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COMO IDENTIFICAR GENES QUE PROPICIAN UNA ENFERMEDAD,
UTILIZANDO EL PrROYECTO GENOMA HUMANO
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RESUMEN

El proyecto genoma humano ha permitido conocer la secuencia de los 3 millardos de pares de bases del DNA humano, se
presenta una descripcion general del proyecto genoma humano, como se esta desarrollando y las implicaciones que surgen
con este nuevo conocimiento, las tendencias en medicina para la identificacion de enfermedades genéticamente
transmitidas, técnicas recientemente desarrolladas las cuales no serian posibles sin la informacion del genoma y las
perspectivas en medicina como la terapia génica.
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ABSTRACT

The human genome project has allowed to know the sequence the 3 billions of pairs of bases of the human DNA, in this
article appears a general description of the human genome project, how this has being developed and the implications
that arise with this new knowledge, the medicine tendencies for the identification of genetic diseases, approaches recently
developed which will not be possible without the information of the genome and the medicine perspective like the genetic

therapy.
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Provecto pe. GENOMA HUMANO

En febrerodelaiio2000sepublicoel numero 6822 delafamosa
revista Nature' en la cual el tema principal es el genoma
humano, en este nimero se presentanlosresultadosdeuna
titanicalabordesarrollada pordosequipos:

« Consorciointernacional paralasecuenciaciéndel genoma
humano.
« CeleraGenomics(www.celera.com),

Losarticulosdeestarevistanosabrenlas puertasdel futuroy
lasdejan abiertas para quelleguemos aunaserie de nuevas
tecnologias que pocoshabianimaginado.

ElGenoma Humanoesun proyectointernacional, queiniciden
el ano 1988. El objetivo principal es conocer la secuencia
completadelgenomahumano?.

Laideadeiniciarun estudio coordinadodel genomahumano
surgi6 de unaserie de conferencias cientificas celebradas
entre1985y1987.

* Unidad de Investigacion Médica en Bioquimica, Hospital de
Especialidades, Centro Médico Nacional SXXI, IMSS.

Los objetivos del Proyectoson:

« Identificarlosaproximadamente 100000 genes (actualmente
se considera que sé6lo hay cerca de 30000) en el Acido
desoxirribonucleico(DNA)humano.

« Determinarlasecuenciade 3 millardosdebases quimicasque
conformanel DNA.

« Acumularlainformacion enbases dedatos.

« Desarrollar de modo rapido y eficiente tecnologias de
secuenciacion.

« Desarrollarherramientas paraanalisisde datos.

« Dirigirlascuestioneséticas,legalesy sociales que sederivan
del proyecto.

3QUE s EL GENOMA?

Sellama genoma alatotalidad del material genético de un
organismo. Seconsiderabaqueelgenomahumanotendriaentre
50000y 100000 genes distribuidos entre los 23 pares de
cromosomasdelacélulasoméaticahumana.

Cadacromosomapuedecontenermasde250 millonesdepares
debases de DNA, y se estima que la totalidad del genoma
humanotiene 3000 millonesdeparesdebases.
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El genoma es el conjunto de instrucciones completas para
construirunorganismo. Elgenomacontienedatosquelacélula
empleaparael disenodesusestructurasyeldesempenodesus
actividadesylasdel organismodel cual formapartela célula.
Selocaliza en elntcleodelas células. Consisteen cadenasde
DNA estrechamente enrolladas en moléculas de proteina
asociadas, organizadasenestructurasllamadascromosomas. Si
desenrollamoslascadenasylasadosamos medirianmasde1.5
metros, sin embargo su ancho seria infimo, cerca de 50
trillonesimosdepulgada.

Lamolécula de DNA consiste de dos cadenas enrolladas
helicoidalmente, unaalrededor delaotracomoescaleras que
giransobreun eje, cuyosladoshechos de azticarymoléculas
defosfato se conectan poruniones denitrogenollamadas
bases®.

Cadacadenaesunacomodamientolineardeunidadessimilares
repetidasllamadas nucleétidos, los que se componen deun
azicar,unfosfatoyunabasenitrogenada. Lamoléculade DNA
contiene cuatrobases: Adenina(A), Timina (T), Citosina (C),
Guanina(G).

Elordendeestasbases esllamadasecuenciade DNA, lacual
especifica la instruccion genética requerida para crear un
organismo particularcon caracteristicas queleson propias. La
adeninaylaguaninasonbasesptricas,en cambiolacitosinay
latiminasonbases pirimidicas.

Lasdoscadenas de DNA son mantenidasjuntas poruniones
entrebases que forman los pares de bases. El tamafio del
genoma es usualmente expresado en el total de pares de
bases (pb). Enlaespeciehumana, contieneaproximadamente
3millardosdeparesdebases. Otrosorganismosestudiadoscon
motivo deeste estudio fueronlabacteria Escherichiacoli,la
mosca de la fruta Drosophila melanogaster, ylas ratas de
laboratorioRatusnoruegans.

Cadavezquelacélulasedivideen célulashijas, el genomatotal
seduplica. Durantela division,el DNA se desenrollayrompe
las uniones entre pares de base permitiendo a las cadenas
separarse. Cadacadenadirigelasintesisdeunanuevacadena
complementariaconnuclebtidoslibres que coinciden consus
basescomplementariasdecadacadenaseparada. Cadacélula
hijarecibe una cadenaviejayunanueva. Cadamoléculade
DNA contiene muchos genes, labase fisicayfuncional dela
herencia. Un gen esunasecuenciaespecificadenuclebtidoso
bases, los cuales llevan la informacion requerida para la
construcciondeproteinas que proveeran deloscomponentes
estructuralesalascélulasytejidoscomotambiénalasenzimas
paraunaesencial reaccionbioquimica.

Soloel 10% del genomaincluyela secuencia de codificacion
proteicadelosgenes. Entremezclado con muchos geneshay
secuenciassinfunciénde codificacion,defuncién desconocida
hastaelmomento.

ELntucleode muchas célulashumanas contienedostiposde
cromosomas, uno por cada padre. Cada conjunto, tiene 23
cromosomas simples, 22 detipoautosémicoyuno que puede
serXoYqueesel cromosomasexual. Unamujernormaltendra
un pardecromosomas X (XX),yunhombrenormaltendraun
cromosoma X yotroY (XY).

Loscromosomaspuedenserobservados mediantemicroscopio
opticoycuandosontenidosrevelan patronesdeluzybandas
oscurasconvariacionesregionales. Lasdiferenciasentamafio
y de patron de bandas permiten que se distingan los 24
cromosomasunode otro, el analisis sellama cariotipo.

Lasanomalias cromos6micas mayoresincluyenlapérdidao
copias extra, o pérdidas importantes, fusiones,
translocaciones detectables microscopicamente. Asi, en el
Sindrome de Down se detectauna copiaadicional del par 21
otrisomia21.

Otros cambios sontansutiles quesolo pueden serdetectados
por analisis molecular, se llaman mutaciones. Muchas
mutaciones estan involucradas en enfermedades comola
fibrosisquistica,anemiadecélulasfalciformes, predisposiciones
aciertos canceres, oaenfermedades psiquiatricas mayores,
entreotras.

Todapersonaposeeensuscromosomasunacopiadecadagen
paternoysu correspondientegen materno. Cuandoeseparde
genesmaterno-paternosoniguales, sedicequeelindividuoes
homocigotico paratalrasgo, porel contrario se dice que es
heterocigotico. Ejemplo: un gen que transmita el rasgo
hereditario del color de ojos verde y el otro el color de ojos
marron. Setratadeheterocigotos parael rasgo colordeojos. Si
asuvez, unodeesosgenesdominaenlaexpresion del rasgoal
otrogenenfrentado,sedicequeesungenheredadodominante,
delocontrariosedice que esrecesivo.

FLujO DE INFORMACION GENOMA-PROTEINA-ACCION
Lasinstruccionesdelos genessontransmitidasatravésdel
ARNmensajero(RNAm),el cualesunintermediariotransitorio.
Paraquelainformaciondeungenseaexpresada, unsegmento
de DNA que contiene un gen es copiado a un RNA. Este
RNAm, semuevedesdeel nidcleohastael citoplasmacelular,
dondesirve como plantillaparalasintesis proteica.

Lamaquinariacelularquesintetiza proteinastraduceloscodigos
en cadenas de aminoacidos que constituyen la proteina
molecular. En el laboratorio se puede aislar el RNAmy ser
utilizadocomoplantillaparasintetizarun DNAcomplementario
(DNAC), el cual puede ser usado para ubicar los genes
correspondientesen el mapacromosdmico.

Elmapadel genomahumanoesunaherramientagenéticaque
permite estudiar la evolucién del hombre y que cambiara
drasticamente la medicina actual tal como la conocemos.
Permitiraeltratamientodeenfermedadeshastaahorasincura.
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DEsPUES DE CONOCERSE EL GENOMA HUMANO

El conocimiento del genoma permitira que se creen nuevas
drogasterapéuticas que desplazaran alas anteriores. Las
nuevas drogas prometen tener menores efectos colaterales
quelasactuales.

Sepodrainformarauna persona,que puede comeralimentos
grasos porque carece de predisposicion genéticaalaobesidad
yaenfermedades cardiacas, pero que debe huir del alcohol
porqueesgenéticamente propensoal alcoholismo.

Dentrodelosllamadosbeneficios del Proyecto figuran anivel
demedicinamolecular,laposibilidad demejorarel diagnostico
deenfermedades, deteccion temprana de predisposiciones
genéticasaciertasenfermedades, el disefioracional dedrogas,
terapia génica, sistemas de control para drogas y
farmacogenomas.

Se ha estudiado un gen que determinala producciéon de la
proteina llamada SPARC, la que normalmente impide al
organismo atacaryanular células cancerigenas. La terapia
génica en estos casos actila permitiendo que las células
cancerosasseanatacadasporel organismo.

Elestudio del polimorfismo del HLA permitira estudiarla
evolucidn y migraciéon humana y tiene su utilidad en las
mutaciones de linaje, migraciones de diferentes grupos
poblacionalesbasados en el DNA mitocondrial, mutaciones
del cromosoma, ademas de compararlos cambios evolutivos
coneventos historicos.

También estil enlaidentificacion forense, para potenciales
sospechosos enlos cuales el DNA puede conduciraliberara
personasquefueranacusadasdecrimenesinjustamente, para
identificarvictimasdecatastrofes, paternidad yotrasrelaciones
familiares,identificaryprotegerespecies en peligro, detectar
bacterias que pueden contaminar agua, aire, alimentos,
determinarcompatibilidad de 6rganosdonantesen programas
de trasplante, determinar el pedigree en ganados y para
autentificar productos de consumo como caviar, vinos.

Enagricultura, ganaderiaybioprocesamientos, se utiliza para
mejorarlaresistenciade cultivos anteinsectos, sequias, para
hacerlosméasproductivosysaludables,igualmente paraproducir
animales mas saludablesynutritivos, elaborarbiopesticidas,
vacunas comestiblesynuevalimpiezadel medioambientede
plantascomotabaco.

Elentender el genomahumano se consideratanimportante
tanto para la practica clinica como para la investigacion
médicayseestandisenando cursosomaédulosespeciales para
capacitarseenestaarea,los cursosincluirian casosclinicosde
los cuales serequiera accederinformacion en el Genbank,
Online Mendelian Inheritancein Man (OMIM),y PubMed
(basesdedatosdel Instituto Nacional de Salud NIH, donde se
almacenay esta a disposicion del piblico la informacion
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obtenidadel genomahumano) ydesarrollar procedimientos
paraeltratamiento®.

Estupio peL GENOMA HUMANO EN MExicO

En 1993 se celebr6 en México una reunién del Programa
Latinoamericanodel Genoma Humano (http: //www.unam.mx/
genoma/),enlaqueparticiparon muchosgenetistasmexicanos
ydeotrasnacionesde Latinoamérica, asicomoalgunosinvitados
norteamericanos y europeos. Fue un primer intento de
informaciénycomunicacion.

Unanodespués, el 7deJuniode 1994 1a Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM)llevo a cabo un taller sobre
oportunidadesyproblemasdelainvestigacion sobreel Genoma
Humano, enel queparticiparoninvestigadoresuniversitariosy
profesores norteamericanosinvitados. E128 denoviembrede
1994 el CoordinadordelaInvestigacion CientificadelaUNAM,
junto conun grupode Directores de Facultades, Escuelase
Institutosde Investigacion dela Universidad, autorizaronel
iniciodelaboresdeplaneacion paralaparticipacién organizada
delainstitucion en este proyecto, que quedaron ubicadasenel
Programa Universitariode Investigacion en Salud.

Comoresultadodeesteacuerdosehanllevado acabovarias
actividades, entrelasquedestacan:

Lacreacion deestesitioenlaWorld Wide Web (queincluyeun
inventario delos proyectos deinvestigacion sobre genética
molecularenla Universidad y un serviciode consultadelas
principalesrevistasen estecampo).

La elaboracion de un proyecto multicolaborativo de
investigacion sobreel genomahumano, que pondralasbases
parael desarrollo deinfraestructurayde nuevos proyectos a
nivelnacional.

Elobjetivo de este proyecto de investigacion es adquirirla
capacidad paraentenderunaenfermedad ounprocesobiologico
por medio de la identificacion, a través del mapeo en el
genoma, delosgenesresponsables. Seeligid, por consenso, a
ladiabetes mellitusnodependientedeinsulina, tipoMODY
(“maturity-onsetdiabetesoftheyoung”),unaenfermedad que
porsufrecuenciaysuspeculiaridadesenlapoblacion mexicana,
asi como por tener en estudio un nimero importante de
familiasmultigeneracionales, constituyeun modeloadecuado
paradesarrollarlashabilidades, experienciaeinfraestructura
paraefectuarinvestigacion gendémicadealta calidad. Por
medio de esta investigacion multicolaborativa, en la que
participaran numerosasdependenciasdelaUNAMyalaque
esperamosquesevayansumandootrasinstitucionesnacionales
deeducacion superiorysalud, através del mapeo genéticose
buscaranlos principales genes responsables dela diabetes
MODY enlapoblacién mexicana.

TECNICAS USADAS EN LA INVESTIGACION DE DEFECTOS GENETICOS
Lainvestigacion ylaimplementacion de pruebas genéticas
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lograron en 1970 unaimportante técnica para cartografiarlos
genes humanos o cariotipos. En el Instituto Karolinska de
Suecia se descubrié un método para tenirlos cromosomas
humanos con colores fluorescentes,los que al seriluminados
conluzultravioletasehacen visibles comobastonesafranjas
clarasyoscuras. Estos cariotipos son un instrumento muy ttil
parael diagnosticodeanomalias.

Pararealizar unapruebaenuna personaadulta essuficiente
conunasolagotadesangre,dadoqueel DNA se puedeextraer
delosleucocitos. También se puedeextraer delasmuestrasde
semen, algunos métodos permiten obtenerlodelasalivae
incluso, del cabello®.

Algunasdelasenfermedades delas cualesyaexisten pruebas
disponiblesson:

» Hemofilia (defecto en el control delashemorragias).

« Fibrosis quistica (acumulaciéon de mucosidades en los
pulmones, interfiereenlarespiracion).

» Malde Alzheimer (enfermedad degenerativa neurolégica
marcadaporunasenilidad precoz).

« Anemiafalciforme (anemiacrénicahereditaria).

Estatécnicaidentificalaausencia,duplicacién omodificacion
de un gran segmento de DNA, y se puede observar a nivel
microscopico.

EL FUTURO: TERAPIA GENICA

Consisteenlaaportacion deun gen funcional alas células que
carecendeestafuncion, conelfindecorregirunaalteracion
genéticaoenfermedadadquirida. Laterapiagénicasedivideen
doscategorias:

» Laprimeraeslaalteracion delas células germinaleslo
queoriginaun cambio permanente detodo el organismo
y generaciones posteriores. Esta terapia génicaenla
linea germinal no se considera en los seres humanos por
razones éticas.

« Elsegundotipodeterapiagénica, terapiasomaética celular,
esanalogaauntrasplante de 6rganos. En este casounoo
mastejidos especificos son objetos, mediante tratamiento
directo o extirpacion del tejido, delaadicibn deungen o
genesterapéuticos en ellaboratorio, juntoalareposicion
de las células tratadas en el paciente. Se han iniciado
diversos ensayos clinicos de terapia genética somatica
celular, destinados al tratamiento de canceres o
enfermedades sanguineas, hepaticas o pulmonares. Se
realizan estudios para agregarun gen faltante o que supla
lafuncion del gen defectuoso, estos genes serian aplicados
porviaintravenosa oinclusive oral. Sin embargo, estas
técnicas estan optimizandose y han sufrido no pocos
descalabros, se han tenido dificultades paraencontrarun
mediodetransporteadecuadoyproblemasconel rechazo
del DNA administrado.

CONSIDERACIONES ETICAS
Eldesarrollocientifico,enloquerespectaal Proyecto Genoma
Humano, abrelaspuertasaunsinniimerodetratamientos que
podrian ser beneficiosos para el hombre. Pero no se debe
olvidarqueestoimplicamanipulardirectamentelosmecanismos
quetransmitenlavidaydirigenlaevolucion delas especies,
incluyendolanuestra.

Estoshechosdesbordan pormuchonuestrosconceptosdeética
yhumanidad,yaquenuncanosvimosenfrentadosalaposibilidad
dequelavidafueramanipuladadeestemodo.

Asisurgen preguntas como: éSe debe prohibir o desaconsejar
algantipodemanipulaciongenética?,¢Aquiénlecorresponde
laresponsabilidad dediscriminarentrelopermitidoono? Asi,
la UNESCO se compromete a promover y desarrollar la
reflexion ética en los avances cientificos en las areas dela
biologiaylagenética, proclamandolossiguientes principiosy
aprobandoladeclaraciondeéstos.

A.Ladignidadhumanayelgenomahumano. Serefiereala
igualdadydignidad delosindividuos, cualesquieraquesean
suscaracteristicasgenéticas; negandoasiladiscriminacion
porcaracteristicasgenéticas.

B.Derechosdelaspersonasinteresadas Serefiereaquetoda
investigacibngenéticadebeestardeacuerdoal paisrespectivo,
y siempre con la previa informacién y aprobacion del
individuo. Siéstenoesti en condicionesdeaprobarlo, s6lo
sellevaraacabolainvestigacionsiéstaesindispensablepara
lasalud delindividuo.

C.Investigacionessobreelgenomahumano. Serefiereaque
ningunainvestigacion podrairmasallddelosderechosy
dignidadhumanas, yquetodaslas personasdebentenerasu
alcancelosprogresosbiolégicosy genéticos. Asuvezéstas
investigacionesdeben estarorientadasaaliviarlosmalesde
lahumanidad.

D.Condicionesdeejerciciode laactividad cientifica. Deben
imponerse enlos cientificos responsabilidades especiales
tantoensusinvestigacionescomoenlosresultadosdeéstas.
Los estados fijaran el marco de libre ejercicio de la
investigacion sobre el genomahumano, y éstos formaran
comités queapreciaranlos puntos éticosyjuridicos sobre
estasinvestigaciones.

E. Solidaridadycooperaciéninternacional. Losestadosdeben
promover investigaciones que prevengan y traten
enfermedadesgenéticasoendémicas. Deberanfomentarla
difusidninternacional sobreestainvestigacion.

F.Fomentodelosprincipiosdeladeclaracion. Sedeberan

fomentar estos principiosatravés delaeducacidony otros
medios. Losestados garantizaran el respeto de éstos.
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DIAGNOSTICO MOLECULAR: DETECCION DE MUTACIONES
Elavance en el Proyecto genomahumano, enlos mapasde
secuenciasyadisponiblesimpulsanlanecesidaddedisponerde
técnicas capaces de rastrear DNA en busca de mutaciones
asociadasconenfermedadeshumanas. Enlosproximosanosse
habraidentificadolamayor parte delos genesimplicadosen
importantesenfermedadeshumanas. Enlasbasesdedatosse
estanintroduciendoinformaciones sobre mutacionesysus
implicaciones clinicas. Unodelosretos delamedicina sera
hacerusodeesainformacion paramejorarel diagnoésticoy
prognosisdelasenfermedades.

En la deteccidon de mutaciones se ajusta perfectamente la
expresion de “buscaruna aguja enun pajar” puesto que se
debeidentificarun cambioenunabaseentrelos 300 millones
deellasquepuedeserlaresponsable de cambiar: el codon, el
aminoéacido,laproteinayhastalaaccion deésta. Porejemplo,
uncambiodeun simplenucle6tido Timina por Adeninaen el
primer ex6n dela B-globulina cambia el codon original de
CTGaCAG, el ribosoma al sintetizarla proteina colocauna
glutamina en lugar de una leucina, la proteina al tomar
estructura cuaternaria, noadquierelaformacorrectadela
proteina B-globulina y ésta se polimeriza, los eritrocitos
producidos con esta 3-globulina defectuosa son alongadosy
curvos enlugar delos convexos normales. Los eritrocitos
defectuososseagregan enlasangrevenosaconbajatensionde
eloxigenoyunagranvariedad detejidos puedeserprivadode
oxigenoysufrirdano, enfermedadllamadaanemiafalciforme,
todo porun simple cambio en un nucleétido.

Paradetectarmutacionesensitios previamentedeterminadosse
han disenado una serie de métodos que en general son la
amplificacion deunsegmentoespecificodealgunascentenasde
paresdebasesdel DNA pormediodelatécnicadereaccionen
cadenadelapolimerasa(PCR)ylaposterioridentificaciondelos
segmentos de DNA amplificados que portanlamutacion. El
métodomascomun esel SSCP (Single strand conformational
polymorphism)del cualaparecen cadadiavariantesparamejorar
laseparaciondecadenasmutadas.

Ladeteccion demutacionesenlugaressinespecificarocuando
nosedisponedeinformacion desecuencia esunatareamuy
ardua,aunquesehandesarrolladoalgunasestrategias.

Sinembargo,lomasfrecuenteeslasituacionen quesetrata
deidentificar mutaciones en multiples sitios potenciales
dentro delos segmentos de DNA de los que se conoce la
secuencianormal.

Demodoideal, el procedimientotendriaqueserfiable, rapido,
barato, yproporcionarinformacion exactasobrelaposiciony
naturalezadelamutacion,asicomorequerirpocoesfuerzo, ser
automatizableynousarreactivos peligrosos. Ningunodelos
métodosactualescumpleestecriterio. Lasecuenciacionseriael
métododefinitivo, perosiguerequiriendomuchotrabajo,ylos
métodosautomatizadosdealtorendimientoson caros.

60

Seestadesarrollandounsistemaquenousaelectroforesisengel
(unadelasfases mastediosas),llamado espectrometriade
masas porlaser dedesorcion/ionizacién asistida pormatriz.

La division Applied Biosystems de Perkin Elmer (http://
home.appliedbiosystems.com/)hadisenadounanalisisdehasta
32mutacionesdiferentesdeungen poramplificacionsimultanea
dehasta15segmentosde DNA, seguida porligadomultiplexde
oligonucleotidos especificosdealelos.

Lamismaempresahacreadoun ensayo de micro-PCR que
puederealizar 24 ensayos de 2u cadaunoenun chip, y cuyos
resultados se pueden leer en tiempo real por medio de la
estrategiadeTagMan.

Otro de los avances mas prometedores son los “chips” de
oligonucleotidos: arreglos dediferentesoligosunidosasoportes
semisolidos. DNA marcadofluorescentemente puedeentonces
hibridarse a los oligos del chip, de modo que el patron de
hibridacion se puede analizar porbarrido de fluorescencia.
Comoseconocelasecuenciayposiciondecadaoligoenel chip,
sepuededeterminarlaposiciényposiblementelanaturalezade
cadamutacion.

Este enfoque de microchips con oligoshasidollevadoaun
avance importante por la empresa Affimetrix(http://
www.affymetrix.com/) usando técnicas fotolitograficas
similaresalas queemplealafabricacion de chipsdesilicio, se
han podido obtener chips con 64.000 diferentes sondas de
oligonucleétidosunidosasuperficies planasdecristal. En 15
minutoseldispositivopuededetectarlahibridaciondesecuencias
dianamarcadasfluorescentementeaoligosdel chip.

ElProyectogenomahumanohaceusodedostiposde mapas
paracaracterizarel genoma: mapasgenéticos deligamiento,y
mapasfisicos.

MAPAS GENETICOS DE LIGAMIENTO
Losmapasgenéticossebasanenel calculodelafrecuenciaa
laquese co-heredan formas alternativas (alelos) dedosloci
genéticos que estanligados formando parte de un mismo
cromosoma.

Afinales delos anos 70 serecurre al analisis molecular de
zonas de DNAno codificadorasy que son muy polimoérficas:
existen varios tipos de secuencias (algunas de ellas de
naturalezarepetitiva, comolos VNTR, los microsatélites,
etc.). Entre las ventajas de los microsatélites se cuentan:
contenido informativo muy alto, con lo que los analisis
estadisticosmejoranen fiabilidad; distribucién abundantey
relativamente uniformeportodoel genoma;yquese pueden
ensayarfacilmentemediante PCR. Ademas, estoslocigenéticos
sirven engenéticaclinicacomomarcadorestiles paralocalizar
genesrelacionados con enfermedades. Los polimorfismos
moleculares han permitido que enlaactualidad el Proyecto
genomahumano hayageneradodetallados mapas genéticos
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del genoma humano a un nivel de resoluciéon en torno a 1
centimorgan (cM) oinclusomenos.

MAPAS FiSICOS E INTEGRACION DE LOS MAPAS

Losmapasfisicosespecificandistanciasfisicasmensurablesen
paresdebases (pb). Elmapafisicodemayordetalleeslapropia
secuenciadel genoma, peroantes dellegaraobtenerla, hay que
elaborar mapas fisicos partiendo de resoluciones bajas 'y
avanzandohacialasresolucionescadavezmayores. Losmapas
fisicos de menor resolucion son los propios cariotipos: la
visualizacibn microscopicadeladotacién cromosomicahaploide
humanatefiidacon colorante de Giemsanosmuestraun patréon
alternantedebandasclarasyoscuras,enelquecadabandatiene
unamediadeunos7millonesdepares debases. Actualmente
existennovedosasherramientasdecitogenéticamolecular(como
las sondas fluorescentes in situ o FISH, la “pintura de
cromosomas”, etc.) que permiten un mayor detalle y que,
unidasaotrastécnicasaumentan el arsenal deenfoquesparael
estudiodelosgenomas, desudinamicaydesusalteraciones.

Losmapasfisicos de mayorresolucion se suelen elaborara
partirdebibliotecasdegenesenlasqueel genomaaestudiarse
encuentra fragmentado en multitud de trozos aleatorios y
desordenados,cadaunodeellosclonado porseparadoenun
vectoradecuado: plasmido, cosmido, cromosomasartificiales
delevadura (YAC),cromosomasartificialesdebacteria (BAC),
etc. Laideaparaelaborarlos mapasfisicos esen ciertomodo
similaraladeensamblarunrompecabezas: consisteenordenar
losfragmentosdelgenomaabasedebuscargruposdefragmentos
quetienenalgunazonaen comun,esdecir,irhallandoconjuntos
deparesdefragmentosparcialmentesolapados.

Lasestrategiasmasrecienteshacenusode DNAhumanoen
formadeunos 20.000trozosindependientes clonadosenlos
Ilamados cromosomas artificiales delevadura (YAC, de sus
inicialesinglesas), ybuscandola “huella dactilar comin”
entreclonesabasedeladeteccion de determinadassecuencias
repetitivas.

Loultimoenmetodologiade mapasfisicoshasidoel desarrollo
deunaespeciede “marcadoresfisicosuniversales”, facilmente
generables, que permiten que los datos obtenidos en un
laboratorio sean rapidamente compartidos y asumidos por
todalacomunidadinvestigadora: setrata delosllamados
“lugares etiquetados por su secuencia” (STS en inglés).
Consisten entrechos cortosde DNA (deentre 100y 1000 pb)
cuyasecuenciaexactaseconoceysesabequeestnicaentodo
elgenoma. Sufacilidad deusoysuaceptacion como “lenguaje
comun”estribaen que unavezqueuninvestigador descubre
una STS, cualquier otro puede obtenerla por simismo (ni
siquierahacefaltael envio fisicode muestras), simplemente
fabricando in vitro los primeros correspondientes a sus
extremosyamplificandolaSTS porreacciéon en cadenadela
polimerasa (PCR). Los STS definen puntos concretos tinicos
del mapa fisico, y constituyen magnificos marcadores o
banderasfacilmentedetectables.

Unodelosobjetivosinicialesdel Proyectogenomahumanoera
laobtencion de mapasfisicos con unos 30.000 marcadores
repartidosdemodomasomenosuniforme, detalformaquecada
dosmarcadoresconsecutivosesténseparadosunamediade100
kb. Estosmapas de STS permitenlaintegracion delosmapas
genéticosyfisicos, hacen accesiblelafasedesecuenciaciony
facilitanla clonacion de genesimplicados en enfermedades
mediantelallamadaestrategia del candidato posicional.

Una vez que se construyen los mapas, hay que refinarlos y
purgarlos de posibles errores. Los errores suelen tener dos
fuentes principales: algunos clones YACs son en realidad
hibridosoquimerasproducidasporartefactosduranteel proceso
deelaboraciéondelagenoteca, yporlotantosumapanorefleja
elordengenémicoauténtico; yporotrolado,losprogramasde
ensamblado delos mapas no son fiables al 100%. De ahila
importancia de confirmar normalizar los datos mediante
estrategiasaceptadasportodoslosinvestigadores.

METODOS BASICOS DE SECUENCIACION

» Método quimico de Maxam y Gilbert (actualmente poco
usado).

» Métodoenzimaticode Sanger (terminaciondecadena,ode
losdidesoxinucle6tidos,ddNTP).

« Secuenciacion automaticasegiin elmétodode Sanger.

CadaddNTPsemarcaconuncolorantefluorescentediferente,
estopermitehacerlaelectroforesisenel mismocarrildel gel.
Lasbandasde DNA sondetectadasporsufluorescenciasegin
pasandelante del detector. Sihacemos moverel detectoren
horizontal, podréleervarias secuenciacionesal mismotiempo
ylosdatos pasan aun sistema computarizado.

NUEVOS METODOS DE SECUENCIACION
Microscopiadebarrido(scanning)deefectotinel (STM).
Unafinasondasemantienemuy cercadel objeto (enestecaso
DNA), por medio de un sistema de control basado en la
deteccion deunamindscula corrienteinducida por el efecto
tinel entrela puntadelasondayel DNA. Unatécnica muy
parecidaeslamicroscopiadefuerzaatémica (AFM),enlaque
elcontrol sedebealamedidadelasfuerzasdevander Waals
entrelasondaylamuestra. Encualquieradelosdos casos,la
punta se mueve a lo largo del objeto, de modo que sus
desplazamientosenvertical semidenyseregistran, generando
unaimagendelasuperficie del objeto. Aunquesehanobtenido
imagenes del esqueleto azticar-fosfato de DNA de cadena
sencillaydecadenadoble, faltadeterminarsise pueden “ver”
lasbasesnitrogenadas. Siesasi,latécnica podrialograruna
secuenciaciondel orden de 1 Mb cadadia.

Secuenciacionporhibridacidnenchipsconoligonucleétidos.
Sebasaensintetizar distintas sondas de oligonucle6tidos, y
unirlasendisposicionesordenadas (arrays)aunafinapastilla
denylonovidrio. Estechipsepruebafrenteaun DNAmarcado
fluorescentemente, de modo que el patron y cantidad de
fluorescenciasuministrainformacion sobrelasecuenciadel
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DNA en cuestion. Ladltima generacion de este enfoqueesla
combinaciondetécnicasfolitograficas (comoladeloschipsde
silicioparacomputadores) consintesisquimicaen fasesolida,
quelograchipsconordenacionesdedecenaseinclusocentenares
demilesdeoligosdistintos, que pueden usarse paraidentificar
secuenciasmarcadasfluorescentementeen cuestiondeminutos,
por medio de un microscopio confocal de fluorescencia
totalmenteautomatizado, queregistralos datos.

Affimetrixhalogradore-secuenciar poreste métodolas 16 kb
de DNAmitocondrialhumano,conundispositivoformadopor
135.000oligonucle6tidos. Conlatecnologiaactual se pueden
llegarasintetizarenundia400.0000ligosde20basescadauno,
dispuestosenunchipde 1,6 cm?. Peroel objetivofinal eslograr
unchipconlos4millonesdesondasnecesarias parasecuenciar
todoelgenomahumanoenunasolahibridacion.

EL PAPEL DE LA INFORMATICA EN LOS PROYECTOS GENOMA
La informaética ha sido uno de los objetivos esenciales del
Proyectogenomahumano, debidoalagigantescacantidadde
datos quehay querecoger, analizar, comparar, interpretary
distribuir. Lainformatica aplicadaalabiologia presentados
subdisciplinas®:labioinformatica, se puede definir comoel
trabajo deinvestigacion y desarrollo que se necesita como
infraestructuradeinformaciéndelaactualbiologia; ylabiologia
computacional, que es la investigacion dependiente de
computaciondedicadaaentendercuestionesbiologicasbésicas.

Laadquisicion de datos experimentales pormétodosdigitales
estianimandoalaindustriaadisenaryfabricaraparatos
cadavez més sofisticados, que mejoranyaceleranla parte
mas rutinaria delainvestigacion. Para ellolos aparatos
incorporansistemascomputarizadosdeanalisisytratamiento
deimagen visible.

BASES DE DATOS GENETICOS Y MOLECULARES
Lagigantesca cantidad de datos generadosenlos proyectos
genomaobligaanoutilizarmediosescritos alahoradepublicar
los datos: su difusion se hace por medios electronicos,
depositandolos en bases de datos ptblicos. El ritmo de
acumulacionde datosesvertiginosoyactualmenteseduplican
enmenosdeun ano. Los biélogos del siglo XXI usaran esas
bases dedatos comounrecursoindispensablede sutrabajo
cotidiano. Enlaactualidad funcionan principalmentedostipos
debasesdedatos genémicos:
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« El Consorcio Internacional de Bases de Datos de Secuencias
estaformado por GenBank, el Banco de datosde DNA de
Japon (DDBJ)yeldel EMBL, albergalosdatosdesecuencias.
Lastresbasescompartenycomplementanlainformacion. En
Espana existe un nodo de EMBL residente en el Centro
Nacional de Biotecnologia (CNB) de Madrid.

« LaGenome Data Base (GDB) seestableci6 paraalbergarlos
datosdemapasyrelacionados (sondas, marcadores, etc.).

Actualmente la base de datos bibliografica MEDLINE
(mantenida porlaNMLestadounidense) esta vinculada con
lasbases de datos genéticosy de secuencias. Porejemplo, se
puedehacerunabtsquedadesde MEDLINE con palabras
clavedeunaenfermedad,loquedaaccesoaOMIM (Herencia
mendelianaenlinea), conreferenciasbibliograficas, ydeahi
sepuedesaltaralos mapas genéticos, fisicos ylas secuencias,
siestandisponibles.
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Enlassiguientesdireccionesse puede encontrarinformacion
sobreproyectogenoma:

www.oml.gov/hgmis
www-Is.]Janl.gov./masterhgp.html
www.hugo.dgb.org
www3.ncbi.nml.nih.gov/Omim
www.nhg1.hih.gov



