteina CFTR
normal. Los defectos genéticos subyacentes son mu-
taciones de sentido cambiado, mutaciones sin senti-
do, mutaciones del empalme del RNA y deleciones.
Aparte de la forma AF508 en alrededor del 66% de
los pacientes, las mutaciones mds frecuentes en el
mundo son G542X (2,4%), G551D (1,6%), N1303K
(1,3%1) y W1282X (1,2%).
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Rodopsina, un fotorreceptor

La retina humana contiene alrededor de 110 mi-
llones de células baston para la vision en la oscu-
ridad y 6 millones de células cono para la vision
de los colores en la luz. Fstas contienen fotorre-
ceptores que convierten la luz en un impulso ner-
vioso. La rodopsina es el fotorreceptor para la luz
débil. El sistema de transmision de la luz esta
constituido por numerosos componentes codifi-
cados por genes similares en estructura y funcion
a los que se utilizan para otras moléculas trans-
membrana transmisoras de sefales.

A. Bastones

Un baston esta constituido por un segmento ex-
terno con la region fotorreceptora y un segmento
interno que comprende el niicleo celular y el cito-
plasma con el reticulo endoplasmatico, el aparato
de Golgi y las mitocondrias. El segmento externo
contiene alrededor de 1.000 discos con moléculas
de rodopsina en la membrana. En la periferia, los
discos gruesos de unos 16 nm estan plegados por
la proteina periferina. (Diagrama de Stryer, 1995.)

B. Fotoactivacion

En 1958, George Wald y col., descubrieron que la
luz isomeriza al 11-cis-retinal (1) muy rapido a un
todo-trans-retinal (2), una forma que casi no exis-
te en la oscuridad (~1 molécula/1.000 aios). El
cambio estructural inducido por la luz es tan
grande que el movimiento atdmico resultante
puede disparar un impulso nervioso confiable y
reproducible. El espectro de absorcién de la ro-
dopsina (3) corresponde al espectro de la luz so-
lar, con una absorcién 6ptima a 500 nm de
longitud de onda. A pesar de que los vertebrados,
los artrépodos y los moluscos tienen tipos de ojos
con anatomia algo diferente, los tres phyla utili-
zan el 11-cis-retinal para la fotoactivacion.

C. Cascada luminica

La rodopsina fotoactivada dispara una serie de pa-
sos enzimaticos (cascada luminica). Primero, una
proteina transmisora de senales de visualizacion, la
transducina, es activada por la rodopsina fotoactiva-
da. La transducina pertenece a la familia de las pro-
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teinas G, es decir, puede asumir una forma de Gpp
inactiva y otra de GTP activa. El GTP activa a la fosf;,_
diesterasa. Esta hidroliza el cGMP con gran rapide,
y disminuye la concentracién citoplasmatica dg|
cGMP, lo que lleva al cierre de los canales idnicos de|
sodio. Inmediatamente después, la fosfodiesteras,
se inactiva por medio del ciclo de una proteina ¢,

D. Larodopsina

La rodopsina es una proteina de transmembrar;
de siete hélices con sitios de unién para molécy-
las funcionalmente importantes, como la trans-
ducina, la rodopsina cinasa y la arrestina, del ladg
citoplasmdtico. El sitio de unién para la molécul,
sensible a la luz (cromdforo) es una lisina en [;
posicién 296 del séptimo dominio transmembra-
na. El grupo que absorbe la luz es el 11-cis-retinal.
El extremo amino de la rodopsina se encuentra en
los espacios entre los discos, y el extremo carbo-
xilo en el lado citoplasmatico. Alrededor de la mi-
tad de las moléculas se encuentra en los siete
dominios hidrofobos transmembrana, un cuarto
en los espacios entre discos y un cuarto en el lado
citoplasmatico.

E. ElcGMP como transmisor en el proceso
de visualizacion

La cascada luminica termina con la hidrolisis rapi-
da del cGMP, el transmisor interno en la visualiza-
cion. Esto conduce al cierre rapido de los canales
ionicos del sodio y la hiperpolarizacién de la
membrana para iniciar el impulso nervioso, que
se transmite como una sefial hacia el cerebro.
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Mutaciones en la rodopsina

La retinitis pigmentosa (RP) es un grupo genéti-
camente heterogéneo de enfermedades que con-
ducen a la degeneracidn pigmentaria de la retina
y la ceguera progresiva. Se demostraron numero-
sas mutaciones en el gen de la rodopsina como
causantes de las diferentes formas de RP. Las mu-
taciones en otros genes que codifican para pro-
teinas de la cascada luminica también podrian
causar retinitis pigmentosa.

A. Retinitis pigmentosa

El fondo de ojo muestra un cambio marcado de la
pigmentaci6n, con hiperpigmentacion irregular y
despigmentacién. La papila (disco dptico) muestra
una decoloracién cerosa amarillenta. La pérdida de
la vision, en especial en la luz oscura (ceguera noc-
turna), progresa desde la periferia hasta el centro en
diferentes magnitudes segtn la forma de la enfer-
medad, hasta que sélo queda un campo visual cen-
tral estrecho. (Fotografia de E. Zrenner, Tiibingen.)

B. Mutacion puntual en el codén 23

La primera mutacién puntual demostrada en el
gen de la rodopsina (Dryja y col,, 1990) fue una
transversion de la cisteina a la adenina en el co-
dén 23. Esto cambia el codén CCC para la prolina
(Pro) a CAC para la histidina (His). Debido a que la
prolina en la posicién 23 aparece en mds de diez
receptores de proteinas G, debe ser muy impor-
tante para el funcionamiento normal.

C. Mutaciones en la rodopsina

El locus génico para la rodopsina (RHO) en el hom-
bre se encuentra en el brazo largo del cromosoma 3
en la region 2, banda 14 (3g214). En los seres
humanos se demostraron mutaciones con herencia
autosémica dominante y recesiva. La mayoria
conduce al cambio de un aminodcido, aungue tam-
bién pueden producirse deleciones. De los 348
aminodcidos de la rodopsina, 38 son invariables en
varias posiciones en los vertebrados. Se conocen
mas de 100 mutaciones diferentes para la herencia
autosdmica dominante de la RP. Se reconoce un
niimero creciente de mutaciones que causan RP au-

tosomica recesiva. Ademds, se han detectaroy
mutaciones en otros varios loci génicos que cop-
ducen a retinitis pigmentosa, por ejemplo, mutacio-
nes en el gen para la periferina en el brazo corto de
cromosoma 6 en seres humanos (6p) y un locus ep
la region centromérica del cromosoma 8. Otros loci
génicos de enfermedades de los fotorreceptores sop
las subunidades o y p de la fosfodiesterasa (PDE),

D. Demostracion de una mutacion
en el codon 23 con oligonucledtidos,
después de una PCR

Este pedigri (1) con retinitis pigmentosa heredada
en forma autosomica dominante causada por una
mutacién en el codén 23, incluye a 13 individuos
afectados en tres generaciones (mujeres afectadas,
circulos negros; hombres afectados, cuadrados ne-
gros). Utilizando la reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR, del inglés polymerase chain reaction)
(véase pag. 66), Dryja y col., (1990) demostraron |a
mutacién en fragmentos amplificados del exdn 1
(2). El oligonucledtido normal corresponde a la se-
cuencia normal entre los codones 26 y 20. La se-
cuencia mutante del oligémero RP contiene la
secuencia mutante CAC. Todos los individuos afec-
tados dieron una sefial de hibridacion con el oligo-
mero RP (2) (1I-2, 112 y -4 no se examinaron),
mientras que los individuos no afectados no dieron
sefial (véase pag. 408 para la demostracion de una
mutacién puntual con oligonucledtidos).
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Vision de los colores

Como sugirié Thomas Young en 1802, la vision de
los colores en los seres humanos esta mediada
por tres tipos de receptores en los conos de la re-
tina, uno para el azul, otro para el verde y otro pa-
ra el rojo.

A. Genes para las proteinas fotorreceptoras
en los conos

El gen para el receptor del azul es autosémico; los
genes para los receptores del rojo y el verde es-
tin en el cromosoma X. El espectro de absorcidn
de los tres receptores muestra un maximo de
426 nm para el azul, alrededor de 530 para el ver-
de y unos 550 para el rojo. Se descubric que el re-
ceptor para el rojo es polimorfo, con dos maximos
de absorcion diferentes a 552 y 557 nm.

B. Evolucién de los genes para
los pigmentos fotorreceptores visuales

Los genes de los fotorreceptores surgieron a partir
de un solo gen ancestral (protogén). El par rodopsi-
na-transducina se encuentra en invertebrados y tie-
ne por lo menos 700 millones de afios. El receptor
para el azul tiene casi la misma antigiiedad que la
rodopsina, unos 500 millones de arios. La separa-
cion de un receptor para el verde y otro para el ro-
jo debe de haberse producido sélo hace alrededor
de 30 millones de afios, después de la separacion de
los monos del Viejo Mundo y el Nuevo Mundo, ya
que el hombre y los monos del Viejo Mundo poseen
tres pigmentos de los conos mientras que los del
Nuevo Mundo poseen dos.

C. Similitud estructural de los pigmentos
visuales

En 1986, J. Nathans y col., secuenciaron los genes
para los fotorreceptores de los colores y observa-
ron similitudes estructurales marcadas, en espe-
cial de los genes de los receptores para el verde y
el rojo. Aqui se muestran los productos génicos
(los fotorreceptores) y se comparan sus similitu-
des. Los puntos oscuros sefialan aminodcidos va-
riables; los claros son aminodcidos idénticos; se
dan los porcentajes.

D. Polimorfismo en el fotorreceptor
para el rojo

Motulsky y col., (Winderickx y col., 1992) demos-
traron codones variables en tres regiones del gen
del receptor para el rojo (1). La serina se encontro
en la posicion 180 en el 60% de los machos investi-
gados; la alanina en el 40%. La posicion 230 mostro
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polimorfismo en la isoleucina (lle) y la treoniy,
(Thr); la posicion 233 en la alanina (Ala) v la serip;
(Ser) (2). Las diferencias en la percepcion del colo,
rojo podrian demostrarse por el procedimiento de
Raleigh de la prueba de mezcla de colores (3).

E. Vision rojo-verde normal y defectuosa

En el brazo largo del cromosoma X en seres by
manos se encuentran juntos un gen para el rojo y
uno a tres genes para el verde (1). Dado que a5
secuencias para estos genes son muy similares,
es frecuente la recombinacion cruzada (crossing
over) desigual (2). La recombinacién cruzada in-
tergénica lleva a la pérdida (ceguera para el ver-
de) o la duplicacién; la recombinacion cruzad;
intragénica conduce a un gen hibrido (ceguery
para el rojo). La ceguera para el verde se produce
por la pérdida de un gen para el receptor del ver-
de; 1a ceguera para el rojo, por la ausencia o un re-
ceptor defectuoso para el rojo. En la ceguera para
rojo-verde, no estan presentes ni el receptor nor-
mal para el rojo ni el receptor normal para el ver-
de. Alrededor del 1% de todos los hombres es
ciego para el rojo-verde y cerca de el 2% es ciego
para el verde. Alrededor del 8% muestra debilidad
para diferenciar el rojo del verde.
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Audicion y sordera

Las sefiales actisticas son esenciales en la habilidad
animal para responder de manera apropiada a su
medio ambiente. La audicién es orquestada por un
gran conjunto de proteinas que actian en concier-
to. Las células sensoriales especializadas en la c6-
clea del oido interno procesan las ondas sonoras
entrantes y las convierten en informacion celular
que se conduce al cerebro a través del nervio acis-
tico. La ausencia o el defecto de una proteina invo-
lucrada en el proceso de la audicion conduce a la
pérdida de ésta, que es comiin en los seres huma-
nos. Uno de cada 1.000 recién nacidos carece de la
habilidad de oir o posee una audicion severamente
alterada. Pueden distinguirse dos categorias de
pérdida genética de la audicién: no sindrémica y
sindrémica. En la primera categoria el defecto ge-
nético estd limitado al oido; en la tiltima, el oido es
uno de los varios sistemas organicos afectados.
Los tipos de genes implicados, cuando son defec-
tuosos, como causa de pérdida de la audicién no
sindrémica son los que codifican para proteinas
involucradas en la estructura del citoesqueleto,
factores de transcripcion, canales iénicos (canales
del potasio) y canales que forman poros interce-
lulares compuestos por conexinas de union (gap
Jjunctions).

A. Los componentes principales del oido

El sistema auditivo esta constituido por el oido
externo, el medio y el interno. Las ondas sonoras
se encauzan a través del oido externo (pabellon
auricular) y se transmiten por el conducto auditi-
vo externo hacia la membrana timpanica, a la que
hacen vibrar. Estas vibraciones se transmiten a
través de la cavidad timpdnica del oido medio por
una cadena de tres huesos maviles, el maléolo, el
yungue y el estribo. Hay tres cavidades principa-
les que forman el oido interno: el vestibulo, la c6-
clea y los canales semicirculares. La coclea es el
lugar donde se procesan las sefiales auditivas.
Contiene un laberinto membranoso lleno de li-
quido, la endolinfa. El aparato vestibular incluye
tres canales semicirculares cuya orientacién for-
ma dngulos de 90°. Ellos responden a aceleracio-
nes rotatorias y lineales. Las sefiales que se
reciben aqui son transmitidas por el nervio vesti-
bular, que se fusiona con el nervio coclear para
formar el nervio actstico. Este dltimo transmite la
informacidn hacia el cerebro.

B. Lacoclea

La céclea contiene el conducto coclear que forma
el 6rgano de Corti. Este convierte a las ondas so-

noras en la endolinfa de la coclea a sefiales inty_
celulares. Estas se transmiten a regiones auditiy,s
del cerebro. El drgano de Corti contiene dos tipgs
de células sensoriales: una fila de células ciliadas
internas y tres filas de células ciliadas externss
Las primeras son células receptoras puras. Las vi-
braciones inducidas por el sonido llevan a peque.
fias deflexiones de los esterocilios y abren canales
del potasio en la punta de los esterocilios. El inf];.
jo de iones de potasio en las puntas de las cilias de
las células ciliadas (véase C) causa un cambio ep
el potencial de membrana que genera un impulsq
nervioso, que se transmite como una sefial auditi-
va a la corteza auditiva del cerebro. Los iones de
potasio se reciclan a través de las células de sos-
tén y el ligamento espiral hacia la endolinfa de |3
rampa media. La membrana tectorial amplifica
las ondas sonoras como un resonador. (Figura
adaptada y redisefiada de Willems, 2000.)

C. Lacélulaciliada externa

Las células ciliadas externas combinan funciones
sensoriales con la habilidad de elongarse y con-
traerse cuando se estimulan acisticamente. E
polo apical de la célula ciliada posee una serie de
alrededor de 100 esterocilios cilindricos ordena-
dos en forma de V. Cada esterocilio contiene una
molécula de actina que le permite elongarse o
contraerse. Las puntas de los esterocilios estan
conectadas por enlaces. Se forman canales del po-
tasio por la proteina KCNQ4 (amarillo) y por las
conexinas (rojo). La actina involucrada en el ci-
toesqueleto, la miosina 7A, la miosina 15 y la pro-
teina didfana son importantes para la integridad
estructural y dindmica de las células ciliadas. (Fi-
gura adaptada y rediseniada de Willems, 2000.)

D. Localizaciones cromosomicas
de los genes de la sordera del ser humano

Casi todos los cromosomas del ser humano alber-
gan por lo menos un gen involucrado en la pérdi-
da de la audicién monogénica no sindromica. E!
diagrama que se observa aqui se limita a la pérdi-
da auditiva no sindromica.
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Familia de genes de receptores
de los odorantes

Los vertebrados pueden diferenciar miles de olo-
res individuales. A pesar de que su habilidad para
distinguir diferencias de colores sélo se basa en
tres clases de fotorreceptores, su sentido del olfa-
to estd regulado por una gran familia multigénica
de receptores muy especificos para olores indivi-
duales. Hay alrededor de 100 genes en los peces y
1.000 en los mamiferos que codifican para recep-
tores olfatorios especificos. Estos se expresan con
exclusividad en el epitelio de la membrana muco-
sa nasal.

A. Células nerviosas olfatorias en
la membrana mucosa nasal

El neuroepitelio olfatorio periférico de la mem-
brana mucosa nasal esta constituido por tres tipos
celulares: neuronas sensoriales olfatorias, cuyos
axones conducen hacia el bulbo olfatorio, células
de sostén y células basales, que sirven como célu-
las troncales (stem cells) para la formacion de las
neuronas olfatorias a lo largo de toda la vida. Ca-
da neurona olfatoria es bipolar, con cilias olfato-
rias en la luz de la membrana mucosa nasal y una
proyeccion al bulbo olfatorio, la primera estacion
de relevo del sistema olfatorio en el camino hacia
el cerebro.

B. Receptores de transmembrana
especificos de olor y proteina de union
al GTP (Gs[olf])

Cada receptor en las cilias de las neuronas olfato-
rias se une de manera especifica a un odorante. La
unién del receptor activa la adenilato ciclasa a
través de una proteina de unién a GTP especifica
(proteina G estimuladora del sistema olfatorio,
Gs[olf]). Esto abre un canal iénico del sodio e ini-
cia una cascada de sefiales intracelulares que ge-
neraran una sefial nerviosa que se transmite al
cerebro.

C. Proteina receptora olfatoria

La clonacién de una gran familia de genes del epi-
telio olfatorio de la rata (Buck y Axel, 1991), mos-
tré que una proteina receptora contiene siete
regiones transmembrana y muestra homologia
estructural marcada con los receptores rodopsina
y betaadrenérgicos. A diferencia de la rodopsina,
las proteinas receptoras olfatorias contienen ami-
nodicidos variables, en especial en el cuarto y el
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quinto dominios de transmembrana. El tercer by
cle intracelular entre los dominios transmembr,.-
na Vy Vl es relativamente corto (17 aminodcidos),
en contraposicin con otras proteinas receptoras,
Se asume que aqui se produce el contacto con las
diferentes proteinas G (Buck y Axel, 1991).

D. Asignacién del RNA de los receptores
olfatorios a neuronas

Un gen para el receptor de un odorante determ;-
nado se expresa en un individuo s6lo en unas po-
cas neuronas. En 1993 Ngai y col. clasificarop
neuronas olfatorias individuales en el epitelio ol-
fatorio del pez gato (Ictalurus punctatus). Sélo e
0,5-2% de todas las neuronas olfatorias reconacie-
ron la sonda de un receptor determinado como I,
sonda 202 (1) 0 32 (2). Los olores se distinguen en
el cerebro de acuerdo con las neuronas que se es-
timulen. La posicién topografica de cada neurona
es especifica para cada odorante.

E. Subfamilias dentro de la familia
multigénica
Las secuencias de aminodcidos derivadas de las
secuencias nucleotidicas parciales de los clones
de cDNA (F2 - F24) (1) investigados por Buck y
Axel (1991) fueron muy variables, en especial en
los dominios transmembrana Il y IV. Dentro de
las subfamilias hubo homologia por secuencias
conservadas (2). Por ejemplo, F12 y F13 difieren
en solo 4 de las 44 posiciones (91% idénticas).
(Figuras adaptadas de Buck & Axel, 1991, y Ngai y
col., 1993.)
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F2 RVNE VVIFIVVSLFLVLPFALIIMSYY RNMSSILKVPSSQGI YK
F3 FLND LV IYFTLVLLATVPLAGIFYSYF KNMSSICAISSVHGKYK
F5 HLNE LMILTEGAVVMVTPFVCILISY! HITCAVLRVSSPRGGWK
F& OWVE LVSFGIAFCVILGSCGITLVEYA YIITTIIKIPSARGRHR
F7  HVNE LV IFVMGGI! ILVIPFVLIIVSYY RVSSILKVPSARGIRK
F8 FPSH LTMHLVPYILAAISLSGILYSYF KNSSIRSMSSVOGKYK
F12 FPSH L IMNLVPVMLAAISFSGILYSYF KSSIHS | STVOGKYK
F13 FPSH L IMNLVPVMLAAISFSGILYSYF KNSSIRSVSSVKGKYK
F23 FLND VIMYFALVLLAVVPLLGILYSYS KNSSIRAISTVOGKYK
F24 HEIE MI |LVLAAFNL ISSLLVWLVSYL FILIAILRMNSAEGRRK

1. Secuencias de aminodcidos variables

F12 FPSH LIMNLVPVMLAAIISFSGILYSYF KIVSSIHS | STVQGKYK
F13 FPSH LIMNLVPVMLAAIISFSGILYSYF KIVSSIRSVSSVKGKYK
F8 FPSH LTMHLVPV | LAAIISLSGILYSYF KIVSSIRSMSSVOGKYK
112 FPSH LIMNLVPVMLGA ISLBGILYSYF KIVSSVRS | SSVQGKHK
F23 FLND VIMYFALVLLAVVWPLLGILYSYS KIVSSIRA | STVQGKYK
F3 FLND LVIYFTLVLLATVWPLAGIFYSYF KIVSSICA | SSVHGKYK

2. Homologia entre las subfamilias

E. Subfamilias dentro de la familia multigénica
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Familia de genes de receptores
del gusto en mamiferos

Ademads del sistema olfatorio principal, en los ma-
miferos evolucionaron otros dos sistemas quimio-
sensoriales, la familia de genes de receptores para
el gusto (para el gusto amargo) y la familia de ge-
nes de receptores para feromonas mamiferas.
Pueden percibirse cinco tipos diferentes de gusto:
salado, 4cido, amargo, dulce y umami (el gusto
del glutamato sédico, presente en la comida asia-
tica). Los gustos salado y acido involucran efectos
directos debidos a la entrada de iones H* y Na* a
través de canales de membrana especializados.
Por el contrario, los gustos amargo, dulce y uma-
mi estin mediados a través de un sistema de via
de sefiales de receptores acoplados a proteinas G
(RAPG). El gusto dulce puede anunciar un conte-
nido de hidratos de carbono deseable, mientras
que el amargo se asocia con sustancias que pue-
den ser tdxicas, como alcaloides, cianidas u otros
compuestos aromaticos perjudiciales.

A. Epitelio quimiosensorial de mamiferos

Las cavidades oral y nasal de los mamiferos contie-
nen tres epitelios quimiosensoriales distintos: i) el
epitelio olfatorio principal (EOP), que contiene célu-
las sensoriales con receptores para odorantes en la
nariz (véase la pag. anterior), ii) el epitelio sensorial
de las papilas gustativas de la lengua, el paladar
blando v la epiglotis y iii) el 6rgano vomeronasal
(OVN, también denominado 6rgano de Jacobson),
una estructura tubular en el tabique nasal que con-
tiene células sensoriales con receptores de feromo-
nas. El bulbo olfatorio principal (BOP) releva sefiales
del EOP hacia la corteza olfatoria del cerebro. El bul-
bo olfatorio accesorio (BOA) releva sefiales del OVM
hacia areas de la amigdala y el hipotalamo.

B. Sistemas quimiosensoriales de mamiferos

Las células receptoras se organizan en tres sistemas
quimiosensoriales moleculares y celulares corres-
pondientes. Cada neurona del sistema sensorial ol-
fatorio principal (1) expresa uno de los diferentes
genes de receptores olfatorios y manda axones a
glomérulos especificos del bulbo olfatorio principal
(células mitrales). La familia de receptores de odo-
rantes (RO) comprende alrededor de 1.000 miem-
bros, cada uno codifica un canal regulado por
nucleétidos ciclicos de siete pasos transmembrana
con distinta especificidad para los olores (proteinas
G olfatorias, G,). El sistema sensitivo para el gusto
amargo (2) conecta proyecciones axonales de las cé-
lulas receptoras en el epitelio sensorial del gusto de
las papilas gustativas hacia los nidcleos gustativos
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del tronco del encéfalo. Se describieron dos familjs.
de receptores para el gusto, las TIR (dos genes) y |
T2R (50-80 genes de la clase de la gustducina), Das
familias de receptores putativos para feromonas ¢
mamiferos (VIRs y V2Rs) estan codificadas por 3.
50 y mas de 100 genes, respectivamente (3),

C. Familia de genes de receptores para
el gusto

Las dos familias nuevas de genes de receptores
para el gusto, TIR1 y TIRZ, se expresan en suh-
grupos distintos de células receptoras del gustq,
La figura muestra un alineamiento de las se-
cuencias de aminodcidos predichas de 23 recep-
tores T2 diferentes (T2Rs) de origen humano (h),
de rata (r) y de raton (m) entre el primer (TM1)
y el tercer (TM3) dominios transmembrana, E|
azul oscuro indica identidad en al menos la mi-
tad de las secuencias alineadas; el azul claro re-
presenta sustituciones conservadas; y las que
quedan son regiones divergentes. Reflejan la ha-
bilidad de unir muchos ligandos diferentes des-
de el punto de vista estructural. Los genes T2R se
agrupan en unos pocos cromosomas, los cromo-
somas de seres humanos 5, 7 y 12, y los cromo-
somas de raton 6 y 15.

D. Expresion de muchos genes de receptores
para el gusto en la misma célula

A diferencia del sistema olfatorio de células recepto-
ras, las células receptoras del gusto individuales ex
presan numerosos receptores T2R. Hasta diez
sondas T2R hibridan con sélo unas pocas células,
mostrado mds oscuro (1). La hibridizacién in situ
fluorescente con marcacion doble muestra que se
expresan diferentes genes de receptores (2, T2R-3 en
verde y T2R-7 en rojo, 3) en la misma célula recep-
tora del gusto. Los T2Rs confieren alta sensibilidad
para las sustancias amargas a bajas concentraciones
pero no distinguen entre ellas (Figuras adaptadas de
Dulac, 2000 y Adler y col., 2000.)
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Genes del desarrollo
embrionario

Mutantes del desarrollo en Drosophila

El desarrollo embrionario de un organismo estd
determinado por genes que pueden estar activos
solo durante fases especificas. El analisis de mu-
tantes del desarrollo de embriones de la mosca de
la fruta Drosophila melanogaster proveyé una vi-
sién dentro de la regulacion genética del proceso
de desarrollo. Las fases del desarrollo temprano
en embriones de organismos muy diferentes es-
tan reguladas por genes similares.

A. Laorganizacion segmentaria de la mosca
de la fruta (Drosophila melanogaster)

El desarrollo de la mosca de la fruta a partir de
una célula huevo fertilizada hacia el cuerpo seg-
mentado de un organismo adulto, lleva nueve
dias. Las larvas se desarrollan luego de un dia y
pasan a través de estadios definidos del desarro-
llo embrionario. El embrién forma una pupa en
cinco dias y, luego de la metamorfosis, emerge
como una mosca adulta de 2 mm de longitud. La
cabeza del adulto tiene tres segmentos (C1-3), el
térax tres (T1-3) y el abdomen ocho segmentos
(A1-18). Una mosca de la fruta tiene en conjunto
14 parasegmentos (P1-4), cada uno correspon-
diente a la dltima mitad de un segmento y la pri-
mera mitad del siguiente. La organizacion
segmentaria es visible en la larva.

B. Mutaciones embrionarias letales

Las mutaciones embrionarias letales pueden
identificarse por cruzamientos apropiados. Un
cuarto de la progenie de las moscas heterocigotas
(A/a) para un gen embrionario mutante (a) es ho-
mocigoto (aa) para el alelo mutante (1). Si una
mutacion sélo involucra genes maternos (efecto
materno), la progenie de los homocigotos femeni-
nos (bb) se ve afectada de manera letal (2). Los ge-
nes del efecto materno codifican para productos
génicos tempranos que determinan la polaridad
del embridn; véase mas adelante (C).

C. Ejemplos de mutantes del desarrollo

Se conocen muchas mutaciones del desarrollo ¢,
Drosophila melanogaster. Pueden clasificarse en i
ferentes clases génicas jerarquicas. La letra norm
(salvaje) estd constituida por tres segmentos cef3];_
cos, tres tordcicos, bicoide, conduce al desarrollo e
una larva sin cabeza o torax (2). Una mutacion e
gen llamado nanos afecta al extremo posterior de |4
larva temprana. Los genes brecha conducen a |5
omisién (gaps o espacios) en la construccitn seg.
mentaria de la larva. En la mutante Kriippel (3) fa]-
tan todos los segmentos tordcicos y abdominales
1-5; en el mutante Knirps (4), estin ausentes |os
segmentos abdominales 1-6. Los genes de la regly
del par (par rule)determinan la orientacion y el des-
tino del desarrollo de los 14 parasegmentos. Algunas
mutaciones afectan a cada segmento segundo. Cop
even-skipped (5), faltan todos los parasegmentos
pares. Las mutaciones en el gen fushi tarazu lleva 3
la formacion de menos segmentos que lo normal
(fushi tarazu quiere decir muy pocos segmentos en
japonés). Los genes de la polaridad segmentaria de-
terminan la polaridad de cada segmento (7). Hay
mas de diez genes de polaridad segmentaria. Los ge-
nes selectores homedticos (8) determinan el destino
final de cada segmento. En la mutante antenapedia
(Ant), la antena que suele estar unida inmediata-
mente bajo el ojo es reemplazada por una pata (pa-
ta homedtica).

(Figuras adaptadas de Watson y col., 1992.)
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Genes de caja homedtica (homeobox)

Los genes relacionados con el desarrollo embrio-
nario en Drosophila estan organizados en una je-
rarquia funcional. Hay genes similares (o incluso
idénticos en algunas regiones) en los ratones y en
los seres humanos.

A. Jerarquia de genes del desarrollo

Cuatro sistemas independientes controlan el de-
sarrollo embrionario en Drosophila melanogas-
ter. Un gradiente de proteinas derivadas de la
madre codificadas por el gen bicoide (bed) deter-
mina el desarrollo en la region anterior (cabeza);
de modo similar ocurre con nanos en la regién
posterior. Ellos activan a los genes brecha (gap).
Los tres genes brecha mas importantes, Hunch-
back, Knirps y Kriippel, codifican para factores de
transcripcion de tipo dedos de cinc (pdg. 218).
Hunchback se expresa desde la parte anterior
hasta alrededor de la mitad del embrién; Kriippe!
en la regidn de los segmentos tordcicos 4-16 y los
primeros seis segmentos abdominales; Knirps,
mas hacia posterior (parasegmentos 10-14). Los
genes brecha inducen a los genes de la regla del
par(pair rule). Los genes de la polaridad segmen-
taria determinan la orientacion correcta de los
segmentos individuales. Después de que la seg-
mentacion se completd, los genes selectores de-
terminan el desarrollo posterior y el destino final
de los segmentos. Ellos estan constituidos por
tres complejos génicos grandes, el antennapedia
(ANTC), el bithorax (BX-C) y el ultrabithorax
(UBX). Las mutaciones de estos complejos génicos
conducen a estructuras extrafias.

B. Mutacion bithorax

Un mutante para el complejo bithorax (BX-C)
produce el desarrollo de un segmento tordcico
adicional con alas desarrolladas por completo.
(Fotografia de Lawrence, 1992, por E. B. Lewis.)

C. Estructura del gen antennapedia con caja
homeética

Antennapedia es un gen del complejo antennape-
dia (ANT-C) que se expresa en los parasegmentos
5 y 6. Contiene un segmento de secuencias de
DNA muy conservadas en el exén 8, la caja ho-
medtica (homeobox). Su secuencia es idéntica en
una amplia variedad de organismos, desde Dro-

sophila hasta los mamiferos. Codifica para alrede-
dor de 60 aminodcidos (dominio homedtico, e
inglés homeodomain). El dominio homeético
contiene cuatro dominios de una proteina helj-
coidal con propiedades de unién al DNA y funcio-
na como un factor de transcripcién (Gehring y
col., 1990).

D. Genes homedticos en Drosophilay genes
Hox en el raton

Los genes homedticos también existen en los ver-
tebrados. En el cerebro embrionario del ratén (y
del hombre) se encuentra una serie de genes con
la misma orientacién anteroposterior, y que se co-
rresponde con los complejos ANT y BX (ANT-C y
BX-C). La expresion temporal se corresponde con
su orientacion.

E. Genes de caja homeotica (genes HOX)

En los seres humanos y en los ratones hay cuatro
grupos (conjuntos) de genes que se corresponden
con los genes homedticos de Drosophila (HOX 1-
14 en los seres humanos, Hox 1-4 en el raton). Co-
mo las mutaciones de estos genes en los ratones
conducen a trastornos caracteristicos, se asume
que también tienen un significado clinico en los
seres humanos, El extremo posterior corresponde
al extremo 5 del DNA codificante y el extremo
anterior al extremo 3".
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Genética en el embrion de
un vertebrado translicido: el pez cebra

El pez cebra ( Danio rerio) fue el primer vertebrado
en estudiarse mediante la biisqueda sisternatica
de mutaciones. Las mutaciones halladas involu-
cran el desarrollo temprano, el patrén dorsoven-
tral, la formacion de la notocorda y las somitas, el
desarrollo de cerebro y neuronas, ojos, oidos, 6r-
ganos internos, pigmentacion de la sangre y otras
dreas. Aqui se presentardn dos mutaciones, de en-
tre las mas de mil que se caracterizaron muy bien.
La informacién se encuentra disponible en el ni-
mero dedicado al pez cebra en la revista Develop-
ment(123; 1-48, Diciembre de 1996).

A. Los embriones del pez cebra

El embrién del pez cebra es claro a la vista y pue-
de estudiarse con facilidad mediante la diseccion
bajo el microscopio, con una magnificacién de
80x. Pasadas las 29 horas de la fertilizacion (pe-
riodo faringular), pueden verse con claridad las
partes principales del cerebro: anterior, medio y
posterior, junto con el tubo neural, varios somitas
y la placa ventral. A las 48 horas (periodo emer-
gente) comienza la pigmentacion, y se hacen visi-
bles ojos, cerebro, corazon y otras estructuras. A
los 5 dias (larva natatoria) comienza a mostrarse
la estructura general de un pez.

B. Mutagénesis inducida

Los peces adultos (1) se utilizan en un esquema de
cruzamiento que involucra la exposicion del pez
macho en una solucién acuosa con 3 mM de etilni-
trosourea (ENU) durante tres periodos de una hora
cada uno, a lo largo de una semana. Estos machos
mutagenizados se cruzan con hembras silvestres
(wild type) (2). La primera generacion de este cru-
zamiento (F1) es heterocigota para un genoma mu-
tagenizado. La generacion siguiente (F2) se obtiene
por cruzamiento entre los hermanos, lo que genera
la presencia de una mutacion m en el 50% de los pe-
ces de la generacion F2. El apareamiento al azar de
dos padres heterocigotos provoca un 25% de des-
cendientes homocigotos mutantes, que se analizan.
Haffter y col., 1996, identificaron de esta manera un
total de 4.264 mutantes.

C. Fenotipo esquelético de la mutacion
de las somitas fusionadas (fss)

De los 1.163 mutantes caracterizados por sus efec-
tos fenotipicos se dardn dos ejemplos, uno aquiy el
otro en D. Los mutantes fss muestran irregularida-
des en la division de las somitas a las 72 horas lue-
go de la fertilizacion. En el estadio de siete somitas

booksm

la Ginica anormalidad es la ausencia de los limites
entre las somitas. En los estadios posteriores apare
cen malformaciones en la columna vertebral (2), Ej,
el pez normal el centro vertebral posee un arco
neural dorsal y un arco hemal ventral. En el mutar-
te f5slos arcos presentan irregularidades en sus for-
mas v, dado que crecen en forma ectopica, tambiéy
en sus relaciones mutuas (2).

D. La mutacion del cerebro medio
en el mutante “no isthmus”

Este es un ejemplo de las mas de 60 mutaciones gé-
nicas que afectan el sistema nervioso central y la es
pina dorsal (Haffner y col., 1996; Brand y col., 1995).
La mutacién no isthmus(noi), (que significa: ausen-
cia del istmo), afecta al limite entre el cerebro me
dio y el cerebro posterior. En el estadio faringular,
24-48 h luego de la fertilizacién, los embriones nor-
males muestran una constriccion conspicua a nivel
de este limite, mientras que en los mutantes noi no
aparece. Ademas, éstos ultimos presentan ausencia
del cerebelo derivado de la parte posterior. Brand y
col. (1996), estudiaron la expresion de dos genes en
esta regién, el engrailed (eng)y el wingless (wnt1 .
Los embriones normales (wt) a las 28 h muestran
una fuerte expresion de eng entre el cerebro medio
y el cerebro posterior, que no aparece en los em-
briones noi. Mediante la doble marcacién para los
RNA de eng y de krox20, un marcador de los rom-
bémeros 3 y 5 de esta region, se observa que los
embriones normales en el estadio de ocho somitas
muestran expresion de engy de krox20en el limite
entre el cerebro medio y el cerebro posterior, pero
no se observa expresion de engen los mutantes noi.
De forma similar, en el mutante no aparece la ex-
presion de wnt] posterior al tectum (tec, el borde
entre las dos regiones del cerebro) en el embrion de
20 somitas. (Figuras adaptadas de Haffter y col., van
Eeden y col., y Brand y col., 1996.)
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Programa de desarrollo de las células
individuales en el nematodo C. elegans

El desarrollo desde un cigoto hasta un organismo
adulto requiere que las divisiones celulares se or-
ganicen en el tiempo y en el espacio. En tanto que
en los organismos complejos no puede determi-
narse el origen de las células, es posible analizar
el origen de cada célula individual en el nemato-
do Caenorhabditis elegans. En 1965 Sydney Bren-
ner introdujo el analisis genético de C. elegans
como un modelo para investigar la interaccién de
los rasgos genéticos, anatdmicos y fisioldgicos en
el desarrollo de un sistema nervioso relativamen-
te simple.

A. Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans es un gusano transparen-
te y pequerio (de alrededor de 1 mm de largo),
con un ciclo de vida-de unos 3 dias. La estructura
basica implica un cuerpo alargado, con simetria
bilateral, que presenta nervios, masculos, piel e
intestino. Hay dos sexos posibles: el hermafrodita
o el masculino. Los hermafroditas producen hue-
vos y esperma, y pueden reproducirse por auto-
fertilizacion. El gusano hermafrodita adulto posee
959 niicleos de células somaticas; el gusano adul-
to masculino posee 1.031. Ademas hay de 1.000 a
2.000 células germinales.

La secuencia nucleotidica completa del genoma de
C. elegans se informé en 1998. El DNA de 97 Mb
contiene 19.099 genes predichos, de los cuales
12.000 son de funcién desconocida. Las secuencias
codificantes incluyen el 27% del DNA, y los intrones,
el 26%. Cerca de 32% de las secuencias codificantes
son similares a las del ser humano y alrededor del
70% de las proteinas humanas conocidas tiene ho-
mologias en C. elegans. El grupo mas amplio de ge-
nes son los receptores de transmembrana (790), en
particular los quimiorreceptores; los factores de
transcripeién en dedos de cinc (480); y las protei-
nas con dominios de proteinas cinasas. (Diagrama
de Wood, 1988, después de Sulston y Horvitz, 1977.)

B. Origen embrionario de las células
individuales

Es posible trazar el camino del desarrollo de cada
célula individual. Los diferentes tipos de tejidos
surgen a partir de seis células fundadoras. De las
959 células adultas, 302 son nerviosas. A excep-
cion del intestino y de las células germinales, los
tejidos diferenciados surgen de distintas células
fundadoras. Las células con funciones similares

no siempre se relacionan, mientras que célulag
con funciones diferentes pueden tener el mismg
origen. Ciertas reglas establecidas por via genéti.
ca determinan el destino de cada una de las dos
células hijas luego de cada division celular.

C. Mutaciones en los genes de control
del desarrollo

Se identificaron varios genes controladores de|
desarrollo a partir del andlisis de las mutaciones
puntuales inducidas por el etil-metano-sulfonato.
Algunos mutantes determinan un tipo celular in-
correcto (p. ej., Z en lugar de B). Otros se dividen
demasiado temprano o demasiado tarde (mutan-
tes de la division), lo que provoca, por ejemplo,
doble Cen lugarde By C.

D. Muerte celular programada

La muerte celular programada (apoptosis) es un
mecanismo normal del desarrollo de los verte-
brados e invertebrados. Durante el desarrollo
embrionario de C. elegans, una de cada ocho cé-
lulas somdticas muere con regularidad en un
momento definido y en cierto punto de ramifi-
cacion (1). Las fotografias (2) muestran la muer-
te de una célula (la célula p11.aap) en un periodo
de unos 40 minutos (de Wood, 1998, tomada de
Sulston y Horvitz, 1977). Las mutaciones que
interfieren con la muerte celular programada
pueden conducir a trastornos severos. El gen
humano BCL-2 corresponde al gen ced-9 de
C. elegans, un gen que previene la apoptosis. El
gen humano BCL-2 codifica para una proteina de
la membrana interna mitocondrial que inhibe la
pérdida celular por apoptosis en los prolinfoci-
tos B. La interrupcién de este gen en el cromoso
ma 18 del ser humano causa el linfoma folicular,
un tumor de las células B.
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Genes del desarrollo en un embrion
vegetal

En las plantas, al igual que en los animales, el plan
estructural basico se encuentra determinado por
via genética. En la planta de Arabidopsis thaliana
(enredadera comin de las paredes), hay nueve
genes con numerosos alelos que determinan la
organizacion del embrién de la planta, a lo largo
de un eje longitudinal desde el dpice hasta la ba-
se. Ellos determinan el patrén radial y la forma
(Mayer y col., 1991). Se incluye aqui este ejemplo
de genética vegetal porque la Arabidopsis es un
importante objeto de estudios genéticos. Su pe-
quefio genoma de 130 Mb fue el primer genoma
vegetal en secuenciarse por completo (E. Pennisi,
Science 290:32-34, 2000).

Los cuatro drganos de la flor -sépalos, pétalos, es-
tambres y carpelos- se desarrollan bajo la in-
fluencia de cuatro clases de genes. Los de la clase
A codifican para los sépalos; los de la clase A jun-
to a los de la clase B producen los pétalos; los de
clase B y C inducen los estambres; y los de la cla-
se C se requieren para los carpelos. Los genes de
las clases A y C se inhiben uno al otro.

Los genes homedticos especifican la identidad de
ciertos tejidos tanto en los insectos como en la plan-
ta de Arabidopsis. Se transcriben en un patron espa-
cial preciso y forman interacciones genéticas
complejas. El resultado general es un estado deter-
minado, en el que las células mantienen caracteris-
ticas distintivas con independencia del ambiente.
Hay mutaciones que conducen a la expresion de
ciertos genes en sitios errdneos, por ejemplo, patas
en el lugar de las antenas (en el caso de los insectos)
o pétalos en el lugar de los estambres (en las plantas).

A. Desarrollo y estructura normal

El plan estructural basico puede entenderse como
un patrén axial y otro radial, superpuestos uno
con otro. Antes de la formacién de la plantula
pueden diferenciarse un estadio globular y uno
llamado corazon. Las regiones A, C y B del estadio
de octamero corresponden a las regiones A,C y B
del estadio corazén. La regién A forma el cotile-
dén y el meristema; la C forma la region de hipo-
cétilo; y la B forma la raiz. La plantula consiste en
un grupo de estructuras identificables entre las
que se incluyen los vasos (v), la epidermis exter-
na (e), el pequefio meristema (s), los cotiledones
(c) y el hipocdtilo (h), el tejido principal (g) v el
primordio de la raiz (r) en la parte inferior (indi-
cado como v en lugar de r). La organizacion esen-
cial de la planta ya se encuentra predeterminada
en el estadio de corazon.
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B. Deleciones en el patron basal-apical

Las mutaciones pueden inducirse con etilmetang.-
sulfonato al 0,3%. Al utilizar el analisis de comple-
mentacidn, Mayer y col., (1991) determinaron |as
mutaciones en tres dreas de la planta. Estas afec

tan el patrén basal-apical, el patrén radial y 1a for

ma. Las deleciones basal-apical incluyen uno de
varios genes, cada uno de los cuales conduce a up
fenotipo caracteristico: delecion apical (Gurke),
delecidn central (Fackel), delecion basal (mondp

teros) y delecion terminal (Gnom).

C. Silvestre (Wild-type)

La estructura normal del embrion de Arabidopsis
es consecuencia de dos procesos basicos: la for-
macién de los patrones (orientaciones basal-api-
cal y radial) y la morfogénesis, por medio de las
diferentes formas celulares y las diferencias re-
gionales en la division celular.

D. Fenotipos de los embriones mutantes

Los cuatro fenotipos mutantes en el patrn basal-
apical son: Gurke (9 alelos), Fackel (5 alelos), mo-
nopteros (11 alelos) y Gnom (15 alelos) (Véase B).
Las deleciones en el patron radial conducen a los fe-
notipos: Keule (9 alelos) y Knolle (2 alelos). Los mu

tantes en la forma son Fass (12 alelos), Knopf (6
alelos) y Mickey (8 alelos). (Fotografias de Mayer y
col., 1991). El gen monopteros (ml) parece ser muy
importante para el desarrollo basal-apical. Sin em

bargo, también posee un efecto indirecto sobre el
ordenamiento espacial de las estructuras apicales.
No obstante no es necesario para el desarrollo de |a
raiz (Berleth y Jiirgens, 1993).
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Sistema inmune
Componentes del sistema inmune

La funci6n del sistema inmune es reconocer y eli-
minar los organismos invasores extrafios. La res-
puesta inmune debe ser rdpida, especifica y
dirigida con exclusividad contra moléculas extra-
fias o células portadoras de un agente infeccioso,
pero nunca contra las células normales propias.
Las moléculas efectoras deben estar preparadas
para entrar en contacto con una variedad de orga-
nismos y estructuras moleculares. Con estos re-
querimientos ha evolucionado un sistema inmune
en extremo eficiente y genéticamente complejo.
Su desarrollo y funcién son regulados por genes de
una diversidad extraordinaria.

A. Los érganos linfaticos

El sistema inmune estd constituido por los linfo-
citos de sangre periférica y los drganos linfaticos
(tejido linfoide). Los tejidos linfoides primarios
son el timo y la médula ésea. Los tejidos linfoides
secundarios son los ganglios linfaticos de varias
regiones del cuerpo, en especial la nasofaringe,
las axilas, la ingle y el intestino. El bazo se consi-
dera un 6rgano linfitico secundario.

B. Los linfocitos y la respuesta inmune

Los linfocitos llevan a cabo la respuesta inmune.
Esto fue demostrado mediante el siguiente expe-
rimento. La respuesta inmune normal de un ratén
hacia un antigeno administrado (organismo ex-
trafio, estructura molecular extrafia) fue destrui-
da mediante una dosis alta de radiacién X, a la
cual el sistema inmune es especialmente sensible,
Luego la respuesta inmune pudo ser restaurada
por linfocitos de un ratén no irradiado, genética-
mente idéntico (de una cepa endocriada) pero no
utilizando otras células cualesquiera. Las otras cé-
lulas no son efectivas ya que sélo los linfocitos
producen una respuesta inmune.

C. Células Ty célulasB

Hay dos tiplos de linfocitos funcional y morfologi-
camente diferentes: los linfocitos T y los linfocitos
B. Los primeros se diferencian en el timo durante
el desarrollo fetal y embrionario, por eso se lla-
man linfocitos T o células T. En los mamiferos los
linfocitos B se diferencian en la médula dsea y en
las aves en la bolsa de Fabrisius (por eso la desig-

nacion de células B). Una serie de pasos adiciona-
les de diferenciacion tienen lugar en los ganglios
linfiticos (células T) y en el bazo (células B).

D. Larespuestainmune humoral y celular

Durante la primera fase de la respuesta inmune
inducida por un antigeno (p. ej., bacteria, virus,
hongo o proteina extrafia) hay una proliferacién
rpida de células B (respuesta inmune humoral),
Las células B maduran y se transforman en células
plasmaticas, las cuales forman anticuerpos libres
(inmunoglobulinas) dirigidos contra los antigenos.
Los anticuerpos se unen en forma especifica a los
antigenos. La respuesta inmune humoral es rapida
pero no alcanza a los organismos extrafios que han
invadido las células del cuerpo. Estas dltimas son
el blanco de la respuesta inmune celular.

E. Moléculas de anticuerpo
(estructura basica)

El motivo estructural basico de una molécula de
anticuerpo (inmunoglobulina) es una proteina en
forma de Y compuesta de dos cadenas pesadas
(cadenas H) y dos livianas (cadenas L). Ellas estan
unidas en sitios definidos, mediante uniones di-
sulfuro. Las cadenas L y las cadenas H contienen
regiones con secuencias variables y constantes de
aminodcidos.

F. Union antigeno-anticuerpo

Una molécula extrafia, el antigeno, es reconocido
y unido con firmeza a una regién especifica de la
molécula de anticuerpo, el sitio de unién antige-
nico. Aqui la secuencia de aminodcidos de la mo-
lécula de anticuerpo difiere de una molécula a
otra en tres regiones hipervariables. El resultado
es la capacidad de unirse a un amplio espectro de
moléculas antigénicas diferentes. La estructura
tridimensional de esta regidn se conoce con pre-
cisién, como también importantes detalles del
proceso de union. (Figuras adaptadas de Alberts y
col., 1994.)
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Las moléculas de inmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas son las moléculas efectoras
del sistema inmune; pueden encontrarse como
receptores en la superficie celular, unidas a las
membranas, o como anticuerpos libres. La enor-
me diversidad de sus regiones variables les posi-
bilita unirse a una gran cantidad de antigenos
diferentes. Aunque difieren en algunos detalles
relacionados con su funcién, comparten patrones
basicos relativamente simples, que han derivado
de una molécula ancestral comin (véase pag. 312).

A. Inmunoglobulina G (1gG)

La inmunoglobulina G es el prototipo de las mo-
léculas de anticuerpo producidas por la diferen-
ciacién de linfocitos B en células plasmaticas.
Tiene dos cadenas H y dos cadenas L, manteni-
das juntas por uniones disulfuro. Cada cadena H
tiene tres regiones constantes (Cy1, G2,y G3) ¥
una region variable (Vy). Cada cadena H tiene un
total de 446 aminodacidos, de los cuales los pri-
meros 109 pertenecen a la region variable del
extremo N-terminal. Cada cadena L tiene un do-
minio constante (C,) y otro variable (V| ), que es-
tin constituidos por 214 aminodcidos. También
en las cadenas L los primeros 109 aminodcidos
forman la regién variable. Los dominios varia-
bles de las cadenas H y L forman los sitios de
union al antigeno. Las tres regiones hipervaria-
bles dentro de la regién V de cada cadena tam-
bién se llaman regiones determinantes de la
complementariedad (CDR, del inglés comple-
mentarity determining regions) porque el con-
tacto fisico real de las moléculas se basa en su
estructura complementaria, que se produce en
estas regiones. Cada dominio estd constituido
por cerca de 110 residuos de aminodcidos. Un
rea de articulacién (bisagra) entre la region
constante 1 (C,1) y la regién constante 2 (C2)
de la cadena pesada permite cierta flexibilidad
de la molécula. Las cadenas H estan unidas entre
si, y las H con las L lo estan por puentes disulfu-
1o (-S-S-). También hay puentes disulfuro dentro
de los dominios constantes y variables. Las cade-
nas L pueden ser de dos tipos x o %. Ademds de
la inmunoglobulina G hay otros tipos, que difie-
ren entre si en la parte constante de la cadena H:
la IgA (C,), laIgD (C;) y la IgE (C,). Una inmuno-
globulina muy grande, la IgM, estd formada por
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cinco subunidades de IgG. A los diferentes tipos
de cadenas H se los denomina isotipos.

B. Elreceptor de lacélulaT (TCR)

Los receptores antigénicos sobre las superficies de
las células T son heterodimeros de cadenas poli-
peptidicas unidas en forma covalente, una cadena
oy una . La estructura basica de un receptor anti-
génico de superficie es similar a la de las inmuno-
globulinas secretadas, excepto que los receptores
de superficie celular contienen una sola region
constante. La cadena f es ligeramente mas grande.
Las regiones constantes de las cadenas (C) ccy b es.
tin constituidas por 140-180 aminodcidos cada
una. Las regiones variables (V) estan constituidas
por 102-109 aminodcidos y contienen tres regiones
hipervariables, al igual que las moléculas de inmu-
noglobulinas. Hay genes para receptores de células
T de cadenas yy 8, ademas de aquellos para las o y
B. Los loci para las cadenas TCRe, yy & en el hom-
bre se sitiian juntos en el cromosoma 14; los locus
para TCRB se sitdan en el cromosoma 13.

C. Los diferentes dominios de una molécula
de inmunoglobulina son codificados
por diferentes genes

Cada molécula de inmunoglobulina y de receptor
es codificada por diferentes secuencias de DNA,
que pertenecen a una gran serie de genes de las
cadenas L (tipos k y &) y la cadena H. En los seres
humanos, los genes de la cadena H estan localiza-
dos en el cromosoma 14q32, en los ratones en el
cromosoma 14. Los genes para la cadena liviana «
estan en el brazo corto del cromosoma 2 (2p12)
en los seres humanos, y en el cromosoma 6 en los
ratones, y para la cadena liviana A, en el brazo lar-
go del cromosoma 22 (22q11) en los seres huma-
nos y en el cromosoma 16 en los ratones. Los
genes son reordenados durante el desarrollo de
las células B y T en una forma que es diferente ¥
especifica en cada célula, como se verd en la pro-
xima limina.
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Diversidad genética generada
por recombinacion somdtica

Si cada una de las numerosas moléculas de in-
munoglobulinas diferentes, con sus regiones va-
riables, fuera codificada por genes separados,
deberian requerirse varios millones de genes.
Esto no es lo que sucede. Antes, durante la dife-
renciacién de los linfocitos, un niimero practi-
camente ilimitado de células es producido por
recombinacién de un gran nimero limitado de
genes. Esto ocurre por la recombinacién somati-
ca de genes durante la diferenciacién de células
B y células T. La diversidad de anticuerpos surge
por los siguientes mecanismos genéticos: 1) las
miiltiples secuencias de DNA de los genes de las
lineas germinales para las cadenas H y L, que co-
difican para moléculas de Ig con diferentes espe-
cificidades; 2) la recombinacién somdtica de
varios segmentos de DNA aumenta en gran me-
dida el nimero de combinaciones posibles; 3)
las mutaciones somaticas se producen en las re-
giones hipervariables y conducen a diferencias
genéticas mayores.

A. Larecombinacién somatica durante
la formacién de los linfocitos

La recombinacién somatica tiene lugar dentro de
los genes de las cadenas L y H durante la madura-
cién de las células B, y también dentro de los ge-
nes para las cuatro cadenas de receptores de la
célula T, en la maduracion de las células T. Me-
diante este proceso, las diferentes secuencias de
DNA codificante (exones) de los dominios de la
molécula de Ig estan en combinaciones Ginicas en
cada célula. Esto proporciona a cada molécula una
especificidad de unién antigénica que difiere en-
tre células. Aqui se muestra un ejemplo de los
procesos genéticos durante la formacién de una
cadena H de inmunoglobulina. Los exones (V1 a
vn) de la regién variable (V) se encuentran en el
extremo 5' del locus IgH. Estan separados uno del
otro por DNA no codificante de diferentes longi-
tudes. Un exén pequeiio (60-90 bp) que codifica
para una sefial de inicio de la traducci6n (lider o
péptido sefial L) se encuentra a mds de 90 pares

de bases (bp) en direccién 5 de los exones de |3
region V. Los péptidos seiales guian al polipép;-
do creciente hacia la luz del reticulo endoplasmj.-
tico antes de ser separados. Los genes D de |3
regién constante (C) se sitGan a diferentes distan-
cias en direccion 3' de los genes V. Cada segmer-
to C se compone de diferentes exones, que
corresponden a los dominios de la region C com-
pleta y de diferentes isotipos (Cp, C3), etc.
Primero, un segmento del gen D y un segmento
del ] se juntan (unién D-]). Luego este segmento D-
] se une a uno de los segmentos V (uni6n V-D-]). La
combinacion de los segmentos V, D y ] es diferen-
te en cada célula, con al menos 25.000 posibles
combinaciones diferentes debidas al nimero de
los distintos segmentos presentes (100-125 seg-
mentos V, 12 segmentos D y 4 segmentos J). Los
segmentos VD] unidos forman el transcripto pri-
mario de RNA. En esta etapa los segmentos no co-
dificantes (intrones) atn estan presentes. En el
ejemplo mostrado, un D2 es unido a un J1 y no a
los ]2-4. Los segmentos | no conectados en forma
directa a un segmento D (aqui, ]2-4) son removi-
dos. Después de que el RNA es procesado por em-
palme (en inglés, splicing), el RNA mensajero
(mRNA) maduro forma como un molde para la tra-
duccién de un polipéptido de la cadena H. Luego
de otros procesos adicionales, como la remocidon
del segmento lider (L) y la glucosilacion de las pro-
teinas en sitios determinados, finalmente es pro-
ducida la cadena H definitiva (del tipo p en el
ejemplo mostrado). A diferencia de las cadenas H,
las cadenas L no tienen diversidad (D) de genes;
por lo tanto un gen ] y un gen V son unidos direc-
tamente por recombinacién somdtica durante el
reordenamiento en los linfocitos. Asi, el reordena-
miento de los genes para la cadena H y los dos ti-
pos de cadenas L en el DNA de los linfocitos
conduce a una combinacidn nueva de genes en ca-
da célula.
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Mecanismos de reordenamiento
de los genes de las inmunoglobulinas

El reordenamiento de los genes de las moléculas
de inmunoglobulinas, en las células B inmaduras,
y para el receptor de la célula T, en las células T in-
maduras, involucra un mecanismo de escision.
Este requiere un reconocimiento preciso para ase-
gurar la formacion de la informacion codificante
correcta. El DNA no codificante, entre los genes de
las diferentes regiones de la molécula, se escinde
y el DNA remanente es reunido subsecuentermen-
te (ligacion). A diferencia de la recombinacion
durante la meiosis, el reordenamiento de IgG re-
presenta un tipo especial de recombinaci6n, don-
de las secuencias de DNA no homélogas se
recombinan.

A. Secuencias de reconocimiento del DNA
para la recombinacion

La recombinacién entre los segmentos de DNA co-
dificante para una molécula de inmunoglobulina
son mediados por un sistema de enzimas denomi-
nadas recombinasas. Sus actividades son variadas
y comprenden la especificidad por linfocitos y ac-
tividades mds generales, incluidas funciones de
exonucleasa y ligasa. Las enzimas estdn controla-
das por secuencias de reconocimiento de DNA es-
pecificas. Estas se localizan adyacentes a los
segmentos de DNA no codificante en el extremo 3
de cada exdn V (exones para la region variable) y
en el extremo 5' para cada segmento J. Los seg-
mentos D estdn flanqueados a ambos lados por se-
cuencias de reconocimiento, que son segmentos
de DNA no codificante, pero altamente conserva-
dos, de siete pares de bases (heptameros) o nueve
pares de bases (nonameros). Estin separados por
intervalos definidos con precisién, producidos por
espaciadores de 23 o 12 pares de bases (pb). Aguas
arriba (en direccién 5') y aguas abajo (en direccion
3') del segmento D, los espaciadores tienen 12 pa-
res de bases de largo. Las secuencias de los nucled-
tidos de los pares de bases de los espaciadores no
son conservadas. El reordenamiento caracteristico
entre secuencias sefiales vecinas para las molé-
culas de Ig y para los receptores TCR requiere
espaciadores de diferentes longitudes, o sea 12 y
23 pares de bases (también llamada regla 12/23).
Cuando se forma una cadena H tiene lugar el apa-

booksme

reamiento no homoélogo del heptamero de un seg.
mento D y de un segmento J. Estos segmentos ) ,
| luego son unidos (unién D-]) por medio de re.
combinacion: el espaciador de 12 o 23 pares de
bases y todas las otras formas de DNA intermed;,
forman un bucle. Este es escindido y los segmer,.
tos D y ] se unen. Por apareamiento y recombing-
cion de las secuencias de reconocimiento en ¢
extremo 5' de un segmento D] y las secuencias de
reconocimiento en el extremo 3’ de un gen V, yy
segmento V es unido a un segmento DJ. La recom-
binacién de genes codificantes de los receptores
de la célula T (véase pig. 310) actian en forma sj-
milar. Se han identificado dos genes, genes activ,-
dores de la recombinacion 1y 2 (RAG-1y RAG-2,
del inglés recombination-activating genes 1 and
2), como estimuladores de la recombinacién de
genes Ig en células pre-B y células T inmaduras,
Las mutaciones en estos genes causa deficiencia
inmune combinada severa (véase pag. 314).

B. Diversidad genética en los genes
de la inmunoglobulina y el receptor
delacélulaT

La diversidad total, cerca de 10’8 combinaciones
posibles para todos los tipos de genes de inmuno-
globulinas y receptores de la célula T, es el resul-
tado de diferentes mecanismos. Para empezar,
diferente nimero de segmentos de DNA variable
estan disponibles para las distintas cadenas (250-
1.000 para la cadena H, 250 para la cadena L, 75
para la cadena « del receptor de la célula T TCRe,
etc.). Los diferentes segmentos D y | también mul-
tiplican el nimero de combinaciones posibles.
Por Gltimo, los cambios en las secuencias de DNA
(mutaciones somdticas), que se producen con re-
gularidad en las regiones hipervariables, aumen-
tan aun mds el ndmero total de combinaciones
posibles.
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Genes de la region del CMH

La regién del CMH (complejo mayor de histocom-
patibilidad) es una region de genes altamente po-
limorfos (alrededor de 10 a 50 alelos por locus).
Abarca cerca de 3.500 kb, en el brazo corto del cro-
mosoma 6 en seres humanos y en el cromosoma
17 en ratones. En conjunto se los denomina genes
de la respuesta inmune (Ri). Se expresan sobre la
superficie de varias células. Sus productos pueden
demostrarse serolégicamente o por reacciones ce-
lulares en un ensayo de linfocitos mezclados. Los
genes del CMH controlan la respuesta inmune pa-
ra proteinas antigénicas por la unién especifica a
células T.

A. Estructura basica del complejo génico
CMH en los seres humanos y los ratones

Los loci del gen de la regién del CMH se agrupan en
tres clases (I-II1). La clase I en seres humanos com-
prende los HLA-A, HLA-B y HLA-C; en ratones, D, L
y K del sistema H2. Muchos otros loci también per-
tenecen a esta clase, como HLA-E a HLA-J. La clase Il
comprende HLA-DP, HLA-DQ y HLA-DR en seres
humanos y I-A e I-E (la letra I, no el nimero roma-
no) en ratones. Los alelos se designan de acuerdo
con un sistema numérico, por ejemplo, HLA-A2,
HLA-B5, HLA-DR4, etc. Los productos génicos de los
alelos del sistema HLA (antigenos leucocitarios hu-
manos; también se dice en referencia a “Los Ange-
les”, donde fueron realizados-algunos de los
primeros descubrimientos basicos) pueden demos-
trarse por la toxicidad del suero de especificidades
definidas hacia otros leucocitos (citotoxicidad sero-
l6gica). La citolisis tiene lugar salvo que las especifi-
cidades de los sueros y las células que se estan
analizando sean idénticas. Los productos génicos de
los alelos del sistema HLA-D son distinguidos por el
ensayo de linfocitos mezclados, basado en la proli-
feracion de linfocitos como una reaccion hacia célu-
las T extrafias. Estrictamente hablando, los genes de
la clase 11l no pertenecen a los loci del CMH. Estos
contienen genes para diferentes proteinas del com-
plemento y otros pocos genes.

B. Organizacién gendmica de los loci
del CMH

Los loci de clase Il se localizan mas cerca del cen-
trémero. Cada uno consiste en una serie de subu-
nidades gendmicas. La region HLA-D es de cerca

de 900 kb de largo y contiene el nimero m;,
grande de loci que se muesrtra aqui. Ademgs 5.
gunos han sido renombrados. Por ejemplo, Hj5_
DP tiene dos genes a y dos B, ahora llamados a;
A2 y B1, B2, respectivamente. Los loci de clase ||i
contienen genes para los factores del comple.
mento C2 y C4, el esteroide 21-hidroxilasa y citq.
cinas (el factor de necrosis tumoral, del ingjsg
TNFa y linfotoxinas, del inglés LT, ahora llamag s
TNFB). Aqui también estan localizados varios
otros genes de clase IIL.

C. Moléculas del CMH de clases | y Il

Correspondiendo a la organizacion general de |qg
genes de clase | y clase I en particular, las mo-
léculas de clase I y clase Il son bdsicamente
similares. Ambas se componen de dos cadenas
polipeptidicas diferentes. En las moléculas de
clase I, una cadena a codificada por el CMH est3
asociada con una cadena B no codificada por e
CMH (B,-microglobulina). La porcién extracelular
de la cadena o. se compone de tres dominios, o3,
02 y o, cada uno de unos 90 aminoacidos. Los o]
y o2 forman la altamente polimorfa region de
union al péptido; el @3 y la B,-microglobulina se
corresponden estructuralmente a una region si-
mil-inmunoglobulina. La dilucidacion de la
estructura cristalina de las moléculas del CMH de
clase I demostro que o1 y o2 interaccion para for-
mar un tipo de plataforma de proteinas con
plegamientos p de 8 hebras. La hendidura forma-
da entre o1 y o2 (25A x 10A x 11A) puede unir un
fragmento proteico compuesto de 10-20 aminoa-
cidos. Las moléculas del CMH de clase Il estan
compuestas por dos cadenas polipeptidicas, 0.y i,
cada una con dos dominios, p. ej., al, a2 vy i,
p2, cada uno de alrededor de 90 aminodcidos, Y
una region transmembrana de unos 25 aminoaci-
dos. Como con las moléculas de clase [, las regio-
nes de unidn al péptido (a1 y 1) son altamente
polimorfas. A diferencia de los dominios f1, los «1
no contienen puentes disulfuro.
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Receptores de células T

La superficie celular de un linfocito T contiene
moléculas receptoras que, con alta especificidad,
reconocen antigenos extrafios y moléculas de la
superficie celular del CMH. El receptor antigénico
de la célula T (TCR, del inglés, T-cell receptor) es
un complejo de varias proteinas integrales de la
membrana plasmatica. A diferencia de las células
B, las células T sélo reconocen fragmentos de pro-
teinas antigénicas extrafias. Ademas se unen fisi-
camente al CMH de una célula presentadora de
antigeno. Durante la maduracién de las células T
en el timo, segmentos del gen de la célula T son
reestructurados en un orden definido por recom-
binacién somadtica, semejante a la formacion de
inmunoglobulinas.

A. Genes del receptor de la célula T (TCR)
del hombre

En la linea germinal, los genes de la cadena jp del
receptor de la célula T estan constituidos por 75-
100 segmentos variables (V;), dos segmentos D
(Dgl, Dy2), dos segmentos de unidn (Jy1, J;2) y dos
segmentos constantes (Cyl, C;2). La organizacion
gendmica de los genes para las cadenas o, 3 y yes
similar. Durante la maduracién de los linfocitos T,
diferentes segmentos son unidos a la vez por re-
combinacidn somdtica al igual que durante la ma-
duracion de las células B. En una célula T dada,
solo uno de los dos loci de la cadena o y s6lo uno
de los dos de la cadena B llegan a ser funcional-
mente reordenados y se expresan (exclusion alé-
lica). Como en el reordenamiento de los genes de
las inmunoglobulinas, diferentes mecanismos co-
laboran para producir la diversidad de los genes
del receptor de la célula T. La organizacion geno-
mica en seres humanos y ratones es muy similar.
Los genes de la cadena f estan localizados en el
cromosoma 7 en los seres humanos y en el cro-
mosoma 6 en los ratones. Los loci génicos de las
cadenas oy & estan en el cromosoma 14, tanto en
seres humanos como en ratones. Los genes de la
cadena yestan en el cromosoma 7 en los seres hu-
manos y en el cromosoma 13 en los ratones.

B. Unién del receptor de la célula
T a antigenos y proteinas de superficie
del CMH

A diferencia de las células B, las células T recono-
cen y reaccionan con antigenos proteicos extra-

fios solo cuando éstos estan ligados a la superficje
de otras células. Dos clases diferentes de linfocj-
tos T reconocen distintos tipos de productos de|
gen del CMH. Las células T con la capacidad de
destruir otras células por citolisis (linfocitos T
citoliticos o citotéxicos, CTL, o “células killer)
reconocen moléculas del CMH de clase | por
medio de un receptor, CD8 (antiguamente Tg),
Este receptor es una glucoproteina unida ;
membrana de dos dimeros (o y ), cuyos domi-
nios extracelulares estan sostenidos juntos por
dos puentes disulfuro (homodimeros de cadena
a o heterodimeros o - B). Los dominios amino-
terminales extracelulares son similares a los de
la inmunoglobulina. En general, la estructura de
CD8§ se parece a una caja con los angulos redon-
deados. La otra clase de linfocitos T (células hel-
per) se unen en forma especifica a moléculas
del CMH de clase II de las células presentadoras
de antigeno. El antigeno esta constituido por un
fragmento relativamente pequefio de péptido
de la proteina extraiia. Con la presentacion del
antigeno, una serie de moléculas de superficie
prestan su ayuda fisica, por ejemplo, CD3, CD4 y
CDS. El CD4 es un correceptor, un polipéptido
tnico con forma de vara, con una parte extrace-
lular compuesta por cuatro dominios similares
a la inmunoglobulina. La proteina gp120 del HIV
reacciona con el segundo dominio de CD4. Un
nimero de proteinas de membrana accesorias
del sistema CD3 participa en la unidn especifica
entre el TCR y el CMH (complejo TCR-CD3). (Di-
bujos adaptados de Abbas y col, 1997).

Las figuras en B son sumamente esquematicas y
no muestran la estructura tridimensional real.
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Evolucién de la superfamilia
de los genes de las inmunoglobulinas

La superficie de muchas células y moléculas solu-
bles del sistema inmune que median diferentes
funciones como reconocimiento, union o adhe-
sion de moléculas especificas, muestra numero-
sas similitudes estructurales. Algunas partes se
encuentran fuera del sistema inmune. Como un
grupo, constituyen una superfamilia génica, deri-
vada de un gen ancestral comin a todos los
miembros, Las homologias de los dominios de sus
productos y secuencias génicos pueden explicar-
se por el origen evolutivo a partir de un gen an-
cestral comiin. Los miembros de la familia génica
de Ig codifican para dominios de inmunoglobuli-
na, por lo general de alrededor de 70-110 aminoa-
cidos homélogos con un dominio de Ig variable
(V) o constante (C). Cada dominio de Ig se deriva
de secuencias de DNA conservadas.

A. Estructura basica de las proteinas
de la superfamilia de los genes
de las inmunoglobulinas

Las moléculas de inmunoglobulinas de los recepto-
res de las células T (TCR) y de las moléculas del
CMH de clase I y clase Il (1) son basicamente simi-
lares. Presentan dominios variables (V), constantes
(C) o primordiales (H) parecidos a la Ig. Aunque sus
genes se localizan en diferentes cromosomas, los
productos génicos forman complejos funcionales
entre ellos. Otros, como los segmentos génicos V, D
y ] de todos los receptores antigénicos y sus genes
para el dominio C estdn estrechamente juntos en
grupos génicos. Ademds los genes de los loci del
CMH y de las dos cadenas CD8 se sittan juntos. Las
estructuras basicas de las moléculas accesorias co-
mo CD2, CD3, CD4, CD8 y timosina 1 (Thy-1, del in-
glés thymosine 1) son relativamente simples (2).
Otros miembros de la superfamilia de Ig son el
receptor Fc Il (FcRII); el de poliinmunoglobulina
(plgR), que transporta anticuerpos a través de las
membranas de células epiteliales; NCAM (molécu-
las de adhesion de células neuronales; del inglés,

neural cell adhesion molecules) y PDGFR (receptor
del factor de crecimiento derivado de plaquetas:
del inglés, platelet-derived growth factor receptor)
(3). (De Hunkapillar y Hood, 1989.)

B. Evolucion de los genes de la superfamilia
de las inmunoglobulinas

Se pueden reconocer diferentes relaciones evolu-
tivas en la homologia de genes para las moléculas
similares a la Ig. Un gen precursor para una region
variable (V) y una constante (C) debe haber surgj-
do por duplicacién y diversificacién subsecuente
de un gen para un receptor de superficie celular
primordial. Ese gen primordial podria haberse
parecido al gen para la timosina (Thy-1) o al
receptor de poli-lg. En estas familias de genes no
se produce la recombinacién somadtica ni en los
genes del CMH.

Por el contrario, el reordenamiento de los genes
de la linea germinal de linfocitos por recombina-
cién somatica durante la maduracion de células B
y T es la base para la formacién de inmunoglobu-
linas, receptores de la célula Ty CD8. La recombi-
nacién somética de los genes para las moléculas
que unen antigeno fue una ventaja evolutiva
enorme. En consecuencia esto se hallé aun en los
vertebrados primitivos.

(Figura adaptada de Hood et al., 1985.)
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Deficiencias inmunes hereditarias
y adquiridas

Hay numerosos tipos de deterioros del sistema
inmune, congénitos (hereditarios) y adquiridos.
Todos implican una susceptibilidad anormal a las
infecciones, con frecuencia asociada a malignida-
des linforreticulares, y en algunos casos enferme-
dades autoinmunes.

A. Ejemplos de enfermedades de deficiencia
inmune hereditaria

La deficiencia inmune combinada severa (SCID;
del inglés, severe combined immune deficiency)
es un grupo heterogéneo de trastornos genéticos
debidos a varios defectos en la diferenciacion de
célulasByT.

La agammaglobulinemia tipo Bruton ligada al X
(McKusick 300300) fue la primera deficiencia inmu-
ne hereditaria descrita, en 1952 por Ogden Bruton.
El primer paso en el desarrollo de la diferenciacion
de células B de pre-B hacia la célula B madura se blo-
quea por deficiencia en la tirosina cinasa de Bruton
por mutaciones en el gen BTK en el cromosoma X
(Xq22). Otras formas comprometen pasos posterio-
res de la diferenciacion (deficiencia inmune varia-
ble) o deficiencias de un isotipo (subclase) asislado
de Ig. Hay varias enfermedades de deficiencia inmu-
ne de células T. La mds importante es el sindrome de
DiGeorge (McKusick 188400), caracterizado por un
amplio espectro de manifestaciones muy variables.
El defecto subyacente involucra los derivados del
tercer y cuarto arcos braquiales durante el desarro-
llo embrionario. En la mayoria de los pacientes se
encuentra una delecion en la regién cromosomica
22q11, por lo general como un acontecimiento nue-
vo. Otras alterciones involucran la activacion de la
célula T y la funcién de uno o ambos subgrupos
principales de células T, CD4 o CD8.

B. Ejemplo de deficiencia inmune adquirida:
infeccion por HIV-1

La epidemia global del sindrome de la inmunode-
ficiencia adquirida (SIDA) debido a la infeccion
por virus de la inmunodeficiencia humana de tipo
1 (HIV-1) plantea un problema principal de la sa-
lud piblica, de dimensiones sin precedentes, en
los tiempos modernos. A pesar de que se conocio
por primera vez en 1981 en poblaciones restringi-
das, en el presente afecta a todas las poblaciones
de todas las edades y en todas partes del mundo
(Programa de las Naciones Unidas sobre HIV/SIDA
en http://www.UN-AIDS.org/hivaidsinfo/docu-

ments-html). El HIV-1 infecta de manera selectiva
a las células T de tipo CD4. El primer paso de |3
infeccion es la union especifica del dominio ex-
tracelular de la glucoproteina viral de transmem-
brana gp120 al receptor CD4 (gp41 es la proteina
de transmembrana). Dos receptores de quimioci-
nas, CCR5 y CXR4, funcionan como correceptores
principales (no mostrados en la figura). Luego de
la absorcion del genoma viral, se produce una fa-
se de replicacion del virus por transcripcion in-
versa en DNA de cadena doble. El DNA del
provirus se integra dentro del DNA celular por ac-
cién de la enzima integrasa codificada por el vi-
rus. Cuando la célula infectada se divide, el DNA
viral (provirus) también se replica. El provirus del
HIV-1 puede permanecer en la célula por un largo
periodo sin ser transcripto (infeccion latente),
Otra fase del ciclo de vida de HIV-1 incluye la
transcripcion del DNA viral (provirus) en RNA vi-
ral. Los transcriptos de RNA de longitud completa
se empalman (splicing) y se transportan al cito-
plasma. Aqui el RNA viral se traduce a proteinas
virales por enzimas celulares; las proteinas y el
RNA virales luego se procesan y ensamblan den-
tro de particulas virales nuevas (produccion de vi-
rus). Estos abandonan la célula como viriones
infectivos libres. Por lo general la célula muere
por lisis, pero no siempre. En este Gltimo caso
puede persistir la produccién crénica de virus en
bajos niveles en los individuos infectados.
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Origen de los tumores

Influencia de los factores de crecimiento
sobre la divisién celular

El desarrollo, la diferenciacién y el mantenimien-
to de las funciones vitales requieren regulacién
exacta del tiempo y la localizacién de las divisio-
nes celulares. Las células que se multiplican con
rapidez en el tejido embrionario deben controlar-
se, de igual modo que las que estan en fases esta-
cionarias en los tejidos adultos. Una respuesta
rapida para una lesion o para antigenos extrafos
exige una divisién celular controlada. Los organis-
mos multicelulares tienen a su disposicién un re-
pertorio extenso de mecanismos regulados por
via genética para controlar la division celular y la
proliferacion de los tejidos. En conjunto, se hace
referencia a ellos como factores de crecimiento.
Cada factor de crecimiento tiene un receptor de
superficie celular especifico. La union al receptor
inicia (o en algunos casos bloquea) la division ce-
lular. La mayoria de los factores de crecimiento
solo regula ciertos tipos de células y tejidos.

A. Control de la division celular por factores
de crecimiento

Basicamente, la division celular (mitosis) puede
controlarse por estimulacién o inhibicion. En au-
sencia de estimulacién o con inhibicién activa no
se produce mitosis. Los factores de crecimiento tie-
nen un efecto no sélo especifico sobre tipos de cé-
lulas, sino también sobre fases definidas del ciclo
celular. La fase del ciclo celular controlada con mas
frecuencia es la de transicion de G, a G,. Los grupos
de factores de crecimiento incluyen factores de
crecimiento para células epidérmicas (EGF), para
células nerviosas (NGF), para tejido conectivo o cé-
lulas mesenquimaticas (fibroblastos, FGF) y para
células formadoras de trombos en la capa interna
(endotelio) de los vasos sanguineos (PDGF). Su
efecto estimulante puede ser opuesto por un efec-
to antagonista (p. ej., TGFB, factor de crecimiento
transformador o TNF, factor de necrosis tumoral).
La funcidn de cada factor de crecimiento es media-
da por un receptor especifico.

B. Activacion de un receptor de factor
de crecimiento

Un receptor de factor de crecimiento se vuelve ac-
tivado por la unién extracelular especifica del fac-

tor de crecimiento. El receptor activado a su vez
activa una proteina sustrato.

C. Las cinasas receptores de PDGF tienen
un efecto sobre numerosos sustratos

Un receptor como el del PDGF (factor de creci-
miento derivado de plaquetas; del inglés, platlet-
derived growth factor) puede tener un efecto
sobre numerosos sustratos. Los sustratos de los
receptores del PDGF son la proteina Ras (véase D),
la proteina Src (el nombre deriva del tumor, un
sarcoma, en el que se hallé por primera vez), la
fosfolipasa C (un transmisor de sefial) y otros.

D. Las proteinas Ras como transmisores
de senales

Las proteinas Ras desempefian un papel central co-
mo transmisores de sefiales. Pertenecen al grupo
de proteinas G (proteinas de unién a residuos de
guanosina con funciones de transmision de sefial,
véase pag. 266). La union del factor de crecimiento
por ejemplo, PDGF, activa la proteina Ras mediante
la conversién del GDP asociado (difosfato de gua-
nosina) a GTP (trifosfasto de guanosina) y dispara
una sefial limitada a un tiempo corto que inicia la
division celular. La sefial se termina por inactiva-
cién de Ras a través de una proteina activadora de
GTPasa (GAP; del inglés, GTPase-activating pro-
tein), que convierte GTP a GDP. La mutacién de la
proteina Ras o de la GAP puede quitar el limite de
tiempo de las sefiales estimuladoras celulares y ge-
nerar un estado activo con divisién celular descon-
trolada. Esto puede generar un crecimiento
descontrolado del tumor (malignidad). Se determi

naron numerosas mutaciones en los genes perti-
nentes. (Diagramas adaptados de Watson y col,
1992.)
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Genes Supresores de tumores

Los tumores malignos surgen como resultado de
mutaciones en tres tipos basicos de genes, genes
reparadores del DNA (véase pag. 80, reparacion del
DNA), genes supresores de tumores y protooncoge-
nes (véase la lamina siguiente). Una sola mutacion
no causa cancer. En realidad, deben acumularse va-
rias mutaciones en diferentes genes en una o varias
células, que en casos eventuales pierden el control
de la proliferacion en favor de propiedades de cre-
cimiento agresivas. La mayoria de las mutaciones
son somaticas, es decir, limitadas a células neopla-
sicas. Un subgrupo relativamente pequefio de mu-
taciones esta presente en la linea germinal (formas
hereditarias de cancer) y predisponen al individuo
a ciertos tipos de cdncer.

Los genes supresores de tumores codifican protei-
nas con funcién en la regulacién del crecimiento
o las vias de diferenciacién. Su nombre deriva de
la observacion de que un alelo funcional suprimi-
ra el desarrollo tumoral aun en presencia de una
mutacién en el otro alelo (o su pérdida). Entonces,
se necesitan dos episodios mutacionales de un
gen supresor de tumor para liberar la funcion del
control de la proliferacion (véase retinoblastoma,
pag. 330). Los dos acontecimientos mutacionales
en un gen supresor de tumor en general se hacen
manifiestos en la pérdida de la heterocigosidad
(PH) en las células tumorales (véase B). Los genes
supresores de tumores pueden compararse con la
ruptura de un auto, los oncogenes celulares al
acelerador (véase la lamina siguiente).

A. Gen supresor de tumor

A diferencia de los oncogenes celulares, para los
que un cambio en un alelo alterar la funcién nor-
mal, ambos alelos de un gen supresor de tumor
deben perder su funcion antes de que se desarro-
lle un tumor. El primer episodio suele ser una
mutacién por intercambio de bases o una dele-
cion. El segundo acontecimiento, que afecta el otro
alelo (alelo 2), también puede ser una mutacion,
pero la pérdida de funcién mas frecuente parece
ser consecuencia de la pérdida del cromosoma
luego de una division celular fallida (falta de
disyuncién mitdtica) u otros mecanismos (p. €j.,
recombinacién mitotica con conversion génica).

B. Pérdida de la heterocigosidad en células
tumorales

Por lo general, en alrededor de la mitad de los in-
dividuos heterocigotos para marcadores de DNA
en el locus del gen supresor de tumor de interés,

la pérdida de un alelo (episodio 2) puede demos-
trarse mediante analisis por Southern blot. A dife-
rencia de las células somdticas normales (sangre),
las tumorales contienen sélo un alelo (pérdida de
la heterocigosidad, PH). El alelo que queda lleva |3
mutacién. Por ello, el alelo mutante puede identi-
ficarse mediante la demostracion de la PH, que es
itil en el diagnéstico como indicadora de la pre-
sencia de un gen supresor de tumor.

C. Mutacién somatica y germinal

La primera mutacién en un gen supresor de tumor
puede estar tanto presente en el cigoto (mutacidn
germinal, es decir, mutacion de las células germi-
nales por la transmision de un padre afectado o
por una nueva mutacion) como producirse en una
sola célula del tejido correspondiente (mutacion
somatica). La pérdida de funcién de un alelo (co-
rrespondiente al episodio 1 en A) predispone a la
célula al desarrollo tumoral.

Con una mutacién germinal, todas las células es
tan predispuestas. El tumor surge después de la
pérdida de funcién del segundo alelo. Cuando una
mutacién somdtica se presenta en una sola célula,
la pérdida de funcion de ambos alelos rara vez
afecta a la misma célula. Pero con una mutacion
en las células germinales, la pérdida de funcion del
segundo alelo es frecuente, ya que todas las célu
las portan la primera mutacion, es decir, estdn pre-
dispuestas. Con la mutacién somadtica, el tumor
aparece de manera esporadica (no es hereditario)
y surge en un foco de una sola célula. En la forma
hereditaria producida por una mutacién en las cé-
lulas germinales, pueden surgir varios tumores a
partir de diferentes células (tumor multifocal). La
predisposicion para el tumor en la forma heredita-
ria muestra una herencia autosémica dominante.

D. Ejemplos de genes supresores de tumores

Numerosos tipos de tumores surgen por la pérdi-
da de funcién en ambos alelos de un gen supresor
de tumor. La pérdida de la heterocigosidad (PH)
puede demostrarse en las células tumorales en al-
rededor de la mitad de estos pacientes.
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Localizacidn cromosdmica Tipo de tumor
1p Melanoma; neoplasia endocrina miltiple tipo 2; neuroblastoma;
otros
1q Cancer de mama
3p Carcinoma de células renales; enfermedad de von Hippel Lindau
5q Colon polipésico familiar, carcinoma de colon
9 Melanoma familiar
9q Carcinoma de vejiga
10q Astrocitoma, MEN tipo 2
11p Tumor de Wilms y otros
13q Retinoblastoma; osteosarcoma
17p Cancer de mama, carcinoma de colon, y otros
17q Neurofibromatosis tipo 1
18q Carcinoma de colon
22q Neurofibromatosis tipo 2; meningioma

tumorales)

D. Ejemplos de genes supresores de tumores (pérdida de la heterocigosidad en células
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Oncogenes celulares

Los oncogenes (genes inductores de tumores) se
identificaron originalmente en virus tumorales de
RNA (retrovirus) como genes (v-onc) que podrian
transformar las células y generar un estado altera-
do del control de la proliferacion celular, para pro-
ducir un tumor, sobre todo en pollos, ratones y
ratas. Se conocen mas de 20 oncogenes virales di-
ferentes que poseen una contraparte en células
normales (c-onc), llamados protooncogenes u on-
cogenes celulares. Estos genes celulares se conser-
varon en gran medida durante la evolucién por
poseer funciones muy importantes en todas las
células eucariontes. Codifican para proteinas ne-
cesarias en sitios definidos a lo largo de la célula
en la que regulan la progresién ordenada hacia el
ciclo celular, la divisién celular y la diferenciacién.

A. Oncogenes celulares y virales

Un retrovirus tipico contiene un genoma de RNA
que codifica para tres genes o grupos de genes:
gag (group-specific antigen, antigeno especifico
de grupo), pol (polimerasa) y env (proteina de la
cubierta de la envoltura). Como en todos los genes
de los organismos superiores, un oncogén celular
(c-onc) esta constituido por exones e intrones con
estructuras y secuencias definidas, como en el gen
src (el nombre deriva de sarcoma, un tumor indu-
cido por un cambio en este gen). El virus puede
contener partes del oncogén celular (c-scr). Este se
designa como un oncogén viral (v-scr) (virus del
sarcoma de Rous). En el pollo, induce un tumor
maligno (un sarcoma), observado por primera vez
por Peyton Rous en 1911. Debido a que se conocen
muchos oncogenes celulares también en su forma
alterada viral, se asume que los virus integraron
partes de los respectivos oncogenes celulares a sus
propios genomas.

Los tumores inducidos por virus se conocen en
especial en pollos, roedores y gatos. En el hombre
no cumplen un papel muy importante en la in-
duccién de tumores. Son excepciones importan-
tes el carcinoma cervical inducido por el virus
papiloma y el hepatocarcinoma secundario a la
infeccidn por el virus de la hepatitis.

B. Mecanismos de activacion de oncogenes

Un oncogén celular controla la divisién celular.
Controla de manera ordenada el tiempo y la loca-

lizacién de la proliferacién de las células y tejidos
(crecimiento normal). Los cambios genéticos pue-
den conducir a trastornos de la regulacion de |3
division celular, aumento de la proliferacion cely-
lar y la formacién de un tumor. Esto puede adju-
dicarse a pocos mecanismos. Una mutacidp
puntual en una region critica de un gen puede lle-
var a alteraciones en la regulacion de la divisian
celular. Son ejemplos las mutaciones en el codan
12 0 63, 0 en el gen H-ras.

Un oncogén celular inactivo puede activarse
cuando se mueve mediante translocacién cromo-
somica a la vecindad de un gen activo. En el linfo-
ma de Burkitt, un gen inactivo se traslada a una
regién de un gen activo de la cadena H o L de una
inmunoglobulina. En otros casos, el punto de rup-
tura de la translocacion cromosémica puede estar
dentro de un oncogén celular y en consecuencia
puede afectar su expresién. Un ejemplo es el cro-
mosoma de la translocacion de Filadelfia (véase
pag. 332). La multiplicacién (amplificacion) de un
gen es otro mecanismo que puede conducir a |a
expresion alterada (por lo general aumentada).

C. Ejemplos de oncogenes celulares
y sus proteinas

En el cuadro se muestran ejemplos de los alrede-
dor de 60 oncogenes celulares conocidos, sus fun-
ciones basicas, unos pocos tumores inducidos por
mutaciones de oncogenes celulares (c-onc) en ¢l
hombre, y tumores inducidos en vertebrados por
el oncogén viral homélogo (v-onc). (Datos de Lo-
disch y col., 2000; Cannon-Albright y col., 1992.)
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v-onc
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Eritroblastosis del pollo

' Sarcoma murino de Harvey
| Sarcoma murino de Kirsten

| Osteosarcoma en el pollo

Sarcoma de pollo de Rous

Mieloblastosis en el pollo
Mielocitosis en el pollo
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La proteina p53, un guardian
del genoma

La proteina p53 (llamada asi por su peso mole-
cular de 53 kD), una fosfoproteina, es indispen-
sable para la integridad gendmica y el control
del ciclo celular. Se une a secuencias especificas
del DNA y regula la expresién de diferentes ge-
nes reguladores involucrados en el crecimiento.
Interactia con otras proteinas en respuesta al
dafio del DNA y media la apoptosis (muerte ce-
lular) de la célula cuando el daiio no puede re-
pararse. Su funcién bdsica es controlar la
entrada de la célula en la fase S (véase control
del ciclo celular, pag. 112). Se producen muta-
ciones somdticas en el gen p53 en alrededor de
la mitad de los tumores. Las mutaciones en la li-
nea germinal conducen a una forma familiar de
numerosos canceres diferentes (sindrome de Li-
Fraumeni, véase B).,

A. Laproteina p53 humana

La forma activa de la proteina p53 humana es un
tetramero de cuatro subunidades idénticas. Ca-
da subunidad posee 393 aminodcidos y cinco
regiones muy conservadas, I-V. La region | es
parte del dominio de activacién de la transcrip-
cion; las regiones II-V pertenecen a los domi-
nios de union a secuencias especificas del DNA.
El extremo carboxilo mds alld de los 300 ami-
nodcidos presenta un dominio de interaccion
inespecifica con el DNA y el dominio de tetra-
merizacion. Las proteinas codificadas por los vi-
rus tumorales de DNA se unen a p53 e inhiben
su actividad. Las mutaciones en el gen p53 en el
cromosoma 17 p13 (que abarca 20 kb de DNA y
da lugar a 2,8 kb de un transcripto de mRNA de
11 exones) tienen el mayor efecto cuando se
producen en las regiones conservadas II-V en
los codones 129-146 (exdn 4), 171-179 (exdn 5),
234-260 (exdn 7) y 270-287 (exon 8). Los ami-
noacidos de arginina (R) conservados en las po-
siciones 175, 248, 249, 273 y 282 y la glicina (G)
en la posicién 245 son en particular vulnerables.
Las mutaciones se producen en mayor medida
como sin sentido, como resultado de las sustitu-
ciones de pares de bases, pero algunas son in-
serciones y deleciones, y ejercen un efecto
dominante negativo. Los ratones noqueados pa-
ra el gen p53 (knockout) se desarrollan con nor-
malidad, pero generan tumores con alta
frecuencia. El benzopireno activado induce mu-
taciones en los codones 175, 248 y 275 en culti-
vos de las células epiteliales bronquiales.

B. Mutaciones de p53 en la linea germinal

En 1969 Li y Fraumeni identificaron familias en las
que los miembros estaban afectados por diversos
tipos de tumores, en mayor medida sarcomas de
tejidos blandos, cancer de mama de aparicion tem-
prana, cancer cerebral, cancer 6seo (osteosarcoma)
y de médula 6sea (leucemias), v carcinomas pul-
monar, pancredtico y de corteza suprarrenal. Lynch
comunic6 observaciones similares, como “sindro-
me del cancer familiar”, Este sindrome neopldsico
dominante autosomico se denomina sindrome de
Li-Fraumeni (McKusick 114480). En el pedigri que
se observa en el panel 1, hay cuatro individuos (1]-
2, 11-3, ll-1, I-2) afectados por diferentes tipos de
tumores. En estos pacientes hay una mutacion en
el codén 28 del gen p53 (CGG arginina, pasa a TGG,
triptéfano). La mutacion también esta presente en
los individuos I-1 y [lI-5. Esto sittia a estos indivi-
duos en un riesgo aumentado para presentar uno
de los tipos de cancer mencionados antes y que se
muestran en el panel 2. Por el contrario, la ausern-
cia de la mutacién en los individuos I1I-3 y I1I-4 in-
dica que no poseen un riesgo aumentado de
presentar cancer (Datos de D, Malkin). Un subgru-
po de pacientes con el sindrome de Li-Fraumeni no
muestra mutaciones en p53.

C. Modelo del funcionamiento del gen p53

En condiciones normales el gen p53 esta inactivo
(1). Desempeiia un papel importante en la regula-
cién del crecimiento en las células dafiadas (2). El
dafio del DNA en células conduce a la expresion
aumentada de p53y la interrupcién del ciclo ce-
lular en G,. Si la reparacién del DNA es exitosa, la
célula puede continuar su ciclo. Si no lo es la cé-
lula muere (muerte celular, apoptosis). Las células
dafiadas con la proteina p53 mutante no se detie-
nen en G,. (Por Lane, D.P. Nature 358:15-15,
1992.)
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Neurofibromatosis tipos 1y 2

Las neurofibromatosis son enfermedades heredi-
tarias autosémicas dominantes, diferentes desde
los puntos de vista clinico y genético, que predis-
ponen a tumores benignos y malignos del sistema
nervioso. Se conocen numerosas formas diferen-
tes. Las mas importantes son la neurofibromatosis
tipo 1 (NF1, enfermedad de von Recklinghausen,
MIM 162200) y la neurofibromatosis tipo 2 (NF2,
MIM 101000).

A. Los signos principales de la NF1

La NF1 es muy variable. Los nédulos de Lisch del
iris (1) en mds del 90% de los pacientes, las man-
chas café con leche (2) (mas de cinco manchas
con mds de 2 cm de didmetro se considera un cri-
terio diagnostico) en mas del 95%, y los neurofi-
bromas miltiples (3) en mds del 90% de los
pacientes, son los signos mds importantes.

B. Elgen de la neurofibromatosis NF1
en el cromosoma humano 17 en q11.2

La localizacién del gen NFI reveld al gen en un
fragmento de restriccion Nrul de 600 kb. Para su
identificacién sirvieron como puntos de anclaje
importantes una isla CpG (CpG-1) y dos puntos
de ruptura de la traslocacion en t(17;22) y
t(1;17). El gen NF1 posee 79 exones, que abar-
can alrededor de 335 kb de DNA gendmico. Tres
genes no relacionados, OMGP, EVI2By EVI2A, se
encuentran inmersos dentro del gen NF1 en el
intrén 35 en la cadena opuesta de DNA. El ana-
lisis mutacional del gen NF1 muestra delecio-
nes, inserciones, sustituciones de bases y
mutaciones en los empalmes que dan lugar a
productos génicos truncados y presumiblemen-
te no funcionales. En el presente se encuentran
las mutaciones en alrededor del 60-70% de los
pacientes. (Figuras adaptadas de Claudio y Rou-
leau, 1998.)

C. Producto del gen NF1 (neurofibromina)

El gen NF1 codifica para un producto génico con
2.810 aminoacidos, llamado neurofibromina.
Entre los aminodcidos 840 y 1.200, esta gran
proteina contiene un dominio que corresponde
a una proteina activadora de la GTPasa. Hay un
producto homélogo en las levaduras (S. cerevi-
siae), IRA1 (inhibidor de los mutantes de ras).
Las mutaciones en el locus NFI interrumpen
una via de sefiales hacia los genes ras. (Por Xu y
col., 1990.)

D. Gen de la neurofibromatosis NF2 sobre
el cromosoma 22 en q12.1

En 1993 Rouleau y col., y Trofatter y col., identifi-
caron el gen NFZ dentro de un contig cosmidico
contenido en clones de YAC (yeast artificial chro-
mosomes, cromosomas artificiales de levaduras).
Dos deleciones observadas en pacientes no rela-
cionados ayudaron a encontrar al gen de unos
100 kb con 17 exones. Pueden detectarse muta-
ciones en mds del 50% de los pacientes (son fre-
cuentes las deleciones grandes que incluyen al gen
completo o varios exones y deleciones pequefias).
El producto génico, llamado schwannomina, se re-
laciona con una familia de proteinas del citoesque-
leto de la membrana (proteina del eritrocito 4.1,
véase pdg. 374, y la familia ERM ezrina, radixina y
moesina) y una familia de proteinas tirosina fosfa-
tasas. La funcién bdsica de estas proteinas es e|
mantenimiento de la integridad celular. (Figura
adaptada de Claudio y Rouleau, 1998.)
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Gen APC en la poliposis colonica familiar

El cincer de colon y recto es la segunda causa de
muerte por cancer. Alrededor del 5% de la pobla-
cion puede desarrollar cancer colorrectal. La ma-
yoria de los tumores colorrectales surge a partir
de una serie de mutaciones somaticas en varios
genes.

A. Poliposis colénica y carcinoma de colon

La poliposis familiar (PFA) es una enfermedad he-
reditaria autosémica dominante. En la nifiez tar-
dia y la adultez temprana, se desarrollan hasta
1.000 y mas polipos en la membrana de la muco-
sa del intestino grueso (colon) (1). Cada pélipo
puede transformarse en un carcinoma (2). En al-
rededor del 85% de las personas afectadas se pre-
sentan en la retina pequeiias dreas hipertroficas
que no afectan la visién (3).

El cancer colorrectal hereditario no polipdsico
(CCHNP) afecta a alrededor de uno en 200-1.000
individuos (3% de todos los canceres colorrecta-
les). Es el resultado de la mutacién en la linea ger-
minal de uno de los genes reparadores del DNA
mal apareado hMSH1, hMLH2, hPMS1y hPMS2 o
genes relacionados. La inestabilidad de los micro-
satélites es una caracteristica importante del
CCHNP. (Fotos 1 y 2 de U. Pfeifer, Institut fiir
Pathhologie der Universitdt Bonn; foto 3 de W.
Friedl y col., 1991.)

B. Mutaciones en diferentes loci génicos
en la poliposis colonica y el carcinoma
de colon

Al menos seis loci génicos estin involucrados en
el desarrollo del carcinoma de colon asociado con
la poliposis colonica. Las mutaciones somaticas
pueden producirse en dos oncogenes recesivos
(genes Ras KRAST y KRAS2 y en cuatro genes su-
presores de tumores dominantes. La mayoria de
las formas del carcinoma de colon no estin aso-
ciadas con la poliposis colonica.

C. Elgen APCy las distribuciones
de las mutaciones

El gen APC (adenoma polyposis coli, pélipo ade-
nomatoso de colon) estd constituido por 8,538 pb
en 15 exones que codifican para una proteina de
2.843 aminodcidos (8.535 pb y 2.844 aminodcidos
como se muestra en C). El exén 15 es muy grande,
6.579 pares de bases. Mas del 95% de las mutacio-
nes generan una proteina truncada no funcional
debido a mutciones sin sentido (40%), deleciones

(41%), inserciones (12%) y mutaciones en sitios de
empalme (splicing) (7%). El gen APC también est3
involucrado en el cancer colorrectal esporadico,

D. Diagnoéstico indirecto de DNA en la PFA

Pueden utilizarse marcadores de ligamento de
DNA (RFLPs) cerca del locus APC (1) para el diag-
nostico indirecto del DNA. Los alelos de tres pares
de marcadores flaqueantes (Kk y Ee en el ladg
del centrémero y A, a en el lado distal) forman los
haplotipos, por ejemplo, e-K-a y E-k-a en el indi-
viduo I-1 en el pedigri (2). El haplotipo que lleva
la mutacién debe de ser e-K-a. Ya que el individuo
111-2 heredé este haplotipo, estd en riesgo de pre-
sentar la enfermedad, mientras que el individuo
I1I-1 no lo esta.

E. Algunas mutaciones en la produccién
del carcinoma de colon

La formacién de tumores pasa por varios esta-
dios. Comienza con una mutacién somadtica o
germinal en el gen APC. Después de la pérdida
del otro alelo (POA), se desarrolla un adenoma
con células menos diferenciadas y se forma un
polipo. Las mutaciones en otros genes conducen
a la transformacién maligna y eventualmente al
desarrollo tumoral. (Diagrama de Fearon y Vo-
gelstein, 1990.)
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8 2

A. Poliposis colénica y carcinoma de colon

Ne MecKusick Enfermedad/gen involucrado Locus génico
190110 Adenoma colorrectal{carcinoma (KRAST) 6p12-1
190070 Adenoma colorrectal{carcinoma (KRAS2) 12p12
114500 Carcinoma de colon aislado (mutacion somética en el gen APC)
175100 Poliposis colénica adenomatosa familiar (mutacién germinal en el gen APC) } 5921
175100 APC con otros tumores: sindrome de Gardner (alélico)
159350 Secuencias de DNA mutadas en el carcinoma de colon (MCC) 5q21-22
191170 Gen p53 (idéntico al McKusick *120460) 17p12-13
120470 Delecién en el carcinoma colorrectal (DCC) 18q21.3

B. Mutaciones en diferentes loci génicos en la poliposis colénica y el carcinoma de colon
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Susceptibilidad genética al céncer
de mama

En 1994 y 1995 se identificaron dos genes que con-
fieren susceptibilidad al cincer de mama y ovario
cuando estan mutados, los genes de cancer de ma-
ma BRCA1 y BRCA2. Ambos codifican proteinas
multifuncionales con funciones celulares impor-
tantes en la estabilidad gendémica, recombinacién
homéloga, reparacion del DNA de cadena doble y
reparacion acoplada a la transcripcion (véase pag.
80). Las proteinas BRCA1 y BRCA2 interactdan y
cumplen un papel en el control del ciclo celular
(véase pag. 112) y en el desarrollo. Se considera que
la causa principal del cancer en alrededor del 5-10%
de los pacientes corresponde a un alelo mutante de
uno de estos genes que confiere susceptibilidad au-
tos6mica dominante. En algunos casos estan invo-
lucradas mutaciones de otros genes. Es dificil de
evaluar el papel causante directo de las mutaciones
BRCAT y BRCAZ en pacientes individuales. Se pro-
ducen tanto diferentes mutaciones como variantes
polimorfas en todos los genes.

A. Lasusceptibilidad del gen BRCA1
al cancer de mama

El gen BRCAT sobre el cromosoma 17 en q21.1 estd
constituido por 24 exones que abarcan 80 kb de
DNA genémico que codifica para un transcripto de
mRNA de 7.8 kb. La proteina tiene-1.863 aminodci-
dos. El exdn 11 es bastante grande (3,4 kb). Cerca
del 55% de todas las mutaciones se produce en el
exon 11. Aunque algunas mutaciones son relativa-
mente frecuentes en otros exones, tienden a estar
distribuidas de manera uniforme a lo largo de todo
el gen (s6lo se muestran algunas mutaciones). La
delecion de una alanina (A) y una guanina (G) en el
nucledtido de la posicion 185 (185delAG) y la inser-
cién de una citosina en la posicion 5.382 (5382insC)
corresponden a cerca del 10% de las mutaciones ca-
da una. Estas mutaciones son en particular frecuen-
tes en la poblacion judia asquenazi.

La proteina tiene cinco dominios funcionales prin-
cipales. La region RING finger cerca del extremo N-
terminal en los aminodcidos 1-112 define a un
dominio de unién al cinc de los residuos de cistei-
na e histidina conservados que median en las inte-
racciones proteina-proteina y DNA-proteina. Esta
regidn es también el sitio de heterodimerizacion
de BRCA1 y BARD1 (del inglés BRCAI-associated
RING domain 1). Otros dominios funcionales defi-
nen la parte central de la proteina BRCAL. Estos
son dos sefiales de localizacion nuclear (NLS; del
inglés nuclear localization signals) y dos dominios
de unién a proteinas, uno para las proteinas p53,

retinoblastoma (RB) y RADS0, y otro para RAD5,
RADS50 y RAD51 son proteinas involucradas en |,
recombinacién durante la mitosis y la meiosis,
en la reparacién por recombinacion de los cortes
de DNA de cadena doble. El C-terminal contiene
una region involucrada en la activacion transcrip.
cional y la reparacion del DNA.

B. Lasusceptibilidad del gen BRCA2
al cancer de mama

El gen BRCAZ en 13q12 incluye 27 exones que
abarcan 80 kb de DNA gendmico que codifica 3
un transcripto de mRNA de 10,4 kb. Su proteing
tiene 3.418 aminodcidos. El exén 11 es grande
(11,5 kb), como en BRCA1. Las mutaciones se pro-
ducen a lo largo de todo el gen (solamente se
muestran algunas mutaciones). La delecidn de -
mina en el nucledtido de la posicién 6.174
(6174delT) es relativamente frecuente (1%) en |a
poblacién judia asquenazi.

La proteina BRCA2 tiene un dominio de activacion
transcripcional préximo al N-terminal y una sefial
de localizacién nuclear (NLS) proxima al C-termi-
nal. Un gran dominio central estd constituido por
ocho copias de una repeticion de 30-80 aminodaci-
dos, que estan conservados en todas las proteinas
BRCA2 de mamiferos (repeticiones BRC). Cuatro
de éstas interacttian con la proteina RAD51.

Los genes BRCAT y BRCA2 estan expresados en
forma ubicua con los niveles mas altos de expre

sién en el timo y los testiculos. Los patrones de
expresion espacial y temporal de Brcal y BrcaZen
el feto de ratén y en los tejidos adultos son en
esencia idénticos; la mayor expresion de ambos
se halla en tejidos que se dividen con rapidez du-
rante la diferenciacion, en especial en el epitelio
mamario. En la glandula mamaria ambos genes
estan expresados durante la pubertad y el emba-
razo, y su expresion es reducida durante la lactan-
cia. (Figuras redibujadas por Welcsh y col., 2000.)
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Retinoblastoma

El retinoblastoma (McKusick 180200) es el tumor
de ojo mas frecuente en la infancia y la nifiez tem-
prana. Se presenta en 1 de cada 15.000-18.000
nacidos vivos. Este tumor es consecuencia de la
pérdida de funcién de ambos alelos del gen reti-
noblastoma RB1. La iniciacion del tumor es prece-
dida por dos acontecimientos, como lo predijo A.
Knudson en 1971 en su hipdtesis de “los dos gol-
pes” (genes supresores de tumores, pdg. 318). La
primera mutacién predisponente en un alelo pue-
de producirse tanto en el retinoblasto, una célula
de la retina indiferenciada del embrion en desa-
rrollo, como en la linea germinal. El otro alelo se
inactiva por una segunda mutacion.

A. Fenotipo

El retinoblastoma se produce en un ojo o ambos. Un
signo temprano importante es el conocido “ojo de
gato”, un brillo blanco fuera del ojo afectado (1) o la
aparicién de estrabismo. Se originan uno o varios
tumores de la retina (2). El tumor progresa con ra-
pidez (3). Las proporciones relativas de los tipos ge-
néticos del retinoblastoma son alrededor del 60%
de mutaciones somaticas (forma no hereditaria) y
el 40% de mutaciones en la linea germinal, transmi-
tidas como un rasgo autosdmico dominante (forma
hereditaria, en cerca del 10-15%, por la transmision
de un padre; el resto por una mutacién nueva). Las
mutaciones nuevas en general afectan un alelo pa-
terno (alrededor de 10:1). En alrededor del 10% de
los portadores de la mutacién de la linea germinal
no se desarrolla tumor alguno (sin penetrancia).

B. Ellocus del retinoblastoma
en el cromosoma 13

El locus RBI en 13q14.2 fue definido en primer
término con deleciones intersticiales visibles en
forma citogenética.

C. Elgen delretinoblastoma RB-1

y la proteina pRB
El gen RBI estd organizado en 27 exones que
abarcan 183 kb de DNA gendmico (1). El gen RB1
se expresa de manera ubicua y se transcribe en
4,7 kb de mRNA (2). El producto génico (proteina
pRB) tiene 928 aminodcidos (3). Es una fosfopro-
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teina de 100 kD con funciones importantes en la
regulacion del ciclo celular. Se activa por fosfori-
lacién (P) durante la progresion del ciclo celular
de G, a G, (pdg. 112) en alrededor de 12 residuos
de serina y treonina diferentes. Pueden distin-
guirse tres dominios funcionales, A, By C, y una
sefial de localizacion nuclear (SLN).
D. Criterio diagnostico
El diagnéstico molecular del retinoblastoma con-
tribuye en gran medida a su reconocimiento tem- - R\
prano y a la evaluacién correcta de los riesgos de 1. Eltan mentado ojo de gato 2. Tumor en la retina
los individuos dentro de una familia. En cerca de| A. Fenotipo
3-5% de los pacientes mediante el analisis cromo-
sdmico, se ve una delecién intersticial de 13q14 o
R s =2 3
una delecién mayor (1). En el retinoblastoma fa- g 13 L) H iiﬁ Tii H :; l?i Hi el
miliar puede realizarse el diagnostico indirecto ’ T T ——
y s : - n
del DNA mediante andlisis segregacional utilizan- 12 } e Tokb
do marcadores para el locus RB7 (2). En el ejem- 13 | 1. Estructura exonfintrén
plo ilustrado, la nifia afectada (II-1) heredd e] 14 Ly
haplotipo a del padre no afectado y el haplotipo ¢ i - (13q14.2) L2 .7 907 Ll o T
de la madre no afectada. En las células tumorales, 2 4 00 pb
obtenidas luego de la remocion del ojo, sélo esta 9 22 . . Reglomss caificantiss (27 isfimies) i
presente el haplotipo a (pérdida de la heterocigo- 3 S :
sidad [PH], véase pag. 318). Esto revela que el ha % i ] | A B C.2a SIN
plotipo a representa al alelo RBI que porta la A o - - e ‘E
mutacién. En la familia mostrada (3), estan afec- 4 U ! ] ® @@ ® ﬁéc;ﬁ
tados I-2 y 11-2 (3). El andlisis de secuencia revela B. El locus del retinoblasto-| 3: Proteina pRE
una transversion de C a T en el codén 575 en los maenel cromosoma 13| C. El gen del retinoblastoma RB1y la proteina pRB
dos individuos afectados (una glutamina CAA a un = =
codon de terminacion TAA). El espectro mutacio- [ é - o 1 LJ1—,—(_)2 Afectado
nal en el retinoblastoma hereditario involucra de- 3 " : l\
leciones (~26%), inserciones (~9%) y mutaciones I - 5
puntuales (~65%), incluidas mutaciones del sitio £ 1 2 Mestada
de empalme (splicing). il G AT C G
(Las ilustraciones son cortesia de W. Hopping [A] i i =
y D. Lohmann Cy D.) Normal Delecion Normal Delecidn ﬁ S
1. Delecion intersticial - st ﬁ
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Fusién de genes como causa de tumores:
Lmc

La leucemia mieloide cronica (LMC) es un tumor
maligno que se origina a partir de una sola célu-
la de la médula 6sea en la adultez. El ndimero de
mielocitos (glébulos blancos de la médula dsea)
estd muy aumentado. La enfermedad sigue un
curso crénico, Se desarrollan crisis agudas inter-
mitentes y en forma terminal. En alrededor del
90% de los pacientes, las células afectadas de la
médula 6sea contienen un cromosoma 22 con un
brazo largo acortado (22q-, cromosoma Filadel-
fia).

A. El cromosoma Filadelfia (Ph')
en diferentes formas de leucemia

En la mayoria de los pacientes con la forma croni-
ca de la enfermedad (LMC) esta presente el cro-
mosoma Filadelfia en las células de la médula
dsea. Si no lo estd, la enfermedad progresa con
mads rapidez que lo habitual y tiene un peor pro-
ndstico. Ademas, el cromosoma Filadelfia puede
encontrarse en algunas leucemias agudas (leuce-
mia linfocitica aguda, LLA; leucemia mielocitica
aguda, LMA) en adultos y nifios. En este caso, Ph!
indica un peor prondstico, mientras que su ausen-
cia es favorable,

B. Latranslocacion Ph [t(9;22)(q34;q11)]

El cromosoma Filadelfia surge por una transloca-
cién reciproca entre un cromosoma 22 y un cro-
mosoma 9. Los puntos de ruptura se encuentran
en 9q34 y 22q11. Una mitad buena del brazo lar-
go de un cromosoma 22 se trasloca al brazo largo
de un cromosoma 9. Un segmento muy pequeiio
del brazo largo distal del cromosoma 9 (9q34), no
visible bajo el microscopio dptico, se transloca al
cromosoma 22. El cromosoma Filadelfia (22q-)
estd constituido por el brazo corto y el tercio pro-
ximal del brazo largo de un cromosoma 22 y el
segmento distal pequefio del brazo largo de un
cromosoma 9. (Para la demostracion de la trans-
locacién Filadelfia por hibridacion in situ, véase
pag. 192).

C. Latranslocacion Phlleva a la fusién
de dos genes

Los puntos de ruptura de la translocacién Ph! se
localizan en el gen BCR del cromosoma 22 y en el
gen ABL del cromosoma 9. La translocacion con-

duce a la fusion de estos genes. Las localizaciones
exactas de los puntos de ruptura difieren entre un
paciente y otro, pero en el gen BCR estan limita-
dos a una regién pequena de sélo 6 kb (por eso la
designacién BCR del inglés breakpoint cluster re-
gion o regién del grupo de puntos de ruptura). En
la LMC, los puntos de ruptura yacen en los exones
10-12 del gen BCR; en las leucemias agudas posi-
tivas para Ph! (p. ej., la LLA) yacen mds lejos, en
direccién 5', en el exén 1 o 2. La region de los
puntos de ruptura en el gen ABL se extiende sobre
180 kb entre los exones 1a y 1b, que se encuen-
tran separados por un intrén.

D. Lafusion génica conduce a cambios
en la transcripcion y los productos génicos

El gen ABL codifica para transcriptos de mRNA de
7 kb (exén 1b, 2-11) y 6 kb (exon 1a, 2-11) me-
diante empalme (splicing) diferencial; éstos a su
vez codifican para una proteina de alrededor de
145.000 Da (p14541). De la fusidn de los dos genes
en la LMC, resulta un transcripto de mRNA de
8,5 kb, que codifica para una proteina de fusion
de 210.000 Da (p210®reabl), En la forma aguda de
la leucemia (LLA) se produce un transcripto que
codifica para una proteina de fusién de 190.000 Da
(p1902reabl), Al contrario de lo que ocurre con la
proteina normal, posee una alta actividad tirosi-
nasa. Esto genera en la division celular descontro-
lada en las células afectadas y el crecimiento
tumoral.
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Leucemia mieloide cronica (LMC) Otras leucemias agudas Phl-positivas
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A. La translocacién Filadelfia (Ph?) en diferentes formas de leucemia

22 Ppunto de ruptura 2 3 9 9g+ 22g-
22q1 2
cen 1 (=]
1 . ce1n
12, —b
13§

Ph!

Traslocacion 22ga 9q

B. La translocacién Ph' [t(9;22)(q34:q11)]

Translocacion 9q a 22q

Cromosoma 22: gen BCR (130 kb)

Exones 1-20
1 23 456 789 104 15 20 la:2.3 4 56 8990 11

5 B 5 - HHH— M ¥
| * Regiénde 5,8 kb de {

Region de los puntos los puntos de ruptura Region de los puntos
: de ruptura en la LLA enlaLMC __— deruptura de 180 kb

Centromero i 5
| Fusién |
1 2 3 456 78910MN/1b la 23 4567 8910 N
5 — - HH— O ——— G0 3

Cromosoma Filadelfia: genes berfablfusionados

Cromosoma 9: gen ABL (280 kb)
Exones 1b-11
1

C. Latranslocacion Ph! causa la fusion de dos genes

A5y mMRNA Proteina
abl [ 1 7kb
normal [ | 6kb fhe
bcrlfabj 1 10/11 2-1
Iﬁ;m& en_l . | 8,5 kb ——»  ppqgberabl

a

Ahcr;am 1 2 2-1
.;{:slﬂ'lengt ]7kb  ————  piggbarfabl
£ I abl

D. La fusién génica causa transcriptos y productos génicos alterados



http://booksmedicos.org

334 Genéticay medicina

Sindromes de inestabilidad genamica

La inestabilidad gendmica, visible al microscopio
Gptico como rupturas y reordenamientos en dife-
rentes cromosomas en una proporcion variable de
células en metafase, es un sello de un grupo de en-
fermedades hereditarias caracteristicas. El defecto
genético subyacente predispone a los pacientes a
diferentes tipos de cdncer. Aqui se presentan tres
ejemplos importantes.

A. Sindrome de Bloom (SB)

En el sindrome de Bloom (McKusick 210900) (1)
hay un déficit pronunciado del crecimiento prena-
tal y posnatal (peso al nacer de 2.000 g, longitud al
nacer de ~40 cm, altura del adulto alrededor de
150 cm). El fenotipo (2) incluye a una cara angos-
ta. En general, pero no siempre, en las mejillas,
parpados, boca, orejas y el dorso de las manos se
desarrolla un eritema inducido por la luz del sol (a
y b). La fotografia de la derecha (c) muestra a un
nifio con sindrome de Bloom y leucemia aguda.
Las células metafdsicas muestran un aumento de
alrededor de 10 veces en la tasa de intercambio
de cromatidas hermanas (ICH), ~60 en lugar de los
cerca de 6 por metafase en las células normales
(3). (El intercambio de cromatidas hermanas se
explica en el glosario, pig. 432). Las metafases de
los pacientes contienen rupturas aumentadas en
una o ambas cromatidas e intercambios entre cro-
mosomas homélogos en alrededor del 1-2% de las
células. En los pacientes con sindrome de Bloom,
se producen diferentes tipos de enfermedades
malignas en una distribucién comparable alade la
poblacion en general, pero a una edad mucho mas
temprana (edad media 24,7, rango 2-48 afos). Al-
gunos pacientes multiplicaron los tumores prima-
rios, lo que subraya la susceptibilidad llamativa al
cancer. La quimioterapia se tolera muy poco.

La homocigosidad para las mutaciones en el gen
del sindrome de Bloom (BLM) provoca una tasa
aumentada de mutaciones somaticas, una mani-
festacién de inestabilidad gendomica. El gen BLM
en el cromosoma 15 en g26.1 codifica para un
miembro de la familia RecQ de las DNA helicasas.
La proteina de 1.417 aminodcidos muestra homo-
logia con el producto génico de levaduras SgsI
(del inglés slow growth suppressor o supresor del
crecimiento lento) y al producto génico humano
WRN (sindrome de Werner, McKusick 277700).
Las mutaciones sin sentido alocigdticas (dos mu-
taciones diferentes en dos alelos de un mismo
gen) son frecuentes en el gen BLM. En los indivi-
duos judios asquenazis se produce una delecién
de 6 pb/insercién de 7 pb homocigdtica caracte-

ristica en el nucleédtido 2.281 como resultado de
un efecto fundador.

B. Anemia de Fanconi (AF)

La anemia de Fanconi (pancitopenia hereditaria
(McKusick 227650) es un sindrome de malforma-
ciones (1) con una expresion clinica variable. Sop
signos fisicos caracteristicos el déficit de creci-
miento (2), los pulgares hipoplasicos o ausentes
(3) y los radios cortos o ausentes.

Las células de la AF son hipersensibles a agentes
que ligan al DNA en forma cruzada (DNA-cross-
linking), como el diepoxibutano (DEB). Pueden
distinguirse algunos grupos de complementacion,
Se identificaron tres genes de la AF, en el cromo-
soma 16q24.3 (FAA), 9922.3 (FAC) y 3p22-25
(FAD). El FAA es el grupo mads prevalente en el
60-65% de los pacientes.

C. Ataxia-telangiectasia

La ataxia-telangiectasia (McKusick 208900) es una
enfermedad pleiotrdpica variable causada por mu-
taciones en el gen ATM en el cromosoma 1123, Se
producen traslocaciones reciprocas preferenciales
entre los cromosomas 7 y 14 con puntos de ruptura
en 7p14, 7q14, 14q11 y 14q32 en una proporcion pe-
quefia de las metafases. El gen ATM posee 66 exones
que abarcan mds de 150 kb de DNA gendmico. A par-
tir de su transcripto de 13 kb (y productos de empal-
me alternativo mds pequefios), se traduce una
proteina cinasa ATM de 3.056 aminodcidos (350
kDA). La ATM se activa en respuesta a rupturas del
DNA de cadena doble. Es parte de una red de protei-
nas que regulan la respuesta al dafio del DNA (pag.
80). Otros trastornos clinicamente diferentes se rela-
cionan en el nivel celular (sindrome de la ruptura de
Nijmegen, McKusick 251260 y otros).
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Transporte de oxigeno y electrones

Hemoglobina

La hemoglobina (Hb) y la mioglobina son las pro-
teinas transportadoras de oxigeno de los verte-
brados. La hemoglobina se encuentra en los
glébulos rojos de la sangre y la mioglobina en el
musculo. La hemoglobina surgié a partir de la
mioglobina durante el curso de la evolucion. La
hemoglobina tiene cuatro sitios de unién al oxi-
geno, la mioglobina tiene uno. Sus genes y sus es-
tructuras proteicas tridimensionales se conocen
por completo en detalle atémico. En mamiferos
evolucionaron diferentes tipos de hemoglobinas a
partir de un gen ancestral, que estan adaptadas en
forma dptima a la vida prenatal y posnatal.

A. Tipos de hemoglobina

La hemoglobina estd constituida por cuatro subuni-
dades (cadenas de globina), dos pares de polipépti-
dos idénticos. Cada polipéptido estd unido a un
grupo hemo con un sitio de unién al oxigeno. Los
diferentes tipos de hemoglobinas, que son caracte-
risticos de diversos estadios del desarrollo (embrio-
nario, fetal y posnatal), difieren en la composicién
de sus cadenas: la hemoglobina de los adultos
(HbA) contiene dos cadenas o y dos B (op,). Una
pequefia proporcion de hemoglobina del adulto po-
see dos cadenas oy dos 8 (HbA,: o8, ). La hemoglo-
bina formada durante el periodo fetal (HbF)
contiene dos cadenas o y dos y (o;y,). En el estadio
embrionario, las cadenas & se unen a las cadenas e o
v(Hb de Gower 1: &, y Hb de Portland: &,1,); dos
cadenas o y dos ¢ forman la Hb de Gower 2 (o58;).

B. Las hemoglobinas en la talasemia

Las talasermias son un grupo de trastornos de la
sintesis de hemoglobina determinados por via ge-
nética. La talasemia se produce debido a la ausen-
cia o la reduccién de la sintesis de una cadena de
globina, que provoca una hemoglobina inestable.
Pueden afectarse tanto la cadena p (talasemia )
como la o (talasemia ). Debido a que la cadena «
forma parte de la hemoglobina fetal y de la hemo-
globina del adulto, las talasemias o (tal-o)) son en
especial severas. Las hemoglobinas con cuatro ca-
denas de globina idénticas son inestables por com-
pleto e incompatibles con la vida (HbH con cuatro
cadenas p, Hb de Bart's con cuatro cadenas y). En
teoria, podria formarse un homotetrimero de cua-
tro cadenas & pero como normalmente la tasa de
sintesis de las cadenas & es baja, éste es clinicamen-

te insignificante. Las talasemias o se presentan cop,
grados de severidad muy diferentes porque hay
dos genes vecinos que codifican para la cadena |,
(véase genes de hemoglobina, pig. 338).

C. Evolucion de la hemoglobina

Debido a que la hemoglobina posee cuatro cade.
nas polipeptidicas, es un transportador de oxigeng
mucho mads eficiente que la molécula de mioglob;-
na de cadena simple. Ademas, la presencia de dife.-
rentes cadenas de globina le confiere una ventaj;
selectiva en la evolucién porque sus pequefias ;-
ferencias funcionales generan una adaptacién 6y-
tima a las diferentes concentraciones de oxigeno
antes y después del nacimiento. Los genes para las
cadenas de hemoglobina individuales surgieron de
la mioglobina mediante una serie de duplicaciones
génicas durante la evolucion. La edad evolutiva de
las cadenas de Hb individuales puede estimarse 3
partir de sus diferencias en relacion con la tasa de
mutacion. Cuando los mamiferos comenzaron
evolucionar hace alrededor de 100 millones de
aiios, los genes para las cadenas o y p estaban pre-
sentes, mientras que las cadenas de tipo- (g, v, &)
evolucionaron después.

D. Formacion de la globina en la ontogenia

En los diferentes estadios del desarrollo se forman
diversos tipos de cadenas de globina: hemoglobi-
na embrionaria durante el periodo embrionario
temprano (hasta la 12 semana), hemoglobina fe-
tal desde alrededor de la semana 12 hasta el naci-
miento, y de ahi en mas la hemoglobina del
adulto. Ellas difieren en la afinidad de unidn al oxi-
geno. Por ello, la entrega de oxigeno esta optimi-
zada en las diferentes fases del desarrollo.
También difiere el sitio de sintesis. Durante la fase
fetal, las cadenas de globina se sintetizan en
mayor medida en el higado, mientras que después
del nacimiento se sintetizan en los precursores de
los glébulos rojos en la médula ésea.

(Figuras basadas en Lehmann & Huntsman, 1974.)
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Genes de la hemoglobina

Cada una de las cadenas polipeptidicas esta codifi-
cada por un gen. En seres humanos y otros mamife-
ros, los genes de tipo B (B, vy 8) se localizan juntos
agrupados en un cromosoma, mientras que los ge-
nes a se localizan en otro. Estan ordenados segiin
activacién cronolégica durante la ontogenia.

A. Los genes de la -globina y la «-globina

Los genes del tipo de la p-globina (&, 1G, ¥A, &, B)
de los seres humanos se localizan en el brazo cor-
to del cromosoma 11 en la region 1, banda 5.5
(11p15.5). Ocupan alrededor de 60.000 pares de
bases (pb), o 60 kb (kilobases) de DNA.

Hay dos genes v, YA y 1G, que difieren solo en el co-
dén 136. El codon 136 del yA es alanina y el del 4G,
glicina. Hay un seudogén (wf, ) que se localiza entre
el gen Ayy el gen &. Es similar al gen 5 pero fue al-
terado permanentemente por una delecién y un co-
dén de terminacién interno, por lo que no puede
codificar para un polipéptido funcional. Hay una re-
gion que regula en conjunto a estos genes, localiza-
da aguas arriba (en direccion 5) de los genes i (LCR,
long-range control region, o en castellano “region
controladora de rango largo”).

En los seres humanos hay dos genes de a-globina
que se localizan en el brazo corto del cromosoma 16
(16p13.11 a 16p13.33) en un segmento de DNA de
alrededor de 30 kb. Un gen { que sélo estd activo
durante el periodo embrionario, yace en la direc-
cion 5'. Hay tres seudogenes: wC, woy, ¥ yoy, que se
localizan en el medio. Un gen mds lejano, 6, de fun-
cion desconocida, se identifico en esta region.

B. Estructura de los genes de la «-globina
y la p-globina

Como resultado de su origen a partir de un gen
ancestral en comun, todos los genes de las globi-
nas poseen una estructura similar. Sus secuencias
codificantes estin ordenadas en tres exones. Cada
unidad transcripcional de las globinas incluye se-
cuencias no traducidas en los extremos 5" y 3'
(véase la seccion de la estructura de los genes eu-
cariontes, pag. 50). Las longitudes de los exones
de 1a o-globina y 1a f-globina son similares (p. ej.,
el exdn 1 del gen f tiene 30 codones; el exdén 1 del

gen o tiene 31 codones), mientras que la longity
de los intrones difiere.

C. Estructura terciaria de la cadena
de la B-globina

Las estructuras tridimensionales de la mioglobina
las cadenas o y B de la hemoglobina son muy sim;.
lares, a pesar de que sus secuencias aminoacidicas
se correspondan solamente en 24 de 141 posicip-
nes. La cadena de la B-globina, con 146 aminodci-
dos, es de alguna manera mas larga que la o, cop
141 aminodcidos. La similitud estructural es funcio-
nalmente significativa: la regién de unién al oxige-
no se encuentra dentro de la molécula, donde est3
protegida y la captacion de oxigeno de la periferi;
acuosa es reversible.

D. Dominios de la cadena i

Pueden distinguirse tres dominios funcionales y
estructurales en todas las cadenas globinicas,
Ellos corresponden a los tres exones del gen. Dos
dominios, constituidos por los aminoacidos 1-30
y 105-146 (codificados por los exones 1y 3), se lo-
calizan en el exterior. Estan formados en primer
término por aminodcidos hidréfilos. Un tercer do
minio, localizado por dentro de la molécula (codi-
ficado por el exdn 2), contiene el sitio de unién al
oxigeno y estd constituido en mayor medida por
aminodcidos no polares hidréfobos.

Las secuencias aminoacidicas de hemoglobinas
de mas de 60 especies investigadas son idénticas
en nueve posiciones. Estas posiciones invariables
son en especial importantes para el funciona-
miento de la molécula. Los cambios (mutaciones)
en las posiciones invariables afectan la funcion de
manera tan severa que no se toleran.
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Anemia de células falciformes

La anemia de células falciformes es una enferme-
dad progresiva severa consecuencia de la homoci-
gocidad para una mutacién en el gen de la
B-globina. Es en especial frecuente en Africa y en
la poblacién negra de América del Norte. Con una
frecuencia de 1 en 500, es una causa importante
de morbilidad y mortalidad en esas regiones. La
enfermedad se transmite por herencia autosomi-
ca recesiva. Los portadores heterocigotos pueden
identificarse (véase pag. 348).

A. Células falciformes: eritrocitos
deformados por la hemoglobina S

En un frotis de sangre normal bajo el microscopio
optico (1), los eritrocitos (globulos rojos de la san-
gre) aparecen como discos redondos regulares de
alrededor de 7 pm de didmetro. Debido a que un
glébulo rojo normal es anucleado y bicéncavo, el
centro se ve mds pdlido que la periferia. Los eri-
trocitos de las personas afectadas estdn deforma-
dos y se parecen a una hoz (2). Sin embargo, aun
los gldbulos rojos no falciformes muestran formas
y tamafios inusuales. Durante el transcurso de la
enfermedad, se produce una crisis aguda denomi-
nada crisis falciforme (3), durante la cual las célu-
las falciformes se incrementan en gran medida y
dominan por completo el panorama de la sangre.
Los heterocigotos en ocasiones muestran células
falciformes pero no sufren de crisis falciformes, y
en su mayoria sélo presentan signos y sintomas
moderados (figura de Lehmann y Huntsman,
1974).

B. Consecuencias de la mutacion: anemia
de células falciformes

Todas las manifestaciones de la anemia de células
falciformes se deben a una sustitucién de una so-
la base nitrogenada en el gen de la B-globina. La
mutacion de la célula falciforme es la conversion
de la segunda base nitrogenada del codén 6, una
adenina (A), en una timidina (T). Esto cambia al
coddn GAG, del glutamato, por el GTG, el codon
para la valina. Durante la década de 1950, Vernon
M. Ingram determind la secuencia de aminodci-
dos de la hemoglobina y descubri6 que la Gnica
diferencia entre la hemoglobina de la célula falci-
forme (HbS) y la hemoglobina del adulto normal
(HbA) era ese intercambio en la cadena p. Esto tie-
ne un gran alcance sobre las consecuencias fisio-
patoldgicas y explica todas las manifestaciones de
la enfermedad. La hemoglobina de las células fal-
ciformes (HbS) es menos soluble que la normal y
no permite la distorcién correcta del eritrocito.

Esta se cristaliza en el estado desoxi y forma pe.
quefios bastones. Por eso los eritrocitos se vyg|.
ven firmes y se deforman para dar lugar a células
con forma de hoz (falciformes). A diferencia de |5
eritrocitos normales, las células falciformes g
son capaces de pasar a través de las arterias y ca-
pilares pequefios. Estos se obstruyen y causan de-
ficiencia de oxigeno local en los tejidos, seguid;
de infeccion. Como regla, se produce una alter;-
cion en el aprendizaje debido a la frecuencia de
las enfermedades. Los eritrocitos defectuosos se
destruyen (hemolisis). Esto provoca anemia cri-
nica y sus numerosas secuelas, como falla cardia-
ca, dafio hepitico e infecciones.

C. Ventajas selectivas de los heterocigotos
para la HbS en areas de paludismo

Los heterocigotos para la mutacion de las célu-
las falciformes son relativamente resistentes g
la infeccién por paludismo. Los eritrocitos de los
heterocigotos para la mutacion de las células
falciformes son un ambiente menos favorable
para el pardsito del paludismo que los de los ho-
mocigotos normales. Por eso, los heterocigotos
desarrollan formas de paludismo mucho mas
leves o no la desarrollan. Sin embargo, esta pro-
teccion se produce a expensas de los homocigo-
tos afectados (HbS/HbS): aunque ellos no
contraen paludismo, sufren el trastorno severo
de la hemoglobina. La proteccion contra el palu-
dismo conferida por la heterocigosidad de las
células falciformes es una ventaja en las regio-
nes en las que el paludismo es comin. Con
morbilidad y mortalidad reducidas, los hetero
cigotos poseen una probabilidad mas alta de su-
pervivencia y mayor capacidad reproductiva
(ventaja selectiva). Esto explica la frecuencia
elevada del gen de las células falciformes que se
observa en esos lugares (véase pag. 168). La mu-
tacion de la célula falciforme surgié indepen-
dientemente en por lo menos cuatro o cinco
regiones infestadas por paludismo y se disperso
en forma subsiguiente en las poblaciones res-
pectivas. La anemia de células falciformes es el
mejor ejemplo en seres humanos de una venta-
ja selectiva en heterocigotos para un alelo mu-
tante que conduce a una enfermedad severa en
el estado de homocigosis.
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Mutaciones en los genes de la globina

En los genes de la globina se demostraron todos
los tipos de mutaciones. Las mas frecuentes son
las puntuales en un solo coddn. Las consecuen-
cias funcionales varian en funcién de la carga
eléctrica y el tamafio del aminodcido sustituido,
y st posicion en el polipéptido. Si uno de los ami-
noacidos hidréfilos en la superficie es reempla-
zado por un aminodcido hidréfobo (p. ej., valina
por glutamato en la mutacion de las células falci-
formes), se producirin cambios fisicoquimicos
profundos. Las mutaciones pueden disminuir la
elasticidad de la molécula, alterar su afinidad por
el oxigeno o causar inestabilidad.

A. Mutaciones puntuales en el gen
de la B-globina

Se documentaron mas .de 300 mutaciones pun-
tuales en el gen de la p-globina y mas de 100 en
uno de los genes de la a-globina. Hay dos muta-
ciones clinicamente importantes que afectan el
codén 6: la mutacion de las células falciformes,
6 Glu — Val (hemoglobina de las células falcifor-
mes, HbS, que provoca la incorporacion de una
valina en lugar de un glutamato) y 6 Glu — Lys
(hemoglobina C, HbC, que incorpora una lisina en
lugar de un glutamato en el codon 6). No son ra-
ros los heterocigotos compuestos con la mutacion
HbS en un cromosoma y la HbC en el otro (HbSC).
La formacién marcada de metahemoglobina en la
Hb de Ziirich y la Hb de Saskatoon es consecuen-
cia de la sustitucién por una histidina (His) en el
coddn 63 que altera la region de union al oxigeno
de la molécula de hemoglobina.

B. Delecion por recombinacion cruzada
desigual dentro de un gen

La homologia marcada de secuencias de ciertas
regiones de los genes de las globinas puede con-
ducir al apareamiento no homoélogo y a una re-
combinacion cruzada desigual durante la meiosis,
por ejemplo, en las regiones de los codones 90-94
de una cadena de DNA y los codones 95-98 de la
otra. Esto explica la delecion de los codones 91-95
en la hemoglobina de Gun Hill.

C. Recombinacion cruzada desigual entre
genes similares

La homologia de secuencias de los genes de| tipo
de las jj-globinas (que se explica por su evolucig,
comiin) puede llevar a la recombinacion cruzad,
desigual entre regiones de los dos genes de y-g .
bina (YA y ¥G), el gen de la 6-globina o el gen de
la p-globina. El ejemplo mejor conocido es la de.
lecién parcial de los loci 8 y B (fusion 8-f) en |3
hemoglobina de Lepore. La correspondiente ;-
plicacién de la secuencia &/p resulta en la hemg-
globina anti-Lepore.

D. Hemoglobina inestable por elongacion
de la cadena

Si una de las dos cadenas de la hemoglobina es de-
masiado larga, desestabilizara la molécula de hemo-
globina tetramérica. La hemoglobina de Cranston
(HbCr) (1) surge de la insercion de dos nucledti-
dos (adenina y guanina) en las posiciones 1 y 2
del codén 145 (tirosina) de la cadena B, lo que lle-
va a un cambio del marco de lectura. Esto cambia
al codén de terminacion normal UAA por AGU, el
coddn de RNA para la treonina (Thr). Como resul-
tado, las secuencias que normalmente no se tra-
ducen y que siguen al codon de terminacion,
ahora lo hacen, y se forma un polipéptido que es
11 aminodcidos mas largo, y se extiende a la po-
sicion 157. Con la hemoglobina de Constant
Spring (2), la cadena o se alarga por la mutacion
del codén de terminacion UAA a CAA, que codifi-
ca para la glutamina (Gln). Las secuencias que
suelen seguir al codon de terminacién ahora se
traducen y se forma un péptido que es 31 ami-
noacidos mas largo. Se describieron otras nume-
rosas mutaciones por elongacion de la cadena
debidas a mecanismos similares, como la hemo-
globina de Ikaria (una cadena « con 172 residuos
de aminodcidos).
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1. Hemoglobina de Cranston: elongacién de la cadena por un cambio del marco de lectura
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2 Hemoglobma de Constant Spring: elongacion de la cadena por una mutacién en el codén de terminacién

D. Hemoglobina inestable por elongacion de la cadena
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Las talasemias

Las talasemias son un grupo heterogéneo de enfer-
medades causadas por la disminucion o la ausencia
de formacién de una cadena globinica. Las talase-
mias se producen en mayor medida en la region
mediterranea, partes de Affica y el sudeste asidtico
{la palabra talasemia deriva del griego thalassa,
“mar”). En esta regién, son una causa significativa
de morbilidad y mortalidad, pero son frecuentes
porque los heterocigotos estan protegidos de la in-
feccién severa por paludismo (véase pag. 340).

A. Talasemia, una anemia crénica

Segtin cudl sea la cadena de globina que no se forma
en cantidades adecuadas, se desarrolla o-talasemia,
p-talasemia o 3B-talasemia. Esto conduce a anemia
cronica que causa las diferentes manifestaciones de
la talasemia. El déficit de oxigeno en los tejidos peri-
féricos conduce a un incremento en la formacién de
sangre extramedular (por fuera de la médula ésea).
El cuadro clinico severo se caracteriza por tendencia
a las infecciones, desnutricion y otros signos. (Foto-
grafias de Weatherall y Clegg, 1981.)

B. B-talasemiay o-talasemia

Las talasemias presentan un amplio espectro de
diferentes genotipos y fenotipos (manifestaciones
clinicas y curso). En las p-talasemias (1) se distin-
gue la ausencia completa (p°) de la disminucién
de la formacién (f+) de la cadena p. En las o-tala-
semias (2) pueden estar afectados uno, dos, tres
o los cuatro loci de la o-globina. En conjunto hay
12 genotipos principales. En los individuos con
dos mutaciones en los loci o (o-talasemia), ambas
pueden yacer tanto en el mismo cromosoma (tal-
1) como en cromosomas diferentes (tal-2). La tal-
1 se presenta en mayor medida en el sudeste
asidtico: la tal-2, en Africa. Cada gen o se localiza
dentro de una region de 4 kb de homologia, inte-
rrumpida por regiones pequefias no homoélogas.
El mecanismo mas frecuente por el que se origina
un Cromosoma con un solo gen para la o-globina
es la recombinacion cruzada (crossing over) no
homdloga entre dos loci de genes de la a-globina,
luego de un apareamiento incorrecto de los cro-
mosomas homélogos durante la meiosis.

C. Lap-talasemia producida por diferentes
mutaciones

Hay muchas mutaciones en la region del gen de
la p-globina que pueden llevar a la p-talasemia.

Las mutaciones también pueden presentarse ep
las secuencias no codificantes (5° con respecto aj
exon 1y dentro de los intrones).

D. Haplotipos consecuencia del polimorfismo
de los sitios de restriccion en el grupo
de genes de la p-globina

Pueden distinguirse diferentes haplotipos en |a
regién de los genes relacionados con la p-globina
(grupo de los genes de la B-globina), a partir de la
presencia o no de reconocimiento de sitios de up
niimero de enzimas de restriccion (PLFR, poli-
morfismo de longitudes de los fragmentos de res-
triccién o en inglés, RFLP, restriction fragment
length polymorphism). Cada haplotipo se carac-
teriza por la presencia o la ausencia de varios si-
tios de restriccion polimorfos. Mediante el
establecimiento de los haplotipos de los individuos
afectados y no afectados dentro de una familia pue-
de identificarse el haplotipo que transporta la
mutacion (andlisis genotipico indirecto). Duran-
te el desarrollo de diferentes haplotipos se produ

jeron diversas mutaciones. Con frecuencia, una
mutacién determinada se vincula a un haplotipo
en particular (desequilibrio de ligamiento). Esto
refleja el tiempo transcurrido desde que se pro-
dujo la primera mutacién en la poblacidn, en la
que se mantuvo por seleccion. (Los datosen Cy D
provienen de Antonarakis y col., 1985.)

La o-talasemia puede asociarse con retraso mern-
tal. Pueden distinguirse dos sindromes diferentes:
uno se presenta en pacientes con una delecion
grande (1-2 Mb) en la punta del cromesoma 16
que incluye al grupo de los genes de las a-globinas
(sindrome ATR-16). El otro es un trastorno ligado
al X con un fenotipo marcadamente uniforme y
una forma leve de enfermedad por HbH sin dele-
cion de la a-globina. Aparentemente, en el cromo-
soma X estd codificado un factor regulador de
activacion en trans.
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Diferentes formas de talasemia
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D. Haplotipos consecuencia del polimorfismo de los sitios de restriccion en el grupo de genes
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Persistencia hereditaria
de la hemoglobina fetal (PHHF)

La persistencia hereditaria de la hemoglobina fe-
tal (PHHF) se refiere a un grupo genéticamente
heterogéneo de enfermedades en las que se alte-
r6 la expresion temporal de los genes de la p-
globina durante el desarrollo. Los individuos con
PHHF producen cantidades aumentadas de he-
moglobina fetal (HbF). Bajo ciertas condiciones, la
HbF puede ser el tinico producto formado de tipo
de la p-globina. Desde el punto de vista clinico, la
PHHF es relativamente benigna, aunque la HbF no
esté adaptada en forma 6ptima a las condiciones
posnatales. El andlisis de la PHHF dio lugar al es-
tudio del control de la transcripcién del gen de la
globina y los efectos de las mutaciones en secuen-
cias no codificantes.

A. Deleciones grandes en el grupo
de la B-globina

Se conoce un nimero de deleciones muy grandes
en la region del grupo de genes de la f-globina, en
especial en la direccién 3'. Las deleciones mues-
tran diferentes distribuciones en diversas pobla-
ciones étnicas, lo que refleja el origen en distintos
momentos. En algunos casos, el resultado fue la
p-talasemia y la falla en la produccion de la -
globina.

B. Las mutaciones en las secuencias
no codificantes en la region del promotor

Las mutaciones en las secuencias de la region del
promotor en el extremo 5' del grupo de la p-glo-
bina (en el lado 5' de los genes de la y-globina),
también pueden conducir a la persistencia here-
ditaria de la hemoglobina fetal. Aunque no se
vean afectadas las secuencias altamente conser-
vadas CACCC, CCAAT o ATAAA, el nimero de las
mutaciones observadas sustenta la importancia
del resto de las secuencias no codificantes (con-
trol de la transcripcion de rango largo). Es proba-
ble que ellas sean necesarias para los cambios en
el control de la transcripcion de diferentes loci gé-
nicos que se presentan durante el desarrollo em-

briolégico y fetal. (Figura del Gelehrter y Collins,
1990.)

C. Mutaciones frecuentes en la [}-talasemia
de diferentes poblaciones

Hay heterocigotos para las mutaciones de la f-ta-
lasemia en diferentes poblaciones étnicas con di-
versas frecuencias. Los programas de diagnéstico
preventivo para determinar el riesgo de enferme-
dad son posibles gracias a que son pocas las mu-
taciones medianamente frecuentes en ciertas
poblaciones. (Datos de Antonarakis y col., 1985.)
De acuerdo con las estimaciones de la WHO (Bull
World Health Org., 1983), alrededor de 275 millo-
nes de personas de todo el mundo son heteroci-
gotos para las enfermedades de la hemoglobina,
Los niimeros mas destacados se deben a la f-tala-
semia en Asia (por arriba de los 60 millones), la
af-talasemia en Asia (30 millones), la HbE{B-tala-
semia en Asia (84 millones), y la heterocigosidad
para las células falciformes en Africa (50 millones),
India, el Caribe y los Estados Unidos (alrededor
de 50 millones). Por afio nacen al menos 200.000
homocigotos con afeccién severa; alrededor de
un 50% padece anemia de células falciformes y
un 50%, talasemia (Weatherall, 1991).
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Andlisis del DNA en los trastornos
de la hemoglobina

Para detectar una mutacién pueden utilizarse
numerosos procedimientos que no requieren la
determinacién directa de la secuencia de nucleo-
tidos. Para ello, son prerrequisitos la disponibili-
dad de una sonda del gen o de una region del gen
que estd en investigacion y el conocimiento del
patrén normal del Southern blot luego del andli-
sis de restriccion del gen (véase pag. 62).

A. Demostracion directa de una delecion

Una delecion parcial puede causar un patron de
Southern blot alterado. Se presentan dos genes
(02 y o) de la a-globina (1). Ambos se localizan
en un fragmento de restriccion de 14,5 kb. Si una
delecién parcial provoca la pérdida de un seg-
mento de, por ejemplo, alrededor de 4,5 kb que
es parte tanto del gen «2 como del al, en esta
drea aparecera un fragmento de 10 kb en lugar de
14,5 kb (2). Hay tres genotipos posibles (3): dos
genes normales, a2 y ol, representados por un
fragmento de 14,5 kb; un segmento de DNA nor-
mal (14,5 kb) y uno con la delecién (10 kb}); o una
delecién en ambos segmentos génicos (s6lo uno
de 10 kb). Esto puede demostrarse directamente
en un patron de Southern blot con una sonda pa-
rael gen al (4).

B. Evidencia indirecta de una mutacion
mediante analisis por PLFR

Una mutacién puede detectarse de manera indi-
recta si hay una diferencia individual (polimor-
fismo) en las secuencias nucleotidicas de los
segmentos del gen mutante y el normal (polimor-
fismo de longitudes de fragmentos de restriccion,
PLFR, 0 en inglés, RFLP, restriction fragment length
polymorphism, véase pag. 64). Por ejemplo, si dos
de los mismos segmentos de DNA difieren en un
polimorfismo para la secuencia de reconocimien-
to de una enzima de restriccion, entonces apare-
cen fragmentos de DNA de diversos tamafios
luego del corte con esa enzima (aqui, tanto 7 kb y
6 kb, como 13 kb) (1). Si la mutacién se produjo
dentro del fragmento de 13 kb, entonces este
fragmento indica presencia de la mutacion. En el

segmento de DNA que se presenta, hay tres posi-
bilidades (genotipos): dos fragmentos de 7 kb sin
mutacion; un fragmento de 7 kb (normal) y un
fragmento de 13 kb (que lleva la mutacion}; y dos
fragmentos portadores de la mutacién de 13 kb
(3). El Southern blot (4) determina si la persona
que se examina es homocigota normal (no posee
fragmentos de 13 kb), heterocigota (un fragmento
de 7 kb y otro de 13 kb), u homocigota para la mu-
tacion (dos fragmentos de 13 kb).

El prerrequisito para este analisis indirecto es el
conocimiento previo de cual de los fragmentos de
DNA contiene la mutacion. La diferencia observa-
da no es resultado de la mutacidn, como en A, S
el patron del Southern blot de los individuos afec-
tados y no afectados no difiere, entonces este mé-
todo no informara acerca del trastorno.

C. Demostracion de una mutacion puntual
por un sitio de restriccion alterado

Un sitio de restriccion puede alterarse por una
mutacion. Por ejemplo, una mutacion de las célu-
las falciformes en el coddn 6 del gen p de la globi-
na (véase pag. 340) (1) causa la pérdida del sitio
de restriccidn para la enzima Mstl (CCTNAGG en
lugar de CCTNTGG), porque la A (adenina) fue
reemplazada por una T (timina) (2). El alelo nor-
mal (BA) en esta drea produce un fragmento de
1,15 kb luego de la digestién con Mstll, mientras
que la mutacién elimina el sitio de restriccion en
el medio, de modo que aparece un fragmento de
1,35 kb. El fragmento de 1,35 kb en el Southern
blot indica (3) la presencia de la mutacion de las
células falciformes (BS). Entonces, los individuos
homocigotos normales (AA), heterocigotos nor-
males (AS) y homocigotos para la mutacion de las
células falciformes (SS) pueden distinguirse con
claridad; cada uno de los tres genotipos puede
diagnosticarse en forma precisa.

Cada vez mas, el andlisis por PLFR esta siendo
reemplazado por el andlisis de repeticiones de
DNA polimorfos pequefios (microsatélites, véase
pag. 72).
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Enfermedades de los peroxisomas

Los peroxisomas son organelas redondas peque-
fias de alrededor de 0,5-1 um de didmetro (un
poco mas pequefias que las mitocondrias). Se en-
cuentran en mayor medida en el citoplasma de
las células renales y hepaticas. Son el sitio donde
se producen algunas funciones metabdlicas im-
portantes. El nombre proviene del perdxido de
hidrégeno, que se forma como producto interme-
diario del metabolismo oxidativo en los peroxi-
somas. Varios defectos en la formacion de los
peroxisomas o en las enzimas peroxisomicas
conducen a enfermedades severas en los seres
humanos (enfermedades peroxisomicas).

A. Las reacciones bioquimicas
en los peroxisomas

La microfotografia electronica (1) muestra peroxi-
somas en secciones del higado de la rata. Las es-
tructuras oscuras dentro de las organelas estin
constituidas por uratos (los peroxisomas contienen
una enzima que oxida el acido drico). Los peroxiso-
mas tienen tanto funciones catabélicas (degrada-
cion de sustancias), como anabélicas (sintesis de
sustancias) (2). Hay dos reacciones bioquimicas
que son en especial importantes: la cadena respira-
toria peroxisomica y la p-oxidacion de los dcidos
grasos de cadenas muy largas. En la cadena respi-
ratoria peroxisomica (3), algunas oxidasas y catala-
sas actiian juntas. Son sustratos especificos de las
oxidasas los metabolitos organicos del metabolis-
mo intermedio. Los dcidos grasos de cadenas muy
largas se rompen mediante la B-oxidacion (4) en
un ciclo con cuatro reacciones enzimaticas. La
produccién de energia en los peroxisomas es rela-
tivamente ineficiente comparada con la de las mi-
tocondrias. Mientras que la energia libre en la
mitocondria se preserva en mayor medida en for-
ma de ATP (trifosfato de adenosina), en los peroxi-
somas se convierte sobre todo en calor. Es probable
que los peroxisomas sean una muestra de la adap-
tacién muy temprana de los organismos vivos al
oxigeno. (Fotografia de de Duve, 1986.)

B. Ejemplos de enfermedades
de los peroxisomas

Se conocen varias enfermedades de los peroxiso-
mas en el hombre; se enumeran las seis mas im-
portantes. Todas son enfermedades hereditarias
autosémicas recesivas. Los pacientes con adreno-
leucodistrofia no forman cantidades suficientes

de plasmalégenos y no pueden degradar de ma-
nera adecuada el dcido fitanico y el pipecélico,
Cuando se fusionan fibroblastos cultivados de pa-
cientes con tipos genéticamente diferentes de en-
fermedades peroxisomicas, las células hibridas
forman peroxisomas normales (las células con di-
ferentes defectos pueden corregirse entre si). Se
conocen mas de diez grupos de complementacion
(Raymond y col., 1999).

C. Sindrome cerebrohepatorrenal tipo
Zellweger

Los pacientes con esta enfermedad hereditaria
autosdmica recesiva poseen facies caracteristi-
cas (1-4), debilidad muscular extrema (5) y un
nimero de manifestaciones simultineas como
imagenes radiograficas con calcificaciones pun-
tiformes de las articulaciones (6), quistes renales
(7,8) y opacidad del cristalino y la cérnea. La for-
ma severa de la enfermedad (tipo Zellweger) en
general conduce a la muerte antes del afio de vi-
da. (Fotografias 1-5 de Passarge y McAdams,
1967.)
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Los lisosomas y el receptor de LDL
Lisosomas y endocitosis

Los lisosomas son organelas citoplasmaticas conte-
nidas en una membrana con un diametro de 0,05 a
0,5 um. Contienen una amplia variedad de enzimas
con actividad hidrolitica (hidrolasas), como gluco-
sidasas, sulfatasas, fosfatasas, lipasas, fosfolipasas,
proteasas y nucleasas (enzimas lisosomicas), en un
medio dcido (un pH de alrededor de 5). Las enzi-
mas lisosdmicas entran en el lisosoma por medio
de una sefial de reconocimiento (manosa-6-fosfa-
to) y el receptor correspondiente.

A. Endocitosis mediada por receptor
y formacion de los lisosomas

Las moléculas extracelulares a degradar son capta-
das por la célula mediante-endocitosis. Primero, las
moléculas se unen a un receptor especifico de la
superficie celular (endocitosis mediada por recep-
tor). Los receptores cargados se concentran en una
invaginacion de la membrana plasmatica (hoyo re-
cubierto). Esta se separa de la membrana plasmati-
ca y forma un compartimiento citoplasmatico
incluido en una membrana (vesicula recubierta).
Las hormonas, los factores de crecimiento, las pro-
teinas dadoras de energia y numerosos virus y to-
xinas también entran en las células por endocitosis
mediada por receptor (véase pag. 360). El contorno
citoplasmatico de la vesicula esta constituido por
una red de una proteina trimérica, la clatrina. La
cubierta de clatrina se pierde rapidamente dentro
de la célula y se forma un endosoma, que se fusio-
na con las vesiculas del aparato de Golgi para for-
mar compartimientos endosémicos mas grandes.
Aqui los receptores son separados de los ligandos y
devueltos a la superficie de las membranas vesicu-
lares (reciclaje de los receptores). Algunas partes
de las membranas también se reutilizan. Ahora los
ligandos se encuentran dentro de un cuerpo multi-
vesicular (endolisosomas). Las hidrolasas (enzimas
lisosdmicas) son transportadas desde el aparato de
Golgi a un endolisosoma en vesiculas envueltas por
clatrina después de ser equipadas con una sefial de
reconocimiento (el receptor de manosa-6-fosfato),
necesaria para la entrada en el endolisosoma y pa-
ra el funcionamiento normal del lisosoma.

Existen diferentes clases de endolisosomas, defi-
nidos de acuerdo con su acidez relativa, el conte-

nido de receptores, la composicién bioguimica, la
apariencia morfoldgica y otras caracteristicas. El
medio dcido en los lisosomas se mantiene por
una bomba de hidrégeno en la membrana, la que
hidroliza ATP y utiliza la energia producida para
mover iones H* hacia el lisosoma. Algunos de los
receptores de la manosa-6-fosfato son transpor-
tados de vuelta hacia el aparato de Golgi.

B. Receptores de manosa-6-fosfato

Existen dos tipos de moléculas receptoras para la
manosa-6-fosfato, que difieren en sus propieda-
des de union y su dependencia de cationes. Ellas
estan constituidas por 2 o 16 dominios extracelu-
lares con diferentes nimeros de aminodcidos. El
cDNA del RMF-iC (receptor de la manosa-6-fosfa-
to independiente de cationes) es idéntico al factor
de crecimiento insulinosimil (en inglés, insulinli-
ke growth factor Il o IGF-2). Por eso, el RMF-iC es
una proteina de unién multifuncional.

C. Biosintesis de la sefal de reconocimiento

Hay dos enzimas esenciales para la formacién de las
sefiales de reconocimiento manosa-6-fosfasto: una
transferasa de fosfatos y una fosfoglucosidasa. El
fosfato es aportado por la uridina-difosfato-Nacetil-
glucosamina (UDP-GleNac) (uridina-5'-difosfato- N-
acetilglucosamina-glucoprotein-N-acetilglucosami
nil-fosfotransferasa). Una segunda enzima (N-ace-
tilglucosamina1fosfodiésterNacetilglucosaminida-
sa) escinde la N-acetilglucosamina, lo que libera el
residuo de fosfato en la posicidn 6 de la manosa.
(Figuras de Sabatini y Adesnik, 1995, y C. de Duve,
1986; los tamaiios relativos de las estructuras indi-
viduales no estdn en escala.)
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Enfermedades causadas por defectos
en enzimas lisosomicas

Las mutaciones en los genes de las enzimas que de-
gradan macromoléculas complejas en los lisosomas
(enzimas lisosdmicas) conducen a enfermedades.
Los signos clinicos, asi como las manifestaciones
bioguimicas y celulares dependen de la especifici-
dad en el metabolismo lisosémico de la enzima
afectada. Con este tipo de defecto enzimatico se al-
macenan macromoléculas que normalmente se de-
gradarian (enfermedad por almacenamiento). Esto
ocurre en diferentes magnitudes, con lo cual cada
enfermedad posee su propia evolucion caracteristi-
ca. Se conocen doce grupos de enfermedades cau-
sadas por desdrdenes de la funcion lisosdmica
especifica que estdn determinados genéticamente,
cada uno con alrededor de tres a diez enfermedades
definidas individualmente.

A. Incorporacion defectuosa de enzimas
a los lisosomas: enfermedad de la célula
(mucolipidosis tipo Il)

Como consecuencia de una mutacion en el gen
del cromosoma 4 de la fosfotransferasa necesaria
para formar la sefial de reconocimiento manosa-
6-fosfato (véase pag. 352), las hidrolasas no pue-
den incorporarse al lisosoma. A diferencia de
los cultivos de fibroblastos normales (1), los de los
pacientes (2) contienen numerosos cuerpos de
inclusién citoplasmaticos densamente empaque-
tados (por eso el nombre de enfermedad de célu-
las I). Las inclusiones vesiculares son hidrolasas
que no pueden entrar a los lisosomas porque la
sefial de reconocimiento manosa-6-fosfato esta
ausente. En los lisosomas faltan numerosas enzi-
mas, mientras que su concentracion se incremen-
ta en otras partes de las células y liquidos
corporales. Los pacientes (3) muestran un cuadro
clinico progresivo severo, con los primeros signos
que por lo general se hacen visibles en el primer
medio afio de vida.

B. Degradacion del heparan sulfato por ocho
enzimas lisosémicas

El heparan sulfato es un ejemplo de una macro-
molécula que se degrada en etapas por diferentes
enzimas lisosémicas. Las enzimas lisosomicas tie-

nen especificidad de unién y no de sustrato. Por
eso, también degradan a otros glucosaminogluca-
nos como el dermatan sulfato, el queratan sulfato
y el condrohitin sulfato (mucopolisacaridos). Las
enfermedades por almacenamiento de mucopoli-
sacaridos son causadas por defectos enzimaticos
especificos (véase la pagina siguiente).

El primer paso en la degradacién de los mucopo-
lisacaridos es la remocion del sulfato del grupo
de iduronato terminal por una iduronato sulfa-
tasa. Un defecto en el gen que codifica para esta
enzima lleva a la enfermedad por almacena-
miento de mucopolisacaridos de tipo Il (Hunter),
El gen se localiza en el cromosoma X, por 1o que
la enfermedad de Hunter se transmite por he-
rencia ligada al cromosoma X. Todas las otras
mucopolisacaridosis son autosomicas recesivas,
En el paso siguiente (2), el iduronato terminal se
separa por una o-L-iduronidasa. Una mutacion
en el gen que codifica para esta enzima, en el
estado homocigoto, conduce a la mucopolisaca-
ridosis (MPS) de tipo [ (Hurler/Scheie). Una muta-
cion (en el estado homocigoto) de un gen que
codifica para una de las enzimas de los siguientes
tres pasos, causa la mucopolisacaridosis de tipo Il
(Sanfilippo). Los cuatro tipos diferentes desde los
puntos de vista genético y enzimatico (IlI-A a IlI-D)
no pueden distinguirse en la clinica. La MPS tipo
VII (Sly), debida al defecto de la B-glucuronidasa,
tiene otro cuadro clincio caracteristico.
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Enfermedades por almacenamiento
de mucopolisacdridos

Las enfermedades por almacenamiento de muco-
polisacaridos (las mucopolisacaridosis) son un
grupo genéticamente heterogéneo de enfermeda-
des por almacenamiento lisosémico, causadas por
defectos en diferentes enzimas involucradas en la
degradacién de los mucopolisacdridos (glucosa-
minoglucanos). Con excepcidn de la enfermedad
por almacenamiento de mucopolisacaridos tipo I
(Hunter), todas se transmiten por herencia auto-
somica recesiva.

A. Enfermedad por almacenamiento
de mucopolisacéridos tipo | (Hurler)

Aungue en un principio son poco evidentes, los
signos tempranos de la enfermedad aparecen en-
tre el afio y los 2 ailos de edad, con facies grotes-
cas, retraso del desarrollo mental, movilidad
limitada de las articulaciones, hepatomegalia,
hernia umbilical y otros signos. Las radiografias

muestran el engrosamiento de las estructuras
dseas (disostosis miltiple). Las fotografias mues-
tran al mismo paciente en diferentes edades (da-
tos propios).

B. Enfermedad por almacenamiento
de mucopolisacaridos tipo Il (Hunter)

Este tipo de mucopolisacaridosis se transmite por
herencia ligada al cromosoma X. Se muestran
cuatro primos de un pedigri. Desde el punto de
vista clinico la enfermedad es similar a la MPs
tipo 1 pero con progresion mas lenta. (Fotos de
Passarge y col., 1974.) El diagnéstico molecular es
posible en la mayoria de los casos.
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Clasificacién de las enfermedades por almacenamiento de mucopolisacaridos (MPS)

Tipo de MPS Defecto enzimdtico Manifestaciones importantes
IH (Hurler) a-t-iduronidasa Disostosis miltiple, trastorno severo
: del desarrollo, opacidad de la cornea
IS (Scheie) o-L-iduronidasa Rigidez de las articulaciones, opacidad
de la cérnea, desarrollo mental normal
Il (Hunter) Iduronato sulfatasa Disostosis maltiple, sin opacidad de la crnea,
(cromosoma X) retraso del desarrollo

111 (Sanfilippo)
A Heparan-N-sulfatasa

B o-N-acetilglucosaminidasa

C Acetil-CoA: a-glucosaminido

N-acetiltransferasa
D N-acetilglucosamina-6-
sulfato sulfatasa

IV (Morquio)
A Galactosa-6-sulfatasa
B f-galactosidasa

VI (Maroteaux-Lamy) N-acetilgalactosamina-4-
sulfatasa
(aril-sulfatasa B)

VII (Sly) B-glucuronidasa

El retraso psicomotriz severo comienza
aproximadamente a los 6-8 afios, signos
somaticos relativamente leves

Opacidad de la cérnea, cambios severos

del esqueleto, estatura baja,

hipoplasia de la apéfisis odontoidea, desarrollo
mental normal

Disostosis miltiple, opacidad de la cérnea,
desarrollo mental normal

Disostosis miiltiple, opacidad de la cérnea

(De McKusick, 1998).

s.org

Enfermedades por almacenamiento de mucopolisacaridos 357

8 semanas 7 meses fi 3 3/4afios

Disostosis Contractura de las
miltiple articulaciones

‘?fﬁg

L J

iy

(|

Qo0

[ = masculino © = femenino

5 anos i i
& anos B sindrome de Hunter

A. Enfermedad por almacenamiento de

mucopolisacaridos tipo | (Hurler) Herencia ligada al cromosoma X

41/2 afios 10 afios 13 anos 21 afios

B. Enfermedad por almacenamiento de mucopolisacaridos tipo Il (Hunter)



http://booksmedicos.org

358 Genéticay medicina

booksme

Hipercolesterolemia familiar

La hipercolesterolemia familiar (HF) es un trastor-
no hereditario del metabolismo lipidico intrace-
lular. Hay varias formas genéticas diferentes, cada
una se caracteriza por el paso de la via involucra-
do y el tipo de mutacién. Pueden distinguirse for-
mas mixtas, causadas por factores multigénicos y
ambientales, y formas monogénicas.

A. Elfenotipo de la enfermedad

La hipercolesterolemia familiar (1) (McKusick
144400) se presenta en alrededor de 1 de cada
500 personas en el estado de heterocigosis. En el
estado raro de homocigosis (1 en 106) es una en-
fermedad devastadora que suele conducir a la
muerte durante la primera o la segunda décadas
de la vida. La forma heterocigota se caracteriza
por signos tempranos de ateroesclerosis (2). El
nimero de receptores de LDL funcionales por cé-
lula estd disminuido en un 50% (3). En los hetero-
cigotos, son comunes los depdsitos de ésteres de
colesterol en los tendones, en especial en el ten-
dén de aquiles, y la piel (xantomas) (4). Un signo
caracteristico es el depdsito de lipidos en el ojo
sobre el iris (arcos seniles, 5).

B. Receptor de LDL

El receptor de LDL es el receptor de superficie celu-
lar para la lipoproteina de baja densidad (LDL, del
inglés low-density lipoprotein), que contiene
apoB-100, la proteina que transporta la mayoria de
los ésteres de colesterol en el plasma del ser huma-
no. Este receptor media la endocitosis del ligando
extracelular. El receptor de LDL es una proteina an-
clada a la membrana de 839 aminodcidos con cin-
co dominios: tres dominios extracelulares, un
dominio transmembrana y uno intracelular con el
extremo carboxilo terminal. Los dominios extrace-
lulares presentan un dominio con siete unidades
ricas en cisteina de 40 aminodcidos cada una, la re-
gién de unién al ligando; un dominio homélogo
al precursor del factor de crecimiento epidérmico
(EGF, del inglés epidermal growth factor); y un do-
minio pequefio rico en serina y treonina unido a
oligosacaridos. El dominio transmembrana contie-
ne 22 aminodcidos hidrofobos. El quinto dominio
con el COOH terminal intracelular esta constituido
por 50 aminodcidos. Este controla la interaccién
del receptor con el hoyo recubierto durante la en-
docitosis. El gen correspondiente estd constituido
por 18 exones que abarcan 45 kb del DNA gendmi-
co en el cromosoma humano 19p13.1-13.3. Ademds
del locus principal en 19p, hay dos loci adicionales
para la hipercolesterolemia autosémica dominante

(Varret et al., 1999; Haddad et al,, 1999). (Figura
adaptada de H. Schuster, Berlin).

C. Endocitosis mediada por el receptor de LDL

El receptor de LDL media la endocitosis del LDL,
Los receptores cargados con LDL se acumulan en
un hoyo recubierto (a), que se separa de la mem-
brana plasmatica y forma una vesicula endocitica
(b). Esta transporta las moléculas de LDL a un liso-
soma. (Microfotografia de Anderson y col., 1977.)

D. Homologia con otras proteinas

El receptor de LDL de mamifero es uno de los cin-
co miembros de la familia que incluye al propio re-
ceptor de LDL, al de VLDL (del inglés very low
density lipoprotein, o proteina de muy baja densi-
dad), al de la ApoE 2 (ApoER2), la proteina relacio-
nada con el receptor de LDL (LRP, del inglés LDL
receptor-related protein) y la megalina. EL LRP y la
megalina son multifuncionales y se unen a diver-
s0s ligandos como las lipoproteinas, la proteasa y
sus inhibidores, hormonas peptidicas y proteinas
transportadoras de vitaminas (Krieger y Herz,
1994). Las mitades proximales de los dominios ex-
tracelulares de la familia del receptor de LDL se re-
lacionan en cuanto a su estructura con la familia
del factor de crecimiento epidérmico (EGF). Se re-
lacionan con la proteasa del sistema de coagula-
cién sanguineo, los factores IX y X, la proteina C y
el factor del complemento C9.
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Mutaciones en el receptor de LDL

La lipoproteina de baja densidad (LDL, del inglés
low-density lipoprotein) es el transportador prin-
cipal de colesterol en la sangre. Una particula de
LDL posee un didmetro de 22 nm y una masa mo-
lecular de alrededor de 3.000 kDa. Su centro hi-
dréfobo contiene alrededor de 1.500 moléculas
de colesterol esterificado rodeadas de una capa
de fosfolipidos y colesteroles no esterificados
que contienen una sola molécula lipoproteica de
apoB-100. El LDL reparte colesterol a los tejidos
periféricos y alli regula la sintesis de novo del co-
lesterol. Las mutaciones en el gen del receptor de
LDL o en la lipoproteina ligando apoB-100, origi-
nan hipercolesterolemia.

A. Metabolismo intracelular del receptor
de LDL y clases de mutaciones

Pueden distinguirse cinco clases principales de
mutaciones en el receptor de LDL: 1) mutaciones
anuladoras (nufl) (R?) por la falta de sintesis de la
proteina receptora en el reticulo endoplasmatico
(RE), 2} transporte intracelular defectivo hacia el
aparato de Golgi, 3) union defectiva al ligando ex-
tracelular, 4) endocitosis defectiva (mutaciones
R+) y 5) falla en la liberacion de las moléculas de
LDL dentro del endosoma (mutaciones de recicla-
je defectivo). El complejo del receptor de LDL en-
tra en la célula por endocitosis. En el endosoma el
LDL incluida la apoB-100 se separa del receptor. En
el lisosoma el LDL se destruye para dar aminodaci-
dos y colesterol. El colesterol libre activa a la enzi-
ma acetil-CoA colesterol transferasa (ACAT), que
cataliza la esterificacion. El receptor de LDL se re-
cicla hacia la superficie celular en una vesicula de
reciclaje. La enzima clave para la sintesis del coleste-
rol endégeno es la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
reductasa (HMC-CoA reductasa). La actividad de
esta enzima disminuye con la captacién de LDL
exdgeno. Las mutaciones del receptor de LDL inte-
rrumpen este mecanismo de control por retroali-
mentacién y causan un aumento en la sintesis de
colesterol enddgeno. La HMG-CoA reductasa tam-
bién disminuye la sintesis de la proteina receptora
de LDL para prevenir la sobrecarga con colesterol.

B. Espectro mutacional en el gen
del receptor de LDL

Se registraron alrededor de 350 mutaciones en el
gen del receptor del LDL (Varret y col.,, 1998). De
éstas, el 63% son mutaciones de sentido alterado.
" En todas las partes del gen se producen mutacio-

nes, pero hay un exceso relativo de mutaciones en
los exones 4 y 9. Los exones 13 y 15 estan involu-
crados con menos frecuencia que lo esperado,
Una proporcién alta de mutaciones (74%) localiza-
das en el dominio de unién al ligando (exones 2-
6) involucra aminodcidos conservados durante la
evolucién. (Varret y col., 1998; los datos también
estan disponibles en http://www.umd.necker.fr).
Ademds de las mutaciones puntuales se descri-
bieron varias deleciones, de diversos tamarios y
localizaciones, e inserciones. Segin la localiza-
cién intragénica de la mutacién, pueden obser-
varse diferentes efectos, incluidos la ausencia de
sintesis del mRNA, el transporte intracelular de-
fectivo debido a la falta de union (1) o reciclaje del
receptor (2), anclaje a la membrana reducido (4) e
internalizacién defectiva (5). Las repeticiones Alu
pueden estar involucradas como una causa de de-
leciones intragénicas.

C. Diagnostico de una mutacion puntual
en el gen del receptor de LDL

La secuenciacién directa demuestra una mutacion
en el exon 9. Primero, el exén 9 se amplifica por
PCR (P1 y P2 = cebadores o primers 1 y 2). La mu-
tacién en el coddn 408, GTG (valina) por GTA (me-
tionina), produce un sitio de reconocimiento (N)
para Nlalll (GATC) que por lo general no esta pre-
sente. Esto provoca la presencia de dos fragmen-
tos de 126 y 96 pares de bases (pb) en lugar del
fragmento habitual de 222 pb. Por eso los indivi-
duos afectados (1y 3 del pedigri) poseen dos frag-
mentos pequefios de 126 y 96 pb (2) ademads del
fragmento de 222 pb. El andlisis de secuencia
del paciente (individuo 1 del pedigri) demuestra
la mutacién por la presencia de una adenina adi-
cional (A) al lado de la guanina normal (3). Con
este conocimiento acerca de la mutacion, esta (l-
tima puede demostrarse dentro de una familia
por el sitio de reconocimiento adicional para
una enzima de restriccion. (Datos de H. Schuster,
Berlin.)
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Homeostasis

Insulina y diabetes mellitus

La diabetes mellitus es una de las enfermedades
mds comunes del mundo occidental, en el que la
padecen el 1-2% de la poblacién. El aziicar sangui-
neo esta elevado en nivel anormal debido a una
variedad de causas, incluidos factores genéticos.
Con el tiempo esto conduce a numerosas com-
plicaciones, como infarto de miocardio, accidente
cerebrovascular, falla renal, dafio vascular que
lleva a la amputacion y ceguera.

A. Produccion de insulina

En los seres humanos el gen de la insulina se lo-
caliza en el brazo corto del cromosoma 11 en la
region 1, banda 5.5. Es un gen pequefio con
1.430 pares de bases. Contiene una secuencia
sefial (L, lider) y dos exones. El gen se expresa
con exclusividad en Ias células p de los islotes de
Langerhans del pancreas. Hay un intensificador
(enhancer) localizado en el extremo 5' del gen y
repeticiones en tindem en nimero variable
(VNTR, variable number tandem repeats) locali-
zadas mds lejos aguas arriba. El transcripto pri-
mario se corta y empalma para producir el mRNA
molde para la preproinsulina. El péptido sefial
(de 24 aminodcidos) se retira y las cadenas By A
se unen mediante dos puentes disulfuro. La
unién apropiada y el plegamiento tridimensional
requieren un péptido conector (el péptido C). La
molécula de insulina completa esta constituida
por una cadena A de 21 aminodcidos y una B de
30. El péptido sefial de la molécula de insulina es
necesario para la secrecién.

B. Receptor de insulina

La insulina inicia su efecto fisioldgico mediante la
union a un receptor (el receptor de insulina). Una
vez que se unid a la insulina, el receptor funciona
como una enzima y fosforila las tirosinas de las
proteinas blanco. Esta es la sefial intracelular para
el proceso metabélico inducido por la insulina.

C. Diabetes mellitus (modelo simplificado)

La diabetes mellitus se clasifica en dos tipos basi-
cos: tipo 1 (diabetes mellitus insulinodependiente,
DMID) y tipo 2 (diabetes mellitus no insulinode-
pendiente, DMNID). La mayoria de los casos de dia-

betes tipo 1 estdn causados por factores externos,
como ciertas infecciones virales, sobre un entorng
de susceptibilidad genética. La diabetes tipo 2 e
debe principalmente a factores genéticos, perp
también en parte a la sobrealimentacién. Cop
exepcion de una forma hereditaria autosomica do-
minante que se desencadena en los adultos jove-
nes, no es un trastorno monogénico. Los gemelos
monocigotos concuerdan en la de tipo 2 en alrede-
dor de un 40-50% de los casos y en la tipo 1 en al-
rededor del 25%, en oposicidn al riesgo de menos
del 10 % para la tipo 1 en los parientes de primer
grado (un 2-7% de acuerdo con la relacién familiar
y la edad de aparicion de la enfermedad). La diabe-
tes mellitus es una manifestacion secundaria de
numerosas enfermedades determinadas por via
genética, por ejemplo, defecto del receptor de insu-
lina (sindrome de resistencia a la insulina).

D. Influencia de los genes de la region
del HLA-D

La susceptibilidad genética a la diabetes tipo 1 es-
ta influenciada en especial por ciertos alelos de
los genes del CMH de clase I (véase pag. 308). La
presencia de los alelos DR3 y DR4, en especial en
los heterocigotos DR3/DR4, estd asociada con la
susceptibilidad para la diabetes tipo 1. El DR2
confiere una resistencia relativa a la diabetes. Se
localizaron genes que confieren susceptibilidad a
la diabetes en diferentes sitios del genoma.
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El inhibidor de proteasas o.;-antitripsina

La o,-antitripsina (o;-AT) es un inhibidor de pro-
teasas esencial del plasma sanguineo. Se une a
una amplia gama de proteasas, como elastasa,
tripsina, quimotripsina, trombina y proteasas
bacterianas. Su efecto fisiolégico mas importante
es la inhibicién de la elastasa de los leucocitos,
una proteasa que rompe la elastina de las paredes
de los alvéolos pulmonares. La deficiencia de la
o,-antitripsina conduce a una destruccion aumen-
tada de los alvéolos pulmonares, enfisema obs-
tructivo de los pulmones y, en neonatos, a una
forma de hepatitis.

A. oy-Antitripsina

La o;-antitripsina humana (1) es una glucoprotei-
na compuesta por 394 aminodcidos y un 12% de
hidratos de carbono. Esta codificada por un gen
de 10,2 kb con cinco exones en el cromosoma 14
(14q32.1).

B. Deficiencia de o;-antitripsina

La accion desinhibida de la elastasa leucocitaria
sobre la elastina de los alvéolos pulmonares con-
lleva a enfisema pulmonar obstructivo crénico (1).
(Radiografia de N. Konietzko, Essen.) La deficiencia
mas comiin es la del alelo Pi(Z). La concentracion
plasmatica de o,-AT con genotipo PiZZ (homoci-
goto) suele ser de alrededor del 12-15% con res-
pecto a lo normal (con el alelo normal M). Los
heterocigotos MZ poseen un 64% y los heterocigo-
tos MS un 86% de la actividad del homocigoto MM.
La deficiencia de la o;-antitripsina en el pulmén
puede corregirse mediante la administracion in-
travenosa de o -antitripsina. (De R. H. Ingram.)

C. o,-Antitripsina: la proteina, el gen
y las mutaciones importantes

La proteina de la o;-antitripsina posee tres cade-
nas laterales de oligosacaridos en las posiciones
46, 83 y 247. La proteina es muy polimorfa por
las diferencias en la secuencia de aminodcidos y
las cadenas laterales de carbohidratos. El sitio
reactivo se localiza en la posicion 358/359
(metionina/serina). Desde el punto de vista cli-
nico las mutaciones mdas importantes afectan a

los codones 213 (PiZ), 256 (PiP), 264 (PiS), 342
(PiZ) y 357 (Pi[Pittsburgh]). El gen contiene va-
riantes de sitios de enzimas de restriccion que
pueden utilizarse para un diagnéstico confiable,
En el presente el diagnostico por lo general se
establece mediante PCR.

D. Sintesis de o,-antitripsina

El gen de la o,;-AT se expresa en las células hepi-
ticas (hepatocitos). El producto génico se encauza
a través del aparato de Golgi y la célula lo libera
(por secrecion). La mutacién Z conduce a la agre-
gacion de la enzima en las células hepaticas, con
muy poca secrecion. La mutacion S conduce a la
degradacion prematura. Alrededor del 2-4% de
la poblacién en el centro y el norte de Europa es
heterocigoto MZ.

E. Centro activo de los inhibidores
de proteasas

La o -antitripsina es un miembro de la familia de
los inhibidores de proteasas que muestra una ho-
mologia marcada, en especial en sus centros acti-
vos. La oxidacién de las sustancias produce un
efecto inhibidor al inactivar la molécula. Los fu-
madores poseen un curso mucho mas rapido de la
enfermedad por deficiencia de la o;-antitripsina
(comienzo de la disnea a los 35 arios en lugar de
los 45-50).

(Figuras en C-E adaptadas de Cox, 1995, y Owen y
col., 1983.)
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Factor VIl de la coagulacion sanguinea
{hemofilia A)

La hemofilia fue la primera enfermedad impor-
tante en la que se reconocio un origen genético. El
Talmud se refiere a su aparicion aumentada en
hombres en ciertas familias, correspondiente con
la herencia ligada al cromosoma X. La hemofilia A
se produce por deficiencia del factor VIII de coa-
gulacidn sanguinea; la hemofilia B es consecuen-
cia de una deficiencia del factor IX. El factor VIII
funciona como un cofactor en la activacion del
factor X al factor Xa durante la fase intermedia de
la cascada de la coagulacion.

A. Herencia de la hemofilia A a través
del cromosoma X

Un ejemplo clasico de la herencia de la hemofilia
A ligada al cromosoma X se observo en algunas
farnilias reales de Europa en el siglo xix y la pri-
mera mitad del siglo xx.

B. Factor VIll de la coagulacion sanguinea

Cuando es activada por la trombina, la proteina del
factor VIII esta constituida por cinco subunidades
(A1, A2, A3, C1, C2) unidas entre si por iones calcio
(1). La proteina del factor VIII inactiva (2) contiene
tres dominios (A, B, C). El dominio A se halla en tres
copias homologas (A1, A2, A3), el C, en dos (C1, C2),
y el B, en una copia. En seres humanos, el gen del
factor VIII (3) aparece en el brazo largo distal del
cromosoma X, en la region 2, banda 8 (Xq28). Pre-
senta 26 exones y se extiende por 186.000 pares de
bases (186 kb), corresponde a alrededor del 0,1% de
todo el cromosoma X. Llamativamente, en este gen
estan el exon grande 14 (3.106 pares de bases), que
codifica para el dominio B, y un intron grande de
32.000 pares de bases entre los exones 22 y 23. La
mayoria de las mutaciones puntuales se produce en
secuencias de DNA que involucran a TCGA, la se-
cuencia de reconocimiento para la enzima de res-
triccién Tagl. Esta contiene el dinucleétido CG, que
muta con facilidad. Debido a que la citosina de este
dinucleétido con frecuencia estd metilada y la desa-
minacién de la citosina lleva a una transicion de Ca
T, las mutaciones en las regiones de los dinucle6ti-
dos CG son frecuentes. La mutacion de TCGA a TT-
GA crea un codén de terminacion (TGA), que da
como resultado una proteina del factor VIII trunca.
Hasta un codén de terminacion en la posicién 2.307
conduce a hemofilia severa, aunque sélo falten los
tiltimos 26 aminodcidos (Gitschier y col., 1985).

El polimorfismo de longitud de los fragmentos de

restriccion (PLFR o, en inglés, RFLP, restriction frag-
ment length polymorphisims) puede utilizarse para
el diagnadstico genético molecular de la hemofilia A
(4). Cuando estd presente, una variante de la se-
cuencia de reconocimiento (B*) para la enzima de
restriccion Bell en la region del exon 17 y del 18,
produce un fragmento de 879 y uno de 286 pares de
bases; cuando estd ausente aparece un solo frag-
mento de 1.165 pares de bases. Esto puede utilizar-
se en el diagnostico por PLFR (5): el paciente con la
hemofilia A (1I-1) porta el fragmento de 879 pb. Fs-
te indica la mutacion. Su hermana (11-2) tiene un hi-
jo afectado (111-2) que también porta el fragmento
de 879 pb, heredado de su madre. Un hermano (111-
1) porta el fragmento de 1.165 pb y por ello no tie-
ne riesgo de presentar la enfermedad, porque éste
no se encuentra ligado a la mutacion.

Ademds de las mutaciones puntuales, son fre-
cuentes los reordenamientos del gen del factor
VIII que involucran el intron 22.

C. Severidad y actividad del factor VIIl

La hemofilia se presenta con una frecuencia de
alrededor de 1 en 10.000 neonatos masculinos.
La severidad y la frecuencia del sangrado de-
penden del grado de actividad residual de factor
VIIL
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Factores de von Willebrand

El factor de von Willebrand (FvW) es un com-
plejo proteico multimérico que se encuentra en
el plasma, las plaguetas y el tejido conectivo
subendotelial. Posee dos funciones bioldgicas
basicas: se une a receptores especificos en la
superficie de las plaquetas y al tejido conectivo
subendotelial, y forma puentes entre las pla-
quetas y las regiones dafiadas de los vasos. Ade-
mads, se une al factor de la coagulacién VIII y lo
estabiliza, La deficiencia del FvW conduce a la
disminucién o la ausencia de adhesion plaque-
taria y a deficiencia secundaria del factor VIII
(enfermedad de von Willebrand o sindrome de
von Willebrand-Jiirgens). La deficiencia here-
ditaria del FvW es el trastorno hemorragico
mds comin en el hombre, con una frecuencia
de alrededor de 1:250 para todas las formas, in-
cluidas las leves, y alrededor de 1:8.000 para
las formas severas.

A. ElcDNAy el prepropéptido
de von Willebrand

El factor de von Willebrand se forma en las cé-
lulas endoteliales, en los megacariocitos y qui-
zas en algunos otros tejidos, y esta codificado
por un gen grande (178 kb) con 52 exones de
varios tamarios, en el cromosoma 12 (12p12-
pter). Hay varios sitios de restriccion polimor-
fos (flechas rojas). El cDNA del FYW mide cerca
de 8,7 kb. El mRNA correspondiente codifica
para un péptido primario (prepro-FvW) de
2.813 aminodcidos, incluido un péptido sefial
de 22 aminodcidos, un segmento de 741 ami-
nodcidos (antigeno de vW II) y una subunidad
de cuatro dominios diferentes (A-D), que en
conjunto constituyen mds del 90% de la secuen-
cia. Los tres dominios A (A1-A3) del medio con-
tienen sitios de union para colageno, heparina
y trombocitos. Tres dominios B pequefios estan
en el lado carboxilo del dominio D4, antes de
los dos dominios C. El FvW contiene un 8,3% de
cisteina (234 de 2.813 aminodcidos), concen-
trada en el carboxi terminal, mientras que en
los tres dominios A la cisteina es escasa. Des-
pués de una modificacién postraduccional, el
FvW plasmdtico maduro contiene 12 cadenas
de oligosacaridos (el 19% del peso total corres-
ponde a carbohidratos).

B. Biosintesis de los factores
de von Willebrand (FvW)

El FvW al inicio se sintetiza como un prepropéptido,
Luego de que se retirara el péptido sefial, dos unida-
des de pro-FvW se unen entre si por sus extremos
carboxiterminales por medio de numerosos puentes
de disulfuro para formar un dimero. Los dimeros re-
presentan a las unidades repetitivas, o promotoras,
del FvW maduro. Los dimeros de pro-FvW se trans-
portan al aparato de Golgi, donde el pro-FvW (anti-
geno de vW 1l o AgyWII) se retira. EIl FvW maduro y
el AgvWII se almacenan en los cuerpos de Weibel-
Palade en las células epiteliales. Las subunidades
maduras y el AgvWII contienen sitios de union para
el factor VIII, la heparina, el colageno, la ristocetina +
plaquetas y las plaquetas activadas por trombina,

C. Clasificacion de las enfermedades
de von Willebrand

La enfermedad de von Willebrand es un grupo hete-
rogéneo de trastornos dividido en varios subtipos.
En los tipos 1 y 111, el defecto es cuantitativo; en el ti-
po Il es cualitativo. En general no pueden distinguir-
se de inmediato los fenotipos dominantes y
recesivos de la deficiencia del FvW porque la hetero-
cigosidad puede no manifestarse, y solo puede de-
terminarse mediante pruebas de laboratorio. El tipo
I, con los subtipos A y B, es el grupo mds frecuente
(70% de los pacientes). La deficiencia del FvW puede
inducir disfuncién plaquetaria o hemofilia.

(Figuras adaptadas de Sadler, 1995.)
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Genes del citocromo P450

Las sustancias quimicas complejas, como drogas o
toxinas vegetales, se degradan mediante un siste-
ma de oxidacién (monooxigenasas) en el reticulo
endoplasmatico de las células hepaticas. Estas en-
zimas (conocidas en forma genérica como cito-
cromo P450) absorben la luz con un maximo de
450 nm luego de unirse al CO. El citocromo P450
es la dltima enzima en la cadena de transporte de
electrones esencial en los microsomas del higado
y en las mitocondrias de la corteza suprarrenal.
Un gran sistema de genes relacionados desde el
punto de vista evolutivo codifica para las diferen-
tes proteinas P450 en los mamiferos.

A. Sistema del citocromo P450

El sistema del citocromo P450 (1) esta constituido
por enzimas oxidativas (monooxigenasas mixtas).
Ellas representan la primera fase de destoxifica-
cién; un sustrato (RH) se oxida a ROH mediante el
oxigeno atmosférico (0,), con la formacién de
agua (H,0) como subproducto. Una reductasa li-
bera iones de hidrégeno (H+) tanto del NADPH
como del NADH, Un rasgo caracteristico de las en-
zimas P450 (2) es que un mismo sustrato quimico
puede ser degradado por varias enzimas P450 y
que una sola proteina P450 puede oxidar un ni-
mero de sustancias quimicas diferentes en cuanto
a su estructura. Es considerable la capacidad para
metabolizar y destoxificar un amplio rango de
sustancias quimicas. Sin embargo, las actividades
enzimdticas de las fases [ y Il deben estar bien
coordinadas, ya que en ocasiones aparecen inter-
mediarios toxicos con efectos colaterales no de-
seados en los estadios iniciales de la fase II.

B. Metabolismo de la debrisoquina

La debrisoquina es una isoquinolina-carboxamidi-
na. Se utilizé para tratar la hipertension arterial
hasta que se encontrd que ocasionaba efectos co-
laterales severos en el 5-10% de la poblacién. Estas
personas poseen actividad reducida de una enzi-
ma degradativa, la debrisoquina-4-hidroxilasa.
Otros farmacos, incluidos bloqueantes B-adrenér-
gicos, antiarritmicos y antidepresivos, también son
degradados por esta enzima y pueden causar reac-
ciones adversas en personas con actividad dismi-

nuida. Los individuos con una tasa lenta de degra-
dacion muestran un aumento de la relacion de la
debrisoquinaf4-hidrodebrisoquina (1). La enzima
estd codificada por el gen 450-db1, un miembro
de la familia del citocromo P450-11D (CYP2D). Las
mutaciones pueden causar un empalme (splicing)
aberrante y producir una variante de pre-mRNA
que contiene un intron adicional (Gonzdlez y
col.,1988).

C. Superfamilia de los genes CYP (genes del
citocromo P450)

Los genes del citocromo P450 en mamiferos se
designan CYP (del inglés cytochrome P450). For-
man una superfamilia de genes que se parecen
entre si en la estructura de exones/intrones y que
codifican para productos génicos similares. Un
pedigri evolutivo se dilucidé sobre la base de com-
paraciones de sus secuencias de cDNA. De acuer-
do con este pedigri, la familia de los genes CYP
surgié durante los dltimos 1.500-2.000 millones
de afios. Se asume que la familia CYP-2 en parti-
cular se desarroll6 en respuesta a sustancias toxi-
cas de plantas que debian destoxificarse por accion
de organismos animales. Por lo menos 30 duplica-
ciones génicas y conversiones génicas llevaron a
una diversidad inusual del repertorio de los genes
CYP.

(Figuras adaptadas de Gonzdlez y col., 1988, Gon-
zélez y Nebert, 1990.)
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Farmacogenética

Muchos farmacos se degradan a diferentes veloci-
dades en diversos individuos. Esto tiene una base
genética. Las enzimas codificadas por genes con
distintos alelos pueden tener tasas de catabolis-
mo disimiles, lo que puede generar diferencias en
la reaccion a farmacos determinadas genéticamen-
te (farmacogenética).

A. Hipertermia maligna por alteracion
de un canal del calcio en las células
musculares

La hipertermia maligna es una complicacién se-
vera de la anestesia, con peligro de muerte, que
puede presentarse en personas con hipersensibi-
lidad extrema al halotano y agentes similares uti-
lizados en la anestesia general. Por lo general, un
impulso nervioso despolariza la membrana plas-
mética de un terminal nervioso en la placa neuro-
muscular (1) (placa motora), y el canal del calcio
dependiente de voltaje en la membrana plasmati-
ca del terminal nervioso se abre en forma tempo-
ral. La entrada masiva de calcio hacia adentro de
la célula (l1a concentracién extracelular de Ca2+ es
alrededor de 1.000 veces mayor que la intracelu-
lar), dispara la liberacién de acetilcolina. La unidn
de esta (iltima al receptor de acetilcolina de la célu-
la muscular abre en forma temporal los canales
catiénicos (Na*) controlados por el receptor. Esto
abre los canales del calcio localizados en el reti-
culo sarcoplasmatico de la célula muscular. El
incremento rdpido en la concentracion de Ca2+ cito-
sdlica resultante causa la contraccién de las mio-
fibrillas de la célula muscular. Los canales del
calcio del reticulo sarcoplasmatico son regulados
por un receptor (el de la rianodina) (2). La riano-
dina (un alcaloide) se une al canal del calcio. El re-
ceptor de la rianodina es una proteina con cuatro
dominios de transmembrana. Las mutaciones en
este receptor conducen a una sensibilidad muy
aumentada al halotano y otros agentes anestési-
cos (3), lo que causa espasmo muscular, elevacion
drdstica de la temperatura corporal (hipertermia),
acidosis y paro cardiaco (4). La hipertermia malig-
na se hereda como un rasgo autosémico domi-
nante (5). Existe un gen en el hombre que se
localiza en el cromosoma 19 en 19q13.1 (MacLen-
nan y Phillips, 1992). Hay unos loci adicionales en
7q, 17q y 3q13.1 (Subrak y col.,, 1995). El haploti-
po mutante de una familia dada puede determi-
narse mediante el andlisis de la segregacion. En la
hipertermia maligna porcina se demostré una mu-
" tacion en el receptor de la rianodina.

B. Deficiencia de seudocolinesterasa sérica
(butirilcolinesterasa)

Alrededor de 1 de cada 200 individuos reacciong
a los relajantes musculares, como suxametonio
(succinilcolina), con una relajacion muscular pro-
longada y paro respiratorio. En esas personas |a
actividad de la seudocolinesterasa sérica esta dis-
minuida. No se puede identificar la poblacion de
riesgo solo mediante determinacion de su activi-
dad seudocolinesterasica (1), sino por determina-
cion de la inhibicion de su actividad enzimatica
por dibucaina. Mientras las personas homocigo-
tas normales muestran un 80% de actividad enzi-
matica luego de la administracion de dibucaina, 1a
poblacién de riesgo muestra sélo un 20%. Los in-
dividuos con actividad intermedia del 60% se con-
sideran heterocigotos (2). Hay alelos diferentes
que pueden conducir a distintos grados de activi-
dad enzimatica reducida. (Figura de Harris, 1975.)
En el presente a esta enzima se la denomina buti-
rilcolinesterasa porque hidrolisa a la butirilcolina
con mds rapidez que a la acetilcolina.

C. Ejemplos de reacciones adversas
a farmacos determinadas de manera
genética
Véase el cuadro en la pagina siguiente. (Nota: la
hemoglobina H involucra deleciones de los loci o,
no los loci a.)
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efectiva un defecto enzimatico
o del receptor
Aumento de Isoniazida, Polineuritis, En cerca del Disminucion de la Autosdmica

la sensibilidad  sulfametazina, reaccion tipo lipica  50% actividad de la isoniazida recesiva

alaisoniazida  hidralazina, etc. acetilasa hepatica
Isoniazida Isoniazida, sulfame-  Efecto Aumento de la Autosomica
inefectiva tazina, fenelzina, hi-  antituberculoso excrecion de la INH dominante
dralazina reducido

Deficienciade  Sulfonamidas, Hemalisis Rara en Deficiencia de laG6PD  Ligada al
la glucosa-6- antipalidicos, europeos, en los eritrocitos cromosoma
fosfato nitrofurantoina, frecuente X (muchas
deshidrogenasa  Vicia faba en africanos formas
(GBPD) mutantes)
Hemoglobina  Sulfonamidas Hemdlisis Rara Inestabilidad de la Autosdmica
de Ziirich hemoglobinaporuna  dominante

mutacion puntual en la

lobina (una arginina
en lugar de una histidina

en la posicion 63)
HemoglobinaH  Sulfonamidas Hemalisis Rara Hemoglobina inestable  Autosémica

de 4 cadenas fdebidoa dominante

una delecion en los loci a
Claucomaen  Corticoides Glaucoma Frecuente Desconocida Quizas
adultos (algunas : autosomica
formas) dominante

C. Ejemplos de reacciones a farmacos determinadas de manera genética
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Mantenimiento de la forma celular
y tisular

Proteinas del citoesqueleto
en los eritrocitos

Las células eucariontes poseen proteinas de sostén
que les confieren estabilidad a la vez que les permi-
ten flexibilidad (proteinas del citoesqueleto). El es-
queleto de la membrana es una red de proteinas
estructurales subyacentes a la membrana plasmati-
cay asociadas a ésta en forma parcial. Los eritrocitos
deben enfrentar necesidades extremas: atraviesan
pequeiios capilares con didmetros menores a los
suyos alrededor de medio millon de veces a lo lar-
go de su vida de 4 meses. La flexibilidad de la mem-
brana también es esencial para la funcion de las
células musculares. Por ello no es sorprendente que
las proteinas del citoesqueleto de los eritrocitos y
las células musculares sean similares.

A. Eritrocitos

El eritrocito normal se mantiene con una forma
caracteristica de disco biconcavo por las proteinas
del citoesqueleto. Los defectos genéticos en dife-
rentes proteinas del citoesqueleto conducen a de-
formaciones caracteristicas de los eritrocitos: como
elipses (eliptocitos), esferas (esferocitos) o células
con una zona con forma de boca (estomatocitos)
0 proyecciones espinosas (acantocitos). Las dife-
rentes formas son resultado de defectos en distin-
tas proteinas. (Microfotografia electronica de
barrido de Davis y Lux, 1989.)

B. Proteinas del citoesqueleto
de los eritrocitos

Mediante la electroforesis en gel de poliacrilami-
da con SDS se pueden diferenciar numerosas
proteinas asociadas con la membrana de los eri-
trocitos. Se numera cada banda del gel y se le
asigna las proteinas individuales. Las proteinas
principales son c-espectrina y fi-espectrina, an-
quirina, una proteina de un canal aniénico (pro-
teina de la banda 3), las proteinas 4.1 y 4.2, actina
y otras. Se conocen la localizacion cromosémica
de sus genes y las enfermedades asociadas causa-
das por mutaciones para el hombre y el raton.

C. w-espectrina y [j-espectrina

El componente principal de las proteinas del ci-
toesqueleto es la espectrina, una proteina larga
compuesta por una cadena o de 260 kDa y una ca-
dena p de 225 kDa. Las cadenas estan constituidas
por 20 subunidades (cadena «) y 18 subunidades
(cadena B), cada una con 106 aminodcidos. Cada
subunidad estd compuesta por tres cadenas pro-
teicas con forma de o-hélice, que corren en sentido
opuesto una con respecto a la otra. Las subunida-
des 10 y 20 de la cadena o contienen cinco cade-
nas paralelas en lugar de tres. Las subunidades
individuales se asignan a diferentes dominios (1-v
en la cadena o y I-1V en la B).

D. Proteinas en la membrana del eritrocito

Las proteinas de espectrina con forma de bastdn
que corren paralelas a la membrana plasmdtica
del eritrocito estin ancladas a los canales de anio-
nes mediante anquirina, y a las moléculas de glu-
coforina mediante proteina 4.1. Los canales de
aniones en los eritrocitos son importantes para el
transporte de CO,. Las glucoforinas (A, B, C) son
proteinas de transmembrana con varias unidades
de carbohidratos. La actina es la proteina princi-
pal para la contraccién muscular y la flexibilidad
celular.

(Figuras de Luna y Hitt, 1992.)
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Eritrocito normal

Eliptocito

Esferocito

Estomatocito

Acantocito
A. Eritrocitos

Banda GeldeSD5 Proteina Localizacion Enfermedad
cromosomica
o
1 Espectrina 1922-25  Eliptocitosis-1
2 ik 14g23-24  Esferocitosis-2
Anquirina 8p11-21 Esferocitosis-1
3 Canal 17 Acantocitosis
anidnico
41 |———| Proteinadi 1q22-25  Eliptocitosis-2
4.2 |~ Proteina4.2
5 M Actina 7pter - g22
6 |=—| Gliceral- 12p13
| aldehido-3-
fosfo-deshidro-
genasa
7 Tropomiosina 1g31-41  Estomatocitosis
(no muscular)

B. Proteinas del citoesqueleto del eritrocito
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| Anquirina
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D. Proteinas en la membrana del eritrocito



http://booksmedicos.org

Enfermedades musculares hereditarias

La degeneracion espontanea de las fibras muscula-
res y la muerte de las células musculares (distro-
fia muscular) es una causa comun de enfermedad
muscular en lactantes, nifios y adultos. Las distrofias
musculares son heterogéneas en términos gené-
ticos y clinicamente variables. En el catilogo de Mc-
Kusick en la red (OMIM, Mendelian Inheritance of
Man Online, en http:/fwww3.ncbi.nih.gov/Omimy),
se enumeran alrededor de 50 formas diferentes de
estas patologias.

A. El complejo distrofina-glucano

Un sistema complejo de proteinas interconectadas
unidas de manera no covalente en el sarcolema
(membrana plasmatica) de las células muscula-
res presta la estabilidad celular durante el ejerci-
cio extremo de contraccion y relajacién. Ellas
conectan la matriz extracelular con las miofibri-
llas intracelulares, moléculas proteicas alargadas,
alineadas en cadenas paralelas (miofilamentos).
La mds larga de las proteinas interconectadas, o-
distroglucano (156 kDa), se localiza por fuera de
la célula. Esta conectada a la matriz extracelular
mediante una proteina heterotrimérica, la lami-
nina-2. El p-distroglucano (43 kDa) estd anclado
en el sarcolema y conectado a una serie de otras
proteinas del citoesqueleto, que estan divididas
en los subcomplejos de sarcoglucano y sintrofi-
na. Algunos miembros del complejo del sarco-
glucano se relacionan con tipos especificos de
distrofias musculares por mutaciones en los ge-
nes correspondientes.

La distrofina, una proteina grande y alargada, hace
las veces de puente entre el citoesqueleto intracelu-
lar involucrado en los miofilamentos contractiles y
la matriz extracelular. Dos moléculas de distrofinas
conectan los complejos de distrofina-glucano veci-
nos. El extremo N-terminal de la distrofina esta co-
nectado a la F-actina de los miofilamentos finos
(actina filamentosa). El extremo C-terminal de la
distrofina esta conectado al B-distroglucano y las
sintrofinas. (Esta ilustracion muy esquematica esta
adaptada de Pasternak, 1998; Duggan y col., 1997; y
de Nova-Castra Immunohistochemistry Laborato-
ries, Newcastle upon Tyne, Reino Unido.)

B. Modelo de la molécula de distrofina

La distrofina, el miembro mas grande de la superfa-
milia de las espectrinas, estd compuesta por 3.685
aminodcidos (masa molecular de 427 kDa) que for-
man cuatro dominios funcionales: 1) El dominio de
unién a la actina N-terminal de 336 aminodcidos;
2) 24 unidades largas repetitivas, cada una consti-

tuida por 88 a 126 aminodcidos de segmentos de
triple hélices como en la espectrina; 3) un domi-
nio rico en cisteina de 135 aminodcidos, que se
une a las proteinas del sarcolema; y (4) el domi-
nio C-terminal de 320 aminodcidos con sitios de
unién a la sintrofina y la distrobrevina. Los seg-
mentos de las triples hélices forman el dominio
del eje central que mide 100-125 nm de largo.
(Diagrama adaptado de Koenig y col., 1988.)

C. Elgen de la distrofina

El gen de la distrofina humana (DMD) se localiza
en el brazo corto del cromosoma X en la regién 2,
banda 1.1 (Xp21.1). La distrofina es por lejos el
gen mds grande conocido en el hombre; abarca
2.4 millones de pares de bases (2,4 Mb o 2.400 kb)
en 79 exones (2). El transcripto grande DMD po-
see 14 kb. El gen de la distrofina posee por lo me-
nos siete promotores intragénicos. El transcripto
primario se empalma alternativamente en una
variedad de diferentes mRNA que codifican para
proteinas mds pequefias que las de las células
musculares y que se expresan en otros tejidos, en
especial en el sistema nervioso central.

D. Distribucion de las deleciones
en el gen de la distrofina

Las deleciones frecuentes en el gen DMD (60% de
los pacientes) se distribuyen de manera irregular.
Los exones 43-55 y 1-15, que corresponden apro-
ximadamente al sitio de unién a la F-actina y al si-
tio de unidn al distroglucano, son los involucrados
con mas frecuencia. También se producen dupli-
caciones (en el 6% de los pacientes) y mutaciones
puntuales, (Figura provista generosamente por el
profesor C. R. Miiller-Reible, Wiirzburg.)
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Cadena de la laminina-o2 (merosina) 4
Matriz extracelular

Tipos de distrofias musculares
congénitas (6q22-23):

Miembro-cintura tipo 2D — «50kDa  sarcoglucanos
Miembro-cintura tipo 2 E — [ 43 kDa
Miembro-cintura tipo 2 C — 35 kDa
Miembro-cintura tipo 2 F — & 35 kDa

o-Distroglucano
156 kDa (adhalina)

Extracelular

Distroglucano
Membrana plasmatica sa"“"g’s‘fé { 5-3 kDa 2
de la célula muscular
(sarcolema)
s JBecke I & C-terminal
uchenne/Becker ——— trofi
(Xp21.1) Distrofina ‘ _
(_‘ Distrobrevina

N-terminal Sintrofina
Intracelular
(sarcoplasma)

A. El complejo de distrofina-glucano en la membrana plasmatica de las células musculares
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D. Distribucion de las deleciones en el gen de la distrofina
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Distrofia muscular de Duchenne

La distrofia muscular de Duchenne (DMD, Mc-
Kusick 310200) es la mds comin entre las mas
de 10 distrofias musculares distinguidas en la cli-
nica y la genética. Esta causada por mutaciones en
el gen DMD. Se presenta en 1 de cada 3.500 varo-
nes nacidos vivos, ya sea por una mutacién nueva
o por transmision de la de una madre heterocigo-
ta 0 con mosaicismo en la linea germinal (es de-
cir, la madre lleva una mutacion en DMD en una
proporcién variable de sus células germinales). La
tasa de mutacion es alta, quiza porque el gen es
extrafiamente grande y posee una tasa elevada de
recombinacion (10%) dentro de él. El neurdlogo
francés Guillaume Duchenne (1806-1875) fue el
primero en comunicar esta enfermedad, en 1861.
Hay una variante mas leve, la distrofia muscular
de Becker (BMD), que es una alteracion alélica por
mutaciones en marco de lectura en el mismo gen,
que permite una funcion residual de la proteina
distrofina,

A. Signos clinicos

La DMD es la distrofia muscular proximal progre-
siva mds caracteristica. La edad de aparicion sue-
le ser menor que 3 afos y los signos son evidentes
alos 4-5 aiios; el paciente requiere de una silla de
ruedas a los 12 afios y por lo general muere por la
enfermedad hacia los 20 afios. La debilidad mus-
cular progresiva de las caderas, los muslos y la es-
palda causa dificultades en la marcha y los pasos.
Se observa lordosis lumbar y pantorrillas agran-
dadas pero débiles (seudohipertrofia) (1). El nifio
afectado realiza una serie caracteristica de ma-
niobras para levantarse cuando estd arrodillado
(signo de Gowers, 2). (Dibujos de Duchenne, 1861
y Gowers, 1879, de Emery, 1987.)

En la distrofia tipo Becker, la edad de comienzo es
mas tardia y la enfermedad progresa en forma
mucho mads lenta que la DMD.

B. Analisis de la distrofina en células
musculares

La distrofina, que en condiciones normales yace a
lo largo de la membrana plasmatica (sarcolema)
de las células musculares (1), estd ausente en es-
tos pacientes (2). Las mujeres heterocigotas
muestran una distribucién en mosaico de grupos
de células musculares normales y defectuosas (3),
como resultado de la inactivacion del cromosoma
X (véase pag. 228). (Fotografias otorgadas atenta-
mente por el doctor R. Gold, Departamento de
Neurologia, University of Wiirzburg.)

C. Investigacion de una familia con DMD

En ciertas regiones se producen deleciones en el
55% de los casos y duplicaciones en el 5%. Sin em-
bargo, las mutaciones puntuales (en el 40%) no
siempre son detectables. En esta situacién puede
realizarse analisis indirecto del DNA. El panel mues-
tra un ejemplo simplificado de un sistema de dos
alelos (marcador DXS7). (Datos otorgados atenta-
mente por el doctor C. R. Miiller-Reible, Institute of
Human Genetics University of Wiirzburg.) Dado
que los pacientes afectados IlI-1 y 1I-2 llevan el ale-
lo marcador 1 en el locus DMD, el alelo 1 indica la
presencia de la mutacion. El macho no afectado I1-4
confirma que el alelo 2 no representa la mutacion,
Las hembras I-2, 1I-1 y [I-2 son heterocigotas obliga-
das (2-1). En este ejemplo los machos 111-3 y 1lI-4 no
estan afectados. Esto puede explicarse por recombi-
nacion en la madre, [1-5. En la practica actual se uti-
lizan varios marcadores relacionados que flanqueen
al locus de la enfermedad para evitar un diagnésti-
co erroneo debido a una recombinacién. Las hetero-
cigotas femeninas muestran signos clinicos leves en
el 2-3%. Alrededor del 23% de las madres de los pa-
cientes no es portadora.

D. Otras formas importantes de distrofia
muscular

Se conocen otras formas de distrofia muscular de-
terminadas por via genética. El curso, el diagnos-
tico y el andlisis genético molecular dependen de
la alteracion basica. Se enumeran ejemplos selec-
cionados.
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(signo de Gower)

y lordosis

A. Signos clinicos de distrofia muscular de Duchenne
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C. Investigacion de una familia con DMD B. Analisis de la distrofina en
por marcadores de DNA las células musculares
Enfermedad Localizacion N°
cromosdmica McKusick
Del cromosoma X:
Distrofia muscular de Duchenne Xp21.2 310200
Distrofia muscular de Becker (alélica con DMD) Xp21.2 310200
Distrofia muscular de Emery-Dreifuss Xg28 310300
Autosomicas dominantes:
Distrofia mioténica 19q13 160900
Distrofia facioescapulohumeral 4q35-qter 158900
Distrofia muscular oculo faringea Desconocida 164300
Autosomicas recesivas:
Distrofia muscular del tipo Duchenne 13g12-13 253700
Distrofia muscular congénita tipo Fukuyama 9q31-33 253800
Distrofia muscular de los miembros y la cintura 15q15-q22, otros loci 253600

(varios tipos)

D. Formas importantes de distrofia muscular hereditaria en el hombre
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Moléculas de coldgeno

El colageno, la proteina mds abundante en los ma-
miferos, constituye alrededor de un cuarto de la
proteina total del cuerpo. Se encuentra en piel, ten-
dones, cartilagos, vasos sanguineos, dientes, mem-
branas basales, cérneas y cuerpos vitreos, y tejidos
de sostén de los drganos internos. El colageno for-
ma filamentos insolubles (fibrillas) inusualmente
fuertes. Una fibra de 1 mm de didmetro puede so-
portar una carga de alrededor de 10 kg. Mas de diez
enfermedades distintas del ser humano son causa-
das por mutaciones en uno de los genes que codifi-
can el colageno. Los genes del coligeno forman una
familia multigénica con mas de 28 miembros, con
sus genes localizados en 12 cromosomas diferentes.

A. Estructura del colageno

La secuencia de aminodcidos del colageno es sim-
ple y periddica (1). Cada tres aminodcidos hay
una glicina (Gly). Los otros aminodcidos se alter-
nan con las glicinas. El motivo estructural general
es (Gly-X-Y),. La X es una prolina o una hidroxi-
prolina; Ia Y es una lisina o una hidroxilisina (2).
Tres cadenas de coldgeno forman una triple héli-
ce (3). En el colageno tipo |, 1a hélice estd com-
puesta por dos cadenas idénticas a1 y una cadena
«2. Se forma primero como una molécula precur-
sora, el procolidgeno (4).

Las procoligeno peptidasas remueven los pépti-
dos en los extremos N-terminal y C-terminal para
formar el tropocolageno (5). Las moléculas de
tropocolageno estan conectadas por numerosas
prolinas hidroxiladas y residuos de lisinas para
formar las fibrillas de coligeno (6). Cada fibrilla
presenta filas paralelas escalonadas de moléculas
de tropocolageno unidas por los extremos y sepa-
radas por espacios (7). Las fibrillas de colageno se
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ven como tiras transversales bajo el microscopio
electrénico (8) (Fotografia del Stryer, 1995).

B. Prototipo de un gen (COL2AT)
para el procolageno tipo Il (cc1[11])

Una molécula de procoldgeno estd codificada por
un gen constituido por 52 exones. La parte traduci-
da del exdn 1 (85 pares de bases) codifica para un
péptido sefial necesario para la secrecion. Los tama-
fios de los exones difieren, con exones que codifican
para 5, 6, 11, 12 o 18 unidades de Gly-X-Y. Los genes
de los procolagenos tipos I, Il y 11l difieren en que al-
gunos exones estan fusionados, pero en el resto son
similares, en especial para los tres tipos principales
de fibrillas de colageno (I, II, IIT).

C. Estructura génicay procolageno tipo o1(l)

Los 52 exones del gen COL1AT corresponden a do-
minios diferentes (A a G) de procolageno o1(1). El
gen COL1A2 para el procoligeno a2(1) es alrededor
del doble de grande (~40 kb) que el gen COLIA1,
porque los intrones entre los exones son en prome-
dio el doble de largos que en COLTAL
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Ejempios de diferentes tipos de coldgeno (cuatro de treinta y tres)

Localizacion ~ Cadena  Molécula

Tipo Gen
de coligeno

Distribucién tisular

Piel, tendones, hueso,

I COLIAT 17q21-22 al(l) [a1(1)]; 2(1)
COLIA2 7q21-22 arterias
I COL2A1 12q13-14 al(ll) [e1(1D)]4 Cartilago, cuerpo vitreo
1] COL3A1 2q31-32 al(lll) [ad(1ID)]5 Piel, arterias, Gtero
\Y COL4A1 13q33-34 al(lV) [o1{IV)]; 02(IV)  Membranas basales
COL4A2 a2(lV)  [al(IV)];
(En cadenas ) [o2(IV)]5

s.org

Moléculas de colageno 381

1. Secuencia de aminodcidos:
Glicina - Prolina - Hidroxiprolina — Glicina — Prolina — Hidroxiprolina - Glicina - Prolina - Hidroxiprolina -
2. General:
—Gly — X=Y —Gly — X—Y —Gly — X—Y — Gly — X—Y — Gly — X—Y —
3. Triple hélice de colageno:

R

4, Procolageno
Péptidos del N-terminal | 300 nm | péptidos del C~terminal

| RTINS

5. Tropocolageno Procolageno peptidasa
=AWV ITNI N

Corte

Corte
Ligacién cruzada
6. Fibrillas de coligeno:

N
W R, TSR, R
@‘w wm&fﬁmr% OTSTTRTs,,  TESSgy
R, W, TR, TR

7. Patron estructural de una fibrilla

A. Estructura del colageno 8. Fibrillas al ME
Codén de P Codén d
iniciacion _ Péptido N o (Gly-X-Y), . Péptido C terminal teonnil:laceién
l 18 BEDL T i M l Exones
5 mw »{_i- FI] 3
156 85 213 17 69 45 54 162 108 45 233 88 243 w2 bp
Exones para la triple hélice (c.ly-x-v )5 (Gly X Y)6 (Gly X ‘r)ﬂ (C.l;.I -K¥)1g {Gly -XY)12
Nimero 5 23 5 1 8
B. Prototipo de un gen (COL2AT) para el procolageno tipo Il (o1[1I])
Gen COLTAT
1 7 48 52 Exones
5 | | j [ HHH [ [ 3!
r..’-. | =
NH; WA H }— coon
AT B E (Triple hélice) FUSEIG Dominios
Pro a1 (1) e !
Péptido N ity Péptido C
| terminal ca.1kb terminal
Péptido seial

C. Estructura génica y procolageno tipo «1(1)



http://booksmedicos.org

382 Genéticay medicina

Osteogénesis imperfecta

La osteogénesis imperfecta (OI) (“enfermedad
del hueso quebradizo”) es un grupo heterogéneo
de tipos de enfermedades diferentes en términos
clinicos y genéticos, con una frecuencia total de
al menos 1 cada 10.000 individuos. En las distin-
tas formas se producen los siguientes signos con
diferentes alcances y diversos grados de severi-
dad, segiin el tipo de mutacién: fracturas dseas
espontaneas, deformaciones oseas, estatura baja,
denticién defectuosa (dentinogénesis imperfec-
ta), deterioro auditivo por formacién defectuosa
de los huesecillos del oido medio y esclerdtica
azul (la conjuntiva del ojo desarrollada por com-
pleto es mds fina que lo normal, de modo que la
luz refractada se torna azul). La presencia de Ol
se hallé en una momia egipcia del siglo VII (cita
de Byers, 1993).

A. Mecanismos moleculares
en la osteogénesis

Algunos tipos de mutaciones pueden llevar a la
produccion reducida de proa1(I)(1y 2), por ejem-
plo, la delecién del alelo COLTAT, un defecto de la
transcripcién o del empalme (splicing), o 1a forma-
cion defectuosa de las fibrillas de colageno. El ex-
ceso relativo de las moléculas de proo2(l) se
degrada. Por ello se forma menos procolageno que
lo normal, pero no es defectuoso. Otros numero-
sos tipos de mutaciones pueden conducir a proco-
ligeno defectuoso (3). Las mutaciones en el gen
proc1(I) son mas severas que las que se presentan
en el gen proa2(l) porque se forma una cantidad
mayor de coldgeno defectuoso.

(Figura de Wenstrup y col., 1990.)

B. Mutaciones y fenotipo

La localizacién de una mutacién dentro del gen
influye en el fenotipo. En general las mutaciones
en la regién 3' son mads serias que las que se pre-
sentan en la regién 5° (efecto de la posicion). Las
mutaciones en la cadena proal(l) son mds seve-
ras que las de la cadena proo2(l) (efecto de la ca-
dena). La sustitucién de un aminodcido mas grande
por la glicina, que es indispensable para la forma-
cion de la triple hélice, lleva a alteraciones severas
(efecto del tamafio). Se producen diferentes tipos
de mutaciones, como deleciones, mutaciones en
el promotor o el intensificador (enhancer) y en el
empalme. Los codones (AAG, AAA) para el ami-
nodcido lisina que aparecen con frecuencia en el
_colageno, se transforman con rapidez en un co-

dén de terminacién mediante la sustitucion de la
primera adenina por una timina (TAG o TAA), de
modo que se forma un procolageno corto e ines-
table. Las mutaciones del empalme pueden llevar
a la pérdida de exones (salteado de un exon). (Fi-
guras de Byers, 1990).

C. Diferentes formas de osteogénesis
imperfecta

La osteogénesis imperfecta puede clasificarse de
acuerdo con la severidad en cuatro fenotipos bdsi-
cos diferentes (clasificacion de Sillence). Aunque
la clasificacion no se corresponda con los tipos de
mutaciones, en general se probd que es ttil para la
clinica. Las Ol tipo [ y IV son menos severas que la
de tipo Il (mortal en la infancia) y la de tipo IIL. Tres
radiografias muestran una deformacion de la tibia
y el peroné relativamente leve (aunque muy disca-
pacitante para el paciente) en la O tipo IV (1); de-
formaciones severas en la tibia y el peroné en la 01
tipo 111 (2); y los caracteristicos engrosamientos y
acortamientos de los huesos largos en la Ol letal ti-
po 11 (3). Las mutaciones en la Ol son autosémicas
dominantes; las formas severas son consecuencia
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de mutaciones de novo. Se mostro que el mosai-
cismo de la linea germinal es considerable para los
casos raros de los hermanos afectados que nacie-
ron de padres no afectados.
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Bases moleculares del desarrollo 6seo

El esqueleto se desarrolla a partir de las células me-
sodérmicas programadas para diferenciarse en tres
tipos celulares especializados: condrocitos (células
formadoras de cartilago), osteoblastos (células
formadoras de hueso) osteoclastos (células degra-
dadoras de hueso) y sus células precursoras. Los os-
teoblastos producen la mayoria de las proteinas
para la matriz dsea extracelular y controlan su mi-
neralizacion. El linaje de las células osteoblasticas
involucra factores de transcripcién especificos de
los osteoblastos (FEOs). Uno de esos factores de
transcripcién se identificé en 1997 como un regula-
dor importante de la diferenciacion osteoblastica, el
factor de unidn al centro (core) Chfal.

El factor de transcripcion Cbfal del ratén (el ho-
mélogo del ser humano se denomina CBFA1) es
un miembro de la familia del dominio runt(en in-
glés, o enano en esparol). El runt es un dominio
de unién al DNA homélogo al producido por el
gen de regla del par (en inglés pair rule gene) runt
de Drosophila.

A. Efectos de las mutaciones homocigotas
de Cbfal en el esqueleto de raton

La ruptura dirigida del gen Cbfal en el estado ho-
mocigoto (—/~) genera un fenotipo severo. Los ra-
tones mutantes homocigotos son pequeiios y
mueren al nacer por paro respiratorio. Al contra-
rio de lo que sucede con ratones normales (+/+, 1),
el ratén mutante (—/—, 2) carece por completo de
desarrollo dseo, como se muestra por falta de tin-
cién con alizarina. Justo antes del nacimiento, los
embriones de ratones normales ++ (3) muestran
huesos bien desarrollados (tefidos de rojo) en las
extremidades superiores, incluidas las claviculas
(flechas) y las tuberosidades de los himeros (cir-
culo). El ratén heterocigoto (+/-, 4) muestra hipo-
plasia severa y osificacién reducida de los huesos
largos. El ratén mutante homocigoto (—/—, 5) care-
ce por completo de formacién dsea, como se mues-
tra mediante la falta de tincién roja.

B. Ratones heterocigotos para una mutacion
en el gen Cbfal

Los ratones heterocigotos (+/-) para una mutacion
en el gen Chfal en el cromosoma 17 muestran fal-
ta de osificacion del craneo (2) comparados con
los normales (1). El hueso calcificado normal esta
tefiido de rojo por el rojo de alizarina, aqui en un
embrion del dia 17,5, tres dias y medio antes de
-nacer. El cartilago esta tefiido de azul por el azul
alciano. Los ratones heterocigotos carecen de cla-
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viculas (4, flechas) en contraposicion a los ratones
normales (3).

C. Displasia cleidocraneana en seres humanos

La displasia cleidocraneana (DCC, McKusick 118980)
es una enfermedad dsea autosémica dominante
caracterizada en mayor medida por la ausencia
de las claviculas y formacion dsea del craneo de-
ficiente. En el presente la DCC se considera una
displasia 6sea generalizada. Los hallazgos radiold-
gicos son consistentes con la subosificacion gene-
ralizada (Mundlos, 1999). Los pacientes pueden
enfrentar sus hombros (1) debido a la ausencia de
claviculas (2; fotografia del Dr. J. Warkany, Cincin-
nati). El calvarium (béveda craneana) estd agran-
dado con un drea mediofrontal mal osificada (3).
(Figura 3 de Mundlos y col., 1997.)

D. Elgen CBFAT del ser humano

El gen CBFA1, en la localizacion cromosémica 6p21,
codifica para un factor de transcripcion de la familia
de los factores de unién al centro (CBF, core binding
factors). Posee dos sitios de iniciacion de la trans-
cripcion alternativos con dos promotores (P1y P2)y
siete exones, Una parte del exdn y los exones 2 y 3
codifican para un dominio runt de union al DNA; los
exones 4, 5, 6 y 7 codifican para dominios de activa-
cion y represion de la transcripcion. La sefial de loca-
lizacién nuclear (SLN) se localiza en el extremo 5' del
exon 3. El exén 6 se empalma alternativamente y so-
lo se encuentra en CBFA1, El gen CBFAT también de-
sempefia un papel regulador importante en la
diferenciacién condrocitica durante la formacion
dsea endocondrial (Mundlos, 1999). Como tal, fun-
ciona como un “gen maestro” en el desarrollo éseo.
Se hallé una amplia gama de mutaciones; todas
producen pérdida de funcién, es decir, haploin-
suficiencia causa el fenotipo CCD. (Figuras A, By
D otorgadas atentamente por el doctor Stefan Mun-
dlos, Max-Planck Institute for Molecular Gene-
tics, Berlin.)
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Determinacion y diferenciacion
sexual de los mamiferos

Determinacion del sexo

En la década de 1940 el embridlogo francés Alfred
Jost observo que cuando se le extirpaban las go-
nadas indiferenciadas al feto de un conejo macho
antes de que hubiera comenzado el desarrollo
masculino, éste se desarrollaba como una hem-
bra. En 1959 el analisis cromos6émico de dos alte-
raciones en el hombre, los sindromes de Turner y
de Klinefelter, dieron lugar a la primera evidencia
de que existian factores genéticos del cromosoma
Y de los mamiferos importantes para la determi-
nacién del sexo masculino. Hay un gen especifico
en el cromosoma Y de los mamiferos (SRY, sex
related Y o Y relacionado al sexo) que induce el
desarrollo sexual masculino durante la embriogé-
nesis (determinacion del sexo).

A. Determinacion del fenotipo masculino
por el cromosoma Y

Los individuos con sindrome de Turner sélo po-
seen un cromosoma X (sin cromosoma Y) y un fe-
notipo femenino, aunque desarrollado de manera
incompleta y por lo general acompafiado por mal-
formaciones. Los individuos con el sindrome de
Klinefelter poseen dos cromosoma X, un cromo-
soma Y y un fenotipo masculino, aunque también
desarrollado en forma incompleta (pag. 402).

B. Region determinante del sexo (SRY)
en el cromosoma Y

La region relevante en el hombre yace en el brazo
corto distal del cromosoma Y en Yp11.32. El bra-
zo corto y la mitad proximal del brazo largo del
cromosoma Y se dividieron en siete intervalos (2).
La region mds distal del brazo corto es la seudoau-
tosémica 1 (PAR 1, pseudoautosomal region 1). Es-
ta es homéloga al segmento distal del brazo corto
del cromosoma X. Aqui se produce el apareamien-
to homélogo durante la meiosis con la recombina-
cién cruzada (crossing over). El mapa fisico de la
region seudoautosomica y la mitad proximal del
intervalo 1(1A1-1B) mide algo mas de 2.500 kb en
el hombre (3). Los intervalos 2-7 no contienen ge-
nes para la determinacion del sexo masculino. La
porcion crucial del cromosoma Y para la determi-
nacién del sexo masculino en el hombre es una re-
gién de alrededor de 35 kb (en el raton, cerca de 14
kb) designada como Sry (sex related Y chromoso-
-mal region, region cromosomica de Y relacionada

con el sexo) en el intervalo 1A1 proximal a la re-
gion seudoautosémica (1), (De U. Wolfy col,, 1992,)

C. Desarrollo masculino de un ratén XX
transgénico para el gen Sry

Las observaciones clinicas y la evidencia experi-
mental indican que la presencia de SRY induce e|
desarrollo masculino, con independencia de la
presencia del resto del cromosoma Y. Un ratén
transgénico cromosomicamente femenino (XX)
muestra desarrollo masculino normal luego de|
implante de un fragmento de DNA de 14 kb que
porta la region Sry de un cromosoma Y de ratén,
dentro de su blastocisto. (Figura de Koopman y
col., 1991.)

D. Expresion de Sry durante el desarrollo
embrionario de las gonadas

Durante el desarrollo embrioldgico de un ratén
XY, Sry solo se expresa entre los dias 10,5 y 12.5.
Los acontecimientos subsiguientes que conducen
al desarrollo masculino se inician durante este
tiempo de expresion breve. (Figura de Koopman y
Gubbay, 1991.)
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Diferenciacién sexual

La diferenciacién sexual (desarrollo de un sexo de-
terminado) implica muchos pasos jerarquicos del
desarrollo regulados por via genética. En los mami-
feros, el desarrollo de las estructuras masculinas
requiere la induccion de los genes apropiados.

A. El principio indiferenciado
de la diferenciacion sexual

Las gonadas (1), los conductos deferentes (meso-
néfricos y paramesonéfricos) (2) y los genitales ex-
ternos (3) se desarrollan a partir de un estadio
indiferenciado. Aproximadamente al final de la
sexta semana de embarazo en los seres humanos,
después de que migraron las células germinales del
primordio del embrién dentro de las gonadas al
inicio indiferenciadas, en las génadas pueden dis-
tinguirse una parte interna (médula) y otra externa
(corteza). Cuando estd.presente un cromosoma Y
normal se desarrollan testiculos embrioldgicos pri-
mitivos cerca de la semana 10 de embarazo bajo la
influencia de un factor determinante de los testicu-
los (TDF, testis-determinning factor). Si no estan
presentes un Y o TDF normales (SRY), se desarro-
llan ovarios. Los conductos de Wolff, los precurso-
res de los conductos deferentes masculinos (vasos
deferentes, vesiculas seminiferas y prostata), se de-
sarrollan bajo la influencia de la testosterona, una
hormona esteroidea masculina formada en el tes-
ticulo fetal. Al mismo tiempo, los conductos de
Miiller —precursores de las trompas de Falopio, el
{itero y la vagina superior- son suprimidos por una
hormona, el factor de inhibicién miilleriano (MIF;
también conocido como la hormona antimiilleria-
na, AMH).

Cuando la testosterona estd ausente o es inefectiva,
los conductos de Wolff se degeneran. Los conduc-
tos de Miiller se desarrollan bajo la influencia del
estradiol, una hormona producida por los ovarios
fetales. Los genitales externos (3) en seres huma-
nos no se desarrollan hasta relativamente tarde,
cuando comienzan las semanas 15 o 16. El desarro-
llo completo de los genitales externos masculinos
depende de un derivado de la testosterona induc-
tor de masculinidad, la 5-dehidrotestosterona, un
metabolito de la testosterona producido por la ac-
cién enzimatica de la 5a-reductasa.

B. Secuencias de acontecimientos
en la diferenciacion sexual

La diferenciacion sexual procede en forma de cas-
* cada, con una serie de pasos sucesivos regulados
en el tiempo en distintos niveles de diferencia-
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cion. Después de que las células germinales del
primordio migren hacia las gonadas indiferencia-
das, se desarrollan los testiculos embriolégicos
primitivos bajo la influencia del factor determi-
nante del testiculo (TDF) si hay un cromosoma Y.
El TDF es idéntico a las secuencias especificas Y de
la regidn SRY (véase pag. 386). Durante la diferen-
ciacién masculina normal, el desarrollo ulterior
de los conductos de Miiller esta suprimido por el
factor de inhibicion miilleriano. La testosterona
solo puede ejercer su efecto ante la presencia de
un receptor intracelular apropiadao (el receptor
de androgenos TFM, véase pag. 390).

Cuando no esta presente el cromosoma Y o falta la
regi6n SRY, o esta alterada por una mutacion, los
testiculos no se forman. En este caso los conduc-
tos de Wolff detienen su desarrollo. Ante la au-
sencia de testiculos, se desarrollan los ovarios a
partir de las génadas indiferenciadas; los conduc-
tos de WollT se degeneran y los de Miiller se dife-
rencian a trompas uterinas, (tero y vagina
superior.

La testosterona también posee un efecto sobre el
sistema nervioso central (“huella cerebral”). Se
asume que se requiere de este mecanismo para la
orientacion psicosexual que aparece mds tarde
durante la vida. Cuando la testosterona esta au-
sente o0 es inefectiva debido a un defecto en el re-
ceptor, la orientacion del sexo es femenina.

En la mayoria de los trastornos de la diferencia-
ci6n sexual determinados por via genética, el sexo
gonadal y el genital no se corresponden (seudo-
hermafroditismo). En el hermafroditismo verda-
dero, en el que las gonadas estan constituidas
tanto por tejidos testiculares como ovaricos, coe-
xisten estructuras masculinas y femeninas unas al
lado de las otras.
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Trastornos del desarrollo sexual

El desarrollo sexual normal es resultado de nu-
merosos genes. La mutacion o el reordenamiento
cromosomico de cualquiera de estos genes causa
la falla parcial o total de la diferenciacion sexual.
La clasificacion de los trastornos del desarrollo se-
xual determinadas por via genética tiene en cuen-
ta los diferentes procesos del desarrollo. Para el
diagnéstico y el tratamiento es prerrequisito
apuntar con precision hacia el defecto basico.

A. Region determinante del fenotipo
masculino SRY en el cromosoma Y

En condiciones normales las secuencias de DNA es-
pecificas del Y que determinan el fenotipo mascu-
lino SRY permanecen en el cromosoma Y durante
el apareamiento homoélogo y la recombinacion cru-
zada durante la meiosis. Sin embargo, dado que la
regidn determinante del fenotipo masculino SRY se
localiza muy cerca de la region seudoautosomica
(PAR), la recombinacién cruzada de la region del
borde de PAR puede producir la transferencia de la
region SRY al cromosoma X. Esto genera un indivi-
duo masculino con un cariotipo XX (macho XX). De
manera reciproca, si falta la region SRY del cromo-
soma Y se genera un fenotipo femenino con cro-
mosomas XY (hembra XY).

B. Mutaciones puntuales en el gen SRY

El gen SRY del ser humano posee un solo exén y
codifica para una proteina de 204 aminodcidos a
partir de un transcripto de 1,1 kb. La seccién del
medio de la proteina SRY estd constituida por
79 aminodcidos muy conservados con capacidad
de plegar y unirse al DNA, la caja HMG (high mobi-
lity group protein, proteina del grupo de alta movili-
dad). Debido a mutaciones puntuales y deleciones
en el gen SRY, en particular en la caja HMG, se pro-
duce disgenesia gonadal completa o parcial. (Figura
adaptada de Wolf y col,, 1992; para una actualiza-
cién de las mutaciones véase McElreavey y Fellous,
1999.) La inversion del sexo también se produce por
mutaciones en el gen SOX9 en el cromosoma 17 en
q24 en la displasia campomélica. (Foster y col., 1994;
Wagner y col., 1994.)

C. Receptor de androgenos

El testiculo fetal produce testosterona, la hormo-
na que induce la diferenciacion sexual masculina.
La testosterona es captada por las células de los
tejidos blanco (los conductos de Wolff y el seno
urogenital) (1). En el seno urogenital, se convierte
en dehidrotestosterona (DHT) por accién de la en-

zima 5o-reductasa. Tanto la testosterona como la
dehidrotestosterona se unen a un receptor intra-
celular (el receptor de andrégenos). El complejo
receptor-hormona activado (TR* o DR*) actia co-
mo un factor de transcripcion para genes que re-
gulan la diferenciacién de los conductos de Wolff
y el seno urogenital. Por ello, el desarrollo fetal
masculino normal es dependiente de la biosintesis
normal de la testosterona y los receptores norma-
les. Las mutaciones en el receptor de andrégenos
conducen a trastornos del desarrollo sexual (2)
con resistencia androgénica completa o incom-
pleta hereditaria del cromosoma X (sindrome del
testiculo feminizante, TFM).

Clasificacion de los trastornos del desarrollo
sexual genéticamente determinados por via
genética

1. Defectos de la determinacién sexual por mu-
taciones o aberracion estructural de la region
SRY del cromosoma Y (p. ej., disgenesia gona-
dal XY, machos XX y otros)

2. Defectos en la biosintesis de los androgenos
(p. ej., sindrome adrenogenital por deficiencia
de la 21-hidroxilasa, véase pag. 392)

3. Defectos del receptor de andrégenos (sindro-
me del testiculo feminizante)

4, Defectos del factor de inhibicion miilleriano (el
tan nombrado sindrome de la hernia uterina)

5. Disgenesia gonadal XO[XY.
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Hiperplasia suprarrenal congénita

Este trastorno, también llamado sindrome adreno-
genital (AGS, McKusick 201910), es causado por la
deficiencia de cortisol, una hormona fetal producida
en la corteza suprarrenal fetal, determinada por via
genética. El aumento compensatorio de la excrecion
de adrenocorticotrofina (ACTH) lleva al aumento de
tamafio (hiperplasia) de la corteza suprarrenal (hi-
perplasia suprarrenal congénita), el incremento de
la produccion de los esteroides prenatales y sus me-
tabolitos con efectos androgénicos, y la diferencia-
cion sexual femenina incompleta.

A. Fenotipo clinico y genética

Las nifias nacen con genitales ambiguos o viriliza-
dos (1). La corteza suprarrenal se encuentra aumen-
tada de tamaiio (2). La produccién aumentada de
los metabolitos androgénicos causa masculiniza-
cion. La deficiencia de cortisol (3) conduce a una
crisis que amenaza la vida por pérdida de cloruro de
sodio (pérdida de sal) que requiere un tratamiento
apropiado. El AGS es un trastorno hereditario auto-
sdmico recesivo (4). Las nifias que no reciben trata-
miento desarrollan una apariencia fisica masculina
(5). En los varones, los signos tempranos se limitan
ala pérdida de sal. Al comienzo, la maduracion 6sea
estd acelerada y los nifios son altos para su edad; sin
embargo, su crecimiento se frena en etapa prema-
tura y en casos eventuales son muy bajos. Ademas
de la forma cldsica del trastorno con una frecuen-
cia de 1:5.000, hay otras formas menos pronuncia-
das de masculinizacién por distintas mutaciones.

B. Defecto bioquimico

Se encuentra aumentada la conversion enzimatica
de la progesterona a desoxicortisol (DOC) por la
hidroxilacién en la posicién 21 (esteroide 21-hi-
droxilasa). En consecuencia, la concentracién de
17-hidroxiprogesterona esta aumentada.

C. Locus génico y estructura génica

La 21-hidroxilasa esta codificada por el gen CYP21
(formalmente llamado CYP21By 21-OHB), un miem-
bro de la familia de genes de la citocromo P450 oxi-
dasa. Este gen se localiza entre los genes de clase III
del complejo mayor de histocompatibilidad en el
brazo corto del cromosoma 6 del ser humano. Es
parte del orden en tindem de a pares de otros tres
genes: los activos C4A y C4B y el CYP21P inactivo
con un 96-98% de homologia, un seudogén debido
a deleciones intragénicas que provocan codones de
terminacién (formalmente denominado CYP21A o
21-0HA). Estos genes se originaron a partir de epi-
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sodios de duplicacién durante la evolucién. El gen
CYP21(21-0HB) esta constituido por 10 exones que
miden casi 6 kb de DNA gendmico (la verdadera
distancia de 30 kb hasta los genes C44 y C4B no se
muestra en escala).

D. Analisis genético molecular

En el gen CYP21 se producen mutaciones puntuales,
deleciones y duplicaciones. Las dos tltimas se gene-
ran por el alineamiento incorrecto de las cromatidas
homélogas durante la meiosis y una recombinacion
cruzada (crossing over) desigual. Las deleciones se
presentan en alrededor del 20-25% de los pacientes
con un déficit cldsico de la 21-hidroxilasa. Las dupli-
caciones no poseen consecuencias clinicas. Las dele-
ciones y las duplicaciones pueden detectarse con
facilidad mediante el anilisis por Southern blot. El
tipo mds frecuente de delecion es la pérdida de una
region de 30 kb que incluye la parte 3' del seudogén
CYP21P, el gen C4B completo y la parte 5° del
gen CYP21. El gen resultante de la fusion entre
CYP21Py CYP21 posee unsitio de restriccion Taql en
laregion 5' de CYPZ1Pque no estd presente en el gen
CYP21. En consecuencia, el gen de fusién posee un
fragmento Tagl de 3,2 kb caracteristico. Esto distin-
gue el reordenamiento del gen normal CYP21 que
posee un fragmento de 3,7 kb caracteristico. En el
ejemplo ilustrado, el gen CYP21 (21-OHB) esta re-
presentado por un fragmento de DNA de 3,7 kb, el
seudogén CYP21P (21-OHA) por un fragmento de
3,2 kb, que aparecen luego de la digestion con Tagl
(1). Por eso, el patrén normal es un fragmento de 3,7
kb y otro de 3,2 kb (2). La delecién homocigota de
cualquiera de los genes puede demostrarse por la
ausencia de cualquiera de los dos fragmentos (3, 4).
Una delecién heterocigota muestra intensidad redu-
cida (5) y una duplicacion muestra intensidad au-
mentada (6). (Figura adaptada de New et al., 1989.)
Otro mecanismo comun que origina una mutacion
en el gen CYP21 es la conversion génica. Esto invo-
lucra un intercambio no reciproco entre los genes
CYP21 y CYPZIP estrechamente relacionados, lo
que provoca la transferencia de mutaciones del seu-
dogén CYP21Pal CYP21.
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Patron de herencia atipico

Nimero inestable de repeticiones
de trinucleétidos

Los cambios hereditarios en el niimero de grupos
repetidos de tres nucleétidos cada uno (trinucledti-
dos o repeticion de tripletes), representa una clase
nueva de mutaciones en el hombre de la que no hay
paralelo en otros organismos. Pueden presentarse
dentro de un gen y traducirse o bien producirse por
fuera del gen en una region no codificante; son
inestables durante la transmision a través de la li-
nea germinal. Las personas no afectadas pueden ser
portadoras de una premutacién, que puede conver-
tirse a una mutacion completa cuando pasa de la li-
nea germinal a la generacidn siguiente. Por eso, los
efectos de la mutacién difieren en cuanto a la seve-
ridad en los miembros afectados dentro de una
misma familia. En ocasiones, se produce una regre-
sion y se saltea una generacion.

A. Enfermedades genéticas con nimeros
de trinucledtidos aumentados

Algunas enfermedades determinadas por via ge-
nética cursan con un nimero de trinucledtidos
mayor al normal, como la enfermedad de Hun-
tington, el sindrome del X fragil, la distrofia mio-
ténica, la atrofia muscular espinobulbar tipo
Kennedy y la ataxia espinocerebelosa tipo 1. Se
describié un total de 14 enfermedades por repeti-
cion de trinucledtidos definidas (véase Cummings
y Zoghbi, 2000).

B. Enfermedad de Huntington

Se trata de una enfermedad cerebral progresiva.
En 5-10 aiios lleva a la pérdida completa del con-
trol motor y de las habilidades intelectuales (1).
Por lo general comienza alrededor de los 40-50
afios con movimientos descoordinados (corea,
danza de San Vito), excitacion, alucinaciones y
cambios psicoldgicos. La enfermedad se transmi-
te por herencia autosomica dominante y muestra
una penetrancia completa. Presenta a una familia
afectada con dos problemas dificiles: i) debido a
la aparicion tardia los portadores de la mutacion
por lo comiin completaron su planificacién fami-
liar antes de que se manifieste la enfermedad y ii)
los hijos de las personas afectadas se enteran re-
cién cuando son jévenes adultos que poseen el
50% de riesgo de desarrollar la enfermedad mads
adelante en su vida. Por ello, es importante la in-
troduccion de un procedimiento diagndstico del
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Sindrome del X fragil

El sindrome del X fragil (McKusick 309550; otras
designaciones: sindrome fraX, retraso mental cro-
mosémico X con un sitio fragil en el cromosoma X,
sindrome de Martin-Bell) es la forma mds frecuen-
te de retraso mental hereditario en los hombres,
con una frecuencia de 1:2.000-4.000 individuos. La
mutacién responsable por lo general implica un
nimero aumentado de repeticiones de trinucledti-
dos inestable. A diferencia de la herencia cldsica del
cromosoma X, hay hombres sin manifestaciones y
una gran proporcion de mujeres portadoras mues-
tra manifestaciones parciales.

La expansion inestable de la repeticion de un trinu-
cledtido (CGG) se localiza en la regidn no codifican-
te 5" del gen FMRI. Hallazgos recientes indicaron
que un aumento por arriba de las 200 repeticiones
impide la migracién de la subunidad ribosémica
408, Esto produce la supresion de la traduccion.

A. Fenotipo

El fenotipo es muy variable. El retraso mental varia;
no hay disfuncién neurolégica caracteristica. En los
hombres adultos, los testiculos estin aumentados
de tamario (macroorquidismo). Los individuos afec-
tados en general pueden integrarse bien en la fami-
lia y aprenden a moverse en un entorno familiar.

B. Elsitio fragil Xq27.3

El locus génico (FRAXA) para el gen (FMR1) se loca-
liza en el brazo largo distal del cromosoma X en la
region 2, banda 7.3 (Xq27.3). En esta region la gran
mayoria de los pacientes y algunas de la mujeres he-
terocigotas muestran una constriccion (sitio fragil)
en el cromosoma X en alrededor del 2-25% de las
metafases. La constriccion puede ser inducida por el
déficit de dcido félico en el medio de cultivo y debe
diferenciarse de otros sitios frigiles en esta region.

C. Repeticiones CGG expandidas
en el sindrome del X fragil

Las secuencias inestables hereditarias explican dos
caracteristicas inusuales del sindrome del X fragil:
i) la transicién de una premutacion (alrededor de
60-200 repeticiones de CGG) sin manifestaciones
clinicas a una mutacién completa (mas de 200 re-
peticiones de CGG) durante la transmision a través
de la linea germinal, y ii) diferencias en el locus
FRAXA dentro de una familia determinada.

El sindrome del X fragil se hereda como un rasgo
dominante ligado al X. El riesgo de transmision y las

booksmedlicos.org

manifestaciones clinicas varian de acuerdo con el
tipo de mutacioén (premutacion o mutacién com-
pleta), el sexo del paciente y del padre que porta la
repeticion de trinucledtidos expandida, y la relacion
entre la familia. Los hombres con la mutacion com-
pleta presentan retraso mental y no se reproducen,
Las muijeres heterocigotas para la mutacién com-
pleta poseen un riesgo de retraso mental variable
del 50%. Transmiten la mutacion completa al 50% de
la descendencia. Una premutacion presente en un
hombre (“hombre transmisor normal”) se transmi-
te a todas sus hijas pero a ninguno de sus hijos va-
rones. Las mujeres portadoras de la premutacion o
la mutacién completa poseen un 50% de probabili-
dades de transmitir el alelo mutado. El riesgo ver-
dadero de la manifestacién del sindrome del X
fragil depende del nimero de repeticiones de CGG
y varia entre un 10% (60-69 repeticiones) y un 50%
(mas de 100 repeticiones) para los hijos varones
{Genes and Clinics en http: www.geneclinics.org).
El niimero de repeticiones CGG es variable dentro
de una familia. En los pedigries que se muestran
(1), los individuos II-3 y [lI-1 poseen mds de 200 re-
peticiones y presentan el sindrome del X fragil. Los
individuos -2, [-3, II-1 y 1lI-3 son portadores de la
premutacion con 79-82 repeticiones. El nimero
normal de repeticiones CGG es de 6 hasta alrede-
dor de 50, la premutacion esta definida por cerca
de 55 a 100 y la mutacion completa causante de la
enfermedad, por mds de 200 repeticiones (2).

Los diferentes nimeros de repeticiones de CGG
pueden demostrarse mediante Southern blot co-
mo fragmentos de DNA de diferentes tamaios (3).
El gen normal estd representado por un fragmen-
to de DNA pequefio (S). Una premutacién conduce
a fragmentos algo agrandados. La mutacion com-
pleta se caracteriza por fragmentos grandes (L}.
Con este procedimiento es posible un diagndstico
confiable de los genotipos. (Fotografias de un
Southern blot: digestién con Hindlll e hibridacion
con sonda Ox1.1; P. Steinbach, Ulm.)
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Enfermedades por improntas
(Imprinting)

El sindrome de Prader-Willi (SPW) y el de Angel-
man (SA) son dos trastornos del desarrollo neuro-
genéticos distintos consecuencia de lesiones
genéticas diferentes en una regién contigua de 3-
4 Mb del cromosoma 15 humano (15q11-13). Esta
regidn lleva una huella, es decir que solo se expre-
san los genes del alelo materno o el paterno.

A. Dos sindromes asociados con la misma
region cromosomica

El sindrome de Prader-Willi se caracteriza por de-
bilidad muscular neonatal y dificultades en la ali-
mentacion, seguido en la nifiez temprana por
disminucién o falta de control de la saciedad que
conduce a obesidad masiva en muchos pacientes.
Aparecen otros rasgos variables, como retraso men-
tal, rasgos faciales caracteristicos, estatura baja,
hipopigmentacién, problemas de conducta y otros
hallazgos. En el sindrome de Angelman el retraso
del desarrollo suele ser muy severo. Casi siempre
se presenta con falta casi total de desarrollo del
habla, un electroencefalograma con tendencia a
las convulsiones e hiperactividad.

B. Origen parental de la delecion

El SPW se produce cuando el cromosoma delecio-
nado involucra al 15 de origen paterno (pérdida
de un alelo 2 paterno en el diagrama del Southern
blot, a la izquierda). El SA se presenta cuando la
delecion involucra al cromosoma 15 de origen
materno (pérdida de un alelo materno 1 en el es-
quema, a la derecha).

C. Disomia uniparental

La disomia uniparental (DUP) es la presencia de
dos cromosomas o genes del mismo progenitor. El
diagrama del Southern blot muestra dos tipos di-
ferentes de DUP en el SPW: isodisomia y heterodi-
somia. En la isodisomia los dos alelos parentales
son idénticos (dos alelos maternos 1 mostrados en
el diagrama). En la heterodisomia los dos alelos
son del mismo origen parental, pero difieren (se
muestra un alelo 1 y un alelo 2, ambos de origen
materno).

D. Delecion de origen parental
y disomia uniparental

La delecion y la disomia uniparentales poseen el
mismo resultado funcional, es decir, pérdida de ac-
“tividad genética de un alelo parental. La frecuencia

de una delecion es aproximadamente la misma pa-
ra el SPW y el SA (70% cada uno), mientras que la
frecuencia de una DUP difiere en grado considera-
ble: 29% en el SPW, 1% en el SA.

E. Region cromosémica 15q11-13
y centro de improntas

Hasta el presente se conocen cinco genes que son
transcriptos sélo del alelo paterno, y no del ma-
terno, donde estin constitutivamente reprimi-
dos (cuadrados azules). A partir del gen mas distal
UBE3A (una ubicitina-proteina ligasa E3) sélo se
transcribe el alelo materno. Alrededor del 25% de
los casos del sindrome de Angelman son causados
por una delecién o una mutacidn en este gen. Los
puntos de ruptura de las deleciones grandes co-
munes se producen en mayor medida en tres re-
giones de grupos de puntos de ruptura. El centro
de la impronta (Cl, en inglés imprinting center) se
definié originalmente mediante pequefias dele-
ciones por fuera de los genes con impronta cono-
cidos. Cerca del 1% de los pacientes con SPW y el
4% con SA poseen defectos en los centros de im-
prontas. La region de impronta 15q11-13 muestra
una diferencia en el patrén de metilacion entre el
alelo materno y el paterno. Esto es la base de Ia
prueba diagndstica.

(Los datos en E. fueron otorgados atentamente
por el doctor Karin Buiting.) Otras regiones cro-
mosémicas con improntas también se asocian
con enfermedades del ser humano, por ejemplo,
sindrome de Beckwith-Wiedemann y algunos pa-
cientes con sindrome de Rusell-Silver, entre otros.

BIBLIOGRAFIA

Buiting, K., et al.: Inherited microdeletions in the
Angelman and Prader-Willi syndromes define
an imprinting centre on human chromosome
15. Nature Genet. 9:395-400, 1995.

Gillessen-Kaesbach, G., et al.: DNA methylation
based testing of 450 patients suspected of ha-
ving Prader-Willi syndrome. ]. Med. Genet.
32:88-92,1995.

Horsthemke, B., Dittrich, B., Buiting, K.: Imprin-
ting mutations on human chromosome 15.
Human Mutat. 10:329-337, 1997.

Nicholls, R.D.: Prader-Willi and Angelman Syn-
dromes, pp. 1053-1062. In: |.L. Jameson, ed.,
Principles of Molecular Medicine. Humana
Press, Totowa, New Jersey, 1998,

Nicholls, R.D., Saitoh, S., Horsthemke, B.: Imprin-
ting in Prader-Willi and Angelman syndromes.
Trends Genet. 14:194-200, 1998.

booksmeglicos.org

Enfermedades por improntas (/Imprinting)

399

Cromosoma 15

:| Deleci

1. Delecion intersticial 15q11-3

Paterno

iGn

Materno

2. Sindrome de Prader-Willi
A. Dos sindromes asociados con la misma region cromosomica

3. Sindrome de Angelman

Sindrome de Prader-Willi (SPW) Sindrome de Angelman (SA

Southern

Alelo blot

A5

] I ]
& ¢ @ &
mat.
a—emm Alelol 1 e SRR — —
. 2 " S
e Alelo 2 3 e
o S Alelo 3 i Y i o B i
 Delecion 1. Isodisomia 2. Heterodisomia

B. Origen parental de la delecion

C. Disomia uniparental (DUP)

B = gen activo 1 = gen inactivo al centrémero
A
Normal Expresion Expresion
materna paterna
SPW  SA ! |~
| Tres regiones (1) Locus marcador
| —-—— mat de grupos L D558
de puntos &
(- pat | deruptura || Gen MKRN3
leomt e g e =T (ZNF127)
SPW_SA Delecion SPW SA * NDN
— - mat —ereemmeeeeee— Mt '\ Magelz
oo 5 e —pat — — pat
Centrode | T D15513
e Db la Impronta - D15563 {PW?”
—_ —l— mat| mia |—EEE-{ | pat 1
_ | unipa- : | ¥ SNRPN
— - = — —
{ l— mat | renta| |- — pa 3 1] + Pw
Ly usea
Sindrome de Prader-Willi  Sindrome de Angelman al telémero

D. Delecion de origen parental y DUP

E. Region cromosomica 15q11-13
con impronta

Region del SPW~1-1,5 Mb



http://booksmedicos.org

400 Genética y medicina booksmedi€os.org

Trisomias autosomicas 401

Correlacién Cariotipo-Fenotipo

difieren en el fenatipo y el curso de la enferme-
dad. No se observan otras trisomias en los recién

A
Trisomias autosémicas nacidos vivos porque son letales en la vida em- @ Ratén Hoeal
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distribucién defectuosa (falta de disyuncién) de  del sindrome de Down (antes llamado mogolismo). @ @ 3 } B 3
un par cromosomico. También puede surgir des- 2 5 Y o 5

5 s : D. Lafalta de disyuncién como causa =} =
pués de la fertilizacion (luego del cigoto) durante de bicami 1 2 3 4 '
la divisién celular somatica (mitosis); en este ca- ¥ r.somla e ; Arrollada  Lustrosa  Conbucles  Alargada 16,18
so, se presenta la trisomia en una proporcién de-  En especial en la trisomia 21, la frecuencia de la 2 19

L 6 ici 4mi falta de disyuncién depende de la edad de la ma- MOh - T e ST Y
terminada de células (mosaicismo cromosdmico). it T SR

La trisomia conduce a un fenotipo caracteristico
de cada cromosoma en particular, aungue en los
seres humanos la mayoria de las trisomias es letal
en el desarrollo embriolégico temprano.

A. Latrisomia en la mala hierba de Jimson
(Datura stramonium) -

En 1922, Blakeslee observé que las plantas de es-
tramonio triploides y tetraploides en la mala hier-
ba de Jimson (Datura stramonium) diferian poco
en el fenotipo. Sin embargo, cuando contenian
tres copias de sélo uno de los 12 cromosomas (tri-
somia), y dos de cada uno de los otros, se produ-
cia una apariencia caracteristica para cada una de
las trisomias (de Blakeslee, 1922).

B. Trisomias en el ratén

Durante la década de 1970 A. Gropp y col. investiga-
ron el efecto de las trisomias en el desarrollo de los
ratones. Los ratones trisomicos, producto de la se-
gregacion de las traslocaciones, poseian un perfil de
desarrollo y ciertos cambios morfolégicos caracte-

dre en el momento de la concepcién (1). La edad
del padre tiene poca o ninguna influencia.

La falta de disyuncién puede producirse durante
la primera o la segunda division de la maduracion
(meiosis | o meiosis I, pag. 116) (2). La diferencia
puede establecerse mediante marcadores cromo-
somicos apropiados. Si la falta de disyuncidn se
produce durante la meiosis I, los tres cromosomas
van a ser diferentes (1 + 1 + 1), mientras que si la
falta de disyuncidn se produce durante la meiosis
1, dos de los tres cromosomas serdn idénticos (2
+1). En los seres humanos, alrededor del 70% de
las veces la falta de disyuncién se produce en la
meiosis [ y el 30% en la meiosis I1.
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Otras alteraciones en el nimero
de cromosomas

Ademads de las trisomias autosémicas, hay otras
afecciones asociadas con un ndmero anormal de
cromosomas. Involucran tanto al juego completo
de cromosomas (triploidia o tetraploidia) como al
X o al Y. Las desviaciones del nimero normal de
cromosomas X o Y comprenden alrededor de la
mitad de las aberraciones cromosomicas en el
hombre (frecuencia total de cerca de 1:400).

A. Triploidia

La triploidia es una de las aberraciones cromosd-
micas mas frecuentes en el hombre (1). Entre las
posibles causas estdn un espermatocito diploide,
un ovocito diploide, o la fertilizacion de una célu-
la huevo por dos espermatozoides (dispermia,
pag. 196). La triploidia suele conducir al aborto
espontineo dentro de los primeros cuatro meses
de embarazo. El feto muestra numerosas malfor-
maciones severas (2), como defectos cardiacos,
labio leporino, paladar hendido, defectos del es-
queleto y otros. El juego cromosémico extra puede
ser de origen materno o paterno, con diferentes
consecuencias clinicas.

B. Monosomia X (sindrome de Turner)

La monosomia X (cariotipo 45,X0) es una aberra-
cion cromosomica frecuente, que representa alre-
dedor del 5% de las generadas en los seres
humanos durante la concepcidn. Sin embargo, de
40 cigotos con monosomia X, solo uno va a desa-
rrollarse hasta el nacimiento. El espectro fenotipi-
co es muy amplio. Durante el estadio fetal (1) el
linfedema de cabeza y cuello produce un higroma
quistico, grandes quistes linfaticos de paredes finas
multiloculares. Son frecuentes los defectos cardio-
vasculares congénitos, en especial los que involu-
cran la aorta, y las malformaciones renales. Un
componente importante de la enfermedad es la
ausencia de ovarios, que sélo se desarrollan como
tejido conectivo (génadas estriadas). La estatura
pequeiia es un rasgo constante (altura del adulto
promedio de 150 cm). En los recién nacidos pue-

den estar presentes los pliegues cervicales (ptery-
gium colli) como resabio del linfedema (cuadro cli-
nico del sindrome de Ullrich-Turner). Por otro lado,
las manifestaciones pueden ser leves (2). Con fre-
cuencia, no hay una monosomia pura, sino un mo-
saicismo cromosomico con células normales
(45,X0/46,XX) o un cromosoma X alterado desde el
punto de vista estructural (delecién del brazo cor-
to, isocromosoma del brazo corto o el largo, cromo-
soma en anillo u otros).

C. Cromosomas X o Y extras

Un cromosoma X extra en los hombres (47,XXY),
cuando no se trata, lleva al cuadro clinico del sin-
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A. Triploidia

drome de Klinefelter después de la pubertad (1).
Esto incluye estatura alta, desarrollo ausente o
disminuido de los caracteres sexuales secunda-
rios e infertilidad por ausencia de espermatoge-
nesis. Con un cromosoma Y extra (47.XYY) no
aparece ningln fenotipo inusual (2). Las mujeres
con tres cromosomas X (47 XXX) también son fisi-
camente indistinguibles (3). Sin embargo, se ob-
servaron trastornos del aprendizaje y retraso en el
desarrollo del habla en algunos de estos nifios.

D. Espectro amplio de aberraciones

cromosomicas en los fetos humanos

Las proporciones relativas de las varias trisomias
observadas en los fetos luego de abortos esponta-
neos, difieren. La mds frecuente es la trisomia 16,
que representa al 5% de todas las autosdmicas. Las
monosomias autosémicas conducen a la muerte
del embrién dentro de los primeros dias o sema-
nas. (Datos de Lauritsen, 1982).
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Deleciones y duplicaciones

Las deleciones y duplicaciones son aberraciones
estructurales importantes. La delecion, que causa
hemicigosis y haploinsuficiencia funcional para el
locus involucrado, puede presentarse de novo o
ser resultado de la segregacion meidtica de una
translocacidn reciproca equilibrada parental (véa-
se pag. 198). La duplicacion de un segmento cro-
mosomico conduce a la trisomia parcial, lo que
produce un desequilibrio funcional de los genes
que se encuentran en la region involucrada.

A. Delecion del 5p-: sindrome de Cri-du-chat

En 1963 en Paris Lejeune y col., describieron nifos
con una delecion parcial en el brazo corto del cro-
mosoma 5 (5p-) y retraso del desarrollo mental y
fisico. Alrededor del 15% de los padres presentaba
una traslocacion en el cromosoma 5. En estos ca-
sos la recurrencia del trastorno estd aumentada.
Los nifios afectados paseen un llanto prolongado,
de tono alto que recuerda al de un gato (cri-du-
chat, llanto de gato).

B. Delecion 4p-: sindrome de Wolf-Hirschhorn

Este es un fenotipo caracteristico resultado de una
delecion parcial de material cromosomico del bra-
zo corto del cromosoma 4, descrito en 1964 inde-
pendientemente por U. Wolf en Freiburg y K.
Hirschhorn en Nueva York. El retraso mental y esta-
tomotor variable pero considerable se asocia con
rasgos faciales caracteristicos (1, 2) y con defectos
de la linea media (paladar hendido, hipospadias),
coloboma del iris, defectos cardiacos congénitos y
otras malformaciones. En algunos pacientes la de-
lecién sdlo puede detectarse por FISH. El mapa
simplificado de 4p16 (3) muestra la region cromo-
somica critica (WHSCR, Wolf-Hirschhorn critical
region o region critica de Wolf-Hirschhorn). (Figu-
ra adaptada de Wright y col., 1999.)

C. Sindromes por microdeleciones

Aqui se presentan tres de los mas de 20 sindro-
mes por microdeleciones (para una revision véa-
se Spinner y Emanuel, 1996; Budarf y Emanuel,
1997), El sindrome de Williams-Beuren (1, McKu-
sick 194050, 130160) por lo general se presenta
con rasgos faciales caracteristicos (“semejante a
un duende”), hipercalcemia infantil, estenosis
supravalvular adrtica, retraso del crecimiento y
alteracién del desarrollo mental. La delecion sub-
yacente involucra el brazo largo del cromosoma 7
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en q11.23. El gen de la elastina (ELN) es el que se
pierde con mas frecuencia. La delecion de 22q11
conduce a un grupo de trastornos clinicamente di-
ferentes pero superpuestos (el sindrome de Di-
George, McKusick 188400), caracterizados por
ausencia o hipoplasia del timo y las glandulas pa-
ratiroideas, y malformaciones del arco adrtico;
sindrome velocardiofacial, McKusick 192430; defec-
tos cardiacos cardiotroncales, McKusick 217095, y
otros (2). El sindrome de Rubinstein-Taybi {McKu-
sick 180849) se caracteriza por rasgos faciales ti-
picos (3) pulgares y dedos de los pies anchos y sus
cambios radioldgicos asociados, retraso mental y
otros rasgos. Se detecta una delecion de 16p13.3
en alrededor del 12% de los pacientes. Las muta-
ciones puntuales en el gen de union a CREB (gen
CBP) causan este trastorno.

D. Fenotipo de la duplicacién de 5q
en diferentes edades

Una duplicacion Gnica ilustra los fenotipos facia-
les similares a diferentes edades: en el feto a las
22 semanas de gestacion (1), en uno de 5 meses
de edad (2) y en uno de 8 afios. Los individuos
afectados son hermanos de una familia. La dupli-
cacion parcial 5q33-qter fue producida por una
traslocacion reciproca paterna (Passarge y col.,
1982). Hay otras duplicaciones asociadas con fe-
notipos caracteristicos.
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Guia rapida para el diagnéstico
genético

Principios

El diagnéstico de una enfermedad genética requie-
re un enfoque sistemdtico que tenga en cuenta
consideraciones clinicas y genéticas. Mientras la
medicina clinica tiende a clasificar las enfermeda-
des de acuerdo con el sistema orgdnico, la edad de
aparicion, el sexo o el método primario de detec-
cion (radiologia, técnicas de imagen), la medicina
genética, al igual que la patologia, se orienta hacia la
causa o la lesidn bdsica, en este caso el gen o los ge-
nes afectados por un cambio genético relevante. El
diagndstico genético se basa en un analisis interdis-
ciplinario de todos los datos clinicos y de laborato-
rio desde una perspectiva genética.

A. Diagnostico genético

El fenotipo, es decir, las manifestaciones clinicas,
incluida la historia del individuo y la familia en
términos médicos, son el punto de partida. La pri-
mera decision que el médico genetista debe tomar
es si puede reconocerse el patron de manifestacio-
nes. Las herramientas que pueden ayudar en esta
decisién son el entrenamiento y la experiencia
personal; libros de texto apropiados y otro tipo de
literatura, y sistemas de blisqueda en Internet, co-
mo OMIM, MEDLINE, PubMed, POSSUM, London
Dysmorphology Data Base for congenital malfor-
mations y bases de citogenética.

Si puede reconocerse el patron de una enfermedad,
la decision siguiente comprende a la categoria de la
afeccién. Aunque en la practica es dificil de estable-
cer, la categoria de la enfermedad es importante pa-
ra tomar los pasos siguientes. Para este proposito,
son indispensables el catdlogo de McKusick para ge-
nes y enfermedades humanas, herencia mendeliana
en el hombre ( MIM, Mendelian Inheritance in Man),
y su version en Internet (OMMIM). En este estadio
debe considerarse la posibilidad de la heterogenei-
dad genética. El término heterogeneidad genética se
refiere a un fenotipo (enfermedad) que tiene dife-
rentes causas. Un fenotipo particular puede ser
causado por mutaciones en distintos loci ( heteroge-
neidad de locus) o por distintos alelos mutantes en
el mismo locus ( heterogeneidad de alelo). Todos los
procedimientos diagnosticos deben ser precedidos
por el consejo eugénico o genético, que incluye la
obtencion apropiada del consentimiento (informa-
do) de las personas involucradas.

B. Analisis del genotipo mediante
tipificacion por PCR de un sitio
de restriccion polimorfo

Se prefiere el analisis del genotipo mediante tipi-
ficacion por PCR de un sitio de restriccion poli-
morfo a la hibridacion por Southern blot que es
mads laboriosa (véase pag. 62). (Figura adaptada
de Strachan y Read, 1999.)

C. Prueba de la proteina trunca (PPT)

Esta es una prueba para mutaciones del cambio
de cuadro de lectura, el empalme (splicing) o mu-
taciones sin sentido que llevan a una proteina
truncada debido a un codén de terminacion anti-
cipado creado aguas abajo de la mutacidn. La pro-
teina trunca se detecta en un ensayo basado en un
sistema de traduccién in vitro. La traduccién sera
interrumpida en un codén de terminacién prema-
turo que se produce por la mutacion. El tamafio
de la nueva proteina traducida se determina me-
diante electroforesis en gel. La PPT detecta la loca-
lizacién aproximada de la mutacién reflejada por
el tamano de la proteina mutante. Es qtil en el
estudio de genes con mutaciones sin sentido
frecuentes, como los APC, BRCAT y BRCAZ. Sin
embargo, no puede aplicarse para genes con mu-
taciones de sentido cambiado. La figura que se
muestra aqui es muy esquematica. (Adaptada de
Strachman y Read, 1999; y Beaudet, 1998.)
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Deteccion de las mutaciones
sin secuenciacion

Ademads de la deteccion de mutaciones por di-
ferentes fragmentos de DNA en los Southern
blots (pdg. 62), hay métodos basados en las di-
ferencias en la hibridacion de segmentos de
DNA mutados versus segmentos normales. La
hibridacién incompleta se determina mediante
la utilizacién de segmentos cortos de DNA de
cadena simple (oligonucledtidos) con una se-
cuencia complementaria a la region investigada
(véase A). Otros métodos se basan en la demos-
tracién de la hibridacién incompleta con mRNA
(véase B) o en que un segmento de DNA normal
hibridado con uno mutante es menos estable
que con un DNA normal.

A. Deteccién de una mutacion puntual
por oligonucleétidos

Para determinar si hay una mutacién en un seg-
mento de DNA se utilizan segmentos cortos de
DNA (oligonucleétidos) (1, DNA normal; 2 mu-
tacién de G a A). Un oligonucledtido es un seg-
mento de DNA producido en forma sintética de
alrededor de 20 nucledtidos de longitud; su se-
cuencia es complementaria a un segmento co-
rrespondiente del gen a investigar. Hibrida por
completo con su segmento complementario (3).
Si una mutacién, aqui de G a A (1), se localizaen
esta region, la hibridacion no serd perfecta en
este sitio (apareamiento alterado) (4). Por el
contrario, un oligonucleétido complementario
al segmento de DNA con la mutacién hibridara
por completo (oligonucledtido especifico de
alelo, OEA) (5). Este hibrida en forma incomple-
ta con el DNA normal (6). Mediante la utiliza-
cion paralela de ambos oligonucleétidos, puede
diferenciarse el DNA mutado del no mutado. Los
resultados de las pruebas (7) muestran la hibri-
dacién del DNA mutado y el DNA control con los
oligonucledtidos especificos de alelo (OEA 1 pa-
ra el control, OEA 2 para la mutacidn). La hibri-
dacién estd indicada por una sefial (analisis por
dot blot).
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B. Demostracion de una mutacién puntual
mediante el corte con la ribonucleasa A

La base de este método es que una cadena de DNA
normal hibrida por completo con el mRNA de esta
regién. El DNA y el mRNA hibridados por completo
son protegidos de los efectos de la enzima degra-
dadora de RNA, la ribonucleasa A (ensayo de pro-
teccion de la ribonucleasa). La hibridacién es
incompleta en el drea de la mutacién. En esta region,
el mRNA sera cortado por la ribonucleasa A (RNAsa
A). Esto puede demostrarse mediante Southern blot.
Se formaran dos fragmentos que juntos correspon-
den al tamafio del fragmento hibridado por comple-
to (600 pares de bases (-pb-, versus 400 y 200 pb).

C. Electroforesis en gel con gradiente
de desnaturalizacion

Este método aprovecha las diferencias en la estabili-
dad de los segmentos de DNA con mutacion y sin
ella. Mientras que el DNA de cadena doble de una
persona control es absolutamente complementario
(homodiiplex), una mutacion conduce a un aparea-
miento incorrecto en el sitio en que ésta se produce
(heterodtiplex). Este DNA es menos estable que las
cadenas de DNA absolutamente complementarias
(posee un punto de desnaturalizacion mds bajo). Si el
DNA normal (control) y el que presenta la mutacion
se siembran en un gel con un gradiente creciente de
formamida (gel con gradiente de desnaturalizacion),
el DNA mutante y el normal pueden diferenciarse en
etapa subsiguiente por Southern blot. El DNA normal
permanece estable a concentraciones mas altas de
formamida y migra mds lejos que el DNA mutante,
que se disocia antes y no migra muy lejos.
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Localizacion cromosomica
de las enfermedades monogénicas

Localizacién cromosomica de
las enfermedades genéticas humanas

En ningtin lugar es tan claro el crecimiento del co-
nocimiento acerca de las mutaciones en los genes
humanos causantes de enfermedades como en el
mapeo de su localizacion en sitios especificos en
los cromosomas individuales. Este progreso esta
documentado en doce ediciones publicadas de
Mendelian Inheritance in Man. A Catalog of Hu-
man Genes and Disorders (MIM) por Victor A.
McKusick, M. D., en la Johns Hopkins University
School of Medicine, Iniciada en los comienzos de
la década de 1960, su primera edicion en 1966
contenia un total de 1.487 registros sin un solo
gen autosémico “mapeado”. Esto se logrd en 1968
en el momento de la segunda edicion (1.545 re-
gistros). Las ediciones subsiguientes revelaron un
tiempo de duplicacién de registros de alrededor
de 15 afios (3.368 en la 67 edicion (1983), 5.710 re-
gistros en la 102 edicién (1992), 8.587 registros en
la 12 edicion (1998) y 10.848 en septiembre de
1999 (Hamosh y col., 2000). Desde 1987 el catilo-
go de McKusick estd disponible on line desde la
National Library of Medicine (Online Mendelian
Inheritance in Man, OMIM, véanse referencias).
Actualizado de manera regular, OMIM se convirtio
en una fuente principal de informacion sobre los ge-
nes humanos y las enfermedades genéticas. Cada
registro posee un nimero de identificacion de 6 di-
gitos {inico y se asigna a uno de los cinco catdlogos
de acuerdo con la categoria genética: 1) autosdmica
dominante, 2) autosdmica recesiva, 3) cromosdmica
X, 4) cromosomica Y y 5) mitocondrial. Los registros
autosdmicos que se iniciaron desde 1994 comienzan
con el digito 6. El catdlogo de McKusick proveyd una
base sistemnatica para la genética del hombre com-
parada con la primera tabla periddica de los elemen-
tos quimicos de Dimitrij I. Mendelyev en 1869 o el
“Chronologisch-thematisches Verzeichnis samtli-
cher Tonwerke Wolfgang Amade Mozarts" por Lud-
wig Alois Ferdinand Kochel en 1862.

Una caracteristica especial del catilogo de McKu-
sick es el mapa de los loci génicos relacionados
con enfermedades asignados a sitios cromosomi-
cos especificos, llamado The Morbid Anatomy o
the Human Genome (La anatomia mérbida del
genoma humano). Desde que éste aparecid por
primera vez en 1971 (34 edicién) en una pagina

sola, la informacién completa no pudo volver a
presentarse en una versién impresa legible. El
mapa de los loci de las enfermedades presentado
aqui en las siguientes cinco paginas, por lo tanto,
representa registros seleccionados. Para una in-
formacion completa, se sugiere al lector la red de
datos disponible a través de OMIM. Sin embargo,
los mapas mostrados en las paginas siguientes
proveen un panorama general. Se mapearon mds
de 1.000 genes de enfermedades desde los co-
mienzos de 2000.

El catdlogo de McKusick también refleja una dife-
rencia importante entre la medicina clinica con-
vencional y la genética médica. Mientras que la
medicina clasifica a las enfermedades de acuerdo
con sus manifestaciones principales, sistemas de
drganos, edad, sexo y otros criterios relacionados
con el fenotipo, la genética médica se centra en el
genotipo. El locus génico involucrado, el tipo de
mutacion y la heterogeneidad genética proveen
las bases para la clasificacion de las enfermeda-
des. Esto amplia el concepto de enfermedad mas
alla de las manifestaciones clinicas y la edad de
aparicion (véase Childs, 1999).
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~——— Region critica de Cri-du-chat s
| Deficiencia de los factores del P i il
complemento 6,7y 9

Deficiencia del crecimiento primaria 22
tipo Laron 2
Mucopolisacaridosis tipo VI p

(varias formas) O

P

gL

[ Atrofia muscular espinal (varios tipos) O

Deficiencia de f-hexosaminidasa;
gangliosidosis Gy, tipo Sandhoff O
I: Poliposis colonica familiar A
Sindrome de Gardner &

Gen del carcinoma colorrectal A
Susceptibilidad a la toxina de la difteria q
Resistencia al cortisol
Sordera para los tonos bajos
Distrofia muscular de la cintura pelviana )
Disostosis mandibulofacial &

Displasia diastrofica
Deficiencia del factor Xil
Sinostosis craneana 2 A

[

—

0 Megabases (Mb) 100

~— 337 — Sinostosis craneana de Saethre-Chotzen a8
2 i Craneo-polisindactilia tipo Greig 2y
Diabetes tipo 2 (MODY)
Deficiencia de fosfoglucarato mutasa

Aciduria argininosuccinica

21
15
p

Il

113 / Enfermedad granulomatosa cronica (NCF-1) 0 |
11 ‘o Sindrome de Zellweger N 'u iy
E Mucopolisacaridosis VIl escn S
1 1=

[Sindrorne de Ehlers-Danlos tipo VIl O
Osteogénesis imperfecta (Col1A2) A
Ectrodactilia tipo 1.A
Cutis laxa (tipo marfanoide neonatal)
Fibrosis quistica )
Deficiencia de tripsindgeno
31 Ceguera de color tritan O
3 (o discromatopsia tritan)
Sindrome de Smith-Lemli-Opitz :
Persistencia hereditaria de la ke,
hemaoglobina fetal (una forma)
Holoprosencefalia tipo 3
Deficiencia de 3-hidroxiacil-CoA
deshidrogenasa
Miotonia congénita (dos tipos O A )

221

q 22

364/

i

B. Loci génicos de las enfermedades en el genoma humano (cromosomas 5-8)

Deficiencia del factor XIll
Enfermedad urinaria del
jarabe de maple 3
Ataxia espinocerebelosa tipo 1
Defecto septal auricular
8‘"3 forma)

eficiencia de los factores del
complemento 2 y 4
Deficiencia de la 21-hidroxilasa &
Epilepsia mioclonica juvenil
Hemocromatosis £
Aciduria metilmalénica
Degeneracion macular &
Retinitis pigmentosa O
(defectos en la periferina)
Rifiones poliquisticos, recesivo
Condrodisplasia metafisaria
tipo Schmid

Argininemia

Cancer de mama (una forma)
Deficiencia del plasminogeno
tipos 1yl

Hiperlipoproteinemia | A
Deficiencia de glutation
reductasa

Deficiencia del activador
del plasmindgeno
Sindrome de Werner
Esferocitosis tipo 2

Retinitis pigmentosa 10

Charcot-Marie-Tooth IVA
Deficiencia de 11-f-hidroxilasa

Exostosis multiple A
Sindrome tricorinofalangico
tipo 1A

Sindrome de Langer-Giedion[]
Linfama de Burkitt
Epidermalisis ampollar

tipo Ogna

Distrofia macular

viteliforme atipica

Hipotiroidismo hereditario

oy Localizacién cromosémica de las enfermedades genéticas humanas 413
BT Y
Hﬁ‘“Nbinismﬂ (una forma) G Anemia hemolitica producida
’ 49 i v por deficiencia de hexocinasa
Deficiencia de interferén a pl i3 Sindrome de Cockayne 2 -
Galactosemia O ot
Displasia cartilago-pelo 1 Carcillwma mdedular de t:ruiiies A
: : i Neoplasia endocrina miltiple-2 A
e I:'nedreuch o 1o Neoplasia endocrina miltiple-3 A
Intolerancia a la fructosa Hirschsprung 1
Esclerosis tuberosa tipo 1A i Aganglionosis intestinal A
q Amiloidosis tipo Finnish Leucodistrofia metacromatica
Citrulinemia q2 (deficiencia de SAP-1) o)
Porfiria hepatica aguda 23 Enf_erme::iad de Gaucher (forma
s S variante:
Sindrome de ufia-ratula A Enfermedad por almacenamiento
Deficiencia de adenilato cinasa 75 de ésteres de colesterol (Wolman)
Xeroderma pigmentoso tipo 10 vy [ Disostosis craneofacial de Crouzon
= Deficiencia del factor del complemento 5 . iltndﬂmmT th ‘;Pe“ -
i : rofia girata de coroides
9 Leucemia mielogénica cronica (] 10 il orn?tinemia
Porfiria eritropoyética congénita -,
Deficiencia de lipasa pancreatica
Enfermedad de Niemann-Pick
Rabdomiosarcoma
Sindrome de Beckwith-Wiedemann] s Deficiencia de factores del
Diabetes mellitus tipo Il 7 complemento C1r/C1s

(MODY o DMNID) A
B-hemoglobinopatias

Tumor de Wilms tipo 2

Tumor de Wilms-aniridia compleja]
Aniridia tipo 2 :
Acatalasemia

Hipoprotrombinemia

Angioedema hereditario

Neoplasia endocrina multiple 1
Glucogenosis tipo McArdle ¢
Albinismo (una forma)

Esclerosis tuberosa tipo 2 A

Ataxia telangiectasia ()

Deficiencia de piruvato carboxilasa
Epidermdlisis ampollar distréfica
Porfiria intermitente aguda A
Hipertrigliceridemia A

Amiloidosis tipo lowa

&

Sordera neurosensorial

Eistmf‘ﬁ muscular similar ala
e Duchenne

Cancer de mama BRCA 2

Retinoblastoma A
Osteosarcoma

Enfermedad de Wilson

Acidemnia propidnica

Xeroderma pigmentoso grupo G O
Deficiencia del factor de coagulacion VIl
Deficiencia del factor de coagulacion X

Deficiencia de triosafosfatoisormerasa
Enfermedad de von Willebrand A
__— Gen del carcinoma colorrectal

—— Epidermdlisis ampollar simple A

Artrosis prematura A
Artrooftalmopatia (Stickler) A
Displasia espondiloepifisaria
(congénita y tipo Kniest)
Acondrogénesis tipo Langer-Saldino A,
Mucopolisacaridosis IlD O

. Tirosinemia tipo Il

o Sindrome de Holt-Oram A

12 Sindrome de Noonan (una forma)
Fenilcetonuria

rdiomiopatia hipertrofica 1 4
/ ;{ﬂ. Hrgraslien':r%iaento mlucégena vi
" Deficiencia de nucledsido fosforilasa

Lipidosis galactosilceramida
—{ Eliptocitosis (defecto de la -
Deficiencia de o, -antitripsina
Deficiencia de transcortina
=™ Sindrome de Ushertipo 1 ¢
14 Ataxia espinocerebelosa 3

es?ech'lna}
Esferocitosis tipo 1 A
Porfiria variegata

C. Loci génicos de las enfermedades en el genoma humano (cromosomas 9-14)
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Sindrome de Prader-Willi
/ Sindrorme de Angelman ] O

Albinismo tipo 2 O

Acidemia isovalérica

Distrofia muscular de la cintura

pelviana (una forma) O

Sindrome de Marfan A

Gangliosidosis GM2 (Tay-Sachs) O

Aciduria glutarica tipo 2

Tirosinemia tipo 1

Sindrome de Bloom

Cardiomiopatia hipertrofica 3 A

Sindrome de Miller-Dieker C1

Gen del carcinoma colorrectal
Sindrome de Li-Fraumeni (gen p53) A
Atrofia muscular espinal tipo 1a A1
Sindrome de Smith-Magenis
Deficiencia de 17-cetoesteroide reductasa
Neurofibromatosis tipo1 A
Epidermalisis ampollar simple
Deficiencia de la acetil-CoA carboxilasa
Gen del cincer de mama BRCA 1
Deficiencia de galactocinasa )

Sindrome de Ehlers-Danlos tipo 7 O
teogénesis imperfecta, cuatro formas A

Acantocitosis (una forma)
Eliptocitosis, tipo malasica/melanésica

Tromboastenia tipo Glanzmann

17 Glucogenosis tipo 2 (Pompe) O
Deficiencia de hormona de crecimiento
Parilisis hiperpotasémica periddica A
Paramiotonia congénita A
Miotonia congénita A

acantosis nigricans O
Hipercolesterolemia familiar A
Deficiencia inmunitaria
combinada severa ()
——— Manosidosis
{Mmmﬁa del core central
Hipertermia maligna (una forma) A

Deficiencia de glucosa fosfato
isomerasa

Susceptibilidad a la poliomielitis
Hiperlipoproteinemias tipos 1By 3 A
19 Distrofia miotonica A

Xeroderma pigmentoso grupo D O

Deficiencia del factor del complemento 3
/ Diabetes mellitus insulinorresistente con

D. Loci génicos de las enfermedades en el genoma humano (cromosomas 15-20)

__— Hemoglobinopatia por
|11 mocg 33 ros g%oms de
as o-g|
Sindrome de Rubmsbein-Taybi
e!mede_ld poliquistica
5'3 tipo TA
Mlopan_la congénita tipo

Batten-Turner

Sindrome de Bardet—BledI
Catarata tipo Marme

Tirosinernia tipo 2
Mucopolisacaridosis IVA

T Pefi'cien!:ia del inhibidor de
£ la plasmina
— " Niemann-Pick tipo C

~— Protoporfiria

p 1M

Neuropatia amiloidea familiar
(varios tipos)

del calrcino

colorrectal (DCC

Diabetes insipida
neurohlponsana

1 feE'nedad de Creutzfeldt-

al
Enfermedad de Gerstmann-
Straussler

Ang‘op?tia amiloidea

ce:gkxa

_L_Sindrome de Allagille

— Deficiencia inmunitaria
combinada severa por

deficiencia de adenosina
desaminasa ()

"~ Seudohipoparatiroidismo
20 tipo 12

Fos)
£

.

0s.0rg
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Miloidusﬁ arterial cerebral
E:fermedad de Alzgglmer (una

Amelogénesis imperfecta
Deficiencia de esteroide sulfatasa (ictiosis)

rma autosomica dominante) A sindrome de Kallmann
Fsdegosm Iiiterai amiotrofica Condrodisplasia punctata
stlnurra (tlpos Hip.c)flosfatemia .
gomﬁ d Albinismo ocular tipo 1°
iente ewtarnma B6) Retinosquisis
Hipoplasia cortical suprarrenal
““"gﬁug‘éﬂz‘.’a}' e (deficiencia de glicerolcinasa)
ctocinasa Enfermedad granulomatosa cronica
Retinitis pigmentosa-3"
Epilepsia mioclénica progresiva Distrofia muscular de Duchenne
Distrofia muscular de Becker”

Deficiencia de ornitina transcarbamilasa
Sindrome de Norrie
Retinitis pigmentosa-2°

Incontinentia pigmenti
Sindrome de los ojos de gato [ Sindrome de Wiskott-Aldrich
gi:gfome del D]G:‘q : Sindrome de Menkes
Nl ac.' 2 Defecto del receptor de andrégenos TFM™
iciencia de Nacehl- s
acwsamln Sindrome de Aarskog
( Glmauonuna Deficiencia de fosfoglucocinasa
- Regidn cromosomica BCR Displasia ectodérmica hipohidrdtica”
T = parala leucemia mielogénica Agammaglobulinemia tipo Bruton
p 1 cronica [
Atrofia muscular espinal y bulbar
[ Neuroepitelioma (tipo Kennedy)
4 Sarcoma de Ewing Atrofia muscular espinal
13 EIE sensibilidad a Coroideremia”
L5 . S 3 ibiIiL:;:; 4 Paraplegia espastica, forma cromosdmica X
22 parkinsonismo Alteracion de la audicion por fijacion
eumf'hmm gel il
(neurinoma dae‘ioséusggo} A Enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher
Meningioma Nefritis hereditaria (sindrome de Alport)”
g!aﬂgilgosorddn de glucosa/ Enfermedad de Fabry
Z sal Sindrome de Lowe
Deficiencia de e =
transcobalamina Il Inmunodeficiencia por hiper-igh
| Leucodistrofia Sindrome linfoproliferativo
metacromatica Sindrome de Lesch-Nyhan
Hemofilia B

Sindrome de albinismo-sordera
Sindrome del X fragil”
Mucopolisacaridosis tipo Il (Hunter)”
Hemnofilia A

Deficiencia de G&PD

Diabetes insipida nefrogénica
Adrenoleucodristrofia

Ceguera para el rojo-verde”
Adrenoleucodristrofia

Distrofia muscular (Emery-Dreifuss)
Sindrome otopalatodigital tipo |

—D nesia gonadal XY
v ataci :1egne ggnSRH

(Cromosoma

E / Factor espermatogénico  agrandado un 25%)

) 4 X
relativamente frecuente

E. Loci génicos de las enfermedades en el genoma humano (cromosomas 21, 22, X, Y)
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Localizaciéon cromosémica de las
enfermedades genéticas humanas

(Lista alfabética de los mapas en las pags. 410 - 415)

Aarskog, sindrome de (c. X)

Acantocitosis (una forma) (c. 17)

Acatalasemia (c. 11)

Acetil-CoA carboxilasa, deficiencia de (c. 17)

Acidemia isovalérica (c. 15)

Acidemia propidnica tipo A (c. 13)

Acidemia propidnica tipo B (c. 3)

Aciduria argininosuccinica (c. 7)

Aciduria glutdrica tipo 2 (c. 15)

Aciduria metilmaldnica (c. 6)

Aciduria ordtica (c. 3)

Acil-CoA deshidrogenasa, deficiencia de (c. 1)

Acondroplasia (c. 4)

ACTH, deficiencia de (c. 2)

Activador del plasminégeno, deficiencia del
(c.8)

Adenilatocinasa, deficiencia de (c. 9)

Adenocarcinoma colorrectal (c. 12)

Adrenoleucodristrofia (c. X)

Agammaglobulinemia (c. X)

Agangliosis intestinal (Hirschsprung) (c. 10 y 13)

Alagille, sindrome de (c. 20)

Albinismo (una forma) (c. 11)

Albinismo (una forma) (c. 9)

Albinismo ocular (c. X)

Albinismo tipo 2 (c. 15)

Albinismo-sordera, sindrome de (c. X)

Alcaptonuria (c. 3)

alfa,-antitripsina, deficiencia de (c. 14)

alfa-fetoproteina, deficiencia de (c. 4)

alfa-N-acetilgalactosaminidasa, deficiencia de
(c.22)

Alteracién de la audicién (bajas frecuencias)
(c.5)

Alteracion de la audicion por fijacion del estribo
(c.X)

Alzheimer, enfermedad de (una forma)
(c.21)

Amelogénesis imperfecta (c. X)

Amiloidosis arterial cerebral (tipo Dutch)
(c.21)

Amiloidosis tipo Finnish (c. 9)

Amiloidosis tipo lowa (c. 11)

Analbuminemia (c. 4)

Anemia hemolitica producida por deficiencia de
fosfofructocinasa (c. 21)

Anemia hemolitica producida por deficiencia de

. hexocinasa (c. 10)

Aneurisma aértico familiar (c. 2)

Angelman, sindrome de (c. 15)

booksme

Angiedema hereditario (c. 11)

Angiopatia amiloidea cerebral (c. 20)

Aniridia tipo 1 (c. 2)

Aniridia tipo 2 (c. 11)

Antitrombina II, deficiencia de (c. 1)

Apert, sindrome de (c. 10)

Apolipoproteina B-100, defecto de (c. 2)

Argininemia (c. 6)

Artrooftalmopatia (sindrome de Stickler)
(c.12)

Aspartilglucosaminuria (c. 4)

Ataxia de Friedreich (c. 9)

Ataxia espinocerebelosa tipo 1 (c. 6)

Ataxia espinocerebelosa tipo 3 (c. 14)

Ataxia telangiectasia (una forma) (c. 11)

Atransferrinemia (c. 3)

Atrofia girata de coroides con ornitinemia
(c. 10)

Atrofia muscular espinal (c. X)

Atrofia muscular espinal de Werdnig-Hoffmann
y otros tipos (c. 5)

Atrofia muscular espinal la (c. 17)

Atrofia muscular espinal tipo IVa (c. 8)

Bardet-Biedl, sindrome de (c. 16)

Beckwith-Wiedemann, sindrome de (c. 11)

Beta-hemoglobinopatias (c. 11)

Beta-hexosaminidasa, deficiencia de; gangliosi-
dosis GM2 tipo Sandhoff (c. 5)

Bloom, sindrome de (c. 15)

Burkitt, linfoma de (c. §)

Cancer bronquial de células pequefias/colorrectal
(c.3)

Cancer de colon familiar sin poliposis 1 (c. 2)

Cancer de mama (una forma) (c. 6)

Carbamilfosfato sintetasa-l, deficiencia de
(c.4)

Carcinoma colorrectal (c. 5 y 18)

Carcinoma colorrectal [ sindrome de Li-Fraumeni
(c.17)

Carcinoma de células renales (c. 3)

Carcinoma medular de tiroides (c. 10)

Cartilago-pelo, displasia (c. 9)

Catarata lamelar (un tipo) (c. 1)

Catarata zonular (c. 1)

Ceguera de color tritan (o discromatopsia tritan)
(c?)

Ceguera para el rojo-verde (c. X)

17-Cetoesteroide reductasa, deficiencia de
(c. 17)

Charcot-Marie-Tooth tipo 1b, neuropatia de
(c.1)

Charcot-Marie-Tooth tipo II, neuropatia de
(c.1)

Charcot-Marie-Tooth tipo IVa, neuropatia de
(c.8)

0s.0rg

Citrulinemia (c. 9)

Cockayne 2, sindrome de (c. 10)

Condrodisplasia metafisaria tipo Schmid
(c. B)

Condrodisplasia punctata (c. X)

Coroideremia (c. X)

Craneo-polisindactilia tipo Greig (c. 7)

Creutzfeldt-Jakob, enfermedad de (c. 20)

Crigler-Najjar, sindrome de (c. 1)

Cutis laxa (tipo marfanoide neonatal) (c. 7)

Defecto del receptor de andrégenos (c. X)

Deficiencia de los factores del complemento 6, 7
y9(c.5)

Deficiencia del crecimiento primaria tipo Laron
(c.5)

Deficiencia inmunitaria combinada severa
(c.19)

Degeneracion macular (c. 6)

Dentinogénesis imperfecta tipo 1 (c. 4)

Diabetes insipida nefrogénica (c. X)

Diabetes insipida neurohipofisaria (c. 20)

Diabetes mellitus insulinorresistente con acanto-
sis nigricans (c. 19)

Diabetes mellitus tipo DMNID (c. 11)

Diabetes mellitus tipo Il (DMNID) (c. 7)

DiGeorge, sindrome de (c. 22)

Disfibrinogenemia (c. 4)

Disgenesia gonadal (c. Y)

Disgenesia gonadal (mujeres XY por una muta-
cién en el gen SRY) (c. Y)

Disgenesia mesenguimdtica del segmento ante-
rior (c. 4)

Disostosis craneofacial de Crouzon (c, 10)

Disostosis mandibulofacial (sindrome de Fran-
ceschetti-Klein) (c. 5)

Displasia diastrdfica (c. 5)

Displasia ectodérmica hipohidrética (c. X)

Displasia espondiloepifisaria (tipo congénita)
(c. 12)

Displasia espondiloepifisaria (tipo Kniest)
(c.12)

Disqueratosis congénita (c. X)

Distrofia macular viteliforme atipica (c. 8)

Distrofia macular vitelina (c. 6)

Distrofia miotdnica (c. 19)

Distrofia muscular de Becker (c. X)

Distrofia muscular de cintura-miembro 2b
(c.2)

Distrofia muscular de la cintura pelviana (c. 5y
c. 15)

Distrofia muscular facioescapulohumeral
(c.4)

Distrofia muscular similar a la de Duchenne
(c.13)

Distrofia muscular tipo Becker (c, X)
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Distrofia muscular tipo Duchenne (c. X)

Distrofia muscular tipo Emery-Dreifuss (c. X)

Ectrodactilia tipo 1 (c. 7)

Ehlers-Danlos tipo 4, sindrome de (c. 2)

Ehlers-Danlos tipo 7, sindrome de (c. 7)

Ehlers-Danlos tipo 7A1, sindrome de (c. 17)

Eliptocitosis (defecto de la B-espectrina) (c. 14)

Eliptocitosis, tipo malasica/melanésica (c. 17)

Eliptocitosis-2/esferocitosis recesiva (c. 1)

Enfermedad granulomatosa crénica (deficiencia
de NCF-2) (c. 1)

Enfermedad granulomatosa crénica (c. X)

Enfermedad granulomatosa crénica (NCF-1)
(c.7)

Enfermedad poliquistica del rifién (c. 16 y c. 4)

Enfermedad por almacenamiento de ésteres de
colesterol (Wolman) (c. 10)

Enfermedad urinaria del jarabe de maple tipo 2
(c. 1)

Enfermedad urinaria del jarabe de maple tipo 3
(c. 6)

Epidermélisis ampollar distrofica (c, 3)

Epidermélisis ampollar simple (c, 12)

Epidermélisis ampollar simple (c. 17)

Epidermdlisis ampollar tipo Herlitz (c. 1)

Epidermdlisis ampollar tipo Ogna (c. 8)

Epilepsia mioclénica juvenil (c. 6)

Epilepsia mioclénica progresiva (c. 21)

Esclerosis lateral amiotréfica (una forma)
(c.21)

Esclerosis lateral amiotréfica juvenil (c. 2)

Esclerosis tuberosa tipo 1 (c. 9)

Esclerosis tuberosa tipo 2 (c. 11)

Esclerosis tuberosa tipo 3 (c. 12)

Esferocitosis tipo 1 (c. 14)

Esferocitosis tipo 2 (c. 8)

Esteroide sulfatasa (ictiosis), deficiencia de
(c. X)

Exostosis mdltiple (c. 8)

Fabry, enfermedad de (c. X)

Factor de la coagulacion VII, deficiencia del
(. 13)

Factor de la coagulacion X, deficiencia del
(c13)

Factor del complemento 3, deficiencia del
(c.19)

Factor del complemento 5, deficiencia del
(c.9)

Factor del complemento 8, deficiencia 1y 2 del
(1)

Factor espermatogénico (c. Y)

Factor V, deficiencia del (c. 1)

Factor XI, deficiencia del (c. 4)

Factor XII, deficiencia del (c. 5)

Factor XIII B, deficiencia del (c. 1)
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Factor Xllla, deficiencia del (c. 6)
Factores del complemento 2 y 4, deficiencia de
los (c. 6)
Factores del complemento C1r/C1s, deficiencia
de los (c. 12)
Fenilcetonuria (PKU) (c. 12)
Fenilcetonuria por deficiencia de dihidropteridi-
na reductasa (c. 4)
Fibrosis quistica (c. 7)
Fosfocinasa, deficiencia de (c. 1)
Fosfoglucarato mutasa, deficiencia de (c. 7)
Fosfoglucocinasa, deficiencia de (c. X)
Fucosidosis (c. 1)
G6PD, deficiencia de (c. X)
Galactocinasa, deficiencia de (c. 17)
Galactosa epimerasa, deficiencia de (c. 1)
Galactosemia (c. 9)
Gangliosidosis GM1 (c. 3)
Gangliosidosis GM2 (Tay-Sachs) (c. 15)
Gangliosidosis GM2 tipo Sandhoff (c. 5)
Gardner, sindrome de (c. 5)
Gaucher (forma variante), enfermedad de
(c. 10)
Gaucher, enfermedad de (c. 1)
Gen del cancer de mama BRCA 1 (c. 17)
Gen del cincer de mama BRCA 2 (c. 13)
Gerstmann-Straussler, enfermedad de (c. 20)
Glucdgeno 4, almacenamiento del (c. 3)
Glucdgeno tipo 3, almacenamiento del (c. 1)
Glucdgeno VI (Hers), almacenamiento del
(c. 14)
Glucogenosis tipo 2 (Pompe) (c. 17)
Glucogenosis tipo McArdle (c. 11)
Glucogenosis tipo VII (c. 1)
Glucosa fosfato isomerasa, deficiencia de
(c.19)
Glutatién peroxidasa, deficiencia de (c. 3)
Glutation reductasa, deficiencia de (c. 8)
Glutationuria (c. 22)
Hemocromatosis (c. 6)
Hemofilia A (c. X)
Hemofilia B (c. X)
Hemoglobinopatia por mutaciones de los genes
de las e-globinas (c. 16)
3-Hidroxiacil-CoA deshidrogenasa, deficiencia de
(c.7)
11-p-Hidroxilasa, deficiencia de (c. 8)
21-Hidroxilasa, deficiencia de (c. 6)
Hiperbetalipoproteinemia (c. 2)
Hipercolesterolemia familiar (c. 19)
Hiperlipoproteinemia tipo 1 (c. 8)
Hiperlipoproteinemia tipo 1b (c. 19)
Hiperlipoproteinemis tipo 3 (c. 19)
Hipersensibilidad a la debrisoquina (c. 22)
Hipertermia maligna (una forma) (c. 19, otros)

Hipertrigliceridemia (c 11)

Hipoceruloplasminemia hereditaria (c. 3)

Hipocondroplasia (c. 4)

Hipofosfatasia infantil (c. 1)

Hipofosfatemia (c. X)

Hipoplasia cortical suprarrenal con deficiencia
de glicerolcinasa (c. X)

Hipoprotrombinemia (c. 11)

Hipotiroidismo hereditario congénito (c. 8)

Hirschsprung, enfermedad de (c. 10y c. 13)

Holoprosencefalia tipo 3 (c. 7)

Holt-Oram, sindrome de (c. 12)

Homocistinuria (tipos dependiente y no depen-
diente de vitamina B6) (c. 21)

Hormona de crecimiento, deficiencia de
(c. 17)

Huntington, enfermedad de (c. 4)

Inactivador de C3b, deficiencia del (c. 4)

Inhibidor de la plasmina, deficiencia del
(c.18)

Inmunodeficiencia por deficiencia de adenosina
desaminasa (ADA) (c. 20)

Inmunodeficiencia por hiper-IgM (c. X)

Interferén o, deficiencia de (c. 9)

Interleucina 2, deficiencia de (c. 4)

Intolerancia a la fructosa (c. 9)

Intolerancia a la sacarosa (c. 3)

lodoperoxidasa tiroidea, deficiencia de (c. 2)

Kallmann, sindrome de (c. X)

Langer-Giedion, sindrome de (c. 8)

Lesch-Nyhan, sindrome de (c. X)

Leucemia mielogénica crénica (c. 9)

Leucemia/linfoma de células T (c. 14)

Leucodistrofia metacromatica (c. 22)

Leucodistrofia metacromatica (deficiencia de
SAP-1) (c. 10)

Li-Fraumeni, sindrome de (c. 17)

Linfoproliferativo, sindrome (c. X)

Lipasa pancredtica, deficiencia de (c. 10)

Lipidosis galactosilceramida (c. 14)

Lipofuscinosis ceroidea infantil tipo neuronal
(k)

Lowe, sindrome de (c. X)

Malabsorcidn de glucosa/galactosa (c. 22)

Manosidosis (c. 19)

Marfan, sindrome de (c. 15)

Meningioma (c. 22)

Menkes, sindrome de (c. X)

Miller-Dieker, sindrome de (c. 17)

Miocardiopatia familiar hipertréfica tipo 3
(c.15)

Miocardiopatia hipertrofica (c. 14)

Miocardiopatia hipertréfica familiar (c. 1)

Miopatia congénita tipo Batten-Turner (c. 16)

Miopatia del core central (c. 19)
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Miopatia miotubular (c. X)

Miotonia congénita (c. 17)

Miotonia congénita (dos tipos) (c. 7)

Morquio, sindrome B de (c. 3)

Mucolipidosis tipos 1 y Il (c. 4)

Mucopolisacaridosis I (Hurler/Scheie) (c. 4)

Mucopolisacaridosis IVa (c. 16)

Mucopolisacaridosis IVb (c. 3)

Mucopolisacaridosis tipo I (c. X)

Mucopolisacaridosis tipo VI (Maroteaux-Lamy)
(c.5)

Mucopolisacaridosis VII (c. 7)

Nefritis hereditaria (sindrome de Alport)
(c. X)

Nefronoptisis juvenil (c. 2)

Neoplasia endocrina miltiple 1 (c. 11)

Neoplasia endocrina maltiple-2 (c. 10)

Neoplasia endocrina mdltiple-3 (c. 10)

Neuroepitelioma (c. 22)

Neurofibromatosis tipo 1 (c. 17)

Neurofibromatosis tipo 2 (neurinoma del actisti-
co)(c. 22)

Neuropatia amiloidea familiar (varios tipos)
(c. 18)

Niemann-Pick, enfermedad de (c. 11)

Niemann-Pick tipo C (c. 18)

Noonan, sindrome de (un locus) (c. 12)

Norrie, sindrome de (c. X)

Nucledsido fosforilasa, deficiencia de (c. 14)

Ojos de gato, sindrome de los (c. 22)

Ornitina transcarbamilasa, deficiencia de
(c. X)

Osteogénesis imperfecta (c. 17)

Osteogénesis imperfecta (Col1A2) (c. 7)

Osteosarcoma (c. 13)

Otopalatodigital tipo 1, sindrome (c. X)

Pardlisis hiperpotasémica periddica (c. 17)

Paramiotonia congénita (c, 17)

Paraplejia espastica (forma cromosémica X)
(c. X)

Pelizaeus-Merzbacher, enfermedad de (c. X)

Persistencia hereditaria de la hemoglobina fetal
(una forma) (c. 7)

Plasmindgeno tipos [ y II, deficiencia del
(c. 6)

Poliposis coldnica familiar (c. 5)

Porfiria cutdnea tarda (c. 1)

Porfiria eritropoyética congénita (c. 10)

Porfiria hepatica aguda (c. 9)

Porfiria hepatoeritropoyética (c. 1)

Porfiria intermitente aguda (c. 11)

Porfiria variegata (c. 14)

Prader-Willi, sindrome de (c. 15)

Proteina C, deficiencia de (c. 2)

Proteina S, deficiencia de (c. 3)

Protoporfiria (c. 18)

Rabdomiosarcoma (c. 11)

Region critica de Cri-du-chat (c. 5)

Regidén cromosdmica BCR para la leucemia mie-
logénica cronica (c. 22)

Resistencia a la hormona tiroidea (c. 3)

Resistencia al cortisol (c. 5)

Retinitis pigmentosa (defectos en la periferina)
(c.6)

Retinitis pigmentosa tipo 1 (c. 8)

Retinitis pigmentosa tipo 2 (c. X)

Retinitis pigmentosa tipo 3 (c. X)

Retinitis pigmentosa tipo 4 (c. 3)

Retinoblastoma (c. 13)

Retinosquisis (c. X)

Rieger, sindrome de (c. 4)

Rubinstein-Taybi, sindrome de (c. 16)

Sarcoma de Ewing (c. 22)

Septal auricular, defecto (una forma) (c. 6)

Seudoaldosteronismo (c. 4)

Seudohipoparatiroidismo tipo 1a (c. 20)

Seudo-Zellweger, sindrome (c. 3)

Sinostosis craneana de Saethre-Chotzen (c. 7)

Sinostosis craneana tipo 2 (c. 5)

Smith-Lemli-Opitz, sindrome de (c. 7)

Smith-Magenis, sindrome de (c. 17)

Sordera neurosensorial (c. 13)

Sordera para los tonos bajos (c. 5)

Susceptibilidad a la poliomielitis (c. 19)

Susceptibilidad a la toxina de la difteria (c. 5)

Susceptibilidad al parkinsonismo (c. 22)

TEFM, defecto del receptor de andrégenos (c. X)

Tirosinemia tipo 1 (c. 14)

Tirosinemia tipo 2 (c. 16)

Transcobalamina II, deficiencia de (c. 22)

Transcortina, deficiencia de (c. 14)

Tricorinofalangico tipo 1, sindrome de (c. 8)

Triosafosfatoisomerasa, deficiencia de (c. 12)

Tripsindgeno, deficiencia de (c.7)

Tromboastenia tipo Glanzmann (c. 17)

Tumor de Wilms tipo 2 (c. 11)

Tumor de Wilms-aniridia compleja (c. 11)

Ufia-rétula, sindrome de (c. 9)

Usher tipo 1, sindrome de (c. 14)

Usher tipo 2, sindrome de (c.1)

Velocardiofacial, sindrome (c. 22)

Von Hippel-Lindau, sindrome de (c. 3)

von Willebrand, enfermedad de (c. 12)

Waardenburg tipo [, sindrome de (c, 2)

Werner, sindrome de (c. 8)

Williams-Beuren, sindrome de (c. 4)

Wilson, enfermedad de (c. 13)

Xantomatosis cerebrotendinosa (c. 2)

X fragil, sindrome del (c. X)

Xeroderma pigmentoso grupo C (c. 3)
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Zellweger, sindrome de (c. 7)
Zellweger tipo 2, sindrome de (c. 1)

Advertencia: hay numerosos trastornos similares
causados por mutaciones de los genes en otros lo-
ci, a veces con otras formas de herencia.

Esta lista y sus mapas correspondientes no estan
completos, sino que son ejemplos. Para un mapa y
una lista completos véase el catdlogo de McKusick,
ed. 122 y OMIM, 1998.
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Glosario

Definiciones de términos genéticos

Acéntrico - se refiere al cromosoma o cromadtida
sin centrémero.

Acoplamiento (Bateson, Saunders, Punnett, 1905)
- configuracion en cis (q.v.) de heterocigotos do-
bles.

Acrocéntrico (White, 1945) - se refiere al cromo-
soma con un centrdmero muy préximo a uno de
los extremos, lo que determina la existencia de un
brazo largo y otro muy corto.

Agente intercalante - componente quimico que
puede ocupar el espacio entre pares de bases ad-
yacentes en el DNA.

Aguas abajo (downstream) - en direccion 3' de un gen.
Aguas arriba (upstream) - en direccion 5’ de un gen.

Aislamiento genético (Waklund, 1928) - pobla-
cion fisica o socialmente aislada que no se cruza
con individuos no pertenecientes a esa poblacion
(no hay panmixia).

Alelo (Johannsen, 1909) o alelomorfo (Bateson y
Saunders, 1902) - cada una de las formas alterna-
tivas de un gen en un locus génico determinado.

AMRP ciclico (cAMP) - adenosinmonofosfato cicli-
co; es un segundo mensajero producido como
respuesta a la estimulacién de una proteina G
acoplada a un receptor.

Amplificacién - produccién de copias adicionales
de secuencias de DNA.

Amplificacién génica (Brown y David, 1968) - pro-
duccidon selectiva de miiltiples copias de un gen
determinado sin el incremento proporcional de
otros genes.

Anafase (Strasburger, 1884) - estadio de la mitosis
y de la meiosis | y II. Se caracteriza por el movi-
miento de cromosomas homdlogos (o cromatidas
hermanas) hacia los polos opuestos del huso de
division celular.

Aneuploide (Tackholm, 1922) - que posee menor
0 mayor nimero de cromosomas que el normal.

Aneusomia - desviacion de la presencia nor-
mal de segmentos de cromosomas homologos.
Aneusomia por recombinacion se refiere a la
duplicacion/deficiencia resultante del la recom-
binacién cruzada dentro de una inversion (re-
gidn invertida).

“Annealing” - hibridacion de dos moléculas de DNA
que se realiza a altas temperaturas para lograr una
mdxima especificidad; por ejemplo, union de un
cebador (primer) al DNA molde durante la PCR.

Anticuerpo - proteina (inmunoglobulina) que re-
CONOCe y se une a un antigeno en el contexto de
una respuesta inmune.

Anticuerpo monoclonal - anticuerpo con especifi-
cidad para un solo antigeno, producido por una
sola célula progenitora.

Antigeno - sustancia con una estructura molecular
de superficie que desencadena una respuesta in-
mune, por ejemplo, la produccién de anticuerpos, o
que reacciona con un (su) anticuerpo especifico
(reaccidn antigeno-anticuerpo), 0 ambas cosas.

Apoptosis - muerte celular programada, caracte-
rizada por una serie de acontecimientos celulares
regulados cuyo resultado es la muerte celular, pa-
ra eliminar una célula dafiada o una normal que
deja de ser necesaria durante el desarrollo.

Atenuador (attenuator) - secuencia que regula la
terminacion de la transcripcién, involucrada en el
control de la expresion de algunos operones en
bacterias.

Atrasada, cadena de DNA (lagging strand) - es la
nueva cadena de DNA copiada de la cadena 3' - 5"
Es sintetizada (replicada) en forma de fragmentos
pequefios en direccién 5' - 3' (fragmentos de Oka-
zaki), que luego se unen.

Australopithecus - es el género del fosil Hominidae
de Eurasia. Caminaba erecto; el tamaiio de su cere-
bro se encontraba entre el del hombre moderno y
otros primates modernos; poseia una mandibula
grande y maciza. Vivio hace 4 a 5 millones de afios.

Autorradiografia (Lacassagne y Lattes, 1924) - de-
teccion fotografica de una sustancia radiactiva in-
corporada por metabolismo a una célula o tejido. La
distribucion de la sustancia con marca radiactiva
puede detectarse, por ejemplo en tejidos, células o
cromosomas metafisicos mediante la colocacion de
una pelicula fotografica y una emulsion fotografica
en contacto estrecho con el preparado.

Autosoma (Montgomery, 1906) - cualquier cro-
mosoma con excepcion de los sexuales (estos tl-
timos por lo general se los designa como X o Y).
Autosémico se refiere a genes o segmentos cro-
mosomicos que se localizan en los autosomas.
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Auxotréfico (Ryan y Lederberg, 1946) - se refiere
a células o lineas celulares que no pueden crecer
en un medio minimo, a menos que se lo comple-
mente con un nutriente determinado (cf. proto-
trofico).

Bacteri6fago - es un virus que infecta bacterias.
Habitualmente se abrevia como fago.

Banco genético - coleccidn de fragmentos de DNA
que en conjunto representan al genoma del cual
derivan (biblioteca genética).

Biblioteca - véase DNA, biblioteca de.

Bivalente (Haecker, 1892) - configuracién del apa-
reamiento de un par de cromosomas homélogos
durante la primera fase de la divisién meidtica.
Como regla, en células somaticas diploides el ni-
mero de bivalentes corresponde a la mitad del
niimero normal de cromosomas. Los bivalentes
son el prerrequisito citogenético para la recombi-
nacion cruzada (crossing over) de cromdtidas no
hermanas. Durante la meijosis un célula trisdmica
forma un trivalente a partir de los cromosomas
trisdmicos.

Burbuja de replicacién - region desenrollada de la
doble hélice de DNA en la cual tiene lugar la repli-
cacion.

Cadena codificante de DNA - es la cadena de
DNA con la misma secuencia que la de RNA
(mRNA) utilizada para la traduccion (RNA senti-
do). La otra molécula de DNA, que dirige la sin-
tesis de mRNA, es la cadena molde (véase RNA
antisentido).

Caja CAT o CAAT ( CAT o CAAT box) - secuencia re-
guladora de DNA en la region 5' de genes euca-
riontes; los factores de transcripcion se unen a
esta secuencia.

Caja hogness (hogness box) - secuencia de nu-
cledtidos que es parte de los promotores de los
genes eucariontes.

Caja homeética (homeobox) - segmento de DNA
altamente conservado en los genes homedticos.

Caja Pribnow ( Pribnow box) - parte de un promo-
tor (es la secuencia TATAAT 10 pb aguas arriba del
gen) en procariontes.

Caja TATA - secuencia conservada de DNA no
codificante de unos 25 pb en la region 5' de la
mayoria de los genes eucariontes. Consiste prin-
cipalmente en secuencias del motivo TATAAAA.
También conocida como caja hogness (cf. caja
pribnow, de procariontes).

Caminata cromosémica (chromosome walking) -
aislamiento de secuencias de DNA superpuestas,
con el objetivo de encontrar un gen en el cromo-
soma estudiado.

Cariotipo (Levitsky, 1924) - conjunto de cromoso-
mas de una célula, individuo o especie.

¢DNA - DNA complementario de una cadena de
RNA (utilizada como molde), que fue sintetizado
por la enzima transcriptasa inversa.

Cebador ( Primer) - oligonucledtido de DNA o RNA
que luego de la hibridacién con un DNA comple-
mentario invertido, tiene un extremo 3'-OH al
cual la DNA polimerasa puede agregar nucledti-
dos para sintetizar una cadena nueva.

Célula hibrida - es una célula somatica generada
por la fusién de dos células en cultivo. Esta nueva
célula contiene el juego cromosémico completo o
incompleto de las células parentales. Las células
hibridas son una herramienta importante en el
trazado de mapas genéticos.

Célula troncal ( stem cell) - célula capaz de renovar-
se a si misma por divisién, con conservacion del
potencial para diferenciarse dentro de una via par-
ticular del desarrollo. Se pueden distinguir células
troncales totipotenciales y pluripotenciales.

Células B - linfocitos B.
Células T - linfocitos T.

Centimorgan - es una unidad de medida de longitud
en un mapa de ligamiento de genes (linkage map).
[100 centimorgan (cM) = 1 Morgan]. La distancia en-
tre dos loci génicos en centimorgan corresponde
a la frecuencia de su recombinacion expresada como
porcentaje; por ejemplo, un cM corresponde a un 1%
de frecuencia de recombinacion. El nombre se debe a
Thomas H. Morgan (1866-1945), quien en 1910 inici6
los experimentos de genética cldsica en Drosophila.

Centrémero (Waldeyer, 1903) - region cromosomi-
ca a la cual se anclan las fibras del huso durante la
mitosis o meiosis. Aparece como una constriccion
durante la metafase.

Chaperona - es una proteina necesaria para el en-
samble o plegamiento correctos de otra proteina.

Ciclina - proteina que participa en la regulacion
del ciclo celular.

Ciclo celular - ciclo de vida de una célula indivi-
dual. En células que se dividen se pueden distin-
guir las cuatro fases siguientes: G1 (interfase), S
(sintesis de DNA), G2 y mitosis. Las células que no
se dividen se encuentran en fase Go.
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Cigoteno (de Winiwarter, 1900) - estadio de la
profase de la meiosis I.

Cigoto (Bateson, 1902) - es la nueva célula diploi-
de formada por la fusion de dos gametos haploi-
des, un 6vulo y un espermatozoide durante la
fertilizacién. Es la célula a partir de la cual se de-
sarrolla el embrién.

Cis, secuencia en - se refiere a una secuencia re-
guladora de un gen localizada en el mismo cro-
mosoma (cis); la secuencia en trans es la regién
reguladora presente en otro cromosoma.

Cisftrans (Haldane, 1941) - en analogia con los
isdmeros quimicos, se refiere a la posicion de ge-
nes doblemente heterocigotos (heterocigotos en
dos loci de genes vecinos) en cromosomas homé-
logos. Cuando dos alelos determinados, por ejem-
plo, mutantes, se encuentran adyacentes en el
mismo cromosoma, se dice que estan en posicion
cis, Si se encuentran enfrentados en diferentes
cromosomas homdlogos, se ubican en posicién
trans. En la prueba de cis/trans (Lewis, 1951; Ben-
zer, 1957) se utilizan métodos genéticos (comple-

mentacion genética) para determinar si dos genes -

mutantes se encuentran en posicion cis o trans.
En referencia al lineamiento genético, las expre-
siones cis y trans son andlogas a los términos aco-
plamiento y repulsion (g.v.).

Cistron (Benzer 1957) - es la unidad funcional
capaz de producir el efecto de un gen. Esta uni-
dad es definida a través de la prueba de cis/
trans. Si un fenotipo es un mutante con alelos
en posicion cis que no se complementan entre si
(complementacion génica), éstos son considera-
dos alelos de un mismo cistron. Si se comple-
mentan entre si se los considera no alélicos.
Esta definicion de Benzer fue ampliada (Fin-
cham, 1959). Segiin esta dltima definicién, un
cistron es un fragmento de DNA que codifica
para una unidad de un producto de un gen.
Dentro de un cistrén las mutaciones en posi-
cion trans no pueden complementarse entre si.
El término cistrén es el “equivalente funcional”
del término gen.

Citocina - es una molécula de secrecién pequefia.
Puede unirse a receptores de la superficie celular
de algunas células, lo que dispara la proliferacion
o diferenciacion de éste.

Citoesqueleto - es una red de proteinas de sostén
en el citoplasma y la membrana celular.

Clade - es un grupo de organismos que evolucio-
naron de un mismo ancestro.

Clon (Webber, 1903) - es una poblacién de molé-
culas, células u organismos que se han originado
de una sola célula o un solo antepasado, y son
idénticos a éstos y entre si.

Clonado, eficiencia de - mide la posibilidad de
clonacion a partir de una Gnica célula de un culti-
vo de células de mamifero.

Clonado, vector de - es un plismido, fago o cro-
mosoma artificial de levadura ( YAC: Yeast Artifi-
cial Chromosome), usados para transportar un
fragmento de DNA con el propésito de clonarlo
(producir miltiples copias del fragmento).

CMH (complejo mayor de histocompatibilidad)
(Thorsby, 1974) - es el principal sistemna de histo-
compatibilidad, formado por los genes de antige-
nos de clase [ y Ill del sistema de HLA, incluidos
los genes de clase II.

CML - cultivo mixto linfocitario (Bach y Hirsch-
horn; Bach y Lowenstein, 1964). CML es una prue-
ba para hallar diferencias en el fenotipo HLA-D.

Cddigo genético - informacién contenida en los
tripletes de los nucledtidos de DNA utilizada para
incorporar un aminodcido determinado en un
producto de un gen.

Codominante - véase dominante.

Codén (Crick, 1963) - es una secuencia de tres nu-
cledtidos (un triplete), en el DNA o en el RNA, que
codifica para un aminodcido determinado o para
una sefial de terminacion de una secuencia de
aminodcidos.

Coddn dmbar - el coddn de terminacion UAG.

Codén de terminacién - cada uno de los tres tri-
pletes que sefialan el fin de la traduccién (UAG,
UAA, UGA).

Codén sin sentido - coddn que no posee una mo-
lécula normal de tRNA. Se refiere a cualquiera de
los tres tripletes que terminan la traduccién (UAG,
UAA, UGA).

Complejo sinaptonémico (Moses, 1958) - estruc-
turas paralelas asociadas con la formacion del
quiasma durante la meiosis, visibles con el mi-
croscopio electrénico.

Complementacion genética (Fincham, 1966) - es
el efecto de complementacién (restauracion de la
funcién normal) de mutantes dobles en distintos
loci de un gen. Como ejemplo, véase la comple-
mentacién genética para xeroderma pigmentoso
ilustrada en la pigina 82.
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Concatémero - asociacién de moléculas de DNA
de extremos complementarios, unidas “cabeza-
cola” y repetidas en tandem. Se forman durante
la replicacion de los genomas de algunos virus y
fagos.

Concordancia - es la aparicion de un rasgo o pato-
logia en ambos miembros de una pareja de melli-
z0s (monocigotos o dicigotos).

Condensacién cromosdmica prematura (Johnson
y Rao, 1970) - induccién de la condensacion cro-
mosémica en un nicleo interfasico luego de la fu-
sién con una célula en mitosis. Los cromosomas
condensados de fase S aparecen pulverizados (co-
rresponde a la tan nombrada pulverizacién cro-
mosomica).

Conector de DNA (linker DNA) - oligonucledtido
de DNA sintético, de cadena doble, que posee un
sitio de reconocimiento para una enzima de res-
triccion y puede unirse a un fragmento de DNA
conocido. También se refiere al fragmento de
DNA entre dos nucleosomas.

Conjugacién - es la transferencia de DNA de una
bacteria a otra.

Consanguinidad - es la relacién por sangre. Dos o
mds individuos se denominan consanguineos (re-
lacionados por sangre) si tienen uno o mas ante-
pasados en comiin. Una expresion cuantitativa de
consanguinidad es el coeficiente de endogamia (q.v.).

Contig - serie de fragmentos de DNA superpuestos
(secuencias contiguas).

Conversidn génica (Winkler, 1930; Lindgren, 1953)
- interaccion de alelos que conduce a un intercam-
bio genético desigual durante la meiosis. La conver-
sion génica es el proceso de transferencia genética
no reciproca. Un gen sirve como secuencia donante,
sin quedar afectado, y el otro recibe secuencias nue-
vas y sufre la variacion.

Cooperacion metabélica (Subak-Sharpe y col,
1969) - correccion del fenotipo en células en culti-
vo, por contacto con células normales o productos
celulares. Un ejemplo de correccion metabélica es
la correccién cruzada de células cultivadas de dife-
rentes patologias, por almacenamiento incorrecto
de mucopolisacaridos, o la correccion de células de-
ficientes en HGPRT por células normales.

Corptisculo de Barr - véase cromatina X.

Cos, sitio - es un sitio de restriccion necesario para
el clivaje y empaquetamiento de una cadena peque-
fia de DNA en la cabeza del fago A.

Cosmido - plismido que posee el sitio cos del fago
) ademads de secuencias necesarias para la replica-
cidén. Sirve como vector de clonado para fragmentos
de DNA de hasta 40 kb.

Cromitida (McClung, 1900) - subunidad longitudi-
nal de un cromosoma que resulta de la replicacién
cromosomica; dos cromatidas permanecen unidas
por medio del centromero y son visibles durante la
profase temprana y la metafase de la mitosis, y en-
tre el diploteno y la segunda metafase de la meiosis.
Las cromatidas hermanas provienen de un mismo
cromosoma; cromdtidas no hermanas son las cro-
matidas de cromosomas homélogos.

Luego de la division de los centromeros en la ana-
fase las cromatidas hermanas se denominan cro-
mosomas hijos. La ruptura de una cromatida o
una aberracién cromosémica del tipo de la cro-
madtida afecta sélo a una de las dos cromatidas
hermanas, ya que este dafio surgio luego de la re-
plicacion del DNA en la fase S (véase ciclo celular).
Un daiio antes de la fase S afectard ambas croma-
tidas y se denominara aberracion isolocus (ruptu-
ra isocromatidica, isochromatid break).

Cromatina (Flemming, 1882) - es el material tefii-
do que puede observarse en el niicleo durante la
interfase. Estd compuesto por DNA, proteinas ba-
sicas de los cromosomas (histonas), proteinas no
histdnicas y pequefias cantidades de RNA.

Cromatina X (formalmente llamada corpiisculo
de Barr o cromatina sexual) (Barr y Bartram,
1949) - condensacién tefiida de oscuro en el ni-
cleo celular interfasico, que representa un cromo-
soma X inactivado.

Cromatina Y - (corpusculo F; Pearson, Bobrow, Vo-
sa, 1970) - es el brazo largo brillante y fluorescente
del cromosoma Y visible en el niicleo interfasico.

Cromémero (Wilson, 1896) - Cada una de las con-
densaciones de los cromosomas que se disponen
en forma lineal, visibles en la profase meidtica y,
en algunas condiciones, también en la mitdtica.
Los cromémeros se ordenan en patrones especifi-
cos para cada cromosoma.

Cromosoma (Waldeyer, 1888) - son las estructu-
ras que contienen a los genes; estin compuestas
por cromatina y son visibles durante la divisidn
nuclear como hilos o bastones. Los cromosomas
politénicos (Koltzhoff, 1934; Bauer, 1935) son una
forma especial de cromosomas de las glindulas
salivales de algunas larvas de Diptera (mosquitos
Y moscas).
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Cromosoma en anillo - cromosoma circular. En
los procariontes el cromosoma normal tiene for-
ma de anillo. En los mamiferos, éste representa
una anomalia estructural e implica la pérdida de
material cromosémico.

Cuadrirradial, figura - configuracién asumida por
los segmentos homologos de cromosomas involu-
crados en una translocacién reciproca, cuando se
aparean durante la meiosis. Raramente esta figu-
ra puede presentarse durante la mitosis.

Cuerpo polar (Robin 1862) - célula en involucion
que aparece durante la ovogénesis y que no se de-
sarrollard mas alld como ovocito.

D, bucle (D loop) - es una regién del DNA mito-
condrial en la cual una cadena estd apareada con
RNA que, en consecuencia, desplaza a la otra ca-
dena.

Dalton - es una unidad de masa atdmica, equiva-
lente a 1/12 de la masa del ndcleo del 12C
(1,657x10-24g).

Dedos de cinc - estructura con forma de dedos ha-
llada en muchas proteinas reguladoras que se unen
al DNA. Los “dedos” se sujetan juntos a través de un
atomo de cinc estratégicamente ubicado.

Deficiencia (Bridges, 1917) - pérdida de un seg-
mento cromosémico como resultado de una re-
combinacion cruzada defectuosa, ya sea desigual,
o dentro de una inversion (q.v.) o de un cromoso-
ma en anillo (g.v.). Surge en el mismo momento
que una duplicaciéon complementaria (q.v.). Este
acontecimiento se denomina delecion/duplica-
cion.

Delecién (Painter y Muller, 1929) - pérdida total o
parcial de un cromosoma o de algunas bases nu-
cleotidicas del DNA.

Desnaturalizacién del DNA - separacion de las ca-
denas de una molécula de dcido nucleico de cade-
na doble, para dar lugar a dos cadenas simples. Se
denomina renaturalizacién al apareamiento de
dos moléculas complementarias de acidos nuclei-
cos de cadena simple.

Diacinesis (Haecker, 1897) - estadio tardio duran-
te la profase | de la meiosis.

Dicéntrico, cromosoma (Darlington, 1937) - cromo-
soma aberrante que contiene dos centromeros.

Dicigéticos - mellizos que provienen de dos cigo-
tos diferentes (hermanos mellizos). Por el contra-
rio, se denominan monocigdticos los mellizos que
provienen del mismo cigoto (gemelos idénticos).

Diploide (Strasburger, 1905) - células u organis-
mos que poseen dos juegos de cromosomas ho-
mdlogos, uno proveniente del padre (paterno) y
otro de la madre (materno).

Diploteno (Dictyotene o Diplotene) - estadio
durante el desarrollo fetal del ovocito en el cual
la profase meidtica se interrumpe. En las muje-
res los ovocitos alcanzan el estadio de diploteno
en las 4 semanas previas al nacimiento; el desa-
rrollo subsiguiente de los ovocitos se detiene
hasta la ovulacion, durante la cual continda la
meiosis.

Discordancia - es la aparicién de un rasgo o pato-
logia determinados en sélo un miembro de una
pareja de mellizos (monocigotos o dicigotos).

Disomia uniparental (DUP) - presencia de los dos
cromosomas homalogos de un par provenientes
de un solo progenitor. Se distinguen la disomia
uniparental por isodisomia, en la cual los cromo-
somas son idénticos, de la heterodisomia, en la
cual son homélogos pero diferentes.

Dispermia - se refiere a la penetracién de un évulo
por dos espermatozoides.

Distribucién bimodal - se refiere a la curva que re-
presenta una frecuencia de distribucién con dos pi-
cos. Si la curva de frecuencia de distribucion de un
rasgo de la poblacién es bimodal, por lo general es
evidencia de la existencia de dos fenotipos diferen-
tes distinguibles cuantitativamente.

Disyuncidn, sin (Bridges, 1912) - distribucion defec-
tuosa de cromosomas homdlogos durante la meio-
sis. En la mitosis no disyuntiva el error de
distribucion se produce durante la mitosis.

Diversidad - diferentes fenotipos dentro de un te-
jido.

DNA (cido desoxirribonucleico) - es la molécula
que contiene la informacion genética primaria en
forma de una secuencia lineal de nucledtidos en
grupos de tres (tripletes) (véase codén).

DNA satélite (sDNA)(Sueoka, 1961; Britten y Koh-
ne, 1968) - es aquella molécula de DNA que con-
tiene repeticiones en tandem de secuencias de
nucledtidos de diferentes longitudes. El sDNA
puede separarse del resto por centrifugacién en
un gradiente de densidad en cloruro de cesio, lue-
go del cual aparece como una o mds bandas (saté-
lites) separadas de la masa principal de DNA. En
eucariontes los DNA satélites livianos (ricos en
AT) pueden distinguirse de los pesados (ricos
en GC).
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Los microsatélites son pequefas repeticiones en
tindem (2 - 10) de nucledtidos de DNA; los minisa-
télites son repeticiones en tindem de 20 - 100 pares
de bases; los satélites de DNA clasicos son en repeti-
ciones largas de 100 - 6.500 pb (véase pag. 73).

DNA polimerasa - enzima que sintetiza DNA. Para
comenzar la sintesis necesita un cebador de RNA o
una cadena complementaria de DNA.

DNA recombinante - molécula de DNA constituida
por partes de diferente origen.

DNA Z - conformacion alternante del DNA. A dife-
rencia del DNA B normal (modelo de Watson -
Crick), la hélice estd enrollada hacia la izquierda y
en angulos (en zigzag, de ahi DNA Z).

DNA, biblioteca de - es una coleccién de moléculas
de DNA clonadas que contiene el genoma completo
(biblioteca gen6émica), o de fragmentos de cDNA
obtenidos a partir del mRNA producido por un tipo
celular determinado (biblioteca de cDNA).

DNasa (desoxirribonucleasa) - enzima que digiere
DNA.

Dominante (Mendel, 1865) - se refiere a un ras-
go genético que puede observarse en un indivi-
duo heterocigoto. Los términos “dominante” y
“recesivo” se refieren al comportamiento de los
alelos en un locus determinado. El efecto ob-
servado depende en parte de la exactitud de la
observacion. Cuando es posible observar el
efecto de cada uno de los dos alelos diferentes
(heterocigotos) de un locus, se dice que estos
alelos son codominantes. En el nivel del DNA,
los genes alélicos en dos loci homélogos son
codominantes.

Dominio - es una region distinguible de la estructu-
ra terciaria de una proteina o una regién particular
de un cromosoma.

Dosaje genético - se refiere al grado de expresion
cuantitativa de un gen. También se utiliza en refe-
rencia al niimero de copias de un gen en el genoma.

DUP - disomia uniparental (véase disomia).

Duplicacién (Bridges, 1919) - adicién de un
segmento cromosdmico como resultado de una
recombinacién cruzada defectuosa (véase deficien-
cia). También puede referirse a pares de bases nu-
cleotidicas de DNA adicionales. La duplicacion de
genes tiene un papel muy importante en la evolu-
cién de los organismos eucariontes.

. Duplicacién en tindem - segmentos idénticos y
cortos de DNA adyacentes entre si.

Efecto fundador ( founder effect) - es la presencia de
un alelo determinado en una poblacion debido a la
mutacion en un solo ancestro.

Efecto positivo negativo - mutacion que ejerce un
efecto funcional negativo en un alelo.

Eficacia biolégica ( biological fitness) - probabilidad
(entre 0,0 y 1,0) de que un gen sea transferido a la
generacidn siguiente. Para un genotipo y un medio
ambiente determinados, la eficacia bioldgica (o re-
productiva) se determina por la tasa de superviven-
cia y fertilidad.

Electroforesis (Tiselius, 1937) - procedimiento para
la separacion de moléculas basado en su diferente
velocidad de migracion en un campo eléctrico. Co-
mo medio de soporte se usan geles formados por
sustancias como el almidén, la agarosa, la acrilami-
da, etc. Hay modificaciones técnicas que permiten
un mayor poder de discriminacion; por ejemplo, la
electroforesis en dos dimensiones (el campo eléc-
trico se rota 90° para la segunda migracion) o el ce-
se de la migracion en el punto isoeléctrico (enfoque
isoeléctrico).

Elongacién - adicién de aminodcidos a una cadena
polipeptidica.

Elongacién, factor de - es una proteina que se aso-
cia a los ribosomas durante la adicién de aminodci-
dos; FE para procariontes y FEe para eucariontes.

Empalme (splicing) - uno de los pasos del procesa-
miento del transcripto primario de RNA, en el cual
los intrones son removidos y los exones se unen.

Empalme, unién del - secuencias de los limites en-
tre intrones y exones.

Endocitosis - es la captacion especifica de material
extracelular en la superficie celular. El material es
rodeado por una invaginacién de la membrana plas-
matica, que se pellizca para dar lugar a una vesicula
unida a la membrana que contiene el material

Endogamia, coeficiente de o coeficiente de consan-
guinidad (imbreeding coefficient) (Wright, 1929) -
es la medida de la probabilidad de que dos alelos en
un locus génico de un individuo sean idénticos por
descendencia; por ejemplo, que sean copias de un
mismo alelo de un ancestro en comiin a ambos pa-
dres (IPD, identidad por descendencia). También
puede referirse a la proporcion de loci homocigotos
de un individuo.

Endonucleasa - grupo heterogéneo de enzimas que
clivan uniones entre nucleétidos de DNA de cadena
simple o doble, o de RNA.
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Endorreduplicacion (Levan y Hauschka, 1953) - es
la replicacién cromosomica durante la interfase sin
una verdadera mitosis. En metafase, los cromoso-
mas endorreduplicados estin formados por cuatro
cromatidas que yacen una al lado de la otra, unidas
entre si por dos centromeros vecinos.

Enzima (E. Biichner, 1897) - proteina que catali-
za una reaccion biologica. Las enzimas estan for-
madas por una parte proteica (apoenzima),
responsable de su especificidad, y una parte no
proteica (coenzima), necesaria para su actividad.
Las enzimas se unen a sus sustratos y durante el
transcurso de la reaccion éstos se alteran meta-
bélicamente o se combinan con otras sustancias.
La mayoria de las reacciones quimicas con cati-
lisis enzimdtica pueden clasificarse dentro de
los siguientes seis grupos:

1) hidrélisis (clivaje con adicién de H,0), por hidro-
lasas;

2) transferencia de un grupo molecular de un
donante a una molécula receptora, por transterasas;

3) oxidacion y reduccion por oxidasas y reductasas
(transferencia de uno o mds electrones o dtomos de
hidr6geno, de una molécula que serd oxidada a otra
molécula que serd reducida);

4) isomerizaci6n, por isomerasas (mediante el cam-
bio de la posicién de un atomo o grupo funcional
dentro de una molécula);

5) union de dos moléculas sustrato para formar una
molécula nueva, por ligasas (sintetasas);

6) clivaje no hidrolitico por formacién de una unién
doble en una o ambas moléculas formadas por liasas,

Epigenética, influencia - es la influencia de un fac-
tor que cambia el fenotipo sin alterar el genotipo.

Episoma (Jacob y Wollman, 1958) - plasmido (q.v.)
que puede existir tanto en forma independiente en
el citoplasma como integrado al genoma de la bac-
teria huésped.

Epistasis (Bateson, 1907) - interaccién de genes en
un mismo locus génico (alélica) o en diferentes loci
(no alélica) para alterar la expresién fenotipica.

Epitopo - parte de una molécula antigénica que se
une a un anticuerpo.

Especiacién (Simpson, 1944) - formacion de espe-
cies durante la evolucién. Uno de los primeros pa-
sos hacia la especiacion es el establecimiento de
una barrera reproductora en contra del intercambio
genético. Un mecanismo frecuente es la inversion
cromosomica.

Especies (Ray, 1670) - poblacién natural en la cual
hay cruzamiento entre los individuos que compar-
ten un grupo de genes en coman.

Eucarionte (Chatton, 1925) - plantas y animales for-
mados por células poseedoras de un niicleo en el
que estdn contendidos los cromosomas.

Eucromatina (Heitz, 1928) - cromosoma o segmen-
to de un cromosoma que se tifie con menor intensi-
dad que la heterocromatina (q.v.). La eucromatina
es la porcién de cromatina, que no estd condensada
por completo, en el nicleo interfasico.

Euploide (Tackholm, 1922) - se refiere a células, te-
jidos o individuoes con el juego completo normal de
cromosomas caracteristico de esa especie (cf. aneu-
ploide, heteroploide, poliploide).

Exocitosis - es un proceso especifico por el cual las
particulas no difusibles son transportadas a través
de la membrana plasmatica para ser descargadas
en el espacio extracelular,

Exén (Gilbert, 1978) - segmento de DNA represen-
tado en el mRNA maduro de organismos eucarion-
tes (cf. intron).

Exonucleasa - es una enzima que cliva tinicamente
los extremos de las cadenas de nucledtidos, ya sea
el extremo 5' 0 el 3' (cf. endonucleasa).

Expresi6n - es el efecto observable de un gen activo.

Expresividad (Vogt, 1926) - se refiere al grado de ex-
presion fenotipica de un gen o genotipo. La ausen-
cia de expresividad también se denomina ausencia
de penetrancia.

Factor de iniciacién - proteina que se asocia con la
subunidad pequefia de los ribosomas cuando co-
mienza la sintesis proteica (Fl en procariontes y Fle
en eucariontes).

Factor de resistencia - un gen plasmidico que pro-
vee resistencia para algtin antibidtico.

Fago - véase bacteriofago.

Familia multigénica - grupo de genes relacionados
por su evolucion comiin.

Fase S (Howard y Pelc, 1953) - fase de sintesis del
DNA (replicacion del DNA) entre las fases G1 y G2
del ciclo celular eucarionte.

Fenocopia (Goldschmidt, 1935) - fenotipo no here-
ditario que recuerda un fenotipo genéticamente de-
terminado.

Fenotipo (Johannsen, 1909) - efecto observable de
uno o mds genes en un individuo o célula.
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Feromona - molécula sefalizadora capaz de alterar
el comportamiento o la expresion génica de otros
individuos de la misma especie.

Fibroblasto - es un tipo de célula del tejido conec-
tivo, Puede propagarse en frascos de cultivo que
contienen el medio apropiado (cultivos de fibro-
blastos).

Fingerprint (“huella digital”) - es un patron caracte-
ristico de DNA o proteinas.

Fitohemaglutinina (FHA) - sustancia proteica que se
extrae de los porotos ( Phaseolus vulgaris). Se utiliza
para separar los globulos rojos de los blancos. No-
well (1960) descubrié su capacidad de inducir
transformacion blastica (véase transformacion) y la
division celular en linfocitos. Es la base de los culti-
vos estimulados por fitohemaglutinina para el ana-
lisis cromosomico.

Fragmento de Okazaki - secuencia de nucleétidos
corta, que se sintetiza en la cadena atrasada de DNA
durante la replicacién (q.v.) (véase pag. 42).

G6PD - glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

Gameto (Strasburger, 1877) - célula germinal ha-
ploide, ya sea un espermatozoide (masculino) o un
dvulo (femenino). En mamiferos los machos son he-
terogaméticos (XY) y las hembras homogaméticas
(XX). En aves las hembras son heterogaméticas
(ZW) y los machos homogaméticos (ZZ).

Gen (Johannsen, 1909) - factor hereditario que cons-
tituye una unidad simple de material hereditario.
Corresponde a un segmento de DNA que codifica la
sintesis de una cadena polipeptidica (cf. cistron).

Gen, flujo de (Berdsell, 1950) - transferencia de un
alelo de una poblacidn a otra.

Gen homedtico - es uno de los genes del desarrollo
de Drosophila que, por medio de una mutacion,
puede conducir al reemplazo de una parte del cuer-
po por otra.

Gen, producto de un - polipéptido o RNA ribosémi-
co codificado por ese gen (véase proteina).

Gen regulador - gen que codifica para una proteina
que regula otros genes.

Gen reportero - es un gen utilizado para analizar
otro gen, en especial para estudiar su region regula-
dora.

Genes, familia de - son un grupo de genes relacio-
nados, a lo largo de la evolucién, en virtud de la
identidad o gran similitud de algunas de sus se-
cuencias codificantes.

Genética (Bateson, 1906) - es la ciencia de la heren-
cia v 1a bases hereditarias de los organismos; deriva
del griego génesis (origen).

Genético, grupo (gene cluster) (Demerec y Hartman,
1959) - es un grupo de dos o0 mds genes vecinos con
funciones similares; por ejemplo, el sistema HLA o
los genes de inmunoglobulinas.

Genético, mapa - posicion de los loci genéticos en los
cromosomas. Un mapa fisico se refiere a la posicion
absoluta de loci genéticos; la distancia entre ellos ex-
presada en nimero de pares de bases. Un mapa ge-
nético expresa la distancia de loci genéticamente
vinculados en funcién de su frecuencia de recombi-
nacion.

Génica, frecuencia - es la frecuencia de cierto alelo en
un locus determinado en una poblacion (frecuencia
de alelo).

Genoma (Winkler, 1920) - todo el material genético
de una célula o de un individuo.

Gendmica - campo de la ciencia que estudia la es-
tructura y funcion del genoma entero (véase parte I,
Gendmica).

Gendmico, examen (genome scan) - bisqueda con
marcadores de un loci en todos los cromosomas pa-
ra relacionarlo con un locus no trazado en un mapa
genético.

Genotipo (Johannsen, 1909) - constitucion genética
total o parcial de un individuo o célula (cf. fenotipo).

Germinal - se refiere a células germinales como el
opuesto a células somaticas.

Germinal, célula - célula capaz de diferenciarse por
meiosis para dar origen a gametos (son el opuesto a
células somaticas).

Girasa - es una topoisomerasa que desenrolla el DNA.

Grupo alquilo - dtomos de carbono e hidrdgeno uni-
dos en forma covalente, como en los grupos metilo o
etilo.

Haploide (Strasburger, 1905) - se refiere a células o
individuos con un solo juego de cromosomas; los ga-
metos son haploides.

Haplotipo (Ceppellini y col., 1967) - combinacién de
alelos en dos o mds loci genéticos muy relacionados
en el mismo cromosoma; por ejemplo, en el sistema
HLA (q.v.).

Helicasa - es una enzima que desenrolla y separa las
dos cadenas de la doble hélice de DNA rompiendo
los puentes de hidrégeno durante la transcripcidn o
la reparacion.
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Hélice - bucle - hélice ( Helix - loop - helix) - motivo
estructural de algunas proteinas que se unen el
DNA, como los factores de transcripcién.

Hemicigoto - genes y loci genéticos de los que un
individuo posee una sola copia, como la presencia
de un solo cromosoma X en células de machos (XY),
o debido a la pérdida del locus homoélogo.

Heredabilidad (Lush, 1950; Falconer, 1960) - es la
razon entre la varianza genética aditiva y la varian-
za fenotipica total. La varianza genotipica es el re-
sultado de la interaccion de factores genéticos y no
genéticos en una poblacién.

Herencia citoplasmdtica - transmisién de la infor-
macién genética que se encuentra en las mitocon-
drias. Como los espermatozoides no contienen
mitocondrias, la transmision de esta informacién
tiene un origen materno.

Heterocarion (Ephrussi y Weiss, 1965; Harris y
Watkins, 1965; Okada y Murayama, 1965) - una
célula que contiene dos o mas nicleos con dife-
rentes genomas.

Heterocigoto (Bateson y Saunders, 1902) - pre-
sencia de dos alelos diferentes en un locus génico
determinado (cf. homocigoto).

Heterocromatina (Heitz, 1928) - es un cromosoma
0 segmento cromosomico que permanece fuerte-
mente marcado en la interfase, la profase temprana
y la telofase tardia, porque permanece condensado,
como todo el material cromosémico durante la me-
tafase. Es lo contrario de la eucromatina, que se
vuelve invisible durante la interfase. La heterocro-
matina corresponde a los cromosomas o segmentos
cromosomicos con poca o nula actividad genética.
La heterocromatina constitutiva puede distinguirse
de la facultativa. Un ejemplo de heterocromatina
facultativa es el cromosoma X heterocromdtico re-
sultante de la inactivacién de uno de los cromoso-
mas X en células femeninas de mamifero. Un
ejemplo de heterocromatina constitutiva es la hete-
rocromatina central de los centromeros, que pue-
den demostrarse como bandas C.

Heterodisomia - presencia de dos cromosomas
homélogos provenientes de un mismo progenitor
(cf. isodisomia y DUP).

Heterodiiplex - se refiere a la region de una molé-
cula de DNA de cadena doble formada por cadenas
no complementarias, que se originaron de diferen-
tes moléculas de DNA doble cadena (ddplex).

Heterogamético (Wilson, 1910) - produccion de
dos tipos de gametos (q.v.) diferentes; por ejem-

plo, X e Y (machos) en mamiferos o ZW en aves
hembras.

Heterogeneidad genética (Harris, 1953; Fraser,
1956) - corresponde a un fenotipo aparentemen-
te uniforme que es consecuencia de dos 0 mas ge-
notipos diferentes.

Heteroploide (Winkler, 1916) - se refiere a las cé-
lulas o individuos con un niimero anormal de cro-
Mosomas.

Heterosis (Shull, 1911) - incremento de la eficacia
bioldgica de genotipos heterocigotos en compara-
cién con sus genotipos parentales homaocigotos en
plantas y animales.

Hfr, célula - una bacteria que posee secuencias de
DNA que permiten una frecuencia alta de transfe-
rencia de DNA durante |a conjugacion.

HGPRT - hipoxantina-guanina-fosforribosil-trans-
ferasa. Es una enzima del metabolismo de las
purinas que estd inactiva en el sindrome de Lesch-
Nyhan.

Hibridacién ( hybridization) - cruza entre dos plan-
tas o animales genotipicamente diferentes pertene-
cientes a una misma especie. El término se utiliza a
veces en un sentido mas estrecho: 1) en inglés tam-
bién llamado annealing. union de dos moléculas
complementarias de dcidos nucleicos de cadena
simple para formar moléculas de cadena doble
(DNA con DNA, RNA con RNA o DNA con RNA); 2)
fusién de células en cultivo (in vitro) provenientes
de diferentes especies (hibridacion celular).

Hibridacién de células sométicas - formacion de hi-
bridos celulares en cultivo.

Histocompatibilidad - compatibilidad de tejidos
determinada por el complejo mayor de histocom-
patibilidad CMH (véase HLA).

Histona (Kossel, 1884) - proteina del nucleosoma
asociada al cromosoma. Las histonas H1-H4 forman
el nucleosoma (q.v.).

HLA (Dausset, Terasaki, 1954) - sistema A de antige-
no leucocitario humano (human leukocyte antigen
system A). Algunos autores dicen que el término se
refiere a Los Angeles (LA), donde Terasaki realizé
descubrimientos importantes.

Homocigosis, trazar un mapa por ( homozygosity
mapping) - trazado de mapas genéticos mediante la
identificacién de regiones cromosdmicas que son
homocigotas, en descendientes que provienen de
padres con un ancestro comiin (apareo consangui-
neo) (véase identidad por descendencia).
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Homocigoto (Bateson y Saunders, 1902) - presencia
de dos alelos idénticos en un locus génico determi-
nado.

Homélogo - se refiere a un cromosoma o locus gé-
nico de origen materno o paterno similar.

Hox, genes - grupos de genes de mamiferos que
contienen secuencias de caja homedtica. Son im-
portantes en el desarrollo embrionario.

ICH (intercambio entre cromatidas hermanas, o en
inglés SCE, sister chromatid exchange) (Taylor,
1958) - intercambio entre las dos cromatidas de un
cromosoma metafasico. Luego de dos ciclos de re-
plicacion, en una célula cultivada en presencia de
un andlogo halogenado de una base (p. ej., 5-bro-
modeoxiuridina), ambas cadenas de DNA de una de
las cromatidas presentaran sustituciones por el
anadlogo halogenado de la base, mientras que en la
otra cromadtida se encontrard sustituida s6lo una ca-
dena de DNA. Como resultado, ambas cromatidas
presentaran diferentes intensidades de tincion y es
posible determinar el sitio donde se produjo la re-
combinacion reciproca de las dos cromatidas (véa-
se pag. 334).

Identidad por descendencia (IPD; identity by des-
cent, IBD) - se refiere a alelos homocigotos en un lo-
cus génico, que son idénticos porque fueron
heredados de un ancestro en comiin (véase consan-
guinidad).

Impronta genémica (genomic imprinting) - dife-
rente grado de expresion de un alelo o segmento
cromosomico, de origen paterno o materno, que
depende de cambios ocurridos durante la gameto-
génesis.

In silico - proceso que tiene lugar dentro de una
computadora; por ejemplo, el andlisis de datos bio-
légicos.

In vitro - proceso bioldgico que tiene lugar fuera de

un organismo vivo o en un ambiente artificial en un
laboratorio.

In vivo - dentro de un organismo vivo.

Inactivacién X (Lyon, 1961) - inactivacién de uno
de los dos cromosomas X en células somaticas de
mamiferos femeninos durante el periodo embrio-
nario temprano, mediante la formacién de la cro-
matina X.

Incidencia - tasa de ocurrencia de una enfermedad
en una poblacidn. Por el contrario, la prevalencia es
el porcentaje de la poblacion que esta afectado por
una enfermedad en particular, en un momento de-
terminado.

Inductor - molécula que induce la expresién de
un gen.

Inmunoglobulina - es una molécula que se une a
antigenos.

Insercién - insercién de material cromosémico de
origen no homdlogo en un cromosoma, sin trans-
locacidn reciproca (g.v.).

Insercidn, secuencia de (SI) - pequefio transposon
bacteriano que transporta genes de su propia
transposicion (q.v.).

Intensificador (enhancer) - segmento regulador
de DNA que actiia en cis y contiene sitios de unién
para factores de transcripcion. El intensificador se
localiza a gran distancia del promotor. Produce un
aumento en la tasa de transcripcion de un gen
{unas 10 veces).

Interfase - es el periodo del ciclo celular entre dos
divisiones celulares (véase mitosis).

Intrén (Gilbert, 1978) - es un segmento de DNA no
codificante dentro de un gen (cf. exén). Se trans-
cribe pero luego es removido del transcripto pri-
mario del RNA, antes de la traduccion.

Inversién (Sturtevant, 1926) - alteracién estructu-
ral de un cromosoma a través de la ruptura de dos
sitios, reversion de la direccion del segmento inter-
medio y reinsercion. Una inversion pericéntrica
incluye el centrémero en el segmento invertido.
Una inversion paracéntrica no abarca el centrd-
mero. La inversién no causa signos clinicos per se,
pero representa un riesgo genético potencial por-
que puede .producirse recombinacién cruzada en
el sitio de la inversion y ocasionar una aneusomia
en la descendencia (aneusomia por recombina-
cion). La inversion cromosémica desempefia un
papel muy importante en la evolucion.

Isocromosoma (Darlington, 1940) - cromosoma
compuesto por dos brazos idénticos conectados por
el centromero; por ejemplo, dos brazos largos o dos
cortos de un cromosoma X. Implica duplicacion del
brazo doble y deficiencia del brazo ausente. El isocro-
mosoma puede tener un centrémero o dos.

Isodisomia - presencia de dos cromosomas idén-
ticos provenientes de un mismo progenitor (cf.
heterodisomia).

Isotipo - cadenas de inmunoglobulinas estrecha-
mente relacionadas.

[sozima o isoenzima (Markert y Mdller, 1959; Ve-
sell, 1959) - cada una de las multiples formas distin-
guibles de enzimas con funcién similar en un
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mismo organismo. Las isoenzimas son una expre-
sién bioguimica del polimorfismo genético.

Lampbrush, cromosoma (Riickert, 1892) - es un ti-
po especial de cromosoma que se encuentra en los
ovocitos primarios de muchos vertebrados e inver-
tebrados, durante el estado de diploteno de la divi-
siobn meidtica, y en los espermatocitos de
Drosophila. Los cromosomas muestran numerosos
bucles laterales de DNA que son acompafiados por
sintesis de RNA y proteinas.

Lazo - es una forma intermedia de RNA durante el
empalme, en la cual se forma una estructura circu-
lar con una cola por una unién 5'- 2°.

Leptoteno - es un estadio de la meiosis (q.v.).

Letal, equivalente (Morton, Crow y Muller, 1956) - es
un gen o una combinacién de genes que en el esta-
do homocigoto es letal en el 100% de los individuos.
Se puede referir a un gen que es letal en el estado de
homocigosis, a dos genes diferentes que tienen un
50% de letalidad cada uno, a tres genes diferentes
que tienen 33% de letalidad cada uno, etc. Se asume
que cada individuo posee 5 o 6 equivalentes letales.

Letal, factor (Bauer, 1908; Hadorn, 1959) - es una
anormalidad del genoma que conduce a la muerte
intrauterina; por ejemplo, numerosas anomalias
cromosémicas.

Lider, secuencia - pequefia secuencia N-terminal de
una proteina que se requiere para dirigirla a su
blanco.

Ligado al X - se refiere a genes en el cromosoma X.

Ligamiento genético (Morgan, 1910) - localizacion
de loci génicos en el mismo cromosoma suficiente-
mente cerca como para evitar una segregacion in-
dependiente.

Ligamiento, desequilibrio de (linkage desequili-
brium) (Kimura, 1956) - asociacién no aleatoria de
alelos de loci génicos proximos, que se desvia de su
frecuencia individual predicha por el equilibrio de
Hardy-Weinber. El desequilibrio de ligamiento por
lo general se debe al efecto fundador (q.v.).

Ligarniento, grupo de - loci génicos en el mismo cro-
mosoma que se encuentran tan cerca uno del otro
que en general se heredan juntos sin recombinacion.

Ligando - molécula capaz de unirse a un receptor y,
en consecuencia, inducir una sefial en la célula; por
ejemplo, una hormona.

LINE (long interspersed nuclear element) - secuen-
cia de DNA nuclear larga, dispersa y repetida (véase
pag. 244).

Linfocito - célula del sistema inmune de alguno de
los dos tipos genéricos: linfocitos B de la médula
dsea y linfocitos T derivados del timo.

Lisosoma (deDuve y col., 1955) - organela citoplas-
matica pequefia que contiene enzimas hidroliticas.

Locus génico (Morgan, Sturtevant, Muller, Bridges,
1915) - posicion de un gen en un cromosoma.

Mapa de restriccion - segmento de DNA caracteri-
zado por un patrén particular de sitios de restric-
cidn,

Mapa, distancia de - es la distancia entre loci gé-
nicos expresada en términos fisicos (ndmero de
pares de bases, kb, 1.000 pb, o Mb, un millén de
pb) o en términos genéticos (frecuencia de re-
combinacion, expresada como cM, centimorgan,
Un cM corresponde a 1%).

Mapa, trazado de - varios métodos que permi-
ten determinar la posicién de un gen en un cro-
mosoma (mapa fisico) o su distancia relativa a
otros loci genéticos y su orden relativo (mapa
genético).

Marcador genético - alelo utilizado para recono-
cer un genotipo determinado.

Es una caracteristica de polimorfismo genético
que puede utilizarse para distinguir el origen pa-
rental de dos o mds alelos.

Marco de lectura - secuencia de nucledtidos de
DNA que puede leerse en tripletes para codificar
un péptido (véase marco de lectura abierto).

Marco de lectura abierto (MLA), (open reading
frame, ORF) - secuencia de DNA de longitud va-
riable que no contiene codones de terminacion
vy, por lo tanto, puede ser traducida (véase pag.
48).

Medio selectivo - medio que favorece el creci-
miento de células en cultivo que contienen un gen
determinado.

Megabase (Mb) - Un millén de pares de bases.

Meiosis (Farmer y Moore, 1905) - division nuclear
especial de las células germinales, que conduce a la
reduccion del juego de cromosomas del estado di-
ploide al haploide. La profase de la primera division
meidtica, de importancia especial, consta de los si-
guientes estadios: leptoteno, cigoteno, paquiteno,
diploteno y diacinesis.

Mendeliana, herencia (Castle, 1906) - tipo de he-
rencia que sigue las leyes de Mendel, en contra-
posicion a la herencia extracromosémica que esta
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bajo el control de factores hereditarios citoplas-
maticos (DNA mitocondrial).

Metacéntrico - cromosomas divididos por el cen-
tromero en dos brazos de longitud similar.

Metafase (Strasburger, 1884) - estadio de la mito-
sis en el cual se hacen visibles los cromosomas
condensados.

Mitosis (Flemming, 1882) - divisién nuclear durante
la division de células somaticas. Esta constituida por
la profase, la metafase, la anafase y la telofase.

Mitético, indice (Minot, 1908) - proporcion de cé-
lulas que estin en mitosis en un momento dado.

Mixoploidia (Nemec, 1910; Hamerton, 1971) - teji-
do o individuo que posee células con diferentes na-
meros de cromosomas (mosaico cromosomico).

Molde o templado - molécula que determina la
secuencia de nucledtidos para la formacién de
otra molécula similar (complementaria) (véase
DNA y RNA),

Monocapa (Abercrombie y Heaysman, 1957) - ld-
mina de una sola capa de células diploides culti-
vadas sobre el fondo de un frasco de cultivo.

Monocigdtico - cada uno de los gemelos prove-
nientes de un solo cigoto (cf. dicigdtico).

Monosomia (Blakeslee, 1921) - ausencia de un
Cromosoma en un juego cromosdmico que, de
otro modo, seria diploide.

Morfogeno - proteina que esta presente en los te-
jidos embrionarios, en un gradiente de concentra-
cion tal que induce algiin proceso del desarrollo.

Mosaico - tejido o individuo constituidos por cé-
lulas genéticamente diferentes siguiendo la mis-
ma regla que el origen del cigoto (cf. quimera).

mRNA (Brenner, Jacob y Meselson, 1961; Jacob y
Monrod, 1961) - RNA mensajero.

mtDNA - DNA mitocondrial.

Mutacién (de Vries, 1901) - alteracion permanente
del material genético. Hay de diferentes tipos entre
los que se incluyen mutaciones puntuales por inter-
cambio, pérdida o insercion de pares de bases den-
tro de un gen y mutaciones cromosomicas con
alteracion de la estructura cromosomica. Una mu-
tacion de sentido alterado es una alteracion que da
como resultado un producto genético (proteina)
que contiene una sustitucion de un aminoacido por
otro que no corresponde. Una mutacién sin sentido
es una alteracién que produce un codén de termi-
nacién en el medio del mensaje genético, lo que de-

termina la formacién de un producto final total-
mente inadecuado.

Mutacién de sentido alterado - mutacion que cam-
bia un codén por otro correspondiente a un ami-
nodcido distinto (véase mutacion sin sentido).

Mutacién puntual - alteracion del codigo gené-
tico dentro de un solo codén. Un posible meca-
nismo es el intercambio de una base: una
pirimidina por otra (o una purina por otra), que
se denomina transicion (Frese, 1959); por ejem-
plo, timidina por citosina (o adenina por guani-
na); o a través del intercambio de una pirimidina
por una purina o viceversa: lo gue da lugar a una
transversion; por ejemplo, una timidina por una
adenina o viceversa (Frese, 1959). Ademads de
los dos tipos de intercambio, una mutacion
puntual puede ser causada por la insercion de
una base nucleotidica o una delecion de uno o
varios pares de bases.

Mutacién sin sentido - mutacién cuyo resultado es
la falta de cualquier tipo de informacion genética;
por ejemplo, un coddn de terminacion (véase mu-
tacion de sentido alterado).

Mutacion, tasa de - frecuencia de una mutacion por
locus, por individuo, por generacitn.

Mutdgeno - agente quimico o fisico capaz de indu-
cir una mutacion.

Mutante débil - es una mutacion que sélo causa
pérdida parcial de una funcion.

Noqueo génico (Knockout) - inactivacién inten-
cional de un gen en un organismo experimental,
con el objetivo de obtener informacién acerca de
su funcion (es igual que la inactivacion génica di-
rigida).

Northern blot - técnica que involucra la transferen-
cia de moléculas de RNA a una membrana de nitro-
celulosa, mediante un procedimiento similar al
Southern blot (q.v.).

Nucledsido - compuesto formado por una base pa-
rica o pirimidica y un azticar (ribosa o desoxirribo-
sa) (cf. nucledtido).

Nucleosoma (Navashin, 1912; Kornberg, 1974) -
subunidad de la cromatina que consiste en DNA en-
rollado, alrededor de proteinas tipo histonas, en
una configuracion espacial definida.

Nucle6tido - unidad monomérica de las cadenas de
polinucledtidos que forman los dcidos nucleicos. El
nucledtido es un éster de fosfato que consiste en
una base de purina o pirimidina, un azdcar (ribosa
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o desoxirribosa como pentosa) y un grupo fosfato
(véase pag. 28),

Nimero modal (White, 1945) - niimero de cro-
mosomas de un individuo o una célula.

Ocre, codon - es el codon de terminacion UAA.

Oncogén (Heubner y Todaro, 1969) - secuencia de
DNA de origen viral que puede llevar a la transfor-
macion maligna de una célula eucarionte luego
de integrarse en el genoma celular (véase pro-
tooncogen).

Operador (Jacob y Monod, 1959) - sitio de recono-
cimiento de un operon en el cual tiene lugar la re-
gulacion por control negativo de la transcripcion,
a través de la unién de represores.

Operdn (Jacob y col,, 1960) - en procariontes, un
grupo de genes funcional y estructuralmente re-
lacionados que son regulados en forma conjunta.

Origen de replicacion (ORI) - sitio de comienzo de
la replicacion del DNA.

Ortélogo - secuencia de DNA homdlogo o gen que
ha evolucionado de un ancestro comtin entre es-
pecies; por ejemplo, los genes de la ¢-globina y la
[-globina (véase paralogo).

Palindromo (Wilson y Thomas, 1974) - repeticion in-
vertida de una secuencia lineal de bases de DNA, que
ayuda a formar una estructura de horquilla por apa-
reamiento de bases de secuencias complementarias.

Panmixia (Weismann, 1895) - sistema de aparea-
miento entre parejas elegidas al azar, en contra-
posicion al apareamiento ordenado.

Paquiteno (de Winiwarter, 1900) - estadio de la
profase de la meiosis I.

Par de bases (pb) - dos bases del DNA -una puri-
na y una pirimidina- enfrentadas entre si y uni-
das por puentes de hidrégeno. Los pares de bases
normales son A con T y C con G en una molécula
de DNA de doble hélice. En el RNA se pueden for-
mar otros pares.

Pardlogo - secuencia de DNA o gen que ha evolu-
cionado de un ancestro comun dentro de una es-
pecie; por ejemplo, ambos loci o en seres
humanos (véase ortdlogo).

Parasexual (Pontocorvo, 1954) - se refiere a la re-
combinacién genética por medios no sexuales;
por ejemplo, por hibridacion de células en cultivo
(véase hibridacion).

Patrén de bandas (cromosémicas) (Painter, 1939)
- patrén de tincion cromosomica que consiste en

la alternancia de bandas transversales oscuras
con bandas blancas. Cada segmento de cromoso-
mas homaélogos muestra el mismo patron de ban-
das especifico, caracterizado por la distribucion y
el tamaiio de las bandas, lo que puede utilizarse
para identificar ese segmento. El término fue in-
troducido por Painter, en 1939, para el patrdn li-
neal de bandas, con tincién intensa y débil, en los
cromosomas politénicos de algunos diptera (mos-
quitos, moscas). Cada banda es definida en rela-
cién con las de su entorno. Las secciones entre las
bandas se denominan interbandas.

PCR (del inglés polymerase chain reaction, reaccion
en cadena de la polimerasa) (Mullis, 1985) - técnica
que consiste en la propagacion (amplificacion) in
vitro de una secuencia determinada de DNA. Es un
proceso ciclico de cambios de temperatura que per-
mite la desnaturalizacion del DNA, la hibridacion
(cannalina) de los oligonucledtidos cebadores apro-
piados para amplificar la secuencia de interés, y la
sintesis (elongacidon) del segmento que sigue aguas
abajo de los cebadores.

Penetrancia (Vogt, 1926) - frecuencia o probabili-
dad de expresion de un alelo (cf. expresividad).

Péptido - compuesto de dos o mas aminoacidos
unidos por uniones peptidicas.

Plasmido (Lederberg, 1952) - estructura de DNA
circular, con replicacion auténoma, hallada en
bacterias. Aunque por lo general se encuentra se-
parada del verdadero genoma, puede integrarse a
los cromosomas del huésped.

Plastos - cualquiera de los diferentes tipos de or-
ganelas halladas en las células vegetales; por
ejemplo, cloroplastos.

Pleiotropia (Plate, 1910) - expresion de un gen con
aspectos fenotipicos miltiples aparentemente no
relacionados.

PLFR, polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccién (en inglés, RFLP, restriction fragment
length polymorphism) - produccién de fragmen-
tos de DNA de diferentes longitudes, tras el cliva-
je con una enzima de restriccion determinada,
debidos a diferencias heredadas en un sitio de
restriccion.

Poblacién (Johannsen, 1903) - individuos de una
especie que se cruzan y constituyen un conjunto
genético comin (cf, raza).

Poliadenilacién - adicion de maltiples residuos de
adenina en el extremo 3' del mRNA eucarionte,
luego de la transcripcion.
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Policistrénico, mensajero - mRNA que incluye re-
giones codificantes de mas de un gen (en proca-
riontes).

Poligénico (Plate, 1913; Mather, 1941) - rasgos co-
dificados por varios o muchos genes cuyos efectos
no pueden determinarse en forma individual. Co-
mo sindnimo, a veces se utiliza el término multi-
génico.

Polimerasas - enzimas que catalizan la combina-
cion de nucledtidos para formar RNA o DNA
(transcripcion genética y replicacion de DNA).

Polimorfismo genético (Ford, 1940) - es la exis-
tencia de mds de un alelo normal en un locus gé-
nico, con una frecuencia del alelo mds raro
superior al 1%. El polimorfismo puede existir en
varios niveles, por ejemplo, variantes en la se-
cuencia del DNA, en la secuencia de los aminodci-
dos, en la estructura cromosémica o en los rasgos
fenotipicos (pigs. 164 y siguientes).

Polipéptido - véase péptido.

Poliploide (Strasburger, 1910) - células, tejidos o
individuos que poseen mds de dos copias del ge-
noma haploide; por ejemplo, tres (triploide) o
cuatro (tetraploide). En el hombre, la triploidia y
la tetraploidia son en general letales y, como re-
gla, llevan a abortos espontaneos.

Politénicos (Koltzoff, 1934; Bauer, 1935) - tipo es-
pecial de cromosomas como resultado de repeti-
das endorreplicaciones de un solo cromosoma. De
este modo surgen los cromosomas gigantes (cf.
Cromosoma).

Prevalencia - véase incidencia.

Prion - particulas infecciosas proteindceas que cau-
san trastornos degenerativos del sistema nervioso
central.

Procarionte - organismo unicelular sin membrana
nuclear (sin nicleo) ni organelas intracelulares.

Profago - es un genoma viral (fago) integrado den-
tro del genoma bacteriano (huésped).

Promotor - regién del DNA, definida en el extremo
5'de un gen, que se une a los factores de transcrip-
cion y a la RNA polimerasa durante la iniciacion de
la transcripcién. La secuencia -10 es la secuencia
consenso TATAATG, alrededor de 10 pb aguas arriba
de un gen procarionte (Caja Pribnow).

Propésito (proband propositus) - individuo de un
pedigri que determina el estudio genético de una
familia completa.

Proteina - uno o mds polipéptidos con secuencia de
aminoacidos y estructura tridimensional especifi-
cas. Las proteinas son biomoléculas que represen-
tan los elementos claves estructurales de las células
vivas y que participan en casi todas las reacciones
celulares y bioquimicas (véase producto génico).

Proteoma - el juego completo de todas los genes co-
dificadores de proteinas o todas las proteinas pro-
ducidas por ellos.

Protooncogén (oncogén celular) - es un gen euca-
rionte que puede estar presente en forma truncada
en un retrovirus, en el que puede comportarse co-
MO Un oncogen.

Prototrdfico - células o lineas celulares que no re-
quieren la adicion de un nutriente especial al medio
de cultivo (cf. auxotrofico).

Provirus - DNA de cadena doble derivado de un re-
trovirus (con genoma de RNA), que se incorpord al
genoma de una célula eucarionte.

Prueba de Ames - prueba de mutagenicidad llevada
a cabo con una mezcla de higado de rata y bacterias
mutantes.

Puente de hidrégeno - unién quimica débil no cova-
lente entre un dtomo electronegativo (generalmen-
te oxigeno o nitrdgeno) y un dtomo de hidrégeno;
es importante en la estabilizacion de la estructura
tridimensional de las proteinas o en el apareamien-
to de bases en los dcidos nucleicos.

Punto de ruptura ( breakpoint) - sitio de ruptura en
una alteracién cromosomica (translocacién, inver-
sion o delecion).

Quiasma (Janssens, 1909) - regién de recombina-
cién cruzada reconocida citoldgicamente en un bi-
valente. En algunos organismos el quiasma se
mueve hacia el extremo de los cromosomas (termi-
nacion del quiasma durante las fases de diploteno
tardio y diacinesis [véase meiosis]). El nimero pro-
medio de quiasmas en bivalentes autosomicos hu-
manos es alrededor de 52 en hombres y 25-30 en
mujeres. El niimero de quiasmas en el hombre fue
determinado por primera vez en 1956, en una pu-
blicacion que confirmaba el ndmero de cromoso-
mas normal en el hombre (C. E. Ford y J. L.
Hamerton, Nature 1956; 178: 1020).

Quimera (Winkler, 1907) - un individuo o tejido
formado por células de diferentes genotipos de ori-
gen precigdtico.

Raza - poblacién (q.v.) que difiere de otra en la fre-
cuencia de algunos de sus alelos génicos (L. C.
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Dunn: Hereditary and Evolution in Human Popula-
tions, Harvard University Press, Cambridge, Mass.,
1967). De acuerdo con lo anterior, el concepto de ra-
za es flexible y relativo, definido en relacién con el
proceso evolutivo. El término raza puede utilizarse
para clasificar grupos, mientras que la clasificacion
de los individuos en general es incierta y de valor
biolégicamente dudoso.

Receptor - proteina transmembrana o intracelular
involucrada en la transmisién de una sefial celular.

Recesivo (Mendel, 1865) - se refiere al efecto gené-
tico de un alelo (q.v.) en un locus génico que se ma-
nifiesta fenotipicamente sélo en estado homocigoto

(q.v.).

Recombinacién (Bridges y Morgan, 1923) - forma-
cion de nuevas combinaciones de genes, como
resultado de la recombinacion cruzada entre cro-
mosomas homdlogos durante la meiosis.

Recombinacién cruzada (crossing over) (Morgan y
Cattel, 1912) - es el intercambio de informacion ge-
nética, entre dos cromosomas homélogos, median-
te la formacion del quiasma (g.v.) en el diploteno de
la meiosis I; permite la recombinacién de loci de ge-
nes vecinos (vinculados).

La recombinacidn cruzada también puede darse en
células somdticas antes de la mitosis (Stern, 1936).
Una recombinacién cruzada desigual (Sturtevant,
1925) es resultado del mal apareamiento de seg-
mentos de DNA homélogos en el sitio de recombi-
nacién. Esto da lugar a una estructura alterada de
segmentos de DNA o cromosomas, con la duplica-
cién en una molécula y la delecion en la otra.

Recombinacién, frecuencia de - es la frecuencia
de recombinacidn entre dos o mas loci génicos.
Se expresa como el valor theta (8). Un 8 de 0,01
(1% de frecuencia de recombinacién) correspon-
de a 1 centimorgan (cM).

Renaturalizacion del DNA - combinacion de cade-
nas simples complementarias de DNA para for-
mar DNA de cadena doble (cf. desnaturalizacién).

Reparacién (Muller, 1954) - correccion de dafios
estructurales y funcionales de DNA.

Reparaci6n por escisién - reparacion de grandes
lesiones del DNA en las cuales un trecho de nu-
cledtidos (alrededor de 14 en procariontes y 30 en
eucariontes) es escindido de la cadena afectada y
reemplazado por la secuencia normal (resintesis).

Repeticion invertida - dos copias idénticas del
mismo segmento de DNA pero con orientaciones
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opuestas. Son una caracteristica importante de
los retrovirus.

Replicacion - duplicacién idéntica de DNA.

Replicén (Huberman y Riggs, 1968) - una unidad
individual de replicacién discontinua de DNA en
eucariontes.

Repulsion (Bateson, Saunders y Punnett, 1905) -
término que indica que los alelos mutantes de lo-
ci génicos heterocigotos vecinos yacen en cromo-
somas opuestos; por ejemplo, en configuracion
trans (véase cis/trans).

Restriccion, enzima o endonucleasa de - (Mesel-
son y Yuan, 1968) - endonucleasa que cliva DNA
en una secuencia bdsica especifica (sitio de res-
triccidn o secuencia de reconocimiento).

Restriccién, sitio de - secuencia particular de ba-
ses nucleotidicas en el DNA, que permite a una
enzima de restriccion determinada clivar una mo-
lécula de DNA en ese sitio (sitio de reconocimien-
to) o cerca de él.

Reticulo endoplasmatico - sistema complejo de
membranas dentro del citoplasma.

Retrocruza - cruza de un animal heterocigoto con
uno de sus padres homocigotos. En una retrocru-
za doble estan involucrados dos loci génicos hete-
rocigotos.

Retrotransposdn - secuencia de DNA mavil que
puede insertarse a si misma en una posicién dife-
rente utilizando la transcriptasa inversa (véase
transposdn).

Retrovirus - virus cuyo genoma estd constituido por
RNA, que se multiplica en una célula eucarionte
mediante la conversion a DNA de cadena doble.

Rho, factor - proteina involucrada en la termina-
cién de la transcripcion en E. coli.

Ribosoma (Roberts, 1958; Dintzis y col., 1958) -
estructura molecular compleja, en células proca-
riontes y eucariontes constituida por proteinas
especificas y RNA ribosémica en diferentes subu-
nidades. La traduccién de la informacién genética
se lleva a cabo en los ribosomas.

RNA (4cido ribonucleico) - polinucledtido con es-
tructura similar a la del DNA, con la excepcion de
que el azticar es la ribosa en lugar de la desoxirri-
bosa.

RNA antisentido - cadena de RNA complementa-
ria del mRNA. Por lo tanto, no puede utilizarse
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como molde para una transcripcion normal. El
término antisentido en general se utiliza para re-
ferirse a una secuencia de DNA o RNA que es com-
plementaria del mRNA.

Ruptura isocromatidica - véase cromatida.

Salvaje, tipo o forma (wild- type) - se refiere al ge-
notipo o fenotipo de un organismo que se en-
cuentra en la naturaleza o en condiciones
estandar de laboratorio; el término se aproxima a
“normal”.

Satélite (Navashin, 1912) - pequefia masa de
material cromosémico, adherida al brazo corto
de un cromosoma acrocéntrico (q.v.) por un
apéndice o tallo estrecho. Estd involucrado en la
organizacion de los nucléolos. La region del ta-
llo puede tefirse mediante una tincién especifi-
ca con plata (tincion RON, region organizadora
del nucléolo o NOR stain en inglés). El tamaiio
del satélite, el largo de su tallo y la intensidad
de su fluorescencia luego de la tincién con acri-
dina, son marcadores citogenéticos de polimor-
fismo.

Satélite de DNA (sDNA) (Sueoka, 1961; Kit, 1961;
Britten y Kohne, 1968) - DNA que es mds pesado
(rico en GC) 0 mas liviano (rico en AT) que la ma-
sa de DNA principal (véase DNA). No debe con-
fundirse con la region satélite de los cromosomas
acrocéntricos.

Secuencia consenso - secuencia de DNA muy simi-
lar o idéntica en diferentes genes u organismos.

Secuencia de duplicacién autdnoma (ARS - Autono-

mously replicating sequence) - es una secuencia de
DNA que permite la replicacion.

Secuencia sefial de expresién (EST: expressed se-
quence tag) - sitio secuenciado de un gen que se ex-
presa, “senala” (tags) una porcion de cDNA no
secuenciado que se encuentra a continuacion; la se-
fial se utiliza para trazar mapas genéticos (véase si-
tio de secuencia sefal).

Secuencias Alu - familia de secuencias de DNA rela-
cionadas, cada una posee una longitud de 300 pares
de bases que contiene el sitio de restriccion para la
enzima de restriccion Alu; existen alrededor de
500.000 copias de la secuencia Alu dispersas por
todo el genoma humano.

Segregacion (Bateson y Saunders, 1902) - separa-
cién de alelos de un locus génico en meiosis y su
distribucion a diferentes gametos. La segregacion es
1a causa de la distribucion 1:1 de los genes alélicos
a diferentes cromosomas.

Seleccién (Darwin, 1858) - reproduccidn o supervi-
vencia preferencial de diferentes genotipos en con-
diciones ambientales diferentes.

Seleccion, coeficiente de - expresién cuantitativa
(de 0 a 1) de la desventaja que tiene un genotipo
(comparado con un genotipo estandar) en trans-
mitir genes a la generacién siguiente. El coeficien-
te de seleccién (s) indica cudnto disminuye la
eficacia bioldgica (1-s); por ejemplo, un coefi-
ciente de seleccion de 1 indica una falta completa
de eficacia bioldgica.

Semiconservativo (Delbriick y Stent, 1957) - modo
normal de replicacion del DNA. Mientras una cade-
na de DNA se conserva por completo, la otra se re-
nueva (sintetizada de novo) en su totalidad.

Sefial, secuencia - secuencia de aminodcidos N-ter-
minal de una proteina de secrecidn; es necesaria
para el transporte de la proteina al destino topogrd-
fico correcto dentro de la célula.

Seudogén - secuencia de DNA muy similar a un
gen pero carente de funcién, debido a la inte-
gracién de un codén de terminacion, una dele-
cion o cualquier otro cambio estructural. Un
seudogén procesado estd constituido por se-
cuencias de DNA que se parecen a la copia del
mRNA del gen original (normal); por ejemplo,
no contiene intrones.

Seudohermafroditismo - condicion en la cual un
individuo posee las gonadas de un sexo y la apa-
riencia fenotipica del sexo opuesto.

Silenciadora, secuencia - secuencia eucarionte de
DNA que bloquea el acceso de las proteinas de ac-
tividad génica necesarias para la transcripcion,
mediante la formacion de heterocromatina en esa
drea en particular.

Sinapsis (Moore, 1895) - apareamiento de cromo-
somas homélogos durante la profase meidtica.

Sindrome - dentro de la genética humana, con-
junto de caracteristicas clinicas y patoldgicas re-
lacionadas etioldgicamente, aunque los detalles
de esa relacién todavia no se ha descubierto.

SINE (short interspersed nuclear element) - se-
cuencia de DNA nuclear corta, dispersa y repetida
(cf. LINE).

Sinténicos (Renwick, 1971) - loci génicos localiza-
dos en el mismo cromosoma, estén relacionados
0 no.

Sitio activo - regién de una proteina que es res-
ponsable de su actividad funcional.
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snRNP (small nuclear ribonucleoprotein parti-
cles) - particulas de ribonucleoproteinas nuclea-
res pequefias. Complejos de pequefias moléculas
nucleares de RNA y proteinas.

Somatica, célula - cualquier célula del organismo
que no se reproduce por meiosis ni forma game-
tos (lo opuesto a las células germinales).

Somdtico - se refiere a células y tejidos del cuer-
po como opuesto a germinal (en referencia a célu-
las germinales).

Sonda ( probe) - fragmento de DNA o RNA defini-
do utilizado para identificar secuencias comple-
mentarias por hibridacién especifica.

Southern blot (Southern, 1975) - método de
transferencia de fragmentos de DNA de un gel de
agarosa a una membrana, tras haberlos separado
por tamafo mediante electroforesis.

“Spliceosoma” (spliceosome) - agregacion de dife-
rentes moléculas que pueden empalmar (“splice”)
RNA.

SSS (sitio de secuencia sefialada) - segmento corto
de DNA de una secuencia conocida.

Submetacéntrico - cromosoma constituido por un
brazo corto y otro largo debido a la posicion del
centromero.

Telocéntrico (Darlington, 1939) - cromosomas o
cromatidas con un centromero terminal, sin brazo
corto ni satélite. No existen en seres humanos.

Telomerasa - enzima ribonucleoproteica que agre-
ga bases nucleotidicas en el telémero.

Teldmero (Muller, 1940) - son las dreas terminales de
ambos extremos de un cromosoma que contienen
secuencias consenso especificas (véase pag. 180)

Tendencia genética (Wrigth, 1921) - cambios que
se producen al azar en la frecuencia de un gen
dentro de una poblacidn. Es relevante en especial
en poblaciones pequeiias, en las cuales cambios al
azar en la frecuencia reproductiva de un alelo de-
terminado puede cambiar la frecuencia de ese
alelo. En ciertas condiciones un alelo puede desa-
parecer por completo de una poblacion (pérdida)
o puede estar presente en todos los individuos de
una poblacion (fijacion).

Teratdgeno (Ballantyne, 1894) - agente quimico o
fisico que lleva a desordenes del desarrollo embrio-
nario y malformaciones.

Terminador (terminator) - secuencia de DNA que
sefiala el fin de la transcripcion.

Tetraploide (Nemec, 1910) - que posee doble juego
cromosémico diploide; por ejemplo, cuatro de ca-
da tipo de cromosoma (4n en lugar de 2n).

Topoisomerasas - clase de enzimas que pueden
controlar la estructura tridimensional del DNA cor-
tando una de sus cadenas, rotindola sobre la otra
y ensamblandola de nuevo (clase I), o cortando y
reensamblando ambos extremos (clase 1), Se utili-
za para desenrollar la doble hélice de DNA durante
la transcripcion.

Traduccién - segundo paso en la extraccion de lain-
formacién genética. En este caso, la secuencia de
tripletes del mRNA es traducida a una secuencia co-
rrespondiente de aminoacidos para formar un poli-
péptido, como producto del un gen.

Transcripcidn - es la sintesis del RNA mensajero
(mRNA), el primer paso en la extraccion de la in-
formacion contenida en el DNA.

Transcripcional, unidad - todas las secuencias de
DNA necesarias para codificar para el producto de
un gen determinado (operacionalmente corres-
pondiente a un gen). Incluye el promotor y las se-
cuencias codificantes y no codificantes.

Transcriptasa inversa - complejo enzimdtico pre-
sente en los virus de RNA y que pueden sintetizar
DNA a partir de un molde de RNA.

Transcripto - copia de RNA de un segmento del
DNA de un gen activo.

Transcripto primario - RNA original transcripto de
un gen eucarionte antes de ser procesado (empal-
me, adicion del CAP y poliadenilacin).

Transduccion (Zinder y Lederberg, 1952) - trans-
ferencia de genes de una célula a otra (por lo ge-
neral bacterias) por wirus especiales, los
bacteridfagos.

Transfeccién - introduccién de DNA puro en una
célula viva (cf. transformacion).

Transformacién - este término posee diferentes sig-
nificados en biologia. En genética se distinguen tres
tipos diferentes de transformacion: 1) transforma-
cidén maligna, transicién de una célula normal a un
estado maligno con pérdida del control de la proli-
feracion, 2) transformacion genética (Griffith, 1928;
Avery y col,, 1944), cambio de los atributos genéti-
cos de una célula mediante la transferencia de in-
formacidn genética y 3) transformacion bldstica,
reaccion de los linfocitos a sustancias mitogenas (p.
ej., fitohemaglutinina o antigenos especificos) que
promueven la divisién celular.
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Transgénico - animal o planta a los cuales se les
ha introducido un gen clonado que se ha incorpo-
rado de manera estable. Revela informacion acer-
ca de la funcién bioldgica del (trans)gén.

Transicién - reemplazo de una purina por otra o
de una pirimidina por otra (véase mutacion).

Translocacién - transferencia de todo un cromoso-
ma o parte de &l a otro cromosoma. Una trasloca-
cion es casi siempre reciproca, ya que lleva a un
intercambio de segmentos de cromosomas no ho-
mélogos. Una translocacion entre dos cromosomas
acrocéntricos que pierden sus brazos cortos y se fu-
sionan por los centromeros, se denomina transloca-
cion de tipo fusion (translocacién robertsoniana).

Translocacién reciproca - intercambio mutuo de
partes cromosomicas.

Transposon - secuencia de DNA capaz de moverse e
insertarse en una nueva localizacién del genoma.

Transversién - reemplazo de una purina por una pi-
rimidina o viceversa (véase mutacion).

Triplete - secuencia de tres nucléotidos que com-
prende un codén de dcido nucleico y representa el
codigo para un aminodcido (codigo de tripletes,
véase codon).

Trisomia (Blakeslee, 1922) - cromosoma que se
agrega a un par de cromosomas homélogos.

tRNA aminoacidico 0 aminoacil tRNA - un RNA de
transferencia que transporta un aminoacido.

Unién covalente - unién quimica estable entre
itomos de una misma molécula que comparten
uno o mds pares de electrones (a diferencia de
una unién no covalente como la de los puentes de
hidrgena).

Unién fosfodiéster - unién quimica que liga nucled-
tidos adyacentes de DNA o RNA.

Unibn no covalente - unién quimica (débil) entre un
Aitomo electronegativo (por lo general oxigeno o ni-
trdgeno) y un atomo de hidrégeno (véase puente de
hidrégeno), en la que no se comparten electrones.

Variacién - diferencia entre individuos relaciona-
dos; por ejemplo, entre padres y su descendencia o
entre individuos de una poblacion.

Vector - molécula que puede incorporar y transferir
DNA.

Vector de expresion - vector de clonado que con-
tiene secuencias de DNA capaces de transcribirse
ytraducirse.

Virién - particula o unidad viral completa extra-
celular.

Virus - DNA o RNA de tamaiio y secuencia defini-
dos, envuelto en una capsula proteica codificada
por sus genes y capaz de replicarse solo en una
célula huésped susceptible (véase Parte I).

Western blot - técnica que permite identificar an-
tigenos proteicos, en principio similar al método
Southern blat (g.v.).

Xenogénico - trasplante entre individuos de dife-
rentes especies.

YAC (yeast artificial chromosome, cromosoma
artificial de levadura) - es un cromosoma de le-
vadura dentro del cual se ha insertado DNA ex-
trafio para su replicacién en células de
levadura. Los YAC pueden incorporar fragmen-
tos relativamente grandes de hasta alrededor
de 1.000 kb.

Zoo blot - es un Southern blot que contiene se-
cuencias de DNA conservadas de genes relaciona-
dos de diferentes especies. Se toma como
evidencia de que las secuencias nuevas halladas
son secuencias codificantes de un gen (véase pag.
250).
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Los niimeros de pdginas en negrita mencionan las entradas principales.

Las enfermedades humanas se nombran en negrita.

A

A-DNA, 40, 41

Abordaje en tiro de escopeta (shotgun),
242

Acardia, 162, 163

Acetil-CoA colesterol transferasa (ACAT),

360
Acetilcolina, 272, 273
receptores, 272, 273
colinérgicos, 272
muscarinicos, 272

Amanita phalloides, 222
Aminodcidos, 22, 30

codigo genético, 48, 49. Véase
también Proteinas
colageno, 380, 381

Analisis

de cambio de banda, 220
por hibridacién de oligonucledtidos,
72,73, 408, 409
gen(es) de la rodopsina, 280, 281
de ligamiento, 10, 144, 145, 150
multilocus, 150, 151

LOD scores, 150, 151
desoxirribonucleico. Véase DNA por micromatrices, 260
grasos, 26, 27 de restriccion, 62
nucleicos, 28, 29. Véase también DNA;  Anemia
RNA de células falciformes, 7, 168, 169, 340,
ribonucleicos. Véase RNA 342,348
Actina, 374, 376 ventaja selectiva de los hetero-
Actinomicina D, 222,223 cigotas, 168, 169, 340
Activador, 252 de Fanconi (AF), 334, 335
Adenilato ciclasa, 268, 269 Aneuploidia, 196, 197
Adenina, 28, 29, 36, 37 Anquirina, 374
Adenosina , Anticuerpos. Véase Inmunoglobulinas
desaminasa, deficiencia, 28 Antigenos, 300
difosfato (ADP), 124, 266 leucocitarios humanos (ALH o HLA),
trifosfato (ATP), 124, 266, 268 308
Adenovirus, 92, 98, 99 union a receptores de células T, 310, 311
Adrenalina, 266, 268 Aparato de Golgi, 20
Adrenoleucodistrofia neonatal, 350 Apolipoproteina-B, 216
Agammaglobulinemia ligada al X, 314 Apoptosis, 264, 322
Aldehidos, 22, 24 Caenorhabditis elegans, 296, 297
Alelos, 134, 138, 140 Arabidopsis thaliana, desarrollo
analisis embrionario, 298
de ligamiento, 150 Arveja (Pisum sativum), 132, 133, 134,
de segregacion, 148. Véase también 135
Gen(es) Aspectos
frecuencia, 156, 157 éticos, 11, 248
equilibrio de Hardy-Weinberg, 158 sociales, 11, 248
factores influyentes, 158, 159 Ataxia
variacion geografica, 168, 169 espinocerebelosa tipo 1, 394
herencia monogénica, 142 telangiectasia, 334, 335
heterogeneidad, 406 Atenuador, 210, 211
ligamiento, 144 ATM, gen, 80, 334
Alfa-amanitina, 222 Atrapamiento exénico (exon trapping),
Alfa-antitripsina, 364 250, 251
Alfa-hélice, 32, 33 Atrofia muscular espinobulbar tipo
proteinas de unién al DNA, 218, 219 Kennedy, 394
Alquilacién, 70, 71 Audicién, 284

Acido(s), 22, 23
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Ausencia bilateral congénita de los
vasos deferentes (ABCVD), 276

Australopithecus, 258

Azufre, compuestos de, 22, 23

B

Bacterias, 6, 84-87
aislamiento de mutantes, 84
conjugacion, 86, 87
control de la expresion génica, 208-
211
induccién, 208
represion, 210, 211
recombinacién, 86
transposones, 252, 253.
Bacteriofagos, 88, 242
fago lambda, 88
genoma, 234, 235
Bandas
C, 178
G, 178, 186
R, 186
Bastones, células, 278, 279
Becker, distrofia muscular de (DMB),
378
Beckwith-Wiedemann, sindrome de,
398
Bicoid, gen, 292
mutacién, 290, 291
Biston betularia, 164, 165
Bithorax, complejo, 292
mutacion, 292, 293
Braquidactilia, 4
Brotar, 94, 95
Butirilcolinesterasa, 372

i

Caenorhabditis elegans, 296
desarrollo embrionario, 296
Caja
HMG, 390
Pribnow, 206
TATA, 102, 212
Canal(es)
del calcio, 270
hipertermia maligna y, 372, 373
del cloro, defecto, 276
i6nicos, 270, 271
defectos genéticos, 274
dependientes del voltaje, 270, 271
del potasio, 270
del sodio, 270
Céncer

células, patrones de expresion génica,
260, 261
colorrectal, 326, 327
hereditario no polip6sico (CCHNP),
68, 326
de mama, 328
BRCAL1, gen de susceptibilidad, 80,
328, 329, 406
BRCAZ2, gen de susceptibilidad, 80,
328, 329, 406
de ovario, 328
Capside, 92, 94
Carbono, 22
compuestos, 22, 23
enlaces carbono-nitrégeno, 22, 23
Cariotipificacion espectral, 194, 195
Cariotipo, 184
cariotipificacion espectral, 194, 195.
Véase también Cromosomas
por citometria de flujo, 184, 185
patrones de bandas, 174, 184, 186
Cascada luminica, 278, 279
Casquete (cap) de 7-metil-guanosina,
214, 215
CCAAT, secuencia, 102
Ceguera para los colores, 282, 283
Células, 20
killer, 310
B, 300, 301
defectos, 314
ciliadas, coclea, 284, 285
eucariontes, 20, 21, 104-123
replicacion del DNA, 42, 43
transcripcion, 46, 47
helper, 310
hibridas, 122, 123
por irradiacion, 122, 123
membrana plasmatica, 20, 21, 26, 95,
353
nerviosas olfatorias, 286, 287
nicleo, 20, 21, 204
plasmaticas, 302
procariontes, 20, 84-87
genoma, 234
replicacion del DNA, 42, 43
transcripcion, 46, 47. Véase también
Bacterias; Virus
T, 300, 301, 310
citotoxicas, 310
helper, 310
defectos, 314
troncales embrionarias (ES), 230, 231
vegetales, 20, 21
Centriolos, 20, 114
Centromero, 114, 118, 178
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Centrémero (Cont.)
posicion de, 182, 183
CEPH (Centre pour I'Etude du
Polymorphisme Humain), familias,
7
Cetonas, 22, 24
CFIR, gen, 276, 277
Ciclinas, 112
Ciclo
celular, 112, 114
control del, 112, 264, 316, 320, 322
lisogénico, 88, 89
litico, 88, 89
Cinasas dependientes de ciclinas (Cdks),
112
Citoesqueleto, proteinas del, 374
células musculares, 376
eritrocitos, 374
Citomegalovirus, 98
Citoplasma, 20
Citocinesis, 114
Citosina, 28, 29, 36, 37
Clonado, 56-59, 242
cDNA, 58, 240
cromosoma artificial de levadura
(YAC), 110, 111, 242
dependiente de células, 56, 57
funcional, 246, 247
gen(es) candidatos, 246, 247
posicional, 10, 246, 247
gen(es) de la fibrosis quistica, 276,
277
vectores de clonado, 56, 57, 58, 59,
242
Cloroplastos, 20, 124
genoma, 126, 127
CMH (complejo mayor de histocompati-
bilidad), 308, 310, 312
susceptibilidad a la diabetes y, 362,
363
Coclea, 284, 285
Cadigo genético, 2, 7, 48
abreviado, 48, 49
genoma mitocondrial, 126
marco de lectura abierto (MLA, ORF),
48,49
redundancia, 48
Codon, 48
Colageno, 380
gen(es) del procolageno, 380, 381
osteogénesis imperfecta y, 382, 383
Colesterol, 26, 358, 360
Complejo
Antannapedia, 292, 293
mutacion, 290, 291
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mayor de histocompatibilidad (CMH,
MHC), 308, 310, 312
susceptibilidad a la diabetes y, 362,
363
de sarcoglucanos, 376
sinaptonémico, 118, 119
de la sintrofina, 376
ultrabithorax, 292
Complementacion, 82, 83
Conductos
de Miiller, 388
de Wolf, 388
Conjugacion, 86, 87
Conos, células, 278, 282, 283
Consanguinidad, 160, 161
Consejo eugénico o genético, 138, 406
Conversion génica, 116, 392
Corte con la ribonucleasa A, 408, 409
Corynebacterium, 238
Cosmidos, 242
CREB, gen de union a, 404
Cromatina, 114, 170, 171, 172
cromosomas lampbrush, 176
X, 228, 229
Cromosoma(s), 2, 5, 7, 170-173
aberraciones, 182, 188
estructurales, 182, 183, 200, 202.
Véase también Mutacion(es)
numeéricas, 196, 400-403
cromosoma 1 derivativo con
material extra, 202, 203
cromosoma 15 isodicéntrico
adicional, 202, 203
cromosoma 21 derivativo adicional,
202,203
deteccion de, 202
acrocéntrico, 182, 183
fusion céntrica, 198, 199
en anillo, 200, 201
artificial de levadura (YAC), 110, 194, 242
identificacion de segmentos de DNA
codificante, 250, 251. Véase
también Cariotipo; cromosoma
X; cromosoma Y
caminata cromosdmica, 242
centromero, 114, 118, 178
dicéntrico, 200, 201
estructuraffuncién, relacién, 178
evolucion, 254, 255
Filadelfia, 8, 192, 193, 320, 332, 333
fusién céntrica, 198, 199
inversion, 200, 201
Isocromosoma, 200, 201
lampbrush, 176
levaduras, 108

localizacion
de enfermedades genéticas, 410-420
génica, 10

meiosis, 116, 118

metacéntrico, 182, 183

metafasicos, 114, 115, 172, 182, 186
aberraciones, 182
hibridacién in situ, 192
identificacion de cromosomas, 194
microdiseccion, 250, 251
patrones de bandas, 186
preparacion para el andlisis, 190
secuencias telomeéricas, 192, 193
tipos de, 182, 183

mitosis, 114

polimorfismo, 164

politénicos, 174

secuencias
centroméricas (CEN), 108, 109
de replicacion auténoma (ARS), 108,

109

teloméricas (TEL), 108, 109, 192, 193

submetacéntrico, 182, 183

telocéntrico, 182, 183

telémero, 114, 178, 180

X

adicionales, 402, 403. Véase también
Sindrome de Klinefelter
gendmica comparada, 256, 257
homologias de secuencias, 256, 257
sindrome del X fragil, 394, 396
Y, 8, 140, 178, 388
adicional, 402
homologias de secuencias, 402
mutaciones, 390, 391
region determinante del sexo SRY,
386, 387, 388, 390, 391
Crossing over. Véase Recombinacion
cruzada
Cultivo
celular, 7, 122, 190
de fibroblastos, 90, 122, 123
de la piel, 122, 123
CYPZ21, gen, 392

D

Danio rerio (pez cebra), 294
Datura stramonium (mala hierba de
Jimson), 400, 401
Debrisoquina, metabolismo, 370, 371
Deficiencia
de cortisol, 392
hereditaria de la fructosa 1,6-
bifosfato, 24

de la seudocolinesterasa sérica, 372,
373
Déficit
de glucosa-6-fosfatasa, 7
deshidrogenasa, 168, 169
Degradacion del heparan sulfato, 354,
355
Deleciones, 46, 47, 404
DNA mitocrondrial, 130, 131
enfermedades por improntas
(imprinting), 398, 399
gen(es)
de la distrofina, 376, 377, 378
de las globinas, 342, 343, 346, 347
demostracion, 348, 349
hiperplasia suprarrenal congénita y,
392, 393
segmento cromosomico, 182, 183
sindromes por microdeleciones, 404,
405
Depurinacién, 70, 71
Desaminacion, 70, 71
Desarrollo
embrionario, 290
Arabidopsis thaliana, 298
Caenorhabditis elegans, 296
Drosophila, 290
mutaciones embrionarias letales,
290, 291
mutantes del desarrollo, 290
gen(es) de caja homeotica, 292
impronta genémica (imprinting),
226, 227
inactivacion del cromosoma X, 228,
229
pez cebra, 294
ontogenia de la hemoglobina, 336,
337. Véase también Desarrollo,
embrionario
oseo, 384
Desequilibrio de ligamiento, 158
Determinacion del sexo, 386
Diabetes mellitus, 24, 362
insulinodependiente (DBID) , 362
no insulinodependiente (DMNID), 362
Diagnéstico genético, 406-409
Diacinesis, 118, 119
Diferenciacion sexual, 388
trastornos, 390
hiperplasia suprarrenal congénita,
392

principio indiferenciado, 388, 389
Difosfato de adenosina (ADP), 124, 266
5-dihidrotestosterona, 388, 390
Dimero de cierre de leucinas, 220, 222
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Disacaridos, 24, 25
Disgenesia gonadal, 390
Disomia uniparental (DUP), 398, 399
Displasia
campomélica, 390
cleidocraneal, 384, 385
esquelética distréfica, 168, 169
Disrupcion génica dirigida, 230
Distancia genética, 146
Distribucion normal, 154, 155
Distrofia(s)
congénita de la cérnea, 168, 169
mioténica, 394, 395
musculares, 376, 378, 379
de Becker (DMB), 378
de Duchenne, 378
Distrofina, 376, 377, 378
gen de la (DMD), 376, 377, 378, 379
Distrofina-glicano, complejo, 376,
377
Disyuncion, ausencia de, 196, 400
trisomia y, 400, 401
Diversidad genética, 3
evolucion y, 166, 167
gen(es) del receptor de células T, 306,
307. Véase también Polimorfismo
genético
inmunoglobulinas, 306, 307
generacion de, 304
variacién geografica, 164
Division
celular, 112, 114-117
influencia de los factores de
crecimiento, 316. Véase también
Meiosis; Mitosis
de la maduracion. Véase Meiosis
DNA, 2, 6, 34-45, 244
A-DNA, 40, 41
amplificacion, 66. Véase también
Clonado
analisis por micromatriz ( microarray),
260
B-DNA, 40
bibliotecas, 60
de DNA genémico, 60, 61
examinacion, 60, 61
trazado de un mapa por STS, 240,
241
cDNA, 9, 58
amplificacién, 66, 67
andlisis por micromatrices
(microarrays), 260, 261
biblioteca, 60, 61
clonado, 58
preparacion de, 58, 59

trazado de un mapa por EST, 240,
241
clonado de. Véase Clonado
componentes de, 36
desnaturalizacion, 38, 39
DNA satélite, 244, 245
estructura del, 6, 36-41
en los cromosomas
de lampbrush, 176
metafisicos, 172
estructuras alternativas, 40
footprinting, 220
hélice doble de, 6, 38, 182
hibridacién, 38, 408
in situ, 192
fluorescente, 202
miltiple (M-FISH), 194, 195
histonas y, 170, 171
huella digital (fingerprint), 166
identificacién de segmentos codifi-
cantes, 250
lineal, problema de replicacion, 180,
181
metilacién, 70, 71, 224
mutacién, 46, 47, 68-71
polimorfismo, 72, 164
como portador de la informacion
genética, 34
proteinas de union al, 172, 218, 220
recombinacién. Véase Recombinacion
genética
regiones de unién a proteinas, 220,
221
renaturalizacion, 38, 39
reparacion, 3, 68, 80, 264, 322
del apareamiento incorrecto, 68, 80,
81
de la cadena doble por recombi-
nacién homéloga, 80, 81
por escision, 80, 81
por replicaciéon, 80, 81
xeroderma pigmentosum y, 82
repetitivo, 244
replicacién. Véase Replicacion
satélite, 244, 245
secuenciacion, 52-55, 242
abordaje en tiro de escopeta
(shotgun), 242
automatizada, 54, 55
clon por clon, 242
por degradacion quimica, 52, 53
por terminacion de la cadena, 52,
53
por “termociclacién”, 54, 55
sintesis, retrovirus, 100, 101
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traduccion. Véase Traduccion
transcripcion. Véase Transcripcion
transferencia entre células, 90
Z, 40,41
DNMT3 B, gen, 224, 225
Drosophila, 5
cromosomas politénicos, 174, 175
desarrollo embrionario, 290
mutaciones
del desarrollo, 290
embrionarias letales, 290
organizacion segmentaria, 290, 291
polimorfismo bioquimico, 166, 167
Duplicaciones, 254, 255, 404
hiperplasia suprarrenal congénita y,
392,393
segmento cromosomico, 182, 183

E

EcoRI, 56, 64
Efecto
fundador, 158
materno, genes, 290
Elastina, gen de la, 404
Electroforesis, 7, 220, 250, 374, 406
de campo pulsatil transverso (TAFE),
250
demostracion del polimorfismo, 166,
167
en gel, 166, 167, 220, 374, 406
con gradiente de desnaturalizacion,
408, 409
Elementos
genéticos moviles, 252. Véase también
Transposones
de respuesta, 218, 219
hormonal (ERH), 218, 219
Empalme (splicing), 50, 51, 204
alternativo, 216, 217
Endocitosis, 94, 95, 352
mediada por receptores, 352, 353,
358, 359
receptor de LDL, 358, 359
Endogamia, 160, 161
Endolisosomas, 352
Enfermedad(es)
por almacenamiento, 354
de glucogeno, 8, 24
de mucopolisacaridos, 354, 356
tipo 1 (Hurler), 354, 356, 357
tipo Il (Hunter), 354, 356, 357
de células [, 354, 355
del hueso quebradizo, 382. Véase
también Osteogénesis imperfecta

de Hunter, 354, 356, 357
de Huntington, 394, 395
de Hurler, 354, 355, 356
por impronta (imprinting), 398
inmunodeficientes
adquiridas, 314, 315
hereditarias, 314, 315
mitocondriales, 130
de los peroxisomas, 350
de orina de jarabe de arce, 30
de Tay-Sachs, 26
de Von Gierke, 8
de Von Recklinghausen, 324, 325
de Von Willebrand, 368, 369
Véase también Sindromes
Enzimas, 32
induccién, bacterias, 208.
de restriccion, 9, 56, 62, 64
ejemplos de, 64, 65
Epstein-Barr, virus, 98
Equilibrio de Hardy-Weinberg, 158
Eritrocitos, 340, 374
anemia de células falciformes, 340,
341
proteinas
del citoesqueleto, 374
de membrana, 374, 375
Escherichia coli, 42, 64, 80, 86, 110, 206
genoma, 234, 235
secuencia completa, 236
induccion enzimatica, 208
operones, 234
operon lac, 208, 209, 234
Esfingolipides, 26
Espectrina, 374, 375
Espermatogénesis, 120, 121
Espermatozoides, 120
Esteres, 22, 23
Esteroides, 26, 27
hormonas, 218, 220, 221
Eucromatina, 174, 178, 179
Eugénica, 5
Evolucién, 3, 254
construccion de un arbol evolutivo,
254, 255
cromosomas, 254, 255
diversidad genética y, 166, 167
humana, 258
familia de los supergenes de las
inmunoglobulinas, 312
filogenética, 254, 255
genes, genomas, 254
genoma mitocondrial, 128, 129
gendmica comparada, 256
hemoglobina, 336, 337
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Exones, 3, 9, 50, 51
gen(es) de las inmunoglobulinas, 304
mezcla de (exon shuffling), 254, 255
Expresion génica
andlisis en micromatrices de DNA,
260, 261
bacterias, 210
lineas celulares de cancer humano,
260, 261
patrén mosaico, 228, 229. Véase
también Regulacion génica;
Transcripcion; Traduccion

F

Factor(es)
de coagulacién sanguineo VIII, 366
de crecimiento, 218, 264, 265
activacion de receptores, 316, 317
control del ciclo celular, 112, 316
derivado de plaquetas, receptor del,
316, 317
determinante de los testiculos (TDF),
388
F (fertilidad), 86, 87
de inhibicién miilleriano (MIF), 388
de transcripcion, 206, 212, 220
especificos de osteoblastos (FEQ),
384
de union al centro (core) (CBFA1), 384
mutaciones, 384, 385
de Von Willebrand, 368
FADH2, 124
Fagos. Véase Bacteriofagos
Familia
de genes receptores
de feromonas, 288
para el gusto, 288
de los odorantes, 286
de receptores de tirosina cinasas
(RTQs), 264, 265
Farmacogenética, 372
Farmacogenomica, 3
Feminizacién testicular, 390, 391
Fenilcetonuria, 30
Fenotipo, 132, 133, 134, 138, 140, 141,
406
determinacion del fenotipo masculino,
386, 387
feminizacion testicular, 391
hiperplasia suprarrenal congénita,
392,393
mutantes embriolégicos de
arabidopsis, 298, 299
osteogénesis imperfecta, 382, 383

polimorfismo, 164, 165
sindrome del X fragil, 396, 397
Fibrosis quistica, 274, 276
gen(es) CFTC, 276, 277
Filogenético, 254, 255
evolucion humana, 258, 259
Fingerprint, 166. Véase también DNA,
huella digital
Finlandia, frecuencias de enfermedades
hereditarias, 168, 169
FISH, 192, 202
Footprinting, 220. Véase también DNA
Fosfatasa acida, 166, 167
Fosfato, compuestos de, 22, 23
Fosfoglucomutasa, 166, 167
Fosfolipidos, 26
Fosforilacién oxidativa, 124, 125
Fotoactivacion, 278, 279
Fotorreceptores, 278-283
rodopsina, 278
mutaciones en la, 280
visién color, 282
polimorfismo, 282, 283
Fructosuria benigna, 24
Fusion céntrica, 198, 199

G

Gametos, 116, 120, 198, 226
Gametogénesis, 120, 226
Gemelos, 162
concordantes, 162, 163
dicigéticos, 162, 163
discordantes, 162, 163
monocigoticos, 162, 163, 362
siameses, 162
Gen(es), 2,4, 9, 36, 38, 46, 172
analisis, 242
APC, 326, 406
de caja homedtica (homeobox), 292
candidatos, 10, 246, 247
del citocromo P450, 370
del CMH, 308
constitutivo, 210
distribucion
geografica, 168
en la poblacién, 156
duplicacidn, 254, 255, 404
del efecto materno, 290
estructura, 50
exones, 3, 9, 50, 51
intrones, 3, 10, 50, 51, 214
estructurales, 214, 215
evolucion, 254
familias, 2, 10

R

FMR1, 396
fusion, 332, 333
gap, 290, 292
de la globina, 338
anemia de células falciformes, 340,
341
mutaciones, 340, 341, 342, 344, 345,
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tipos, 336, 337
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de ligamiento, 144, 145
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Histonas, 170, 171, 182
HIV, 100, 102, 310, 314, 315
HMG-CoA reductasa, 360
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X. 256, 257
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Ligamiento, 144, 145, 146
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Lipoproteina de baja densidad (LDL),
358. Véase también Receptor del LDL
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formacién de la sefial de reconoci-
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Meiosis, 116, 118
falta de disyuncion, 196, 400
Membrana plasmatica, 20, 21, 26
proteinas de transmembrana, 270, 271
células musculares, 376, 377
eritrocitos, 374, 375
motivos de transmembrana de siete
hélices, 270, 271, 272
transmisores de sefiales de
transmembrana, 270, 272
Metabolismo
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Metilacion, 70, 71, 224
Metiltransferasa, 224.
Microsatélites, 72, 242, 243
inestabilidad, 68
Minisatélites, 72, 242, 243
Miofilamentos, 376
Mioglobina, 336, 338
Mitocondria, 20, 124, 125
fosforilacion oxidativa, 124, 125
genoma, 126, 127
cooperacién con el genoma nuclear,
128, 129
herencia materna, 128, 130, 131
humano, 128, 258
mutacion, 128, 130, 131
relacion evolutiva, 128, 129
transferencia de electrones, 124, 125
Mitosis, 112, 114, 316
Mixovirus, 92, 96
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Modelo del umbral poligénico, 154, 155
Monofosfato ciclico
de adenosina (cAMP), 266
formacion, 268, 269
hidrélisis, 268, 269
de guanosina (cGMP), 266
como transmisor en la vision, 278,
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Monosomia, 196, 197, 198, 400
X. Véase Sindrome de Turner
Mosaicismo, 228, 229, 382, 400
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pez cebra, 294, 295
DNA mitocondrial, 128, 130, 131
heteroplasmia, 128, 130, 131
duplicaciones, 182, 183, 254, 404
de Fushi tarazu, 290, 291
gen(es
CBFA1, 384, 385
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Nicleo, 20, 21, 204
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Nucledsidos, 28, 29
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http://booksmedicos.org

454 Indice analitico

booksme

Proteina(s) (Cont.)
secundaria, 32, 33
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G, 266, 268, 270
estimulatorias, 268, 269, 286
Ras, 316, 317
P53, 322
Ras, 316, 317
receptora olfatoria, 286, 287
del retinoblastoma (RB), 112, 330, 331
de transmembrana, 270, 271
células musculares, 376, 377
eritrocitos, 374, 375
motivos de transmembrana de siete
hélices, 270, 271, 272. Véase
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de union al DNA, 172, 218, 220
sintesis, 204, 205
inhibidores, 222, 223
Proteoma, 2, 236
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216, 220, 264
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edicion del RNA, 216, 217
empalme alternativo de RNA, 216, 217
inhibidores, 222
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metilacion del DNA, 224
niveles de control, 216, 217
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Reovirus, 92
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expansion, 78-89
inestables, 78, 79, 394-397
Replicacion, 38, 39, 42
desplazamiento, 68, 69
DNA lineal, 180, 181
errores, 68, 69
eucarionte, 42, 43
horquilla de replicacién, 42, 43
procarionte, 42, 43
virus, 92, 93, 94
de DNA, 98
retrovirus, 100, 101
de RNA, 96, 97
Replicones, 42
Resistencia a drogas, 238, 239
maltiples, 238, 239
Respuesta inmune, 300, 301
Retardo mental, 396
Reticulo endoplasmatico, 20
Retina, 278
Retinitis pigmentosa, 280, 281
Retinoblastoma, 330
Retrocruza, 134, 135
Retroelementos, transposicion, 76, 77
Retrotransposones, 76, 100, 102, 244
Retrovirus, 92, 100-103, 320
endogeno, 76, 77
genoma, 100, 101

integracion al DNA celular, 102, 103
replicacién, 100, 101
sintesis de DNA, 100, 101
transcripcion, 102, 103
RFLP. Véase PLFR
Ribosomas, 204, 205
RNA, 3, 36, 204
edicion, 216, 217
empalme (splicing), 216, 217
alternativo, 216, 217. Véase también
RNA mensajero (mRNA); RNA
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guanosina, 214, 215
empalme (splicing), 50, 51
alternativo, 216, 217
poliadenilacién, 214, 215
polimerasa, 206, 207, 212
promotores, 212, 213
regulacion, 208
ribosémico (rRNA), 204, 205
de transferencia (tRNA), 44, 45
aminoacil tRNA, 222, 223
Rodopsina, 278
mutaciones, 280
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Saccharomyces cerevisiae, 104, 106,
108, 112, 113, 324
gen(es) mitocondriales, 126, 127.
Véase también Levaduras
Saccharomyces pombe, 112, 113
Sangre, analisis cromosémico, 190
Sarcolema, 376, 378
Sarcoma, 320
Secuencia(s)
centromeéricas (CEN), 108, 109
de DNA nuclear
corta y dispersa (SINE), 244, 245
larga y dispersa (LINE), 244, 245
de duplicacion auténoma (ARS), 108,
109
de insercion (SI), 76, 77, 252
teloméricas (TEL), 108, 109, 192, 193
Secuenciacion. Véase DNA
por termociclacion, 54, 55
Segregacion, 134-137
analisis con marcadores genéticos,

genotipos parentales, 140
herencia
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dominante, 4, 140, 142, 143, 148,
149
recesiva, 4, 140, 142, 143, 148, 149
ligada al cromosoma X, 140, 142,
143, 148, 149
monogénica, 142
segregacién independiente de dos
rasgos, 136
Segundos mensajeros, 266, 268
Seleccién, 168
ventaja selectiva de los heterocigotas,
168, 169, 340
Seno urogenital, 390
Seial de terminacién, 210
seudocolinesterasa, 372, 373
seudogenes, 76, 77
seudohermafroditismo, 388
SIDA. Véase Sindrome de inmunodefi-
ciencia adquirida; HIV
Siembra en placa de una réplica, 84, 85
Sindrome
adrenogenital, 390, 392
de Angelman (SA), 398, 399
ATR-16, 344
cerebro-hepato-renal tipo Zellweger,
350, 351
del Cri-du-chat, 404, 405
de DiGeorge, 314, 404 .
de Down, 8, 196, 198, 400
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ICF, 224
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de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA), 314. Véase también HIV
de Jervell y Lange-Nielsen, 274
de Klinefelter, 8, 196, 386, 402, 403
de Langer-Giedion, 192
de Lesch-Nyhan, 28
de Li-Fraumeni, 322, 323
de Liddle, 274
de Martin-Bell, 396
de Prader-Willi (SPW), 398, 399
del QT largo, 274, 275
tipos moleculares, 274, 275
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de Rubinstein-Taybi, 404, 405
de la ruptura de Nijmegen, 334
de Russell-Silver, 398
sanguineo (SS), 334, 335
de Shprintzen, 404
de Turner, 8, 196, 386, 402, 403
de Ullrich-Turner, 402
velocardiofacial, 404

de Werner, 334
de William-Beuren, 404, 405
de Wolf-Hirschhorn, 404, 405
del X fragil, 394, 396
de Zellweger, 350
Véase también Enfermedad (es)
Sintonia, 146
Sistema
auditivo, 284, 285
de citocromos, 124, 126, 128, 370
gen(es) de los citocromos P450, 370
de dos hibridos, 106, 107
inmune, 300
complejo mayor de histocompati-
bilidad (CMH o MCH), 308. Véase
también Células B; Células T;
Receptores de células T
componentes, 300
quimiosensorial, 288, 289
de traduccion de sefales, 264
transmisores de sefiales de
transmembrana, 270
Sordera, 284
Southern blot, hibridacion por, 62, 72,
348, 408
zoo blot, 250, 251
Splicing. Véase Empalme
Stem cells embrionarias, 230, 231
Véase también Células troncales
embrionarias
regulacion de la sintesis del
triptéfano, 210, 211
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Sustitucion, 46, 47
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estructura, 180, 181
Tendencia genética, 158, 168
Testosterona, 388, 389, 390
Tetraploidia, 196, 402
Thermophilus aquaticus, 66
Timina, 28, 29, 36, 37
dimeros inducidos por luz UV, 70, 71
Tipos de apareos, 140, 141
levaduras, 104, 105
determinacion del, 106, 107

Togavirus, 92, 96, 97
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