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Prologo

A partir de la publicacién del trabajo cientifico de Watson y Crick en 1953, sobre la
estructura de la doble hélice de DNA, el desarrollo de las ciencias genémicas ha sido
vertiginoso y apasionante, comparando su desarrollo inicamente con las ciencias
informaticas, acentudndose este desarrollo durante el siglo XXI. Hace algunas
décadas resultaba dificil explicar; la base genética de muchas enfermedades, el
poder manipular los genomas de los organismos para obtener variedades mas
eficientes o modificarlas de acuerdo a los intereses del ser humano, o bien como
modelo genético para el estudio del funcionamiento de los genes.

Tomando en cuenta lo anterior, el propésito de este libro es introducir al
lector interesado en las ciencias genémicas, a este vasto campo del conocimiento
cientifico. Esta obra resulta apropiada para estudiantes tanto de licenciatura como
de los primeros niveles basicos de posgrado; ademas proporciona al profesor
flexibilidad para la selecciéon de temas y nivel de profundizaciéon.

Este libro incluye desde conceptos basicos del DNA y RNA, ademas de la
estructura y composiciéon de los genes; la expresion y funcionamiento de los
mismos. Introduce al lector al conocimiento de la Proteémica y la Fenémica como
campos emergentes de las ciencias gendmicas. Se analizan los cambios producidos
al genoma por mutacién, haciendo hincapié en la relacién del ambiente y los
mutdgenos y su impacto en los organismos vivos. Haciendo énfasis en nuevas
aplicaciones en areas emergentes, como la Farmacogenémica, la Gendémica
Forense y la Bioinformatica, para el andlisis y comprension de los genomas; asi
como en la solucién de problemas que estas areas demandan.

Esperamos que el publico lector se vea beneficiado con esta obra y se apasione
en el descubrimiento del nuevo campo de la Genémica.

Julia Marfa Lesher Gordillo
Raymundo Hernandez Martinez






Capitulo 1

Genomica

Carlos Alfonso Tovilla Zarate
Julia Maria Lesher Gordillo

La genémica es la disciplina que estudia los seres vivos, tiene como objetivo
catalogar todos los genes que tiene un organismo, estudiar la organizacién
y estructura de cada uno de ellos pero también descubrir la funcién, los
mecanismos implicados en la regulaciéon de la expresion y el modo en que unos
genes interaccionan con otros. El término gendmica fue acunado en 1986 por
Tomas Roderik. Anteriormente, con las tecnologias disponibles de Biologia
Molecular se estudiaban la estructura y funcién de genes de manera individual
(es decir uno a uno), sin embargo; la genémica permite el estudio en conjunto
de los miles de genes, proteinas y metabolitos que constituyen un organismo asi
como las redes de interacciones que entre ellos se establecen.

La herencia genética de todos los organismos estd determinada por
su genoma, el cual consiste en una secuencia larga de acidos nucleicos que
proporcionan la informacién necesaria para construir el organismo. Siendo el
genoma un conjunto completo de cromosomas de un organismo especifico, de
modo que comprende una serie de moléculas de acido desoxirribonucleico cada
una de las cuales contiene numerosos genes, mismos que fisicamente pueden
ser encontrados al dividir al genoma en estas moléculas funcionales de 4cido
nucléico. El genoma contiene el conjunto completo de informacién hereditaria
para cualquier individuo.

La genémica se ha desarrollo en los tltimos 10 afios como consecuencia de
la cantidad de informacién que se esta generando y por tanto, ha sido necesario
el desarrollo en paralelo de potentes herramientas bioinformaticas que permitan
almacenar y analizar de forma conveniente los datos obtenidos.

A continuacién se presentard de una forma muy general algunos conceptos
basicos de gendmica.
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DNA y genes

El DNA es un polimero lineal formado por cuatro monémeros distintos. Poseen
un esqueleto fijo, constituido por unidades repetitivas de azucar-fosfato. Los
azdcares son moléculas de desoxirribosa que dan nombre al DNA. Cada aztcar
estd unido a dos grupos por fosfato mediante dos diferentes enlaces. A cada
desoxirribosa se pude unir una de estas cuatro bases: Adenina (A), Citosina (C),
Guanina (G), o Timina (T).

El DNA, es la molécula que contiene la informacién genética y es el
componente del la cual estin hechos los genes. Por eso, para comprender el
funcionamiento de los genes se ha de conocer al menos su estructura basica.

Es un dimero antiparalelo de hebras de acido nucléico, esta formado por
unos nucleétidos que contienen el azticar desoxirribosa, no presenta grupo
hidroxilo en la posicién 2°. Las cadenas de DNA estan polimerizadas a través de
un enlace fosfodiester entre el grupo 3- hidroxilo de una subunidad y el grupo
57-hidroxilo de la siguiente.

Por lo tanto, el DNA es una cadena lineal de desoxirribosa-fosfato con bases
de purinas y pirimidinas unidas al carbono 1 de la subunidad de desoxirribosa.

Utilizando fotografias de difracciéon de rayos X del DNA tomadas por
Rosalind Franklin, en 1953 James Watson y Crick propusieron una estructura
para el DNA. Segin este modelo, el DNA estda formado por dos hebras
entrelazadas, complementarias y unidas mediante enlaces de hidrégeno. Segin
dicha propuesta, el DNA esta formado por dos hebras, enrolladas una con otra
formando una estructura helicoidal diestra, con los pares de bases en el centro
y las cadenas de desoxirribosilfosfato en la parte externa. La orientacién de las
hebras de DNA es antiparalela (es decir, las hebras discurren en direcciones
opuestas).

Lasbases de nucleétidos de una hebrainteractian con las bases de nucleétidos
de la otra, formando pares de bases. La adenina empareja con la timina (A-T)
y la guanina empareja con la citosina (G-C).Los pares de bases son planos y
estan orientados casi perpendicularmente al eje de la hélice. Cada par de bases
esta formado por un enlace de hidrégeno entre una purina y una pirimidina.
La guanina forma tres enlaces de hidrégeno con la citosina y la adenina forma
dos con la timina. A causa de la especificidad de esta interaccién entre purinas
y pirimidinas en las hebras opuestas del DNA, se dice que éstas tienen unas
estructuras complementarias. La alta estabilidad de la doble hélice del DNA se
debe a la fuerza combinada de los numerosos enlaces de hidrégeno formados
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entre las bases de las hebras opuestas. Aunque los enlaces de hidrégeno entre
las hebras estan afectados por la temperatura y la fuerza iénica, a temperatura
ambiente pueden ya formarse unas estructuras complementarias estables con
largo de 6-8 nucleétidos.

El DNA es un polinucleétido, es decir, esta formado por la unién de
nucleétidos. Existen 4 nucleétidos diferentes: Adenina (A), Timina (T),
Guanina (G) y Citosina (C). Cada nucleétido, a su vez, estd formado por una
base nitrogenada, una pentosa (aztcar) y un grupo ortofosférico, a través de
este ultimo componente se realizan las uniones entre nucleétidos. La unién del
grupo fosfato tiene lugar en las posiciones 5" 0 3’ de la pentosa, lo cual hace que
las cadenas estén orientadas (es decir posee direccién 5’—3’). El orden en que se
sitian los nucleétidos se denomina secuencia del DNA.

Con respecto a su localizacién intracelular la mayor proporciéon del DNA de
las células de un organismo se localiza en los cromosomas del nicleo. EI DNA
de los cromosomas se encuentra empaquetado y asociado con proteinas histonas
y no histonas. Cabe mencionar que no todo el DNA se encuentra en el nicleo
debido a que una parte se localiza en mitocondrias.

El DNA se encuentra formando una estructura mas compleja que consiste
en dos cadenas como la anterior que se enlazan una con otra de manera
complementaria y siempre se mantiene la siguiente regla las bases: A se une con
T, y C con G. Estas dos cadenas, se enrollan una sobre otra formando la famosa
doble hélice.

Un gen, también llamado unidad fundamental de la informacién genética
que constituye una secuencia del genoma cuya funcién es dar origen a un
producto (ya sea proteina o RNA), es un fragmento de DNA que contiene toda
la informacién necesaria para la sintesis de un polipéptido, y ello lo hacen a
través de un RNA intermediario. El siguiente diagrama muestra la forma en que
la informacién genética se transmite desde el DNA hasta la proteina.

TRANSCRIPCION TRADUCCION

9 ARN .
ADN mensajero % PROTEINA
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Por lo tanto, estos segmentos de moléculas de DNA que son los genes han
de contener las senales o informacién necesaria para realizar estos procesos.
Estos segmentos se pueden dividir en diferentes partes segiin un criterio de
funcionalidad. Basicamente, un gen estaria constituido por 3 partes:

1. Promotor: que establece cuando y en qué cantidad se transcribird el gen.

2. Region codificante: el fragmento de DNA que determina la secuencia de
aminodcidos de la proteina codificada.

3. Terminador: que contiene las sefiales que determinan el término del
proceso de transcripcion, evitando que contintie hacia otros genes.

Todas estas sefiales son “leidas” y decodificadas por interacciones establecidas
con proteinas especificas. Ademads, algunos genes contienen intrones, los cuales
son secuencias dentro de un gen que son eliminadas en el procesamiento del
RNA mensajero mediante un proceso denominado de “splicing” y que, por
tanto, no estan presentes en el mRNA maduro. El ndmero, tamafo y posicién
de los intrones varia de un gen a otro. (3-4)

Librerias de DNA o denotecas

Una libreria de DNA es una colecciéon de clones de vectores que contienen
fragmentos de DNA, disefiada de tal manera que mediante un determinado
sistema de seleccién, se pueden llegar a separar los clones de interés.

Asi pues, una libreria de DNA podria ser una coleccién de fagos que
contienen una muestra representativa de fragmentos de un genoma (libreria
gendémica) o una coleccién de bacterias que contienen plasmidos en los que
se ha clonado una muestra significativa de los genes que se transcriben en un
determinado tejido.

Por tanto, para tener una librerfa deberemos tener:

* un sistema eficiente de clonaje de DNA, puesto que deberemos manejar
un ndmero considerable de clones.

* un sistema de seleccién de los clones que nos interesan de entre toda la
coleccién.

* un sistema para la obtencién de una muestra representativa del DNA a
estudiar. Segtn cual sea el propésito de nuestro estudio, existen diversos
tipos de librerfas:
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* librerias gendémicas: se elaboran a partir de DNA genémico de una
especie que se digiere hasta un tamano suficientemente pequefio para
ser clonado en el vector de una manera mas o menos al azar. La deteccion
se realiza mediante hibridacién de sondas.

* librerias de cromosomas especificos: como las anteriores pero a partir de
DNA de determinados cromosomas purificados. La seleccién se realiza
mediante hibridacién de sondas.

* librerias de cDNA: se realizan a partir de mRNAs de un tejido particular.
La seleccién se realiza mediante hibridacién de sondas.

* librerias de expresion: como el anterior pero el clonaje se realiza de
tal manera que la bacteria es capaz de transcribir y traducir la proteina
codificada por el fragmento de DNA. La seleccién se realiza detectando
la proteina en si mediante anticuerpos, o bien alguna manifestacién de
su actividad.

Genomica estructural y funcional

Para su estudio la genémica se divide en dos grandes areas:

Genomica estructural: ésta se ocupa de la caracterizacién fisica de genomas
enteros, se centra en la organizacién y la secuencia de la informacién genética.
Para secuenciar un genoma es necesario realizar un mapeo fisico o genético de
los cromosomas que forman ese genoma.

Genoémica funcional: se caracteriza el transcriptoma que esta constituido por
el conjunto completo de transcritos, producido por un organismo, el proteoma
o conjunto de proteinas codificadas por un genoma y el metaboloma o conjunto
total de metabolitos de una célula, como consecuencia de la funcién de los RNA
y proteinas. Aunque son muchos los métodos para estudiar el transcriptoma el
mas utilizado es el microarray de DNA, que permite el analisis simultaneo de
la expresién de miles de genes. Esto sera explicado a mas profundidad en los
capitulos sucesivos.

Proyectos genoma

A continuacién explicaremos de manera breve el desarrollo del proyecto del
genoma humano. Este se visualizé a partir de querer localizar los genes, lo cual
puede definirse con un mapeo genémico. Dentro de los iniciadores y promotores
de este proyecto se encuentra el profesor James Watson.
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La secuenciacién de un genoma completo obviamente permite descubrir
la secuencia de todos los genes sin embargo el trabajo no es tan sencillo; por un
lado, a partir de la secuencia total hay que identificar los genes,n segundo lugar,
una vez identificados los genes hay que conocer como se regulan y cudl es su
utilidad.

Existen autores que dadala complejidad de los genomas eucariotas aconsejan
como primera aproximacién, no abordar el estudio del genoma completo. Es
preferible estudiar sélo una fraccién del mismo, es decir aquellos genes que se
estan expresando en un momento determinado de la biologia del organismo.
Para ello se obtienen poblaciones de cDNAs que se secuencian de forma masiva
para generar miles de secuencias parciales o ESTs (Expressed Sequence Tags).
Estas secuencias cortas (300-500 pb) suelen ser suficientes para la identificaciéon
de los genes mediante comparacién con las secuencias existentes en las bases de
datos publicas (ej. Genbank, EMBL) utilizando para ello poderosos programas
de analisis informatico. La realizacién de bancos de ETSs de diferentes tejidos
en diferentes situaciones fisioldgicas conduciria al descubrimiento sucesivo de
nuevos genes hasta elaborar un catalogo de la mayoria de los que se expresan
en un ser vivo.

La aproximacién anterior; sin embargo, no permitia identificar genes que
se expresan a bajo nivel o en situaciones fisioldgicas no consideradas. La tnica
forma de tener un catalogo completo de los genes de una especie es secuenciar
su genoma. Para ello el DNA genémico total se digiere con enzimas de restriccién
apropiadas para generar fragmentos de gran tamano (100-300 kb) que se clonan
en vectores apropiados (p.ej BACs, cromosomas artificiales bacterianos) para
construir genotecas que contienen, al menos, una representacién completa del
genoma distribuida en decenas de miles de volimenes diferentes que se pueden
estudiar con detalle y secuenciar uno a uno.

Fue en 1978 que la revista Science dio a conocer la primera secuenciacién
de un genoma, el del virus del simio 40 (SV40) con 5.226 nucledtidos. En 1995
se publicé el primer genoma bacteriano en ser secuenciado, fue el de la bacteria
Haemophilus influenzae. En marzo del 2000, se publicé el genoma completo de
la Drosophila melanogaster gracias al consorcio publico y la compania Celera
Genomics.

La era de la genémica

En el comienzo del tercer milenio estimos asistiendo a una revolucién en el
conocimiento ylacomprensién de los procesos biolégicos debido ala convergencia
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de dos areas de la ciencia que han tenido un desarrollo tecnolégico enorme a
finales del siglo XX: la Biologfa Molecular y la Informadtica (la bioinformatica,
esta ciencia se explicard en el capitulo 7). Un nuevo campo de investigacion y
desarrollo emerge a gran velocidad y sus aplicaciones empiezan a vislumbrarse
en todos los ambitos de la actividad humana relacionados con la Biologia como la
Medicina, Farmacologia, Ganaderia, Agricultura y Silvicultura, Medio Ambiente,
entre otros. iLa era de la genémica ha comenzado!

En el mes de febrero de 2001, la revista Nature 409, 860-921 (2001),
publica el primer borrador del genoma humano, a este logro hay que anadir el
desciframiento en los dltimos anos de muchos tipos de genomas.

El proyecto del genoma humano

En general, el genoma es el conjunto completo de los genes de una especie. En
altima instancia se define por la secuencia completa de DNA, aunque por una
cuestion practica podria no ser posible identificar cada gen inequivocamente
solo con base en la secuencia. El ntimero de genes del genoma puede ser
identificado directamente al definir marcos de lectura abiertos. Mediante un
mapa genético (o de ligamiento) se identifica la distancia entre mutaciones en
cuanto a frecuencias de recombinacién. Un mapa de ligamento puede construirse
midiendo la recombinacién entre sitios en el DNA gendmico. Sin embargo, un
mapa de restriccion se construye dividiendo el DNA en fragmentos con enzimas
de restriccién y midiendo las distancias entre los sitios de division.

Se conoce actualmente que el genoma humano contiene 22 000 a 28 000
genes distintos que codifican proteinas y se localizan en 23 pares de cromosomas.
Estos genes diferentes representan secuencias de DNA exclusivas que existen
en copias Unicas o, a lo sumo, a razén de unas pocas copias por genoma. En el
genoma también existen varios tipos de secuencias repetidas de DNA. Estas se
dividen en dos clases principales: secuencias escasamente repetitivas (<10 copias
por genoma) y secuencias altamente repetitivas (>10 copias por genoma).

Algunas secuencias de DNA escasamente repetitivas estan formadas por
genes que especifican RNA ribosémico o proteinas histonas que las células
necesitan en grandes cantidades. Otras secuencias escasamente repetitivas no
poseen ninguna funcién conocida ttil, aunque es posible que participen en la
asociaciéon de hebras de DNA y en las reorganizaciones cromosémicas durante
la meiosis.






Capitulo 1l

La transcriptOmica: aplicacion en
enfermedades comunes

Julian Ramirez Bello

Introduccion

A principios del 2001 se publicaron dos trabajos independientes que
reportaron que el nimero de genes encontrados en el genoma humano era de
aproximadamente de 27,000.12 Unos anos mas tarde (finales del 2004), otro
reporte indicaba que el ntimero de genes apenas alcanzaba a los 22,287.% Estos
datos nos indican que el nimero de genes encontrados en el genoma humano
es muy bajo y abre nuevas perspectivas y posibilidades para estudiar a otros
mecanismos moleculares que generan a los aproximadamente 34,214 transcritos
diferentes, es decir, apenas hay 1.54 transcritos por gen.” Estos transcritos o
acido ribonucleico mensajero (RNAm) son las moléculas encargadas de “llevar”
el mensaje de la molécula de la herencia; el DNA del ntcleo al citoplasma en
donde se va a traducir dicha informacién. El estudio de la expresién génica es
de suma importancia debido a que los RNAm estin involucrados en diversas
etapas del desarrollo, diferenciacion, proliferaciéon, regeneracién, enfermedad
de células, tejidos, 6rganos, etc. Hasta hace apenas algunos anos el estudio de la
expresién génica era abordado mediante metodologia que involucraban a unos
cuantos genes o a genes individuales, actualmente con los nuevos desarrollos
tecnolégicos de dltima generacién y con los abordajes de expresién del genoma
completo en donde se evaltan bajo cierta condicién ambiental o patolégica
los perfiles de expresiéon de miles de genes en un solo experimento se han
podido identificar a una gran cantidad de genes involucrados principalmente
con rasgos patologicos. Ahora uno de los principales problemas generados
por esta herramienta molecular es interpretar los miles de resultados, después
de la interpretacién de estos resultados se pretende determinar y generar un
panorama mas amplio acerca de los aspectos moleculares involucrados en dichas
patologias y en un futuro no lejano se espera que puedan tener un efecto directo
en la prevencién, diagnostico, pronoéstico y tratamiento de los pacientes.

15
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Caracteristicas del RNA

Tanto el DNA como el RNA son los dcidos nucleicos encargados de almacenar y
trasmitir la informacién genética de generaciéon en generaciéon. A diferencia del
DNA, el RNA cumple diversas funciones biolégicas dentro de una célula, tejido,
6rgano, sistema o individuo. Actualmente, se han descrito una gran cantidad
de RNAs que cumplen diversas funciones biolégicas en la célula que incluyen
transmisién de la informacién genética, regulacién génica, unién a ligandos,
catalisis, desarrollo, proliferacién, hematopoyesis y apoptosis, entre otros,
dentro de las células.*® Entre estos RNAs se encuentran los RNA ribosomales
(RNAr), RNA de transferencia (RNAt), RNAm, microRNAs (miRNAs), RNAs
de interferencia (RNAi) y cada uno de estos cumplen diversos procesos
biolégicos en una célula-tejido-6rgano u organismo. Estas funciones incluyen
“llevar” la informacién del DNA del ntcleo al citoplasma, sin embargo, un
numero de funciones diferentes se llevan a cabo, estas incluyen formar parte
de componentes celulares como los ribosomas, o funcionales como enzimas,
regulacién de la expresion y traduccién génica, transporte de aminoacidos,
entre otras. Tanto el DNA como el RNA estan formadas por un azicar, una
base nitrogenada y un grupo fosfato. Sin embargo, existen algunas diferencias
entre estas moléculas (Tabla 1). Una de ellas estd en el azicar, ya que en el
RNA se encuentra una ribosa en vez de desoxirribosa (de aqui el nombre de
acido ribonucleico) (Figura 1), mientras que la base nitrogenada es el uracilo y
no una timina que se encuentra en el DNA (Figura 2). Otras caracteristicas de
los RNAs son las siguientes: las hebras son sintetizadas como una sola cadena
y estan formadas por los nucledtidos A, C, G, U, unidos entre si por enlaces
fosfodiéster (Figura 3), debido a esto la conformacién que pueden tomar los
diversos RNAs dentro de las células es muy compleja y diversa, mientras que el
DNA siempre se encuentra en la célula en forma de hélice de doble cadena. La
replicacion del DNA va en una orientacién 5->3, la transcripcion también lleva
esta misma orientacién; 5->3. La expresién génica a su vez, es un fenémeno
muy complejo y una gran mayoria de los genes expresados en tejido especifico,
solo se expresan bajo cierto estimulo o factor ambiental, es decir, solo bajo ciertas
condiciones y en un tejido especifico se puede expresar cierto gen.
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Tabla 1.
Tabla comparativa de las diferencias entre DNA y RNA

Caracteristica DNA RNA

Cadena 2 1

Azacar Desoxirribosa Ribosa

Bases nitrogenadas Adenina, timina, guanina, Adenina, uracilo, guanina, citosina
citosciina

Complementaridad DNA-DNA RNA-RNA
AT, T-A, G-C, C-G A-U, U-A, C-G, G-C

Funcién Contiene genes y Lleva la informacién genética del nicleo
almacena la informacién  al citoplasma, forma parte de organelos
genética (ribosomas) o proteinas (ribozimas), transporta

a los diferentes aminoacidos, regula la
expresion y traduccion, etc.

Ubicacion Nucleo y mitocondria de  Los genes tienen expresion tejido especifico
todas las células

Estructura y plegamiento del RNA

A diferencia del DNA humano encontrado en el nticleo y en la mitocondria, la
mayoria de los RNAs son sintetizados como una sola hebra de nucleétidos, dicha
hebra esta formada por los nucledtidos A, G, C 'y U (el DNA remplaza la timina
por el uracilo), inmediatamente iniciada la sintesis de los RNAs, éstos deben
sufrir un plegamiento molecular que les permitird tener una estructura estable
e iniciar practicamente todas sus funciones celulares. El plegamiento de los
RNAs comprende un ordenamiento espacial que es de suma importancia para
realizar practicamente cualquier funcién célular de los RNAs en las células. Los
diferentes RNAs estan formados por secuencias cortas de pares de bases Watson-
Crick y son interrumpidas cominmente por estructuras denominadas bucles u
otras estructuras mas complejas que estabilizan a la molécula. Comtinmente, el
RNA es clasificado de acuerdo a su estructura primaria, secundaria y terciaria, la
primera hace referencia a una secuencia ordenada de nucleétidos, la segunda a
estructuras en donde intervienen nucleétidos no apareados, aqui se encuentran
una gran cantidad de estructuras como asas, bucles, horquillas, tallo-bucle, etc.,
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finalmente, la estructura terciaria es una estructura mis compleja e involucra mas
de una estructura secundaria, aqui interaccionan éstas y su adaptacién molecular
refleja la funcionalidad bioldgica de los diferentes RNAs en un organismo.”* Las
diferentes conformaciones adquiridas por el plegamiento espacial de los RNAs
son de vital importancia ya que estas ayudan a mantener su estabilidad molecular
debido en gran parte a la unién de diversas proteinas al RNA, esta interaccién
evita que los diferentes RNAs sean degradados rapidamente por RNasas.’

Generalidades del RNAm

Comunmente los diversos RNAs son clasificados en RNAs no codificantes o
reguladores y codificantes o los que producen a los RNAm. Para que las células
lleven a cabo cada una de sus funciones, primero se debe de copiar o “transcribir”
parte del DNA que lleva dicha informacién genética, este proceso se denomina
transcripcion génica (Figura 4), y es un fenémeno biolégico que esta regulado
de manera compleja con diversas proteinas. Asi, la transcripcién génica implica
entre otros fenémenos el remodelamiento de la cromatina, la apertura de la doble
hebra de DNA, la unién de factores de transcripcién generales y especificos de
la transcripcién, la unién de la RNA polimerasa 11 (para los genes que sintetizan
proteinas) (Figura 5).!° Se ha calculado que solo el 2% del total de la secuencia del
genoma humano esta involucrado en la codificaciéon de las proteinas.® Mientras,
otros autores han reportado que aproximadamente el 90% del genoma es
transcrito, estos datos sugieren que la mayoria de los genes transcritos son RNAs
que cumplen diversos procesos celulares como por ejemplo la regulacién de
procesos biolégicos anteriormente mencionados y no estan involucrados en
la sintesis de proteinas.'" En general, los RNAm son cortos y pueden abarcar
apenas unas cuantas miles de pb. Su expresién depende del estimulo ambiental
o enfermedad, mientras que su vida media depende de una cola de poliadeninas
(poliA) que se encuentra en la regiéon 3" UTR (regién no traducida) del RNAm y
de la estructura que el RNAm pueda adoptar, asi como de la unién de diversas
proteinas que las protegen de su degradacion.
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Transcripcion

DNA

VQ‘I.MM . m Bl RNA mensajero

CAP

Figura 4. Transcripcién génica. EI RNA se copia o transcribe a partir de una cadena molde de
DNA |, la orientacion de la transcripcién es 5°->3".
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GTFs Reclutamiento de Reclutamiento de RNA Pol Il
GTFs y Mediador

Figura 5. Regulacién de la trancripciéon génica. El proceso de transcripciéon en eucariotes es
altamente regulado y complejo, en dicho proceso se requiere de la reorganizacién de la cromatina,
apertura de la hebra de DNA, y de la unién de varias proteinas denominadas factores de transcripcién
al promotor del gen.

La transcripcion génica

La regulaciéon temporal y espacial de la expresion génica es un determinante
fundamentalenlarespuestacelularasenalesambientalesy fisiol6gicas particulares.
Los RNAm que se transcriben a partir de genes que producen proteinas son
copia fiel de la cadena de DNA molde que lleva una secuencia codificante, en este
proceso se requiere de una serie de proteinas que estan implicadas en la sintesis
del RNAm, elongacién y terminacién de la transcripcion. El paso mas importante
de este evento es el inicio de la transcripcién y este comienza en la regién 5 de
un gen, en esta region se encuentra la regién reguladora de la transcripcién la
cual se denomina promotor, dichos promotores son cominmente divididos en
nucleo y elementos préximos al promotor. El nicleo o promotor minimo, es la
secuencia de nucleétidos minimos necesarios para iniciar la transcripcién in vivo,
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en humanos se localiza aproximadamente en la posiciéon -45 a -20 pb rio arriba
del sitio de inicio de la transcripcién, mientras que los elementos préximos al
promotor pueden ayudar a regular de manera mas especifica la transcripcién
génica. En el promotor minimo, se encuentran secuencias consenso que son
reconocidas por una gran cantidad de proteinas que incluyen a la proteina
de unién a la caja TATA (TATA binding protein; TBP), factores de transcripcién
generales (TBP Associated Factor; TAFs) y RNA polimerasa IT (Figura 6).'"? La RNA
pol II es un complejo multiproteinico de alto peso molecular, pero no se no
reconoce al promotor y no puede iniciar la transcripcién sin la ayuda de los
factores generales de la transcripcion (Figura 7)."" Todo este complejo de pre-
iniciacion tiene la funcién de reconocer a secuencias consenso como la caja TATA
ubicada apenas unas cuantas bases rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién
y de unir a la RNA polimerasa II al promotor (Figura 7). En los elementos
proximos al promotor se encuentran secuencias consenso que son importantes
para potenciar (enhancer) o inhibir (silencers) la transcripcién génica, por
ejemplo, la caja GGGCGG la cual estd presente en la mayoria de los promotores
eucariotes esta localizada en los primeros 100 pb rio arriba del sitio de inicio de
la transcripcién y es reconocido por Spl.” Otro elemento, es la caja CCAAT, la
cual funciona como un enhancer, su localizacién generalmente estd alrededor
de 75 pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripciéon y es reconocido por
CTF/NF1."*" Alteraciones genéticas en dichas secuencias consenso ubicadas en
el nicleo del promotor o en los elementos préximos, pueden generar alteracién
a nivel de expresion, llevando a una sobreexpresiéon o subexpresiéon génica.

-37 -32 -31 -26 -2a+4
BRE Caja TATA Inr

Figura 6. Promotor minimo o ntcleo del promotor. Esta region es la minima necesaria para
iniciar la transcripcién, secuencias concenso importantes de reconocimiento a proteinas y factores
de transcripcién se encuentran en esta regiéon. BRE; elemento de reconocimiento al factor de
transcripcién IIB (TFIIB), TATA; sitio de reconocimiento para la proteina de unién a la caja TATA,
INR; Iniciador de la transcripcion.
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Figura 7. La transcripcién en eucariotes. La unién y reconocimiento de los factores generales
de transcripcién, asi como la unién de factores asociados (TAFs) a la proteina de unién a la caja TATA
es un proceso sumamente complejo y regulado, estas proteinas ayudan a la RNA polimerasa II a
unirse con el DNA e iniciar la transcripcién génica.

Corte y empalme (splicing alternativo)

Cuando los RNAm son recientemente sintetizados (pre-RNAm), estos van
formados por regiones intrénicas que se tienen que eliminar para dejar a RNAm
maduros, asi los pre-RNAm sufren varios rearreglos genéticos para generar
RNAm maduros o secundarios, el producto final es un RNAm sin intrones.
Brevemente, el pre-RNAm es transcrito del DNA en el nucleo, el siguiente paso
es eliminar a los intrones, que son secuencias de nucleétidos que no codifican a
proteinas, pero que son importantes en la regulacién génica, en estas regiones
se encuentran secuencias consenso implicadas en el splicing alternativo, ademas
de otras secuencia como silencers y enhancer intrénicos y exénicos que también
son importantes para la generacion de isoformas génicas.'® Una vez que los
intrones son eliminados, los exones son ligados (Figura 8). Es asi, como a partir
de un solo gen y a través de splicing alternativo se generan varias isoformas del
RNAm y de las proteinas.'” Las proteinas implicadas en el splicing alternativo se
encuentran en el espliceosoma, este complejo multi-megadalton estd constituido
por una maquinaria de 6 ribonucleoproteinas denominadas U1-U6, y cada
una de ellas juega un papel fundamental en este proceso.'” Por ejemplo, la
ribonucleoproteina U2 encontrada en todos los eucariotes es la encargada
de remover a los intrones mas comuinmente encontrados en los intrones de
eucariotes. Brevemente, los intrones de los pre-RNAm son removidos a través
de dos pasos de transesterificacién. En el primer paso, el punto de ramificacién
(branch) en donde se encuentra una adenosina ubicada en los intrones, sufre
un ataque nucleofilico sobre el sitio de splicing 57, resultando en la ruptura
del pre-RNAm y en la unién del extremo 5” del intrén al sitio de ramificacién
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donde esta la adenosina. El segundo paso implica al sitio de splicing 37, el cual es
atacado por el grupo 3” OH del extremo 5” del exén (Figura 9)."” Finalmente,
los intrones son liberados y uno o varios RNAm maduros son generados a partir
de un solo gen, prosiguiendo asi a la sintesis de proteinas en el citoplasma celular

Gen Sitio de inicio de la transcripcion
Intron 1 Intron 2
—
— I

Exon 1 Exon 2 Exon 3

Transcripciéon

Transcrito primario o pre-RNAm b

— N — T —

Splicing

v
Transcrito secundario o RNAm
N I
Figura 8. Splicing alternativo. Este proceso es de suma importancia para generar isoformas

de los genes, asi, este proceso implica eliminar a los intrones de los pre-RNAm y producir RNAm

maduros.

Pre- mRNA

A Exon1 # H Exon 11
5 ' I G UAUGU————TACUAAC YACG I

A A

A
Stho de splicing 57 Sthio de ramificacién Sitio de splicing 37

ler ataque nucleofilico

A

—OH |—OH
PAp (p [ p EEEE

Sexon @'@«——+— Intron — ) 3° exon

Figura 9 (A). Proceso molecular del splicing alternativo, paso 1 de la transesterificaciéon.
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B u
Exon I G Exon 11
5 ' I - OH —+ UACUAAC YAG I

G A
—0OH |—-0H
.AP P
37 exon

Segundo ataque nucleofilico

Figura 9 (B). Proceso molecular del splicing alternativo. Segundo paso de la transesterificacién
necesaria para eliminar a los intrones de los pre-RNAm, los sitios de ramificacién (sobre todo la
adenosina) y los sitios de splicing 5 y 3” son importantes para la eliminacién de los intrones (ver
texto).

Traduccion del RNAm

Laestructura general del RNAm maduro se muestra en la Figura 10, brevemente,
el RNAm estd formado por un extremo 5” y 3”. En el extremo 5° hay una
estructura denominada 5"UTR o regién 5 no traducida, aunque si se transcribe
(untranslated region; UTR), seguida por la secuencia codificante que va a originar
a un péptido o proteina, finalmente hay una regién 3 UTR involucrada en la
estabilidad del mensajero, cada parte del RNAm juega un papel fundamental en
la regulacién de la traduccion, en la codificacién del péptido o proteina y en la
estabilidad del RNAm.'? Después de iniciarse la sintesis del RNAm hay algunas
estructuras que se le anaden, una de ellas es la 7 metilguanosina, que es un
nucledtido modificado de la guanina que se agrega en el extremo 5°, mientras
que en el 3° UTR se le agrega una cola de poliA mediada por una senal de
poliadenilacién, esta estructura es importante y evita la degradacién del RNAm
por medio de RNasas, aumentando asi su vida media en el citoplasma. El RNAm
sintetizado en una orientacién 5°->3" se une a los ribosomas (organelo formado
por dos subunidades en los eucariotes; subunidad mayor 60S y menor 40S) por su
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extremo 5~ y comienza a traducirse en dichos organelos ubicados en el citoplasma
de la célula de forma libre o unidos al reticulo endopldasmico rugoso (Figura 11).
Una vez que el RNAm es reconocido por el ribosoma, los RNAt comienzan a
transportar a los diferentes aminoacidos y la sintesis de proteinas comienza. En la
célula eucariética hay aproximadamente 31 tRNAs, muchos de ellos transportan
al mismo aminodcido o a diferentes aminoacidos (las proteinas cominmente
estin compuestas por una combinacién de 20 diferentes aminoacidos que se
muestran en el c6digo genético de la figura 12, el cédigo genético es degenerado,
porque mas de un codén codifica para un mismo aminoacido). El tRNA esta
formado por 4 estructuras que tienen funciones especificas, el brazo aceptor de
aminodacido y tres bucles, de éstos uno reconoce al ribosoma, otro es reconocido
por la aminoacil-tRNA sintetasa que une a los aminoacidos al tRNA y otro mas
involucrado en presentar el anticodén y complementarse con un codén del
RNAm, que lleva el aminoacido que corresponde a la secuencia complementaria
del RNAm (Figura 13). E1 RNAm puede pasar a través de un solo ribosoma o a
través de un agregado de poliribosomas y producir varias moléculas de proteinas
(Figura 14). La traduccién de las proteinas se divide en tres pasos: el inicio, la
elongacién y la terminacién de la traduccidn, en cada etapa hay varias proteinas
que juegan un papel principal en dicho proceso, como los factores de inicio, de
elongacién y de terminacién; ademas, en el RNAm hay codones que indican que
la sintesis de proteinas debe iniciar o terminar (codén de inicio de la traduccién;
AUG y de terminacién; UAA, UAG y UG).

Control de traduccion Localizacion subcelular Estabilidad

/1N

. f—/%

RNA antisentido
. 3—s
@ Coding sequence

AAUAAA— A4

s

Interaccion con proteinas  Complejo con proteinas

5"UTR 3"UTR

Figura 10. Estructura general de un RNAm maduro. La estructura de un tipico RNAm
eucariote estd constituido por una estructura de gorro o CAP en el extremo 5 UTR, ademads de la
secuencia 5" UTR, que regula eventos de la traduccion, la region codificante sin intrones, finalmente
tiene una estructra 3"UTR, que regula la vida media del RNAm, ademads se le une a este extremo
una cola de poliA, que no estd en la estructura del gen.
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Unién de la fenilalanina

Aminoacido al ARNT ™

(Fenilalanina Phe)
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ARNt especifico
de la fenilalanina
(ARNt#e)
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Figura 11. Traduccién de una RNAm. La sintesis de proteina comienza cuando el RNAm se
une a los ribosomas por su extremo 5°, posteriormente comienza a desplazarse y los aminoacidos
son agregados por sus transportadores; los tRNAs que llevan un anticodén que es complementario
al codén del RNAm, asi los tRNAs unen aminodacidos especificos y se sintetiza un péptido o una
proteina.
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Figura 12. Cédigo genético. El cédigo genético en humanos esta formado por una secuencia de
tripletes o codones que codifican a los diferentes aminoacidos que forman a un péptido o proteina.
Este cédigo genético es degenerado, porque hay mds de un codén para el mismo aminoacido.
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Figura 13. Estructura de un tRNA. Los tRNAs estan formados por cuatro estructuras basicas,
que tiene funciones especificas en el reconocimiento del ribosoma, del anticodén y en la transferencia
de los aminoacidos.

Figura 14. Polirribosomas. Estos organelos celulares estin implicados en la sintesis de proteinas,
de hecho el agregado de estos ribosomas potencializa la cantidad de proteina que se origina de un
solo RNAm.
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Variantes genéticas que afectan al RNAm

Los recientes estudios realizados en el genoma humano han identificado que
variantes genéticas comunes (polimorfismos) distribuidas a través de todo el
genoma pueden tener una influencia en la biologia de la molécula del RNAm,
ya sea a nivel de expresion, traduccién, splicing alternativo o estabilidad del
mensajero.'®%22 En el genoma humano se han identificado varios tipos de
polimorfismos que tienen una frecuencia mayor al 1% en individuos sanos, los
cuales incluyen a los repetidos cortos en tandem (STRs), repetidos en tandem
de ntimero variable (VNTRs), inserciones/deleciones de una o mas pb (INDEL),
los polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) y las variantes en el nimero de
copia (CNVs) (Figura 15).2%" Los polimorfismos mas ampliamente distribuidos
en el genoma humano son los SNPs y las CNVs. Los SNPs pueden tener una
distribucién de 1 en cada 300 pb, y se ha propuesto que pueden alcanzar hasta
aproximadamente 20 millones de ellos en el genoma humano.” Los SNPs que
tienen una implicacién en la regulacién de la expresion génica del RNAm,
traduccion, splicing alternativo y estabilidad de la proteina se denominan SNPsr
(SNPs reguladores). Por otro lado, los CNVs son segmentos de DNA que tienen
un tamaio igual o mayor a 1 kb e incluyen inserciones, deleciones, duplicaciones
y que han sido recientemente reportadas en el genoma humano.?* Debido a que
los SNPs estan distribuidos ampliamente a través de todo el genoma humano y
a través de la estructura de un gen pueden causar susceptibilidad a desarrollar
diversas enfermedades, como obesidad, mellitus tipo 2 (DMT?2), hipertensién
arterial (HTA), enfermedades autoinmunes, como lupus eritematoso sistémico
(LES) o artritis reumatoide (AR), entre otras.'®*' Los SNPsr pueden afectar los
niveles de expresién génica, ya que pueden crear o destruir sitios de unién
a factores de transcripcién llevando a una subexpresion o sobreexpresion
génica.'®?12220 Este efecto se ve reflejado en la creacion de un sitio de unién al
factor de transcripcién Oct-1 generado en el promotor del gen TNF-a, ubicado
especificamente en la posiciéon -376G/A.?7 El inicio de la sintesis de proteinas
esta regulada por diversas estructuras que forman a los RNAm, una de ellas es
la de los sitios de entrada al ribosoma (IRES), los multiples codones de inicio
de la traduccion AUG, etc., una vez que el RNAm se une a la subunidad 40S
del ribosoma comienza su traduccién.?* Esta region se ha asociado a varias
patologias entre las que se incluyen a la trombocitemia hereditaria. De hecho, la
regién 5" UTR del gen involucrado en esta patologia es altamente regulado por
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inhibicién de los marcos de lectura abierto (ORFs), cuando hay una mutacién
el RNAm es traducido eficientemente y produce esta patologia.?® En los intrones
también existe una gran cantidad de elementos regulatorios que influyen en la
formacién de nuevas isoformas del RNAm y por lo tanto de proteinas, en esta
regién cominmente se encuentran los sitios aceptores y donares de splicing,
asi como los enhancer y silenciadores exénicos e intrénicos, alteraciones en
estas secuencias causadas por SNPs pueden generar susceptibilidad a diversas
enfermedades produciendo nuevas isoformas asociadas a ciertos fenotipos
clinicos, un ejemplo de esto lo representa un SNP ubicado en el gen que codifica
a la 3 hidroxi-3-metilglutaril -coenzima A reductasa (HMGCR), el cual genera
nuevas isoformas que se asocian a niveles altos de colesterol-LDL." Por otro lado,
se ha reportado que la inactivacién de un silenciador exénico por un SNPr causa
susceptibilidad a esclerosis multiple por la inclusién de un exén.'** Finalmente,
la regiéon 3" UTR se ha asociado con regulacién de la traduccién, localizacién y
estabilidad del RNAm, SNPs encontrados en esta regién se han asociado con una
mayor o menor estabilidad del RNAm en el citoplasma.

Variantes en el nimero de copia

Cromosoma
de referencia
A B
D D
| |
SNiPs o SNPs= i
DT
AGCTTGACTCCATGATGATT
AGCTTGACGCCATGATGATT
AGCTTGACTCCCTGATGATT
AGCTTGACGCCCTGATGATT
AGCTTGACTCCCAGATGATT E
0

cromosoma que presenta
CNVS

Figura 15. Polimorfismos comunes encontrados en el genoma humano. Recientemente, con
la secuenciacién del genoma humano se han descrito millones de SNPs y un ntimero muy alto de
CNVs. Estos polimorfismos son comunes y representan cambios de un sélo nucleétido (SNPs), o
duplicaciones o deleciones mayores a 1 kb (CNVs). En la figua 14A.se muestra el cambio en una sola
posicion en la secuencia de DNA, mientras que en B se muestra una CNV, especificamente hay una
D en el cromosoma de referencia, mientras que en el otro homélogo hay una duplicaciéon, o una C
en el cromosoma de referencia y una delecion en el homélogo.



30 ]. M. Lesher Gordillo C. A. Tovilla Zarate
De la expresion génica de denes aislados a la transcriptomica

Desde la introduccion de esta tecnologia en afos recientes, el panorama cientifico
ha cambiado drasticamente. El objetivo de esta tecnologia de tltima generacion es
identificar una cantidad impresionante de genes asociados a diversos fenotipos,
enfermedades, etc., esta metodologia nos ha ayudado a analizar la expresién de
miles de genes (transcriptoma) en un sélo experimento bajo cierto fenotipo o
enfermedad, asi los analisis clasicos de RT-PCR empleada para analizar un gen
o pocos genes se estd olvidando rapidamente (Figura 16). Es con esta tecnologia,
como ha nacido la era de la genémica funcional, transcriptémica, proteémica,
fenémica, metabol6mica, nutrigendmica, etc. Ahora, los cientificos se encuentran
con el reto de poder interpretar la gran cantidad de resultados arrojados por
esta tecnologia de punta y de alto rendimiento. A pesar de este gran avance, esto
representa un gran problema para los paises en vias de desarrollo, pues estas
metodologias implican una gran cantidad de recursos econémicos, técnicos y
cientificos. Adn en paises desarrollados, la gran cantidad de datos que se esta
generando de éstos estudios, impide llegar a conclusiones precisas, debido a
que estos experimentos generan una cantidad enorme de factores de confusién
como por ejemplo, modelo de estudio, linea celular, estimulo, patologia,
heterogeneidad clinica, genética y molecular, software, etc. Asi, en diferentes
estudios donde se analiza la misma patologia se encuentran diferentes genes
sobre-expresados o subexpresados, y los resultados no son replicados. A pesar
de esto, los pocos resultados han servido para hacer el andlisis global de los
genes que alteran su expresién bajo cierta condicién o enfermedad. En un
futuro, se pretende que estos datos puedan ser empleados como biomarcadores
moleculares, o como blancos clinicos o moleculares, ya sea en cincer, DMT?2,

31 ademads; con estos estudios se

obesidad, enfermedades autoinmunes, etc.,
busca identificar a moléculas clave que pueden ser utilizadas como marcadores
de susceptibilidad, prevencién, diagnéstico y pronéstico. De esta manera se trata

de hacer una medicina genémica personalizada.
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Figura 16. Herramientas empleadas en genética y genémica funcional. A) La expresién de
genes hace algunos afios se realizaba en uno o unos cuantos genes que se expresaban bajo cierta
condicién. B) Actualmente se ha implementado el andlisis de expresién del transcriptoma completo
a través de microarreglos de expresion.

Micro arreglos

Herramientas moleculares empleadas en transcriptomica

Diversas herramientas moleculares han sido empleadas para el analisis de
expresién génica, entre ellas se encuentran a la RT-PCR de punto final o en
tiempo real, northern blot, analisis serial de la expresion génica (SAGE), display
diferencial, microarreglos de expresiéon punteados y de oligonucledtidos de
alta densidad.**? Cada una estas técnicas presentan ventajas y desventajas,
sin embargo, solo los microarreglos punteados y de alta densidad disefiados
principalmente por Affymetrix e Illumina pueden analizar miles de genes en un
chip que alcanza un tamafio de apenas unos cuantos centimetros de longitud,
de éstos dos, el dltimo puede analizar la expresién génica de un mayor ntimero
de genes (Figura 17). Estos dltimos microarreglos son bastantes bondadosos,
altamente reproducibles, sensitivos y requieren pequenas cantidades de RNAm.
Asi, desde su introduccién hace mas de una década, la investigacién en los
analisis de expresién génica ha cambiado completamente el panorama cientifico
debido al gran salto que se ha dado con la transcriptémica (técnicas moleculares
que analizan los perfiles de expresion del transcriptoma completo).
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Figura 17. Microarreglos de expresién. Esta metodologia estd basada en miles de pozos
ubicados en una plataforma de vidrio o de plastico, cada pozo puede tener oligonucleétidos de DNA
sintetizados para cada gen expresado en una célula, tejido, etc. Un laser interpreta a los genes que
se unieron a estos oligonucledtidos de DNA y crea una imagen que puede indicar una subexpresién
o sobreexpresion génica.

Inicialmente se necesitan moléculas de RNAm para poder hacer estudios
de expresion génica. Este RNAm se puede extraer practicamente de cualquier
célula, tejido u 6rgano de una planta o animal, o incluso de una linea celular.
Cuando se extrae el RNA, este va en conjunto con todos los RNAs que el
organismo sintetiza, por ejemplo, RNAr, RNAt, RNAm, etc. Dicha extraccién se
puede realizar a través de una gran cantidad de reactivos como trizol que aisla
al RNA de tejidos, con trizol-LS si el RNA se tiene que obtener de leucocitos de
sangre periférica, o a través de columnas de silica, etc. Una vez obtenido el RNA
total, se debe de sintetizar la primera hebra de cDNA (DNA complementario)
a través de oligos dT, y con la ayuda de una enzima denominada transcriptasa
reversa (Figura 18). EI RNAm tiene una cola de poliA que se va complementar
con el oligo dT, posteriormente la transcriptasa reversa va a agregar nucleétidos
a la cadena creciente de sintesis. Una vez sintetizada la primera hebra de cDNA
se procede a degradar la hebra de RNA, este paso implica la digestion del RNA
por medio de una RNasa, posteriormente una DNA polimerasa sintetiza a la
segunda hebra de cDNA. Este cDNA de doble cadena sirve entonces para realizar
el analisis de expresiéon génica de un solo gen o de miles de ellos, siempre y
cuando los RNAm de interés tengan en su extremo 3~ una cola de poliA.
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Figura 18. Procedimiento metodoldgico en la sintesis de DNA complementario (cDNA).

Actualmente, para el andlisis de expresion génica global existe una
gran cantidad de microarreglos de expresiéon disponibles en el mercado, sin
embargo, las dos compaiias mas robustas en los anélisis de alta densidad son los
microarreglos de expresiéon de Affymetrix e Illumina. Los microarreglos mas
comunmente empleados y reportados en articulos cientificos para estos analisis
son los desarrollados por Aftymetrix.

Fundamentos de los microarreglos de expresion

En general, la tecnologia de los microarreglos se basa en la hibridaciéon de
DNA, ¢cDNA u oligonucledtidos inmovilizados o adheridos a una superficie
sélida de vidrio, plastico, etc., en la miniaturizaciéon, fluorescencia, lectura de
la fluorescencia e interpretacion de datos. Hoy en dia, diferentes companias
ofrecen una gran variedad de microarreglos de expresién, basicamente los
microarreglos si dividen en dos tipos; a) microarreglos de cDNA de disefio
compuestos de cDNA u oligonucleétidos y, b) de alta densidad que contienen
oligonucleétidos sintetizados por Affymetrix e Illumina. El primero de ellos
puede analizar en un mismo arreglo dos muestras diferencialmente marcadas,
pero requiere que los genes sean colocados sobre el chip, esto requiere de clonas
o de miles de secuencias de PCR, a estos microarreglos también se le conoce como
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microarreglos punteados (cominmente se denominan “hechos en casa”). Estos
arreglos son vendidos por varias compaifiias como Qiagen (CA, USA), mediante
ellos se interroga de manera sencilla la expresién de genes entre muestras
diferencialmente marcadas y que presentan diversos fenotipos o enfermedades.
En esta metodologia, las sondas son disefiadas por programas bioinformaticos
tomando en cuenta la regién de interés y aunque estos microarreglos “hechos
en casa” son relativamente baratos a gran escala, su principal inconveniente es
la gran cantidad de tiempo requerido para optimizacién de las condiciones,
y ademas, el equipamiento resulta muy costoso.”’ Otro tipo de microarreglos
punteados son los disefiados por Agilent (CA, USA) y Amersham Biosciences
(NJ, USA), estos mejoran el analisis de expresién, sin embargo, la relacién
precio-beneficio resulta atin mas costoso. A pesar de estas ultimas mejorias, los
microarreglos punteados tienen varios inconvenientes como por ejemplo el
nimero de sondas (20,000-50,000) por cada microarreglo, esto debido al propio
disefio de la metodologia.

Otro tipo de microarreglos que han tenido gran éxito son los disenados
por Affymetrix o Illumina, ambos son de sintesis de oligonucleétidos que son
colocados en pozos de superficies sélidas o en perlas, respectivamente. Cada
uno de los pozos contiene cientos de miles de secuencias cortas de DNA llamadas
sondas, y cada una de ellas tiene una secuencia tnica de nucleétidos que es
complementaria a un sélo gen que se esta expresando. Los microarreglos de
Aftymetrix por ejemplo, no solo identifican la expresién génica sino que ademas
identifican a las diferentes isoformas de diversos RNAm de los genes, este avance
ha ampliado drasticamente la identificacién de isoformas de los genes que se
estan expresando en cierta condicién o patologia.

En general, el RNAm es extraido de una célula/tejido u érgano, a partir
de €l se sintetiza cDNA en presencia de oligonucle6tidos marcados. En el caso
de los microarreglos de diseno el RNAm es retrotranscrito en presencia de
nucleétidos marcados, usualmente se emplean los fluoréforos Cy3 y Cyb. Esta
estrategia permite el andlisis de dos colores que identifican a mensajeros de
una célula tumoral y una normal en un mismo arreglo. Mientras que para los
de alta densidad usualmente se emplea biotina no marcada que interacciona
con estreptavidina marcada, asi la sonda es fragmentada e hibridada con los
oligonucleodtidos del microarreglo (Figura 19).* Entre las desventajas de este
tipo de microarreglos es su elevado costo ya que cada uno de ellos se aplica a un
solo experimento.



Introduccién a la Genomica 35

cRNA o cDNA

Células AAAA~—AAAA A I
o nanA Hibridacion

(0} Y
O . NG

purificacion del RNA

- & e =g

Microarreglos Sondas

Figura 19. Microarreglos de expresién. En general, en los microarreglos de expresién primero
se extrae el RNA de una linea celular, tejido, etc., posteriormente se captura alos RNAm y se sintetiza
c¢DNA o cRNA, estos van a ser marcados con algin fluoréforo, posteriormente, este acido nucleico
va a hibridar con una sonda de DNA contenida en los pozos del arreglo y finalmente estos datos son
interpretados por un lser.

Affymetrix

Affymetrix fue una de las grandes compaiias impulsora de la tecnologia de
microarreglos de DNA de alta densidad, su tecnologia estd basada en la sintesis
de oligonucleétidos y no en productos de PCR, ésta caracteristica tiene grandes
ventajas, la principal de ellas radica en que no se requieren clonas fisicas que
representan a los diferentes genes de interés. Esta ventaja se ve reflejada en
aquellos genes que tienen una baja expresién o que estin restringidos a un tipo
celular, ya que pueden sintetizarse sin los problemas que conlleva la generacién
de productos de PCR a partir de las clonas. Otra ventaja que representa el disefio
de oligonucleétidos es su especificidad, con esto es posible distinguir entre la
expresiéon de genes pardlogos y evitar una hibridacién cruzada entre genes,
este punto es uno de los principales problemas que representan los productos
generados por PCR.

Desde la incorporacion de esta tecnologia, Affymetrix ha generado diversos
microarreglos. Actualmente, se estan empleando los de tltima generacién que
implican a un mayor nimero de sondas y el analisis de un mayor ntimero de
genes expresados, entre estos microarreglos se encuentra el Genechip® human
exon 1.0 STy el Genechip® gene 1.0 ST, ambos microarreglos no solo identifican
los niveles de expresiéon de genes que tienen colas de poliA, sino también a las
isoformas que se estan expresando. Esto es relevante en el campo de la expresion
génica y de las enfermedades. Debido a que no todos los RNAm tienen cola de
poliA, es posible que estos escapen de los analisis de expresién que dependen
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de la cola de poliA, de esta manera, los microarreglos clasicos que incorporan
RNAm que tienen en su extremos 3” una cola de poliA no pueden diferenciar
a las diversas isoformas generadas por corte y empalme alternativo, evitando
asi, la identificacién de isoformas que juegan un papel fundamental en diversas
enfermedades, de hecho, el proceso de corte y empalme es tan importante en
la generacién de isoformas que mas del 60% de los genes lo presentan, incluso
hay otros reportes que indican que la mayoria de genes humanos sufren splicing
alternativo.’*® De hecho, se ha documentado que aproximadamente el 50% de
las enfermedades se deben a mutaciones puntuales que ocurren en estos sitios y
aproximadamente el 75% altera secuencias codificantes.*® Asi, los microarreglos
Genechip® human exon 1.0 ST y el Genechip® gene 1.0 ST producidos por
Affymetrix pueden identificar alteraciones en los niveles de expresion y splicing
alternativo.

El microarreglo Genechip® human exon 1.0 ST investiga a 1 millén de
exones con aproximadamente un set de 1.4 millones de sondas, 4 sondas por
ex6n y 40 por gen. El segundo arreglo interroga a aproximadamente 28, 869
transcritos con 764,885 sondas. Las sondas son contiguas y no se sobrelapan, de
hecho, en su disefio se incluyes fragmentos de exones y regiones extremos 3”.
El protocolo es muy sencillo y requiere de apenas unos cuantos nanogramos
(ng) a 1 microgramo (ug) de RNA (100 ng-1ug). Brevemente, del RNA total
del tejido, célula, etc., a estudiar se limpia del RNAr, se colocan primers T7
(N)° y una secuencia del promotor T7, se sintetizan las dos hebras de ¢cDNA,
posteriormente por transcripcién in vitro, se genera cRNA, entonces se agregan
random primer y se vuelve a sintetizar cDNA, entonces el cRNA es digerido,
posteriormente hay una fragmentacién y marcaje con biotina, finalmente ocurre
la hibridacién con las sondas del chip, la lectura es analizada y los datos son
interpretados.*

Illumina

Illumina Inc., es una empresa de recién creaciéon (1998), y la principal
competidora de Affymetrix. Similar a Affymetrix, Illumina ha creado diversos
microarreglos que analizan de manera global a SNPs localizados a través de
todo el genoma, o perfiles de expresién de manera global.*! La caracteristica
de Illumina, es el empleo de perlas contenidas en cada uno de los pozos del
microarreglo, cada perla contiene una sonda oligo secuencia especifica de
50-meros que va a hibridar con el gen o genes que se estin expresando bajo
cierta condicién. Uno de los microarreglos desarrollados por Illumina, es el
Beadchip (HumanHT-12 v4 BeadChip), este microarreglo requiere entre 50 -
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100 ng de cRNA e identifica aproximadamente 47,000 transcritos. La tecnologia
de Illumina esta basada similarmente a Affymetrix en la sintesis de cDNA a
partir del RNAm, seguida de transcripcién in vilro para generar cRNA marcado
con biotina, posteriormente es hibridado con sondas ubicadas en el arreglo.
Brevemente, el RNAm es convertido a una doble hebra de cDNA, seguida por un
paso de amplificacion (transcripcién in vitro) para generar cRNA marcado, este
se hibrida con una perla que lleva una secuencia de oligonucleétidos especificos,
posteriormente un laser detecta la fluorescencia y los datos son interpretados.*?

Utilidad de la transcriptomica en enfermedades comunes: Hipertension
arterial, obesidad, diabetes mellitus tipo 2 y artritis reumatoide

Unadelas principales aplicaciones de los microarreglos hasido en laidentificacién
de genes involucrados con diversas patologias comunes como HTA, obesidad,
sindrome metabdlico, DMT?2, cancer, enfermedades autoinmunes como
LES o AR, entre otras, desde este punto de vista el andlisis de expresién del
transcriptoma ha sido un parte aguas para la identificacién de genes asociados
con ciertos padecimientos o caracteristicas clinicas.

Transcriptomica en hipertension arterial

Una de las enfermedades mas comunes a nivel mundial es la HTA,* esta
patologia multifactorial definida como una elevacién de la presién arterial
sistélica (PAS) igual o mayor a 140 mm de Hg, asi como una elevacién de la
presién arterial diastélica (PAD) igual o mayor de 90 mm de Hg, representa
una principal causa de riesgo para ruptura e infarto agudo al miocardio y
predispone a los individuos afectados a fallas cardiacas, arritmias ventriculares,
fallas renales, ceguera, y otros serios problemas de salud publica. Debido a
que ésta enfermedad tiene una etiologia multifactorial, es decir, tanto factores
genéticos como ambientales juegan un papel fundamental en su desarrollo,
en los ultimos afos se han hecho enormes esfuerzos en la identificacién de
genes involucrados con HTA; de hecho se ha establecido mediante estudios de
heredabilidad que el componente genético excede mas del 50% del total de los
factores involucrados en su etiologia.*** Recientemente, la identificacién de
genes involucrados en HTA, PAD o PAS ha dado un salto cuantico debido al
uso de microarreglos de SNPs o de expresién.’®*” Especialmente, en modelos
murinos y por medio de microarreglos de expresién se han descrito una gran
cantidad de genes involucrados con HTA.** En humanos, el nimero de estudios
con microarreglos de expresién es reducido, atin asi se han identificado algunos
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genes involucrados con HTA, que incluyen a reguladores de la presion arterial
como el receptor tipo 1 de angiotensina 11, endotelina II y I1I, reguladores de
inflamacién como quimiocinas, apoptosis como caspasa 2, caspasa 4, caspasa 8,
entre otros (Tabla 2).*%! La inflamacién en HTA juega un papel muy importante
en su fisiopatologia, el hecho de encontrar, genes involucrados en la inflamacién
y apoptosis, etc., no es raro, ya que las células del sistema inmune y desregulacién
de la apoptosis de estas células son comunes en HTA.

Tabla 2.
Genes representativos que presentan alteracion en su expresion en HTA

Genes Posicion Funcidn Referencia
NOX1 Xq22 Es una enzima que genera superdxido y regula el [49]
NOX3 6q25.3 pH celular

Es una enzima que genera superéxido y otras [49]
NOS 17q11.2 especies reactivas de oxigeno [49]
CAT 11p13 Es una enzima involucrada en neurotransmision, [49]
INS 21q22.11 inflamacién [49]
1L4 5q31.1 Enzima antioxidante contra estrés oxidativo [49]
IL17 22ql1 Enzima que convierte el superéxido a oxigeno y [49]
AGTRI1 3q24 agua [49]
Citosina que regula negativamente la inflamacion
ECE-1 1p36.1 Citosina involucrada en inflamacién y autoinmidad ~ [49]
CASP2,4y8 7q34 Receptor que media el efecto cardiovascular de la [50]
11q22 angiotensina I1
FPR3 Enzima involucrada en la activacién de la endotelina
Xq26 Proteinas que regulan apoptosis [61]

Involucrada en eventos inflamatorios y apoptosis de
neutréfilos

NOXI; NADPH oxidasa 1, NOX3; NADPH oxidasa 3, NOS; 6xido nitrico sintasa, CAT; catalasa,
INS; insulina, /L4; interleucina 4, ILI17; interleucina 17, AGTRI; receptor 1 de angiotensina II,
CASP; caspasa, FPR3; receptor peptil formil 3.

Transcriptomica en obesidad

La obesidad representa un serio problema de salud publica a nivel mundial y
en México no es la excepcién, de hecho en la tltima década su incidencia sigue
aumentando drdsticamente.” La obesidad se considera como el principal factor
de riesgo a padecer enfermedades cardiovasculares, sindrome metabdlico y

diabetes, entre otras.”5* Esta patologia comtnmente se clasifica por el indice de
masa corporal (IMC; kg/m?), de esta manera se divide en obesidad tipo I (IMC
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30-34.99), tipo 11 (IMC 35-39.99) y obesidad tipo 111 o mérbida (IMC mayor o
igual a 40). Similar a la HTA, la obesidad se comporta como una enfermedad
multifactorial, de hecho ha sido estimado en gemelos monocigotos y en familias
que el IMC tiene una heredabilidad de hasta el 70%.5°%. El nimero de reportes
de analisis de microarreglos de expresién es mayor que en HTA debido a que es
mis sencillo obtener tejidos humanos con obesidad que con HTA.5"% A través de
estos estudios se ha identificado a una gran cantidad de genes subexpresados o
sobreexpresados en diferentes tipos celulares, incluyendo a leucocitos de sangre
periférica, tejido adiposo, y que tienen un papel importante en el desarrollo de
la obesidad (Tabla 3). Algunos genes que presentan alteraciones en los niveles de
expresion participan en las vias de apoptosis, fosforilacién oxidativa, inflamacién,
regulacién del ciclo celular, lipdlisis, adipogénesis, etc.””* Todos estos procesos
se han observado que juegan un papel fundamental en la fisiopatologia de la
obesidad.

Tabla 3.
Genes representativos que presentan alteracién en su expresién en obesidad

Genes Posicion Funcion Referencia

CRAT 9q34.1 Enzima que regula el metabolismo mitocondrial, [58]
de peroxisomas

ACC 6q25.3 Enzima involucrada en la sintesis de acidos grasos ~ [58]

C/EBP 19q13 Proteina que se une al DNA, regula la expresion [58,60]
de leptina

PPARG 3925 Receptor que regula la diferenciacion de [58,57,60]
adipocitos

MIF 22ql1 Citosina que regula inflamacién, [58]
Quimiocina involucrada en la migracién de

CCR2 3p21 células inmunes [58]

TNF-a 6p21 Involucrada en inflamacién, obesidad, etc. [57,59]
Receptor que regula inflamacion, diferenciacion,

TNFR 22ql1 apoptosis. [57]

TAGLN 11923 Regula el metabolismo de carbohidratos [57]
Involucrado en la homeostasis de la glucosa,

ANGPTL4 19p13 metabolismo de lipidos [60]

p21 6p21 Regula apoptosis [60]
Efector de apoptosis

CASP7 10q25 Receptor que contiene un dominio de muerte que  [59]

FAS 10q24 regula apoptosis [69]

CRAT; carnitina acetiltranferasa, ACC; acetil-CoA carboxilasa 1, C/EBP; proteina de unién a
enhancer alfa, PPARG; receptor de peroxisoma-proliferador activado gama, MIF; factor inhibidor
de migracién de macréfagos, CCR2, receptor de quimiocina 2 con motivo C-C, TNF-q; factor de
necrosis tumoral alfa, TAGLN; transgelina, ANGPTL4; proteina 4 parecida angiopeyetina, P21;
inhibidor de cinasa dependiente de ciclina 1A, CASP7; caspasa 7, FAS; miembro 6 de la superfamilia
de receptores de TNF-a.
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Transcriptomica en DMT2

La DMT?2 es una enfermedad metabélica que ha emergido en el siglo 21 como
una amenaza en salud publica, de hecho se ha estimado que para el 2025 habra
cerca de 300 millones de individuos afectados con esta patologia.®*? La DMT2
se caracteriza por su resistencia a la insulina y por una reducida secrecién de
insulina por las células B pancredticas.®* Aunque la patofisiologia se mantiene
en gran medida desconocida, varios factores de riesgo han sido identificados en
DMT?2, entre estos se incluyen la historia familiar, estilo de vida, ingesta excesiva
de alimentos, obesidad, disminucién en la actividad fisica, etc.6>6365

Los estudios de heredabilidad muestran que en la DMT2 los genes
participan en mas del 40% en su desarrollo.®
articulos cientificos que han identificado a genes involucrados con DMT2 se ha
incrementado drasticamente. De hecho, diversos estudios de microarreglos de
expresion principalmente de Affymetrix han sido reportados, tanto en musculo
esquelético, pancreas, tejido adiposo, u otros.®”” Entre los genes que se han
observado que estan afectados sus niveles de expresion se encuentran hormonas
sintetizadas en adipocitos, metabolismo de lipidos, gluconeogénesis, disfuncién
mitocondrial, estrés oxidativo, genes de inflamacién, genes del trasporte de
insulina, entre otros (Tabla 4).7 Algunos genes que presentan alteraciéon en
su expresion fueron el del receptor de insulina, protein-fosfatasa 1, lipoprotein-
lipasa, factor respirador nuclear 1, coactivador de PPARy. Estos genes a nivel
fisiol6gico participan en la regulacion del metabolismo de la insulina y otros
eventos involucrados directamente en esta enfermedad metabélica.

Recientemente, el nimero de
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Tabla 4.
Genes representativos que presentan alteracién en su expresién en DMT2

Genes Posicion Funcion Referencia
GLUT4 17p13 Facilita el transporte de glucosa [67]
IGFBP5 2q33 Involucradas en el crecimiento celular [67]
SoD2 2q25 Enzima que convierte el superéxido en peréxido [67]
UCP3 11q13 Protege a la mitocondria de estres producido por [67]
lipidos

NRFI 7q32 Factor de transcripcién involucrado con [68]
fosforilacién oxidativa

PGCla 3p21 Coactivador transcripcional involucrado en el [68,69]
metabolismo de energia

TNF-a 6p21 Involucrada en inflamacion, obesidad, etc. [70]

INRS 19p13 Receptor que estimula la ingesta de glucosa [70,72,73]

IGF2 11p15 Asociado con el metabilismo de lipidos y regulacién ~ [71]
del peso corporal

RORC 1q21 Forma un heterodimero con PPARG [71]

PPPICB 2p23 Sububidad b de la PPP1 involucrada en [72]
metabolismo de glucégeno

IGFIR 15926 Receptor 1 del factor de crecimiento parecido a la [72,73]
insulina

PPARG 3p25 Receptor que regula la diferenciacién de adipocitos [73]
Se une al 5"UTR del IGF1R y regula su traduccién

IGF2BP2 3q27 Facilita el transporta de glucosa [73]

GLUTI 1p34 [73]

GLUT4; transportador de glucosa tipo 4, IGFBP5; proteina de union al factor de de crecimiento
Farecido a la insulina 5, SOD2; superéxido dismutasa 2, UCP3; proteina desacoplante 3, NRF1;
actor respiratorio nuclear 1, PGCla; coactivador 1 alfa del receptor de peroxisoma-proliferador
activado alfa, TNF-a; factor de necrosis tumoral alfa, INRS; sustrato del receptor de insulina, IGF2;
factor de crecimiento 2 parecido a la insulina, RORC; receptor nuclear RORC, PPP1CB; subunidad
catalitica 1 de la protein-fosfatasa 1, IGFIR; receptor 1 del factor de crecimiento parecido a la
insulina, PPARG; receptor de peroxisoma-proliferador activado gama, IGF2BP2; proteina de unién
2 al RNAm del factor de crecimiento 2 parecido a la insulina, GLUTI; transportador de glucosa tipo 1.

Transcriptomica en AR

La AR es una enfermedad reumatica crénica autoinmune que se caracteriza por
presentar dolor, inflamacién, y ocasiones graves destrucciéon de la arquitectura
de las articulaciones. A nivel celular y molecular se ha encontrado infiltracién
y proliferacién de diversos tipos celulares del sistema inmune que incluyen
macrofagos, linfocitos B y T a la membrana sinovial,”*" estas células liberan
diversas proteinas de bajo peso molecular denominadas citosinas y quimiocinas
que tienen efectos adversos en la AR.” Esta patologia tiene una etiologia
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multifactorial, y los estudios en gemelos monocigotos y en familias indican
que el componente genético alcanza hasta un 60% del total de los factores
involucrados en su génesis.”” Diversos estudios de andlisis del genoma completo
y de transcriptoma principalmente con microarreglos de Aftymetrix, Illumina, y
otros hechos en casa de diversas casas comerciales como Applied Biosystems han
identificado a diversos genes involucrados con AR en diversos tipos de muestras
que van desde células mononucleares de sangre total, tejido sinovial, etc.”®% A
diferencia de la HTA, obesidad y DMT?2, en AR se ha podido evaluar la expresién
génica en respuesta a algunos firmacos como infliximab y adalimumab, ambos
anticuerpos estan dirigidos contra TNF alfa (Tabla 5). Un porcentaje importante
de pacientes que responden a esta terapia muestran disminucién en la expresién
de quimiocinas, las cuales se asociacién con inflamacién y gravedad en AR.
Los genes identificados en AR estan involucrados con procesos inflamatorios,
quimiotaxis, apoptosis, proliferacién, etc (Tabla 6). Algunos genes que presentan
alteraciones en los niveles de expresion son TNF-a, este gen cominmente se
encuentra sobreexpresado en suero, plasma o liquido sinovial de individuos
con AR, de hecho este gen se le considera un marcador de susceptibilidad y
gravedad a AR debido a que regula procesos como proliferacién, inflamacién,
apoptosis, diferenciacion, destruccion de cartilago y erosién del hueso.?** Otros
genes que se han observado que tienen expresién alterada son CD14, CD163,
IL-Ral, entre otros.®

Tabla 5.
Genes que presentan alteracién en su expresion en AR

Genes Posicion Funcion Referencia

CD14 5q31 Involucrado en la activacion del sistema inmune a [78,79]
través de lipopolisacaridos de bacterias

DEFA1 8p23 Involucrado en la defensa del huesped [78]

CD163 12p13 Protege a los tejidos de dafio oxidativo [79]

IL1Ra 2ql4 Inhibe la actividad de IL1A [79]

CCL8 17q115q31  Involucrado en quimiotixis de monocitos, linfocitos, [82]
basétilos

CDI14; molécula CD14, DEFA 1; defensina 1, CD163; molécula 163, IL1Ra, antagonista del
receptor de IL1, CCLS; ligando 8 de quimiocina con motico C-C.
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Perspectivas

Los estudios de perfiles de expresién del transcriptoma completo mediante
microarreglos de expresion, han ayudado a la identificacién de genes que
presentan expresion alterada bajo cierta condiciéon o enfermedad. A pesar de
estos grandes avances en el andlisis de miles de genes en un solo experimento o
en pocos experimentos, los datos generados deben tomarse con cautela debido
en gran parte a la cantidad de los mismos, al bajo ndmero de muestras que
se analizan, heterogeneidad clinica, genética, gendmica, etc., ademads, atin debe
evaluarse si los genes sobre o sub expresados son causa o efecto de la condicién
o enfermedad. El hecho de identificar a diversos genes involucrados con la
enfermedad, permitira hacer un diagndstico méis certero y personalizado. Desde
el punto de vista de la farmacogenética y farmacogenémica permitira sintetizar
farmacos, sitio dirigido y evitar por ejemplo en AR la sobreexpresién de genes
inflamatorios, los involucrados en la destrucciéon del cartilago y erosién del
hueso. Aunque los estudios de expresion del genoma completo han aumentado
en los Gltimos anos, es necesario realizar atin muchos mas para corroborar los
datos hasta hoy encontrados.
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ProteoOmica
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Introduccion

Los grandes avances conseguidos en la tecnologia del DNA han permitido la
secuenciaciéon sistematica de cientos de genomas de diversos organismos, no
obstante aun se desconoce la funcién de la mayoria de las proteinas de los genes
detectados, sin dejar de lado que cada gen eucariote puede producir entre
tres a seis 0 mas productos proteicos, que en el transcurso de su maduracién
pueden ser modificados postraduccionalmente y el ntimero de proteinas en un
organismo superior puede variar entre 50, 000 y 500, 000 (1,2). Por tal razén
es necesario disponer de técnicas que permitan comprender la relacién entre
la expresion de los genes y su concordancia con los procesos biolégicos en los
cuales esta involucrado.

Este es precisamente el campo de la proteémica, ciencia dedicada al estudio
a gran escala de la expresion de productos génicos presentes en un genoma,
célula o tejido mediante métodos bioquimicos con el fin de obtener una visién
global e integrada de los procesos celulares. En otras palabras la proteémica
es el estudio del prote6ma. Mientras que el genoma de un organismo es
esencialmente constante a lo largo de la vida, el proteoma tiene un caracter
dinamico, la expresién de proteinas cambia en diferentes etapas del ciclo
celular pero también en respuesta a acciones externas (2-4). En particular, las
diferencias entre un estado "normal” y uno patolégico se traducen también
a nivel molecular en cambios en los patrones de expresién de proteinas. Por
lo tanto el proteoma es sumamente complejo debido a los problemas con los
que se enfrenta en cuanto a la abundancia de las proteinas, la dinamica de las
proteinas, de su estado de activacién y de la interaccion de una proteina con
otra. Es precisamente esta variabilidad del proteoma lo que lo hace tan atractivo
para la investigaciéon biomédica (1,3).
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Definicion y tipos de proteémica

El término proteoma fue acunado por Wilkins et al (5) para describir el grupo
total de proteinas en una poblaciéon dada, por ejemplo en células, tejidos,
6rganos, organismos o estado patoldgico. Sin embargo protedmica se refiere
a un grupo de técnicas perfectamente establecidas y que sirven para identificar
proteomas, dichas técnicas ademas de ser capaces de identificar proteinas sirven
para analizar la estructura y funcién, hoy en dia se emplean la técnica de doble
hibrido para identificar la interaccién proteina-proteina, chips de proteinas
basados en anticuerpos y cristalografia para proveer andlisis estructural, estas
técnicas nos proporcionan una invaluable informacién acerca del proteoma de
una célula, (2, 5-7) pero quiza las técnicas hasta el momento mas utilizada se
centra en la espectrometria de masas (MS por sus siglas en inglés). Se puede
hablar de tres tipos de proteémica, cada uno de los cuales se explicara a
continuacioén.

Protedmica de expresion

Es el estudio cuantitativo de las proteinas expresadas por un organismo en
una condicién dada, en esta estrategia se compara la expresion del proteoma
total entre diferentes muestras, la informacién obtenida puede permitir la
identificacion de nuevas proteinas o la identificacion de los cambios en el nivel
de expresion de proteinas asociados a cambios en las condiciones del organismo
(8,9).

Protedmica funcional

Esta rama estudia la identificacién de conjuntos funcionales de proteinas, es
decir, grupos de proteinas que se localizan en un mismo sitio celular y que
operan en mutua interaccién (interacciones proteina-proteina, proteina-DNA,
proteina-RNA y modificaciones postraduccionales) (8,9).

Protedmica del mapa celular o estructural
La proteémica estructural estudia las proteinas que forman un organelo, o grupo

de proteinas que proporcionan informacién importante sobre sefnalizacién,
mecanismos de la enfermedad o interacciones proteina-farmacos (8,9). Como
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nos podemos dar cuenta, obtener el proteoma de una célula es como tomar una
fotografia de todas las proteinas en un momento determinado. Considerando
todas las posibilidades se podria decir que un genoma podria dar lugar a un
nimero infinito de proteomas.

Plataforma de las tecnologias proted6micas

En 1950, el investigador sueco E. Edman desarrollé6 un método que permite
saber el orden de los aminoacidos en una proteina, a la que se conoce como
degradaciéon de Edman. Durante muchos anos esta técnica fue de vital
importancia en la investigaciéon bioquimica. La secuenciacién parcial de
fragmentos proteinicos y el ensamblaje de estas secuencias permitié6 conocer
en forma completa la secuencia de aminoacidos de algunas proteinas. En
1958 F. Sanger obtuvo el Premio Nobel de Quimica debido a la secuenciacién
completa de la insulina, proteina involucrada en el metabolismo de la glucosa.
Las secuencias parciales obtenidas por Edman también permitieron conocer los
extremos amino terminal de muchas proteinas y a, partir de esta secuencia de
aminoacidos, construir oligonucleétidos de DNA que, mediante la accién de la
DNA polimerasa, permiten el aislamiento del gene que codifica la proteina (2).

Sin embargo, este método de secuenciacién no es compatible con los analisis
a gran escala que dominan el campo de las ciencias genémicas. Principalmente
porque el nimero de aminodcidos secuenciados es limitado, en general no se
excede de 30-40 a-a secuenciados por muestra, es lento (un ciclo/hora), lo que
significa que para secuenciar 30 a-a el equipo se demora 30 horas; entonces
secuenciar una proteina de 1000 aminodacidos, o secuenciar y conocer el
proteoma de una célula resulta realmente impractico.

Actualmente una clase de técnicas disponible para la separacién analitica e
identificacion de proteinas de mezclas complejas son la electroforesis de primera
y segunda dimensién y la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC por
sus siglas en ). Son los métodos mas comunes de separaciéon, mientras que la MS
es la prueba de oro estindar para la identificacion de proteinas. (10-14).

Electroforesis de doble dimension (2D-PAGE)
La electroforesis es un método de laboratorio en el que se utiliza una corriente

eléctrica controlada con la finalidad de separar bio-moléculas segtin su tamano
y carga eléctrica a través de una matriz gelatinosa.
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Para muchas aplicaciones protedmicas, la electroforesis en una dimensién
(1I-DE) es el método de eleccion, las proteinas se separan de acuerdo a su masa
y como las proteinas son solubilizadas en dodecil sulfato s6dico (SDS), no suele
haber problemas de solubilizacién. Es una técnica sencilla, reproducible y permite
la separacién de proteinas de 10-300 KDa. Una de las aplicaciones mas comunes
de la 1-DE es la caracterizacién de proteinas después de realizar algin tipo de
purificacién previa. La electroforesis bidimensional 2D-PAGE permite separar
hasta miles de proteinas en un solo experimento, y constituye actualmente el
método mas eficiente para la separacion de mezclas muy complejas de proteinas.
Esta basada en una separaciéon de proteinas en funcién de la carga, seguida de una
separacién de las proteinas en funcién de su masa molecular (11). La separacién
de la primera dimensién se realiza mediante isoelectroenfoque, durante el cual
las proteinas son separadas en un gradiente de pH hasta alcanzar una posicién
en la que su carga neta es cero, es decir, su punto isoeléctrico. En una segunda
dimension, las proteinas son separadas mediante electroforesis en presencia de
SDS. La alta resolucion de la técnica consiste en que las dos separaciones se basan
en parametros independientes. La introduccién clave para la 2D-PAGE fue el
desarrollo de geles con un gradiente de pH inmovilizado (9, 10,11). El gradiente
de pH inmovilizado elimina los problemas de inestabilidad del gradiente y
baja capacidad de carga que iban asociados a los gradientes de pH preparados
con anfolitos acarreadores. En los geles IPG, el gradiente es generado por las
llamadas “inmobilinas” y esta copolimerizado con la matriz de acrilamida del
gel. Este sistema ha permitido mejorar la resolucién y reproducibilidad de los
geles asi como aumentar la cantidad de proteina que puede ser cargada, la
reproducibilidad conseguida con los IPGs ha hecho posible la comparacién de
mapas entre distintos laboratorios, facilitando asf el intercambio de informacién
(11-12).

La aplicacién principal de la 2D-PAGE es la proteémica de expresion,
con esta técnica la expresiéon de proteinas de dos muestras se puede comparar
de forma cuantitativa, la aparicién o desaparicién de manchas proporciona
informacién sobre la expresion diferencial de proteinas y la intensidad de las
manchas permite conocer los niveles de expresién. Para realizar estos estudios
se pueden utilizar organismos completos, lineas celulares o fluidos biol6gicos. Se
pueden comparar tejidos normales con tejidos enfermos, o células tratadas con
drogas o diferentes estimulos.

Otra aplicacién importante de la proteémica es el mapa celular, donde
la 2D- PAGE se utiliza para hacer mapas de proteinas de microorganismos,
organulos celulares y complejos de proteinas. También se puede utilizar para
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caracterizar proteinas en subproteomas que se han obtenido mediante alguna
forma de purificacién del proteéma (2,8).

La 2D-PAGE también presenta muchas limitaciones. Es una técnica muy
laboriosa que requiere bastante tiempo, y dificil de automatizar. La 2D-PAGE
estd limitada por el nimero y el tipo de proteinas a resolver. Las proteinas muy
grandes o hidrofébicas no entran en el gel durante la primera dimensién y
las proteinas muy acidas o muy basicas no se resuelven bien. Algunos de estos
problemas se pueden resolver mediante fraccionamiento, la utilizacién de IPGs
con diferentes rangos de pH (12).

Otra limitacién importante de la 2D-PAGE es la deteccién de proteinas
poco abundantes, algunas de ellas se consideran muy importantes (proteinas
regulatorias, proteinas implicadas en la transduccién de senales 6 receptores).
En estos estudios es necesario realizar un fraccionamiento de la muestra para
reducir la complejidad de los extractos. Debido a estas limitaciones, la mayor
aplicaciéon de esta técnica en el futuro sera el andlisis y caracterizaciéon de
subproteomas de complejos proteicos.

Las limitaciones de la 2D-PAGE han impulsado el desarrollo de otras
metodologias. Una estrategia desarrollada consiste en digerir con tripsina
una mezcla de proteinas para después purificar y analizar los péptidos
mediante MS. Los péptidos se pueden purificar mediante cromatografia
liquida, electroforesis capilar o mediante una combinacién de técnicas como
cromatografia de intercambio iénico y cromatografia de fase reversa. La ventaja
de este procedimiento es que se dispone de una gran cantidad de proteinas.
Sin embargo, el analisis de los datos requiere una enorme cantidad de tiempo y
ordenadores muy potentes. Ademas se puede perder mucho tiempo y esfuerzo
en el analisis de proteinas que no tienen interés.

Espectrometria de masas

A fines de los anos ochenta, gracias a la adopcién de dos nuevos métodos
de ionizacién de macromoléculas, la MS revolucioné la investigacién de
proteinas. Los cientificos J. Fenn y K. Tanaka desarrollaron los sistemas de
ionizacién de macromoléculas ESI y MALDI, respectivamente, por lo que se
los galardoné con el Premio Nobel de Quimica en el ano 2002. El método de
ionizacién por electrodispersiéon antes mencionado (ESI, del inglés electrospray
ionization) permite la ionizacién de moléculas a partir de una solucién acuosa
bajo la aplicacién de alto voltaje, mientras que la ionizacién por MALDI (del



58 ]. M. Lesher Gordillo C. A. Tovilla Zarate

inglés matrix laser assisted desorption/ionization) produce iones a través del
bombardeo con rayos laser de muestras en estado sélido asistido por matrices
cristalizables (1, 7). Estas metodologias solucionaron la dificultad de generar
iones a partir de analitos no volatiles, como las proteinas y polimeros. Desde
entonces, la MS desplazé a la secuenciacién parcial de proteinas por Edman,
debido a su sensibilidad (pmol-fmol), exactitud (100-5ppm) y rapidez (minutos-
segundos), ésta varia de acuerdo con la complejidad del analisis y el equipo
utilizado (12-14). Adicionalmente, la MS se emplea para identificar nucleétidos,
carbohidratos, lipidos y polimeros sintéticos.

La MS es una técnica analitica que mide la relacién masa/carga de una
moléculay se utiliza en la industria farmacéutica desde hace muchos afios para la
deteccion e identificacién de moléculas pequefias (menos 1,000 Da). Los equipos
que se utilizan para este fin constan de tres componentes fundamentales: la
fuente de ionizacién, el analizador de masas y el detector. De la combinacién de
estos tres elementos depende la sensibilidad, exactitud y nivel de confianza que
se tiene en la identificacion de una proteina ejemplo de ellas son los equipos de
MALDI-TOF, TOF-TOF o “electrospray” (13,14).

Para realizar un andlisis proteémico se consideran aquellas proteinas
que hayan resultado de interés luego del andlisis por 2-D PAGE, para ello,
los péptidos o las proteinas seleccionadas son recuperados desde los geles
deshidratados, digeridos enzimaticamente con tripsina y analizados en los MS,
los patrones espectrales obtenidos son analizados y comparados con bases de
datos y se determinan las caracteristicas de las proteinas o los péptidos.

Es importante recalcar que el analisis por MS se logré cuando por primera
vez se indujo a que las proteinas o los péptidos se ionizaran en el alto vacio por
aplicaciéon de un rayo laser que incide en la matriz en la que se depositan las
muestras. Los iones producidos viajan a diferente velocidad (dependiendo de
su masa) hacia un sistema detector, sitio del espectrometro de masas en el cual
se registran tanto el tiempo de vuelo como la carga de los iones y ello permite
generar los patrones espectrales de las proteinas o los péptidos (11,14).

Las bases de datos, disponibles hasta el momento, ya cuentan con los valores
obtenidos de MS de muchas proteinas y para algunas de las cuales se conoce
perfectamente su composicién de aa. Estos datos mas las condiciones utilizadas
en su andlisis por 2-D permiten la identificacién de la proteina o a cual pertenece
el péptido. La composicién de aa exacta de los péptidos o las proteinas, se hace
por otro posterior andlisis de MS, sélo que en estos, las proteinas son digeridas
nuevamente, marcadas en sus regiones carboxilo terminal, separadas por
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HPLC y analizadas por EM de ionizacién de pequeias alicuotas de los péptidos
obtenidos (13). Nuevamente, con la comparacién por bioinformatica de los
resultados obtenidos se logra determinar la composiciéon de aa de los péptidos y
su identificacién sin necesidad de haber purificado, cristalizado y determinado
las propiedades estructurales de las proteinas.

Esta tecnologia de MS permite que en un aparato MALDI-TOF o TOF-
TOF puedan evaluarse hasta 100 proteinas en un lapso de medio dia y en una
semana se logren identificar todas las proteinas contenidas en un gel de 2-D.
La composicién de aa de las proteinas es un proceso mds largo y requiere de al
menos dos dias para el analisis de una mezcla de 3 o 4 proteinas.

lonizacion de la muestra para analisis proteémico

Para el anilisis de muestras biolégicas por MS es necesario que las moléculas
estén cargadas eléctricamente y secas. Este requisito se cumple convirtiendo
las moléculas en iones desolvatados. Han sido varias las técnicas que se han
desarrollado con este fin, las primeras de ellas se basaron en el impacto de
electrones y en la ionizacién quimica.

Estas técnicas resultaron efectivas para ionizar moléculas pequenas pero no
para la ionizacién de moléculas de alto peso molecular, como las biomoléculas.
Tras estos inconvenientes, la espectrometria de masas se revolucioné en 1981
gracias a la introduccién del bombardeo rapido de atomos (FAB, fast atom
bombardment) por Barber. Esta técnica posibilité la ionizacién y deteccién de
biomoléculas con relativamente buena sensibilidad. Hoy en dia, los métodos
mas cominmente empleados para generar iones desolvatados son el MALDI
y el ESI, estos han reemplazado por completo al FAB, tanto el MALDI como
el ESI son métodos de ionizacién suaves donde se mantiene relativamente la
integridad de la muestra (1,9,13).

Método de ionizacion tipo MALDI

Este método fue introducido en 1988 por Karas y Hillenkamp. En el MALDI la
muestra se incorpora en una matriz de moléculas y posteriormente es sometida
a radiacion con un laser. El ldser promueve la formaciéon de iones moleculares,
la matriz, capaz de absorber luz de la longitud de onda emitida por el laser, esta
constituida por una molécula pequena tal como el acido 2,5-dihidroxibenzéico,
el acido a—ciano-4-hidroxicinamico o el acido sinapinico. Tanto la muestra como
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la matriz se colocan en una placa de metal y se dejan evaporar, propiciando la
formacién de cristales. La placa de metal se coloca en el espectrémetro y el laser
es dirigido automaticamente a sitios especificos de la placa. La luz emitida por
el laser, generalmente con una longitud de onda de 337 nm, causa la desorcién
y la ionizacién de la muestra tanto por protonacién como por desprotonaciéon
generando iones predominantemente monovalentes. Los iones producidos son
posteriormente acelerados hasta el analizador (2, 3,9).

El proceso puede estar automatizado desde la aplicacion de la muestra hasta
la recoleccién y el andlisis de los datos, lo que constituye la principal ventaja del
MALDI. Adicionalmente, no siempre es necesaria que las muestras a analizar
sean sometidas a procesos de purificaciéon después de la digestién en gel, lo que
constituye otra ventaja de este método sobre el ESI.

Método de ionizacion tipo ESI (Electrospray lonization)

En el método ESI, la muestra liquida fluye desde un microcapilar hasta el
orificio del espectrémetro de masas, donde una diferencia de potencial entre el
microcapilar y la entrada al espectrémetro de masas genera una nube de finas
gotas cargadas eléctricamente. Conforme se evapora el solvente, disminuye el
tamano de las gotas mientras que la carga de las mismas permanece constante,
dando como resultado iones desolvatados. Las cargas eléctricas se distribuyen
estadisticamente en los sitios potenciales de carga de las moléculas de analito,
dando como resultado iones multivalentes. A cada i6n multivalente se le
denomina un estado de carga, y es comtin obtener una distribucién de estados de
carga al analizar macromoléculas por ESI. Las proteinas también generan iones
multivalentes, sin embrago generalmente la resolucién de cada i6n multivalente
no es suficiente para determinar el nimero de cargas que posee el i6n, con el
cual se podria determinar su masa real. Por lo tanto se utilizan las masas de al
menos 2 iones multivalentes para calcular la masa real de la proteina mediante
algoritmos (2, 9).

La obtencién de iones multivalentes es una caracteristica tnica del método
de ESI; esto permite utilizar una menor cantidad de masa del analito, lo que
constituye una ventaja para el analisis de macromoléculas (1). La técnica antes
mencionada genera flujos que van de 10 a 100 pL/min. Este flujo resulta
problematico para el analisis de proteinas, especificamente debido a que la
muestra se consume rapidamente y a que el tiempo de analisis es muy corto. Por
ello, una mejora importante a este método de ionizaciéon ha sido el desarrollo
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de la ionizacién por nanoespray, donde se utilizan microcapilares con didmetro
interno de 1 a 2 um y velocidades de flujo de 5 a 10 nL/min. Estos flujos permiten
reducir la cantidad de muestra consumida e incrementar el tiempo disponible
para el analisis (1, 7).

Existen diversas maneras de hacer llegar la muestra al espectrémetro. La
mas simple es utilizando micro capilares individuales para cada muestra, de esta
manera se evita la contaminacién cruzada entre muestras. La purificacién de la
muestras posterior a la digestién en gel es un requisito para utilizar el método
de ESI, y puede llevarse a cabo directamente en los tubos micro capilares. Es
debido a este pre-requisito que algunas fuentes de electroespray estan conectadas
a sistemas de cromatografia que de manera automadtica purifican y dirigen la
muestra al espectrémetro de masas (12,14,15).

Analisis de masa

Después de la conversiéon de proteinas o péptidos en iones moleculares, estos
son acelerados desde la fuente de iones hacia el analizador de masa. En el
analizador de masa los iones son separados de acuerdo a su relacién carga-masa
(m/z) en el vacio.

Analizadores de Cuadrupolo

Uno de los analizadores de masa més comunes es el analizador de cuadrupolo, en
él los iones son conducidos a través de un campo eléctrico creado por un arreglo
de 4 barras metdlicas paralelas, un cuadrupolo puede transmitir todos los iones,
o bien actuar como un filtro que permita la transmisién de de iones con una
cierta relacién m/z. Un solo analizador de cuadrupolo no brinda informacién
util en analisis de protedmica, sin embargo al combinar tres cuadupolos en serie
y acoplarlos a un sistema de ESI es posible obtener informacién acerca de la
secuencia de amino acidos de un péptido. Empleando esta configuracién, el
primer y tercer cuadrupolo acttian como filtros de masa, mientras que el segundo
funciona como una celda de colisién en la cual se produce la informacién sobre
la estructura proteica. A esta configuracién se le denomina “tandem space” o
MS/MS (7, 15).
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Aplicaciones de la proteémica

Son muchas las aplicaciones de la proteémica en la biomedicina, se pueden
encontrar marcadores proteicos de diferenciacion de especies, de desarrollo
tisular y celular, de diagnoéstico, de seguimiento y del control de terapias
farmacolégicas, de evaluacién de farmacos o de sustancias con potencial
farmacolégico y de determinacién de potencial toxicolégico. Las ultimas
aplicaciones, relacionadas con aspectos farmacolégicos, han sido englobadas en
lo que se conoce como proteémica funcional, la cual permite varios aspectos:
Identificacién de moléculas que interaccionan, determinacion de sustratos
enzimaticos, definicién de selectividad de farmacos, localizacion de proteinas,
caracterizacion de efectos de proteinas expresadasin vivo, evaluacién de relaciones
estructura/funcién, determinacién de modificaciones post-transduccionales
inducidas y descubrimiento de nuevos fairmacos. Ademas, se ha considerado que
con el empleo de la proteémica en la farmacologia se podran determinar los
mecanismos de toxicidad ya que es posible hacer evaluaciones en orina, suero
y otros fluidos biolégicos (12,16). Esto, también se piensa, tendra impacto en
el aseguramiento de la calidad de nuevos farmacos o de aquellos introducidos
recientemente.

En su concepcién actual, la proteémica no puede aplicarse de forma
efectiva al estudio de componentes de microorganismos o especies de interés en
biotecnologia o tecnologia de alimentos, cuyas proteinas no estan suficientemente
representadas en las bases de datos.

El desarrollo de nuevos algoritmos informaticos capaces de interpretar
de forma inteligente la informacién generada por la MS permitira en un
futuro préximo aplicar la proteémica al estudio de estas especies. Estos nuevos
desarrollos bioinformaticos podrian también aplicarse al estudio sistemdtico
de modificaciones postra-duccionales. Estas técnicas, en combinacién con
los métodos de cromatografia liquida, podrian abrir el camino al estudio de
modificaciones postraduccionales a gran escala de forma dinamica, y a la manera
como estas modulan, desde una perspectiva global, el control de la inmensa
mayoria de los procesos celulares.

Existe un gran ntiimero de proteinas y de nuevos genes descubiertos, de los
que no se dispone aun de informacién acerca de su funciéon. Los métodos de
prediccién de las funciones proteicas constituyen un apoyo teérico importante en
el estudio de estas macromoléculas, tanto por la informacién que proporcionan
como por la utilidad que pueden tener en el disefio o de péptidos especificos y
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la prospecciéon de nuevas funciones. Estos métodos de prediccién de funciones
proteicas son probabilisticos, por lo que dependen de la cantidad de datos o
la informacién disponible en un principio; en otras palabras, del tamaino de la
muestra por analizar. Por otra parte, el procedimiento que suele utilizarse para
realizar predicciones es la comparaciéon con datos de naturaleza semejante. Aqui
también es, por tanto, importante el tamano de la poblacién de referencia, que
se trata del volumen de datos con los que se va a comparar la muestra. A este
respecto, las poblaciones de referencia son las actuales bases de datos disponibles
sobre secuencias moleculares, estructuras secundarias y terciarias, homologifa
total o parcial de genes y proteinas.
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Capitulo IV

Mutagénesis

Julia Ruiz Laguna

La mutagénesis es el proceso por el cual ocurren mutaciones. La informacién
genética de un organismo puede ser cambiada de forma estable dando
origen a una mutacién. Una mutacién es cualquier cambio en la secuencia de
nucleétidos del DNA (acido desoxirribonucleico). Todos los seres vivos sufren
sin excepcién mutaciones en sus genomas, bien de forma espontianea o como
resultado de la exposicién a mutagenos. La mutagénesis espontanea se produce
endégenamente como consecuencia del metabolismo celular normal como por
ejemplo debido a la produccién de especies reactivas de oxigeno (EROs) o a
hidrolisis espontinea o bien por errores en la replicacién o en la reparacién.
Por su parte, los mutidgenos son agentes fisicos o quimicos que modifican el
DNA de un organismo incrementando la frecuencia de mutaciones por
encima de su nivel basal. Los mutdgenos pueden ser de origen natural o bien
antropogénico. Posibles mutagenos para el ser humano son las radiaciones
usadas en medicina, industria o en investigacién. Ademas estan ciertos aditivos
de alimentos, firmacos, plaguicidas, compuestos quimicos industriales, etc.
Las mutaciones pueden presentarse sobre células somdticas o germinales, en
células embrionarias o adultas, en cada caso con consecuencias diferentes.
Pueden afectar tanto secuencias que codifican proteinas como secuencias
regulatorias o repetitivas. La aparicién de mutaciones permite a los individuos
adquirir polimorfismos (variabilidad genética) y por consecuencia evolucionar.
Se podria decir que la mutagénesis es la fuerza impulsora de la evolucién. Sin
ellas y la variacién genética que generan, los organismos no podrian adaptarse
a los cambios del medio ambiente y estarfan en riesgo de extincién. Por otro
lado, la mayoria de las mutaciones presentan el inconveniente de tener efectos
deletéreos o patolégicos, siendo fuente de muchos trastornos y enfermedades
como el cancer.

67
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Antecedentes historicos

Hugo de Vries (1901) definié la mutacién como cualquier cambio heredable
en el material hereditario que no se puede explicar mediante segregacién o
recombinacion.

La mutagenesis como ciencia fue desarrollada a partir de los trabajos de
Hermann Muller, Charlotte Auerbach y J. M. Robson en la primera mitad del
siglo 20 !

En 1927 Hermann Muller observé por primera vez la induccién de cambios
(en concreto mutaciones letales recesivas) en los cromosomas de las moscas de
la fruta (Drosophila melanogaster) tras la irradiaciéon con rayos X %, apoyando la
idea de la mutaciéon como la causa del cancer®. Su contemporaneo Stadler Lewis
también mostré el efecto mutacional de los rayos X en la cebada en 1928*y de la
radiacion ultravioleta (UV) sobre el maiz en 1936 5. Posteriormente en los anos
40, durante la segunda guerra mundial, Charlotte Auerbach y J. M. Robson,
encontraron que el gas mostaza también puede causar mutaciones en la mosca
de la fruta (por razones obvias los trabajos no se publicaron hasta finalizada la
guerra)®. El gas mostaza es una agente alquilante bifuncional, con capacidad
mutagénica y carcinogénica. Se usé abundantemente durante la primera guerra
mundial (1914-1918), en Etiopia y en la guerra Iran-Iraq (1980-1988).

No todos los cambios inducidos en el DNA por mutidgenos son ficilmente
observables a simple vista siendo mds complejo desentranar su mecanismo de
accién. Asi, el hollin se sugirié ser causa de cancer en 17757, y el alquitran de
hulla se demostré que causa cancer en 19158 Mads tarde se encontré que en
ambos casos los agentes quimicos implicados eran hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP)®.

A lo largo de los afios mediante el uso de diferentes bioensayos se ha
demostrado la capacidad genotéxica de numerosos compuestos. En 1973,
Ehrenberg introdujo el término genotéxico para referirse a los efectos
toxicoldégicos letales y hereditarios, tanto en las células germinales como
somaticas. La ciencia que estudia estos factores asi como sus efectos genéticos
adversos es la genética toxicolégica. Su objetivo es conocer la base molecular de
la mutagénesis, es decir, los dafios genéticos asi como las consecuencias de su
expresiéon. En un principio los mutdgenos quimicos despertaron interés por su
aplicacion en las investigaciones genéticas basicas e incluso por su potencial a la
hora de introducir variantes genéticas ttiles en organismos de interés industrial
o agricola, pero poco después empez6 a surgir el lado oscuro de la mutagénesis
quimica.
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En efecto, en los afos 50 y comienzo de los 60 un grupo de expertos (Muller,
Barthelmes, Auerbach, Lederberg, Hollander y otros) pusieron de manifiesto
su preocupacién por el riesgo que para la salud humana podia representar la
exposicién a sustancias mutagénicas presentes en nuestro entorno cotidiano.
Surgié la llamada mutagénesis ambiental cuyos objetivos eran la identificacién
de los mutagenos ambientales y la evaluaciéon del riesgo que estos representan
para el hombre.

La constataciéon a lo largo de estos anos de la respuesta universal de los
organismos, incluidos los mamiferos, a la accion mutagénica de los compuestos
quimicos, constituy6 la base de las 4 recomendaciones formuladas en 1968 en
una reunién (Conference on Chemical Mutagens) celebrada en Maine (Bar
Harbor):

1. La elaboracién de un archivo o registro de compuestos quimicos con
actividad mutagénica.

2. Los ensayos de mutagenicidad deben formar parte de los ensayos
toxicolégicos rutinarios, utilizados en la evaluacién de compuestos
quimicos que se usan con fines alimentarios, farmacolégicos, o a los que
se exponen un gran nimero de personas por otras razones.

3. Estimular y subvencionar las investigaciones conducentes al desarrollo
de métodos sencillos y sensibles para la deteccién de mutaciones y danos
Ccromosomicos.

4. Explorar la posibilidad de la monitorizacién genética de poblaciones
humanas, con respecto a la induccién de danos cromosémicos y
enfermedades genéticas.

Dichas recomendaciones, apoyadas por el poderoso NIH (National Institute
of Health) dieron lugar a un desarrollo sin precedentes de nuevas lineas de
investigaciéon en el campo de la mutagénesis quimica, y mas especificamente
en el campo de la mutagénesis ambiental. Los investigadores en dicho campo
empezaron a organizarse en sociedades. Primero surgi6 la Sociedad Americana
de Mutagénesis Ambiental (creada en 1969 por iniciativa del Dr. Hollander) y
un ano después la europea (fundada a iniciativas del profesor Sobel en Julio
de 1970). Actualmente la sociedad europea es una confederacion de sociedades
nacionales.

En estos ultimos anos, la relevancia de la mutagénesis ambiental o toxicologia
genética no sélo no ha disminuido sino que se ha incrementado de forma
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espectacular. Hoy dia existe el convencimiento de que la sociedad moderna
ha creado un nuevo ambiente quimico en el cual se encuentra inmerso el ser
humano ademas del resto de los seres vivos.

A esta modificaciéon quimica de nuestro entorno ha contribuido y contribuye
de forma muy importante la actividad industrial. Esta actividad produce una
enorme variedad de productos quimicos para su consumo directo o para la
produccién de otros productos mas elaborados liberando gran cantidad de
residuos y contaminantes industriales. Actualmente la industria fabrica enormes
cantidades de fertilizantes, plaguicidas de todo tipo, productos farmacéuticos
para uso humano y para la ganaderia, productos de cosmética, pinturas, lacas,
tintes, etc. Esta actividad industrial consume energia, convirtiendo a la obtencién
de energia en otra fuente de preocupacién, en la que ocupa un papel primordial
la generacién de electricidad por fisién nuclear.

A esto hay que anadir el hecho de que también se han producido cambios
importantes en lo que se denomina el ambiente personal o estilo de vida. Entre
los habitos modernos objeto de preocupacién ocupa un papel muy sobresaliente,
el consumo de tabaco. La produccién masiva de cigarrillos tiene lugar entre
mediados del siglo 19 y principios del 20. Aunque el consumo del tabaco parece
declinar en las llamadas sociedades del primer mundo, aumenta de forma
alarmante en otras partes del mundo.

La idea actual es que debemos proteger el patrimonio genético de la
humanidad frente a la agresion desmesurada de mutagenos ambientales. Para
ello se deben identificar las sustancias de riesgo y eliminarlas si es posible, o
en caso contrario restringir su uso para que el balance riesgos-beneficios sea
positivo. Se trata de una tarea dificil, puesto que s6lo una minoria de sustancias
se ha ensayado en su posible actividad genética, entrando en el comercio cada
ano unos 500 productos quimicos nuevos.

Paralelamente se han identificado nimeros compuestos quimicos con
capacidad antimutagénica y/o anticarcinogénica. Muchos de ellos son naturales,
predominantemente de origen vegetal, pero también pueden ser xenobiéticos.
Estos compuestos protectores pueden inhibir los procesos mutagénicos y/o
carcinogénicos a diferentes niveles de su generacién, o bien reparar el dano
causado en el DNA.
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Mutacion

Mutacién es toda alteracién en la secuencia nucleotidica del material genético.
Mutante es toda célula u organismo portador de una mutacién. Una posible

clasificacién de los mutantes es:

* Mutantes morfolégicos: aquellos que cambian forma, tamafo, color, etc.
Un ejemplo son los albinos (Figura 1).

Figura 1. Los albinos son un tipo de mutantes morfolégicos.

* Mutantes letales restrictivos: aquellos que albergan una mutacién que les
produce la muerte.

* Mutantes letales condicionales: aquellos que en condiciones restrictivas
mueren pero en condiciones permisivas sobreviven.

* Mutantes bioquimicos: aquellos que tienen alterada algin paso de una
ruta bioquimica. Asi, una bacteria incapaz de sintetizar un aminoacido
dado es auxétrofa para tal aminoacido, siendo protétrofa la bacteria
silvestre.

Las mutaciones pueden clasificarse con base en distintos criterios, como son el
tipo de célula o el tamaiio de la secuencia de DNA afectada.

Clasificacion de las mutaciones segun el tipo de célula

Los mutantes pueden ser organismos unicelulares o pluricelulares. En el
primer caso la mutacién sufrida afecta a todo el organismo. Sin embargo, en los
organismos pluricelulares la mutacién puede ocurrir en células somaticas o bien
en células germinales.
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Las mutaciones somaticas surgen en los tejidos somaticos, que no producen
gametos. Cuando se divide por mitosis una célula somatica que tiene una
mutacion, la mutacién se transmite a las células hijas, lo que da lugar a una
poblacién de células idénticas desde el punto de vista genético (clon). Cuanto
mas precoz en el desarrollo se produzca la mutacién en una célula somatica,
mayor sera el clon de células en el organismo del individuo que contiene la
mutacion.

Debido al alto nimero de células presentes en un organismo eucariote
tipico, las mutaciones somaticas deben ser numerosas. Por ejemplo, en el cuerpo
humano, hay cerca de 10" células. Si s6lo surge una mutacion por cada millén
de divisiones celulares (una tasa de mutacién bastante tipica), en cada persona
deben surgir cientos de millones de mutaciones somaticas. El efecto de estas
mutaciones depende de numerosos factores, entre ellos el tipo de célula en la
cual ocurren y el estadio de desarrollo en el que surgen. Muchas mutaciones
somaticas no tienen un efecto evidente sobre el fenotipo de un organismo, porque
la funcién de la célula mutante se reemplaza por la de una célula normal. Sin
embargo, las células con una mutacién somatica que estimule la divisién celular
pueden aumentar en ntimero y propagarse. Este tipo de mutacién puede dar
origen a células con una ventaja selectiva y es la base para todos los tipos de
cancer ' 12,

Las mutaciones de la linea germinal surgen en células que finalmente
producen gametos. Estas mutaciones pueden transmitirse a generaciones
futuras y producir organismos individuales que portan las mutaciones en todas
sus células somadticas y en las de la linea germinal. En los organismos diploides
s6lo las mutaciones dominantes manifiestan su efecto en heterocigosis.

Clasificacion de las mutaciones segun el tamaio de la secuencia de DNA
afectada

Las mutaciones gendémicas o cromosémicas numéricas afectan a cromosomas
enteros, las cromosémicas estructurales a segmentos cromosémicos que incluyen
mas de un gen, y las génicas a genes individuales. Esta distincién surgié porque
las mutaciones cromosémicas podian observarse directamente, al mirar a los
cromosomas con un microscopio, mientras que las mutaciones génicas sé6lo
podian detectarse mediante la observacién de sus efectos fenotipicos.
Mutaciones cromosémicas numéricas. L.as mutaciones genémicas también
reciben el nombre de mutaciones cromosémicas numéricas, pues en ellas
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se ve alterado el nimero de cromosomas de la célula. Dentro de este tipo de
mutaciones estin las euploidias y las aneuploidias.

La euploidia se da cuando la mutacién afecta al niimero de juegos completos
de cromosomas con relacién al ndmero normal de cromosomas de la especie.
Las euploidias se pueden clasificar por el nimero de cromosomas que se tengan
en:

* Monoploidia o haploidia: Si las células presentan un solo juego (n) de
Cromosomas.

* Poliploidia: Si presentan mas de dos juegos; pudiendo ser: triploides (3n),
tetraploides (4n), etc.

También se pueden clasificar por la procedencia de los cromosomas en:

* Autopoliploidia. Si todos los juegos proceden de la misma especie.
* Alopoliploidia. Si los juegos proceden de la hibridacién de dos especies.

Origen de las euploidias.- Si durante la meiosis se produce en algunas células la
no disyuncién de todos los cromosomas homélogos se originaran dos gametos
con 2n cromosomas y dos gametos sin cromosomas (0). La uniéon de estos
gametos entre si o con gametos n, puede producir cigotos haploides, triploides
o tetraploides (n+0, n+2n, 2n+2n). En las plantas pueden conseguirse
tetraploides, experimentalmente por tratamientos con colchicina.

Efectos fenotipicos de las euploidias.- En general, las anomalias de los
euploides son menores que en los aneuploides, en los que los efectos fenotipicos
son mayores al no mantenerse equilibradas las dosis relativas de genes".

La aneuploidia se da cuando esta afectada s6lo una parte del juego
cromosémico y el cigoto presenta cromosomas de mas o de menos. Los seres
humanos tienen una tasa elevada de aneuploidia'. Las aneuploidias pueden
darse tanto en los autosomas (por ejemplo: el Sindrome de Down) (Tabla 1), como
en los heterocromosomas o cromosomas sexuales (por ejemplo: el Sindrome de
Turner o el Sindrome de Klinefelter) (Tabla 2).

Estas alteraciones se denominan:
* Monosomias: si falta uno de los cromosomas de la pareja de homélogos.

* Trisomias: si se tienen tres cromosomas en lugar de los dos normales.
* Tetrasomias: si se tienen cuatro, pentasomias si tiene 5, etc.
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Un ejemplo de trisomia es el Sindrome de Down o trisomia 21 '°. Esta trisomia,
también conocida como mongolismo es particularmente corriente en la especie
humana. Las personas que presentan este sindrome se caracterizan por
tener retraso mental, cuerpo corto, dedos cortos y gruesos, lengua hinchada
y un pliegue en el parpado parecido al de las razas mongdlicas. Parece estar
demostrada una cierta relacién entre el sindrome de Down y una avanzada edad
en la madre. En ciertos casos de mongolismo el individuo presenta una placa
metafdsica normal con 46 cromosomas, pero uno de los cromosomas del grupo
13-15 es mayor, por lo que se cree que lo que ha sucedido es una translocacién
de uno de los cromosomas 21 en exceso a uno de los cromosomas del grupo
13-15. Parece ser que las trisomias se originan por una no disyuncién de los
cromosomas en la primera divisién de la meiosis.

Importancia evolutiva de las aneuploidias.- Tienen mds importancia
evolutiva que las anteriores de cara a la obtencién de nuevas especies.

Tabla 1.
Ejemplos de aneuploidias en los autosomas de la especie humana
Sindrome Mutacion Caracteristicas fenotipicas
Sindrome de Down Trisomia del par 21 Ojos oblicuos, retraso
mental, cabeza ancha y cara
redondeada.
Sindrome de Edwards Trisomia del par 18 Boca y nariz pequenas,

deficiencia mental, lesiones
cardiacas, membrana
interdigital. Poca viabilidad.

Sindrome de Patau Trisomia del par 13 Labio leporino, paladar
hendido, deficiencias
cerebrales y cardiovasculares.
Poca viabilidad.
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Tabla 2.
Ejemplos de aneuploidias en los cromosomas sexuales de la especie humana
Sindrome Mutacion Caracleristicas fenotipicas
Sindrome de Klinefelter Uno o mas cromosomas X en Sexo masculino. Esterilidad,
exceso (XXY, XXXY, etc.) deficiencias mentales y

algunos caracteres sexuales
secundarios femeninos.

Sindrome de Turner Monosomia del cromosoma X. Sexo femenino con un sélo
cromosoma X, esterilidad,
baja estatura, térax ancho.

Sindrome de doble Y Dos cromosomas Y (XYY) Varones de estatura elevada,
se relaciona con una mayor
agresividad, bajo coeficiente
mental.

Sindrome de triple X Tres cromosomas X Sexo femenino. Rasgos fisicos
similares a otras mujeres de
su edad, aunque mas altas
de lo normal. Problemas de
lenguaje. Fértiles.

Mutaciones cromosémicas estructurales. L.as mutaciones cromosémicas
aparte de numéricas pueden ser estructurales. Se tratan de cambios en la
estructura interna de los cromosomas. Se pueden agrupar en dos tipos:

a) Las que suponen pérdida o duplicacién de segmentos o partes del cromosoma:

* Deleciéon cromosémica (Figura 2A) (Figura 3): es la pérdida de un
segmento de un cromosoma.

* Duplicacién cromosémica (Figura 2B): es la repeticién de un segmento
del cromosoma.
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Figura 2. Ejemplo de mutaciones cromosémicas estructurales. A: delecién de un segmento
cromosémico (h,i). B: duplicacién de un segmento cromosémico (d,e,f).
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Figura 3. Cariotipos con una delecién en uno de los cromososmas del par 16 (izquierda) o 7
(derecha).

En la especie humana, una delecién particular en el cromosoma 5 provoca
el sindrome “cri du chat” (grito de gato) '°
agudo que suena como un gato de los bebés que nacen con esta condiciéon. Otros
sintomas comunes de Cri du Chat son bajo peso al nacer, microcefalia con una
mandibula pequena, retraso mental profundo y detencién del crecimiento,
fusién de los dedos de manos y pies, ojos muy separados, el desarrollo anormal
de habilidad motora, marcas de la piel en la parte delantera de la oreja y una
sola linea en la palma de la mano, conocido como un pliegue de simio (Figura 4).

. El nombre alude al tipo de llanto
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Figura 4. El sidrome “cri du chat” es debido a una delecién particular en el cromosoma 5.

b) Las que suponen variaciones en la distribucién de los segmentos de los
Cromosomas:

* Traslocaciones (Figura 5A): un segmento cromosémico de un cromosoma
se encuentra situado en otro cromosoma homalogo o no.

* Inversiones (Figura.5B) (Figura 6): un segmento cromosémico de un
cromosoma se encuentra situado en posiciéon invertida.
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Figura 5. Ejemplo de mutaciones cromosémicas estructurales. A: traslocacién de dos segmentos
cromosémicos (h,i) y (5,6,7). B: inversién de un segmento cromosémico (e,f,g,h).
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Figura 6. Cariotipos con una inversién en uno de los cromosomas del par 10.

Todos los cambios estructurales que se producen en los cromosomas pueden
explicarse por la rotura y reunién de sus fragmentos.

Podemos considerar 3 casos posibles, el primero se refiere a un solo
cromosoma y los dos dltimos a parejas de cromosomas.

a) Roturas que afectan a un cromosoma:

ler caso.- Si la rotura se produce dentro de un brazo del cromosoma los
fragmentos pueden reunirse dando lugar a una delecién o a una inversién mas
un fragmento sin centrémero (acéntrico) que se pierde.

b) Roturas que afectan a cromosomas distintos:

29 caso.- La rotura afecta a dos cromosomas homologos simultaneamente.
Después de la rotura la reuniéon de los fragmentos puede producir una
duplicacién mas una delecién.

3¢ caso.- Afecta a dos cromosomas no homologos. Después de la rotura se
produce un intercambio de fragmentos dando lugar a una translocacién entre
cromosomas no homologos: translocacién reciproca.

Efecto fenotipico delas mutaciones cromosomicas estructurales: L.as deleciones
y duplicaciones producen un cambio en la cantidad de genes y por tanto tienen
efectos fenotipicos, por lo general deletéreos. Sin embargo las inversiones y
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translocaciones no suelen tener efecto fenotipico, pues el individuo tiene los
genes correctos, aunque de las translocaciones pueden derivarse problemas
de fertilidad por apareamiento defectuoso de los cromosomas durante la
gametogénesis o la aparicion de descendientes con anomalfas. También ciertas
translocaciones cromosémicas en humanos se han asociado con ciertos canceres
17,18, 19'

Importancia evolutiva de las mutaciones cromosémicas estructurales.- La
delecién apenas tiene importancia evolutiva, mientras que la duplicaciéon posee
una importancia evolutiva grande. A su vez, las inversiones y translocaciones
estan también asociadas de una forma importante a la evolucién de los seres
vivos. Asi, por ejemplo, la fusién de dos cromosomas acrocéntricos puede
dar lugar a uno metacéntrico, como ha ocurrido con el cromosoma 2 de la
especie humana, que es el resultado de la fusién de dos cromosomas de un
mono antepasado antropomorfo. Distintos genes de hemofilia se han adquirido
también por duplicaciones en el transcurso de la evolucion.

Mutaciones génicas. Hay varias formas de clasificar las mutaciones génicas.
Algunos esquemas de clasificacién se basan en la naturaleza del efecto fenotipico
(st la mutacién altera por ejemplo la secuencia de aminoacidos de una proteina
y, en ese caso, cémo). Otros se basan en el agente causante de la mutacién y otros
se centran en la naturaleza molecular del defecto.

Dentro de las mutaciones génicas, se dicen puntuales a aquellas que afectan
a uno o muy pocos nucleétidos. Atendiendo al cambio producido, estas se
denominan sustituciones (cambio de un nucleétido por otro) o desfases (pérdidas
—deleciones- o ganancias —inserciones- de nucleétidos).

Sustituciones de bases. Las sustituciones de bases es el tipo mas simple de
mutacién génica, pues consiste en la alteracién de un solo nucleétido en el DNA.
Debido a la naturaleza complementaria de las dos cadenas del DNA, cuando
se altera la base de un nucleétido también se alterard la base del nucleétido
correspondiente en la cadena opuesta en la siguiente ronda de replicacién.

Las sustituciones provocan la alteracién de un tnico triplete y, por tanto,
salvo que indiquen un triplete de parada, o un aminoacido del centro activo
de una enzima, no suelen tener grandes efectos sobre la proteina codificada,
pues afectan a un dnico aminodcido y la proteina seguird pudiendo realizar la
misma funcién. Sin embargo, las mutaciones que impliquen un corrimiento en
el orden de lectura, adiciones o deleciones, salvo que se compensen entre si,
pueden alterar la secuencia de aminodcidos de la proteina codificada a partir
del punto donde se produjo la mutacién y sus consecuencias suelen ser graves,
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pues todos los aminoacidos de la secuencia proteica a partir de dicho punto
serdn diferentes.

Las sustituciones de bases se dicen transiciones cuando una purina
se sustituye por otra purina (G por A y A por G) o una pirimidina por otra
pirimidina (T por C y C por T). Se llaman transversiones cuando una base
purica se sustituye por una pirimidina (G por T o Cy A por T o C), o viceversa
(T por G oAy C por G o A) (Figura 7). Existen 12 sustituciones posibles (4
transiciones y 8 transversiones) (Figura 8). Las transiciones son mas frecuentes
que las transversiones. Cuando 2 mutaciones puntuales afectan a nucleétidos
contiguos se denominan mutaciones en tandem.

Laz o a=rx% Fo=c%
be=c Fe=c be=c]
—_—
Lra] Lr—ad Lr-ad
bo=c bo=c Lo-c
A=T *
c=c 1) Transicién Nuevas cadenas
T=a
Laecds La=rds Feaods
o=c
be=c] Fc=c o=
—_—
Lra Lr-a] Lr-ad
Lo=c] bo=c Lo=c
2) Transversion Nuevas cadenas

Figura 7. La sustitucién de una T por una C provoca una transicion AT—-GC. La sustitucién
de una T por una G provoca una transversion AT—CG.

Consecuencias de una adicion: Corrimiento en el orden de lectura.

3t ,’, ADN original 51
[ | I [ | | I | | | | [ | | | I I | | 1 I
TACGTT ACGEG AATGCTT AAATA
5 { 30
T I I I | | | | I I I I [ | | T I I T I I
AU G A A GC, U U A C G AWMU LU AL

Figura 8. Una transicion es la sustitucién de una purina por otra purina o de una pirimidina
por otra pirimidina; una transversion es la sustitucion de una purina por una pirimidina o de una
pirimidina por una purina.
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Desfases. 1.a segunda clase principal de mutaciones génicas son las
inserciones y las deleciones, esto es, la adicién o la eliminacién, respectivamente,
de uno o mas pares de nucleétidos. Si bien suele aceptarse que las sustituciones
de bases son el tipo mds comin de mutaciones, el analisis molecular revel6 que
las inserciones y las deleciones son mas frecuentes.

Las deleciones o inserciones (desfases) de uno o dos nucle6tidos causan un
desfase en la lectura, resultando proteinas no funcionales y por lo general mas
cortas (Figura 9). Un ejemplo lo encontramos en la hemoglobina Wayne, donde
la perdida de una tinica base en la secuencia codificante produce un desfase en
la lectura y surge una cadena a de la hemoglobina con un mayor nimero de
aminoacidos que la cadena no mutante, dado que la maquinaria de la traduccién
continia con la lectura del RNAm mutante hasta que encuentra un nuevo codén
de fin de mensaje.

‘ C ias de una adicion: Corrimi en el orden de lectura.
ar ‘ ADN original s
L L L L L L L L
TACGTT ACGAATGCTT AAATA
5 { 3
L B B Oy O B B B B
AU G A AU GC U U AMHC G AA U LU AU
-Met-GIn-Cys-Leu-Arg-Ile-Tyr-
3 ADN mutado 5

-Met-GIn-Leu-Leu-Thr-Asn-Leu-

Figura 9. La adicién de un nucleétido provoca la alteraciéon del orden de lectura a partir del
punto de la insercién.

Efecto fenotipico de las mutaciones. Una mutacién que altera el fenotipo
silvestre se denomina mutacién directa, mientras que una mutacién inversa
revierte un fenotipo mutante a un fenotipo silvestre.

La sustitucién de un nucleétido por otro en la parte codificante de un gen,
conlleva la alteraciéon del codén a que dicho nucledtido pertenece. Si el nuevo
triplete codifica el mismo aminoacido la mutacién se dice silenciosa o con sentido.
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Si codifica un aminoacido distinto, la mutacién se dice de cambio de sentido o de
sentido erréneo (Figura 10).

‘ Consecuencias de una sustitucion: Cambio de un aminoécido por otro.

3 ADN original 5!

H,N-Met-GIn-Cys-Leu-Arg-Ile-COOH

3! ADN mutado 5"

=
ol
=
=
=
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e
==
=l
oot
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e |
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e
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ES
®

H,N-Met-GIn-CysfIie} Arg-Tle-COOH

Figura 10. Cuando el triplete afectado por una sustitucién codifica un nuevo aminoécido, la
mutacion se llama de cambio de sentido o de sentido erréneo.

Un caso de este tipo de mutacién es la anemia falciforme o drepanocitosis. Se
debe ala presencia en las personas que la padecen de una forma de hemoglobina,
la hemoglobina S, en la que se ha producido un cambio en el aminodcido 6
de la cadena de hemoglobina B, pasando del aminoacido glutdmico a valina.
Debido a esto los glébulos rojos adoptan una forma de hoz cuando disminuye su
oxigenacion obturando los capilares sanguineos (Figura 11).

Figura 11. A. Globulos rojos de un individuo con anemia falciforme. B. Glébulos rojos de un
individuo normal.

Otro ejemplo de sustituciones de cambio de sentido la encontramos en la
hemoglobina constant spring. En la cadena a se produce una transiciéon (IT—C)
en el primer nucleétido del triplete de fin de mensaje. El fin de mensaje pasa a
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ser otro triplete codificante de un aminoacido (gln) de manera que la proteina
se hace mas larga (de 144 a 173 aminodcidos) hasta que la maquinaria de la
traduccién encuentra otro fin de mensaje.

Una mutacién neutral es una mutacién de aminoacido que altera la
secuencia de aminoacidos de una proteina, pero que no cambia su funcién. Se
producen mutaciones neutrales cuando se reemplaza un aminoacido por otro
quimicamente similar o cuando el aminoacido afectado tiene poca influencia en
la funcién de la proteina.

Las mutaciones con pérdida de funcién producen la ausencia completa o
parcial de la funcién normal. La estructura de la proteina estd alterada de tal
modo que ya no funciona de manera correcta, o bien la mutacién se produce en
regiones regulatorias que afectan la transcripcidn, la traduccién o bien al corte y
empalme del RNA de la proteina. Las mutaciones con pérdida de funcién suelen
ser recesivas y los individuos diploides deben ser homocigotos para la mutacién
para que se exhiba el efecto de la pérdida de la proteina funcional.

Las mutaciones con ganancia de funcién producen un rasgo completamente
nuevo o causa la aparicién de un rasgo en un tejido inapropiado o en momentos
inapropiados durante el desarrollo. Estas mutaciones son a menudo dominantes.

Otros tipos de mutaciones son las mutaciones condicionales que se expresan
solo en ciertas condiciones, y las mutaciones letales que causan la muerte
prematura.

Si se origina un codén de fin de mensaje, la mutaciéon se denomina sin
sentido o de fin de mensaje (Figura 12).

‘ C ias de una itucio i6n de una tripleta de stop.

ar ADN origin:

~
m;]‘—'

H,N-Met-GIn-Cys-Leu-Arg-Ile-COOH

o ADN mutado 5!

c
ol
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&

H,N-Met-GIn-Cys-Leu-COOH

Figura 12. Cuando la sustitucién genera un codén de stop, la mutacién se dice sin sentido o
de fin de mensaje.
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Las mutaciones de fin de mensaje suelen ser las de efectos mas graves, pues
causan con frecuencia la terminacién prematura de la sintesis de la proteina
mutante. Por el contrario, los mutantes de cambio de sentido expresan por
lo general parte de la actividad de la proteina. La redundancia del cédigo
genético minimiza las consecuencias deletéreas de las sustituciones de bases. Las
mutaciones de fin de mensaje pueden afectar a la expresién de genes distales
transcritos en un mismo RNAm. Tales mutaciones se dicen polares. Estas se
originan siempre en zonas del DNA organizado en operones, es decir, cuando
hay transcripciéon de varios genes en un tinico RNAm. La aparicién de un fin de
mensaje en el primer gen impide la sintesis de las proteinas codificadas en los
genes siguientes del operén.

Como ya se ha comentado, las mutaciones puntuales se dicen directas cuando
actian en el sentido silvestre — mutante, y reversiones cuando lo hacen en
sentido inverso, es decir mutante — silvestre. Las mutaciones puntuales pueden
revertir. Estrictamente se llama reversién o retromutacién a la restauraciéon del
cambio original. La reversiéon asi definida es un suceso improbable, tomandose
usualmente por reversién el resultado de un proceso distinto llamado supresion.
Mediante una segunda mutacién, normalmente en una posicién distinta a la
primera, la supresién no consigue revertir el cambio primitivo pero si paliar sus
efectos. Cuando la segunda mutacién supresora afecta al mismo gen se habla de
supresion intragénica y si afecta al mismo coddn se llama intracodénica. Asi, la
mutacion supresora puede cambiar un segundo nucleétido en el mismo codén
alterado por la mutacién original y producir un codén que codifica el mismo
aminoacido que el codén original no mutado. De esta manera, las sustituciones
se corrigen frecuentemente por supresiéon intracodénica. Las supresiones
intercodénicas corrigen por lo general desfases. Si la mutacién original es la
deleciéon de una base, entonces el agregado de una sola base en cualquier lugar
del gen restaurard el marco de lectura anterior a partir de un cierto codén.
De forma similar, una mutacién por una insercién puede ser suprimida por
una delecién en el mismo gen. Las supresiones son especificas puesto que las
sustituciones suprimen sustituciones y los desfases suprimen desfases.

La compensacién estructural de una proteina mutante por supresion
intercoddnica es también posible pero resulta mas improbable. Una primera
mutaciéon de cambio de sentido puede alterar el plegamiento de una cadena
polipeptidica y cambiar la forma en la que interactian entre si los aminoacidos
de la proteina. Una segunda mutacién de cambio de sentido en un sitio diferente
(la supresora) puede recrear el plegamiento original mediante la restauracién
de las interacciones entre los aminoacidos.
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Las supresiones intergénicas normalmente implican a los componentes
de la maquinaria de la traduccién, como los RNAt, o enzimas como la
aminoacilsintetasa o bien la aminoaciltransferasa. Los RNAt supresores son
capaces de suprimir desfases, mutaciones de sentido erréneo y mutaciones
de fin de mensaje. La mayoria de los RNAt supresores tienen cambiado algin
nucleétido de la secuencia del anticodén. Supongamos que la secuencia del DNA
original es AAC (UUG en el RNAm) que codifica leucina. Esta secuencia muta a
ATC (UAG en el RNAm), un codén de terminacion. Esta mutacién sin sentido
puede suprimirse por una segunda mutaciéon en un gen diferente que codifique
una molécula de RNAt de manera que cambie su anticodén siendo ahora capaz
de aparearse con el codén de terminacién UAG. Por ejemplo, el gen que codifica
el RNAt de la tirosina, que tiene el anticodén AUA puede mutar a AUC y por
tanto puede aparearse con el codén de terminacién UAG. De esta forma en
lugar de haber un fin de mensaje se insertara una tirosina en la proteina. El
efecto del cambio de leucina por tirosina dependera del papel que desempeiie
la leucina en la estructura global de la proteina, aunque el efecto suele ser menos
perjudicial que el de la mutacién de fin de mensaje. En Escherichia. coli, los
genes supresores de tripletes de fin de mensaje mas eficaces son los supresores
de ambar (UAG) y 6palo (UGA). Los menos eficaces son lo de ocre (UAA/G),
lo cual tiene su légica si se tiene en cuenta que normalmente la mayoria de los
genes acaban con el triplete UAA.

Las mutaciones supresoras intergénicas también pueden actuar a través de
interacciones génicas. Asi, 2 cadenas polipepticas codificadas por distintos genes
pueden interactuar para producir una proteina funcional. Una mutacién en
un gen puede alterar el polipéptido de manera que ya no hay interaccién y por
tanto tampoco proteina funcional. Una mutacién supresora en el otro gen puede
producir un cambio compensatorio en su polipéptido y restaurar la interacciéon.

Las compensaciones de indole metabdlica se encuentran dentro de las
supresiones intergénicas indirectas. Las compensaciones no hereditarias se
llaman supresiones fenotipicas. En este caso no es necesaria la produccién de
una segunda mutacién. Una supresién fenotipica es por ejemplo cuando un
mutante bacteriano no puede sintetizar un aminoacido. A tal mutante se le
puede “suprimir” tal mutacién anadiendo al medio de cultivo este aminoacido
en cuestion. Por ejemplo, una estirpe Bio” no puede crecer en un medio minimo,
pero si al medio se le suministra biotina si lo hard, quedando “suprimida” la
mutacién. En humanos, los diabéticos incapaces de sintetizar insulina, se le
“suprime” el efecto de tal mutacién suministrandoles dicha hormona.



86 ]. M. Lesher Gordillo C. A. Tovilla Zarate

P

Expansion por repeticion de trinucleotidos

En 1991 se descubrié un nuevo tipo de mutacién en el gen FMR-1 que causa el
sindrome del X fragil, la causa hereditaria mas comun de retardo mental *>?'. EI
trastorno se llama asi porque en las células de personas con este sindrome, tras un
tratamiento especial, el extremo del cromosoma X esta unido por un filamento
delgado. El gen FMR-1 contiene algunas copias adyacentes del trinucleétido
CGG %. El alelo normal tiene 60 copias o menos de este trinucleétido pero en las
personas con el sindrome, el alelo puede llevar cientos o hasta miles de copias.
La mutacion en la cual puede aumentar considerablemente el nimero de copias
de un trinucledtido se denomina expansién por repeticion de trinucledtidos.

Se encontr6 expansién por repeticion de trinucleétidos en otras
enfermedades raras (Tabla 3).

Tabla 3.
Ejemplos de enfermedades genéticas causadas por expansion por repeticion de trinucleétidos

N?de copias de la repeticion

Enfermedad Secuencia repetida Zdr% Rango patoldgico
Atrofia muscular espinal y bulbar CAG 11-33 40-62
Sindrome del X fragil CGG 6-54 50-1500
Sindrome de Jacobsen CGG 11 100-1000
Ataxia espinocerebelosa (varios tipos) CAG 4-44 21-130
Atasia cerebelosa autosémica CAG 7-19 37-~220
dominante
Distrofia mioténica CTG 5-37 44-3000
Enfermedad de Huntington CAG 9-37 37-121
Ataxia de Friedreich GAA 6-29 200-900
Atrofia dentorrubropalidoluisiana CAG 7-25 49-75
Epilepsia mioclénica tipo Unverricht- ~ CCCCGCCCCGCG 2-3 12-13
Lundborg*

*Técnicamente no es una repeticion de un trinucleétido, pero involucra a un multiplo de tres
nucledtidos que se expande y se contrae de forma similar a las repeticiones de trinucleétidos.

El nimero de copias de repeticiones del trinucleétido suele correlacionarse
con la gravedad o la edad de aparicion de la enfermedad. También se
correlaciona con la inestabilidad de las repeticiones del trinucle6tido: cuantas mas
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repeticiones hay, mayor es la probabilidad de expandir aun mas las repeticiones.
Esta inestabilidad conduce a un fenémeno conocido como anticipacién, en el
que las enfermedades causadas por expansion de repeticiones de trinucle6tidos
se vuelven mas graves en cada generacion.

Se desconoce como un aumento en el nimero de trinucleétidos produce
los sintomas de la enfermedad. En varias de las enfermedades (por ejemplo
la enfermedad de Huntington), el trinucleétido CAG (codifica glutamina) se
expande dentro de la regién codificante de un gen y produce una proteina
toxica que posee residuos de glutamina adicionales. En otras enfermedades
(por ejemplo, el sindrome del X fragil y la distrofia mioténica) la repeticién
estd por fuera de la regién codificante y por eso debe de existir otro mecanismo
de accién. Un tipo raro de epilepsia se ha asociado recientemente con una
repeticion expandida de una secuencia de 12 pares de bases (pb). Aunque
esta repeticiéon no es un trinucleétido se incluye como tipo de expansién de
trinucleétido porque su repeticién es un multiplo de tres.

Todavia no esta claro el mecanismo que lleva ala expansion de las repeticiones
de trinucleétidos. Dos causas posibles son el deslizamiento de las cadenas
durante la replicacién del DNA y el entrecruzamiento entre las repeticiones mal
alineadas. Se sabe que las regiones de cadenas simple de algunas repeticiones
de trinucleétidos se pliegan formando horquillas y otras estructuras de DNA
especiales. Este tipo de estructuras pueden promover el deslizamiento de las
cadenas durante la replicacion e impedir que se reconozcan y corrijan estos
errores .

Tasas de mutaciones

La frecuencia con la cual un gen cambia del fenotipo silvestre a uno mutante se
llama tasa de mutacion y suele expresarse como el nimero de mutaciones por
unidad biolégica. Por el contrario, la frecuencia de mutacién se define como la
incidencia de un tipo especifico de mutacién dentro de un grupo determinado
de organismos.

Las tasas de mutaciones estan afectadas por tres factores. En primer término,
dependen de la frecuencia de cambios en el DNA. Estos cambios pueden ser
moleculares espontaneos o bien inducidos por agentes exégenos. Otro factor es
la probabilidad de que un dafio genético sea reparado. La mayoria de los dafos
genéticos son reparados antes de la replicacién gracias a numerosos mecanismos
de reparacién de estos danos en el DNA. El tercer factor es la probabilidad de
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reconocer una mutaciéon. Asi, ciertas mutaciones aparecen con una mayor tasa
s6lo porque son mas faciles de detectar.

De forma general, las tasas de mutacion espontanea son bajas. En bacterias
estd entre 1 x 10®*a 1 x 107'%, mientras que en eucariotes esta entre 1 x 105 a 1x
10-1°. Las tasas de mutacién varian bastante entre las diferentes especies y dentro
de una misma especie hay diferencias entre los genes, quizas debido a que ciertas
zonas del DNA son mas susceptibles a mutaciones que otras.

Como ya se coment6 al principio, la mutacién es el motor de la evolucién.
Asi, parece que los ambientes estresantes, donde es necesario adaptarse
para sobrevivir, pueden inducir mds mutaciones en las bacterias. Se trata de
mutaciones adaptativas.

Mecanismos mutagénicos

Las mutaciones son el resultado de cambios naturales en la estructura del DNA
(mutaciones espontdneas) o bien de cambios causados por sustancias quimicas o
radiaciones (mutaciones inducidas).

Mutaciones espontaneas. Cuando Watson y Crick propusieron Ia
estructura de doble hélice para el DNA manifestaron que tal estructura sugeria,
junto con la replicacién semicorsevadora, un mecanismo para la producciéon
espontanea de mutaciones: el tautomerismo. Las bases puricas y pirimidinicas
existen en diferentes formas quimicas denominadas tautémeros. Las dos formas
tautoméricas de cada base estin en equilibrio pero una forma es mas comin
que la otra. Los apareamientos de adenina con timina y de citosina con guanina
ocurren entre las formas comunes, pero si durante la replicacién del DNA se
encuentran en una forma tautomérica extrana se puede dar lugar a mutaciones
como consecuencia de apareamientos erréneos (Figura 13) **:

A=T — cambio tautomérico de A - A*:T — replicacién — A*:C — replicacién - G=C
C=G — cambio tautomérico de C — C*:G — replicacién - C*:A — replicacién - T=A
T=A — cambio tautomérico de T — T*:A — replicacién — T*:G — replicacién - C=G
G=C — cambio tautomérico de G - G*:C — replicacién - G*:T — replicacién > A=T

A=adenina en forma amino (forma comin), A*= adenina en imino (forma extrana)
C=citosina en [orma amino (forma comun), C¥= citosina en forma imino (forma extrana)
T=timina en forma ceténica (forma coman), T*= timina en forma endlica (forma extrana)
G=guanina e¢n forma ceténica (forma comtn), C¥*= guanina en forma endlica (forma extrana)
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Figura 13. Las formas tautoméricas no comunes inducen mutaciones como consecuencia de
apareamientos erroneos.

Otros errores de apareamiento se deben al tambaleo, en el que las bases
pueden aparearse erréneamente gracias a la flexibilidad de la doble hélice del
DNA. Labase apareada de manera incorrecta se denomina error incorporado, el
cual tras la replicacién dara origen a un error replicado incapaz de ser detectado
por ningin mecanismo de reparacion ocasionando una mutaciéon permanente.

Inserciones y deleciones pequefias también se pueden producir de forma
espontanea durante la replicacién debido al deslizamiento de las cadenas en
una zona de bucle. Este tipo de mutaciones también pueden surgir debido a
un entrecruzamiento desigual provocado por el erréoneo apareamiento de las
dos cadenas. Los tramos de secuencias repetidas, como las repeticiones de
trinucleétidos o de homopolimeros son mas propensas a sufrir estos fenémenos.

Cambios quimicos espontianeos. Entre los cambios quimicos espontaneos
esta la despurinacién, esto es la perdida de una base purinica de un nucleétido
al romperse el enlace covalente entre la base con el carbono 1° del azicar
desoxirribosa dando un sitio apurinico (AP). En ausencia de reparacién, enfrente
del sitio AP se incorpora un nucleétido incorrecto, normalmente la adenina,
propiciando por lo general un error replicado en la siguiente ronda. Una célula
de mamifero en cultivo pierde cerca de 10000 purinas al dia.
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Otro cambio quimico espontineo es la desaminacién o pérdida de un
grupo amino (NH,) de una base, quedando alteradas sus propiedades de
apareamiento. Asi, la desaminaciéon de la citosina origina uracilo que si no es
eliminado termina apareando en la siguiente ronda con una adenina, dando
finalmente una transicion CG—TA. La metilacién natural de la citosina da
origen a la 5-metilcitosina, que al ser desaminada pasa a timina provocando
igualmente una transicion CG—TA. Sin embargo, este cambio no es detectado
por los sistemas de reparacién al dar origen a una base normal lo que trae como
consecuencia que esta transicién sea muy normal en células eucariotas.

Mutaciones inducidas quimicamente. Los agentes fisicos y quimicos capaces
de elevar significativamente la tasa de mutacion por encima de la tasa espontianea
se denominan mutdgenos. Hermann Muller demostré que la radiacién inducia
mutaciones, pero el primer mutigeno quimico fue descubierto por Charlotte
Auerbach (Figura 14) quien, en colaboracién con J. M. Robson, estudié los
efectos del gas mostaza sobre Drosophila melanogaster.

Figura 14. Bi6logo estadounidense Hermann Joseph Muller y la alemana Charlotte Auerbach.

Analogos de bases. Se tratan de mutigenos quimicos con estructuras
similares a las de alguna de las cuatro bases del DNA. La DNA polimerasa es
incapaz de distinguir entre las bases y sus analogos de manera que sila replicacién
tiene lugar en presencia de estos, podran ser incorporados en la nueva cadena.

El 5-bromouracilo (5BU) es un anadlogo de la timina. Normalmente
se aparea con la adenina pero a veces lo hace con la guanina dando origen
a una transicion TA—CG (T*A—5BU*A—5BU*G—C*G) o bien GC—AT
(G*C—>G*5BU—A*5BU—AT).

La 2-aminopurina (2AP) es un analogo de la adenina. Normalmente se
aparea con la timina pero también puede hacerlo de forma incorrecta con
la citosina dando una transicibon TA—CG (T*A—T*2AP—C*2AP—C*G) o
CG—TA (C*G—Ce2AP—-T*2AP-T e A).
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Agentes alquilantes. Los agentes alquilantes, como por ejemplo el gas
mostaza, son sustancias quimicas que donan grupos alquilos, como grupos
metilo (CH,) y etilos (CH,-CH,) a las bases nucleotidicas.

El etilmetanosulfonato (EMS) agrega un grupo etilo a la guanina dando
6-etilguanina. Esta base asi modificada se aparea con la timina dando transiciones
CG—TA. E1 EMS también dona un grupo etilo ala timina originando 4-etiltimina,
que se aparea con la guanina originando una transicion TA—CG (Figura 15a).

Base original Mutageno Base modificada Pareja 'de Tipo de
apar mutacién
o CH3
EMS
@ _— .o H—N " GG—» TA
Alquilacion
o0 00 0( N\
Guanina Timina
H
H NH2 oo oo o H— { N H
Acido nitroso H 7 H—N
N (HNO,) N
(b) —_—> H N—Heq***N N cG—» TA
N Desaminacion N
/ o] / N H
Citosina Uracilo Adenina
HO
/H
H NH2 Hidroxilamina H boe ool H—N N H
(NH,OH)
> —>
(© N — H N Heo|e s o N N G TA
N Hidroxilacion
/00 SN HoooN
Citosina Hidroxilaminocitosina Adenina

Figura 15. (a) El agente alquilante etilmetanosulfonato (EMS) agrega un grupo etilo a la guanina
y produce 6-etilguanina, que se aparea con la timina dando una mutacién de transicion CG—TA.
(b) El acido nitroso desamina la citosina y produce un uracilo que aparea con la adenina dando una
mutacion de transicion CG—TA. (c¢) La hidroxilamina convierte la citosina en hidroxilaminacitosina,
que suele aparearse con la adenina dando lugar a una mutacién de transicion CG—TA.

Desaminacioén. El acido nitroso desamina la citosina dando un uracilo, quien
apareara con la adenina en la siguiente ronda de replicaciéon originando una
transicion CG—TA (Figura 15b). Esta mutdgeno desamina también a la adenina
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produciendo hipoxantina. Esta aparea con la citosina y da lugar a una transicién
TA—CG. El 4cido nitroso también transforma a la guanina en xantina quien
aparea con la citosina o incorrectamente con la timina generando transiciones
CG—TA.

Hidroxilamina. Este mutigeno quimico agrega un grupo hidroxilo a la
citosina transformandola en hidroxilaminacitosina. Esta base modificada se
encuentra con mayor frecuencia en una forma tautomérica extraia que aparea
con la adenina dando transiciones CG—TA (Figura 15c).

Reacciones oxidativas. Las especies reactivas de oxigeno (EROs) tales
como el radical hidroxilo (OH"), el peréxido de hidrégeno (H,O,) y el radical
superdxido (O2%), se producen durante el metabolismo aerobio normal pero
también como consecuencia de la radiacién, el ozono o ciertos compuestos
quimicos. Entre los generadores artificiales de EROs destacan:

* Metales de transicién, en particular hierro y cobre, que pueden actuar
como catalizadores en la reduccién monoelectrénica del O, para generar
0,. *.

* Compuestos xenobidticos (moléculas quinoides, bifenilos, etc.) que
participan en ciclos redox. Estos compuestos se reducen de forma
univalente, con consumo de NADPH, en una reaccion catalizada
enzimaticamente. A continuacién se autooxidan con rapidez en
presencia de oxigeno, produciendo anién O2¢-y regenerandose la
forma oxidada que puede volver a surgir el proceso numerosas veces. El
resultado global es un ciclo de oxidacién reduccién en el que se consume
NADPH vy se producen grandes cantidades de O2¢- 2.

* La oxidacién de compuestos fendlicos naturales, ampliamente

distribuidos en plantas comestibles, pueden producir grandes cantidades

de H,O,. A esta produccién se liga la actividad mutagénica de bebidas

de alto consumo humano, como el té, el café, los vinos y ciertas bebidas

destiladas #'.

Miméticos de la reaccion de Fenton [Fe(II) + H,O, = OH" + OH" +

Fe(IIT)], como la bleomicina, producen O2*, H,O, y OH" que inician o

propagan reacciones en cadena.

Inhibidores, desacopladores, inductores y seudosustratos que modifican

la cadena de transporte electrénico de los citocromos, asi como

inhibidores de las enzimas antioxidantes superéxido dismutasa y catalasa

(azida, cianuro, aminotriazol, ditiocarbamato, etc.).
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Las EROs danan el DNA y si este no es reparado inducen mutaciones. Asi,
la oxidacién de la guanina origina 8-oxi-7,8-dihidrodesoxiguanina (Figura 16)
que suele aparearse de forma incorrecta con la adenina dando transversiones

GC—TA.

0]

N I

dR

Figural6. La 8-oxo-hidrodesoxiguanosina (8-oxo-G) es un dano genético ocasionado por
ERO:s.

Agentes intercalantes. Los agentes intercalantes como el SIBR green,
bromuro de etidio, la proflavina, la naranja de acridina, ICR-191 y la dioxina
son compuestos con estructuras planas que presentan un tamafo similar al de
un nucleétido. Se intercalan entre bases adyacentes del DNA distorsionando la
estructura tridimensional de la doble hélice ocasionando inserciones y deleciones
de un tnico nucleétido durante la replicacién (Figura 17).
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Figura 17. La proflavina, la naranja de acridina y ICR-191 son ejemplos de agentes intercalantes.
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Radiacién. La alta energia de las radiaciones ionizantes (los rayos X, los
rayos gamma, rayos coésmicos) penetra los tejidos y dafian al DNA. Este tipo de
radiacion transforma las moléculas estables en radicales libres e iones reactivos
quienes son capaces de alterar las bases y romper los enlaces fosfodiéster del
DNA, asi como de producir roturas de la doble cadena del DNA.

La luz ultravioleta (UV) a pesar de no ser una radiacién ionizante, es
altamente mutagénica. Las bases del DNA absorben la luz UV originando
uniones quimicas entre las moléculas adyacentes en la misma cadena de DNA
o dimeros de pirimidina. Los mas frecuentes son los dimeros de timina (Figura
18), aunque también pueden formarse dimeros de citosina y de timina-citosina.
Estos dimeros distorsionan la configuracién del DNA y con frecuencia bloquean
la replicacién [28].
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Figura 18. Formacion de dimeros de timina inducido por la radiacién UV. A: Dimero cissyn
ciclobutano (CPD). B: Fotoproducto pirimidin(6-4) pirimidona (6-4PP).

Elementos transponibles [29]. Los elementos transponibles son secuencias
de DNA capaces de moverse, que se hallan en los genomas de todos los organismos.
En muchos genomas son bastantes abundantes. Por ejemplo, representan al
menos el 45% del genoma humano. La mayoria de los elementos transponibles
pueden insertarse en muchos sitios diferentes y esto depende de mecanismos
distintos de los asociados con la recombinacién homéloga. Con frecuencia, estos
elementos producen mutaciones, sea por medio de la inserciéon en otro gen para
interrumpirlo, o de la induccién de reordenamientos en la secuencia de DNA,
como por ejemplo deleciones, duplicaciones e inversiones.
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Hay muchos tipos diferentes de elementos transponibles: algunos tienen
estructuras simples y sélo cuentan con las secuencias necesarias para su propia
transposicién, mientras que otros poseen estructuras complejas y codifican
varias funciones que no se relacionan con la transposicién de manera directa.
A pesar de estas variaciones, muchos elementos transponibles tienen ciertas
caracteristicas en comun.

Las repeticiones directas flanqueantes cortas, que miden entre 3 y 12 pb de
longitud, se hallan a ambos lados de la mayoria de los elementos transponibles.
Estas secuencias no forman parte del elemento transponible y no se mueven con
él. En cambio, se producen durante el proceso de transposicién en el sitio en
el que se inserta el elemento. Las secuencias de estas repeticiones son variables
pero su longitud es constante para cada tipo de elemento transponible. La
presencia de repeticiones directas flanqueantes indica que cuando el elemento
transponible se inserta produce cortes escalonados en el DNA. Dichos cortes
escalonados dejan fragmentos cortos de DNA de cadena simple a cada lado del
elemento transponible. Luego, la replicacién del DNA de cadena simple produce
las repeticiones directas flanqueantes (Figura 19).
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Figura 19. Mecanismo de transposicion.

En los extremos de muchos elementos transponibles hay repeticiones
terminales invertidas, que son secuencias de entre 9 a 40 pb de longitud y se
complementan entre si de forma invertida, por ejemplo:

57-ACAGTTCAG...CTGAACTGT-3"
3" TGTCAAGTC...GACTTGACA-5"

En la misma cadena, las dos secuencias no son inversiones simples sino
secuencias tanto invertidas como complementarias. Las enzimas que catalizan
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la transposicién reconocen las repeticiones terminales invertidas necesarias para
que se lleve a cabo la transposicién.

La transposicién es el movimiento de un elemento transponible de un sitio
a otro. Este proceso se produce a través de varios mecanismos diferentes que
actian tanto en las células procariotas como en las eucariotas. Sin embargo,
todos los tipos de transposicion tienen algunas caracteristicas comunes: 1) en
el DNA en el que se produce la inserciéon se generan cortes escalonados. 2) el
elemento transponible se une a los extremos de cadena simple del DNA diana, y
3) El DNA presente en las brechas de DNA simple se replica.

Algunos elementos transponibles se movilizan en forma de DNA (en lugar
de transcribirse primero a RNA, como ocurre con los retrotransposones) y
se denominan transposones de DNA (también conocidos como elementos
transponibles de clase I). Otros elementos transponibles se movilizan en forma
de un intermediario de RNA. En este caso, el elemento transponible (DNA) se
transcribe a RNA y luego se vuelve a copiar a DNA usando una enzima especial
llamada transcriptasa inversa. Los elementos que se transponen a través de un
intermediario de RNA se denominan retrotransposones (o transposones de
clase II). La mayoria de los elementos trasnponibles hallados en bacterias son
tranposones de DNA. En los eucariotes se detectan tanto transposones de DNA
como retrotransposones, aunque estos ultimos son mas frecuentes.

Los transposones de DNA pueden sufrir una transposicién replicativa
o no replicativa (también llamada conservativa). La primera consiste en la
introduccién de una copia nueva del elemento transponible en un sitio nuevo
mientras que la copia vieja permanece en el sitio original, lo que aumenta el
nimero de copias del elemento transponible. La transposicién no replicativa
consiste en la escision del elemento transponible del sitio donde se hallaba y su
insercién en un sitio nuevo sin aumentar la cantidad de copias. La trasposicién
no replicativa requiere la replicacién de los pocos nucleétidos que constituyen
las repeticiones directas (Figura 20). Los retrotransposones emplean sélo la
transposicién replicativa.

Sede donadora Sede receptora
—fsemEaEEaEn
—famnamanan
Transposén Diana

| Transposicion conservativa |Transposicién

conservativa
8 f——

Sede donadora
?

.
Transposon

Repeticién directa de la diana

Sede donadora Sede receptora L,
—fmmnnaEEE Transposicion
———fsssssannann rep"cativa

Transposon Diana

I Replicacién y recombinacion l

e 2 e e 2 5 s
2 S = R 8 8 8 f—

Transposon T Transposon
Repeticion directa de la diana

Figura 20. Transposicion conservativa (no replicativa) (arriba) y replicativa (abajo)
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Efectos mutagénicos de la transposicion. Dado que los elementos
transponibles pueden insertarse en otros genes y alterar su funcién, la
transposicioén es en general mutagénica. En realidad, mds de la mitad de todas
las mutaciones espontaneas que se producen en Drosophila se debe a la insercién
de un elemento transponible en un gen funcional o cerca de éL.

Varios casos de enfermedades genéticas humanas han sido adjudicadas a
la insercién de un elemento genético transponible en un gen vital. Aunque la
mayor parte de estas mutaciones son nocivas, en ocasiones la transposicion puede
activar un gen o cambiar el fenotipo de la célula de una manera beneficiosa.
Por ejemplo, los elementos transponibles bacterianos pueden ser portadores de
genes que codifican resistencia a los antibiéticos, y varios elementos transponibles
han creado mutaciones que generan resistencia a insecticidas en insectos.

Un ejemplo claro del efecto mutagénico de los elementos transponibles es
el color de las uvas, cuyas variedades pueden ser negras, rojas y blancas. Las
uvas negras y rojas resultan de la produccién de pigmentos rojos (antocianinas)
en la piel, los cuales estan ausentes en las variedades de uvas blancas. Las uvas
blancas resultan de una mutacién que ocurrié en las uvas negras que apago6 la
produccién de las antocianinas. Esta mutacién consiste en la insercién de un
retrotransposén de 10422 pb, llamado Gretl, cercano a un gen que promueve
la produccién de antocianinas. Dicho transposén altera las secuencias que
regulan la producciéon de pigmento. Las uvas rojas resultan de una segunda
mutaciéon que ocurrié en las uvas blancas. Esta mutacion eliminé casi todo el
retrotransposoén, lo que nuevamente permitié la produccién de pigmento,
pero no tan intensamente como en las uvas negras originales.

Como la transposicion implica el intercambio de secuencia de DNA vy
su recombinaciéon, con frecuencia produce reordenamientos del DNA. La
recombinacion homoéloga entre muchas copias de transposones también
determina el desarrollo de duplicaciones, deleciones e inversiones. Asi, la
mutacién Bar detectada en Drosophila es una duplicacién en tindem que se cree
que proviene de la recombinacién homoéloga entre dos copias de un elemento
transponible en distintas localizaciones del cromosoma X. Algunos elementos
transponibles pueden llevar DNA extra cuando se transponen a sitios nuevos.
De esta forma, proporcionan el potencial para transladar secuencias de DNA
que regulan los genes a sitios nuevos, donde pueden alterar la expresién génica.
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Mutaciones en humanos

La secuenciacién rapida y precisa del DNA ha permitido investigar las secuencias
de varias mutaciones de genes que afectan a la salud humana. Ejemplo de esto
ya se ha visto con anterioridad, con las expansiones de secuencias repetidas de
trinucleétidos que son la causa de enfermedades tales como el sidrome de X
fragil, la distrofia mioténica o la enfermedad de Huntington.

Los tipos sanguineos ABO. El sistema ABO se basa en un conjunto de
determinantes antigénicos que se encuentran en los eritrocitos y en otras células,
especialmente en las de tipo epitelial. La base molecular para estos fenotipos
antigénicos es el resultado de mutaciones en el gen que codifica la enzima
glucosiltransferasa. Existen tres alelos para este gen, A, B y O. Una determinada
sustancia llamada H es modificada en el antigeno A o B, como resultado del
producto del alelo I* o I* pero no es modificada por el O. Se ha secuenciado
el gen de la glucosiltranferasa en 14 personas con diferente condicién ABO,
encontrandose cuatro sustituciones nucleotidicas en las secuencias de los
alelos I* y I®, conducentes probablemente a las diferentes modificaciones de la
sustancia H. Los individuos homocigotos para el alelo I° no tienen actividad
glucosiltransferasa. Este alelo presenta frente a los otros dos la delecion de
un nucleétido al inicio de la secuencia codificante que conlleva la terminacién
prematura de la cadena polipeptidica.

La distrofia muscular. Esta enfermedad se caracteriza por debilidad y
degeneracién muscular progresiva. Existen muchos tipos de distrofia que
difieren en su inicio, gravedad y causa genética. La distrofia muscular de
Duchenne (DMD) y la distrofia muscular de Becker (DMB) son recesivas y
ligadas al cromosoma X. La DMD es mas grave, con una rapida degeneracién
muscular que también afecta al corazén y a los pulmones. Los varones afectados
pueden morir poco después de los 20 anos, mientras que las mujeres no suelen
estar afectadas. La DMB por su parte progresa lentamente desde la adolescencia
hasta los 50 afios o més.

El gen responsable de la DMD y de la DMB, la disfronina, es anormalmente
largo, de unos 2,5 millones de pares de bases. En los individuos sanos, la
transcripién y el procesamiento posterior del gen producen un RNA mensajero
de 14000 bases que se traduce en una proteina de 3685 aminoacidos. Esta
proteina se ha detectado en casos leves de DMB pero raramente aparece en
el musculo de los enfermos de DMD. Esto hace suponer que la mayoria de
las mutaciones que causan DMB no alteran la fase de lectura, mientras que la
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mayoria de las mutaciones de la DMD cambian la fase de lectura al principio
del gen, causando la terminacién prematura de la distrofina. Se ha analizado
el gen de 160 afectados de DMD y 34 de DMB. Salvo pocas excepciones, las
mutaciones DMD cambian la fase de lectura del gen de la distrofina, mientras
que las mutaciones DMB no suelen cambiarla. Aproximadamente dos tercios de
las mutaciones que conducen a DMD o a DMB son deleciones o duplicaciones.
Sélo un tercio son mutaciones puntuales, y la mayoria de ellas son pequeiias
inserciones y deleciones. La mayoria de las mutaciones DMD, tanto las
reorganizaciones como las mutaciones puntuales, conducen a la terminacién
prematura de la traduccién. En cambio la mayor parte de las mutaciones DMB
alteran la secuencia interna del transcrito pero no alteran la fase de lectura.

Deteccion de mutaciones

Deteccién en microorganismos. La deteccion de mutaciones es mas eficiente
en microorganismos haploides como bacterias y hongos. A menudo la deteccién
depende de un sistema de seleccién en el que las células mutantes puedan
aislarse facilmente de las no mutantes.

Neurospora es un moho rosado que suele crecer en el pan y que puede
ser cultivado en el laboratorio. Este hongo eucariético es haploide durante
su fase vegetativa de manera que las mutaciones pueden detectarse sin las
complicaciones generadas por la heterocigosidad de los organismos diploides.
Neurospora tipo silvestre crece en medio de cultivo minimo con glucosa, sales,
acidos inorganicos, una fuente de nitrégeno y biotina. Los mutantes nutrionales
inducidos no creceran en el medio minimo necesitando un medio completo
o suplementado que contenga numerosos aminodcidos, vitaminas, derivados
de los acidos nucleicos, etc. Una vez se ha detectado y aislado un mutante
nutricional, se puede determinar qué sustancia es la que no puede sintetizar
cultivando la cepa mutante en una serie de tubos que contengan medio minimo
suplementado con un Gnico compuesto. Beadle y Tatum utilizaron esta técnica
de deteccién durante sus estudios de “un gen: una enzima” *°.

Detecciéon en plantas. Los guisantes de Mendel fueron la base de la
genética de la transmisién. Estudios posteriores en plantas han incrementado el
conocimiento de la interaccion génica, de la herencia poligénica, del ligamiento,
de las reorganizaciones cromosémicas y de la poliploidia. Muchas de las
variaciones se detectan a simple vista, pero también hay técnicas para detectar
mutaciones bioquimicas en plantas.
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El analisis bioquimico de la cepa mutante de maiz opaque-2 condujo al
descubrimiento de su alto contenido en lisina. Este analisis implicé el aislamiento
de proteinas del endospermo, su hidrdlisis y la determinacién de su composicién
aminoacidica. Dado que el contenido de lisina de las proteinas de maiz es bajo,
esta mutacién mejora su valor nutricional.

Se han analizado la composicién de aminoacidos de diferentes cepas de otras
gramineas como el arroz, trigo, cebada y mijo. Estas investigaciones son utiles
para combatir enfermedades de malnutricién como consecuencia de dietas con
proteinas inapropiadas o con falta de algtin aminoacido esencial.

Otra técnica de deteccién implica el cultivo tisular de lineas celulares de
plantas en medios definidos, pudiéndose determinar la resistencia a herbicidas o a
toxinas de enfermedades. Las técnicas asociadas a mutantes letales condicionales
pueden usarse en cultivos tisulares y después pueden aplicarse a la genética de
plantas superiores.

Deteccién en la especie humana. Para determinar la base mutacional de
cualquier caracteristica o enfermedad humana, los genéticos deben analizar en
primer lugar el arbol genealégico de la familia. Si el caracter es hereditario, el
arbol geneal6gico puede servir para determinar si el alelo mutante se comporta
como dominante o recesivo, y si esta ligado al cromosoma X o es autosémico.

Las mutaciones dominantes son las mas sencillas de detectar. Si estin en
el cromosoma X, los padres afectados pasan la carateristica fenotipica a todas
sus hijas. Si la mutacién es autosémica dominante, aproximadamente el 50 por
ciento de los descendientes de un individuo heterocigoto afectado mostraran el
caracter.

Las mutaciones recesivas ligadas al cromosoma X también pueden
detectarse mediante el andlisis de los arboles genealégicos. El caso mds famoso
de una mutacion ligada al cromosoma X en humanos es el de la hemofilia, que
se encontr en los descendientes de la Reina Victoria de Inglaterra.

También es posible detectar alelos autosémicos recesivos. Dado en que tal
caso el caracter s6lo aparece en homocigosis, no es extraiio que aparezca de
forma intermitente en varias generaciones.

Ademas del analisis de arboles genealégicos, actualmente las células humanas
pueden cultivarse in vitro de forma rutinaria. Esto ha permitido detectar muchas
mas mutaciones que cualquier otra forma de analisis. Técnicas como el andlisis
de la actividad enzimatica, la migracién de proteinas en campos electroforéticos,
asi como la secuenciacién del DNA y de las proteinas han permitido identificar
mutaciones y demostrar una amplia variacién genética entre individuos en
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las poblaciones humanas. Asi, los estudios iniciales de la enfermedad humana
xeroderman pigmentosum se basaron en la técnica de cultivos celulares.

Mas recientemente, la genémica y las técnicas de genética reversa han
incrementado el ndmero de técnicas disponibles para el estudio de las mutaciones
humanas.

Datos relevantes en toxicologia genética

Mutaciones germinales en humanos. Por el momento no hay datos suficientes,
demostrativos de la inducciéon de mutaciones germinales en humanos tras la
exposicién a sustancias mutagénicas. Incluso los estudios genéticos realizados con
los descendientes de los sobrevivientes a las explosiones atémicas de Hiroshima y
Nagasaki, han resultado negativos en términos generales *! *2. Ademads, aunque
esta clara la asociacién entre el consumo de tabaco y la apariciéon de tumores y
otros muchos tipos de dolencia, no hay pruebas convincentes de que el consumo
de tabaco induzca mutaciones germinales. No obstante, existe un informe sobre
el aumento de la tasa de mutacién de la linea germinal en las personas expuestas
a la radiacién en el accidente de Chernobyl *.

Un problema a considerar es la dificultad para cuantificar mediante estudios
epidemiolégicos incrementos relativamente pequeinos de la tasa de mutacién.
En la actualidad se estan analizando de forma sistematica en distintos paises la
aparicion de caracteristicas fenotipicas especificas, indicadoras de danos genéticos
transmisibles. Son los llamados fenotipos centinelas. Se tratan de fenotipos
mutantes faciles de identificar, indicadores de la induccién de mutaciones
germinales dominantes, como la osteogénesis imperfecta (huesos quebradizos) o
la acondroplastia (una especie de enanismo), indicadoras de mutaciones génicas,
o el sindrome de Down, indicador de una anomalia cromosémica numérica.
Cuando el fenotipo mutante dominante surge en ausencia de antecedentes
familiares se asume que tienen su origen en la induccién de una nueva mutacién
germinal. Por ejemplo, desde el punto de vista de los estudios poblacionales
es de destacar que la inmensa mayoria de los casos (alrededor del 98%) de
Sindrome de Down son atribuibles a sucesos nuevos. Por dltimo hay que resaltar
la importancia que para este tipo de estudio puede tener la aplicacién sistematica
de las nuevas técnicas de biologia molecular. Por ejemplo la técnica basada en
el analisis de fragmentos de restriccién (RFLP) que permite estimar con relativa
facilidad la incidencia de la hemoglobina mutante de tipo S (Figura 21).
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APLICACION EN EL DIAGNOSTICO GENETICO |

- Deteccion directa de una mutacién que altera una diana de restriccion

PATOLOGIA: ANEMIA FALCIFORME

FENOTIPO FORMA DE GENOTIPO TIPO DE
DEL INDIVIDUO GLOBULOS ROJOS HEMOGLOBINA
Normal No se deforman nunca HbA HbA A
Ancmia Grave GR en forma de hoz HLS HbS s
No hay Anemia Se deforman a O, muy bajas HbA HbS Ays

- Hemoglobina $: Substitucién de Glu per Val.

- Cambio de una A por una T en el codén 6 del gen.

DETECCION DIRECTA DE UNA MUT. ACIQN QUE
ALTERA UNA DIANA DE RESTRICCION

- Cambio de A por T en ¢l codén 6 del gen de la Hemoglobina.
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Figura 21. Diagnéstico de la anemia falciforme mediante la deteccién de una mutacién que
altera una diana de restriccion.

Mutaciones germinales en ratones. En ratones existen datos experimentales
suficientes, demostrativos de la induccién de mutaciones germinales por
exposicién a determinadas sustancias mutagénicas. Uno de los procedimientos
mas usados ha sido el método denominado SLT (Specific Locus Test). Este
método se desarrollé en 1951 en un trabajo sobre la mutagenicidad de los rayos
X 3. Desde entonces se ha aplicado al estudio de diferentes compuestos quimicos.

La principal limitaciéon de los estudios de mutagénesis en la linea germinal
estriba en la laboriosidad de los ensayos, que los convierte en estudios lentos y
caros que muy pocos laboratorios del mundo son capaces de realizar. Esto explica
que sélo entre 20-30 compuestos hayan sido ensayados en su capacidad para
inducir mutaciones en la linea germinal de roedores, siendo la mayoria potentes
agentes alquilantes. En la actualidad, ademads, existen muchas restricciones a los
ensayos con animales de laboratorio.
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Estos ensayos no se conciben en modo alguno como ensayos
genetotoxicolégicos para el escrutinio general de compuestos mutagénicos.
Su utilidad se restringe a la demostracion de que al menos ciertos mutigenos
potentes son capaces de inducir mutaciones transmisibles a la descendencia
y al estudio comparativo de la sensibilidad de los diferentes estadios de la
espermatogénesis a la accién de los compuestos mutagénicos. Esto dltimo es
de gran importancia a la hora de evaluar por extrapolacién el posible riesgo
genético en humanos.

Si un hombre se expone a una sola dosis de un agente genotéxico que
induce mutaciones s6lo en espermatozoos y espermadtidas, y al poco tiempo
de la exposicién concibe un hijo. Los espermatozoos disponibles para dicha
concepcién llevaran todos los cambios mutacionales posibles que podran ser
detectados en la descendencia. Ahora bien, si espera unas cuantas semanas, la
probabilidad de detectar una mutacién serd practicamente cero.

Por el contrario, si el mutageno acttia primordialmente en espermatogonia,
desde unas cuantas semanas después de la exposicion hasta el final de la
vida reproductiva del individuo permanecera el riesgo de la transmisién de
mutaciones a la descendencia. Segiin que compuestos unas etapas son mas
sensibles que otras.

Otra posible utilidad de este tipo de ensayos serfa la deteccién de mutagenos
especificos de lalinea germinal. Desde un punto de vista teérico esto no es posible,
dado por ejemplo las peculiaridades del proceso meiético, ausente en las células
somaticas. Hasta hoy no se ha descubierto ningtin mutageno especifico de la
linea germinal, por lo que los ensayos basados en la deteccién de mutaciones
germinales carecen por el momento de valor como ensayos de identificacién
de sustancias mutagénicas, restringiéndose su interés a la evaluacién del riesgo
genético en el sentido discutido anteriormente.

Mutaciones somaticas (estudios in vivo). Las mutaciones somdticas son
relevantesdesde el puntodevistadelainduccién de tumores,dado quesonlabasey
origen del cincer. Cuandola cuestién que se plantea eslainduccién de mutaciones
somaticas en lugar de la induccién de mutaciones en la linea germinal la cosa se
simplifica enormemente, ya que las consecuencias de la mutacién se analizan en el
propio individuo tratado en lugar de en su descendencia. Tradicionalmente, los
genes diana en este tipo de estudio son aquellos cuya inactivacion por mutacién
confiere un fenotipo celular seleccionable. Por ejemplo, las mutaciones en el gen
que codifica la enzima hypoxantina-guanina fosforribosil transferasa confieren
resistencia a un toéxico: la tioguanina. La principal limitaciéon de este tipo de
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estudio es su restricciéon a aquellos tejidos celulares susceptibles de proliferacién
i vitro (donde se seleccionaran las mutaciones) que expresen ademas el gen que
actia como blanco de las mutaciones. Esta limitacién restringe la deteccién de
mutaciones a unos pocos tipos celulares.

Debido a la mayor simplicidad a la hora de la deteccién de mutaciones
somdticas frente a las germinales, no existe el problema de escasez de datos
demostrativos de la induccién de mutaciones somaticas en humanos tras la
exposicién a sustancias mutagénicas. No obstante, el hecho de que el problema
sea menos complejo no significa necesariamente que sea sencillo. De hecho,
la biomonitorizacién de poblaciones humanas presenta hoy en dia numerosos
problemas técnicos y de interpretacién que explica por qué los datos sin ser
inexistentes son muy escasos.

Uno de los problemas mas dificiles de solucionar cuando se estudian
poblaciones humanas es conseguir poblaciones que hayan sido expuestas a
un solo mutidgeno. Este problema es obviamente facil de solucionar cuando se
trabaja con animales de experimentacion, ya que en estos casos la exposicion al
mutageno la controla el propio experimentador. El volumen de datos existentes
sobre la induccién de mutaciones somaticas en animales de experimentacion, es
por esta y otras razones técnicas, muy superior al existente en humanos.

No obstante, merece la pena mencionar que el progreso de los estudios
de mutagénesis, como ocurre con otros estudios, ha seguido histéricamente
una trayectoria mas o menos erratica, al verse fuertemente influenciado por los
avances técnicos del momento.

A este respecto s6lo mencionar las expectativas que despertaron los llamados
animales transgénicos. Los animales transgénicos son animales en los que se ha
insertado experimentalmente en su genomio un determinado trozo de DNA. En
los estudios de mutagénesis se trata de la secuencia diana de los mutagenos. Esta
secuencia se hace acompanar de otras cuya mision es facilitar la recuperacion del
DNA integrado para el posterior analisis molecular de las mutaciones inducidas.

Asi, la secuencia diana se puede combinar con distintas secuencias
promotoras especificas de diferentes tejidos, ampliandose de este modo el
nimero de tipos celulares en los que la mutagénesis puede ser estudiada,
sin tener que variar el blanco genético. También la secuencia diana se puede
combinar con caracteristicas topologicas especificas del genomio de mamiferos,
por ejemplo, secuencias de DNA altamente repetidas, para analizar su influencia
en la induccién de mutaciones. Finalmente, otra gran ventaja de los animales
transgénicos es la posibilidad de comparar la tasa de mutacién y cancer, del
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mismo tejido, de la misma especie de animal transgénico. Tal comparacién
contribuye de forma importante a la comprensién del papel de la mutagénesis
en la carcinogénesis.

La deteccion de mutaciones somdticas no sélo es relevante por la dificultad
de la deteccién de mutaciones en la linea germinal, sino por su relacién con la
aparicién de tumores. Hoy esta fuera de toda duda que la mutacién somética esta
en el origen del cancer. La transformaciéon cancerosa requiere la presencia de
mas de una mutacion, por lo que se postula la importancia que pueden tener las
mutaciones que afectan a las lineas de defensa celulares frente a las mutaciones,
en particular, los sistemas de reparacién. Asi, una deficiencia en un mecanismo
de reparacién confiere un fenotipo mutador que favorece la apariciéon de nuevas
mutaciones.

Mutaciones somaticas (estudios in vitro). La mayoria de las veces se restringe
el nombre de estudios in vivo a aquellos que se llevan a cabo con mamiferos. Por
comparacion, al resto se les denominan estudios in vitro. Los estudios in vitro
incluyen no obstante estudios con insectos, en especial con Drosophila, con plantas,
hongos, bacterias, etc., asi como estudios con cultivos celulares tanto de células
humanas, como células de otros mamiferos, primates, roedores, etc. Desde el
punto de vista de la simplicidad técnica, rapidez y sensibilidad, los ensayos in
vitro son sin discusién mucho mas ventajosos que los estudios in vivo. Teniendo
en cuenta que segun el “CAS (Chemical Abstracts Service) REGISTRY” estan
registrados mds de 65 millones de compuestos quimicos se explica que la mayor
parte de los datos sobre los posibles efectos genéticos de los compuestos quimicos
se hayan obtenido mediante estudios i vitro, y en particular mediante estudios
de mutagénesis en bacterias, que con diferencia son los estudios mas sencillos,
baratos y sensibles. No obstante, a pesar de las ventajas de los ensayos in vitro, el
volumen de trabajo es de tal naturaleza que sélo unos miles de compuestos de
todos los millones conocidos estan registrados por la EPA (Agencia de Proteccién
Ambiental Americana), de los cuales ademas s6lo una pequefa parte estan
evaluados en su potencial genetotoxicolégico, siendo estos primordialmente
aquellos compuestos que se comercializan en grandes cantidades.

Evaluacién del riesgo genético humano. Dado el tipo de datos disponibles
se puede decir que la estimacién del riesgo genético en humanos no deja de ser
hoy en dia un ejercicio de extrapolacién de por ejemplo de experimentos a dosis
altas a situaciones de exposicion crénica a dosis bajas o bien de unas especies y
tipos celulares a otras especies y tipos celulares distintos, o de un incremento en
la tasa de mutacién de loci especificos a un deterioro en definitiva de la salud
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humana. Toda esta extrapolacion se basa ademas en un supuesto: la existencia
de una relacién dosis-respuesta lineal. No obstante, dicha suposicion hay que
tomarla con cautela puesto que existen datos que apoyan la existencia de un
nivel umbral, por debajo del cual las células humanas repararian con eficacia los
danos genéticos inducidos, por ejemplo, a dosis bajas de las radiaciones.

Ensayos para la deteccion de genotoxinas

Existe una gran preocupacién sobre las posibles propiedades mutagénicas de
cualquier sustancia que entra en el cuerpo humano, ya sea por la piel, por el
sistema digestivo, o por el aparato respiratorio. Por ejemplo, se esta prestando
una gran atencién a los materiales residuales de la contaminacién del aire y del
agua, a los conservantes y aditivos de los alimentos, a los edulcorantes artificiales,
a los herbicidas y pesticidas y a los productos farmacéuticos.

A'lo largo de los anos se ha puesto a punto un elevado ndmero de ensayos
cuyos objetivos son: 1) identificar agentes genotoxicos, ii) cuantificar su activar
genotoéxica, y iii) estimar, en la medida de lo posible, el riesgo que la exposicién
a dichos agentes pueda tener para la salud humana.

Buena parte de los conocimientos actuales en biologia molecular derivan
de estudios llevados a cabo con microorganismos, por lo que no es de extranar
que los ensayos microbianos desempenen un papel relevante en la deteccién de
agentes genoto6xicos. Dentro de los ensayos microbianos destacan los ensayos
bacterianos (fundamentalmente ensayos con bacterias gram-negativas como
Samonella typhymurium y Escherichia coli) y dentro de ellos los que tienen por
finalidad la deteccién de agentes mutagénicos.

Reversiones frente a mutaciones directas. LLos ensayos bacterianos que
persiguen la deteccion de agentes mutagénicos se clasifican en dos categorias:
ensayos de reversiones y ensayos de mutaciones directas. Estos ensayos deducen
la ocurrencia de mutaciones por cambios habidos en el fenotipo. Se habla de
mutacién directa cuando se parte de un fenotipo silvestre que por mutacién
convertimos en un mutante y de reversiéon cuando se va en sentido opuesto, es
decir, se parte de un determinado fenotipo mutante que por mutacién se vuelve
al fenotipo silvestre.

Los ensayo bacterianos de mutagénesis, sean de reversiones o de mutaciones
directas, estan diseniados para la deteccién de mutaciones génicas (no detectan
clastégenos). Los ensayos de reversiones detectan exclusivamente mutaciones
puntuales: sustituciones (transiciones y transversiones) y desfases. Los ensayos
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de mutaciones directas ademas de las puntuales pueden detectar pequeiias
deleciones, inserciones o reorganizaciones génicas.

La principal diferencia entre mutacién directa y reversion estriba en la
especificidad del evento. Las mutaciones directas se dicen inespecificas porque,
en principio, podremos producir un mutante induciendo cualquier tipo de
mutacién en el silvestre, sea estas sustitucion o mutacién de cambio de fase. En
contraposicion, la reversion es un fenémeno altamente especifico. La reversién
en sentido estricto supone la restauracién no sélo del fenotipo, sino también
del genotipo silvestre. La reversion es un fenémeno altamente improbable por
lo que normalmente cuando hablamos de reversién estamos hablando de un
fenémeno distinto, la supresién. Se habla de supresién cuando por mutacién
(denominada supresora) se restaura el fenotipo silvestre atin cuando no se
restaura su genotipo).

Ensayo His. El ensayo bacteriano de uso mas extendido se conoce como
ensayo His, de la histidina, de Salmonella o de Ames *°. Esta diversidad de
nombres derivan del hecho de que fue desarrollado por el grupo del profesor
Bruce Ames, catedratico de bioquimica de la universidad de Berkeley, utiliza la
bacteria Salomonella typhymuriun, y se basa en la reversién de un fenotipo His
(autrofia para la histidina: no crecimiento en medio minimo sin histidina) en
His* (prototrofia para la histidina: crecimiento en medio minimo sin histidina).

¢Como se detecta la actividad mutagénica de un agente revertiendo un
auxotrofo His? Se inocula un cultivo con unas pocas bacterias His  y se deja
crecer hasta fase estacionaria (unas 10° bacterias/ml). En ese cultivo la inmensa
mayoria seran His’, por consiguiente incapaces de crecer en un medio minimo
sin histidina. Unas pocas bacterias serdn His* por mutacién espontinea. En
un tubo de ensayo con unos 2 ml de agar fundido, se afade una alicuota del
cultivo, pongamos 10® bacterias que iran en 0,1 ml del cultivo original. Agitamos
suavemente el contenido del tubo y se vierte sobre la superficie de una caja de
Petri con medio minimo sin histidina. El agar se solidifica con rapidez y sirve para
la perfecta distribucién de los 100 millones de bacterias en la caja de Petri. Al no
haber histidina sélo creceran aquellas bacterias que por mutacién espontinea
hayan revertido a His*. Esto supone una frecuencia o tasa de reversién del
orden de 107. El posible agente objeto de estudio tendra actividad mutagénica
si consigue incrementar este valor de reversiéon espontanea. En otro tubo se
ponen las bacterias en presencia de una determinada cantidad del compuesto.
Si se observa en tal caso un nimero significativamente superior de colonias His*,
se puede concluir que el compuesto posee actividad mutagénica (Figura 22).
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Figura 22. Esquema del protocolo del ensayo His, también conocido como ensayo de la
histidina, de Salmonella o de Ames.

El ensayo de Ames utiliza cuatro cepas de la bacteria Salmonella typhimurium
que han sido seleccionadas por su sensibilidad y especificidad a la mutagénesis.
Unas cepas se utilizan para detectar sustituciones de pares de bases, y las otras
detectan varias mutaciones de cambio de sentido.

Muchas sustancias que entran en el cuerpo humano son relativamente
inocuas hasta que se activan metabdlicamente, generalmente en el higado, en
productos quimicamente mds activos. Asi, el ensayo de Ames incluye un paso en
el que el compuesto que se desea probar se incuba in vitro en presencia de un
extracto de higado de mamifero. Otra alternativa es inyectar los compuestos en
ratones para que las enzimas de su higado los modifique, y luego se recuperan
para ser usados en el ensayo de Ames.

Este sencillo ensayo de mutagénesis se dice en cajas porque el compuesto
se anade junto con las bacterias a las cajas selectivas, es decir, las cajas en las
que se seleccionan los revertientes. Puesto que las colonias revertientes son
claramente visibles a los 2 dias de incubacién a 372C, el ensayo en cajas equivale
a un experimento de exposicién crénica.

En la actualidad, se disponen de kit comerciales que usan microplacas de
pocillos con todo lo necesario para llevar a cabo el test. El cambio de color de
morado a amarillo es indicativo de la ocurrencia de reversion (Figura 23).
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Figura 23. Kit comercial del ensayo de Ames.

El ensayo de la His es ademds un ensayo cuantitativo. La respuesta
mutagénica se cuantifica como la diferencia entre el nimero de colonias
revertientes que se observan en presencia del compuesto y las colonias que
surgen por reversion espontanea y que aparecen en las cajas sin compuesto. La
diferencia entre totales y espontaneos serdn los revertientes inducidos por el
compuesto objeto de estudio.

De un compuesto se ensayan varias dosis. El ntimero de revertientes
inducidos por las diferentes dosis se representan en funcién de la misma,
obteniéndose la correspondiente relacién dosis-respuesta. Con frecuencia la
relacion dosis-respuesta es lineal, o tiene una porcion lineal. En estos casos, la
respuesta mutagénica se expresaen funcién dela pendiente dela correspondiente
recta de regresion. La pendiente nos dard el nimero de revertientes inducidos,
por término medio, por cada unidad de dosis lo que equivale a la potencia
mutagénica.

Normalmente se exigen dos condiciones para que un determinado agente
sea considerado mutagénico: 1) que se obtenga una relacion dosis-respuesta, y ii)
que, al menos en una dosis el nimero de revertientes totales duplique el valor
espontaneo.

En el uso inicial del ensayo de Ames, en la década de los 70, se examiné un
elevado nimero de carcinégenos conocidos, y se vio que mas del 80 por ciento
son potentes mutagenos. Esto no es sorprendente, ya que la transformacién de
las células a un estado maligno se produce como resultado de alguna mutacion.
Aunque una respuesta positiva en el ensayo de Ames no demuestra que un
compuesto sea carcinogénico, el ensayo de Ames es util como mecanismo
preliminar de rastreo. Asi, el ensayo de Ames se utiliza mucho en el desarrollo
industrial y farmacéutico de sustancias quimicas. Una demostracién de su
utilidad fue el descubrimiento, ya en 1975, de que la mayoria de los tintes para
el cabello comercializados en los Estados Unidos contenian compuestos que eran
mutagénicos en las bacterias *° siendo posteriormente eliminados de la mayorfa
de esos tintes.
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Los mecanismos de accién mutagénica de genotoxinas concretas han puesto
de manifiesto que hay grupos de mutagenos que actian de forma altamente
especifica. Por ejemplo, los agentes alquilantes monofuncionales como la
etilnitrosourea (ENU) inducen preferentemente sustituciones, preferentemente
transiciones y en concreto transiciones GC—AT. Ademas, preferentemente se
muta la G precedida en 5 “por una purina, y sobre todo si la purina en 5 es otra
G. La especificidad es tan alta, que por ejemplo el efecto 5°-Pu no se observa con
el etilmetanosulfonato (EMS), otro agente etilante monofuncional que introduce
en el DNA el mismo tipo de lesiones que la ENU.

La estirpe TA100 del ensayo de la His, es un auxétrofo His™ que revierte por
sustituciones que tengan lugar en un blanco genético formado por tres pares
GC. Por su parte, la estirpe TA102 revierte por sustituciones que ocurren en
un blanco genético formado por tres pares AT. Estas estirpes son ttiles, por lo
tanto, para detectar agentes que induzcan sustituciones. Para los compuestos
que inducen desfases requieren el uso de estirpes sensibles a estos cambios
mutacionales. El test de Ames tiene dos, TA98 y TA97. La estirpe TA98 alterna
pares GC/CG un su secuencia blanco, mientras que en la TA97 se suceden 6 pares
GC. Ambas estirpes son particularmente sensibles a reversién por mutaciones
de cambio de fase, dado que en una zona con repeticiones, se producen con
facilidad desplazamientos de una de las dos cadenas durante la sintesis del DNA.

Estas cepas de Salmonella (TA100, 98, 97 y 102) presentan tres caracteristicas
genéticas cuyo objetivo es el incrementar la sensibilidad de las mismas a la accién
de los mutagenos:

i) Llevan una mutacién uvr que les confiere deficiencia en uno de los mas
importantes mecanismos de reparacion, denominado mecanismo de
reparacién por escision de nucledsidos (NER). Se trata de un mecanismo
de reparacién inespecifico, es decir, activo sobre distintos tipos de danos,
normalmente danos que distorcionan la estructura regular de la molécula
del DNA.

ii) Llevan una mutacién rfa que elimina la pared bacteriana que supone una
barrera infranqueable para compuestos de gran tamano.

i) Las estirpes TA1535, 1538 y 1537 sélo llevan esas dos deficiencias. La
TA100, 98 y 97, derivan de ellas y se diferencian en que portan un
plasmido pKM101. Este plasmido codifica unas proteinas Muc que

disminuyen la fidelidad de la sintesis del DNA.
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La dimetilnitrosoamina (DMN), un poderoso agente alquilante, a pesar
de ser un potente mutageno en mamiferos no lo es en bacterias. Gabridge y
Legator [37] comprobaron con el ensayo a través del hospedador que la DMN
era convertida por los mamiferos en un producto activo, conversiéon que no
podian llevar a cabo las bacterias.

Para llevar a cabo tal ensayo se obtiene un cultivo estacionario de la bacteria
indicadora (por ejemplo una de las estirpes del test de Ames), se concentra 10
veces y se toma una alicuota de 0,1 ml. Se introducen las bacterias en el interior
del animal (rata o ratén, por ejemplo) por inyeccién peritoneal o bien por
inyeccion intravenosa (la sangre distribuye rapidamente las bacterias que llegan
a todos los 6rganos, incluido el principal 6rgano metabolizante, el higado). A los
pocos minutos se suministra el compuesto. En el caso de la DMN, genotoxina
ambiental que contamina por via oral, la introduccién en el huésped se hace
mediante una canula que llega al estomago. Tras un periodo de incubacién,
se sacrifica al animal, se le extrae el higado, se homogeniza y se recuperan las
bacterias. De la misma forma se procede con animales controles a los que se le
suministra agua (disolvente de la DMN). Finalmente se siembran mutantes. Si
se recuperan mas mutantes de los animales tratados con la DMN, el compuesto
es mutagénico. Con este protocolo la DMN resulté un mutigeno muy potente
en bacterias.

Los mutagenos que sélo resultan mutagénicos tras su conversion metabdlica
en mamiferos se denominan mutagenos indirectos o bien pre- o pro-mutagenos.
Estos agentes se dicen requerir activaciéon metabélica. La activacién corre a cargo
de enzimas microsomales, presentes en el reticulo endoplasmatico de las células
eucaridticas. Los mutdgenos que no requieren activaciéon metabdlica, como la
ENU, se dicen mutagenos directos.

Malling y de Serres * reprodujeron in vitro la activacién de la DMN,
incubando bacterias y compuesto en un tubo de ensayo junto con una fraccién
microsomal purificada a partir de higado de rata. Esta activaciéon i vitro fue
incorporada de forma rutinaria a los ensayos de mutagénesis con bacterias.
Bacterias, compuesto y la denominada fraccién S9 se afiaden conjuntamente
a las cajas para la seleccion de revertientes His*. La fracciéon S9 resulta tras
centrifugar a 9000g —de aqui su nombre- un homogeneado de higado de ratas
macho. El 6rgano elegido es el higado porque se trata del 6rgano metabolizante
por excelencia. El animal puede ser sustituido por otra especie como el ratén,
hamster incluso higados humanos provenientes de autopsias. El sexo macho se
elige para evitar fluctuaciones hormonales. Teniendo en cuenta la inducibilidad
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de las enzimas que participan en la activaciéon metabdlica, éstas se inducen
previamente en el animal antes de extraerle el higado. El inductor puede ser
Aroclor, una mezcla de policlorinados bifenilos, B-naftoflavona, metilcolantreno,
etc. Hoy dia, la fraccién S9 se comercializa. Con respecto a su adicién en los
ensayos de mutagénesis hay que tener presente que:

* La fracciéon S9 no equivale al higado tal cual, es una fraccién del mismo.

* No todos los compuestos se activan en el higado, o no lo hacen
predominantemente en este drgano sino en otros como pulmones,
rinones, etc.

* Existen importantes diferencias interespecificas en cuanto a las
transformaciones metabdlicas.

* Hay activaciones metabdlicas a cargo de enzimas no microsomales.

Un compuesto que requiere activacion metabdlica para ser mutagénico en
bacterias es el benzo-a-pireno (BaP). Se trata de un hidrocarburo aromatico
policiclico (PAH) de enorme importancia ambiental. En la ruta de destoxificacién
del BaP, donde se le anaden grupos hidroxilos para incrementar su solubilidad, y
asi facilitar su excrecién en orina, surge un intermediario con un grupo epéxido
muy reactivo. Dicho intermediario reacciona con la G en los pares GC del DNA
dando lugar a mutaciones, fundamentalmente desfases por su capacidad para
intercalarse entre las bases.

Ensayo Ara. La especificidad de los ensayos como el de la His basados
en la reversién de mutaciones especificas tiene ventajas e inconvenientes. Un
inconveniente es que dicha especificidad obliga a la utilizacién de una bateria de
estirpes distintas, entre 4 y 5 en el test de Ames. Cada agente hay que ensayarlo
ademas bajo condiciones experimentales diversas: presencia y ausencia de
S9, rango amplio de concentraciones del compuesto, etc. Todo ello supone
complejidad técnica y aumento de costes. A esto hay que anadir la duda de
que con las estripes probadas se hayan cubierto las especificidades mutagénicas
posibles y la dificultad para predecir la potencia mutagénica de los agentes
positivos. Un mutdgeno muy especifico en su mecanismo de accién mutagénica
aparecera como muy potente si dicha especificidad esta representada en alguna
de las estirpes del ensayo, aunque desde el punto de vista del genomio completo,
fuese realmente un mutageno débil. Por otro lado, un mutiageno poco especifico
que indujese una variabilidad de mutaciones en secuencias muy distintas daria
una débil respuesta, o incluso no daria respuesta con las estirpes del ensayo. La
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solucion a estos problemas son los ensayos basados en la deteccién de mutaciones
directas. Entre los aspectos positivos de los ensayos de reversiones esta que nos
dan una idea de la especificidad mutagénica del compuesto, y como se basan
en hechos improbables presentan una tasa baja de mutacién espontanea. Por
el contrario, los ensayos basados en la induccién de mutaciones directas, no nos
dicen nada sobre la especificidad de los mutagenos y presentan tasas mas altas
de mutacién espontanea.

El departamento de Genética de la universidad de Sevilla desarrollé en
1973 un ensayo de mutaciones directas llamado ensayo Ara o de resistencia a
L-arabinosa *. La estirpe del ensayo tiene inactivado el gen araD del operén
araBAD que controla el catabolismo del azticar L-arabinosa. La estirpe es
incapaz de crecer en presencia de L-arabinosa aun cuando se ponga otra fuente
de carbono y energia en el medio de cultivo. Por esta razén la estirpe se dice
sensible a L-arabinosa o Ara®. La causa de la sensibilidad es la acumulacién del
sustrato de la reacciéon que cataliza la enzima L-ribulosa 5-fosfato 4-epimerasa
que codifica el gen araD. Dicho sustrato, la L-ribulosa 5-fosfato es téxico para
las células.

El ensayo Ara busca mutantes en cajas de medio minimo con L-arabinosa
como agente toéxico y glicerina como fuente de carbono, seleccionandose
mutantes Ara®. La resistencia se adquiere inactivando genes como araA o araB
que codifican la sintesis de enzimas que controlan pasos previos a la L-ribulosa
5-fosfato 4-epimerasa, evitando la acumulacién del producto téxico. Los tres
genes forman parte de un operén y su transcripciéon esta bajo el control de
un gen regulador, araC. La inactivacién de este gen evitarfa la expresiéon de
los tres genes estructurales y por tanto también la acumulacién del producto
toxico, confiriendo resistencia. La inactivacién de los genes AraA, araB o araC se
consigue mediante cualquier tipo de mutacién, por lo que se puede decir que el
ensayo Ara es totalmente inespecifico.

Los pasos siguientes en el desarrollo de este sencillo ensayo de mutagénesis
fueron los siguientes:

1. La estirpe se manipul6 genéticamente con el fin de convertirla en una
herramienta extraordinariamente sensible. Siguiendo los pasos de Ames
se eliminé la pared bacteriana y el mecanismo fiel de reparacién por
escision y se introdujo el plasmido pKM101.

2. Se desarrollaron protocolos experimentales rapidos, sencillos y baratos y
ademads se automatiz6 parte del proceso.
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3. Se ensayaron mas de un centenar de compuestos quimicos distintos
demostrandose que:

i) El ensayo con una sola estirpe era capaz de detectar compuestos
que se sabian altamente especificos en sus mecanismos de accién
mutagénica.

ii) El ensayo respondia a mutigenos con estructuras quimicas muy
diversas: aminas aromadtica, halogenuros de alquilo, compuestos
aromaticos policiclicos, ésteres, epéxidos, carbamatos, compuestos
nitrosoaromaticos, nitrosaminas, compuestos azo, etc.

iii) El ensayo discriminaba igual o mejor que otros ensayos bacterianos
entre carcinégenos y no carcinégenos.

iv) La sensibilidad del ensayo supera el millén de veces, discriminando
perfectamente entre andlogos estructurales, uno de los cuales es un
potente mutigeno y/o carcinégeno mientras que el otro ni es una
cosa ni la otra, o bien su potencia es significativamente inferior.

4. Por tultimo, destacar su enorme utilidad en el etudio genotoxicolégico
de mezclas complejas de compuestos quimicos. Las mezclas complejas
contienen frecuentemente diferentes mutagenos que actia de forma
distinta. Su estudio mutagénico requiere de un ensayo sensible a
cualquier mutdgeno con independencia de su mecanismo de accién.

Estirpes sensibles a grupos especificos de mutagenos. El conocimiento
de la genética de especies bacterianas como Salmonella typhymutium y Escherichia
coli ofrece unas posibilidades casi infinitas de manipulacién de las estirpes
indicadoras con el fin no sélo de incrementar su sensibilidad en general, como
serfa la deficiencia en la reparacién por escision, sino la sensibilidad a grupos
particulares de mutdgenos. Por ejemplo en la bioactivacién de ciertos compuestos
quimicos como los nitrofuranos, compuestos de enorme importancia por sus
aplicaciones en medicina humana y veterinaria, entre otras, desempeifia un papel
clave la reducciéon de su grupo nitro a cargo de nitroreductasas mas o menos
especificas. La estirpe BA146 combina el ensayo Ara con la sobreproduccién de
dicha actividad nitroreductasa.

Se sabe que una actividad N-acetil transferasa es vital para la bioactivacién
de compuestos nitroarométicos de enorme importancia como contaminantes
ambientales. La estirpe BA149 sobreproduce dicha actividad.
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El ensayo Ara también se ha combinado con deficiencias en sistemas
reparadores especificos, y en mecanismos de defensa concretos, como las
catalasas y las superdxido dismutasas que protegen de los dafos oxidativos del
peréxido de hidrégeno y anién superéxido, respectivamente.

Valor predictivo de los ensayos bacterianos de mutagénesis. Laimportancia
de los ensayos bacterianos de mutagénesis se evalia en funcién de su capacidad
para predecir la actividad carcinogénica de los compuestos quimicos. En 1975
Ames y colaboradores * publican un articulo que recoge los resultados de
mutagénesis de 300 compuestos quimicos distintos, cuya actividad carcinogénica
habia sido investigada en animales de experimentacién (ratas y ratones). Los
resultados de este trabajo se resumen de la siguiente forma:

1. El 90% de los carcinégenos resultaron mutagénicos en Salmonella. El
porcentaje de carcinégenos positivos en un ensayo de genotoxicidad
define su sensibilidad.

2. Un porcentaje bastante alto (87%) de no carcinégenos resultaron no
mutagénicos. El porcentaje de no carcinégenos negativos define la
especificidad del ensayo.

3. Los carcinégenos no mutagénicos pasaron a llamarse falsos negativos
(10%). En el trabajo atribuyen la no mutagenicidad de estos
carcin6genos a problemas de actividad metabélica. El hecho de que
algunos carcinégenos no fuesen detectados mutagénicos por el ensayo
de la His promovié la busqueda de nuevos ensayos de mutagénesis
que pudieran complementar al test de Ames. Entre ellos destacarian
aquellos encaminados a la deteccion de compuestos clatogénicos, es
decir, compuestos que principal o exclusivamente indujesen alteraciones
cromosémicas en lugar de mutaciones puntuales.

4. Los mutagenos no carcinégenos pasaron a llamarse falsos positivos (13%).
Lamayoria de los falsos positivos se atribuyeron a problemas relacionados
con la sensibilidad de los ensayos de carcinogénesis, recomendandose su
re-ensayo, modificindose la especie, la ruta de administracién, etc. El
uso de la furilfuramida (AF-2) como aditivo alimentario se aprob6 en
Japoén en el ano 1965. En 1971 en un estudio con ratas no se encontraron
pruebas de actividad carcinogénica. No obstante, un ano después se
demostré su capacidad mutagénica en Salmonella. Con base en los datos
de mutagénesis se reviso la supuesta no carcinogenicidad del compuesto.
En 1974 se demostré su carcinogenicidad y a partir de este momento se
prohibié su uso.
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Diferentes trabajos publicados a mediados de los 70, llegaron a la misma
conclusion: el ensayo de la His es un ensayo de gran fiabilidad (seguridad en
torno al 90%) en la prediccién de la actividad carcinogénica. Esta conclusion es
de enorme relevancia dada la complejidad de los ensayos de carcinogénesis y
la simplicidad del ensayo mutagénico propuesto. En su conjunto, estos trabajos
constituyeron un soporte experiemental valiosisimo de la teoria formulada
por K. H. Bauer en 1928 (Mutationstheorie) de la mutacién somdtica como
causa y origen del cancer. Dicha teoria predice la actividad mutagénica de los
carcinégenos, confirmada experimentalmente por una serie de trabajos. Otros
dos soportes experimentales de gran importancia son: la alta incidencia de
tumores en pacientes con deficiencias en mecanismos de reparacién (xeroderman
#) y la activaciéon de oncogenes por mutacioén de proto-oncogenes.

Una década después de que Ames y otros autores demostraran una
sensibilidad del 90%, diversos estudios utilizando datos de carcinogénesis del
Instituto Nacional del Cancer y del Programa de Toxicologia Nacional de los
Estados Unidos, encontraron valores de sensibilidad muy inferiores, en torno al
50%. La clave para entender esta pérdida aparente de sensibilidad por parte del
ensayo de la His se encuentra en el estudio publicado por Ashby y Tennant en
1988 *2, revisado y ampliado en 1991%.

El estudio realizado en el marco del Programa de Toxicologia Nacional
Americano relaciona la estructura quimica, mutagenicidad y carcinogenicidad
de un total de 301 compuestos quimicos. La estructura quimica de los
compuestos objeto de estudio se analizé con el fin de identificar las llamadas
alertas estructurales. Las alertas estructurales son grupos quimicos susceptibles
de reaccionar con el DNA con base en su naturaleza electrofilica. Es decir,
grupos quimicos que por su naturaleza electrofilica reaccionarian con los centros
nucleofilicos de la molécula de DNA, en particular las bases nitrogenadas. Por
ejemplo, son alertas estructurales el grupo nitro aromatico, monohaloalqueno,
epoxido aromatico, amina aromatica, etc.

En este estudio, la carcinogenicidad o no carcinogenicidad de los compuestos
quimicos se decidi6 con base en estudios de exposicién crénica en roedores,
ratas y ratones de ambos sexos. La mutagenicidad o no mutagenicidad de los
compuestos se decidié con base enl ensayo de la histidina en Salmonella. Uno de
las cosas que puso de manifiesto el estudio es que la sensibilidad y especificidad
depende del tipo de compuesto quimico. Los 301 compuestos se dividieron
en dos grupos, compuestos con alertas (154) y sin alertas (147). La presencia
de grupos reactivos en la molécula de un compuesto es una caracteristica
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intimamente ligada a sus propiedades mutagénicas. Asi, la mayoria de los
compuestos con alertas resultaron mutagénicos (78%). En contraposicion, muy
pocos compuestos sin alertas dieron resultados positivos en el ensayo de la
histidina (4%). En términos de prediccion, el ensayo de la histidina es capaz de
predecir la mayoria de los carcinégenos con alertas (84%), especialmente los
activos en ambas especies (93%) y mas atn los pertenecientes a ciertos grupos.
En contraposicion el ensayo de la histidina es practicamente insensible a los
compuestos carentes de grupos alertas.

Otro aspecto a destacar del estudio lo constituye los tejidos sensibles a la
accion carcinogénica de los diferentes grupos de compuestos. De los 16 tejidos
diana de estudio, dos tejidos, el pulmén y la glandula de Zymbal, se mostraron
particularmente sensibles a la acciéon de los carcindégenos con alertas y con
activad mutagénica. Comparativamente otros 4 tejidos (higado, rinén, sistema
hemopoyético y tiroides) se asociaron con carcinégenos sin alertas ni capacidad
mutagénica.

Con base en los resultados obtenidos los autores proponen la divisién de los
carcinégenos en mutagénicos y no mutagénicos.

Los carcinégenos mutagénicos son compuestos quimicos capaces de
reaccionar con el DNA porla presenciaen su moléculade algtin grupo electrofilico.
Tales compuestos inducirian el desarrollo de un tumor tras su interacciéon con el
DNA. Son efectivos a dosis relativamente bajas y en exposiciones relativamente
cortas. Son predominantemente activos en ambas especies y en varios tejidos.
La carcinogenicidad de los carcin6genos mutagénicos se puede predecir con
base en su actividad mutagénica. En este sentido la mutagénesis en bacterias
es un indicador muy ttil, puesto que un resultado positivo significa una alta
probabilidad de encontrarnos ante un carcinégeno animal.

Los carcinégenos no mutagénicos son compuestos quimicos sin grupos
electrofilicos y por consiguiente incapaces de reaccionar con el DNA e iniciar
el desarrollo de un tumor. La induccién de tumores por los carcinégenos no
mutigenos, en particular en el higado de ratén, se produciria mediante un
mecanismo no ligado a la mutagenicidad ni a la reactividad del compuesto con
el DNA. La actividad de los llamados carcinégenos no mutagénicos no se puede
predecir con ensayos de mutagénesis. Se detectan mediante protocolos de
carcinogénesis de exposicion crénica a largo plazo y a dosis altas. Se piensa que
la carcinogenicidad de estos agentes resulta de la respuesta biol6gica de ciertos
tejidos ante la exposicion continuada a los mismos.
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Por razones éticas obvias es imposible obtener pruebas experimentales
directas del potencial carcinogénico de agentes especificos en humanos.
Con la excepciéon de accidentes fortuitos, exposiciones no deseadas de los
trabajadores de ciertos procesos industriales y situaciones de guerra, sélo las
investigaciones epidemiolégicas a largo plazo proporcionan informacién sobre
la carcinogenicidad en el hombre de ciertos agentes ambientales. La dificultad
que conllevan los estudios epidemiolégicos explica que muy pocos compuestos
quimicos o combinaciones diversas de compuestos hayan sido reconocidos
carcinogénicos en humanos por la Agencia Internacional para la Investigacién
del Cancer (IARC). Entre ellos, con la excepcién de los estrégenos, no hay
ningdn compuesto quimico organico que carezca de actividad mutagénica y sea
considerado por tanto carcinégeno no genotéxico.

Ensayos genotoxicos no mutagénicos

Bacterias. En bacterias también se han puesto a punto otros ensayos que se
podrian clasificar como genotéxicos, en el sentido de que persiguen cuantificar
la induccién de dafos en la molécula del DNA, pero que no son mutagénicos
en cuanto no miden la induccién de mutaciones, es decir, cuantifican danos en
general con independencia de que éstos en definitiva acaben transformdndose
0 no en mutaciones.

Entre estos tipos de ensayo esta el llamado SOS cromotest *. La respuesta
SOS es una respuesta de emergencia cuyo objetivo es asegurar la supervivencia
celular, aun a costa de la disminucién en la fidelidad en la sintesis del DNA 'y por
tanto de una produccién de mutaciones tras la replicacién de lesiones letales.
La respuesta SOS conlleva la induccion de la expresién de una serie de genes.

El SOS cromotest utiliza como estipe indicadora una bacteria que tiene el
promotor de uno de estos genes, sfi, unido al gen lacZ mediante una fusién
génica. Dicha fusién génica permite cuantificar la expresién del gen en funcién
de los niveles de p-galactosidasa mediante un ensayo colorimétrico. Se ensayan
varias dosis del posible compuesto genotéxico. Para cada dosis se estima el
factor de induccién (cociente entre la actividad B-galactosidasa en presencia
del compuesto y en su ausencia). Se obtiene la correspondiente curva dosis-
respuesta. La pendiente de la porcién lineal se denomina SOSIP (SOS Induction
Potency), pardmetro que cuantifica la capacidad de inducciéon de los agentes
probados. LLa mayor ventaja de este ensayo es su rapidez, horas frente a dias que
duran los ensayos de mutagénesis, ademas actualmente existen kit comerciales
disponibles de este ensayo (Figura 24).
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Figura 24. Respuesta genotéxica de E. coli PQ37 (SOS cromotest) expuesta a extractos de
sedimentos organicos de tres sitios contaminados con compuestos orgdnicos [45].

De particular relevancia son aquellos ensayos no mutagénicos disenados
para la deteccién de eventos genéticos a los que resultan insensibles los ensayos
bacterianos (alteraciones cromosémicas, roturas cromosémicas, recombinaciéon
genética, no disyuncién mitética o meiébtica, etc.) y que se llevan a cabo en
situaciones que reflejan con maxima exactitud el complejo sistema metabdlico
de los mamiferos.

Cultivos celulares. Las células de mamifero en cultivo permiten diversos
ensayos, incluidos ensayos de mutagénesis. Los basados en la deteccion de
mutaciones génicas, sean de mutaciones directas o reversiones, son basicamente
iguales que los ensayos descritos en bacterias, variando no obstante el método
de seleccién. En células de mamifero se han utilizado como blanco genético
basicamente 4 genes. Dos de ellos son el gen hgprt que codifica la hipoxantina
guanina fosforibosil transferasa y el gen tk que codifica la timina kinasa. Ambos
ensayos se basan en que las células con el gen silvestre son sensibles a un
compuesto, 6-tioguanina en el primer caso y trifluortimidina en el segundo,
que transforman en un derivado téxico, mientras que los mutantes son
resistentes. Una diferencia interesante es que el gen de la Hgprt se localiza en el
heterocromosoma X, por lo que todas las mutaciones se expresan (sélo una copia
de X en machos y s6lo una copia activa en hembras), mientras que el gen de la
Tk se localiza en una autosoma (hay que usar lineas celulares heterocigéticas
th*/tk’). Otra diferencia es que en el cromosoma X se localizan muchos genes
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vitales, algunos de los cuales son adyacentes a hgprt, por ello las delecciones
grandes no son viables. Esto hace que el ensayo HPGRT se considere especifico
de mutaciones puntuales y pequenas deleciones. En contraposicién, el ensayo
TK detecta deleciones de gran tamafo. Las lineas celulares que mas se usan
son células CHO (células de ovario de hamster chino) para HPGRT vy células
L5178Y de linfoma de ratén para el ensayo TK.

En los cultivos celulares no sélo se pueden cuantificar la induccién de
mutaciones génicas sino también la induccién de mutaciones cromosémicas, sean
estructurales o numeéricas, aunque fundamentalmente se detectan aneuploidias,
es decir la pérdida de cromosomas individuales. Los dafios cromosémicos se
visualizan en metafase. Experimentos de exposicién con rayos X llevados a
cabo con linfocitos periféricos humanos, mostraron la aparicién de cromosomas
dicéntricos (dos centrémeros) y fragmentos acéntricos. La exposicion de células
vegetales al agente alquilante Myleran dio apareamientos en forma de cruz entre
dos cromosomas homélogos fruto de una traslocacién asimétrica (Figura 25).
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Figura 25. A: cultivo de linfocitos humanos expuestos a rayos X (~300 rads) mostrando varias
aberraciones cromosémicas: cromosomas dicéntricos indicados con flechas y fragmentos acéntricos
indicados con la letra “a”. B: células de raiz de habas expuestas a Myleran (mM. 3h) mostrando un
apareamiento cromosémico en forma de cruz (indicado por el circulo) resultado de una translocacién
asimétrica.

Otro ensayo citogenético es el llamado intercambio entre cromatidas
hermanas, abreviado SCE (Siter Chromatid-Exchanges). Se basa en la tincién
diferencial de las cromatidas hermanas. Para ello las células se ponen en presencia
de 5-bromodeoxiuridina (analogo de la timina) durante 2 ciclos de replicacion.
Teniendo en cuanta la replicacién semiconservadora, la incorporacién de
5-bromodeoxiuridina sera doble en una cromatida que en la otra. La tincién
diferencial de las cromatidas permite cuantificar los intercambios. Los
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cromosomas con intercambios se dicen arlequinados (Figura 26).
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Figura 26. Cromosomas arlequinados.

Otro ensayo genotdéxico no mutagénico es el de la sintesis no programada del
DNA, abreviado UDS (Unscheduled DNA synthesis) *°. Cuando un DNA se dana
tiene lugar una sintesis no programada de DNA cuyo objeto es la reparacion del
mismo. El test se basa en la incorporacion de timidina marcada con tritium en el
DNA de células que no estan en la fase S del ciclo celular. La principal ventaja de
este ensayo es que no requiere que las células se repliquen por lo que se puede
llevar a cabo en cualquier tipo celular. Los hepatocitos se usan frecuentemente
en este tipo de ensayo dada su capacidad de activacién metabdlica, de la que
carecen otros tipos celulares y la mayoria de las lineas celulares establecidas.
También se usan fibroblastos humanos en presencia de S9.

Animales de experimentaciéon. Los ensayos anteriormente descritos se
pueden llevar a cabo sustituyendo la exposicién controlada en el tubo de ensayo
por la exposicién de un animal. Tras la exposicién el animal es sacrificado, se
extraen las células y se efectta el andlisis, SCR, UDS, alteraciones cromosémicas,
etc.

Un ensayo citogenético que se puede llevar a cabo con animales de
experimentaciéon, concretamente ratones, es el ensayo de microntcleos. Se
trata de un ensayo in vivo, relativamente sencillo y rapido. Los eritrocitos
maduros carecen de DNA, a no ser que los eritrocitos inmaduros hayan sufrido
dano cromosémico. En tal caso, fragmentos cromosémicos procedentes de
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roturas, o bien cromosomas que no han segregado normalmente resultado de
alteraciones cromosémicas, pueden quedar en los eritrocitos maduros formando
micronucleos. Cuanto mayor sea el nimero mayor sera el dano.

Los ensayos anteriores de una u otra forma analizan danos que ocurren en
las células somdticas y que en principio pueden ser relevantes para el individuo
que las sufre, dada la correlacién entre dafos genéticos y cancer, pero no para su
descendencia si estos daflos no ocurren en la linea germinal. Existen no obstante
ensayos que cuantifican dafios en la linea germinal. El mds importante es el test
de locus especifico, abreviado SLT (Specific Locus Test). Desarrollado por WL
Russell en 1951 en ratones. Un macho silvestre se cruza con una hembra que
lleva en homocigosis mutilples mutaciones recesivas que afectan a caracteristicas
morfolégicas faciles de distinguir como el color del pelo o de los ojos, forma de
las orejas, etc. En la descendencia se busca la aparicién de dichas caracteristicas
que seran el fruto de la induccién de mutaciones en el parental masculino. Se
puede investigar la sensibilidad de los compuestos en los diferentes estadios de
la espermatogénesis. Los resultados obtenidos con este ensayo son escasos dado
que es costoso y laborioso. Un ensayo similar se lleva a cabo en Drosophila, y si
bien hay mas datos que en ratén, estos son menos relevantes desde el punto de
vista de la estimacién de riego en humanos.

Un ensayo mas sencillo y menos costoso es el llamado ensayo de letales
dominantes. La diferencia estriba en que se analiza la induccion de danos letales
que se traducen en una disminucion de la supervivencia de la descendencia. Se
tratan ratas o ratones machos que se cruzan con hembras sin tratar y se buscan
lesiones que disminuyen la viabilidad del feto. Un ensayo similar también existe
en Drosophila.

En la actualidad se comercializan ratones transgénicos para ensayos de
mutagénesis. En lineas generales con todos los ratones transgénicos el protocolo
es el mismo. Se tratan los animales, se sacrifican, se extraen los distinto tejidos,
se aisla el DNA y se seleccionan los mutantes.

En el ensayo Muta™Mouse (Covance) el blanco para la accién de los
mutagenos en el gen LacZ de E. coli. Dicho blanco (3,1 Kb) esta inserto en un
vector derivado del fago lambda (47 Kb) que facilita su recuperacién y posterior
analisis de las mutaciones. En torno a 40 copias del vector con su blanco se
inserta en el genoma del ratén. EI DNA extraido se incuba in vitro con las
distintas piezas que forman la envoltura del fago y una vez empaquetado se
usa la via normal de infeccién para introducir las copias empaquetadas en las
particulas fagicas en el interior de las bacterias indicadoras que informaran de la
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presencia de mutaciones en el gen LacZ. Si el gen no esta mutado las bacterias
sintetizan B-galactosidasa que descompone X-gal, dando halos de lisis de color
azul. Si estd mutado da halos de lisis de color blanco. También puede usarse
una bacteria con una mutacién en el gen galE que codifica una epimerasa. Las
bacterias silvestres expresan B-galactosidasa que descompone lactosa en glucosa
y galactosa que mata a las células. Por su parte, los mutantes, con una fuente
adicional de carbono, sobreviven.

Otra variante usa el gen LacZ en un plasmido. El gen LacZ esta prededido
por un operador LacO al que se une un represor Lacl. El represor se une a una
bola magnética, de manera que con un imin se recupera con facilidad y alta
eficiencia el blanco genético del total del DNA sin necesidad de empaquetamiento
i vitro ni de llevar a cabo la infeccién, dado que se introduce por transformacién
mediante electroporacién.

Otro ratén disponible comercialmente para estudios de mutagénesis se
denomina Big Blue™ (Agilent Technologies). El ratén lleva en distintos érganos
copias multiples de un vector lanzadera (43 Kb). El vector tiene los extremos cos
(cohesivos) del fago lambda, es decir extremos monocatenarios de secuencias
complementarias, que hacen que las distintas copias se integren en el DNA
genémico en forma de grandes concatémeros. El blanco genético es el gen
bacteriano Lacl, ademas lleva el gen LacZ y un gen que confiere resistencia a
ampicilina. Tras tratar al animal con el agente se extraen los tejidos y se aisla
el DNA. EI DNA se empaqueta en el fago lambda, se infecta una determinada
bacteria y se aislan halos de lisis, que si son de color azul son indicativos de que
las bacterias fueron infectadas por un mutante Lacl. En tal caso, el represor no
esta activo y se produce la sintesis de p-galactosidasa que transforma X-gal del
medio en galactosa mas 5-bromo-4-cloro-indigo (sustancia que confiere color
azul).

Los ejemplos anteriores de uso de animales transgénicos para estudios de
mutagénesis estan basados en la induccién de mutaciones directas, por tanto
sensibles a distintos tipos de danos en el DNA. No obstante, hay que decir que
también existe un ensayo basado en la reversién de una mutacién sin sentido.

Por dltimo, decir que este tipo de estudios, aunque tltimamente se estan
perfeccionando, no dejan de ser laboriosos y costosos. Un aspecto importante es
el tiempo de expresion, es decir, el tiempo que transcurre desde que se hace el
tratamiento hasta que se sacrifica el animal para la cuantificacién de la frecuencia
de mutacién y el posterior analisis de las mutaciones por secuenciacién. Durante
este tiempo la sustancia se distribuye a los distintos 6rganos, se metaboliza, dafa
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la molécula de DNA, tiene lugar la reparacioén y la replicacion para la fijacion de
las mutaciones a partir de las lesiones no reparadas. Los resultados dependen
mucho de que el tiempo de expresion sea el apropiado. Este tiempo varia segin
el agente y segtin el 6rgano. Otro punto a tener en cuenta es el tratamiento pues
se piensa que los tratamientos crénicos son mas efectivos que los tratamientos
agudos.

Conviviendo con mutagenos

Los mutdgenos desde el punto de vista de su utilizacion por el hombre se pueden
agrupar como productos industriales, pesticidas, firmacos y drogas y alimentos
y aditivos de la alimentacién:

Productos industriales. Incluyen una amplia gama de compuestos, tanto en
lo referente a su estructura organica como a su aplicacion industrial. La mayor
parte de ellos son agentes alquilantes con diferentes grupos funcionales. Asi, se
encuentran las lactonas, aldehidos, aziridinas, mostazas, ep6xidos, nitrosaminas
y sulfatos dialquilicos.

Entre los mas importantes, desde el punto de vista mutagénico, se pueden
citar, a modo de ejemplo, los siguientes:

* Hidrocarburos aromaticos polinucleares: El 3,4-benzopireno es el agente
carcinbgeno mas potente y extendido que contamina el aire como
resultado de la combustién incompleta de combustibles sélidos, liquidos
y gaseosos. Dicho compuesto se encuentra también en condensados de
humo de tabaco, aceites minerales, ceras comerciales, polvo producido
por el desgaste de las correas de caucho en su roce con las poleas, etc.

¢ Acetaldehido: utilizado como disolvente en las industrias del caucho,
curtido de pieles y papel. Producto intermedio en los procesos de
obtencién de muchos productos quimicos (acido acético, alcohol butilico,
acetato de celulosa, resinas de acetato de vinilo, etc.). Detectado también
en el humo del tabaco y del automévil. Mutageno en Drosophila.

* Formaldehido: muy utilizado él o sus polimeros en la fabricacién de
resinas sintéticas y en la industria textil y del papel (también en la
agricultura como desinfectante de semillas y fungicida). Detectado en el
humo del tabaco y automéviles. Su mutagenicidad ha sido demostrada en
Drosophila, Newrospora y E. coli.
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* Acroleina: utilizado en el acabado textil, tratamiento del papel, gomas
quimicas, pldsticos, resinas sintéticas e industria farmacéutica. Detectado
en la hoja y humo del tabaco y en atmésferas de pinturas y barnices
vegetales y humo de automoaviles. Mutiageno en Drosophila.

Dentro de este apartado relacionado con los productos industriales es
necesario hacer relacién al denominado riesgo ocupacional. Existen datos
experimentales realizados in vivo sobre personas que por su trabajo manejan
o estan en contacto con determinados productos quimicos que demuestran un
incremento de anomalfas cromosémicas en andlisis realizados normalmente en
linfocitos de sangre periférica. Por ejemplo, segtin Ashby y Richardson (1985)
7, que analizaron varios grupos de riesgo ocupacional en més de 100 estudios
citogenéticos realizados entre 1965 y 1984, hay una evidencia positiva de danos
cromos6émicos como consecuencia de la exposicion a:

* Benceno (disolvente industrial utilizado también en la fabricacién de otros
compuestos quimicos).

* Estireno (benceno de vinilo, utilizado como disolvente organico en la
industria del plastico y resinas).

* Agentes alquilantes anticancerigenos (utilizados en la quimioterapia del
cancer, su manejo como aerosoles o el contacto directo de la piel con la
droga o por la orina de los pacientes).

* Oxido de etileno (usada principalmente para fabricar glicol de etileno
-una sustancia quimica usada como anticongelante y poliéster-.Una
pequeiia cantidad (menos de 1%) es usada para controlar insectos en
ciertos productos agricolas almacenados, y una cantidad muy pequeia
se usa en hospitales para esterilizar equipo y abastecimientos médicos.

En un estudio realizado en 1975, Kilian y colaboradores [48] analizaron
los efectos ocupacionales en 7.000 empleados de la Texas Division de la Dow
Chemical USA que fabrican o manipulan, entre otros, los siguientes productos
potencialmente t6xicos:

Benceno, etilenimina, cloruro de vinilo, cloruro de vinilideno, tricloroetileno,
epiclorohidrina, diisocianato de tolueno, diamina de tolueno, fosgén, tetracloruro
de carbono, cloroformo, hexaclorobenceno y hexaclobutadieno.

En su estudio, Kilian hacen especial hincapié en los riesgos de exposicién al
cloruro de vinilo y al cloruro de polivinilo, mostrando que el riesgo ocupacional
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es muy superior en el segundo caso, influyendo ademas, légicamente, la dosis de
exposiciéon (ppm), la duracién y la intensidad.

Por su parte, Beckman y colaboradores *-%° comprobaron el efecto de la
exposicion al arsénico de 39 trabajadores de una fundicién de acero de Suecia,
mostrando un aumento de frecuencia de roturas y aberraciones cromosémicas
porque el arsénico impide la reparacién del DNA. Los mismos autores estudiaron
la frecuencia de abortos espontaneos ' y peso al nacer * en la poblacién que
vivia en las proximidades de la misma planta de fundicién de mineral antes
citada, observando un aumento de la frecuencia de abortos y una disminucién
del peso al nacer, aunque con los datos obtenidos era dificil de evaluar realmente
el efecto.

El riesgo ocupacional del contenido aromdtico del fuel como consecuencia
de la exposicién al benceno (1-5 %) fue analizado por Fredga y colaboradores
5. La muestra estudiada consistié en el analisis citogenético de linfocitos de 65
personas que realizaban las actividades siguientes:

* Once conductores de camiones-cisterna de distribucién de fuel

* Nueve tripulantes de barcos-cisterna

* Nueve empleados de gasolineras

* Doce conductores de camiones-cisterna de distribucién de petréleo

* Doce conductores de camiones-cisterna de distribuciéon de leche en la
misma zona

* Doce trabajadores de la industria del gas expuestos al benceno en su
actividad

Los resultados mostraron un moderado, pero estadisticamente significativo,
aumento en la frecuencia de aberraciones cromosémicas en los conductores de
camiones-cisterna y en los trabajadores industriales expuestos al benceno, pero
no en los tripulantes de barcos-cisterna ni en el personal de las estaciones de
servicio. El hecho de que los conductores de camiones distribuidores de fuel,
petréleo y leche tuvieran una incidencia similar de aberraciones cromosémicas
indica que éstas no son atribuibles en este caso al benceno.

Pesticidas. Este grupo incluye los herbicidas, fungicidas, insecticidas,
acaricidas, esterilizantes de semillas, fumigantes y quimioesterilizantes. La
distribucién de estos productos se hace en forma de granulos, polvo, espray,
espuma o aerosol, de manera que el hombre esta expuesto a los mismos, ya sea
ingiriendo los residuos téxicos, ya sea por contacto directo durante su manejo.
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Los pesticidas orgdnicos pueden ser metabolizados en los seres vivos
y/o degradados ambientalmente por procesos fotoliticos, térmicos, etc.
Evidentemente, el grado y naturaleza de la transformacién que experimenten

varia

con el pesticida, la causa de modificacion, etc. Algunos de ellos se

transforman en minutos y otros duran afos sin cambio alguno.
Se indica, a continuacién, los nombres y utilizacién de diferentes pesticidas
indicando el tipo de variaciéon genética que producen:

Captan: Fungicida. Teratégeno en embrién de pollo y mutageno en E. coli
y cultivos celulares in vitro.
Aramite: Acaricida no sistémico. Carcinégeno en ratas y perros; mutageno
en Drosophila.
DDT: El mas efectivo y mas barato de los insecticidas sintéticos. Ha
mostrado su mutagenicidad en ratas y células humanas in vitro.
DDVP: Insecticida, fumigante y helmintico en veterinaria. Produce
alteraciones cromosémicas en Vicia faba y mutageno en E. coli.
Hidracida maleica: herbicida, fungicida, inhibidor y regulador del
crecimiento. Mutageno en Drosophila, carcinégeno, produce inhibicién
mitética y aberracién cromosémica en plantas.
Tepa, Metepa, Afolate y Tiotepa: Son aziridinas quimioesterilizantes de
insectos (aparte de su uso en la industria textil, del papel y la madera).
Sus propiedades mutagénicas se han demostrado en organismos animales
y vegetales y en microorganismos.
TEM: Quimioesterilizante de la mosca doméstica y de los frutales (usado
también en la manufacturacién de productos resinosos y en el acabado
del rayén e impermeabilizaciéon del celofin). Mutageno y productor de
aberraciones cromosémicas en Drosophila, ratén, cultivos de leucocitos
humanos, etc.
Hemel y Hempa: Analogos no alquilantes de la tetramina y tepa,
respectivamente. Quimioesterilizantes de la mosca doméstica. Ambos son
mutagenos.
Organomercuriales: Fungicidas y esterilizantes de semillas. Mutagenos y
productores de anomalias cromosémicas.
Epoxidos: Oxido de etileno y 6xido de propileno. Fumigantes y
esterilizadores gaseosos. Acciéon mutagénica en Drosophila, Neurospora y
cebada, induciendo aberraciones cromosémicas en plantas.
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Farmacos y drogas. Los farmacos que se ha demostrado que son capaces
de inducir mutaciones génicas y aberraciones cromosémicas se encuentran
distribuidos en un amplio espectro, tanto respecto a su estructura quimica
(agentes alquilantes, antibidticos, acridinas, etc.) como a su utilizacion terapéutica
(antineoplasicos, antibacterianos, antipiréticos, sedativos, etc.). Algunos ejemplos
son:

* Antibiéticos: Los antibidticos derivados de la estreptomicina son
inhibidores del DNA y utilizados como agentes antineoplasicos. Son
mutagenos e inducen aberraciones cromosémicas. Entre ellos, estin la
mitomicina C, estreptonigrina, azaserina, fleomicina, etc.

* Agentes alquilantes: utilizados especialmente en la quimioterapia del
cancer. Entre ellos se pueden citar la ciclofosfamida, trenixnén, myleran,
mostazas (nitrogenada, azufrada y oxigenada), tetramina, etc.

* Vinca-alcaloides: los alcaloides Vincristina y Vinblastina obtenidos
de la planta Vinca rosa se utilizan como citostdticos en la terapia de la
enfermedad de Hodgskin y el coriocarcinoma. Ambos alcaloides producen
aberraciones cromosémicas en cultivos celulares animales y vegetales.

* Antagonistas del 4dcido félico: la aminopterina y metrotexato se utilizan en
la quimioterapia del cancer y el daraprim como antimalarial.

* Derivados de la acridina: la acriflavina, la proflavina y la 5-aminoacridina
se utilizan en medicina y veterinaria como agentes antisépticos y
bactericidas. La quinacrina atabrina es un antimalarial de enorme poder
mutagénico.

* Miscelanea: se enumeran, a continuacién, diversos compuestos con
indicacién de su utilizacién terapéutica:

* Hidroxiurea: antineoplasico, leucemia crénica y aguda.

* Uretano: sedante, antiespasmédico, leucemia.

* Ditranol: psoriasis y otras dermatosis crénicas.

* Miracil D: esquistosomiasis.

* Bromuro de etidio: tripanocida.

* Hidrato de cloral: hipnético y sedante.

* 8-hidroxiquinoleina: antibacteriano y fungistato.

* Fenil butazona: analgésico, antipirético y antiinflamatorio.
* Medlicina: antinduseas y antihistaminico.

* Negrama: bacteriostatico del tracto urinario.
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Mertiolato: antiséptico tépico.

LSD (dietilamida del acido lisérgico): alucinégeno para el tratamiento
experimental de enfermedades mentales.

Colchicina: gota aguda vy artritis sarcoide crénica.

Peroxido de hidrégeno: antiséptico tépico, elixires, dentrificos, lociones
sanitarias.

Isiomiazida: antituberculosis.

Clorpromazina: sedante y tranquilizante.

Fenotiazinas: psiquiatria, nduseas y vomitos.

Alimentos y aditivos de la alimentacién. Se indican a continuacién algunos
de los alimentos y aditivos de la alimentacién que han mostrado tener efectos
mutagénicos y/o cancerigenos.

Cafeina: Se ingiere directamente en bebidas de tan amplia difusion
como el café, el té y el mate, asi como en las llamadas “bebidas blandas”,
particularmente las “colas” elaboradas con el fruto del arbol Cola acuminata.
Ademas, la cafeina es un componente muy utilizado en firmacos para
combatir el mareo, analgésicos, estimulantes, vasodilatadores. Existe
controversia respecto a su poder mutagénico, pues en unos organismos
actia con mas intensidad que en otros.

Sacarina: edulcorante que se utiliza como sustitutivo del aztcar. Ha
resultado mutagénico en pruebas en pruebas Salmonella-microsomal.
Isotiocianato de alilo: producto natural que se deriva de la sinigrina,
glucosinolato muy comtn en plantas del género Brassica (coles) y
Stnapsis (rabano, etc.). Aditivo de salsas picantes, aromdticas, mostazas
sintéticas, etc. y conservador de carne. Es mutagénico y produce también
alteraciones cromosémicas.

Ciclamato y ciclohexilamina: de amplia utilizacién como edulcorantes.
A raiz del descubrimiento de que los ciclamatos producian tumores de
vejiga en ratas alimentadas con dichos aditivos, se prohibié su uso en
muchos paises. Antes de la prohibicién el consumo previsto para 1970
era de unos 10 millones de kilos. En 1968 el 15 % de las “bebidas blandas”
estaban edulcoradas con ciclamatos. Experimentalmente inducen roturas
cromosdmicas, tanto en células vegetales como animales y humanas.
Actualmente, sin embargo, parece que han vuelto a ser autorizados.
Hidrocarburos aromaticos polinucleares: el 3,4-benzopireno es el agente
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carcinégeno mas potente y extendido que contamina el aire como
resultado de la combustion incompleta de combustibles sélidos, liquidos y
gaseosos. Se ha encontrado en ahumados, galletas, margarina, mayonesa
y naranja. Se ha demostrado su mutagenicidad en Drosophila, E.coli y
raton.

* Acido etilen-diamino-tetracético (EDTA): por su accién antioxidante se

utiliza para conservaciéon de alimentos que contienen grasas y aceites,
tales como la mayonesa, margarina, ensalada, etc. Asimismo, mantienen
el aroma y el color de los vegetales. Produce anomalias cromosémicas.

* Nitritos y acido nitroso: el nitrito sédico es muy utilizado para conservar la

carne, el pescado y el queso. El acido nitroso es un poderoso mutageno,
actuando por desaminacién de la adenina y la citosina.

* Bisulfito sédico: inhibidor bacteriano en la fabricacién del vino y la cerveza.

Se ha demostrado su accion mutagénica en virus y bacterias.

* Cicasin: se extrae del fruto, semilla y raiz de plantas del género Cycas, muy

utilizadas como alimento y medicinas en zonas tropicales y subtropicales.
La cicasina y su aglicona producen efectos carcinégenos, teratégenos y
mutagenos.

* Alcaloides de pirrolizidina: presentes en especies de los géneros Senecio,

Crololaria, Amsinkia, etc. Son hepatotéxicas para el ganadoyy, al ser utilizadas
como hierbas medicinales en zonas rurales de los trépicos y subtrépicos,
se atribuye a tales alcaloides la alta incidencia de enfermedades hepaticas
de dichas poblaciones humanas. Tienen accién mutagénica e inducen
aberraciones cromosémicas en Drosophila y algunos vegetales.

* Patulina: es un antibiético mutidgeno y carcinégeno (lactona no saturada)

producido por diversas especies de hongos (Aspergillus sp. y Penicillium
sp.). Dado que estos hongos pueden contaminar ciertos alimentos, ello
explicaria el que se haya detectado la presencia de patulina en la harina,
manzana, jugos de frutas, etc.

» Aflatoxinas: metabolitos téxicos producidos por algunas razas especificas

de determinados hongos (por ejemplo, Aspergillus flavus, Penicillium
puberulum) que pueden aparecer sobre determinados frutos secos
(cacahuete) de alimentacién humana y piensos para animales. Son
carcinégenos poderosos.

Entre los productos alimenticios se ha encontrado en los alimentos

ahumados, galletas, margarina, mayonesa y naranja, Se ha demostrado su
mutagenicidad en Drosophila, E. coli y ratén.



Introduccién a la Genomica 131

Otro compuesto similar, el 1, 2, 5, 6-dibenzo-antraceno, encontrado en
carne y pescados ahumados y en naranjas, es también mutageno y carcinégeno.

Recomendaciones basicas. El tabaco, potenciado por el alcohol, y la dieta
alimentaria son responsables de las dos terceras partes de las muertes causadas
por los distintos tipos de cancer. Estos son los mejores consejos para proteger
nuestro DNA y evitar las mutaciones:

1. Evitar el humo del tabaco. El humo del tabaco que tragan los fumadores
es un potente agente mutigeno, pero las dafiinas nitrosaminas y
benzopirenos se encuentran también en el humo que se expele, asi que
también los fumadores pasivos se ven afectados. Evitar fumar y frecuentar
los lugares cerrados y mal ventilados.

2. Tomar el sol con moderacién y siempre con cremas que contengan filtros
solares. La radiacién ultravioleta favorece la aparicién de canceres de
piel.

3. No abusar de las bebidas alcohédlicas pues estan implicadas en el
desarrollo del cancer de es6fago, estémago e higado, ademas de potenciar
los efectos del tabaco.

4. Limitar el consumo de productos ahumados. Contienen benzopirenos
que son potentes cancerigenos. También se encuentran en las zonas
quemadas o muy tostadas de la carne, el pescado o el pan.

5. Evita la utilizacién de aceites sometidos a sucesivas frituras. Contienen
Trp-1, Trp-11, IQ y MelQx que son sustancia mutigenas.

6. Consumir una gran variedad de frutas y verduras, aportan sustancias
antioxidantes que eliminan los radicales libres y protegen al DNA de
su acciébn mutagena, también contienen oligoelementos y multitud de
sustancias (flavonoides, licopenos, antocianidinas, etc.) que activan los
procesos de reparacién del DNA.
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Fenomica

Julia Maria Lesher Gordillo, Raymundo Hernandez Martinez,
Manuel Enrique Jiménez Garcia, Alinne Audrei Martinez Lopez.

Caracterizacion fenétipica a dgran escala

El desarrollo de la genémica ha contribuido al avance de distintos campos de
la ciencia como la medicina, farmacologia, agricultura, entre otros; gracias
al descubrimiento de secuencias de genes, los cuales son necesarios para la
produccién de proteinas de importancia médica y a la comparacién de secuencias
genémicas de distintos organismos.

En los ultimos 15 afos, se ha propuesto que la fenémica es el complemento
natural de la secuencia del genoma como un rapido avance en biologia. El
Proyecto del Genoma Humano permitié dicho avance y el surgimiento
considerado por varios autores de una nueva area: Fenémica. El Proyecto del
Genoma Humano emergio en los anos 80, con objetivos enfocados a que los
genomas podrian acelerar en forma importante la investigacién biomédica,
permitiendo el enfrentamiento y posibles soluciones de los problemas en forma
mas racional 2.

No obstante la proteémica, integra una amplia variedad de eventos post-
transcripcionales y regulatorios; considerada como el siguiente paso en el estudio
de un sistema biolégico, luego de la genémica. Dicha ciencia se considera mas
dificil que el estudio de genomas ya que un proteoma difiere de una célula a otra
y de un momento a otro, pero hoy en dia es un elemento clave para los estudios
y avances en medicina.

iQué es la fenomica?
El término “fenotipo” fue creado por Wilhelm Johannsen en 1911. El fenotipo
es una propiedad observada en el organismo, como la morfologia, el desarrollo,

o el comportamiento. Debido a este elemento clave, la fenémica se define como
el estudio de la naturaleza de los fenotipos y la forma en que se determinan.

137



138 ]. M. Lesher Gordillo C. A. Tovilla Zarate

Dicho estudio se lleva a cabo mediante la caracterizacién del fenoma, el cual
se define como el conjunto de todos los fenotipos expresados por una célula,
tejido, 6rgano, organismo, o especie.

La fenémica permite la adquisicion de datos fenotipicos de un organismo a
gran escala. Actualmente es necesario conocer y entender los datos fenotipicos,
debido a que las variaciones genotipicas afectan los fenotipos, entender como un
solo cambio genético afecta mas de un fenotipo (pleiotropia), y obtener los datos
que son necesarios para descifrar las causas de fenomas complejos *.

En el nivel superior de la caracterizacion fenotipica, la interaccién entre
genotipo y fenotipo a menudo ha sido conceptualizada mediante la siguiente
relacion:

Genotipo + Ambiente — Fenotipo

Para entender estos fenémenos biologicos complejos, un sistema
con enfoque biolégico debe ser constituido donde el establecimiento de sistemas
requiera una gran cantidad de informacién sobre entidades celulares, tales como
la transcripcién, proteinas y metabolitos *5.

Evidentemente esto sera necesario para poder llevar a cabo estudios
completos de asociacién gen-ambiente-enfermedad y lograr avances en el
conocimiento que impulsen la medicina personalizada. Sin embargo en muchos
organismos, los fenotipos son muy diferentes en diversas condiciones ambientales

No obstante, para interpretar los datos fenotipicos, especialmente los
multiples niveles de organizacién, se necesita un marco conceptual fenémico.
Afortunadamente este marco puede ser construido estableciendo datos de
genética cuantitativa, biologia evolutiva, epidemiologia y fisiologia®.

Herramienta clave para la caracterizacion fenotipica: La genémica

Actualmente el surgimiento y los avances en las caracterizaciones fenotipicas han
ido de la mano de diversos proyectos enfocados al genoma de una variedad de
organismos.

No obstante el Proyecto del Genoma Humano ha sido el punto de inicio
para la fenémica, dicho proyecto comenzé en Estados Unidos el 12 de octubre
de 1990. Sin embargo, el proceso para el inicio del proyecto ya habia estado
operando varios afnos antes.El Proyecto del Genoma Humano ha sido uno de
los proyectos mas importantes, para la investigacién biomédica, permitiendo el
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desarrollo de herramientas para el estudio de la biologia y la medicina. Esta
herramienta ha brindado informacién en la forma de mapas de secuenciamiento:
fisicos y genéticos del genoma, y de algunos organismos modelo. Siendo uno de
los principales objetivos hoy en dia alcanzados, el conocer la “huella genética
humana” permitiendo definir mejores bases genéticas para una gran variedad de
enfermedades vy el uso de esa informacién para disenar terapias mas efectivas 2.

Lamedicina genémica surgié a partir de las dreas de genética epidemiologica
y epidemiologia molecular y puede definirse como la aplicacién a las ciencias
de la salud de los conocimientos originados a través del Proyecto del Genoma
Humano.

El inicio de dicho proyecto, abri6 las puertas de la genémica, como una
ciencia de suma importancia para conocer y entender una variedad de procesos
biolégicos.

Actualmente cientos de genomas han sido secuenciados, algunos de ellos
son mencionados a continuacién:

En 1995 se conocié la primera secuencia completa y publicada de un
genoma bacteriano y ahora se cuenta con mas de 200 bacterias secuenciadas.
Con todas estas secuencias de genomas se puede proporcionar claves ttiles
acerca de porqué algunas bacterias causan enfermedad en humanos, controlar
su propagacion, y tratar las infecciones causadas por ellos.

El primer genoma de plantas en ser secuenciado fue el de Arabidopsis
thaliana, considerada como un organismo modelo, varias areas dependen de
organismos modelos para su avance. Un modelo ideal es econémico, de facil
crecimiento, presenta facilidades para su cruza, y debe tener un ciclo de vida
corto, para que los estudios puedan abarcar varias generaciones en semanas o
meses. Destacando Arabidopsis thaliana la cual se adapta a estos criterios y se
convirti6 en los anos 80 en el modelo de planta mas conocido y actualmente el
mas utilizado.

No obstante debido a su posicién evolutiva los peces cartilaginosos
proporcionan una referencia importante para nuestra comprensién de la
evoluciéon del genoma de vertebrados. El genoma relativamente pequeno del
tiburén elefante (Callorhinchus mili), lo ha convertido en un atractivo modelo
para la secuenciacién de genomas completos de peces cartilaginosos ®7.

En el afio 2009 se publico uno de los genomas mas esperados y de suma
importancia médica: la secuenciacién del genoma del ratén, habia terminado.
El ratén (Mus musculus) ocupa una posicién singular en la genética y la genémica,
es a la vez el modelo animal mas utilizado para estudiar la evoluciéon de las
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enfermedades humanas. Los estudios llevados a cabo con ratones han permitido
hacer avances en el tratamiento del cancer, la diabetes, las enfermedades
coronarias y muchas otras condiciones *.

Las diferencias genéticas entre organismos ha sido estudiado mediante la
genémica, la secuencia del genoma del chimpancé comuin (Pan troglodytes) ha
permitido la comparacién con el genoma humano, encontrando diferencias
genéticas que se han acumulado desde que la especie humana y los chimpancés
se separaron de nuestro ancestro comun °.

El caracter global de la informacién genémica ha generado enteramente
nuevas disciplinas que utilizan la disponibilidad de la secuencia del genoma
como punto de partida, siendo de suma importancia entender las caracteristicas
fenotipicas. A pesar de nuestra capacidad para caracterizar fenomas este va de la
mano de la capacidad de caracterizar genomas.

Proyectos actuales de fenomas

Los esfuerzos para la caracterizacién de fenomas dia a dia va en aumento, sin
embargo no hay un proyecto que se acerque a un fenoma completo, debido en
parte a los costos y a la variedad de fenotipos; ya que estos son muy diferentes
en diversas condiciones ambientales.

La fenémica ahora supera con creces el tiempo y los costos de la genémica.
El desarrollo detallado de nuevos modelos ha provocado grandes costos, los
cuales son necesarios para identificar los métodos mas adecuados para hacer
frente a los objetivos clave de la fenémica debido a que la recopilacién de datos
de alto rendimiento es practicamente imposible con los métodos tradicionales
de laboratorio ™.

Hoy dia se conocen una parte considerada de fenomas de diversos
organismos, en su mayoria disponibles en internet y en base de datos de ficil
acceso. Proyectos que han mostrado avances significativos y brindan un mejor
panorama a futuro para la caracterizacién fenotipica a gran escala. El acceso
a dicha informacién ha permitido el avance de la fenémica, reforzando los
conocimientos en diversas dreas y aplicaciones de la genética; a la vez que ha
permitido el surgimiento de nuevos proyectos a futuros.

Algunos de los proyectos actuales son enlistados en la Tabla 1. Dichos
proyectos han sido enfocados a organismos modelos u organismos utilizados
en medicina. Como es el caso del fenoma del ratén, un proyecto de suma
importancia para los avances en medicina; actualmente se encuentra disponible
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The Mouse Phenome Database (MPD), European Mouse Phenotyping Resource
of Standardised Screens (EMPRESS) y la European Mouse Disease Clinic
(EUMODIC), consorcio para la deteccion fenotipica de lineas mutantes y lineas
puras. El cual abarca la fisiologia, morfologia y comportamiento del ratén *

(Tabla 1).

TABLA 1.

Proyectos actuales en el area de la fenémica

Especies Fundacion URL
Ratén The Mouse Phenome Database (MPD) http://www.jax.org/phenome
European Mouse Phenotyping Resource of http://www.empress.har.mrc.
Standardised Screens (EMPRESS) ac.uk
European Mouse Disease Clinic (EUMODIC)  http://www.eumodic.org
Drosophila Drosophila Population Genomics Project http://www.dpgp.org
(DPGP)
http://www.hgsc.bcm.tmc.edu/
Drosophila Genetic Reference Panel(DGRP)  project-species-i-Drosophila_
genRefPanel.hgsc. http://
flybase.org/static_pages/news/
whitepapers/Drosophila_
Genetic_Reference_Panel
Whitepaper.pdf
Plantas International Plant Phenomics Network http://www.plantphenomics.com
(IPPN) http://www.plantphenomics.
org.au
Australian Plant Phenomics Facility (APPF) http://www.fz-juelich.de/icg/
icg-3/jppc
Jiilich Plant Phenotyping Centre (JPPC) http://walnut.usc.edu/2010/
GWA
USC Nordborg Laboratory GWA studies in
Arabidopsis thaliana
Perro Canine Phenome Project http://www.caninephenome.org
Humana Personal Genome Project http://www.personalgenomes.

Consortium for Neuropsychiatric Phenomics
(CNP)

org

http://www.phenomics.ucla.edu
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Los fenomas de organismos modelos, como es el caso de la mosca domestica
Drosophila, actualmente cuenta con el Drosophila Population Genomics Project
(DPGP) y el Drosophila Genetic Reference Panel (DGRP) que han permitido
el trabajo en el area de la fenémica para dicho organismo, presentando una
variedad extensiva que incluye fisiologia, resistencia a enfermedades, expresiéon
de genes, comportamiento y morfologia (Tabla 1).

La fenémica de plantas ha mostrado avances debido a la International Plant
Phenomics Network (IPPN), el cual ha desarrollado e implementado la fenémica
de taxas especificas con la colaboracién de consorcios nacionales incluyendo
el Australian Plant Phenomics Facility (APPF) y el Julich Plant Phenotyping
Centre (JPPC) (Tabla 1). Como producto del creciente interés en la fenémica,
el APPF es un centro nacional, a disposicion de todos los cientificos de plantas
de Australia, que ofrece acceso a la infraestructura que no esta al alcance de los
sectores publicos en cualquier parte del mundo. El APPF se basa en el andlisis
de im4genes automatizadas de las caracteristicas fenotipicas de las colecciones de
germoplasma, mapas y de poblaciones mutantes.

Entre algunas de las aplicaciones de dicho centro se pueden mencionar:

* Genomica funcional de especies modelos y de cultivos.

* Investigacion en cambio climatico.

* Desarrollo de nuevos productos para una alimentacién sana.

* El mantenimiento de la biodiversidad y el desarrollo de nuevas
estrategias para la recuperacién de paisajes degradados.

* El uso de las plantas y bio-fibricas para producir nuevos productos
farmacéuticos y otros productos para la industria.

Cabe resaltar que una de las especies modelos en plantas ha sido Arabidopsis
thaliana, donde mediante la colaboracién de grupos de trabajo con esta especie y
la Genome-Wide Association (GWA) se realizan estudios a nivel fenotipico; de la
mano de estudios de resistencia a patégenos, caracteristicas de floracién, entre
otros (Tabla 1).

El Canine Phenome Project llevado a cabo por voluntarios cientificos,
veterinarios, propietarios de perros, criadores y entrenadores se ha enfocado
a las enfermedades hereditarias con relevancia para la salud humana, el
comportamiento y los defectos especificos de la raza (Tabla 1).

Finalmente las prospectivas en humanos son particularmente grandes, a
pesar de los grandes desafios para replicar genotipos o llevar a cabo muchos
tipos de experimentos’. El Consortium for Neuropsychiatric Phenomics abarca
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datos de gendmica, estructura y funcién del cerebro, comportamiento en el
estudio de casos y el control de tres los principales sindromes psiquiatricos. No
obstante el Personal Genome Project tiene como objetivo reclutar voluntarios
para la secuenciacién del genoma y contar con datos para estudios fenotipicos.

Las demandas para la fenémica amplian los conocimientos en genética,
biologia molecular, biologia celular, los sistemas biolégicos y niveles de expresion
fenotipica. Sin embargo los investigadores deben ser capaces de comunicarse
eficazmente y colaborar en el disefio y ejecucién de proyectos de investigacién
a gran escala '°.

La fenomica en medicina

Una de las principales metas de la investigacion genética es poder identificar
genotipos especificos asociados a fenotipos humanos y asi entender, prevenir
y tratar enfermedades. Hasta ahora las aproximaciones que se utilizan para
definir y estudiar fenotipos no son suficientemente potentes para hacer uso de
forma 6ptima de la informacién genémica disponible.

La biologia de sistemas utiliza conjuntos de datos a gran escala para
investigar las redes moleculares de sefializacion desde un punto de vista integral
e integrador. Desde el surgimiento de la genémica y la prote6émica, numerosos
campos (por ejemplo, transcriptomas y metabolémica) han surgido, ayudando
en la obtencién de datos para la elaboracion de bases de datos a gran escala'!
(Figura 1).
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ooy o
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Figura 1. La biologia de sistemas usa una combinacién de andlisis de fenémica, metabolémica
y transcriptomas. Las flechas amarillas indican el flujo de la informaciéon genética, del genoma hacia
el fenoma.
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La caracterizaciéon fenotipica en los seres humanos es especialmente
importante, el personal y el interés institucional en materia de salud llevan acabo
la medicién de los fenotipos de muchas personas durante el transcurso de sus
vidas, como resultado de la atencion médica o de los estudios a largo plazo. La
gama de fenotipos humanos que ya se encuentran midiendo es extensa y la
investigacion es constante’.

Hay algunas caracteristicas de los fenotipos que puede ser menos importante
para avanzar en la investigacion genética, pero puede ser priorizadas por su
relevancia para otras aplicaciones en seres humanos. La investigacién biomédica
en ultima instancia, busca aliviar el sufrimiento humano, y por lo tanto los
fenotipos pueden ser significativamente relacionados con la eficacia clinica y los
resultados de los tratamientos, pueden ser objetivos importantes para el estudio.

El objetivo principal de la investigacién genética es identificar genotipos
especificos que se asocian con fenotipos humanos. En el afno 2003, Freimery
and Sabatti propusieron un esfuerzo internacional para crear bases de
datos fen6micos, es decir, un conjunto integral de informaciéon fenotipica, y
desarrollar nuevos enfoques para el andlisis de tales datos fenotipicos. Llamando
a este esfuerzo El Proyecto del Fenoma Humano'2. La complejidad del Proyecto
harfa necesaria la participacién de entidades junto con industrias privadas
farmacéuticas y biotecnolédgicas.

No obstante, la identificacién de los denominados fenotipos intermedios
o “endofenotipos” ayudara a determinar y diagnosticar mds objetivamente
una enfermedad, reorientara la investigacién genética y permitira desarrollar
nuevos agentes farmacolégicos.

Los trastornos psiquidtricos como la depresién, la ansiedad vy
la esquizofrenia son enfermedades generalizadas y devastadoras, por lo que
se necesita mejorar los medicamentos y drogas psiquidtricas. Sin embargo el
descubrimiento de enfermedades, trastornos psiquidtricos y trastornos del
sistema nervioso central sistema (SNC) han sido menores que para otras areas
terapéuticas. La mayoria de los medicamentos psiquidtricos fueron descubiertos
debido a observaciones casuales de los fenotipos de conducta en los seres
humanos, roedores y otros mamiferos. Sin embargo, los analisis de quimicos
a gran escala en los mamiferos son ineficientes y poco practico. En cambio,
en el pez cebra han sido adecuados para el descubrimiento de drogas de alto
rendimiento basada en el comportamiento. La gran cantidad de datos generados
del comportamiento a gran escala del pez cebra facilitard la informacién de cémo
los productos quimicos afectan el comportamiento. Por lo tanto, los analisis
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quimicos basados en el comportamiento en el pez cebra pueden mejorar nuestra
comprensién de la neurobiologia y acelerar el ritmo para el descubrimiento de
farmacos psiquiatricos .
Drogas
psiquiatricas

v

Conserva los mecanismos
moleculares

/1 N\
) N -

Diferentes fenotipos de
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Figura 2. Las drogas psiquidtricas pueden alterar los fenotipos de comportamiento. Las drogas
permiten medir diferentes fenotipos de comportamiento en una variedad de organismos.

Los farmacos actian sobre muy conservadas dianas moleculares que
afectan a la sefalizacién neuronal, y los comportamientos en otras especies se
pueden utilizar para identificar productos quimicos con posibles propiedades
psicoactivas en los seres humanos ''(Figura 2).

El Framingham Heart Study investiga los factores de riesgo cardiovasculares
entre los individuos sanos.

Desde 1948, los investigadores han recogido datos sobre cientos de rasgos
en mas de 14.000 personas de tres generaciones. Los rasgos cubren muchas de
las clases fenotipicas como: el medio ambiente, la historia clinica y las causas de
mortalidad". El Cohorts for Heart and Aging Research in Genomic Epidemiology
(CARGO) ha obtenido importantes conocimientos sobre la arquitectura genética
de la salud cardiovascular y el envejecimiento utilizando datos del Framingham
Heart Study, asi como de otros estudios™

No obstante los estudios de la GWA han permitido que la investigacién
genética se encuentre enfocada en los sindromes neuropsiquiatricos, donde los
investigadores se enfrentan a la complejidad en una escala sin precedentes. Sin
embargo varios proyectos han iniciado el desarrollo de ontologias cognitivas: el
Consortium for Neuropsychiatric Phenomics permitira una colaboracién més
eficaz, y facilitara las conexiones de informacion sobre fenotipos cognitivos a
otros niveles de conocimiento biol6gico™.
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Fenotipo cognitivo

Sistema neural

Sistema celular
Prote

Figura 3. Esquema que ilustra los siete niveles de la hipétesis “genoma-sindrome”. Un esquema
muy utilizado para la investigaciéon neuropsiquiatrica en humanos.

En el Consortium for Neuropsychiatric Phenomics han utilizado un simple
esquema para la investigacién neuropsiquiatrica del genoma y su relacién con
los sindromes, en siete niveles' (Figura 3).

Si bien los expertos que representan una perspectiva disciplinaria
especifica pueden argumentar con coherencia acerca de la validez de estos
“niveles”, los cuales se han encontrado ttiles para fomentar la comunicacién
interdisciplinaria'.

Cabe resaltar que varias aplicaciones en la web ya estan disponibles para
apoyar la exploracién y contribuir en la generacion de datos fenotipicos:
PharmGKB (Tabla 2) fue creada por la Universidad de Stanford como proyecto
de investigacién en colaboraciéon con el National Institute of Health (NIH),
siendo accesible gratuitamente por Internet. El propésito de PharmGKB es
relacionar la informacién genética, informacién fenotipica molecular y celular
e informacién fenotipica clinica para proveer la infraestructura necesaria para
entender cémo variaciones en el genoma de un individuo producen variaciones
en la respuesta del mismo a un farmaco.
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TABLA 2.
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Aplicaciones web desarrolladas para el avance en
Las investigaciones fenomicas

Herramientas

URL

Descripeion

PubMed

PharmGKB

PubGraph

PubAtlas

Phenowiki

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

http://www.pharmgkb.org

http://www.pubgraph.org

http://www.pubatlas.org

http://www.phenowiki.org

Ha sido desarrollado por la
National Center for Biotechnology
Information (NCBI) en la National
Library of Medicine (NLM) de
Estados Unidos. PubMed permite
el acceso a las bases de datos
compiladas por la NLM, como

son MEDLINE, PreMEDLINE
(compuesta por citas enviadas por
los editores), Genbak y Complete
Genoma.

Recopila, codifica y difunde el
conocimiento sobre el impacto de
variaciones genéticas humanas en
respuesta a los firmacos.

Crea grificas de los resultados de
la consulta en PubMed, donde los
nodos son conceptos definidos por
cada consulta y los bordes estan
anotados con las estadisticas de la
asociacion.

Genera estadisticas de co-
ocurrencia entre las consultas de
PubMed, genera mapas de calor y
proporciona léxicos predefinidos
relevantes para la investigacion en
fenémica neuropsiquidtrica .

Proporciona texto Wiki-como la
anotaciéon de conceptos cognitivos
y las pruebas, y la entrada de la
base de datos de colaboracién entre
el tamano del efecto cuantitativo,
heredabilidad, psicométricas y
estadisticas de la muestra.

No obstante también se encuentran algunas herramientas disponibles
gratuitamente en linea para desarrollar avances en la fenémica neuropsiquidtrica
(Tabla 2). PubGraph fue desarrollado para generar redes graficas donde los
nodos en los grificos son conceptos definidos por las consultas de PubMed.
PubAtlas ha desarrollado la consulta de instalacién para generar mapas, trazar
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o reproducir peliculas, permitiendo a los investigadores visualizar el crecimiento
dinamico de las relaciones con el tiempo. PubAtlas contiene ademds una serie
de léxicos predefinidos organizado en una serie de consultas en PubMed.
Y Phenowiki fue desarrollado para permitir la anotacién cuantitativa de
conceptos de fenotipos cognitivos'® (Tabla 2).

Genética cuantitativa asociada a la interaccion del genoma y el ambiente
La naturaleza de las caracteristicas continuas

Aislando fenotipos mutantes y después cruzando y comparando mutantes con
los fenotipos silvestres, Mendel fue capaz de describir las leyes basicas de la
herencia. Posteriormente los genetistas han ampliado nuestra comprensién con
base en los estudios moleculares de fenotipos mutantes. Los mutantes usados
en estos estudios presentan fenotipos con caracteristicas que los distinguen
de la poblacién. El recubrimiento de las semillas de los chicharos puede ser
gris o blanca, las semillas pueden ser verdes o amarillas, y las plantas pueden
ser altas o bajas. En cada caracteristica, los fenotipos son marcadamente
diferentes, y cada fenotipo puede ser facilmente separado de los otros fenotipos.
Estas caracteristicas, con solo unos pocos fenotipos distintivos, son llamadas
caracteristicas discontinuas.

Para las caracteristicas discontinuas, normalmente existe una relacion
simple entre el genotipo y el fenotipo. En la mayoria de los casos, los efectos
de las variaciones en los alelos en un simple locus pueden ser observados a nivel
del organismo, por lo que el fenotipo puede ser usado como un ejemplo del
genotipo.

Cuando se presenta dominancia, el mismo fenotipo puede ser producto
de dos genotipos; pero la relaciéon entre genes y los genes y las caracteristicas
permanecen siendo simples. Sin embargo existen relaciones entre fenotipo y
genotipo que no son tan sencillas: variable penetrancia y expresividad, asi como
pleitropia y epistasis, son un ejemplo de relaciones complejas entre fenotipo y
genotipo. Ademas un simple genotipo puede dar lugar a varios fenotipos debido
a la interaccion con el medio ambiente durante el desarrollo, a esto se le conoce
como norma de reaccién. '

Muchas caracteristicas, como peso del humano al nacer y peso del adulto,
contenido de proteinas en el maiz, y nimero de huevecillos ovipositados por
Drosophila, presentan un amplio rango de fenotipos. Caracteristicas como
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estas, con una distribucién continua de fenotipos son llamadas Caracteristicas
continuas.

Debido a que los fenotipos de caracteristicas continuas pueden ser descritos
por medidas cuantitativas, estas caracteristicas también se conocen como
Caracteristicas Cuantitativas, y el drea de la Genética Cuantitativa estudia la
herencia de estas caracteristicas.

Aspectos estudiados en la genética cuantitativa

Existen una gran cantidad de variaciones genéticas entre individuos. La cantidad
de variacién y como esta distribuida determina la estructura de la genética de la
poblacién. La estructura fenotipica de una poblacién, asi como la relacién entre
la estructura genética y la estructura fenotipica, es estudiada por la genética
cuantitativa, la cual tiene un papel muy importante para conocer la evolucion,
conservacion y las caracteristicas complejas.

La genética cuantitativa es especialmente importante en la agricultura, en
donde esta es aplicada para medir las caracteristicas de un cultivo, peso del grano,
produccién de leche, contenido graso etc. En psicologia, la genética cuantitativa
es usada para estudiar el CI (Coeficiente intelectual), capacidad de aprendizaje,
y personalidad. Los genetistas humanos también aplican estos métodos para
estudiar caracteristicas como presién sanguinea, patréon de las huellas digitales,
peso al momento del nacimiento etc. %1718

En la transferencia genética, frecuentemente se determina la probabilidad
de heredar un fenotipo en particular. Con las caracteristicas cuantitativas, sin
embargo, los individuos difieren en la cantidad de una caracteristica, por lo que
no tiene sentido preguntar por la probabilidad de heredar una caracteristica
continua, como en una caracteristica discontinua. Los siguientes ejemplos son
aspectos estudiados por los genetistas cuantitativos.

1.{Cudles el grado de variacién fenotipica observada producto de diferencias

en el genotipo, y cudl es el grado de esta variacién que refleja la influencia
de diferentes ambientes? Al estudiar caracteristicas discontinuas, estos
cuestionamientos presentan poca importancia porque se asume que
cualquier diferencia en el fenotipo es producto de una diferencia en el
genotipo.

2. {Cudantos genes determinan el fenotipo? Cuando inicamente unos pocos

loct estan involucrados y la caracteristica es discontinua, el ntimero de loct
puede ser determinado examinando la proporcién de los fenotipos en
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cruzas genéticos. En las caracteristicas continuas, sin embargo, determinar
el namero de loci involucrados es mas complejo.

3. {Por qué algunos genes tienen mayor influencia sobre una caracteristica
y otros modifican el fenotipo ligeramente?

4. ¢Los efectos de un alelo son aftadidos? ¢En qué grado un alelo de diferente
loct interactiia con otro?

5. ¢Cuando la seleccién favorece un fenotipo particular, como puede
cambiar una caracteristica rapidamente? {Existen otras caracteristicas
que cambien al mismo tiempo?

6. {Cual es el mejor método para seleccionar y cruzar individuos para
producir los fenotipos deseables en la descendencia?

La herencia en las caracteristicas continuas

Durante el siglo XIX, los bilogos iniciaron el desarrollo de técnicas para el estudio
de caracteristicas continuas, incluso antes de que se generalizaran los principios
de Mendel. Francis Galton y su colaborador Karl Pearson demostraron que
los fenotipos de los padres estan asociados estadisticamente a su descendencia
y que muchas caracteristicas en humanos, como altura, peso, y caracteristicas
cognoscitivas, son heredadas de padres a hijos. De estos resultados, ellos fueron
capaces de inferir que estas pueden ser heredadas, pero no fueron exitosos en
determinar como ocurre esta heredabilidad.

Hipotesis poligénica de la herencia cuantitativa

Una caracteristica puede tener un rango de fenotipos cuando los factores
ambientales afectan la caracteristica. Cuando los factores ambientales ejercen
influencia, el mismo genotipo puede producir un rango de fenotipos (la norma
de reaccién), o varios genotipos pueden producir un mismo fenotipo. El fenotipo
expresado va a depender tanto del genotipo y del ambiente especifico en donde
este genotipo se encuentra. En 1903, Wilhelm Johannsen publicé un estudio
demostrando que la variacién cuantitativa en el peso de las semillas de frijol
se debfa tanto a determinantes genéticos como ambientales. Este estudio fue
un paso importante para en el reconocimiento de que tanto el ambiente como
el genotipo influencian algunas caracteristicas cuantitativas; estas caracteristicas
son referidas como Caracteristicas multifactoriales. Debido a que la herencia
de una caracteristica cuantitativa no puede ser explicada por un locus sencillo, la
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explicacién alternativa es que son controlados por varios genes. Esta explicacién
es llamada la Hipétesis poligénica o multigénica de la herencia cuantitativa.'

Hipotesis poligénica para el color de la semilla del trigo

La hipotesis poligénica se inicié en 1909 con el trabajo clasico de Hermann
Nilsson-Ehle, el cual estudio el color de los granos del trigo. Al igual que Mendel,
Nilsson-Ehle inicié cruzando lineas puras de plantas con granos de trigo rojos
y lineas de semillas de trigo blancas. La F1 de estos granos present6 un color
intermedio entre rojo y blanco. Cuando Nilsson-Ehle cruzé nuevamente estos
granos de F1, la progenie obtenida fueron blancas y varios tonos de rojo, en una
proporciéon de aproximadamentelb rojos (de todos los tonos):1 grano blanco.
Lo cual es una desviacién de la proporciéon de 3:1 para cruzas monohibridas.
Ademas se presentaron 4 tonos de rojo entre la descendencia. Cuando se cont6
el namero relativo de cada tipo, se encontré la siguiente proporcién de fenotipos
1:4:6:4:1 correspondientes a rojo intenso, rojo medio, rojo intermedio, rojo
ligero y blanco.?

¢Como pueden interpretarse estos datos en términos genéticos?

La proporcién 15:1 de dos caracteristica alternativas (rojo y blanco) resultaron
de la interaccion del producto de dos genes que afectan la misma caracteristica.
Hacemos la hipétesis que dos loci segregados independientemente controlan la
produccién del pigmento: el locus rojo con los alelos R y 1, y el locus carmesi
con los alelos C y c. Los cruces parentales de los genotipos F1 se muestran a
continuacién:

RRCC rrcc
(Rojo oscuro) (Blanco)

RrCc
F1 (Rojo intermedio)

Figura 4. Comportamiento de la interaccién genética.
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Cuando la F1 es entrecruzada, la distribucién de gentipos en el F2 es tipica
de una herencia dihibrida, que es '/, RR CC + %  Rr CC + '/ ;rr CC + ?  RR
Cc+ Y RrCc+?,rrCc+ % Rrcc+ '/ rrcc+ '/ RRcc. SiRyCtiene una
relacion dominante sencilla sobre r y ¢, la proporcién de fenotipos caracteristico
9:3:3:1 de hibridos puede presentarse. En el caso del color de las semillas de trigo,
la dominancia no es la respuesta porque los fenotipos observados presentan 5
tipos y presentan una proporciéon aproximada a 1:4:6:4:1.

Una explicaciéon alternativa es que los alelos estdn clasificados segtin su
funcionalidad (alelos contribuyentes) o no funcionales (alelos no contribuyentes)
en la produccién de pigmentacion, y cada alelo contribuyente permite la sintesis
(anadir) cierta cantidad de pigmento. Bajo esta hipétesis, la intensidad en la
pigmentacion de la semilla esta en funcién al nimero de alelos R y C en el
genotipo: RR CC seran rojo obscuro y rr cc serdan blancos.

Nilsson-Ehle concluyé que la herencia en el color del trigo es un ejemplo de
una serie poligénica de dos loci los cuales pueden contribuir con 4 alelos.

La hipétesis multigénica en el color del trigo es un buen ejemplo que
puede ser aplicado a otros ejemplos de herencia cuantitativa. Con base en esto,
la hipétesis de multiples genes, propone que la herencia cuantitativa puede ser
explicada por la accion y segregacion de pares de alelos para un namero de loci,
llamados poli génicos, cada uno con un pequeiio efecto sobre el fenotipo. (tabla 3)

Tabla 3.
Genética de la explicacién del nimero y proporcién de F, Fenotipos para el nicleo de color
rojo; rasgos cuantitativos en trigo
Namero de
Genotipo contribuyentes alelos Fenotipo Fraccion de F,
para rojo
RR CC 4 Rojo oscuro 1/16
RR Cc/Rr CC 3 Rojo medio 4/16
RR cc/rr CC/ RR cC 2 Rojo intermedio 6/16
rr Cc/ Rr cc 1 Rojo 4/16
Rr cc 0 Blanco 1/16

Herramientas estadisticas

Cuando multiples genes y factores ambientales influencian una caracteristica,
la relacién entre loci individuales y su contribucién en el fenotipo puede ser
compleja. Las mismas reglas de transmisiéon genética y funcién de los genes
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son aplicables, pero definir el efecto de un simple locus requiere habilidad para
determinar el genotipo de muchos individuos por loci en todo el genoma. Por lo
cual los genetistas cuantitativos aplican procedimientos estadisticos y analiticos
para comprender la influencia total de los genes en caracteristicas continuas.

Un aspecto fundamental en el estudio de las caracteristicas cuantitativas
es que tanto la variacién que existe entre los individuos de una poblacién es
genéticamente determinada y que tanto es ambientalmente inducida. Estos
aspectos son importantes porque en muchas situaciones la comprension de la
contribucién de ambos factores es necesaria para tomar decisiones. Por ejemplo,
en algunos casos puede ser importante identificar lineas superiores de trigo
(genotipos), y juntar estos al tipo de suelo (ambientales). Esta es la base de la
genética cuantitativa, se puede traducir en la influencia de la naturaleza contra
la crianza, o el papel relativo de los genes contra el ambiente en la formacién de
patrones de variacién fenotipica. En términos de genética cuantitativa, puede
verse el problema en términos de variacién de estas dos fuentes: Que tanto la
variaciéon de algunos aspectos del fenotipo (V) son producto de la variacién
genética (V) y cuanto de la variacion ambiental (V); esta relacion se expresa
como:

V,=V. +V,

Para trabajar esta ecuacién se debe de conocer como medir la variacién en
el fenotipo y como la particién de la variacién en los componentes genéticos y
ambientales. Para hacer esto, es necesario comprender la metodologia estadistica
desarrollada especificamente para tratar con la genética cuantitativa.?!

Muestras y poblaciones

Si queremos explicar algunos aspectos de una caracteristica para un gran grupo
de individuos, por ejemplo, el peso de los nifos nacidos en una ciudad durante
1987. Una forma de contestar esta pregunta es colectar el peso de cada uno de
los bebes nacidos en 1987. Un método alternativo, el cual es menos complicado,
es colectar estos datos como un subgrupo del total y con ello estimar el peso
de la poblacién total. Los cientificos comtinmente usan el muestreo como
un procedimiento para la obtencién de informacién. El grupo de interés es
llamado poblacién, y el subgrupo es llamado muestra. Para que una muestra
de confiabilidad a nuestros resultados, debe de ser suficientemente grande para
tener un sesgo en los resultados. La muestra también debe ser un subgrupo al
azar de la poblacion. Por ejemplo si todas las muestras se toman en un mismo
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sitio puede haber factores que influyan sobre ese sitio que no se presenten
en otro, no siendo esta muestra representativa de la poblacién total. Aunque
parezca obvio muchos errores de muestreo se producen porque la muestra no
es representativa de toda la poblacién.

Distribuciones

El sumar todos los fenotipos de una caracteristica continua es una frecuencia de
distribucién, la cual es un resumen de un grupo en términos de proporciéon de
individuos que se encuentran dentro de un cierto rango de fenotipos.

Para hacer una distribucién de frecuencias, primero se debe de especificar
el rango de los fenotipos a evaluar, y el ntiimero de individuos de cada clase
debe ser contado o estimado. La frecuencia de datos debe ser representada
graficamente en un histograma de frecuencias. En el histograma, las clases de
fenotipos se indican en el eje horizontal, y el nimero obtenido de cada clase se
coloca en el eje vertical.

Existen ciertas formas de distribucién de frecuencias que corresponden
como se conoce matemdaticamente a la probabilidad de distribucion. Este tipo
de distribucién es llamada distribuciéon normal. (Figura 5) Los datos que
conforman la distribucion normal pueden ser descritos con exactitud por
pruebas estadisticas, como la media y la varianza, las cuales se describen a
continuaciéon.?#

Numero de muestras

Figura 5. Histograma de tres fenotipos de Chrysobalanus icaco L. .
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Medida de tendencia central, la media

La distribucién de frecuencias de una caracteristica fenotipica distribuida
normalmente puede ser resumida por dos valores estadisticos, la media y la
varianza. La media muestral (x), también conocida como promedio, la cual
indica en donde se encuentra el centro de la distribucién de los fenotipos de
una muestra. Esta media de la muestra es calculada por una sumatoria simple
de todos los individuos evaluados (X,X,,X,...X ) y dividida entre el total de
individuos evaluados (n).

La media es un valor estadistico usado frecuentemente en genética
cuantitativa para caracterizar los fenotipos de un grupo de individuos. 2%

Medidas de dispersion. La varianza y desviacion estandar

Una medida de tendencia central como la media, s6lo proporciona un resumen
parcial de la informacién de un conjunto de datos; la media como otras medidas
de tendencia central, no proporciona informacién sobre la variacién. Por lo
que la varianza proporciona informacién sobre la variaciéon y distribucién de
un fenotipo. Esta es una medida de cuanto las observaciones individuales se
dispersan alrededor de la media. Dos distribuciones pueden tener la misma
media, pero presentar diferentes varianzas. (Figura 6)

Histograma normal

Variables

0,25 = 7>
/ \ — DESOS
' \
vV 2N ®@eee pesos 2
1
0,20 = f W4 \ — — — pesos3
0,15 = Media Desv.est. N
19 2,739 9
17,29 1,799 7
0,10 = 15 1,581 5
0,05 =
0,00 ] ] ] ] ] ] T
12 14 16 18 20 22 24
Fenotipo

Figura 6. Distribucion de frecuencias de tres fenotipos de Chrysobalanus icaco L.
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Una curva ancha implica alta variabilidad y corresponde a una varianza
elevada. Unacurvaestrecha, en contraste indica poca variabilidad y correspondera
a una varianza pequefia. La varianza es representada por dos simbolos ¢ para
la poblacién y s* para la muestra. La varianza muestral es definida como el
cuadrado de la desviacién estandar.

T (x6-X)

n-1

Varianza=¢s? =

En ocasiones se prefiere usar la desviacion estandar sobre la varianza porque
la desviacién estandar comparte las mismas unidades que las medidas originales
(mientras que la varianza esta en unidades cuadraticas) La desviacién estandar
para una muestra es sencillamente la raiz cuadrada de la varianza muestral:

Desviacién estandar = S=+/s2

Una distribucién teéricamente normal es completamente especificada por
la media y la desviacién estandar.

La varianza y la desviacién estindar proporcionan informacién valiosa
sobre los fenotipos de un grupo de individuos. (Figura 7)

Gréfica de distribucion
Normal; Media=0; Desv. est.=1

0,
0,4 99%
95%
0,3_ T
/6% |\
0,2+
Media (x)
0,14
0,0

Figura 7. Distribucién normal del fenotipo morado de Chrysobalanus icaco 1. 1,2 y 3 desviacién
estandar.
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Correlacion

Una dificultad encontrada cuando se piensa en todos los fenotipos de un
organismo es que pueden presentarse artificios o picos de algunas caracteristicas
y estudiar estas en forma aislada. Los organismos estan compuestos de
muchas caracteristicas, algunas de estas caracteristicas como altura y peso,
pueden agruparse en una caracteristica mas general llamada talla. Por lo
cual es razonable pensar que los genes y los factores ambientales que afectan
el desarrollo pueden tener efectos pleiotropicos afectando tanto al peso como
a la altura. En otras palabras, los valores de dos o mas caracteristicas estin
frecuentemente correlacionados, lo que significa que si una variable cambia, la
otra cambia también. Por ejemplo en humanos y en la mayoria de los animales,
la longitud de los brazos y las piernas estdn correlacionados: los individuos con
brazos largos normalmente tienen las piernas largas y viceversa.

El coeficiente de correlacién es el valor estadistico que mide qué tan
estrecha es una asociacién entre dos variables en la misma unidad experimental.
Si suponemos dos variables, longitud de brazos y longitud de las piernas, donde
x es igual a la longitud de los brazos y y es igual a la longitud de las piernas.
Para calcular la correlaciéon entre estas dos variables, se inicia obteniendo la
covarianza de x y y, las cuales se miden como la variacién que es compartida por
un individuo con las dos caracteristicas. (Tabla 4) (158)

El coeficiente de correlacion r puede ser obtenido dividiendo la covarianza
de la desviacién estindar de x y y.

Covxy
SxSy

Coeficiente de correlacién =r=

En donde Sx es igual a la desviacion estandar de x, y Sy es igual a la desviacién
estandar de y. %
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Regresion

El coeficiente de correlacién nos indica que tan estrecha es una asociacion entre
variables e indica si la relacién es positiva o negativa, pero no que tan es tan
precisa cuantitativamente. Por ejemplo, si conocemos la correlaciéon entre la
altura de los padres e hijos, podremos cuestionarnos ¢dsi el padre mide 1.80
m cual serd la altura del hijo?, para contestar este tipo de preguntas se usa el
analisis de regresién.

La relacién entre dos variables puede ser expresada en forma de una
linea de regresion. Cada punto de la grafica representara los valores para cada
caracterfstica.

La linea de regresién esta representada con la siguiente ecuacién

y =a+ bx

Donde x y y representan los valores de las dos variables, b representa
la pendiente de la linea, también llamado coeficiente de regresion, y a es la
intersercciéon con y. La pendiente puede ser calculada a partir de la covarianza
de x yyy de la varianza de x usando la siguiente férmula:

Pendiente =b= Covgy
Xy

La pendiente indica que tanto un incremento en la variable sobre el eje
de las y esta asociado con el incremento de una unidad en el eje de las x. El
analisis de regresién es cominmente usado como método para medir que tanto
la variacién de una caracteristica esta determinada genéticamente.

Analisis de varianza

Una udltima técnica estadistica es el analisis de varianza (ANOVA). El analisis de
varianza es una herramienta poderosa para determinar si las diferencias entre
las medias son significantes. Por ejemplo, si estamos interesados en conocer
como los machos el cariotipo XYY y la altura promedio con un cariotipo normal
XY. Se procederia primero a calcular la altura promedio de una muestra de
machos XYY vy la altura promedio de una muestra de machos XY. Suponiendo
que encontramos que la altura promedio de la muestra de machos XYY fue
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de 1.9 m y los machos XY es de 1.78 m. Las alturas promedio son diferentes
para cada cariotipo y la ANOVA nos proporcionard la probabilidad de que la
diferencia entre las dos medias sea al azar. Este analisis podria indicar que hay
menos de 1% de probabilidad de que la diferencia entre las medias sea al azar y
probablemente se llegarfa a la conclusién de que la diferencia entre las alturas
promedio de los cariotipos XYY y XY no se debe a un error de muestreo., sino
producto de algtn factor asociado con la diferencia en el cariotipo.

Para comprender la influencia genética sobre un rasgo o caracteristica
como la altura, la ANOVA puede ser usada para determinar que tanto la
variacién en altura estd asociada con la diferencia en cariotipo. Si colectamos
datos adicionales sobre dieta, ejercicio, y otras diferencias genéticas, y asi
sucesivamente, encontraremos que la diferencia en cariotipo esta asociada con
el 40% de la variacién total en la altura entre individuos en muestras. Otros
factores diferentes al niimero de cromosomas, como dieta, cuidado de la salud,
etc., estarfan asociados al otro 60% de la variacién. El concepto de dividir la
variacion de los componentes, llamada particion de la varianza es fundamental
en genética cuantitativa. Por ejemplo, en ocasiones podemos estar interesados en
conocer que tanto la variacién en una caracteristica es asociada con diferencias
genéticas entre individuos y que tanto la variacién se debe a factores ambientales.
Si se usa ANOVA para determinar qué tanto de la variacién en la produccién
de leche se debe a las diferencias ambientales y que tanto se debe a diferencias
genéticas. Si gran parte de la variaciéon se debe al medio ambiente, la crianza
selectiva hara poco para aumentar la produccién de leche, y sera mejor trabajar
en proporcionar el ambiente 6ptimo para la obtener una alta produccién.?*#

Heredabilidad

Heredabilidad es la proporcién de fenotipos de una poblacién que son
atribuibles a factores genéticos. Las caracteristicas continuas pueden ser
influenciadas por multiples genes o por factores ambientales. En los programas
de mejora vegetal y animal, es necesario conocer la contribucién genética para
ciertas caracteristicas como peso del animal, nimero de huevos que pone una
gallina, y cantidad de lana producida por una oveja. Muchas caracteristicas
de importancia ecoldgica, variacién en el tamano corporal, fecundidad y
nivel de desarrollo son también debidas a maultiples genes y la contribucién
genética a estas variaciones es importante para conocer como estas poblaciones
evolucionan. La heredabilidad es en ocasiones poco entendida, y el término con
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frecuencia es usado erréneamente sin una base cientifica firme. Por ejemplo,
en humanos, cuando los individuos de una familia se parecen unos a otros en
algin aspecto del fenotipo, como estatura o inteligencia, se asume que esto
se debe a una contribuciéon genética. Pero por todas las similitudes entre los
miembros de una familia puede deberse también a que comparten el mismo
ambiente. Los experimentos de genética cuantitativa son la Gnica manera que
se puede distinguir entre la contribucién genética y ambiental en los organismos
estudiados.

Componentes de la variacion fenotipica

Como una analogia, si consideramos la variacién entre individuos como un
objeto que debe dividirse en varias piezas. En este caso la variacién fenotipica,
representada por V es la medida usada para medir la variacién en cualquier
caracteristica. (El individuo completo). Recordando que la variacién fenotipica
es las suma del cuadrado de las desviaciones a partir de la media de todos
los individuos.(Figura 7) Algunas de las diferencias a partir de la media por
cada individuo se deben a diferencias ambientales experimentadas de forma
individual. La contribucién genética de la variaciéon fenotipica es llamada
variacién genética, representada por el simbolo V..

Figura 8.
Variacion fenotipica de Chrysobalanus icaco L.
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Como se conoce, variacién adicional puede presentarse por las condiciones
ambientales experimentadas por los individuos. La variacién ambiental es
representada por el simbolo VE, y su definicién incluye cualquier fuente de
variacién no genética. LLa temperatura, nutricién, cuidado materno son ejemplos
de factores ambientales que pueden provocar diferencias entre los individuos
durante el desarrollo. Por lo tanto hay dos piezas en el andlisis de un individuo
completo que corresponden a naturaleza-crianza:

VPZVG + Vl:

El 100% de la variacién entre individuos se debe a la genética y a las
influencias ambientales; No obstante, determinar cémo se produce exactamente
esta variacién no es tan facil de determinar. La suma de las causas genéticas que
producen variacién y las causas ambientales que producen variacién sobre un
individuo, pueden no sumar el total de la variacién fenotipica, porque la genética
produce una variacién y el medio ambiente una covariacién. Por ejemplo, se
cree que la cantidad de leche que producen las vacas esta influenciada por los
genes, pero esta es también influenciada por la cantidad de alimento que se
le suministra. El granjero conoce sus vacas y proporciona mas alimento a los
descendientes de vacas que son buenas productoras y menos a los que descienden
de una madre menos productora. Por lo que los individuos con la mejor calidad
genética reciben mejores recursos, se presenta una covarianza entre genotipo y
medio ambiente. La variacién en la produccion de leche se incrementa mas alla
de la expectativa con base en los genes y el medio ambiente. Por lo que se acuiné
otro término (Cov ), que explique juntas la variacién genética y ambiental.

Existe otra fuente de variacién fenotipica, las interacciones genotipo-
medio ambiente, o G X E. La variacién causada por G X E se presenta cuando
los efectos relativos de los genotipos difieren entre ambientes. Por ejemplo,
En un ambiente frio, plantas con el genotipo AA presentan una altura de
40 cm vy las plantas con el genotipo aa tienen una altura promedio de 35 cm.
Sin embargo, cuando estos genotipos se mueven a un clima mas templado las
plantas aa alcanzan una talla promedio de 60 cm, mientras que las AA alcanzan
una talla de 50 cm. Ambos genotipos alcanzan mayor altura en un ambiente
templado, por lo que el ambiente tiene un efecto sobre el fenotipo. También
existe influencia genética, pero el efecto de la genética depende del ambiente.
El desarrollo relativo de los dos genotipos cambia en los dos ambientes. Asi que
con las diferencias ambientales (temperatura) y diferencias genéticas (genotipo)
contribuyen a la variacién fenotipica.
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La variacién fenotipica esta compuesta de diferencias en la variacién
genética, variacién ambiental, covariaciéon genética-medio ambiente, e interaccién
genética-medio ambiente, esto estd representado en la siguiente ecuacion.

VP: VG + VF + QCOV G,E +V GxE

En esta ecuacién hay muchas situaciones en las cuales los componentes
individuales son igual a cero, dependiendo de la composiciéon genética y la
poblacién, el medio ambiente especifico, y como los genes interactdan con el
medio ambiente.

Las piezas totales de un individuo que corresponden a la influencia genética
y del medio ambiente pueden subdividirse para revelar en forma méas precisa
cuales son los elementos que producen una variaciéon fenotipica. La variacién
genética V,, puede ser subdividida en dos compontes: funcién del gene e
interacciéon entre genes. Algunas de las variaciones genéticas se presentan
como resultado de efectos adicionales a los diferentes alelos sobre el fenotipo.
Por ejemplo, un alelo g puede, en promedio contribuir con 2 cm a la altura
de una planta, mientras que el alelo G contribuye con una altura de 4 cm. En
este caso, el homocigoto ggcontribuira con 2 + 2 = 4 cm, el heterocigoto Gg
contribuird 2 + 4 = 6 cm de altura, y el homocigoto GG presentara 4 + 4 = 8
cm de altura. Para determinar la contribuciéon genética a la altura, se pueden
sumar los efectos de los diferentes alelos en el locus o alelos de otros loci que
pueden influenciar el fenotipo. En genes como estos que tiene efectos aditivos y
la variacién es resultado de la accién de los genes es llamada variacién genética
aditiva, representada con el simbolo V..

Otros genes pueden presentar dominancia, y esto es la variaciéon de
dominancia (V). Cuando la dominancia estd presente, los efectos individuales
de los alelos no son estrictamente aditivos. En un locus que presenta dominancia
se presenta V, Gnicamente cuando ambos alelos son recesivos homocigotos y
también el heterocigoto o dominante homocigoto esta presente en la poblacién.
Bajo estas condiciones, por ejemplo, una F, o retrocruza con un progenitor
recesivo, el loci que muestra dominancia incrementa su variabilidad. En el caso
de la retrocruza con un progenitor homocigoto dominante, los loci con alelos
dominantes no producirdn variacién. La presencia de epistasis suma otra fuente
de variacion genética llamada epistdtica o variacién por interacciéon (V). La
variacién genética puede representarse en la siguiente ecuacion:
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Vo=V, +V +V,
La variacion total del fenotipo a este punto puede ser resumida como

V=V, + V, 4+ V,+V, +2C0V _ +V_,

Los componentes genéticos de variacién fueron divididos en 3 partes, y
los componentes ambientales de variacién pueden también ser divididos. Los
individuos de una poblacién pueden ser expuestos a variaciones de temperatura
o nutricién durante el desarrollo, produciendo en algunos casos diferencias
irreversibles llamadas efectos ambientales generales (V)

Por ejemplo, un individuo que es criado con privacién nutricional puede
tener una talla pequefia. También el estar expuesto al sol puede provocar
diferencias en el pigmento de la piel debido a la exposicién excesiva al sol.
Estos son llamados efectos ambientales especiales (V). Finalmente, los efectos
ambientales pueden ser compartidos por todos los miembros de una familia.
ccp) Y Son importantes
porque contribuyen a que diferencias entre familias se confundan con diferencias
genéticas. Por ejemplo, muchos insectos depositan sus huevecillos en plantas
hospederas especificas, y sus larvas se desarrollan alimentandose de esas plantas.
Las plantas individuales pueden variar con respecto a su calidad nutricional y los
niveles de toxinas presentes. Como resultado los insectos toman componentes de

Estos son los efectos ambientales familiares comunes (V

las plantas hospederas para su propia defensa, como la mariposa monarca y la
palomilla Utetheisa, las cuales presentan diferencias en las familias sencillamente
porque las plantas de las que se alimentan presentan diferencias. Estas diferencias
son en muchos casos mal interpretados como evidencia de variacién genética.
Una categoria especial de efectos ambientales familiares comunes, son los
efectos maternos (V,));
y pdjaros tiene componentes genéticos y ambientales. Estos componentes
ambientales son resultado de las diferencias especificas entre la descendencia.
Como el tamafio de la madre, el tamano del ttero, el periodo gestacional, todo
esto contribuye a los efectos maternos. Estos efectos pueden presentarse también
después del nacimiento, como la cantidad y calidad de la leche suministrada por
la madre en los mamiferos, el tamafno de la camada. Esto puede incrementar la

por ejemplo la variacién en el tamano de mamiferos

variacion fenotipica.?* %
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A este punto la variacién total del individuo esta compuesta de muchos
segmentos pequenos, y la ecuacién de naturaleza-crianza se representa de la
siguiente forma:

VP: VA + VD + VI + VF,(} + VF.S + VF,CF + VEM + QCOV G,E +V GXE

Dividiendo la variacién fenotipica en estos componentes es util pensar sobre
la contribucién de diferentes factores sobre la variacién del fenotipo. Por lo que

es dificil disenar experimentos en los que se consideren todas estas variables que
pueden afectar el fenotipo.

Heredabilidad en sentido amplio y sentido estrecho

Una de las preguntas mas importantes para los genetistas cuantitativos es cuan
amplia puede ser la variaciéon entre individuos que es producida por diferencias
genéticas. Ellos han estimado que tanto de la variacién fenotipica (VP) puede ser
atribuida a la variacién genética (VG). Esta cantidad es llamada heredabilidad
en sentido amplio. Esta es calculada como proporcién.

re

Heredabilidad en sentido amplio=H2“ = P

La heredabilidad de una caracteristica puede tener un rango entre O y 1. La

heredabilidad en un sentido amplio con valor de 0 indica que no hay variacién
en el fenotipo entre individuos como producto de diferencias genéticas. Mientras
que un valor de 1 sugiere que la variacién en los fenotipos esta genéticamente
determinada. La heredabilidad en sentido amplio ignora la divisién de la
variacion genética.
El coeficiente de heredabilidad en sentido estrecho se considera como uno de
los pardmetros genéticos mds importantes, ya que indica la proporcién de la
variacién fenotipica atribuible al efecto medio de los genes, lo que propicia su
papel predictivo, por expresar la confianza del valor fenotipico como guia para
seleccionar un valor genético. Asi mismo se define como la proporcién de la
variaciéon fenotipica que es producto de la variaciéon genética aditiva.
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Z
VP

Heredabilidad en sentido estrecho=H* =

Comprendiendo la heredabilidad

La heredabilidad tiene varias limitaciones significativas. Desafortunadamente
estas limitaciones son frecuentemente ignoradas, haciendo la heredabilidad uno
de los conceptos menos comprendidos en genética.

Antes de discutir como se determina la heredabilidad y se aplica, es
importante enlistar algunas cualificaciones y limitaciones de la heredabilidad;

1. La heredabilidad en sentido amplio no define completamente la base
genética de una caracteristica. La heredabilidad en sentido amplio mide
la proporcién de la variacién fenotipica que es producto de las diferencias
genéticas entre individuos en una poblacién especifica.

Cuando una caracteristica no es variable, como el ndmero de ojos u orejas
en humanos, no es posible estimar la heredabilidad. Si todos los individuos de
una poblacién tienen alelos idénticos en el loci que controla la caracteristica,
entonces la variacion genética sera 0 (V,=0). Aunque la heredabilidad en este
caso es 0, puede ser un valor incorrecto porque puede asumirse que los genes
no tienen ningun papel en el desarrollo de la caracteristica. De forma similar,
una alta heredabilidad no niega la importancia de los factores ambientales
que influencian una caracteristica; una alta heredabilidad puede querer decir
unicamente que los factores ambientales afectan de la misma forma a los
individuos estudiados.

2. La heredabilidad no indica que la proporcién de un fenotipo individual
es genético. Esto esta basado en la varianza, la cual puede calcular
Unicamente un grupo de individuos, heredabilidad es una caracteristica
tipica de una poblaciéon. Un individuo no tiene heredabilidad; pero la
caracteristica de una poblacién si la presenta.

3. La heredabilidad no estd fijada a una caracteristica. El valor de
heredabilidad para una caracteristica depende de la genética y el
ambiente especifico de una poblacién. Los genes no son el tnico factor
que influye en la altura en humanos. La dieta, es un efecto ambiental, es el
principal determinante de la altura. La heredabilidad puede ser aplicada
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solo a un pequeno grupo de individuos en un ambiente especifico. Si la
composicién genética del grupo es diferente, o el ambiente es diferente,
la heredabilidad estimada no puede ser transferida.

El cambiar los grupos de ambiente no altera el hecho de que los genes
afectan una caracteristica, pero puede cambiar la cantidad de variacién genética
y ambiental para la caracteristica y entonces alterar la heredabilidad.

1. Una alta heredabilidad no implica que las diferencias entre poblaciones
por la misma caracteristica estén genéticamente determinadas. Por
ejemplo, si suponemos que no observamos una variacién genética en
ratones de dos grupos. Podemos alimentar un grupo con una dieta rica y
tener cuidado de proporcionar a cada ratén lamisma cantidad de alimento,
espacio para vivir, agua y otros aspectos ambientales importantes. El
ratén obtendrd una talla grande debido a la dieta rica. Si cuando se mide
la heredabilidad en peso de los ratones se obtiene un valor elevado de
0.93. El peso alto no es una sorpresa debido a la dieta y a las condiciones
ambientales. El segundo grupo de ratones tienen la misma genética que
el primer grupo, pero si se alimentan con una dieta pobre, y se le dan
las mismas condiciones de espacio y requerimientos ambientales que el
primer grupo. Debido a la dieta pobre estos ratones tendran un peso
menor que el primer grupo; sin embargo al obtener heredabilidad, se
obtendra el mismo valor de 0.93 que el primer grupo, porque los ratones
son genéticamente variables y las diferencias ambientales se notan poco.

2. Las caracteristicas compartidas por dos miembros de la misma
familia, no necesariamente tienen una alta heredabilidad. Una
caracteristica compartida por los miembros de una familia es definida
como caracteristica familiar. Las caracteristicas familiares pueden
incrementarse debido a que los miembros de la familia comparten genes
o porque estan expuestos a los mismos factores ambientales. Por lo que
familiaridad no es lo mismo que heredabilidad. %%

#Como se calcula la heredabilidad?
Existen varios métodos disponibles para calcular heredabilidad que involucran

la comparacién de individuos con diferente grado de relacién. Todas estas
comparaciones estan basadas en la premisa de que si controlamos el ambiente,
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los genes son importantes para determinar la variacién fenotipica, entonces los
individuos relacionados de forma cercana pueden tener un fenotipo mas similar
porque comparten mas genes. Alternativamente, si los factores ambientales
son responsables de determinar las diferencias en la caracteristica, entonces los
individuos relacionados de forma cercana no seran mas similares en el fenotipo
que los que no son cercanos. Un factor importante para tener en cuenta es que
los individuos relacionados estudiados no deben de compartir més condiciones
ambientales que los no relacionados, debido a que esto puede incrementar la
covarianza. La manipulacién de los factores ambientales frecuentemente puede
realizarse en animales domésticos y plantas en el campo, proporcionando las
condiciones requeridas para experimentos de heredabilidad. Estas condiciones
son muy dificiles de obtener en humanos, sin embargo, algunas estructuras
familiares y el cuidado paterno puede crear ambientes comunes para muchos
individuos relacionados. Si los individuos relacionados comparten un medio
ambiente, mayor a la que comparten con individuos no relacionados, es
practicamente imposible de separar el efecto de los genes y el medio ambiente.

Los disefios padres-descendencia, comparan la variacién fenotipica entre
padres y su descendencia.

La regresion padres-descendencia es uno de los métodos usados mas
comunmente. Una caracteristica especifica es medida tanto en los padres como
en la descendencia, a la misma edad y se compara usando una regresiéon. La
pendiente de la regresion nos indicard el parecido entre padres - descendencia.
Lo que se representa con el simbolo

bop — I/u
ho 2Vp

L
2

Formula, un padre-descendencia

Un padre-descendencia es la comparacién entre la madre o el padre y la
descendencia, y da un estimado de la mitad de la heredabilidad en sentido
estrecho: La pendiente de la regresion padre-descendencia puede diferir de la
pendiente de la regresién madre-descendencia, debido a efectos maternos, un
componente de la variacién ambiental que puede ser usada para determinar el
efecto del ambiente maternal sobre una caracteristica especifica.
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op

b =Va_p
Vl’

Férmula para la regresiéon mitad paterna-descendencia.

La mitad paterna-descendencia da un promedio de los dos padres y
proporciona un estimado del total de la heredabilidad en sentido estrecho. Es a
la mitad ya un descendiente comparte Gnicamente la mitad de los genes con uno
de los padres. De forma similar, otras combinaciones de parientes pueden ser
usadas (hermanos completos y medio hermanos, gemelos idénticos y fraternos
etc.) En estos casos el factor de la pendiente debe ser multiplicado para obtener
un estimado de la incremento de la heredabilidad entre parientes (Tabla 5).226:7



J. M. Lesher Gordillo C. A. Tovilla Zarate

170

¢9°0
1670
69°0
09°0
L8°0
6270
09°0
g¢0
gq'0
()
09°0
S0°0
0L°0
99°0
0%°0
g¢0
v0
€9°0

(seueyuow sef op uone[qod) sisojrowedw B] AP E[E) B
(eueyuow ap uorde[qod eun wod) sodr soy ap uoTON[OAY
SISOJIOWILIOW €] P E[[e) e

(soxalnwr) peprpundady ey

(saxalnur) efe [op pmiSuoj e

uoneuruLdg op odurary,

SEPIID 3P 0IIWNU [EUTWOPY

[exodiod osag

(seuewds gg¢ sef e) rexodrod osad [

(seuewras ()2) sosdny ap uorddnpoxd ey

oAdny [ap 0sdg

epewed e[ 9p ourwIe],

Jesiop eseid op xosadsy

[exodxod osag

BOLINNQ BSEIS 9p Oprudjuon)

93] ap uoINpoIg

seurngofSounwur] 9P SOILIdS SA[IAIN

VINLVLSH

BURI B] 9P BISPR]N

(euer) exaaewrad woxrpy

ayoury)

paampamaf

eqiydosoaq

sauojey

[e1I0D 9P S9AR SeT

SOPI3ad SO

opeues)

SONVINNH

avarigvaidiH

09SVY

OWSINOVHO

‘so[eanyeu souone[qod se[ op £ s0dNSIWOP SI[RWIUY
‘souBWINY SIS SO UD SOSSLI 9P PEPI[IqRPERIIY 9P SIIO[BA

‘'S VIAVL



Introduccién a la Genomica 171
Respuesta a la seleccion

La genética cuantitativa, tiene un papel importante en la biologia evolutiva y
mejora vegetal y animal. Estos campos estan relacionados al cambio genético
entre grupos de organismos: la definicién de evolucién. Evolucion por seleccién
natural ocurre porque individuos con ciertas caracteristicas producen mas
descendencia que otros. Los procesos artificiales de seleccién, donde individuos
superiores son desarrollados para producir variedades o linajes mejores. Si las
caracteristicas seleccionadas tienen una base genética en su situacién, entonces
la estructura genética de la poblacién seleccionada la cual cambiard con el
tiempo y evolucionara. La seleccién artificial es una poderosa herramienta que
permite tener un cambio y evolucién rapida, como evidencia es la evolucién
rapida observada en animales domésticos y plantas. Por ejemplo, todos los
perros domésticos descienden del lobo. El gran ntimero de razas que existen
actualmente, se combinan con una gran variedad de tamanos, colores e incluso
conducta; estos han sido producidos por seleccién artificial.

La seleccién natural y artificial depende de la presencia de variacién
genética. La cantidad y el tipo de variacién genética presente son cruciales en
la determinacién de lo rapido que un cambio puede presentarse. Por lo que
evolucionistas y mejoradores, utilizan la genética cuantitativa para estimar la
cantidad de variacién genética y predecir el nivel y magnitud de un cambio
genético.

Estimando la respuesta de la seleccion

Si la variacién genética de una caracteristica en una poblacién y la seleccién
natural y artificial se imponen sobre un fenotipo, entonces el valor medio del
fenotipo en la poblacién cambia de una generacién a otra. La cantidad que un
fenotipo cambia de una generacion a otra es llamada respuesta a la selecciéon o
respuesta de selecciéon, R.

Para ilustrar este concepto de respuesta de seleccién, imaginen a un
genetista trabajando para producir una cepa de Drosophila melanogaster con un
cuerpo grande. El genetista inicia por examinar las moscas de una poblacién y
mide el cuerpo de las moscas, a partir de estos datos puede dividir la poblacién
con respecto al tamano del cuerpo. La mitad de la poblacién es entrecruzada
normalmente. Por otra parte, el genetista selecciona tinicamente moscas con el
cuerpo grande y los coloca en frascos de cultivo separados para entrecruzarlos.
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Después de que las dos generaciones de la F1 emergen, el genetista mide
nuevamente el tamano del cuerpo de las dos poblaciones de la F1. Aqui se
esperaria que el tamano de las moscas seleccionadas fuese mayor que las que se
les permitieron entrecruzarse libremente. La respuesta de seleccién al tamano
del cuerpo puede ser calculado como la diferencia entre la media del tamano
del cuerpo de las F1 seleccionadas entre la media del tamafio del cuerpo de las
F1 no seleccionadas. Si la poblacién seleccionada tiene un peso de 2.0 y las no
seleccionadas de 1.4 mg, una respuesta de seleccion de 0.7 mg se presenta.

La respuesta de selecciéon depende de dos factores: la heredabilidad en
sentido estrecho y la selecciéon diferencial, s. La seleccion diferencial se define
como la diferencia entre la media del fenotipo de los padres seleccionados y
la media de la poblacién antes de la seleccién. La respuesta de seleccién esta
relacionada a la seleccién diferencial y a la seleccion en sentido estrecho y se
calcula por la siguiente formula:

R=H*S

Con valores de dos o tres parametros en esta ecuacién, la respuesta de
selecciéon (0.7mg) y el diferencial de seleccién (1.7mg), se puede resolver la
heredabilidad en sentido estrecho:

Heredabilidad en sentido estrecho= H?_ respuesta de seleccién/seleccion
diferencial.

Por lo que H>=0.7 mg/1.7mg=0.41

Experimentos como este proporcionan otra medida para estimar la
heredabilidad en sentido estrecho.

Correlaciones Genéticas

Cuando dos o mas fenotipos estdn correlacionados, las caracteristicas no varfan
independientemente. Por ejemplo: piel blanca, cabello rubio y ojos azules,
frecuentemente se encuentran juntos en el mismo individuo. La asociacién no es
perfecta, en algunas ocasiones podemos ver individuos con cabello obscuro, piel
blanca y ojos azules, pero las que se encuentran juntas con regularidad se dice
que estan correlacionadas. La correlacién fenotipica entre dos caracteristicas
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cuantitativas puede ser analizada para calcular el coeficiente de correlacién
entre dos caracteristicas.

Los genes raramente afectan una sola caracteristica, y esto es particularmente
cierto debido alos poli genes que tienen influencia sobre caracteristicas continuas.
Por ejemplo, los genes que afectan el peso y la altura, de estos dos fenotipos
tienden a estar correlacionados. La pleiotropia es una de las causas principales
de correlacion genética para caracteristicas cuantitativas.

Otra causa significativa de correlaciéon genética es el linaje genético,
aunque el linaje genético es una violacion a la tercera ley de Mendel (herencia
independiente de caracteres), ya que el loci mas cercano sobre un cromosoma,
tiene la mayor frecuencia de alelos heredables juntos. Cuando un nuevo alelo
es producido por mutacién y esti asociado a otros alelos sobre un cromosoma
en particular. Estos nuevos alelos se heredaran en conjunto con los alelos a
los que estan ligados, provocando una correlacién genética, y la persistencia
de esa correlacién con el paso del tiempo, depende en parte a la cantidad de
recombinaciones del loci. Una diferencia importante entre linaje y pleiotropia
son las causas genéticas de esta correlaciébn sobre un tiempo de evolucién,
incluso los linajes mas relacionados pueden separarse, permitiendo una nueva
asociacion entre alelos. (Tabla 6) Con la pleitropia sin embargo, limitantes
funcionales sobre proteinas individuales hace que estas puedan ser disociadas,
causando una correlaciéon persistente. 2

Tabla 6.

Correlaciones genéticas entre los rasgos en los seres humanos

Organismos Rasgos C;LZZZZ”
Humanos IgG, IgM 0.07
Ganado Contenido de grasa, la produccién de leche. -0.38
Cerdos Aumento de peso de grasa dorsal de espesor. 0.13
Pollos El peso del huevo, la producciéon de huevos. -0.31
Drosophila Fecundidad primeros afios de vida, resistencia a la -0.91

inanicion.

Ranas Tasa de desarrollo, el tamano en la metamorfosis. -0.86
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Las correlaciones genéticas pueden ser positivas o negativas. Una correlacién
positiva significa que los genes provocan un incremento en la magnitud de una
caracteristica la cual trae un incremento simultineo en la magnitud de otra
caracteristica. En gallinas por ejemplo, el peso de la gallina y el tamafo de huevos
tienen una correlacién positiva. Si los mejoradores seleccionan las gallinas mas
pesadas, tanto el peso de las gallinas como el tamano de los huevos ovipositados
se incrementara con el tiempo. Este incremento en peso de los huevos se presenta
porque los genes que producen gallinas mas grandes se presume tienen un
efecto pleiotrépico sobre el tamafio de los huevos. En el caso de una correlacién
negativa, los genes que causan incremento en una caracteristica, provocan
una disminucién en otra. Por ejemplo cuando los mejoradores seleccionan a
las gallinas que ponen huevos mas grandes esto provocara que se oviposite un
nimero menor de huevos.

Las correlaciones negativas entre caracteristicas frecuentemente representan
limitaciones que deben de balancearse bajo presiéon de seleccién. Por ejemplo en
la produccién de berenjenas se ha demostrado una correlacion negativa entre el
nimero de frutos por planta y el peso de los mismos. (Tabla 7)

La capacidad de un organismo de adaptarse a un ambiente en particular esta
fuertemente influenciada por las correlaciones genéticas entre caracteristicas,
lo cual las hace de gran interés en estudios de evolucién, ya que permite
comprender como los organismos se adaptan o fracasan en adaptarse a un
ambiente en particular.

Tabla 7.
Tabla de correlacién genética en diferentes organismos.

Organismo Rasgos Correlacion genélica (-/+)

Humanos 1gG, IgM 0.07
Ganado Produccién de leche, Contenido de grasa butirica -0.38
Cerdos Espesor de grasa 0.13

La eficiencia 0.69
Pollos El peso del huevo, la produccion de huevos -0.31

produccion -0.17
Ratones Peso corporal, longitud de la cola 0.29
Drosophila Primeros anos de la fecundidad,resistencia a la -0.91

inanicién

Chinches la longitud del ala, la fecundidad -0.57
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Loci de caracteristicas cuantitativas

Laestadistica es de gran importancia parala comprensién de herencia cuantitativa
y es usada en el analisis de componentes de variacién y respuesta a la seleccion.
Sin embargo, para comprender las caracteristicas cuantitativas completas, es
necesario caracterizar los loci que afectan estas caracteristicas individualmente.
Los loci individuales que afectan caracteristicas cuantitativas, se conocen como
QTLs (Quantitative Trait Loci) y el grupo de QTLs y su interaccién para
determinar un rasgo o caracteristica se conoce como arquitectura genética de
una caracteristica. Avances recientes en la combinacién de genotipificacién
molecular y herramientas estadisticas permiten a los genetistas hacer la relacién
entre fenotipos cuantitativos y los especificos QTLs que los controlan. 218

La identificacién de QTL permite encontrar segmentos en el genoma
asociados a las diferencias fenotipicas entre individuos. Esto se convierte en
una herramienta mas poderosa cuando se analiza una poblacién con un mapa
detallado de linaje, variacién fenotipica y un gran ntimero de individuos. Métodos
analiticos son usados para determinar que regiones estan correlacionadas con la
variacién fenotipica.

Otra forma de encontrar QTLs involucra probar las asociaciones entre
diferencias fenotipicas y la variacién alélica del loci candidato. Loci candidatos
pueden ser definidos sobre la base de conocer o sugerir su funcién.

Los genes que determinan caracteristicas cuantitativas en humanos no
pueden ser determinadas por los andlisis tradicionales de pedigree por ser
caracteristicas discontinuas las diferencias ambientales a través del tiempo y la
accién de otros genes segregantes tienden a ocultar los efectos de un simple
loci. Sin embargo, segmentos importantes del genoma que tienen efecto en la
variacién fenotipica pueden ser identificados en asociacién con estos estudios.
Los estudios de asociacién utilizan marcadores moleculares. '*%

El mapeo de genomas

El mapeo genético ha surgido como una herramienta potencial para las ciencias
biolégicas. Sirviendo como plataforma para nuevas ideas heredadas del concepto
de genética clasica, asi como descubrimientos recientes en biologia molecular
e ingenierfa genética. Las estrategias utilizadas en el mapeo de genomas
involucran herramientas tradicionales, asi como modernas. El mapeo genético
ha facilitado el enriquecimiento de casi todas las ramas de las ciencias biolégicas,
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incluyendo evolucién y relaciones filogenéticas; organizacion de los genomas;
localizacién, aislamiento, secuenciacién y manipulaciéon de genes.

El término genoma significa el “contenido de DNA” presente en un organelo:
nucleo, mitocondria o cloroplasto. Un mapeo genético es la descripcion de la
informacién genética contenida en un organelo que controla los atributos de
un organismo. El ordenamiento linear de los genes en los cromosomas en este
genoma permite la aplicacién de los “marcadores moleculares”

Mapeo genético: Un resumen historico

El concepto de mapeo genético deriva del “ligamiento genético” propuesto
por Morgan (1910) y se refiere como un producto del “mapeo de ligamiento”,
estrategia obtenida de la “escuela de Drosophila”, El desarrollo de mapas en
Drosophila involucré la aplicacion de mutantes con caracteres morfolégicos
perceptibles, conocidos como “marcadores visibles” o como “marcadores de
caracteristicas heredadas” SITM. El mapeo de linajes utiliza estos marcadores
como se han usado en otros organismos incluyendo frijol, maiz, Arabidopsis,
arroz, etc., para desarrollar mapas genéticos parciales.?”

Los mapeos genéticos que utilizan STIM presentan varias limitaciones. Dos
organismos de una especie tienen unos pocos caracteres que contrastan con
su expresion (fenotipos). Los mapeos genéticos, requieren un gran nimero
de experimentos de apareamientos por un largo periodo de tiempo. Las
caracteristicas morfolégicas comprenden solo una pequena proporciéon del
nimero total de genes en un organismo que tenga regiones genéticamente
activas. Por lo tanto, el nimero de SITMs es también escaso para representar
un genoma entero. Nuevamente, mutaciones para muchos caracteres pueden
provocar letalidad, y los loci de muchos caracteres no pueden ser usados como
marcadores. Otra limitacién de estos marcadores es la influencia del medio
ambiente, interaccién inter-alélica o genes modificados por ejemplo.

También se han llevado a cabo intentos para hacer uso de algunas
caracteristicas cromosémicas para mapeos genéticos. Esta estrategia comprende
la induccién de deleciones por mutagenos y correlacionar estos con las
caracteristicas afectadas. Este enfoque fue exitoso en pocos organismos, porque
producen deleciones que en ocasiones producen letalidad.

Los marcadores de proteinas (isoenzimas) surgieron como otra herramienta
prometedora para mapeo genético™. En esta técnica se usa el desarrollo de un
mapa genético parcial en algunos organismos®. El nimero, sin embargo, es
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poco para desarrollar mapas genéticos completos, por lo que los marcadores de
proteinas son usados principalmente para etiquetar genes de valor econémico.

Los descubrimientos en el campo de la genética molecular en los 50”s, 60 s
y 707s en el siglo XX culminaron con el desarrollo de la tecnologia del DNA
recombinante, permitiendo el uso de DNA como fuente de la mayoria de los
marcadores moleculares para un mapeo completo del genoma.

Desde el descubrimiento de “polimorfismo de fragmentos largos de
restriccion” (RFLP’s) como la primera generacién de marcadores de DNA
en 1980°y su uso en el mapeo del genoma humano, los RFLP’s han sido
ampliamente utilizados en diversos organismos tanto de animales como de
plantas. Posteriormente se han descrito otros marcadores moleculares. Estos
estan basados en los mismos principios de RFLP y la Reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR)****. Un arreglo de marcadores de DNA estd disponible para
cada organismo especifico, poblacién o propésito.

Durante el daltimo cuarto del siglo XX, las técnicas también desarrollaron
la clonacién de grandes segmentos de DNA, en vectores para el desarrollo de
bibliotecas genémicas y para transformacién genética; asi como la aplicacién de
la secuenciacién del DNA. Estas técnicas facilitaron la construccién de mapas
fisicos.

El mapeo genético aunque originalmente se inicié en el genoma humano,
pero ha sido mas efectivo y extensamente usado en los sistemas vegetales. El
nimero de mapas construidos en plantas superiores excede al de las especies
de animales superiores.

Mapeo genético: Estrategias generales

En la construccion de mapas de linaje genético, basicamente la estrategia clasica
comprende principalmente los siguientes pasos:

1. Selecciéon de los progenitores genéticamente diferentes con el objetivo de
un 6ptimo polimorfismo de DNA.

2. Identificaciéon de sondas/primers para detectar polimorfismo de DNA en
los progenitores.

3. Aumento de las poblaciones segregantes para evaluar los acontecimientos
de recombinacién

4. Anilisis de linaje y construccién de mapas de linaje.
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Marcadores de DNA para el mapeo genético

Los genes pueden ser utilizados como marcadores moleculares, pero no es lo
ideal. Esto se debe a que en los genomas grandes como en vertebrados y en
angiospermas, un mapa basado completamente en genes no es muy detallado.
Debido a que tinicamente una fraccién del nimero total de genes de mapeado.
Por lo que se han desarrollado otro tipo de marcadores.

Los mapas que no usan genes se llaman marcadores de DNA. Los principales
marcadores de DNA son: Amplificacién de polimorfismo al Azar (RAPD’s),
Polimorfismo de fragmentos grandes de restriccién (RFLP’s), Microsatélites y
polimorfismo de nucleétido sencillo (SNP“s).%

Polimorfismo de fragmentos grandes de restriccion (RFLP's)

Este método se basa en enzimas de restriccion que cortan el DNA en sitios
especificos, esto significa que al cortar un DNA de la misma procedencia (del
mismo genoma) se produciran los mismos fragmentos. Sin embargo en algunos
DNA genémicos se presentan sitios polimérficos, en donde existen 2 alelos, con
un alelo que presenta el sitio de corte correcto para la enzima de restriccién vy el
segundo alelo que presenta una alteracién en la secuencia por lo que el sitio de
corte puede no reconocerse. (Figura 8)

Figura 9.
RFLP’s, el fragmento de la izquierda, presenta un sitio de restriccién polimérfico (marcado con un
asterisco) el que no esta presente en el fragmento de la derecha.

Sitio de restriccion polimérficos
I

DMNA L ’ ; DA

{ALELC 1) Afiadir la (ALELO 2)

L endonucleasa de
1 restriccion 1

— e e e e e
4 Fragmentos 3 Fragmentos

Para determinar un RFLP, es necesario determinar el sitio de corte de un
o dos fragmentos contra muchos fragmentos que resultaran irrelevantes. Esto
no es sencillo, por ejemplo, una enzima como EcoRI, la cual reconoce una
secuencia de 6 nucleétidos, puede cortar aproximadamente 800,000 fragmentos
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en el genoma humano; cada fragmento producira una banda cuando se somete
a electroforesis en gel de agarosa; estos 800,000 fragmentos solo produciran
una mancha y los RFLP no podran ser reconocidos. Existen 2 métodos para
determinar RFLP’s, 1) Estos pueden ser determinados por hibridacién
Southern, en la cual el DNA es digerido con la enzima de restriccién apropiada
y separada en gel de agarosa, los fragmentos de restriccién son transferidos a
una membrana de nylon y una sonda con la secuencia complementaria marcara
el sitio de restriccion. Si el sitio de restricciéon esta ausente, entonces se dice que
se detecta un fragmento sencillo de restriccion. 2) Si el sitio esta presente en
los 2 fragmentos el RFLP puede ser también detectado por PCR. Después de
la PCR los productos son tratados con la enzima de restricciéon y analizados en
electroforesis en gel de agarosa. Si el sitio estd ausente solo se podra observar
una banda en el gel de agarosa, si el sitio estd presente se observaran 2 bandas.
(Figura 9)

El sur de la hibridacion
Sitio polimorfico

b P12, Restriccion del
L 1] m
—_— mapa del sitio Hibridacién de bandas
Sonda de DNA

= > —_\

1 2 3
Membrana de nylon Autorradiografia

PCR
Sitio polimorfico

R, R R

- i L.,. Limitacion del
—-— — mapa del sitio
Primers de PCR

|
PCR de restricciéon || Electroforesis en gel de agarosa —_———

Figura 10.
Los productos son tratados con la adecuada enzima de restriccién y luego analizados por el gel
de agarosa electroforesis. Si el sitio estd ausente entonces una banda se visualizaran en el gel de

agarosa, si el sitio esta presente, entonces dos bandas seran visualizadas.
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Los RFLP’s tienen varias ventajas para ser aplicados en el mapeo genético.
Pueden producirse en un nimero infinito y son muy buenos para construir
mapas de linaje primario con una cobertura 6ptima del genoma. Es codominante
lo que facilita el distinguir entre homocigoto y heterocigotos. Estan casi libres de
cualquier asociacién interalélica, particularmente epistasis, que son facilmente
influenciables por las condiciones ambientales. La tinica limitacién de los RFLP s
es la necesidad de tener bibliotecas genémicas y sondas.

RADPs son los segundos marcadores en utilidad en mapeo genético,
particularmente en plantas. Estin basados en PCR y son detectados por el uso
de un tnico primer de una secuencia corta aproximadamente 10 mers.

La principal ventaja de RAPD es la simplicidad de la técnica asociada
con la rapidez y el costo. RAPD en teorfa puede detectar la mayor parte del
genoma. Un solo “primer” puede detectar mas de un locus. La mayor limitacién
de estos marcadores es su dominancia e interacciéon intra-alélica. Debido a su
dominancia no es posible distinguir entre homocigotos y heterocigotos y un
problema adicional es su baja reproducibilidad. (Figura 10)
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Se han propuesto nuevos marcadores como AFLP’s, Microsatélites y mas
recientemente SNP’s. Estos son capaces de detectar polimorfismo, inclusive en
individuos relacionados de forma cercana. Microsatélites también se han usado
para enriquecer mapas primarios de linaje en plantas.

Polimorfismo de nucledtido sencillo

Estas son posiciones en el genoma en donde algunos individuos tienen un solo
nucleédtido por ejemplo G y otros tienen un nucleétido diferente por ejemplo C

Por lo que en el genoma pueden presentarse un gran ndmero de SNP’s
(mas de 4 millones en el genoma humano), algunos de los cuales también dan
lugar a RFLP’s. (Figura 11)

Alelo 1

[..AGcTcAaGAAATC..|

[..AGTCACAAATC..|

Alelo 2

Figura 12. Polimorfismo de nucledtido sencillo, en la cual puede observarse un punto de
mutacién en el alelo 2.

Cuando uno de los 4 nucleétidos puede estar presente en una posicién en
el genoma, se puede imaginar que cada SNP puede tener 4 alelos, teéricamente
esto es posible, pero en la prictica en la mayorfa de los SNP solo se presentan
como dos variantes. Esto es porque un SNP se origina cuando un punto de
mutacién ocurre en el genoma, convirtiendo un nucleétido en otro. Si la
mutacién esta en una célula reproducible de un individuo, entonces uno o mas
de sus descendientes heredaran la mutacién y, después de muchas generaciones,
los SNP eventualmente se estableceran en la poblacién. Pero existen solo dos
alelos, el de la secuencia original y el de la secuencia mutada. Para que se
presente un tercer alelo debe de presentarse una nueva mutaciéon en la misma
posicién en el genoma de otro individuo; y si este individuo se reproduce, sus
descendientes pueden heredar la mutacién y un nuevo alelo se establecera. Esto
no es imposible, pero es dificil de que se presente.
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Mapeo de poblaciones

Diferentes poblaciones segregantes han sido utilizadas para mapeo genético
en plantas. Estas incluyen las poblaciones: F, autofecundadas o entrecruzadas,
retrocruzamiento (BC), doble haploide (DH), recombinante consanguineo
(RI) e inter-apareamiento (IM). En los sistemas animales, como en el caso del
ratén, lineas RI son producidas por apareamientos entre hermanos y usados
para el mapeo en humanos como en el “Centro de Estudios sobre polimorfismo
humano” “CEPH”.

La eleccién del mapeo de poblacién depende de varias consideraciones
incluyendo la forma de reproduccién y conducta de crianza de un organismo,
tipo de marcador disponible, caracteristicas a ser mapeadas y densidad del
mapa deseado. Una poblacién de retrocruza es planteada por cruzamientos
de hibridos F1 con uno de los padres. Esto es segregar el alelo por herencia
desde el padre no-recurrente. Cualquier cruzamiento individual, contienen un
cromosoma recombinante en un par homélogo. Las poblaciones producto de
cruzamientos experimentan un ciclo de meiosis que llevan un fuerte linaje entre
alelos marcadores heredados de un padre comin. En ciertos cruces especificos
la autofecundacién lleva a una esterilidad pero el entrecruzamiento facilita la
recuperaciéon de progenie fértil. En muchos casos el mapeo genético se hace
en poblaciones retrocruzadas. Esto requiere solo dos generaciones para llevarse
a cabo. Las limitaciones de usar poblaciones retrocruzadas es que el mapeo
genético incluye la menor recombinacién por gameto y la propagacién puede
llevarse a cabo solamente a través de propagacién clonal

Las poblaciones F2 se producen a través de recombinacién de un F1 que
se interaparea entre Fls. para esto se necesitan solo dos generaciones. La
posibilidad de tres genotipos, en todas las posibles combinaciones de alelos
paternos hace el mapa altamente utilizado para estudiar todo tipo de acciones
en los genes. Los dos cromosomas de pares homoélogos experimentan eventos
de recombinacién y por ende, proporciona el doble de informacién mas que las
poblaciones retrocruzadas. Las poblaciones F2 han sido utilizadas para la mayoria
de los programas de mapeo hasta la fecha. Las poblaciones F2 retrocruzadas
son usadas para la construccion de mapas de linaje genético primarios en un
organismo?
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El analisis de ligamiento es la base del mapeo genético

Las técnicas de mapeo genético estin todas basadas en los analisis de linaje
genético, los cuales derivan de los descubrimientos de Mendel en siglo XIX.
Los principios de la herencia y el descubrimiento del linaje.

El mapeo genético estd basado en los principios de la herencia descritos por
Gregor Mendel en 1865. De los resultados en sus experimentos de cruzamiento
con chicharos, Mendel concluyé que cada chicharo posee dos alelos por cada
gen, pero muestra un solo fenotipo. Esto es facil de comprender si la planta es
de linea pura, u homocigota, por las caracteristicas particulares, que ellas poseen
dos alelos idénticos y presentan un fenotipo apropiado. (Figura 12)

Autofecundacion de plantas de guisante puras de cria
% Los padres
Al

Generacién F,

Generaciéon F

v 2

Flores de color Flores de color
violeta blanco
A% WW
Figura 13.

Mendel estudié siete pares de caracteristicas contrastantes en plantas de chicharos, una de estas fue

el color de flores que eran flor color violeta y flor blanca, como se muestra aqui.
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Aleatoriamente. En otras palabras, si los alelos del padre son Aa, cualquier
miembro de la generacién F1 puede tener la misma posibilidad de heredar el
alelo A o heredar el alelo a. La segunda ley dice que los pares de alelos segregan
independientemente, o que la herencia de los alelos del gen A es independiente
de la herencia de los alelos del gen B.

Cuando el trabajo de Mendel fue redescubierto en 1900, esta segunda ley
preocupd a los primeros genetistas, porque se establecié que los genes residen
en los cromosomas, y era obvio que todos los organismos poseian mas genes
que cromosomas. Los cromosomas se heredan como unidades intactas, por lo
que se pensé que los alelos de algunos genes podrian heredarse juntos porque
pertenecen al mismo cromosoma (Figura 14). Este es el principio del ligamiento
genético, y pronto se demostré que es correcto, aunque los resultados no se dieron
exactamente como se esperaba; la relacion completa que se habia previsto entre
los pares de alelos no lleg6 a materializarse. Los pares de genes que se heredan
independientemente como los que pertenecen a diferente cromosoma, si llegan
a mostrar alguna relaciéon esta sera tnicamente una relacién parcial: Algunas
veces estos se heredan juntos o algunas veces no (Figura 15). La resolucién a
esta contradiccién entre teoria y observacién fue el paso critico en el desarrollo
de las técnicas de mapeo genético.”

B
A

Figura 14.
Genes del mismo cromosoma pueden presentar ligamiento. Los genes Ay B
estdn en el mismo cromosoma y pueden heredarse juntos.
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Genes Alelos Entre los padres
Purpura Rojo

Purpura/Largo X Rojo/Redondo
- o
Largo Redondo

Conclusion parcial
- En cuanto al color de las flores, Pr
predomina el purpura sobre el <=
rojo

« En cuanto a los granos de
polen son dominantes los
largos sobre los redondos

l CruzaF,

Si los genes no estan ligados
entre F, habrd una proporcién
de 9 Purpura/Largo: 3 Purpura/ ’ — —

Redondo: 3 Rojo/Largo

Forma de polen

Conclusion final Resultados reales
La cruza F, da resultados inespe- « Purpura/Largo: 4831
rados como la proporcién en la . - Purpura/Redondo: 390
descendencia de 9:3:3 + Rojo/Largo: 391
+ Rojo/Redondo: 1338
Figura 15.

La cruza F1 da resultados inesperados como la proporcién en la descendencia de
9: 3: 3: una relacién (que se espera de los genes en los cromosomas diferentes) y
de tres: una relaciéon (que se espera si los genes estan totalmente vinculados). Una relacién poco
comiun es tipica de la vinculacién parcial.
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El ligamiento parcial es explicado por el comportamiento de los cromosomas
durante la meiosis

La explicacién conceptual fue llevada a cabo por Thomas Hunt Morgan, que
determiné la relaciéon entre ligamiento parcial y el comportamiento de los
cromosomas, cuando el nucleo se divide. Los citologos al final del siglo XIX
hicieron la distincién entre dos tipos de divisiéon celular mitosis y meiosis. La
mitosis es mas comun, y es el proceso mediante el cual el nicleo diploide de
una célula somdtica se divide para producir 2 nucleos hijos, los cuales son
diploides. Aproximadamente 10'7 mitosis se necesitan para producir todas las
células durante la vida de un humano (Figura 16). Antes de que la mitosis inicie,
cada cromosoma en el ntcleo es replicado, pero los cromosomas resultantes
no se separan inmediatamente uno del otro. Al inicio permanecen unidos a
su centrémero. Las cromatidas se separan mas tarde en la mitosis cuando los
cromosomas son distribuidos entre los dos nuevos nucleos. Es importante que
cada nuevo nucleo reciba el grupo completo de cromosomas.*

Interfase -

/ %rMembrana nuclear
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P kN 77N
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(o] \mme /= __> Profase tardia
N’ SN2 | )

N

\ / Centrometro
)4 4

\
/

/’\,9‘ ‘—Microtdbulos
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Metafase

Figura 16.

Durante la interfase (el periodo entre las divisiones nucleares) los cromosomas se encuentran en su
forma extendida. Al inicio de la mitosis los cromosomas se condensan y por la pro-fase tardia han
formado estructuras que son visibles con el microscopio de luz. Cada cromosoma ya ha sido objeto
de la replicacién del DNA, pero los dos cromosomas hijos se mantienen unidos por el centrémero.

Durante la meta-fase de la membrana nuclear se rompe (en la mayoria de los eucariotas) y los
cromosomas se alinean en el centro de la célula. Microtibulos ahora a los cromosomas hijos hacia
los extremos de la célula. En la telofase, volver a las membranas nucleares se forman alrededor de

cada conjunto de cromosomas hijos. El resultado es que el nicleo de padres ha dado lugar a dos
ntcleos hijos idénticos. Para simplificar, s6lo un par de cromosomas homoélogos se muestra, un
miembro de la pareja es de color rojo, el otro es azul.
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La meiosis se presenta Unicamente en las células germinales e inicia con
una célula diploide que da lugar a 4 gametos haploides. Cada uno de los cuales
puede subsecuentemente fusionarse con el gameto del sexo opuesto durante la
reproduccién sexual. Elhecho de que la meiosis produzca cuatro células haploides
mientras que la mitosis da lugar a dos células diploides es ficil de explicar: La
meiosis consiste de dos divisiones celulares, una después de la otra; mientras
que la mitosis es solo una divisién nuclear. La diferencia mas importante entre
mitosis y meiosis es que en una célula diploide existen dos copias separadas de
cada cromosoma. Conocido como cromosomas homélogos. Durante la mitosis,
los cromosomas homoélogos permanecen separados uno de otro, cada miembro
del par replica y es transmitido a un nuevo nucleo independientemente de
su homologo. (Figura 17) En meiosis, sin embargo, el par de cromosomas
homodlogos no son independientes. Durante la profase I, cada cromosoma se
alinea con su homologo para formar un bivalente. Esto ocurre después de que
cada cromosoma se ha replicado. Pero antes de que la replicaciéon ocurra, el
bivalente de hecho contiene cuatro copias del cromosoma, cada una de las
cuales estd destinada a encontrar su camino en uno de los cuatro gametos que
se produciran al final de la meiosis. Con el bivalente, los brazos del cromosoma
(cromatidas) pueden romperse fisicamente e intercambiar segmentos de DNA.
El proceso es llamado entrecruzamiento o recombinacién.*- %
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Figura 17.

Los acontecimientos relacionados con un par de cromosomas homologos se mostraran
en uno de los miembros de la pareja: uno es de color rojo, el otro es azul
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Figura 18.
El dibujo muestra un par de cromosomas homélogos, uno rojo y otro azul. Ay B son los genes
vinculados con los alelos A, B, Ay B,A la izquierda hay una meiosis sin cruce entre Ay B: dos de
losgametos resultantes tienen el genotipo AB y las otras dos son ab. A la derecha, se produce un
cruce entre Ay B: los cuatro gametos muestran todos los genotipos posibles: AB, aB, Ab y ab.
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Para entender como los entrecruzamientos explican el ligamiento parcial, es
necesario pensar sobre el efecto que tiene el entrecruzamiento sobre la herencia
de los genes. Si consideramos 2 genes, cada uno de los cuales tiene dos alelos. El
primer gen se le denominard A con los alelos Ay a, y el segundo gen B con los
alelos B y b. Si imaginamos que los dos genes estin localizados en el cromosoma
numero 2 de Drosophila melanogaster y seguimos la meiosis de un ntcleo diploide,
en el cual una copia del cromosoma 2 tiene los alelos A y B, y la segunda tiene
ayb.

Consideremos dos escenarios

a) Un cruce no se presenta entre los genes Ay B. Si esto pasa entonces, de
los dos gametos resultantes, uno contendra copias del cromosoma con
los alelos A'y B, y el otro, con los alelos a y b. Es decir uno de los gametos
tendra el genotipo AB; el otro, tendré el genotipo ab.

b) Un cruce se presenta entre los genes Ay B. Esto conduce a segmentos de
DNA conteniendo el gen B que ha sido intercambiado entre cromosomas
homélogos. El resultado de cada gameto tendra un fenotipo diferente,
un genotipo AB, otro aB, el siguiente Ab y uno ab.

Si vemos los resultados de las meiosis de cien células idénticas. Si los
entrecruzamientos nunca ocurren entonces los gametos resultantes tendran los
siguientes fenotipos:

200 AB
200 ab

Esto es un ligamiento completo: genes Ay B se comportan como una unidad
durante la meiosis. Pero si se presenta entrecruzamiento entre A y B en alguno
de los nucleos, entonces los pares de alelos no seran heredados como una unidad
simple. Si el entrecruzamiento ocurre en 40 de 100 meiosis, se produciran los
siguientes gametos:

160 AB
160 ab
40 Ab
40 aB
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En este caso el ligamiento no es completo solo parcial, ya que ademas de
los genotipos paternos (AB, ab); también se presentan gametos con genotipos
recombinantes. (Ab, aB). (Figura 18)

Del ligamiento parcial al mapeo genético

Una vez que se ha comprendido que el ligamiento parcial puede ser explicado
por entrecruzamiento en la meiosis, se puede asignar una posicion a los genes
dentro del cromosoma. Un estudiante de Morgan, Arthur Sturtevant asumi6
que el entrecruzamiento fue un evento aleatorio, que tenia la misma posibilidad
de presentarse en cualquier posicién entre un par de cromatidas alineadas.
Si esto es correcto, entonces dos genes que estin distantes uno de otro seran
separados por entrecruzamiento con mayor frecuencia que los que estin en una
posicion mds cercana. Por otra parte, la frecuencia en la cual los genes no estan
unidos por entrecruzamientos es directamente proporcional a la cercania en la
que estén en el cromosoma. La frecuencia de recombinacién es la medida de la
distancia entre dos genes. (Figura 19)

Frecuencia
de recombinacion

m Alas pequenas % B D 3.0%

Entremyy: 33.7%

v Ojos rojos % Entrevy w: 29.4%

Genes Caracteristica Representacion

5% Entrewyy: 1.3%
w Ojos blancos 9‘%
o
y Cuerpo amarillo A
Posiciones de la consecuencia
y w v m
01.3 30.7 33.7

Figura 19.
Arthur Sturtevant trabajo con un mapa de recombinacién de frecuencias. Existen cuatro genes en el
cromosoma X de la mosca de la fruta. Se esquematizan las frecuencias de recombinacién.
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Distancia Genética de un /oci

El mapeo de ligamiento estd basado en asumir que la posibilidad de
entrecruzamiento entre dos loct es proporcional a su distancia fisica. Esto
involucra a la frecuencia de recombinacion, el nimero de individuos en el
mapeo de una poblacién llega a ser un factor critico. El segundo factor critico
es la presencia de doble entrecruzamiento. La probabilidad de recombinantes
dobles es proporcional al cuadrado de la distancia de recombinacién entre dos
loci. Ademas hay que tomar en cuenta en el ajuste, la fraccién de recombinacién
a unidades centi Morgan (cM). Los dos frecuentemente usan algoritmos para
ajustar las funciones del mapeo genético descritas por Haldane (1919) y Kosambi
(1944). La mayoria de los programas de mapeo genético estan equipados con este
tipo de conversién. El nimero 6ptimo de individuos necesarios para un mapeo
genético dependen de varios factores, principalmente el nivel de resolucién
deseada, disponibilidad de mano de obra y el tiempo. Alrededor de 1-5 cM
intervalos de marcaje han sido obtenidos en varios mapas genéticos primarios
usando entre 50-100 individuos.

La frecuencia de recombinacién puede variar debido a la genética,
epigenética y factores ambientales. El entrecruzamiento se sabe que se reducird
en regiones cercanas al centromero y en segmentos invertidos. La reorganizacién
en un genoma frecuentemente involucra rearreglos estructurales que dirigen
la especiacién. Esto puede ser ejemplificado a partir de la inversiéon de los
cromosomas, produciendo nuevas variedades en Drosophila por genética clasica
y el reordenamiento de especies de cereales relacionados de forma cercana, que
fueron aclarados recientemente por marcadores moleculares.

Ligamiento genético en programas de mejoramiento

La clave para el mapeo genético es ser capaz de determinar los genotipos de
los gametos producto de la meiosis. En pocos casos en posible hacerlo por
un examen directo de los gametos, por ejemplo, los gametos producidos por
algunos eucariotes microbianos, como la levadura Saccharomyces cerevisiae; las
cuales pueden crecer en colonias de células haploides, en las que los genotipos
pueden ser determinados por pruebas bioquimicas. La genotipificacién directa
de eucariotes superiores puede ser posible si se utilizan marcadores de DNA,
como RFLP’s, Microsatélites y SNP “s. Esto es llevado a cabo por la determinacién
de los genotipos de la progenie diploide que es producto de la fusién de dos
gametos, uno de cada par de progenitores.
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Una complicacién que se presenta con los cruces genéticos es que la
progenie diploide resultante son producto de dos meiosis (uno de cada padre) y
la mayoria de los organismos con eventos de entrecruzamientos tienen la misma
probabilidad de presentarse durante la produccién de gametos masculinos o
femeninos. El procedimiento estindar es usar una cruza de prueba La funcién
critica de los cruzamientos de prueba es conocer el genotipo de los progenitores.
(Figura 20)

Escenario 1 Escenario 2
AY B son dominantes sobreay b Ay B son marcadores de ADN
Ay B soncodominante conAy
Los padres B Padres
I X 2
1 X 2 cruza de ABlab AblAb

AB/ab ab/ab  prueba

| | L |

AB Ab
AB ab Ab Ab
Ab ab Gametos a8 Ab
aB ab ab Ab
ab ab
L 4
F Genotipos Fenotipos F, Genotipos  Alelos detectados
ABAb A+B+b
ABab AB AbAb A+b
oBAb A+a+B+b
Abab Ab abAb A+atb
aBab aB
abab ab Genotipos de los padres los

gametos son identificados a

Cada fenotipo es el mismo que el
P q partir de los alelos detectados.

genotipo de los padres un gameto

Figura 20.

Dos ejemplos de pruebas cruzadas: En el escenario 1, Ay B son marcadores con alelos A, a, B, b.
La des-cendencia producida fue evaluada al examinar sus fenotipos. Debido a que el progenitor
2 es homocigoto recesivo, no contribuye al fenotipo de la descendencia. En el escenario dos los
progenitores tienen alelos codominantes

Interpretacion de un mapa de ligamiento genético

Un mapa de ligamiento genético es ttil para obtener informacién acerca de la
naturaleza del genoma, de su organizacién y reorganizacién. El agrupamiento
de loci marcadores podria indicar que se encuentran cerca del centromero.
Mapeando un grupo de marcadores con situacién preferencial en un sitio del
genoma, es una evidencia de que esta relacionado con adaptaciones biolégicas.
La deteccién de loci duplicados en agrupamientos, puede indicar que el genoma
se reorganiz6 debido a una aberracién cromosémica. Cuando las duplicaciones
son frecuentes, particularmente en loci detectados con sondas de cDNA o genes
clonados, esto puede ser un indicio de poliploidia.
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La cobertura 6ptima de un mapa genético

En ocasiones se considera que dos o mas mapas genéticos de la misma especie o
especies muy relacionadas tienen distancias diferentes. Esto plantea la pregunta
de cuindo un mapa debe de ser considerado completo. La descripciéon de
grupos de ligamiento del mismo nimero cromosomas haploides y la ausencia
de muchos marcadores no relacionados, es el principal criterio para asumir
que el mapa genético esta completo. Un organismo con un genoma pequeno
y reducido nimero de cromosomas, tendrd una distancia mas corta y requiere
menor numero de marcadores para cubrir el total de los cromosomas. La
recombinacién promedio entre un [oci marcador, es otro criterio para tener en
cuenta. En general, una recombinacién del 5% con menor rango de variacién
es 6ptima. La tendencia de un marcador para mostrar una relacién con los
marcadores de otro ligamiento es obviamente una sefial negativa.

Aplicacion de mapas genéticos

Un mapa genético proporciona informaciéon de interés fundamental, pero es
también la plataforma para la aplicacién de varias herramientas. Un mapa puede
ser usado para localizar genes que controlan caracteristicas simples heredadas y
cuantificar caracteristicas complejas., particularmente las que presentan interés
en la agricultura, medicina, industria o desarrollo. Ademas, puede ser usado
para posterior saturaciéon de regiones de interés; para el mapeo comparativo
entre dos o mas taxa cercanamente relacionados y para mapas basados en la
clonacién de genes.

Deteccion de /oci por caracteristicas sencillas heredadas

Esto es generalmente llamado como un mapeo genético o asignaciéon de loci a
una caracteristica cualitativa. La aplicaciéon de esta estrategia es bastante simple.
La expresion del fenotipo de un caracter estd registrada en los individuos de
una poblacién; que se convierten en los genotipos en relacién a cual de los
progenitores se parecen, siguiendo con el andlisis de ligamiento con los datos
del marcador disponible. En algunos casos la expresiéon fenotipica puede ser
registrada usando datos métricos o puntajes. Para el mapeo del locus de un rasgo
o caracteristica, los datos cuantificados fenotipicamente y se convierten a formas
discretas dependiendo del padre al que se asemeje. Seguido por un andlisis de
ligamiento de rutina.
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Una técnica interesante pero simple es ahora conocida para el mapeo
genético. Implica el etiquetado del primer gen fuertemente ligado a los
marcadores, siguiendo el concepto de andlisis de segregantes agrupados. (BSA).
El DNA de individuos segregantes con dos fenotipos diferentes se agrupan en
dos grupos y se utilizan para la detecciéon RAPDs.

Deteccion de /oci de caracteres cuantitativos (QTL)

Una de las contribuciones del mapeo genético es la posibilidad de la deteccién de
regiones en el genoma que controlan caracteristicas cuantitativas. Estos caracteres
son muy complejos con baja o moderada heredabilidad. Estas caracteristicas
son controladas por poligenes o genes menores, cada uno con efecto pequeno.
Los caracteres cuantitativos presentan variacién continua con una distribucién
normal. La naturaleza de la funcién de los genes de estas caracteristicas, son
convencionalmente estudiados por el uso de enfoques biométricos, aplicando
varios modelos que implican muchos supuestos. La mayoria de estos supuestos
son dificiles de comprobar.

Actualmente es posible estudiar la correlacién de datos de caracteristicas
fenotipicas de individuos segregantes de una poblacién con sus datos de
marcadores para indicar los lugares en el genoma que controlan un caracter
especifico. El concepto de mapeo por intervalo para la detecciéon de QTL"s
usando mapas completos, ha llegado a ser una estrategia popular para el mapeo
de poligenes. Actualmente estan disponibles excelentes programas para mapeo
QTL. De estos el programa mas ampliamente usado es el MAPMARKER/QTL
1.1. En este programa la probabilidad de una posiciéon es determinada por un
escaneo del total del genoma.

El programa proporciona mucha informacién genética ademas de la
localizacién cromosémica de un grupo de genes. Esto proporciona el grado de
probabilidad de la presencia de un QTL, la contribucién de los alelos paternos
al QTL; la extensién de la variacién es explicada por QTL y la naturaleza de
la acciéon de un gen, depende del mapeo de poblaciones (aditivo, dominante o
recesivo).

Mapeo de alta resolucion

En ciertos casos, los marcadores ligados estan tan distantes de los loci de los
caracteres, para monitorear los genes deseados por seleccion de marcaje
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asistido (MAS). Esto hace necesario detectar los marcadores fuertemente
ligados por MAS. La estrategia que se sigue en la mayoria de los casos, implica
el uso de un marcador que flanquee el gen o el QTL y el desarrollo de una
poblacién segregante, tGnicamente en el drea alrededor del gen/grupo de genes
de interés, cercanos a las lineas isogenicas (NIL’s) de mejora convencional y
enriqueciendo el area con mas marcadores. Los marcadores RAPD s y AFLP
han sido ampliamente utilizados para este propésito. La poblacién en la mayoria
de los casos presenta variaciéon discontinua para el mismo caracter cuantitativo
y un simple locus puede ser detectado. Las caracteristicas complejas pueden ser
solucionadas dentro de un locus discreto y la estrategia se llama popularmente
Mendelizacion. *

Mapeo comparativo

Estudios sobre la relacién entre evolucién y filogenética basada en las similitudes
y diferencias entre taxa relacionados de forma cercana (sub-especie, especies y
genero) son una herramienta muy usada en las ciencias naturales. Esto tiene
importancia fundamental para tener informacién sobre el origen genético y la
ruta evolutiva de plantas y animales. En la mejora clasica, muchos caracteres han
sido introducidos en plantas domesticadas de especies y géneros relacionados,
inclusivo sin tener ninguna informacién de los genes involucrados. Para este
proposito, es necesario conocer la informacién sobre el comportamiento de los
cruces relacionados a la proximidad citolégica y fertilidad. Tradicionalmente,
similitud y diferencias entre taxa han sido estudiados usando principalmente
atributos morfolégicos, citolégicos y biométricos. Con la Biologia Molecular
ahora se puede obtener esa informacién con exactitud sobre similitud de las
regiones cromosémicas de dos o mas taxa. Una gran cantidad de informacion se
ha acumulado en este aspecto en las dltimas dos décadas.

El mapeo comparativo facilita este tipo de estudios, comparando la
homologia del genoma entre dos taxa. Varios estudios han demostrado que los
taxones estrechamente relacionados, contienen muchas relaciones con genes
similares y altamente conservados, con solo una pequeiio namero de rearreglos
estructurales; la mayoria de ellos debidos a inversiones y translocaciones. **

La construcciéon de mapas de ligamiento por mapeo comparativo se realiza
aplicando un grupo de marcadores genéticos ortélogos, que garanticen que
las sondas de DNA puedan detectar un locus en el genoma. Esto es porque
las sondas de cDNA son las mas adecuadas para mapeos comparativos. Es bien
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conocido que una secuencia de DNA evoluciona lentamente en comparacién
con el DNA repetitivo intergénico.

El método mas comdn para construir mapas, es el uso de cDNA’s para
detectar RFLP’s en una regién del cromosoma. Otra alternativa potencial es el
uso de CAP’s desarrollados a partir de cDNas. Estos pueden ser usados tanto
en genes ortélogos como en regiones conservadas. Los Microsatélites o SSR”s
también pueden ser utilizados en los dos casos, pero con menos frecuencia que
la comparacién por medio de RFLP’s y CAP’s. Te6ricamente los marcadores
basados en PCR como RAPD, AFLP han sido desarrollados con el objetivo de
detectar multiples loci, y esto baja su eficiencia en el mapeo comparativo de los
genomas.

El mapeo comparativo ha sido usado en todas las clases de cultivos que
presentan todos los niveles de ploidia. Esto ha puesto de manifiesto genes
conservados, aunque marcados por reordenamientos cromosémicos menores,
duplicacién de genes o regiones del genoma en maiz, cana de azdcar, algodén
y tubérculos; a la vez de similitud en taxones relacionados como en variedades
de frijol, tomates y papas. En la familia poaceae se han encontrado un amplio
repertorio de genes conservados.®® 42 También se ha demostrado que la
familia de pastos esta formada de un tnico sistema de genes.*

La detecciéon de QTL"s controlando las caracteristicas poligénica en mapas
de marcadores ortélogos ha abierto un nuevo camino para estudiar homologifa
entre taxones. La localizaciéon de QTL para tamano de semillas, desgrane
y comportamiento de floracién se han comparado en sorgo, cana de azicar,
maiz, trigo, cebada y arroz. Esto también incluye QTL para altura y floracién
en maiz, cafia de azicar y pastos. Produccién de semillas a bajas temperaturas,
tiempo de floracién, sobrevivencia al invierno, y tolerancia al congelamiento se
ha determinado en diferentes especies de Brassica.

El mapeo comparativo de las regiones con QTL s ha dilucidado algunos
aspectos basicos evolutivos. Se ha encontrado que un locus que controla las
caracteristicas cualitativas de floracién en Arabidopsis, es homoélogo a los que
controlan la produccién de semillas a bajas temperaturas y la respuesta al tiempo
de floracién en Brassica rapa**y granos en maiz; claramente indica la tendencia
evolutiva de grupos de genes y evidencias de duplicacién cromosémica en miles
de anos, previo a la domesticacion de estos cultivos.

La homologia entre genes o grupos de genes, tiene implicaciones pricticas.
Cultivares cercanamente relacionados tinicamente difieren en unos pocos genes.
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Por lo cual, es posible aislar los genes tinicos para ser utilizados en la comprensién
de la genética de cultivos relacionados. La informacién sobre roedores y otros
animales domésticos también puede ser aplicada en la biisqueda y clonacién de
QTLs en humanos. Los mapeos comparativos por lo tanto tienen actualmente
un gran impacto en la agricultura y medicina.

Mapeo fisico

Un mapa generado por técnicas genéticas, en pocas ocasiones es suficiente para
dirigir la fase de secuenciaciéon de un genoma. Esto se debe a dos razones:

a) La resolucion de un mapa genético depende del ndmero de
entrecruzamientos que han sido documentados. Esto no es un problema
grande en genomas de microorganismos porque estos pueden obtenerse
en una gran cantidad, lo cual permite estudiar muchos entrecruzamientos,
produciendo un detallado mapa genético. El problema con humanos y
en la mayoria de los eucariotes es la imposibilidad de obtener un gran
nimero de descendientes, por lo que pocas meiosis pueden ser estudiadas
y para resolver la fuerza de los analisis de ligamiento es limitado.

b) Los mapas genéticos tienen una exactitud limitada.

Estas dos limitaciones en el mapeo genético significan que en la mayoria
de los eucariotes un mapa genético debe ser revisado y completado por
procedimientos alternativos antes de la secuenciacién a gran escala de DNA.
Se han desarrollado varias técnicas para el mapeo fisico para solucionar este
problema, las técnicas mas importantes son:

a) Mapeo de restricciéon: El cual localiza las posiciones relativas en una
molécula de DNA para reconocer las secuencias por medio de enzimas
de restriccién.

b) Hibridacion fluorescente in situ (FISH), en el cual la localizacion de
marcadores son mapeados por hibridacién con una sonda conteniendo
el marcador para un cromosoma intacto.

¢) Mapeo por etiquetado de secuencia, en el cual la posicién de una secuencia
corta es mapeada por examen de las colecciones de fragmentos de DNA
gendémico por PCR y/o analisis de hibridacién.*
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Mapeo de restriccion

El mapeo genético usando RFLP“s como marcador molecular puede localizar la
posicién de un sitio polimérfico dentro de un genoma, pero muy pocos sitios de
restriccion en el genoma son polimérficos; por lo que muchos sitios no pueden
ser mapeados con esta técnica. También es posible incrementar la densidad
del marcaje sobre un genoma, usando un método alternativo para localizar la
posicion de algunos sitios de restriccion no polimérficos. Esto se puede lograr
con un mapeo de restriccién, aunque en la practica la técnica tiene la limitacién
que es Unicamente aplicable a moléculas de DNA relativamente pequenas.

Hibridacion fluorescente in situ (FISH)

La hibridacién in situ es la version del andlisis de hibridacién, en el cual un
cromosoma intacto es examinado por una sonda, con una molécula de DNA
etiquetado. La posicién sobre un cromosoma en el cual la hibridacién se
presenta, proporciona informacion sobre la localizacién de una secuencia de
DNA usada como sonda. Para este método el DNA debe de ser desnaturalizado
para separar las dos cadenas de DNA, con la posterior hibridacién del DNA
con la sonda. En las primeras versiones de la hibridaciéon in situ la sonda era
radioactivamente etiquetada, pero este procedimiento no era totalmente
satisfactorio porque con el marcaje radiactivo, era dificil tener sensibilidad y
resolucién, dos requerimientos criticos para una hibridacién in situ exitosa. Este
problema se solucioné al desarrollarse una sonda no radioactiva marcada con
fluorescencia.

Mapeo por etiquetado de secuencia

Para generar un mapa fisico detallado de un genoma grande, es necesario,
idealmente un mapeo de alta resolucién que sea rapido y no técnicamente
demandante. Ninguna de las técnicas anteriores cumple con estos
requerimientos. Los mapeos de restriccién son rapidos, faciles y proporcionan
informacién detallada, pero no pueden ser aplicados a grandes genomas. FISH
puede aplicarse a grandes genomas y versiones modificadas como FISH-fibroso,
pueden proporcionar datos de alta resolucién, pero FISH es dificil de llevar a
cabo y la acumulacién de datos es lenta, con un mapa de posiciones no mas de
tres o cuatro marcadores pueden obtenerse en un solo experimento. Por lo que
una técnica méas fuerte es necesaria.
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Actualmente la técnica mas poderosa para el mapeo fisico, es la que ha sido
responsable de la generacion de los mapas mas detallados de genomas grandes,
esta es el mapeo por etiquetado de secuencia o ST, este es una técnica sencilla
(Figura 21).

CENTROMERO
Par de marcadores Par de marcadores menos
estrechamente ligados estrechamente vinculados
- A A , cromosoma
Fragmento
= de coleccion
—
-
—
6 Fragmentos compartidos 2 Fragmentos compartidos
aBab aB
abab ab
Cada fenotipo es el mismo que el genotipo de
los padresun gameto.

Figura 21.
Un grupo de fragmentos disponibles para mapeo.

Los mapas genéticos proporcionan el preidmbulo para los proyectos de
secuenciacion porque indican la posicion de los genes y otras caracteristicas
reconocidas y por lo tanto permiten exactitud en el ensamblado de la secuencia
de DNA a ser estudiada. Los mapas genéticos se construyen por experimentos
de entrecruzamientos y analisis de genealogia y los mapas fisicos por el examen
directo de la molécula de DNA.

En el primer mapa genético, los marcadores fueron genes cuyos alelos
podrian ser distinguidos porque ellos producian un fenotipo determinado
como diferente color de ojos, o cuyos alelos podian ser distinguidos por pruebas
bioquimicas. Actualmente los marcadores de DNA son ampliamente utilizados,
estos incluyen el Polimorfismo de fragmentos largos de restricciéon (RFLP’s),
y polimoérfico de nucledtido simple (SNP7s), los cuales pueden ser tipificados
rapidamente por PCR. La posicién relativa de los genes y los marcadores de DNA
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sobre el cromosoma son determinados por andlisis de ligamento. Esta técnica
esta basada sobre los descubrimientos originales de Mendel y fue inicialmente
desarrollada para ser usada con moscas de la fruta. Los analisis de ligamiento
habilitan la frecuencia de recombinacién entre un par de marcadores para ser
determinados, proporcionando informacién necesaria para deducir la posicién
relativa de los marcadores sobre el mapa genético. Para muchos organismos,
los andlisis de linaje se llevan a cabo siguiendo la heredabilidad de marcadores
en experimentos de mejora, pero eso no se puede llevar a cabo en humanos.
En lugar de esto, el mapeo genético en humanos depende del analisis de
marcadores heredados en grandes familias, un procedimiento llamado andlisis
de genealogia. Los mapas genéticos tienen relativamente poca resolucién y
tienden a ser inexactos y deben de ser refinados con el mapeo fisico si el mapa
va a ser usado en el proyecto de secuenciacién de un genoma. La posicién de un
sitio de restriccion en una pequefia molécula de DNA puede ser determinada
por un mapeo de restricciéon, pero estd limitado en eucariotes. De gran utilidad
es el mapeo fluorescente insitu, en el cual se determina una posiciéon en el
DNA, usando una sonda marcada con fluorescencia; la posicién en la cual la
hibridacién se presenta es analizada por medio de 8’. Los mapas fisicos mas
detallados se obtienen por medio del etiquetado de una secuencia, la cual hace
uso de un mapeo reactivo, una coleccién de fragmentos de DNA traslapados en
un cromosoma o genoma. Este mapeo es determinado por la identificacion de
cual fragmento en la coleccién contiene copias del marcador.
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Capitulo VI

GenoOmica forense

Mauro Lopez Armenta

Introduccion

Las Ciencia Forenses comprende un cimulo de areas especializadas que ayudan
a jueces y jurados a solucionar problemas legales, el objetivo en todos los casos
es que la procuracion e imparticion de justicia sea imparcial, pronta y expedita.
El ejercicio de la justicia no es una tarea facil en vista de lo variado que pueden
ser los delitos y las situaciones en que se suscitan, no sera dificil imaginar que el
campo de las Ciencias Forenses sea en consecuencia de un espectro muy amplio
al que se incorporan continuamente nuevas disciplinas. Una de las disciplinas
de reciente incorporacién que ha revolucionado las investigaciones forenses
durante las Gltimas dos décadas es la Genética, y es gracias a ella que se pueden
resolver casos que de otra forma serfan imposibles.

La Genética Forense como es que se le conoce a la Genética cuando se
desarrolla en un marco legal manifiesta su éxito al resolver casos en donde se
establece la relaciéon independiente o conjunta entre victima, victimario y lugar
de los hechos, siempre a través de la identificacion de muestras bioldgicas,
muchas en cantidades demasiado pequenas y/o danadas, en otros casos, muestras
almacenadas durante anos.

El principio al que recurre la Genética Forense es simple y parte de unas
cuantas premisas, la primera de ellas contempla que todas las formas de vida
estan compuestas de células, segunda; que todas las células llevan en su interior
DNA, tercera; el DNA es tnico para cada individuo y por tanto, diferente entre
un individuo y otro y cuarta; que siempre existe un vinculo entre individuos
emparentados biolégicamente como consecuencia natural de sus caracteres
heredados y que puede variar en mayor o menor medida segtn su relacién filial.
La Genética Forense en consecuencia puede aportar pruebas sobre la relacién
existente entre un indicio biolégico (nombre con que se refiere una muestra
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biolégica asociado a un hecho delictivo en vias a ser analizada y comprobada su
relacién con el acto criminal) y el o los presuntos responsables, que no son sino
los individuos ubicados en tiempo y espacio junto con la actividad delictiva de la
que se busca impartir justicia al lindar responsabilidades.

En la Genética Forense existen caso espectaculares donde un delito es
resuelto al identificar al criminal mediante una fibra pilosa, una gota de sangre,
semen o saliva, o mediante las células recuperadas de la boquilla de un cigarro,
un sombrero, o los lentes dejados en el lugar del crimen, en otros casos ha
sido posible resolver casos criminales a través de las células recuperadas de
estampillas y sobres postales, y no menos espectacular ha sido la identificacién
de delincuentes que han modificado su apariencia mediante algtn tipo de
intervencién quirdrgica con objeto de burlar la autoridad.

Las aplicaciones de la Genética Forense no sélo estin confinadas al
ambito legal, también tiene utilidad en procesos civiles, el reconocimiento o
desconocimiento de parentesco en alegatos de paternidad y herencias son claro
ejemplo de ello, por otro lado, el impacto de la Genética Forense es contundente
en el reconocimiento de cadaveres de personas fallecidas durante siniestros,
tratese de tragedias cometidas en forma premeditada como ocurre en actos
terroristas o generadas por accidentes como es el caso de incendios o desastres
aéreos, del mismo modo, la Genética Forense tiene gran uso en la identificacién
de restos humanos que dejan los desastres naturales tales como temblores o
tsunamis. La utilidad en todos los casos se da cuando el cadaver o restos de
una persona no pueden ser identificados mediante métodos tradicionales en los
que se hace uso de credenciales de identificacién personal, tatuajes, cicatrices,
traumatismos congénitos u otros rasgos invariables, algunos de los cuales suelen
ser registrados en placas de rayos X como ocurre con los registros dentales o de
fracturas 6seas, por tanto, la utilidad que tienen las pruebas de DNA queda al
margen del elevado grado de descomposicion que un caddver presenta o bien
porque se trata de muestras demasiado pequenas o fragmentadas, al grado que
la reconstruccién e identificacién del individuo resulta imposible de llevarse a
cabo por cualquiera de los métodos senalados.

La aplicacién de la Genética Forense es en todo caso, la identificacion.
Al principio realizada entre personas, luego entre animales, plantas e incluso
entre microorganismos, lo que da lugar a una novedosa disciplina que por sus
caracteristicas se yergue independiente en algo que es llamado “Microbiologia
Forense”.
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Sin embargo, aun cuando pueda ser de tan gran alcance el andlisis del DNA,
éste estd lejos de ser la condicién indispensable en los estudios de casos forenses.
La evidencia que da el DNA se debe considerar siempre en el marco de otra
evidencia mas de entre los muchos tipos de indicios que pueden ser encontrados
en la escena de un crimen, de modo que el papel del genetista forense no sera el
hacer presunciones de la culpabilidad o inocencia de un presunto responsable,
sino de proporcionar informacién imparcial a jueces y jurados.

Antecedentes

La evolucién que tienen el estudio de DNA en materia de Genética Forense y
que hace que esta disciplina se convierta en parte fundamental de los actuales
casos forenses, es la sensibilidad de sus técnicas, en principio, sus métodos de
extraccién y purificacién de acidos nucleicos asi como el uso de la técnica de PCR
(también conocida como Reaccién en Cadena de la Polimerasa), que permite el
analisis de muestras en cantidades extremadamente pequenas, algunas veces
llamadas “minimas criticas” debido a que estin compuestas tan sélo de algunos
cuantos miligramos o mililitros de material biolégico, y que puede verse reducido
a fin de cuentas a tan sélo algunas decenas de células que en algunos casos,
no superan siquiera el centenar, pero que son suficientes para la generacién
de resultados exitosos, en consecuencia, identificar y/o correlacionar personas
relacionadas con actos criminales.

El tipo de marcadores moleculares es otra de las causas que hacen de la
Genética Forense una poderosa herramienta, su disefio estd ideado para su
deteccién en muestras muy degradadas, y mas adn, puedan ser analizados de
forma maultiple en un niimero tan significativo de marcadores que la probabilidad
de encontrar dos individuos con las mismas marcas genéticas sea tan pequena,
que serfa necesario superar muchas veces el tamano de la poblacién actual del
planeta.

Métodos de extraccion

Cuando se habla de Genética Forense suele hacer hincapié de los tipos y
variedad de marcadores moleculares empleados en su practica, dejando de lado
las técnicas de extraccién sin las cuales no serfa posible su caracterizacién.

Ya desde el descubrimiento del DNA por Johann Friedrich Miescher las
técnicas de extracciéon resultaron fundamentales para sus estudios. En 1869,
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estudiando la composicién quimica de los linfocitos Miescher desarroll6 una
técnica consistente en el uso de una solucién salina que permitia la lisis de
células leucocitarias obtenidas de vendajes purulentos, aun cuando desconocia
la naturaleza de muchos compuestos celulares, Miescher habia concebido el
primer método de lisis celular con objeto de estudiar su contenido, el interés que
Miescher tenia sobre el niicleo de las células lo llevé rapidamente a perfeccionar
su técnica y pronto puso a punta un método que empleaba alcohol caliente para
lavar las células leucocitarias y lisar sus membranas eliminando la mayor parte
del citoplasma, las proteinas del extracto eran entonces digeridos con pepsina
de cerdo y los lipidos eliminados con éter y agua, al final, la masa nuclear era
precipitada con alcohol para finalmente ser lavada con carbonato de sodio
diluido. El método de extraccién de la masa nuclear de Miescher fue repetido con
mismos resultados empleando esperma de salmén, la masa nuclear o nucleina
como él le llamaba era en realidad DNA puro. En los afos que siguieron el
método de extraccién de DNA de Miescher basado en solventes orgénicos, fue
perfeccionado hasta derivar en un método de extraccién con multiples variantes
las cuales han sido empleadas en casi todos los laboratorios del mundo (1)

Extraccion organica

El método de extraccién organica mediante uso de fenol y cloroformo basado
muy probablemente en los métodos de Miescher es la técnica de referencia
empleada en cualquier laboratorio de Genética Forense, sin embargo, la “pérdida
significativa” de muestra durante este proceso de extraccién ha hecho que su
préactica se encuentre en franco desuso. La “pérdida significa” de material que se
comenta suelen ser de algunos nanogramos o picogramos de DNA, sin embargo
esto es catastréfico si se considera que las muestras procedentes de indicios
forenses constan de apenas eso, algunos nanogramos o picogramos de DNA.
La técnica basada en el uso de fenol y cloroforma fue por mucho tiempo uno
de los principales recursos, no sélo en los laboratorios de Genética Forense, sino
précticamente en todos la laboratorios del mundo dedicados a estudios de DNA.
El uso del fenol y cloroformo como técnica de extraccién si bien ha perdurado
hasta nuestros dias, es hoy una alternativa mas entre otros métodos y técnicas
de extraccién.

El aporte de Miescher derivé también en el desarrollo de diferentes tipos
de soluciones empleadas para la lisis de las células que pueden hallarse en
un indicio biolégico. Las soluciones de lisis son elementos importantes en las
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técnicas de extracciéon, en general, compuestas de sales, algin detergente y
cierto tipo de enzima proteolitica. Las soluciones de lisis por fortuna no fueron
lo Ginico que cambio, también lo hicieron las formas en que el DNA debia ser
purificado. Habrian de pasar muchas décadas para que el desarrollo de técnicas
radicalmente distintas fuera posible.

La dilucidacién de la estructura del DNA en 1953 por James Watson Y
Francis Crick y el impulso que trajeron consigo los estudios de Biologia
Molecular, fue el desarrollo de técnicas innovadoras para el estudio de acidos
nucleicos, muchas técnicas como la PCR desarrollada en 1986 por Kary Mullis
de la Corporacion Cetus exigian no s6lo alta pureza de DNA, también requerfan
de rapidez y agilidad, lo cual no era facil de conseguir para los estandares de
entonces.

Tarjetas FTA™

Durante la segunda mitad de los anos 80 y como respuesta a las nuevas
necesidades tecnolégicas, Leigth Alexander Burgoyne de la Universidad de
Flinders en Australia desarrollé una técnica de extracciéon consistente en el uso
papel. La técnica era simple, embeber papel filtro Whatman, comin en muchos
laboratorios, con una muestra biolégica, principalmente liquida, como es sangre
o saliva y luego obtener el DNA de las células que han quedado en ella mediante
el uso de soluciones de lavado. La técnica fue rapidamente comercializada por
Fiszco® y Whatman Co, de suerte que las tarjetas llamadas FTA (por Fitzco/
Flinder Technology Agreement) fueron puestas a disposicién corroborando su
utilidad. Estd técnica tan simple habia resultado una maravilla para muchos
investigadores, solo requeria de algunos minutos, empleaba cantidades muy
pequenas y podia acoplarse directamente a PCR. Las virtudes de la nueva
técnica no paraban, las tarjetas podian emplearse para la toma de muestra y ser
almacenada sin requerimientos especiales por varios meses e incluso anos sin
que por ello la muestra y DNA contenido en la tarjeta sufriera de degradacién
alguna. (2)

El uso de la Silica
A finales de los 80, la técnica de fenol y cloroformo seguia dominando los

escenarios del DNA, pero un nuevo método habria de cambiarlo todo. En 1989
René Boom y colaboradores, del Centro Médico Académico de la Universidad
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de Amsterdam en Holanda reportaban el uso de silica como parte de un método
facil y simple para la purificacién de acidos nucleicos basado en la afinidad que
éstos tienen con la silica, una forma granular de diéxido de silicio que se une a
los 4cidos nucleicos cuando se encuentran en presencia de sales caotrépicas y pH
bajo (3). Las mejoras en esta técnica han derivado en los sistemas comerciales de
columnas para la extraccién y purificacién de acidos nucleicos de casi cualquier
tipo de muestra.

Las técnicas de extracciéon con base en silica fueron adoptadas rapidamente,
implicaban procedimientos faciles y menos laboriosos, requerfan menor tiempo
en sus practicas con resultados 6ptimos cuanto a calidad y rendimiento en la
extraccién, pero lo mejor de todo era que no requerian el uso de sustancias tan
toxicas como el fenol, del que pronto se supo podia tener potencial carcinégeno
en seres humanos.

Aungque el potencial de carcinogenicidad que el fenol puede tener en seres
humanos es algo que todavia se debate, quedaba el hecho de que los usuarios
de laboratorios forenses y de otros tipos de laboratorios preferian métodos mas
faciles y seguros. En los afios que siguieron novedosos métodos de extraccién y
analisis de DNA fueron desarrollados en vista de poder investigar todo tipo de
muestra biolégica.

Chelex

Otro gran logro con impacto significativo en la Genética Forense fue el uso de
una resina de intercambio i6nico con afinidad a iones metalicos polivalentes. La
resina de caracteristicas quelantes de nombre comercial Chelex 100 dado por la
empresa Bio-Rad tuvo su aparicion en 1991 cuando Sean Walsh y colaboradores,
todos ellos del Departamento de Genética Humana de la Corporacion Cetus,
publicaron su uso para la extraccién de DNA de muestras minimas criticas con
expreso uso forense. La resina Chelex 100 compuesta de grupos funcionales
iminodiacético unidos a un copolimero de estireno divinil benceno, manifestaba
ya su utilidad al secuestrar iones metalicos presentes en cuerpos acuosos
contaminados. El uso del Chelex 100 en muestras biol6gicas implicaba que iones
metalicos con funcién de cofactores de multiples enzimas hidroliticas, entre ellas
DNAsas, liberadas luego de la muerte de las células, podian ser inactivadas, por
lo que la degradacién del DNA se detenia, hecho muy frecuente en restos de
personas muertas hacia tiempo. La técnica de extraccién con Chelex es quiza



Introduccién a la Genomica 211

una de las mas simples, la muestra biolégica, generalmente compuesta por
algunos miligramos de material, es calentada o puesta a ebullicién junto con el
Chelex por pocos minutos, lisando con ello células y exponiendo el DNA, que es
protegido al inhibir la accién de enzimas que pudieran haber resistido el calor
(4) La extraccién del DNA por este método llamada “extracciéon cruda” debido
a que no elimina remanentes celulares fue bien acogida en los laboratorios de
Genética Forense, ya que entre sus propiedades, estaba la captura de inhibidores
de PCR, que suelen estar presentes en muestras forenses

DNA IQ

Otro método de extraccién empleado con frecuencia y de reciente aparicién es
el sistema comercial DNA 1Q™, comercializado por la Corporacién Promega,
que consiste en el uso de una resina con alta afinidad al DNA donde la unién
es reversible al cambio de pH, la resina, unida a su vez a perlas magnéticas,
es separada al interactuar con un iman que favorece la limpieza del DNA. La
ventaja de este método no sélo estd en la purificacién, permite la cuantificacién
del DNA, debido a que la cantidad de resina empleada es proporcional a la
cantidad de DNA que se une a ella, por si fuera poco el método puede acoplarse
a estaciones robéticas de trabajo que evitan cualquier tipo de error humano,
agilizando el ya de por si rapido procesamiento.

Extraccion diferencial

Aunque aparecen nuevos métodos de extracciéon, otros se han mantenido.
Uno de los métodos mas importantes y que se usan sin mayores cambios fue el
desarrollado por Peter Gill y colaboradores del Servicio de Ciencias Forenses
del Reino Unido en 1985. Su método, una versién modificada de la técnica de
extraccién organica, separa el DNA de células epiteliales y espermatozoides
contenidos en muestras procedentes de delitos sexuales. El analisis de DNA
es posible gracias a la resistencia que presentan los espermatozoides, quienes
poseen proteinas ricas en puentes disulfuro y que a diferencia de las células
epiteliales, ofrecen mayor resistencia a la lisis celular. El resultado es que las
células epiteliales procedentes generalmente de la victima son lisadas primero, los
espermatozoides que han resistido son entonces lavados para eliminar el DNA de
las células epiteliales que antes fueron lisadas. Finalmente, los espermatozoides
son lisados con ayuda de un agente reductor que ayuda a liberar su DNA (5)
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Los modernos laboratorios de Genética Forense acufian multiples métodos
de extraccidn, las alternativas dependen del tipo de muestra que se trate, lo cual
obra con base al hecho de que una muestra como parte de un indicio biolégico es
Unica y por lo tanto, requiere de un analisis segtin lo exigen sus caracteristicas.
Es asi que el DNA de una muestra de hueso suele ser extraido de diferente
forma que el DNA encontrado en un cabello, una gota de sangre o un tejido
blando. Del mismo modo, la extraccién de DNA pude variar segin la cantidad
de muestra y/o tipo de degradacién que presente.

Marcadores de uso forense
Primeros marcadores genéticos

El desarrollo de la Genética Forense ha sido resultado del andlisis de la variacién
genética humana. El estudio de la variabilidad comenz6 hace no mas de un siglo
con Karl Landsteiner quien descubriera que existen diferencias en los grupos
sanguineos humanos, los cuales clasifico en un sistema que hoy se reconoce
en todo el mundo como ABO (6). Landsteiner no tardo en advertir que esta
variaciéon podria ser empleada para solucionar crimenes. Desde entonces las
pruebas con grupos sanguineos han sido empleadas en casos forenses, aunque
es hasta los ainos 40”s que son aceptadas como evidencia oficial en una corte.

A pesar de la poca variabilidad del sistema ABO y el hecho de que no
pudiera demostrar en forma concluyente que una muestra viene de una persona
especifica, su uso era requerido con frecuencia, si bien no podia indicar al duefio
de la muestra, si podia decir de qué personas no era. El potencial de este tipo
de exdmenes es considerado actualmente como una prueba de exclusién. Quiza
no sobre decir que el demostrar que una muestra procede de una persona en
particular es atn mas dificil, ya que depende del grado de variabilidad que
puede exhibir un sistema de tipificacién.

Hasta los afios 80 s, las pruebas empleadas para detectar variabilidad fueron
las de tipo serolégico, los ensayos consistian en analizar fluidos corporales, de
los cuales la sangre era la mas importante, ya que solia estar presente luego
de cometido un delito. De los estudios sanguineos en muestras procedentes de
hechos criminales se determinaban, cuando era posible, los grupos sanguineos
y proteinas polimoérficas, desafortunadamente las muestras se degradaban
ripidamente o estaban en cantidades tan pequenas que en muchos casos
resultaba practicamente imposible su estudio. Por otro lado, grupos sanguineos
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y proteinas no eran lo suficientemente variables, de suerte que el poder
informativo era limitado, a pesar de que en muchos casos el analisis fuera hecho
con varios sistemas. El resultado de probabilidad de que una persona tuviera un
igual no relacionado biol6gicamente era muy alto, en el mejor de los casos, la
probabilidad de empate podia ser de 1 en mil. Desafortunadamente el problema
con este tipo de sistemas era mayor, la deteccién de ciertos marcadores, fueran
grupos sanguineos o proteinas variaba segun el tipo muestra. En delitos
sexuales, se tenia el problema de que algunos marcadores presentes en sangre
no pudieran ser confrontados con los encontrados en semen o saliva y peor atn,
los fluidos de la victima y perpetrador solian estar casi siempre mezclados (7).

Huella genética de DNA por multiples locus (DNA Fingerprints multilocus)

En 1980, Arlene R. Wyman y Ray White de la Universidad de la Escuela Médica
de Massachusetts hacfan un descubrimiento que habria de cambar las Ciencias
Forenses por siempre, habian descubierto el primer locus polimérfico no
codificante (8). El descubrimiento de Wayman y White no pasé inadvertido, en
1984 Alec Jeffreys de la Universidad Leicester en Reino Unido, aplicaba ciertos
loci polimorficos como marcas Ginicas de una persona en vista de que tales loci de
tipo minisatélites variaban entre una persona y otra (9), nacia la huella genética
de DNA 'y con ella la Genética Forense

Los minisatélites, caracterizados por su nimero variable de repetidos en
tandem o VNTR s (acrénimo de Variable Number of Tandem Repeats), podian
ser detectados por autorradiografia luego del corrimiento electroforético e
hibridacién a través de Southern blots en DNA genémico digerido por enzimas
de restriccién que servia como sonda, método conocido como polimorfismo
de longitud de fragmentos de restriccion o RFLP’s (acrénimo de Variable
Number of Tandem Repeats). Las secuencias compartidas entre los diferentes
loci de los minisatélites permitian a las sondas detectar muchos minisatélites en
forma independiente y simultanea, lo cual daba lugar a variados patrones de
bandeo, que por ser unicos, Jeffreys denominé huellas digitales del DNA, mas
popularmente conocida como DNA fingerprints, (5, 10). El método de DNA
fingerprinting de Jeffreys es también conocido como sonda multilocus o MLP s
(acrénimo de multi-locus probes) o fingerprinting multilocus, dado detecta
diferentes VNTR “s de multiples sitios en el genoma (11).

El poder estadistico que daba el método de DNA fingerprinting era
apabullante cuando se comparaba con otros método de identificacion de
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muestras biolégicas. Con el DNA fingerprinting la probabilidad para encontrar
dos individuos con las mismas marcas o patrén de DNA era estimada hasta
en 3X10", mientras que dos sondas juntas incluso podfan alcanzar un valor
estimado de 5X107', es decir, 1 en 30 000 millones para una sonda y 1 en 2
trillones cuando dos sondas eran empleadas (10). La probabilidad de empate
era tan baja que los tinicos individuos que podrian compartir huellas digitales de
DNA serfan gemelos monocigéticos.

Huella genética de DNA por un sdlo locus (DNA Fingerprints unilocus)

El uso de las sondas multilocus persisti6 por algunos anos en pruebas de
paternidad. Sibien las bandas producidas por estas sondas eran muy variables de
una persona a otra, tenian la desventaja de que los resultados eran dificilmente
reproducibles, ya que pequeiias diferencias de una corrida electroforética (voltaje,
tiempo, concentraciéon del gel) afectaban en gran medida la reproducibilidad e
interpretacién de los resultados.

En vista de los problemas que traian consigo las sondas multilocus, aparecié
pronto una variante del método que abatian tales dificultades. El nuevo método
empleaba sondas dirigidas a alelos de forma especifica, debido a ello, el patrén
de bandeo para un loci se simplificaba, una banda en individuos homocigotos y
dos bandas en individuos heterocigotos. El nuevo método fue llamado huella
genética de DNA unilocus o SLP”s (acrénimo de single-locus probes). Aunque el
nuevo método era mas facil de interpretar, tenia la desventaja no gozar de una
probabilidad de empate lo suficientemente pequefa cuando era empleada una
sola sonda, pero afortunadamente se reducia significativamente cuando eran
empleadas otras sondas unilocus en forma conjunta (7)

El estudio de casos criminales pronto se concentré en el uso de VNTR"s
que empleaban sondas unilocus. Fue con los VNTR s unilocus que la primera
investigaciéon criminal basada en DNA fue realizada, culminando con el
arresto de Colin Pitchfork responsable de dos casos de violacién y homicidio
en Leicestershire en 1986 (12). El caso de Pitchfork presenté6 muchas de las
caracteristicas y virtudes del analisis del DNA. En principio, la técnica demostraba
que las dos muertes separadas por tres afios habfan sido cometidas por un mismo
individuo en vista de que los perfiles de las huellas genéticas encontradas en
las muestras de las escenas del crimen correspondian por completo, ademas
exclufan a un sospechoso, del que se supo, habian presionado para que se
confesara autor de los crimenes y que no correspondia con los perfiles genéticos
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encontrados en las victimas, demostrando asi el poder del DNA para exonerar
personas inocentes.

El arresto de Pitchfor no fue cosa facil, requirié de una bisqueda en masa,
organizada por el Servicio de Ciencias Forense del Reino Unido, en la cual se
reclutaron a todos los 500 hombres de la localidad de Leicestershire, en donde
habian ocurrido los crimenes. Aunque Pitchford no tenia idea sobe qué era una
prueba de DNA, pudo presentir que estaria en problemas y procuré evadir el
reclutamiento, sin embargo, su evasién fue detectada, y cuando su perfil mostré
ser el mismo de las escenas del crimen, terminé confesando su culpa de ambos
asesinatos.

Métodos basados en PCR

Del mismo modo que la dilucidacién del DNA marca un antes y un después en
la Biologia, la técnica de PCR marca un antes y un después en una de sus ramas,
la Biologia Molecular. No es de extranar que ambos descubrimientos fueran
acreedores al Premio Nobel.

Las personas involucradas de alguna forma con las técnicas de Biologia
Molecular, saben que el andlisis de DNA requiere cantidades significativas a
fin de que éste pueda ser lo suficientemente sensible para ser analizado, una
forma facil de conseguirlo es amplificar por PCR el segmentos de interés, es
decir, copiar un fragmento de DNA en miles o millones de veces y luego, ya en
cantidades suficientes hacer con él lo que se desea. Hasta este punto las cosas
pueden parecen simples, si se necesita DNA se amplifica y listo. Sin embargo
antes de 1985 las cosas no eran asi, un estudio de DNA implicaba cantidades
significativas de muestra o bien, la clonacién de segmentos de DNA, una técnicas
tardada y compleja que no todos los laboratorios podian desarrollar.

La técnica de PCR parecia un salto cuantico, no requeria de grandes
cantidades de muestra, era rapida y facil de montar en casi cualquier laboratorio.
La amplificacién por PCR proporcionaba en consecuencia un enorme aumento
en la sensibilidad para detectar marcas genéticas, y permitia que el DNA de
muestras degradadas fuera analizado.

Los primeros sistemas basados en PCR sélo consideraban un pequeno
numero de polimorfismos de un sélo nucleétido o SNP“s (acrénimo de nucleotide
polymorphisms) en el gen HLA-DQAI. Aunque estos sistemas eran ttiles cuando
la tecnologia de los VN'TR “s unilocus fallaba, el poder de discriminacién era bajo
y las mezclas eran dificiles de interpretar. Por lo tanto, hubo un periodo en que
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las pruebas de PCR de SNP’s y VNTR"s unilocus fueron hechas en paralelo.
Fue entonces que el descubrimiento de los repetidos cortos en tandem o STR”s
(acrénimo de Short Tandem Repeats), junto con el desarrollo de tecnologia
automatizada, condujeron a los actuales sistemas a un alcance jamas visto en
materia de identificacién humana (13). Posteriormente, el uso de STRs suplanté
estas primeras pruebas de PCR para SNP’s y VNTR"s unilocus en todo el
mundo una vez que sus ventajas en cuanto a poder de sensibilidad y capacidad
de discriminacién fue demostrado, se podian resolver incluso, mezclas que
pudieran haber sido observadas. Ademas, el tiempo requerido para realizar un
analisis fue reducido ampliamente. La reduccion de los costos que resultaban de
la semiautomatizacién, cimenté los principios para la creacién de las primeras
bases de datos de DNA para STR"s.

Métodos actuales en la identificacion humana

La mayoria de los estudio de identificacién humana en casos forenses se hace
actualmente empleando STR”s autosomales, desarrollados comercialmente en
formato multiplex (en dénde la reaccién de PCR se lleva a cabo en un sélo
tubo, en el cual se amplifican mdltiples loci (14), otros recursos de variacién
genética que encuentran aplicaciones mas especializadas en la identificacién son
los SNP’s autosomales, marcadores para el cromosoma Y, DNA mitocondrial
(mtDNA) y en menor medida marcadores parta el cromosoma X.

La popularizacién de la tecnologia del DNA ha hecho que muchos paises
cuenten ya con estas técnicas, incluso, sean imprescindibles para una adecuada
imparticion de justicia, algunos de estos paises incluso, cuenta con bases de datos
para su andlisis y soporte estadistico, desafortunadamente, diferencias juridicas,
debidas a circunstancias historicas, sociales y legales hacen que muchos otros
carezcan de dichas bases y sus beneficios. A pesar de estas diferencias, el rapido
desarrollo y aceptacién universal de la nueva tecnologia basada en el anilisis
de DNA esta sobre toda prueba forense (no se extrafie que su aporte en un
juzgado sea actualmente considerado como prueba “reina”), todo ello, gracias
a la colaboracién activa entre los grupos internacionales que se coordinan bajo
varias instituciones académicas y soporte gubernamental. Las recomendaciones
para sus practicas estindar, normas de calidad y actividades de colaboracién se
hacen a nivel global, haciendo que esta herramienta sea todavia mas segura y
confiable.
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Perfiles de STR's autosomales

El primer sistema multiplex ampliamente utilizado, fue el llamado “quadruplex”
(6 Butler J.M., 2006), consistia de cuatro STR"s y tenfa una alta probabilidad de
empate, aproximadamente 1 en 10.000 individuos, por ello, los primeros casos
criminales que implicaban perfiles STR“s autosomales debieron ser reportados
conjunto con perfiles de VNTR’s unilocus. La adicién subsecuente de dos
STR’s mas con una alta variabilidad disminuyé la probabilidad de coincidencia
de aproximadamente 1 en 50 millones. Estos sistemas multiplex de segunda
generaciéon (SGM) también inclufan un analisis de PCR sobre los genes de la
amelogenina homologos en los cromosomas X y Y, por lo que que se podia saber
el sexo de la persona de la cual procedia la muestra. Era evidente que los STR s
eran mas sensibles que otros métodos y sin ambigtiedad en la asignaciéon de
variantes alélicas, asi que fueron sefialados como el método mas conveniente para
el desarrollo de bases de datos. En el afio 2000, cuatro loci mas fueron agregados
al sistema multiplex, que fue retitulado como SGM Plus (15), reduciendo la
probabilidad de coincidencia a menos de 107", es decir, 1 en un billén.

Actualmente, existen diversos sistemas, no obstante tienen muchos loci en
comun, la mayoria de ellos comprenden marcadores requeridos por el Sistema
de Indices Combinado de DNA o CODIS (acrénimo de Combined DNA Index
System) de los Estados Unidos que contiene 13 STR”s mas un marcador para la
amelogenina que es empleado en la determinacién de sexo. Hasta no hace mucho
eran utilizan dos sistemas multiplex por separados con objeto de completar los
requeridos por el CODIS y mejorar su eficacia, en respuesta a ello, los nuevos
sistemas multiplex son capaces de amplificar 16 loci en una sola reaccién en que
se incluye el marcador de la amelogenina. Debido a un creciente niimero de
marcadores, las colaboraciones internacionales han recomendado el uso de los
principales loci para facilitar el intercambio de datos a nivel internacional, en
Europa por ejemplo, se usa un sistema de siete marcadores. (7)

Las probabilidades de coincidencias obtenidas con los STR multiplex son tan
bajas que sus reciprocos exceden muchas veces més a toda la poblacién humana.
Sin embargo, los reportes de DNA como evidencia en una corte o juzgado suelen
ser conservadores cuando las probabilidades de coincidencia son bajas, por lo
que se utiliza comtinmente los métodos basados en probabilidad para tomar en
cuenta los factores que se aplican a un caso en particular

Los sistemas multiplex se analizan empleando equipos de secuenciacién
semiautomatizada. Estosson generalmente, equipos miilticanales de electroforesis
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capilar que se utilizan para detectar productos de PCR que fueron marcados con
fluorescencia, los cuales se combinan con software de anilisis bioinformatico con
objeto de reducir los posibles errores del operador. Esta automatizacién reduce
los costos y aumenta el rendimiento en el procesamiento de las muestras. La
interpretaciéon (que define los alelos en un perfil) es mas dificil de automatizar.
Sin embargo, ha habido progreso para convertir la interpretacién subjetiva
de los investigadores en reglas (heuristicas) programables, que hoy vemos
traducidas en software para andlisis generados por tales equipos (conocidos
como “sistemas expertos”), previstos generalmente para complementar, mas
que para sustituir, el ojo experto del investigador. Estos consideran el tamafo
del fragmento (medido exactamente con respecto a marcadores de estandares
internos y a una escala alélica usada para identificar los alelos), representados
por la altura del electroferograma, drea maxima y valoracién del balance de
heterocigotos, incluyendo un chequeo automatizado para interpretar artefactos
tales como “stutters” o “tartamudeos”, los cuales pueden presentarse durante
la amplificacion por PCR de los loci microsatélites di, tri, y tetranucleétidos,
fenémeno que consisten en productos de uno a cuatro repitos menos respecto
a la longitud del alelo que se espera, ello como resultado del desprendimiento
de la polimerasa durante la elongacién (16). La calidad del DNA de las
muestras de referencia que es tomada de individuos en condiciones 6ptimas es
predeciblemente buena y hacen de los sistemas automatizados para la tipificacién
e interpretaciéon un procedimiento relativamente ficil y directo. Sin embargo, en
las muestras empleadas en los estudios de casos, la automatizaciéon es mas dificil
puesto que la calidad y la cantidad del DNA son variables y las mezclas de DNA se
encuentran a menudo complicando la interpretaciéon. Algunas irregularidades
en los perfiles también pueden tener lugar por razones bioldgicas (por ejemplo
las mutaciones) y si se utilizan métodos que son bastante sensibles para detectar
una sola molécula de DNA con un bajo ntimero de copias, la contaminacién
basada en el laboratorio de uno o maultiples alelos es fuertemente posible, de
modo que son necesarias otro tipo de estrategias para su interpretacion.

El analisis forense del DNA basado en STR’s ha alcanzado la aceptacién
mundial del publico y de los profesionales como un medio confiable en la
identificacion individual, teniendo un impacto importante en los sistemas de
imparticiéon de justicia. El aumento en la sensibilidad de los métodos del DNA
ha permitido la reapertura y solucién de casos sucedido hace mucho tiempo y
también ha llevado a la exoneracién y libertad de presos condenados por la
justicia (algunos de los cuales aguardaban incluso, una ejecucién con pena de
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muerte). La mayoria de estos casos han sido en los Estados Unidos, muchos de
los cuales han sido llevados por el “Proyecto Inocencia” (17), donde la prueba
“postconvicto” atrae el financiamiento federal (7)

SNP’s autosomales

Los polimorfismos de una s6lo nucleétido o SNP’s (acrénimo de Single
Nucleotide Polymorphism), son variaciones de secuencia de DNA debidas al
cambio de una sola base. Aunque un SNP’s es una mutaciéon puntal, sélo es
considerado como tal si esta por arriba del 1% en una poblacién, en vista de que
las mutaciones puntuales constituyen hasta el 90 % de la variabilidad genética
humana, tal criterio es importante ya que permite identificar variantes que han
conseguido fijarse de forma significativa en una poblacién.

El potencial de los SNP’s como fuente de variacién no ha pasado por alto
para los genetistas forenses quienes ven ellos una poderosa herramienta para la
identificacion.

Al comparar los STR”s con los SNP’s se advierte que la variabilidad de
estos ultimos es mucho menor, de manera que el poder de discriminacién o
capacidad de excluir una persona al azar por tener las mismas marcas genéticas
que se analizan, también lo es. Debido a ello se exige que el nimero de SNP”s
utilizados con motivos de identificacién humana sean de al menos 70 SNP’s
como un minimo para que exista una equivalencia con los 13 loci STR’s que
comprende el CODIS (18).

Al igual que otros tipos de sistemas de identificacién, deben sopesarse
los beneficios y desventajas que presenta un sistema, en este caso, una de las
desventajas de los SNP“s es la de resolver mezclas, dificiles de resolver atin con
otros sistemas de marcadores, pero que bien pudiera ser superadas por raros
SNP s tri alelicos.

La principal ventaja vista en los SNP’s es que éstos pueden ser detectados en
fragmentos muy pequenos de DNA, algunos sistemas de analisis incluso podrian
detectarlos en segmentos no mayores a 50 pares de bases, mas pequefios que
cualquier sistema conocido que se base en STR s, lo cual hace de los SNP"s el
tipo de marcadores de interés para el analisis del material seriamente degradado.
Los desatios técnicos enfrentados en el World Tarde Center condujeron al uso
de SNP’s para la tipificacion forense (19, 20). La Red Europea de los Institutos
de Ciencias Forenses (European Network of Forensic Science Institutes; ENFSI)
y el Grupo de Trabajo Cientifico en Métodos de Andlisis de DNA (Scientific
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Working Group on DNA Analysis Methods; SWGDAM) del FBI en los Estados
Unidos estan determinando sistemas multiplex potencialmente utiles de SNP”s
ademds de generar las recomendaciones necesarias para la estandarizacién
global (21), aunque es dificil imaginarse que los perfiles de SNP puedan sustituir
los sistemas basados en STRs.

Cromosoma Y

El cromosoma Y es un cromosoma sexual siempre presente en los varones, el
hecho de estar solamente en varones pone de manifiesto que los procesos de
herencia con los que cuenta deben ser diferentes al de los otros cromosomas, y
en efecto, la herencia es sustancialmente diferente. Una de las caracteristicas del
cromosoma Y que lo hace diferente a otros cromosomas es que practicamente
no recombina, pues aunque se sabe que el cromosoma Y puede recombinara
con el cromosoma X, se ha visto que las regiones recombinantes son especificas
y demasiado pequenas, por lo que la mayoria del cromosoma Y pasa sin cambio
alguno de una generacién a otra, asi que mucha de la informacién del cromosoma
Y de un varén, seguramente serd la misma que su padre, abuelo, bisabuelo etc,
La importancia del cromosoma Y es precisamente esa, no cambia y puede verse
en individuos varones de diferentes generaciones relacionados biol6gicamente
por via paterna. Se dice que las marcas del cromosoma Y que pasan en bloque y
sin recombinacién alguna sean llamadas haplotipos (22)

Estos haplotipos son por lo tanto menos diversos que los perfiles autosomales
o genotipos que contienen un nimero equivalente de marcadores, conduciendo a
probabilidades de coincidencia relativamente altas. Sin embargo, el cromosomas
Y tienen una caracteristica forense crucialmente ttil, puede ser identificado
en delitos cometidos contra mujeres, a pesar de encontrarse en una mezcla de
células femeninas y masculinas, y que los métodos convencionales de perfiles
autosomales no pueden resolver. La tipificacién de los STR’s del cromosoma
Y puede dar informacién especifica sobre el componente masculino. En una
violacién, los métodos de lisis diferencial permiten a menudo la obtencién
de un perfil autosémico para un violador, pero el violador vasectomizado o
naturalmente azoospermico no deja ninguna espermatozoide; en tales casos,
el perfil especifico del cromosoma Y es eficaz (23), ademas de que puede ser
detectado en un exceso de hasta 4000 veces mas DNA femenino. Otra de las
ventajas del cromosoma Y, es que en violaciones multiples es posible obtener
informacién sobre el niimero de atacantes al estimar el naimero de haplotipos.
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DNA Mitocondrial

En 1967 Lynn Margulis de la Universidad de Boston describia a través de una
teorfa, llamada “Endosimbiética”, que las células eucariotas eran resultado de
un proceso simbiético entre bacterias de vida libre, que podria haber ocurrido
hace aproximadamente unos 2000 millones de afios. La teoria endosimbidtica
de Margulis, tenfa como sustento el hecho de que algunos organelos presentes
en las células eucariotas contaban con su propio material genético, al parecer,
remanentes de una célula dentro de otra, asi que el DNA de mitocondrias y
plastos explicaban el fenémeno ocurrido hacia millones de afios (24).

Que el DNA de las mitocondrial tuviera un origen ancestral diferente
al del nicleo de las células parecia cosa curiosa, mas atn el hecho de que en
casi todos los animales, entre ellos los humanos, el DNA mitocondrial fuera
heredado sélo por via materna. Pronto se descubrié que el DNA mitocondrial
de los espermatozoides no pasaba al interior del ovulo durante el proceso de
fecundacién y que existia un intricado mecanismo celular que impedia que esto
ocurriera.

Se pudo ver que la herencia del DNA mitocondrial guardaba mucho
en comun con el cromosoma Y, por ejemplo, que el DNA mitocondrial no
recombinaba, y que los polimorfismos de un determinado genoma mitocondrial
no podian ser segregan independientemente, de tal modo que eran heredados
en bloque, por lo que diversidad era reducida, la herencia era consecuentemente
uniparental y a diferencia del cromosoma Y, esta se heredada a través de la
madre, por lo que todos los miembros con herencia materna comparten un
mismo haplotipo, mismo que se manifiesta como una marca en la estructura
genética de la poblacién, y al igual que el cromosoma Y, puede observarse
en individuos de diferentes generaciones con vinculo biolégico materno, sin
importar que su relacién filial sea directa.

Una de las ventajas del mtDNA cuando se compara con otros marcadores
genéticos es el nimero de copias contenidas en cada célula, las cuales pueden
estar entre 1000 y 10000, lo cual depende del tipo de célula en que se encuentre,
esto significa que el DNA mitocondrial tienen una mayor probabilidad de
estar presente con respecto al DNA nuclear, por lo que es méis sensible para su
deteccién. Su empleo forense incluye el andlisis de muestras de DNA antiguo,
generalmente degradado, ademds de ser empleado en muestras con pequeias
cantidades DNA, por lo que su andlisis suele ser incluido en casos donde la
cantidad de muestra es el condicionante a vencer. La practica normal de su
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analisis suele estar confinada ala secuencia de dos segmentos de la region control,
los cuales son particularmente polimorficos, estos se conocen también como
regiones hipervariables Iy II (HVSI, HVSII). Gracias al DNA mitocondrial se
pueden analizar pequenas cantidades de huesos muy antiguos y muestras de
fibras pilosas, que en muchos casos no cuentan con cantidad de DNA nuclear
suficiente para ser analizado.

Aungque la sensibilidad para su deteccion es de las mas altas, no lo es para
su capacidad de discriminacién, ya que la probabilidad de coincidencia es muy
alta, aproximadamente 0.005 a 0.025. Los valores de coincidencia son evaluados
generalmente por “método de conteo”, esto es, cudntas veces una secuencia
especifica ha sido observada en unabase de datos poblacional, con una correccién
por error de muestreo. Esto ha generado muiltiples y duras criticas respecto a la
calidad de algunas bases de datos forenses, debido a que presentan secuencias
altamente improbables las cuales son detectadas por andlisis filogenético.

Por otro lado, un fenémeno llamado heteroplasmia puede llevar a
diferentes secuencias en una misma persona, del mismo modo, puede haber
heteroplasmia en un 6rgano, tejido e incluso, a lo largo de un sélo pelo. Las
mutaciones que caracterizan algunos tipos de heteroplasmias, suelen ser
particularmente comunes en algunos sitios (conocidos como “puntos calientes”),
pero esto s6lo puede establecerse a través del empleo de una razén o cociente
de probabilidad. La heteroplasmia puede aumentar poderosamente el poder de
discriminacion, tal como sucedi6 con la identificaciéon de Zar Nicolas 11, donde
su DNA mitocondrial fue comparado el de su hermano Georgij Romanov (25,

26).
Aplicacion de la genémica

Existe atn, la creencia de mucha personas, que el DNA de una muestra hallada en
la escena de un crimen dara informacién suficiente para inferir las caracteristicas
fisicas de un individuos, desafortunadamente atin no es asi, ya que lo sélo que
se identifica en el DNA son pequefas marca a manera de perfil, el cual es tnico
en cada uno nosotros. La utilidad del DNA encontrado en la muestra de una
escena del crimen tiene sentido cuando esta puede ser comparada con el DNA
de un presunto responsable, sin embargo es muy comin que no se tenga idea
de quién es el dueno de dicha muestra, asi que cuando el perfil de la escena
del crimen no encuentra una concordancia entre los perfiles en una base de
datos, cualquier informacién que se pueda deducir del DNA para identificar al
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dueno de la muestra resulta ser de gran utilidad, y es aqui donde las aplicaciones
genoémicas tienen lugar. Una pieza basica de informacioén es el sexo, tal como se
ha sefialado anteriormente, pero existen otras dos piezas que son sumamente
importantes, el origen de la poblacién y las caracteristicas fenotipicas, las cuales
también pueden ser investigadas.

Deduccion de la poblacion de origen

Aunque somos diferentes los unos a los otros, existen rasgos que nos ubican
dentro de una poblacién, la forma y color de los ojos, la piel y el cabello, asi como
la complexién de una persona pueden delatar su origen. De la misma forma el
DNA puede dar informacién sobre cudl podria ser el origen de una persona. Se
sabe que la mayor variabilidad genética se encuentra dentro de las poblaciones
humanas, y que los individuos de diferentes poblaciones suelen ser ligeramente
diferente respecto los individuos de una misma poblacién, lo cual permite que
sistemas de marcadores genéticos sean utilizados para predecir la poblaciéon de
origen. Con este enfoque, estudios similares pueden ser aplicados al analisis de
muestras halladas en la escena de un crimen.

Algunos acercamientos se han realizado por medio de perfiles de STR"s,
debido a que son empleados en el area forense, pero son muy variables entre
individuos. De modo que no son los mejores marcadores para predecir una
poblacién de origen. A pesar de que las aproximaciones pueden ser errdneas,
hay quienes consideran que dichas aproximaciones son de utilidad, arguyendo
que se reduce el nimero de investigaciones sobre posibles sospechosos, de modo
que los tiempos requeridos para llegar al perpetrador pueden ser acortados.

Por otro lado, los haplotipos de cromosoma Y y DNA mitocondrial permiten
mostrar una fuerte diferencia geografica, por lo que contienen la informacién
requerida para inferir la poblacion de origen, bajo reserva de que nuevos
fenémenos migratorios y constante incremento en los patrones de mestizaje
contribuyen a cambios sustanciales en las diferencias interpoblacionales. Asi que
no debe extrafar que sus resultados sean en muchos casos enganosos.

El estudio de enfermedades a través del mapeo de genes por desequilibrio
de ligamiento ha permitido que se identifiquen nuevos marcadores asociados
a grandes grupos poblacionales que manifiestan susceptibilidad o tolerancias
ante una determinada enfermedad. El poder que tienen estos marcadores para
inferir poblaciones de origen genera grandes expectativas para el uso forense.
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Actualmente se ha identificado SNP’s y loci STR”s que muestran grandes
diferencias en las frecuencias alélicas entre grupos poblacionales emparentados
(27, 28). Los genotipos multilocus basados en tales marcadores, también
llamados marcadores informativos de ancestria o AIM “s (acrénimo de Ancestry
Informative Markers) parecen ser la clave para deducir una poblacién de origen.

Informacion fenotipica

La idea de poder saber cémo es una persona a partir de una pequefia muestra
resulta algo muy inquietante, de ser posible, cualquier persona podria ser
identificada al ser reconocida por otra, sin embargo muchos de los rasgos que nos
identifican tienen componentes multigénicos, por un lado esta la carga genética
y por el otro factores ambientales tales como la alimentacién y las enfermedades,
de surte que muchos rasgos fenotipicos tales como la estatura, complexién, color
de la piel y rasgos faciales son dificiles de predecir.

Apesar delocomplicado que podriaser laidentificacién a partir de elementos
tenotipicos inferidos mediante el DNA, se hacen esfuerzos que permitan dar pistas
acerca de dichos rasgos. El tnico rasgo relevante que ha podido experimentar
una seria investigacién es la pigmentacién. Sin embargo, aunque hay muchos
genes humanos que cuando mutan son revelados de ser los causantes de una
pigmentacién anormal tal como el albinismo, s6lo una pequena parte parece
influenciar la variabilidad “normal”. Entre los genes mejor estudiados se
encuentran los que codifican para el receptor de la melanocortina 1 (MCI1R),
la proteina HERC2, albinismo oculocutaneo tipo 2 (OCA2), transportador de
solutos familia 24, miembro 4 (SLC24A4), Transportador de solutos familia 25,
miembro 2 (SLC25A2), Tirosiasa (T'YR) y factor regulador de interferon (IRF),
los cuales en conjunto modulan los pigmentos negro/marrén y rojo/amarillo que
componen la eumelanina y feomelanina respectivamente y que determinan en
consecuencia el color del cabello, los ojos y la piel. La prediccién en el color
de los ojos a partir de este niimero tan pequeio de genes en el caso de colores
intermedios puede ser del 75% y hasta del 90% cuando se trata de ojos de color
azul y café (29).

El trabajo sobre éstos y otros fenotipos probablemente se incrementara en
el futuro. Sin embargo, la complejidad de estos rasgos cuantitativos, junto con
la variabilidad introducida por las diferencias ambientales y alimenticias, no
habran de significar mucho, pese a que los genes que las influencian fueran
identificados. La garantia de pruebas deterministas simples, por tanto, sigue
estando lejos.
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Genética forense en especies diferentes a la humana

Cuando hablamos de Genética Forense pareciera que su campo de estudio sélo
fuera el relacionado con los humanos, sin embargo la Genética Forense abarca
un espectro muchos mas amplio, el estudio de DNA no discrimina si se trata de
animales, plantas, personas o DNA de cualquier otro tipo.

Por abundancia, el segundo tipo de DNA mas estudiado es el de especies
animales, la mayoria son especies domésticas, generalmente perros y gatos, los
cuales pueden ser testigos de un acto criminal. Es claro que un perro o cualquier
otro animal no podrian testificar en un juicio, pero su DNA como evidencia
seria crucial. En Investigaciones de comercio ilegal o trafico de especies, el uso
del DNA animal puede ser determinante para la consignacién de responsables.

La identificacién de especies animales no solo estd destinada a especies
de compainfa, también guarda suma importancia en especies de utilidad
agropecuaria, donde la compraventa de ganado suele garantizarse mediante
estudios de paternidad. En algunos casos la suspicacia de ganaderos puede ser
resuelta en jurados mediante estudios de DNA.

Con objeto de afrontar la demanda creciente sobre estudios de identificacién
de animales, se han desarrollado novedosos sistemas comerciales basados en loci
STR’s tetranucleétidos para las principales especies domésticas.

En el campo de las especies puestas en peligro, los métodos de identificacién
de especie especificas empleados para resolver casos forenses apuntan al gen que
codifican para el citocromo b del DNA mitocondrial (30), asi como para los genes
que codifican las subunidades 12s y 16s de los ribosomas mitocondriales. Sin
embargo el Consorcio para el Cédigo de Barras de la Vida o CBOL (acrénimo
de Consortium for the Barcode of Life) que es una iniciativa internacional
dedicada al desarrollo de cédigos de barra del DNA como un estindar global
para la identificacién de especies biolégicas propone el uso de la subunidad I
de la citocromo ¢ oxidasa (COI) que se codifica en el DNA mitocondrial como
referencia en la identificacién de especies especificas (31).

Las aplicaciones que tiene la identificacién de especies ha permitido resolver
fraudes en los que ingredientes de origen animal son sustituidos por otros de
diferente especie, asi como el casos de pesca enganosa donde la carne vendida
correspondia a especies de menor calidad.

El uso de plantas también puede resolver casos criminales al proporcionar
evidencia 1til, pero suele ocurrir que la morfologia no sea lo suficientemente
informativa, asi que el DNA podria, en principio, permitir la identificaciéon de
especies y vincular lugares especificos.
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En el caso de las plantas, los genes del DNA mitocondrial no difieren tanto
como para hacer la distinciéon entre especies estrechamente relacionadas, sin
embargo, se puede emplear es estos casos el DNA del cloroplasto, algunas
propuestas incluyen los genes rbcL y matK aunque parece ser que los loci del
RNA ribosémico del nticleo podrian ser mas prometedores, entre los aspirantes
destaca el espaciador interno transcrito 2 del DNA ribosomal (ITS2) como una
posibilidad tan viable que podria incluso ser utilizado para la identificaciéon de
animales (32).

Aunque el uso de STR “s ya ha sido utilizado paralaidentificaciéon de especies
vegetales, se presume que muchas pantas puedan estar mal caracterizadas, por
lo que debe hacerse una revaloracién ha cerca del tipo de marcadores que
deberan ser empleados.

En tanto, se han desarrollado métodos para facilitar la identificacién de
plantas que son empleadas como drogas de abuso. Un andlisis especie especifico
basado en PCR esta disponible para cannabis sativa, y el aislamiento de un STR
hexanucle6tido de la misma especie ha proveido de un marcador con cierto
potencial para identificar la fuente de las muestras de cannabis (33).

Vista la utilidad que tiene el DNA, se ha buscado que sus técnicas sean
empleadas para la identificacién de microorganismos que fungen como amenaza
biolégica en forma directa o a través de sus toxinas, en otros casos la identificacion
genética de microorganismos puede dar indicios acerca de la contaminacién de
alimentos e incluso de la transmisién de enfermedades infecciosos en casos de
negligencia médica.

El objetivo de la Microbiologia Forense es desarrollar métodos de
identificacién que puedan demostrar que un microorganismo ha venido de una
fuente particular, por lo que el analisis del DNA tiene un importante papel. Los
estudios microbiolégicos empleados para este rubro son aun limitados ya que
son muchas las especies microbianas de las que se carece de informacién y que
podrian ser empleadas con fines criminales. Las cartas cargadas con esporas
de 4ntrax que fueron envidas a través del servicio postal en los Estados Unidos
durante 2001 demostraron la vulnerabilidad de la poblacién ante estos hechos.
Asi como la necesidad de contar con medidas que neutralicen nuevos ataques.

Contribucion de la gendmica para progresos futuros

Queda claro que los avances de la Genética Forense son resultado de los progresos
técnicos de otras disciplinas, la Genética y Biologia Molecular contribuyen
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fuertemente con su desarrollo, también lo hacen la Bioinformdtica e ingenierias
que aplican sus conocimientos en la miniaturizacién de sistemas electrénicos
para la deteccion y analisis de DNA a partir de fluidos biologicos (34), se espera
que en un futuro no muy lejano estos sistemas puedan estar en uso en el mismo
lugar del crimen, acortando tiempo en las investigaciones policiacas.

Por otro lado la secuenciacién de genomas completos en tiempos record
mediante el uso de de novedosas técnicas como la pirosecuenciacién abren la
posibilidad de contar con nueva informacién que servirfa para el desarrollo de
nuevos métodos de identificaciéon. En tanto el método por si, ya es empleado
para estudio de muestras degradadas y en pequenas cantidades al punto que
se han realizado estudios de metagenémica microbiana en manchas de sangre y
piel, las cuales podrian ser empleadas como huellas microbianas tinicas de una
persona (35, 36, 37).

Investigaciones en areas tales como la Farmacogenética han permitido
tener un conocimiento mayor a cerca de las bases genéticas y gendémicas de
enfermedades y diferencias en la respuesta ante el uso de determinados firmacos.
Este conocimiento podia ser empleado para esclarecer si la muerte inexplicable
de una persona es consecuencia de un sistema metabélico comprometido
o si fue causado por el envenenamiento de un tercero, o como resultado de
negligencia médica. En tanto, los cientificos concentran sus esfuerzos en estudiar
las diferencias metabélicas entre las personas con objeto de generar medidas
preventivas y protocolos de autopsias que permitan establecer las causas de
muerte (38).

Quedan muchos retos por resolver en la Genética Forense, algunos son
problemas de tipo técnico, otros de tipo bioética. Sin importar cual sea el
caso las vicisitudes deberan ser resueltas a través del trabajo conjunto de
investigadores, jueces, policia y poblacion civil.
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Capitulo VIl

Métodos computacionales en bioinformatica

Abdiel Emilio Caceres Gonzalez

De acuerdo con el Instituto Europeo de Bioinformatica, la bioinformatica es la
aplicacién de la tecnologia asistida por computadoras para manipular y analizar
datos bioldgicos (1). El rapido desarrollo de la tecnologia ha permitido que las
computadoras sean una herramienta muy ttil en el campo de la bioinformatica.

En un principio, la computadora servia simplemente como mdquina de
escribir, pero pronto se utilizé6 como bodega de datos, y con ello, se plantearon
nuevos retos computacionales, para permitir el almacenamiento ordenado, el
analisis, incluso la deducciéon automatica de nuevo conocimiento (2).

Actualmentelabioinformaticaesunareade estudio enlaquese puede trabajar
principalmente desde ambas perspectivas: Desde la biologia, en particular desde
la biologfa celular, aunque no se restringe a este campo de estudio; y desde la
informatica, asistiendo en la creacién de métodos computacionales efectivos que
permitan manipular la informacién de manera automaética.

En la bioinformatica convergen muchas 4reas de conocimiento, biologia
y computaciéon principalmente, pero también matematica aplicada, quimica,
bioquimica, y fisica.

La utilidad de la computadora, especificamente los procesos que se
llevan a cabo, son una gran ayuda para los cientificos de ambas areas de
estudio, tanto de las ciencias computacionales como de la biologia celular.
Para los cientificos de ciencias computacionales, la biologia celular permite
desarrollar nuevos procedimientos computacionales que modelen algin tipo de
comportamiento propio de las células y de los seres vivos, para poder aplicarlo
en problemas especificos, como problemas de optimizacién (3; 4) y problemas de
reconocimiento de patrones (5); mientras que los cientificos en biologia celular
utilizan software de computadora como herramientas para facilitar tareas de
manipulacién, almacenaje y analisis datos genéticos y moleculares (6), clasificar
objetos o incluso en casos mas avanzados, de llegar a conclusiones a partir de
hechos y reglas bien formadas como en (7; 2).
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Este capitulo tiene dos propésitos, el primero es ofrecer un panorama
general de como la biologia celular ha cambiado desde el uso de la computadora;
y el segundo es presentar una coleccién aunque incompleta si representativa de
las estrategias algoritmicas, que son frecuentemente utilizadas en algunas tareas
que son comunes en bioinformatica como el secuenciamiento del DNA, el mapeo
del DNA, Ia tarea de comparar cadenas y otras.

La biologia celular asistida por computadora

Los procesos computacionales se han mejorado en gran medida a causa del
avance en el conocimiento de la biologia, incluso de la biologia celular. Gracias a
la biologia celular, el campo de las redes neuronales artificiales se ha desarrollado
enormemente permitiendo resolver problemas de reconocimiento de patrones;
la genética a partir de los aportes de Mendel se sent6 las bases para los algoritmos
genéticos que se aplican frecuentemente en problemas de optimizacion.

La biologia ha aportado mucho para el desarrollo de las ciencias
computacionales, y ésta ha devuelto el favor permitiendo un acelerado ritmo en
la generacién del conocimiento tanto en la biologia celular, asi como en muchas
otras dreas, se estima que la cantidad de informacién que se generé hasta hace
un par de décadas, se podia almacenar en una cantidad de memoria que se
puede expresar en el orden de los ExaBytes (8) que es una cantidad enorme
de memoria, de hecho en la cuenta de Lyman y Varian (4x107" 12 bytes) se
incluyen fotografias, videos, texto, secuencias genémicas, proteémicas y muchos
otros tipos de informacién y la cantidad de informacién sigue aumentendo afo
con ano.

Para el almacenamiento, manipulacién y extraccién ordenada de la
informacién, en la actualidad se utilizan bases de datos que almacenan
la informacién que es presentada desde diversas fuentes: de articulos de
investigacion, de divulgacién, de libros especializados, de fotografias, videos o
en registros de sonido, ain mapas tridimensionales del cuerpo humano. Casi
cualquier material puede ser digitalizado y almacenado en una computadora,
duplicarlo y compartirlo a otras computadoras, todo esto con un costo que dia a
dia va disminuyendo. El poder de almacenamiento es importante, pues el ritmo
de generacion de datos es mucho mds acelerado que la capacidad para estudiar
y asimilar los datos generados.
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La necesidad de almacenar informacion

En sus inicios, los logros de la biologia celular se realizaban de manera aislada
y se almacenaban principalmente en medios convencionales como el papel, con
la llegada de las computadoras y hasta finales de la década de 1980 se di6 un
gran avance en el almacenamiento de informacién, para darse una idea de esto,
en esa época se conocian en GeneBank (9) casi 35 millones de pares de bases y
poco menos de 40 mil secuencias genéticas, pero los avances tecnologicos han
propiciado un crecimiento exponencial, de tal modo que a finales de la década
de 2000, se reportaron casi 100 mil millones de pares de bases y casi 100 millones
de secuencias genéticas (10).

Crecimiento de GenBank

(1982-2008)
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Figura 1 Crecimiento de la base de datos de GenBank desde 1982 hasta 2008

Solamente en un ano, de 2009 a 2010, una de las divisiones de GeneBank
(TSA Transcriptome shotgun data) reportéd un crecimiento de un 900% (véase la
figura 1), aunque en forma global el crecimiento de esta famosa base de datos
fué del 12%, la cantidad de datos actualmente se estiman en el orden de los miles
de millones (10).

Aunque GeneBank es una de las principales bases de datos especializadas
(16) en ciencias bioldgicas, existen muchas otras que comparten su informacién
en la comunidad de interesados en la materia, de acuerdo con Galperin y
Fernandez-Suarez (19), se han registrado 1380 bases de datos especializadas,
agrupadas en 14 categorias y 41 subategorias, aunque Siva-Kiran, Setty, &
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Hanumatha-Rao (11), hablan de 1669 bases de datos reportadas en 2009; a pesar
de la discrepancia de la informacién, es claro que son muchas bases de datos
especializadas en bioinformadtica, esto habla de la explosién de conocimiento y la
gran cantidad de informacién que se ha almacenado hasta la fecha, también de
la gran variedad de especialidades y subespecialidades que se han creado y de la
necesidad de estandarizar métodos y formatos para la manipulacién electrénica
de informacién bioldgica (12).

Sin embargo el almacenamiento masivo es apenas una parte de la utilidad
de las computadoras. Junto con el almacenamiento hay otras dos actividades
mas, la recuperacién de la informacién mediante consultas y el procesamiento
de esa informacién que puede generar nueva informaciéon que debe almacenarse
también.

La necesidad de recuperar informacion

Almacenar informacién seria initil si no fuera posible su recuperacién o la
interrelacién entre los elementos almacenados. Existen al menos un par de
problemas computacionales relacionados a la administraciéon de la informacién
de una base de datos (y particularmente de una base de datos especializada en
datos biolégicos):

El lenguaje de consulta. Al tratar de recuperar informacién de un medio
electrénico de almacenamiento masivo de informacién es necesaria una tarea de
descodificacién, puesto que para ser almacenada necesariamente se debe hacer
codificando la informacién en un formato propio de la base de datos elegida.
A la fecha se han realizado muchos esfuerzos para establecer estandares que
permitan menos esfuerzo humano para aprender el lenguaje de consulta de
cada base de datos.

Los formatos de consulta que mas frecuentemente son utilizados son:
GeneBank (13), donde los datos se almacenan de una forma que es legible
para las personas y es ficilmente manipulable y ficilmente se pueden crear
herramientas computacionales para analizar los campos que son almacenados,
es utilizado por la NCBI para almacenar los registros de secuencias genéticas,
de proteinas, genes, nucleétidos y otros. FastA (Fast-All) (14), es un formato
creado en 1985 para un programa de secuencamiento de proteinas y que desde
entonces ha sido utilizado por la mayoria de los programas de secuenciamiento
utilizados en bioinformatica. BLAST (Basic Local Alignmnt Search 1ool) (15) es un
formato utilizado para crear, almacenar y manipular archivos de alineamiento
local de secuencias, se puede utilizar para DNA, RNA o para proteinas.
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La recuperacion de la informacién. La recuperacién de la informacion es
quizas una necesidad que no se menciona, pues al utilizar una base de datos, es
implicito que se debe poder recuperar la informaciéon guardada. La informacién
almacenada y que se desea recuperar tiene una naturaleza compleja, en el
sentido de que la mayoria de los usuarios de las bases de datos biol6gicas no son
expertos en lenguajes de consulta convencionales como SQL (Structured Query
Language), este hecho introduce una nueva complejidad pues los datos deben
ser accesibles a un nivel de abstraccién mayor (mas cercano al usuario).

En la practica coman de bioinformadtica, el uso de interfases especializadas
que permiten la visualizacion de los datos recuperados es conveniente cuando
las consultas son pocas, y el usuario puede leer, comprender y analizar las
respuestas de la consulta; pero cuando las necesidades crecen, es decir, cuando
las respuestas de las consultas son suficientemente grandes, se requiere un
nuevo formato de lectura de informacién, esto hace necesario nuevas formas
de codificacién y decodificacién de la informacién que inherentemente se alejan
de la comodidad del usuario. Para estas ultimas se han creado lenguajes como
XML (Extensible Markup Language) (17,18), que tiene una facilidad agregada, es
un lenguaje semiestructurado, que permite un facil aprendizaje y una mejor
interaccién con usuarios ain sin experiencia en temas computacionales.

La necesidad de analizar informacion

Una vez que se tienen los datos almacenados y recuperados, es posible que
se requiera realizar con ellos cierto procedimiento que permita tener nueva
informacién que ayude a tomar decisiones o a formular conclusiones. Las ciencias
computacionales ofrecen métodos para generar procedimientos efectivos que
permiten solucionar problemas de tipo algoritmico.

Un problema de tipo algoritmico es aquel que puede ser resuelto mediante
una secuencia finita de pasos bien determinados. Bien merece el esfuerzo unas
breves palabras acerca de esta descripcién de problemas algoritmicos.

La palabra algoritmo, es una palabra derivada del matematico persa Abu
Abdallah Muhammad ibn Musd al-Jwarizmi, mas conocido por al-Jwarizmi
(25), quien realiz6 estudios sobre dlgebra, geografia y astronomia entre otras.
Actualmente, un algoritmo representa una guia para resolver un problema.

Los algoritmos son interpretados y reescritos en algtun lenguaje formal de pro-
gramacion de computadoras (lenguaje de programacion para ser breves), para producir
el software que emplean los especialistas e interesados en hacer bioinformatica.
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Existe una gran variedad de lenguajes de programacién, hay lenguajes de
programaciéon que se especializan en diferentes actividades, como aquellos que
utilizan los cientificos para obtener informacién, sin que les importe demasiado
una atractiva interfaz con el usuario, en esta clase de lenguajes podemos
citar entre otros C/C++ y sus derivados, Java, o Lisp y sus derivados; otros
lenguajes de programacién por el contrario, son especialmente utilizados para
ser utilizados en una bonita interfaz de usuario, como Javascript, PHP (PHP
Hypertext-Preprocessor), ASP (Active Server Pages) entre otros.

Las personas que disefian algoritmos frecuentemente también pueden
traducirlos a un lenguaje de programaciéon, aunque en esta tarea se requiere
de mucha dedicacién y esfuerzo. Aunado a estos lenguajes, estan los lenguajes
de consulta como SQL (Structured Query Language), que permiten manejar y
administrar bases de datos para una buena integracién de los resultados.

Las actividades cotidianas en el campo de la bioinformatica son fuente de
muchos problemas algoritmicos, como ejemplos podemos citar los siguientes
escenarios:

1. Se cuenta con la descripcién de una enzima de restriccién y una secuencia
DNA y se desea determinar el mapeo de restricciéon de la enzima sobre la
secuencia de DNA.

2. Se cuenta con suficientes muestras biolégicas de seres vivos, de cada
muestra se ha obtenido una secuencia de DNA y se desea agrupar los seres
vivos en categorias, atendiendo a las similitudes entre los componentes
de la secuencia DNA de cada ejemplar.

3. Se cuenta con una colecciéon de pequeias muestras de DNA, y se desea
obtener la secuencia mas corta que contenga a todas las muestras de la
coleccién.

Es necesario aclarar que los problemas algoritmicos no necesariamente
son resueltos mediante el uso de la computadora, ya que las actividades que
se realizan en las ciencias biologicas, genéticas, fisico moleculares y otras,
empezaron a hacerse ain antes de la llegada de las computadoras, sin embargo,
con la llegada de las computadoras las mismas actividades se realizan ahora con
mayor velocidad y precision, permitiendo con esto un avance mas acelerado en
las ciencias biolégicas, genéticas, fisico moleculares y otras.

Hacer algoritmos que resuelvan problemas biol6gicos no es tarea facil, y
con frecuencia el resultado no es Gnico, pues para realizar una tarea pueden
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existir mas de una forma de hacerse, el problema computacional es ofrecer
un algoritmo que minimice los costos computacionales, con el fin de obtener
resultados mas rapido y con mayor precision.

Bioinformatica en una computadora portatil

Como la bioinformatica es parte biologia y parte informatica, se puede hacer
bioinformatica sin conocer todo acerca de las computadoras y cémo éstas
trabajan, un bioinformatico puede utilizar las bases de datos especializadas o las
herramientas de comparacién, o de busqueda, interactuar con éstas y avanzar
en el conocimiento en el campo de la biologia, eso si, el uso de la computadora
es indispensable para hacer bioinformatica.

Es necesario entonces, tener un equipo de cémputo que tenga las
herramientas necesarias para hacer bioinformatica. Hablando de computadoras
una computadora portatil de las que actualmente son comunes en el mercado,
es suficiente para utilizar las bases de datos especializadas (claro, siempre que
se tenga acceso a ellas), también es suficiente para correr' muchas aplicaciones
utiles en bioinformadtica.

Una computadora estd conformada de dos tipos de elementos principales,
el software y el hardware’, el software se refiere a todos los programas de
computadora, desde aquellos que son utilizados por cualquier usuario, como los
juegos, los exploradores de paginas web, los procesadores de textos, y muchos
otros mas, hasta aquellos programas que son utilizados tinicamente por la misma
computadora, como el sistema operativo y todos los procesos que se corren alli y
no son observables por el usuario, al menos no a simple vista.

Para hacer bioinformitica se debe contar con el software adecuado,
empezando por el sistema operativo. Aunque existen muchos sistemas operativos,
de acuerdo con el sitio OperatingSystems en (20), a la fecha se han contabilizado
1191 diferentes sistemas operativos, sin embargo solamente 3 tipos de ellos son
los méas frecuentemente utilizados, y para los cuales se han desarrollado la gran
mayoria de las aplicaciones, estos son todas las versiones del sistema operativo
Windows, creado por la compania Microsoft’; todas las versiones del sistema

1 El término correr en referencia a un programa de computadora, es un término comin en
informitica y se refiere a la ejecucién del programa con la finalidad de interactuar con él.

2 Aunque software y hardware son palabras inglesas, en espanol ya las hemos adoptado asi en
inglés, porque una traduccién al espafiol sale del contexto de la informatica.

3 Microsoft. Microsoft Corporation: Software, Smartphones, Online, Games, Cloud Computing,
I'T Business Technology, Downloads [Internet]. 2012 [citado 2012 mar 8]. Disponible a partir de:
http://www.microsoft.com/
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operativo Mac OS, desarrollado por Apple Inc.’; y todas las versiones basadas
en Linux®, que en la comunidad Linux se les conoce como distribuciones, entre
las distribuciones mas populares y de uso general estin Ubuntu®, Fedora’ y
Debian®. A diferencia de Mac OS y de Windows, estos tltimos tres ejemplos de
distribuciones de linux se obtienen de manera gratuita y son mantenidos por
una enorme comunidad de desarrolladores y colaboradores.

Para el uso comun en bioinformadtica, cualquier sistema operativo es bueno,
pero cuando quien utiliza la computadora para su trabajo bioinformdtico
avanza en su conocimiento y se vuelve mas exigente en sus herramientas de
trabajo, entonces es aconsejable el uso de un sistema operativo basado en Unix/
Linux, esto porque los sistemas operativos basados en Unix/Linux tienen una
arquitectura de archivos y potliticas de seguridad que hacen dificil que los virus
afecten al sistema (21, 22); otra razén por la que se prefiere linux para hacer
bioinformatica es porque Unix/Linux se ha utilizado ampliamente en ambientes
académicos, donde la comunidad universitaria puede colaborar y compartir
resultados e incluso aplicaciones desarrolladas con licencia GNU (se pronuncia
‘gnu’ como una sola silaba, y las siglas significan Gnu is Not Unix), que describe
el uso de software libre (23), que en el caso de bioinformatica hay actualmente
muchas aplicaciones para diferentes propésitos particulares como simuladores
biomoleculares, espectrometria de masas para biopolimeros, arboles filogenéticos
y muchos otros.

Si usted decide instalar linux en su computadora, y su trabajo en
bioinformatica es el propésito especial de hacerlo, entonces considere utilizar
la distribucién Bio-Linux (26), que es una distribucién basada en la distribucién
de Ubuntu pero que en la instalacién, se instalan mas de 500 programas de
computadora sobre bioinformatica. Sin embargo, una distribucién genérica
como Ubuntu funciona muy bien con esos programas y su instalaciéon, en la
mayoria de los casos es a partir del centro de software de ubuntu.

En lo que resta del capitulo, todas las descripciones de procedimientos, de

programas de computadora o de herramientas computacionales seran basadas
4 Apple Inc. Apple - OS X Lion - The world’s most advanced OS. [Internet]. 2012 [citado 2012
mar 8]. Disponible a partir de: http://www.apple.com/macosx/

5 Linux Foundation. Linux.com : The source for Linux information [Internet]. The source for
Linux information. 2012 [citado 2012 mar 8]. Disponible a partir de: https:/www.linux.com/

6 Canonical Ltd. Ubuntu [Internet]. Ubuntu. 2012 [citado 2012 mar 8]. Disponible a partir de:
http://www.ubuntu.com/

7 Fedora Project. Pagina principal del Proyecto Fedora [Internet]. 2012 [citado 2012 mar 8].
Disponible a partir de: http:/fedoraproject.org/

8 Debian GNU/Linux. Debian -- El sistema operativo universal [Internet]. Debian. 2012 [citado
2012 mar 8]. Disponible a partir de: http://www.debian.org/
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en una configuraciéon basada en Linux (Ubuntu), y sugiriendo siempre software
libre.

Herramientas de software necesarias

Una vez que se tiene la computadora con el sistema operativo adecuado, es
necesario tener aplicaciones adecuadas también. En este capitulo consideraremos
que el sistema operativo es Linux’. El software utilizado en bioinformatica se
puede dividir en dos categorfas:

1. Software de aplicaciéon genérica, pero ttil en el quehacer cientifico.

e Un programa para administrar bases de datos, como MySQL! o
PostgreSQL!'". Que permiten el almacenamiento masivo de informacién
de casi cualquier tipo y actualmente mucho software incluye protocolos
de comunicacién que permiten la integraciéon de la base de datos con
esos programas de computadora.

2. Software de aplicacion especifica del area de bioinformatica.

Dentro del software de la categoria de programas utiles en el quehacer
cientifico podemos citar:

e Un programa para hacer andlisis estadistico, Corsini en (24) despliega
una excelente lista de software libre para analisis estadistico, sin embargo
entre los mas completos y con mas desarrollo son R'? y PSPP".

* Un programa para hacer grificas en general como GNUPlot'.

9 Mas precisamente una distribuién de sistema operativo basado en Linux, como Bio-Linux,
Ubuntu, Fedora o Debian. Particularmente los ejemplos de este capitulo estan probados en un
sistema Ubuntu 10.10

10 Oracle. MySQL :: The world’s most popular open source database [Internet]. 2012 [citado 2012
mar 8]. Disponible a partir de: http://www.mysql.com/

11 PostgreSQL. PostgreSQL: Welcome [Internet]. 2012 [citado 2012 mar 8]. Disponible a partir
de: http://www.postgresql.org/

12 R-Project. The R Project for Statistical Computing [Internet]. The R-Project. 2012 [citado 2012
mar 8]. Disponible a partir de: http://www.r-project.org/

13 Free Software Foundation, Inc. GNU PSPP [Internet]. GNU-PSPP. 2012 [citado 2012 mar 8].
Disponible a partir de: http://www.gnu.org/software/pspp/

14 GNUplot. GNUplot homepage [Internet]. GNUPlot info.2012 [citado 2012 mar 8]. Disponible a
partir de: http://www.gnuplot.info/
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* Un programa para editar texto cientifico como LaTeX", LibreOffice'®.

* Un programa para visualizar y editar imagenes como GIMP'7, Inkscape!'®.

* Un programa para capturar imagenes y video desde la pantalla de la
computadora, como KSnapshot'.

Todos estos programas de computadora tienen alguna licencia que permite
el libre uso y distribucién de ellos y de los productos que se obtengan a partir
de su uso.

Para trabajar particularmente en bioinformadtica se requieren herramientas
de software especializadas y dado que hay muchas especialidades en el area
y cada una de ellas puede requerir un software en particular, es dificil hacer
un listado de tales herramientas, sin embargo, una lista de las aplicaciones
especializadas que se instalan en la distribucién Bio-Linux se encuentra en (27)
donde se incluye una breve descripcién del propésito del programa.

Las busquedas especializadas

De las primeras actividades en bioinformatica es la bisqueda de informacién
que nos acerque a la frontera del conocimiento en el drea de investigacion.
Sobre bioinformatica hay una gran cantidad de revistas cientificas, pero resulta
impractico buscar el tema en cada una de las bases de datos, NCBI (10) es un
excelente recurso para buscar infromacién sobre algtin tema especifico de
bioinformatica, pues indexa casi 40 mil revistas cientificas de todo el mundo?,
ademas es el mayor repositorio de los resultados de investigaciones en
bioinformatica. Para utilizar las bases de datos de NCBI es necesario registrarse
como usuario, el registro es gratuito y actualmente se puede acceder por medio
de una cuenta OpenlId?".

15 LaTeX-project.org. LaTeX — A document preparation system [Internet].2010 [citado 2012 mar
8]. Disponible a partir de: http://www.latex-project.org/

16 Libreoffice. LibreOffice [Internet]. LibreOffice : The Documento Foundation. [citado 2012 mar
8]. Disponible a partir de: http://www.libreoffice.org/

17 GNU Image Manipulation Program. GIMP - The GNU Image Manipulation Program
[Internet]. GNU Image Manipulation Program. 2012 [citado 2012 mar 8]. Disponible a partir de:
http://www.gimp.org/

18 Inkscape.org. Inkscape. Dibuja Libremente. [Internet]. 2012 [citado 2012 mar 8]. Disponible a
partir de: http://inkscape.org/

19 KDE. KDE - KSnapshot - Screen Capture Program [Internet]. 2012 [citado 2012 mar 8].
Disponible a partir de: http://kde.org/applications/graphics/ksnapshot/

20 La lista de revistas indexadas por PubMed y NCBI agrupa a 39,921 revistas en la fecha de la
visita a la pagina (8 de marzo de 2012), un listado completo se puede accesar desde http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals

21 OpenlD es una manera de entrar a diferentes sitios web utilizando el mismo nombre de usuario
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Figura 2 Portal del Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCBI por sus siglas en
Inglés). En la pagina de inicio, el portal tiene 4 secciones principales. (1) Una caja de texto donde se
escriben palabras clave para hacer una biisqueda de documentos relacionados. (2) Un multipuerto de
despegue hacia cada uno de los recursos de NCBI. (3) Algunos documentos importantes para aprender
a utilizar el sistema de informacién de NCBI. (4) Una lista de recursos que mds frecuentemente son
utilizados.

Una vez ingresados en el portal de NCBI (véase la figura 2), hay diferentes
caminos que experimentar, si ya se tiene un tema que buscar, se pueden ingresar
las palabras clave en la caja de texto que aparece marcada con el nimero 1 en la
figura 2. Un buen inicio es en la seccién de los “Cémo hacer para” (How lo’s), en
la seccién marcada con el ntimero 3 en la figura 2.

Ejemplo de interaccion en el portal de informacion de NCBI

En esta parte del capitulo tendremos la oportunidad de interactuar con la base
de informaciéon de NCBI, navegando por diferentes bases de datos para obtener
asi mismo diferente tipo de informacién.

Nuestro ejemplo de partida sera la clase de reptiles, y digamos que deseamos
obtener informacién taxonémica de esta clase (figura 3). Asegirese de haber
seleccionado la base de datos de taxonomia (Zaxonomy).

y la misma clave. Actualmente se puede ver frecuentemente en FaceBook o como en este caso, se
puede acceder a NCBI por medio de una cuenta en Google o PayPal.
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2 www.ncbinlm nih.gov/guide/taxonomy/

NCBI Resources (v How

CBI [Fxonomy 3] orthomyxoviridae

NCBiHome Taxonomy

Quick Links
Resource List (A-Z) = = = “Book T Taxonomy
s
All Resources \_‘ L 1 1 | 1 || Taxonomy Browser
Chemicals & ' Databases ::'Wc"'“"”“
DeladiSofwers Taxonomy
DNA & RNA Contains the names and phylogenetic lineages of more than 160,000 organisms that have
L molecular data in the NCBI databases. New taxa are added o the Taxonomy database as
Donskn L Shcham cata are deposited for them.
R
Genetics & Medicine
Genomes & Maps Downloads
Homology FTP: NCBI Taxonomy
Litersture This site contains the full taxonomy database along with files associating nucleotide and
protein sequence records with their taxonomy IDs. See the taxdump_readme.txt and
Proteins @l _taxid readme files for more information.
Sequence Analysis
Taxonomy -
e Submissions
e
Variation GenBank. Barcode
Tool for tothe of Barcode short nucieotide sequences

from a standard genetic locus for use in species Identificaton.

Tools

Displays the genetic codes for inthe intables andona
taxonomic tree.

Figura 3 Base de datos de taxonomias, buscando por el término Reptilia.

El resultado de esta primera busqueda es una taxa de 3 elementos:
Crocodylidae, Lepidosauria y Testudines).

El resultado de la biisqueda se muestra como un resumen, pero es posible
modificar la manera en que se muestran los resultados con estas opciones: con
el nombre del taxén, una taxa, toda la informacién del resultado o bien el arbol
comun.

Las preferencias sobre la manera de desplegar los resultados se pueden
modificar en la opcién Display Seitings, en la parte izquierda superior de la pagina
de resultados de la busqueda (véase la figura 4).
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rs

(5) Reptilia - - NCBI - Mozilla Firefox ©
| Archivo Editar Ver Historial Marcadores Herramientas Ayuda
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© Taxid list -

© info
© Common Tree
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ReptilialAll Names]

Division: Vertebrates

Rank: family

Lineage: Eukaryota; Metazoa: Chordata; Craniata; Gnathostomata
Genetic Code: Standard (translation table 1) A
Mitochondrial Genetic Code: Vertebrate Mitochondrial (franslation table 2) E

[ Sclentific Name: Lepldosauria
Taxonomy ID: 8504

name: S
In-part: Reptlilla, reptiles
blast Name: lizards
Division: Vertebrates
Rank: superorder Q Reptila ) Taxsnomy

[

Recent activity =

B Crocodylidae

Figura 4 Modificaciéon de las opciones de despliegue de resultados

Una vez teniendo la taxa resultante, se debe elegir algin elemento, que
puede ser una taxa de menor tamafio o bien un taxén; en nuestro ejemplo,
seleccionaremos  Crocodylidae, haciendo click¥® sobre la misma palabra
Crocodylidae que tiene asociado un enlace que conecta con la informacién
particular de la subtaxa. Como resultado de esta accién, tendremos una lista de
organismos derivados, agrupados en forma jerdrquica por niveles, en principio
se muestran 3 niveles de informacion: la subfamilia, el género y la especie, pero
puede extenderse tanto como se necesite.

Busquemos y selecionemos al cocodrilo morelet (C. moreletit), que es una
especie que se distribuye principalmente a lo largo del Golfo de México, y es
muy importante en la biodiversidad de la zona. En la figura 5 se muestra la
informacién que se encuentra en NCBI-Taxonomy sobre el cocodrilo morelet.

22 El término hacer click se refiere a una accién con el mouse de la computadora, esta accién es:
posicionar el apuntador grafico sobre la palabra subrayada y resaltada con un color diferente,
luego oprimir el botén principal del mouse, que frecuentemente es el izquierdo.



244 ]. M. Lesher Gordillo C. A. Tovilla Zarate

Taxonomy
] I ook ([ (Lcmee)
Crocodylus moreletii
Taxonomy ID: 184237 Dutshaso name _jPirect linky
Genbank common name: Morelet's crocodile [Nucleotide 412
Inherited blast name: crocodiles Protein 87
Rank: species [Genome 1
Genetic code: Translation table 1 (Standard)
Mitochondrial genetic code: Translation table 2 (Vertebrate Mitochondrial) Popset 28
Other names: PubMed Central 3
authority: Crocodylus moreletii Dumeril & Bibron, 1851 (Gene 35|
Lineage full ) 1
s Metazoa; Bilateria; Coelomata;
Chordata; Craniata; 1 ji; Tetrapoda;
Amniota; Sauria; G [~ inae; Crocodylus

External Information Resources (NCBI LinkOut)

LinkOut Provider

ICrocodylus moreletii taxonomy/phylogenetic Animal Diversity Web
(Crocodylus moreletii taxonomy/phylogenetic CalPhotos

Crocodylus moreletii taxonomy/phylogenetic

ICrocodylus moreletii DumA%A9ril and Bibron, 1851 i of life

isearch GBIF Global Facility
ICrocodylus moreletii Dumeril and Bibron, 1851 taxonomy/p

[Wikipedia ftaxonomy/phylogenetic iPhylo

s interested in participating in the LinkOut program should visit the LinkOut home page.
Alist of our current non-bibliographic LinkOut providers can be found here;
To see LinkOut links in this lineage click here

Figura 5 Informacién de la taxonomia del cocodrilo morelet (C. moreletii)

Sobre el cocodrilo morelet atn hay mas informacién que buscar. En la parte
derecha de la pagina de informacién taxonémica, se encuentra una lista con los
registros en Entrez, que también es parte de NCBI y es un motor de bisqueda
(como Google) pero especializado en ciencias naturales (véase la figura 6).

r 22 wwwncbinimh.gov/sites/gauery v & H* v macromolecula Q)

Figura 6 Entrez - Motor de busqueda de las ciencias naturales
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Siguiendo el ejemplo, los registros que aparecen sobre el cocodrilo morelet
se dividen de acuerdo a la base de datos que ofrece la informacién. Las bases
de datos son Nucleotide, Protein, Genome, Popset, PubMed Central, Gene y
Taxonomy.

Seleccionemos los registros en la base de datos de nucleétidos, que a la fecha
de la escritura de este texto cuenta con 412 entradas. Seleccionemos también ver
los resultados con la informacién en formato FASTA (figura 7).

()

Z

ko1 1Organsmnoexpj - N...

NCBI Re »

=

Nucleotide [Nucieotde 8 | txid 184237 [0rganismnoexp] B s |
Savesearch Limits  Advanced Help.
Display Settings: () FASTA. 20 per page. Sorted by Default order Send:(¥)  Filter your results:
AN (412)
Results: 1 to 20 of 412 Pae[l]erz1 N> | Last>» s o
INSOC (GenSark) (411)
. mRNA (0)
BefSeq(1)
>g1|331032050| gb | HQ595045.1| Crocodylus moreletii voucher CaGT134 cytochrome ¢
oxidase subunit I gene. partial cds: mitochondrial Customize view =
CTCATCCTCCCAGGGTTTGGAATAATCTCCCACGT AATTACCTTCTACTCAAGCAAAAAAGAACCATTTG
GTTATATAGGAAT AATCTGGGCCAT AATGT CAATCGGCTTCCTTGGCTTCATTGTCTGAGCCCACCATAT
GTTTACAGT AGGAATAGATGTTGAT ACTCGAGCAT ATTTCACATCCGCCACAATAATT ATCGCCATCCCC Find related data -
ACTGGTGTAAAAGT ATTCAGCTGATTAGCCACTATTTACGGGGGAGT AGT AAAATGACAAGCCCCCATGC
TCTGAGCACTCGGCTTCATTTTCTTATTCACAGTT GGAGGACT AACAGGAATT GTACT AGCTAACTCGTC Database: _
ACTAGACATTATTCTCCACGATACCT ACTATGTAGT AGCCCACTTCCACTATGTATTATCTATAGGAGCA
GTGTTCGCCATCAT AAGCGGGTTCACCCACTGATTCCCATT ATTTACAGGATT CACCCTACACAGCACAT -
GAACAAAAATTCAATTCATAATCATATTTACAGGT GTAAACCTAACCTTCTTCCCA
Search detalls =
O Crocooyius moreieti voucher CmGT134 boene eI e
2 GenBank: HQ395007.1
GenBark Geraghics PopSet  Related Sequences
Previous record Next record
>g1| 331031974 gb |HQ595007.1| Crocodylus moreletii voucher CaGT134 cytochrome b -
gene, complete cds; mitochondrial See more.

ATGGCCCACCAACT ACGAAAATCCCACCCACTTTTAAAACT AGTARACCACTCTTTAATTGACTTACCCA
CACCATCCAACATCTCCTACTGATGAAACTTTGGAT CACTT CTTGGGT TCACCCTATTAATCCAACTAGC
ATCTGGCATCCTACT AATAAT GCACTTCCT AGCAGAT GACT CCCTAGCTTTTATATCTGTTGCTTATACC Recent activity &
TCACGAGAAGTTTGATATGGT TGACT AATCCGAAGCCTCCAT GCAAACGGAGCCTCCCTGTTCTTCCTAT

GTATTTTCCTACACATTGGACGCGGAGTATACT ACGGATCAT ACCTCAATGAAAACACAT GAAACATCGG et G
AGTACTGCTACTATT ACTACTGATAGCAACT GCCTT CATAGGCTACGTCTTACCGTGAGGACAAATATCA [T ——ry
TTCTGAGGGGCAACCGTAATCACCAACCT AATATCAGCCATTCCATACGTAGGAGACACAATTGTAACCT Nodectde
GAATTTGAGGGGGGCCATCAGTCAACAGCGCARCCCT AACACGATT CACCACCTTACATTTCCTACTCCC

ATTTATCCTCATAGCCGCAGTCATCACACACCTCAT CTTCCT CCACGAACGCGGATCATTCAACCCACTT Q wasesomimmeR @

GGACTAGCCTCCAACGCCGACAAAATTCCGTTCCACCCATACTTCT CAGCAAAAGACGCCATAGGCATAG

Figura 7 Informacién de los registros de nucleétidos del C. moreletii con formato FASTA.

Al seleccionar la primera entrada (Accession:H(Q595045.1G1:331032050)
aparece una pagina donde la mayor parte es texto como el que se transcribe
enseguida.

< === lo siguiente debe ir en tipo de letra Mono de 10pt
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LOCUS HQ595045 546 bp DNA linear VRT 30-NOV-2011

DEFINITION Crocodylus moreletii voucher CmGT134 cytochrome c oxidase
subunit I gene, partial cds; mitochondrial.

ACCESSION HQ595045

VERSION HQ595045.1 GI1:331032050

KEYWORDS.

SOURCE mitochondrion Crocodylus moreletii (Morelet’s crocodile)
ORGANISM Crocodylus moreletii

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Archosauria; Crocodylidae; Crocodylinae; Crocodylus.

REFERENCE 1 (bases 1 to 546)

AUTHORS Milian-Garcia, Y., Venegas-Anaya,M., Frias-Soler,R., Crawford,A.].,
Ramos-Targarona,R., Rodriguez-Soberon,R., Alonso-Tabet,M.,
Thorbjarnarson,]., Sanjur,O.1., Espinosa-Lopez,G. and Bermingham,E.
TITLE Evolutionary history of Cuban crocodiles Crocodylus rhombifer and
C. acutus inferred from multilocus markers

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 546)

AUTHORS Milian-Garcia,Y., Venegas-Anaya,M., Frias-Soler,R., Crawfvord,A.].,
Ramos-Targarona,R., Rodriguez-Soberon,R., Alonso-Tabet,M.,
Thorbjarnarson,]., Sanjur,O.1., Espinosa-Lopez,G. and Bermingham,E.
TITLE Direct Submission

JOURNAL  Submitted (08-NOV-2010) Molecular Biology and Evolution
Laboratories, Smithsonian Tropical Research Institute, STRI, Unit

0948, APO, AA 34002, USA

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..546

/organism="Crocodylus moreletii”

/organelle="mitochondrion”

/mol_type="genomic DNA”

/specimen_voucher="CmGT1134”

/db_xref="taxon:184237”

CDS<1..>546

/codon_start=1

/transl_table=2

/product="cytochrome c oxidase subunit 1”

/protein_id="AEC50390.1”

/db_xref="GI1:331032051”
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/translation="LILPGFGMISHVITFYSSKKEPFGYMGMIWAMMSIGFLG
FIVWA
HHMFTVGMDVDTRAYFTSATMIIAIPTGVKVFSWLATIYGGVVKWQ
APMLWALGFIFL
FIVGGLTGIVLANSSLDIILHDTYYVVAHFHYVLSMGAVFAIMSGFTH
WEFPLFTGFTL

HSTWTKIQFMIMFTGVNLTFFP”

ORIGIN

1 ctcatcctee cagggtttgg aataatctee cacgtaatta ccttctactc aagcaaaaaa

61 gaaccatttg gttatatagg aataatctgg gccataatgt caatcggcett ccttggette

121 attgtctgag cccaccatat gtttacagta ggaatagatg ttgatactcg agcatatttc

181 acatccgceca caataattat cgccatcece actggtgtaa aagtattcag ctgattagec

241 actatttacg ggggagtagt aaaatgacaa gcccccatge tctgageact cggetteatt

301 ttcttattca cagttggagg actaacagga attgtactag ctaactcgtc actagacatt

361 attctccacg atacctacta tgtagtagcc cacttccact atgtattatc tataggagcea

421 gtgttcgeca tcataagegg gttcacccac tgatteccat tatttacagg attcacccta

481 cacagcacat gaacaaaaat tcaattcata atcatattta caggtgtaaa cctaaccttc

541 ttccca

<=== ]o anterior debe ir en tipo de letra Mono de 10pt

La informacién que ofrece contiene informacién acerca de las personas que
facilitaron la informacién en la base de datos, asi como informacién de la revista
donde se publicaron los resultados de los experimentos.

Utilizando la opcién Send to La informacién se puede enviar a diferentes
destinos como un archivo para ser utilizado con otra herramienta, enviarlo como
archivo adjunto en un correo electrénico, integrarlo como parte de un documento
en formato electrénico, entre otros; también puede ser copiado al portapapeles,
agregado a una coleccién y enviarlo como entrada para una herramienta de
analisis. Si se desea guardar la informacién en un archivo, se debe elegir entre
diferentes formatos: PopSet, GenBank, FASTA, ASN.1, XML, entre otros.

Si por el contrario, se desea hacer un analisis utilizando esta entrada, como
una comparacién de secuencias haciendo alineamiento, se puede utilizar BLAST
como destino, o bien, hacer un analisis estadistico, entonces se debe utilizar una
vista de arbol (tree view). El resultado de esta tltima seleccién se muestra en la figura
8, donde la secuencia 331032014 en el indice Popset corresponde precisamente a
la entrada HQ595045.1 de GenBank, el cocodrilo morelet.
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Figura 8 Vista de arbol filogenético de la secuencia 331032014
Interaccion hombre-maquina

Existe una estrecha relaciéon entre la facilidad de uso de una herramienta y la
productividad, esto sigue siendo cierto en las herramientas computacionales. Si
una tarea que debe hacer una persona se puede hacer mediante el uso de una
computadora®, el tiempo empleado en realizar la tarea sera menor si la persona
es diestra en el manejo de esa computadora.

Por su parte, el adiestramiento en el uso de la computadora puede llevar
menos tiempo si la herramienta en mas facil de utilizar. Los programas de

23 El uso de la computadora incluye el uso correcto de los dispositivos de entrada/salida como el
teclado, mouse, monitor (principalmente); y también el uso correcto de los programas de software
que estén instalados en ella.
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computadora® tienen una caracteristica que determina su calidad de utilizable.
El término es usability, que aunque no tiene una traduccién directa en castellano,
en la literatura orientada al diseno de sistemas de software se le ha llamado
usabilidad.

En la actualidad no hay un método formal que determine con suma
precisién la medida de usabilidad que tiene un sistema. Para medir tal cualidad,
se hace uso de encuestas a usuarios, pruebas in situ® del uso del software en
donde un observador hace anotaciones acerca de las dificultades que muestran
los usuarios.

Enlo que se refiere alos programas para bioinformatica, consideraremos uno
de ellos, el programa Cn3D (30) distribuido por NCBI. Cn3D es un visualizador
de estructuras macromoleculares. El nombre Cn3D puede entenderse por la
fonética de su lectura en inglés “see in 3D” (véalo en 3 dimensiones).

Desafortunadamente, en la actualidad NCBI ha dejado de desarrollar la
aplicacién para Linux, sin embargo puede ser accesible por medio de wine*® o
de una méquina virtual®’.

Cn3D es una herramienta excelente para visualizar la informacién sobre
la estructura de diferentes moléculas, lo mas destacable es la posibilidad de
tener una una experiencia en 3 dimensiones, debido a que el programa puede
representar las moléculas en un modo estéreo, que permite una imigen para
cada ojo del observador.

Ademas de la capacidad para una representacion tridimensional, en Cn3D
es posible correlacionar la informacién estructural con la correspondiente
secuencia. Una de las carateristicas de las versiones més recientes, es la capacidad
de alinear secuencias y visualizarlas en la ventana de visualizacién, con la
capacidad de rotar la imagen en cualquier direccién.

24 Dentro de los programas de computadora estin inluidos aquellos que son utilizados en
bioinformitica y que son instalados en la misma computadora o son utilizados de manera remota
desde una computadora en otro lugar.

25 In situ (Lat. En posicién). Aqui se refiere a usar la computadora de manera local, haciendo uso
de los programas instalados en esa misma computadora. De paso, In silico, de acuerdo con (28), se
refiere a los experimentos hechos por medio de simulaciones en la computadora. Actualmente hay
experimentos hechos In silico para disefar y descubrir nuevas medicinas (29).

26 Wine es una aplicacién que instala y ejecuta aplicaciones de windows en Linux, BSD, Solaris y
Mac OS X (www.winehq.org)

27 Es posible instalar en una maquina huesped una maquina virtual, se refiere a la ejecuciéon
simultanea de otro sistema operativo generalmente diferente al huesped. Dependiendo de las
caracteristicas de hardware de la computadora huesped, las aplicaciones que corren en modo
virtual pueden ser mds lentas de lo que normalmente serfan en su sistema operativo nativo. En la
actualidad es una buena opcién para correr programas nativos de diferentes plataformas con el fin
de tener lo mejor de cada sistema operativo.
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Para los estudiosos de la bioinformatica, Cn3D representa una poderosa
herramienta, porque es posible relacionar los autores de algin articulo cientifico
con sus hallazgos que estén disponibles en la base de datos.

Como ejemplo, supéngase que por cierta investigacién se estd estudiando
el articulo (31), directamente en la caja de texto se puede introducir la lista de
autores “Patrick R. Porubsky, Kathleen M. Meneely, and Emily E. Scott” para
acceder a la informacién del articulo. Notamos que a la derecha de la pagina,
hay una secciéon llamada “estructuras reportadas por este articulo” (Structures
reported by this article), notamos que hay 2 estructuras reportadas, al seleccionar
el enlace “view all” se accede a la lista de tales estructuras. Seleccionamos la
primera de ellas, y su informacién aparece en una nueva pagina (figura 9).
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Figura 9 Complejo citocromo humano P450 2el con inhibidor de indazol, a través del portal
de estructuras de NCBI-MMDB
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La informacién de la estructura puede descargarse seleccionando “View
structure”, en el lado derecho de la pagina. Se debe seleccionar un nombre
de arhivo y una ubicacién. Posteriormente, con la herramienta Cn3D se puede
recuperar la informacién e interactuar con la imagen 3D (figura 10).

3E61 - Cn3D 4.3

E6I - Sequence/Alignment Viewer x

Yiew L Mouse Mode Imports.

IB6JA makktsskgklppgpfplpiignlfqlelknipksftrlag
€3 T (2]

Figura 10 Complejo citocromo humano P450 2el con inhibidor de indazol, a través de la
herramienta Cn3D 4.3

Hay una cantidad practicamente infinita de maneras en que se puede
interactuar con en Centro Nacional de Informaciéon Biotecnologica (NCBI).
El uso de esta herramienta es una excelente manera de involucrarse en el
campo de la bioinformadtica, ya que hay recursos para todos los niveles de
conocimiento.
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Capitulo VIl

Modelos animales y gendmica

Alma Delia Genis Mendoza
Fatima Cristel Martinez Hernandez

Los experimentos con animales tienen su fundamento en el hecho de considerar
a otras especies animales como modelos en miniatura de las enfermedades
humanas. Se realizan experimentos con animales, basicamente en tres campos:
la docencia, la industria y la investigacion.

En docencia, la practica con animales tiene como objetivo, aprender ciertos
procesos fisiol6gicos, caracteristicas anatomicas, o adquirir habilidades clinicas y
quirudrgicas como forma de entrenamiento.

En la industria, la biotecnologia animal ha experimentado un gran
desarrollo, en las ultimas décadas con el uso de biotecnologias reproductivas,
la creacién de organismos genéticamente modificados, la produccién masiva de
moléculas de interés y la prueba de productos de consumo, para probar que no
son daninos.

En investigacién, se han desarrollado modelos animales para evaluar
enfermedades genéticas humanas, y producir drogas o vacunas, asi como fuente
donante de células y 6rganos, de proteinas sanguineas y anticuerpos (figura 1).

Figura 1. La investigacién en animales son modelos en miniatura de enfermedades humanas,
de esta manera podemos estudiar su etiologia, mecanismos y prevencion.
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A nivel mundial, se esta impulsando la creaciéon de centros de investigacién
biomédica en diferentes dreas: centros en los que se estudian modelos animales
de enfermedad humana con la generacién y produccién de ratones knockouts,
con microinyeccién de DNA, aplicacion de células madres y aplicacion de RNAi,
centros de recursos en terapia génica y celular; centros de genotipificacién
molecular que trabajan en el andlisis de variantes de secuencias (SNP’s),
estudios de factores de susceptibilidad genética, estudios en famacogenémica
y farmacogenética, estudios de variabilidad genotipica en enfermedades
monogénicas y multifactoriales, el analisis de secuencias, estudios de ligamiento
génico; analisis genémicos y proteémicos; red de centros de bioinformatica para
la investigacién genémica y de la protedmica.

La genética funcional se ha enriquecido considerablemente gracias a la
posibilidad de disefiar modelos animales de enfermedades humanas. Estos
modelos, que permiten no sélo el estudio de la funcién de genes individuales,
sino también de los mecanismos que intervienen en su regulacién y de las
modificaciones de su expresiéon en respuesta a cambios medioambientales,
ofrecen grandes posibilidades para ahondar en el entendimiento de la fisiologfa
y la patologia humanas.

Tanto en el terreno de la neurologia como en el de los trastornos del estado
de animo o incluso de las afecciones de los procesos cognitivos, la aproximacién
biol6gica al conocimiento de los mecanismos neuronales subyacentes a estos
trastornos, utiliza multiples modelos animales como analogias experimentales
de dichas enfermedades. Estos modelos son muy imperfectos y, por lo general,
la similitud con el hombre es lejana y dnicamente relativa a algunos aspectos
concretos de la enfermedad. A pesar de todo, se utilizan para comprender los
mecanismos de las enfermedades y establecer los nuevos tratamientos. Los
enfoques disponibles abarcan diversos dmbitos de las neurociencias, desde la
neurologia experimental a la farmacologia del comportamiento. Actualmente
se utilizan cada vez mas animales genéticamente modificados. Todos los ambitos
del comportamiento se someten a la experimentacién animal.

En este contexto, resulta incomparablemente mas facil elaborar un modelo
sobre el déficit neurolégico con un componente principalmente motor debido
a lesiones cerebrales que crear modelos para los trastornos del comportamiento
debidos a afecciones funcionales con un importante componente limbico y, sobre
todo, cognitivo. Logicamente la creacién de modelos tiene sus limitaciones, ya
que se trata de reproducir en un animal sano conductas humanas muy complejas.
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Se plantea entonces la legitimidad de estos enfoques experimentales, que
no s6lo reproducen los sintomas de las enfermedades sino que también respetan
al maximo una etiologia a menudo poco conocida, asi como también reproducen
los cambios estructurales y funcionales asociados e incluso la respuesta a los
tratamientos. Estos son pues los objetivos perseguidos, con ayuda de los avances
en el conocimiento sobre los pacientes, en particular en el terreno del diagnéstico
por imagen funcional y, sobre todo, favoreciendo una mayor interaccién entre
los investigadores de las ciencias basicas y las clinicas.

Etica de la investigacion en modelos animales de enfermedaes humanas

Para los defensores de los animales es esencial saber cual es la necesidad de
usar modelos animales cuando existen métodos alternativos como modelos
matematicos de simulaciones por computadora y modelos celulares. Sin
embargo, estos procedimientos pueden ser tutiles Ginicamente para reducir el
nimero de animales de experimentacién, pero no pueden reproducir con
fidelidad el efecto de un producto quimico en el sistema y 6rganos del cuerpo
con toda la complejidad requerida. Los simuladores se pueden utilizan para
examinar y determinar el potencial toxico de una sustancia en fases iniciales de
una investigacién, pero el examen final debe realizarse en un sistema complejo y
vivo. La mas sofisticada tecnologia no puede imitar las complicadas interacciones
entre células, tejidos y 6rganos que se dan en humanos y animales (1).

Los cientificos deben entender estas interacciones antes de introducir un
nuevo tratamiento o sustancia en el organismo humano. La mayoria de las
enfermedades son complejas e involucran interacciones dinamicas entre sistemas
moleculares y celulares que influyen el desarrollo y proceso de la enfermedad.
Ademas los estudios de la patogénesis, de las enfermedades en animales son una
parte del proceso de conocimiento, generalmente deben de ser complementados,
con estudios clinicos, epidemiolégicos e histolégicos en humanos.

Los resultados de la investigacién con modelos animales proporcionan
la informacién necesaria para disenar pruebas humanas que también deben
completarse para la aprobacién legal de nuevos dispositivos farmacos y
procedimientos con caracter terapéutico y de diagnostico, es necesario conocer
como un nuevo firmaco o procedimiento afectara a un sistema biol6gico completo
antes de usarlo en humanos. Esto es critico tanto por razones cientificas, como
éticas para no sobrecargar en exceso al ser humano, muchos de los experimentos
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que se realizan, pueden responderse en corto tiempo en animales, ya que tienen
un ciclo reproductivo mucho mas corto que el humano (1).

En los cédigos de ética para la investigaciéon biomédica, los ensayos con
animales tienen la obligacion, de seguir el c6digo de Nuremberg “cualquier
experimento hecho en seres humanos, debe ser diseiado y basado en los
resultados de la experimentacién animal”.

La declaraciéon de Helsisnki adoptada en 1964 adoptada por la XIII
asamblea Medica Mundial, y revisada en cinco ocasiones, cita también que la
investigacion medica en sujetos “debe ser basada en pruebas de laboratorio
adecuadamente realizadas y en experimentacién con animales”(2) .

Enlos tiltimos anos y debido sobre todo al enorme avance en los conocimientos
sobre los adelantos moleculares de las enfermedades ha incrementado la
necesidad de disponer de modelos animales genéticamente definidos, es decir
en los cuales las mutaciones genéticas que predisponen o participan en el
desarrollo de la enfermedad, esta necesidad unida al gran avance de la tecnologifa
para la manipulacién genética en mamiferos, ha conducido al desarrollo de
modelos animales, genéticamente modificados, estos son generalmente murinos
que recapitulan muchos de los procesos que tienen lugar en la patologia de
las enfermedades humanas, permitiendo estudiar y reproducir los sintomas
en formas controladas, proporcionando una visiéon mas adecuada del proceso
de la enfermedad y permitiendo tener mejores modelos experimentales para
desarrollar y ensayar nuevas terapias (figura 2).

Figura 2. Los animales genéticamente modificados podrian ayudar a reproducir enfermedades
complejas

Existe la preocupacion por las posibles consecuencias de introducir eliminar
o modificar genes para obtener organismos genéticamente modificados, se
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argumenta que la modificacién de genes interfiere en su historia natural y que
el ser humano no tiene derecho a tal ingenierfa, sin embargo la mayor parte
de los cientificos considera que no existe diferencia esencial, en principio entre
las formas tradiciones de manipulacién genética practicada por siglos, como la
domesticacién, la Gnica diferencia es que la manipulacién por ingenieria genética
es mas rapida y mas precisa (2).

Desde el punto de vista bioético la situacién creada para la obtencién de
animales transgénicos portadores de genes humanos fue para la obtencién
de proteinas terapéuticas humanos, no es esencialmente nuevo ya que desde
los primeros tiempos de la ingenieria genética molecular, se han introducido
genes humanos en células humanas para obtener proteinas humanas, como la
insulina, hormona del crecimiento, interferon etc. En general no se afecta ni la
salud ni la integridad del animal, al quedar refringida la expresién de un gen
humano en un érgano en particular, su fisiologia y desarrollo no se ven alterados
y por tanto se evita cualquier dano a este(3).

Modelos animales y sufrimiento

Para defender el uso de animales experimentales los cientificos se basan en
los esplendidos logros de la medicina preventiva, la erradicacién de muchas
enfermedades infecciosas y el control o disminucién de la peligrosidad de otras,
bajo esta premisa se asume que el valor de la vida de los animales de laboratorio
no es absoluto y que es aceptable sacrificarlos por el avance del conocimiento.

Existen posturas en contra de todo tipo de experimentacién en animales,
pero no parece légico que toda la carga de experimentacién en sistemas vivos se
lleve en el humano. La utilizacién de modelos animales se hace necesaria para
evitar danos irreversibles en seres humanos.

Un dilema ético, lo constituye la propia investigacién sobre el dolor, que
requiere conductas anti éticas sin las cuales no se avanzaria en su manejo del
dolor en los seres humanos. Debido a que el dolor es un estado de conciencia, y
como tal, nunca puede ser observado, se hace dificil definirlo en animales, una
definicién del dolor reza: “una experiencia sensorial avensiva causada, por un
dano que provoca una reaccién motora y vegetativa para evitarlo”(3).

Conforme un organismo es mas complejo los mecanismos para salvaguardar
la integridad asi como el desarrollo de la experiencia dolorosa y la expresién
del comportamiento, relacionada con ella, lo que implica necesariamente el
desarrollo del sistema nervioso. Los impulsos que generan el dolor estin
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localizados, en el diencéfalo, que esta muy desarrollado en mamiferos y aves, no
hay por tanto razones cientificas para negar que los animales sientan el dolor,
aunque es posible que no interpreten la sensacion de la misma manera que el ser
humano, ya que este reflexiona, y es sujeto de emociones.

De no tener este tipo de modelos para la investigacién del dolor no se
hubieran logrado avances en el conocimiento de los mecanismos, evaluacién,
métodos y modalidades del control del dolor, como tampoco en la anatomia,
morfologia, fisiologia y bioquimica de los nociceptores y protecciones sindpticas,
entre otros(4).

El investigador que trabaja con animales debe asegurarse que sean
expuestos solo a estimulos, o practicas necesarias para contestar la pregunta
de investigacién, y tomar en cuenta los principios bioéticos estipulados en las
diferentes guias del dolor para el empleo de animales en investigacion.

Evaluacion ética

Debido a las voces que se han alzado en contra del sufrimiento innecesario de
animales de experimentacién, se ha discutido o en el plano internacional, el
analisis de los riesgos y ventajas de la investigacion cientifica.

Esta actitud es constructiva y contribuye a mejorar el conocimiento de la
sociedad sobre las virtudes de la investigacion cientifica y a reducir los riesgos de
su aplicacién, ya que con ello se han logrado grandes avances.

La legislacién actual de varios paises exige buenos tratos a los animales
destinados a la experimentacién, En Estados Unidos, la academia nacional de
ciencias y los institutos nacionales de salud han emitido normas especiales para la
investigacion que imponen a todos los investigadores, la obligacién de demostrar
que sus instituciones de trabajo cuentan con las instalaciones adecuadas para el
bienestar de los animales. Ademads su uso en la investigacién esta estrictamente
controlado y regulado por las leyes federales, incluyendo el acta de bienestar de
los animales, que regula la eliminacién y la reduccién del dolor, asi como otros
aspectos del cuidado, tales, como el hébitat, alimentacién, ejercicio y bienestar
psicoldgico. Estas normas practicas son comunes en el dmbito internacional,
sin embargo la experimentacién con animales no esta legislada ni regulada en
muchos paises de Latinoamérica(5).

Hay quienes opinan que se esta exagerando en la atencién a los animales
para experimentacién y que se desvian recursos muy necesarios para otras
finalidades, sin embargo, este parece ser el mejor camino, y reconoce que al
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asegurar su bienestar, se obtienen resultados mas fiables y disminuye el nimero
de experimentos que no son necesarios realizar.

En MEXICO para garantizar el mejor tratamiento posible cada institucién
que utiliza animales deberia establecer un comité institucional para el Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL), que supervise examine y vigile
cada posible experimento. Estos comités deberfan incluir a miembros de la
comunidad cientifica, un bioestadista, un miembro lego, y un veterinario.

Algunos de los aspectos mds importantes para cualquier proyecto que
involucre la utilizacién de modelos animales son:

a) Instruccién y capacitacién de personal profesional y técnico: el personal
debe saber que los cuidados que rodean al animal influyen en forma directa
sobre el resultado de los experimentos, el estado de bienestar de los animales
esta intimamente ligado a su capacidad de respuesta, de esta Gltima inquietud,
naci6 el uso de animales libres de patégenos especificos y de gérmenes, como
condicion para obtener resultados experimentales confiables y reproducibles.

b) Enlas condiciones de alojamiento son importantes, la cantidad de animales
por caja, existe actualmente una tendencia a aumentar el espacio por animal e
inclusive a estimular sus actividades por medio de ruedas u otros accesorios, las
temperaturas extremas, la falta de renovacion de aire, las altas concentraciones
de amoniaco etc. Someten a los animales a sufrimientos innecesarios e invalidan
los resultados desde el punto de vista experimental. Ellos tienen necesidades
fisiolégicas y de comportamiento que deben ser identificadas y proporcionadas
para cada especie.

¢) Buenas practicas de sujecion, inyeccién, analgesia, anestesia y eutanasia, el
animal de laboratorio es un ser vivo, por tanto sensible a cualquier procedimiento
capaz de causar dolor y compasién en sus cuidadores.

El manejo de animales en investigacion

El empleo de animales en la investigacion y ensefianza involucra responsabilidad
de quienes los utilizan; por tanto, es un deber evitar la crueldad y procurar su
bienestar.

Es obligaciéon de quien manipula animales con fines de estudio procurar
darles un trato y cuidado apropiado y digno, desde los procedimientos de
captura y durante su mantenimiento en condiciones de cautiverio previo al
manejo en el laboratorio.
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Asimismo, se debera contar con la preparacién adecuada y conocimientos
actualizados para aplicar el principio de las 3R (Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999) en el manejo de animales en el laboratorio: Reemplazar
(utilizacién de alternativas que produzcan los mismos resultados, tales como
experimentos in vitro, cultivos celulares, modelos inanimados, modelos por
computadora), Reducir (utilizar un ntimero minimo de animales), Refinar
(utilizar técnicas adecuadas para evitar al maximo el sufrimiento)(6).

Captura, transporte y cautiverio

Al realizar la captura de organismos animales, se procurarad perturbar lo menos
posible las poblaciones naturales.

Los animales deberan ser transportados al laboratorio en contenedores
especificos de acuerdo a la especie. En el caso de animales de laboratorio, es
conveniente hacer uso de las cajas transportadoras las cuales pueden ser de
acrilico, o madera. Para el caso de ejemplares de fauna silvestre, para las aves
es posible utilizar los costales de manta, colocando una base (plato) con el fin de
que se maltraten lo menos posible, o jaulas cubiertas con manta para reducir el
campo de visién y no se golpeen contra las paredes de la jaula.

Las condiciones de cautiverio deben limitarse al menor tiempo posible
previo al experimento. En caso de que se requiera la permanencia de mads
tiempo en un area, se deberan contar con las jaulas, contenedores o albergues
necesarios, los cuales estin en funcién de cada especie. Estos albergues deben
ser lo suficientemente amplios para permitir que el ejemplar pueda estar
confortable. El alimento debe estar disponible de acuerdo a la dieta bajo la cual
se mantenia en su lugar de origen. El agua debe ser fresca y mantenerse en
contendores adecuados (botella con chupén, trasto, etc.). Los principales efectos
del estrés en un animal que sufre manipulacién son cambios en su temperatura
y deshidratacién(6).

Manejo en el laboratorio

En el disenio de una investigacion o actividad de ensenanza que involucra el
trabajo con cualquier especie animal, uno de los principales aspectos a considerar
es su manejo con apego a normas éticas. El animal en estudio debera satisfacer
ampliamente los objetivos y requerimientos de practica. Los animales utilizados
para experimentacion deberan proceder preferentemente de wunidades
especiales de reproduccién de animales de laboratorio.
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Los animales de origen desconocido no deben ser utilizados, excepcién
hecha de las especies silvestres que sean colectadas bajo su correspondiente
autorizaciéon de la SEMARNAT o demds dependencias que lo regulen. La
experimentacién con especies amenazadas de extincién solo es justificable si
contribuye a la preservacién de las mismas.

Los animales producidos, alojados o en experimentacién deberdn recibir
el cuidado, manejo y condiciones ambientales adecuadas (alimento y agua
suficiente y espacio ventilado), asi como atencién médica veterinaria en todo
momento.

Los procedimientos quirtargicos, o los que ocasionen lesiones o dolor,
deberan ser conducidos con la supervision directa de personal calificado(1, 7).

En las técnicas experimentales el refinamiento es importante, por lo que se
debe considerar la analgesia y anestesia, la administracion de fluidos y sustancias;
y en su caso, la eutanasia, utilizando procedimientos y métodos confiables, que
no produzcan panico en el animal y seguro para el personal involucrado.

La eutanasia es el acto de matar animales con métodos que induzcan una
inconsciencia rapida y muerte con minimo dolor y estrés. Debe seleccionarse
el método de eutanasia mas adecuado a la especie en estudio, generalmente
se prefieren agentes quimicos que fisicos; un método que provoque la rapida
pérdida de la consciencia, por definicion, una muerte sin dolor(8).

El analgésico y el anestésico deberan seleccionarse para satisfacer los
requerimientos clinicos y éticos, sin comprometer aspectos cientificos del
protocolo.

Algunos casos especiales con fines de investigacién o ensefianza pueden
requerir procedimientos que implican sufrimiento al animal; estos podran
aplicarse solo si en los protocolos de experimentacién se justifican plenamente y
no existe forma de sustituirlos o evitarlos(9)

Procedimientos de anestesia

Los anestésicos utilizados en los animales sirven para provocarles un estado
de inconsciencia con ello se evita su sufrimiento y se puede realizar su manejo
adecuado. Estos farmacos varian de acuerdo a los distintos grupos taxonémicos,
se han probado algunos anestésicos especificos por especie para el menor
sufrimiento.
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Eutanasia

La eutanasia se puede realizar con una sobredosis de anestésico inhalado en
una camara de induccién. Otra opcién es la induccion de un anestésico inhalado
por medio de mascarilla o cimara, seguido de una sobre dosis de barbitirico
administrado IP o IV. La eutanasia solo con barbittricos causa dolor en algunos
animales de laboratorio.

Enfoque histdrico de la investigacion en animales

El estudio formal con animales como una forma de comprender la conducta
humana, habria comenzado con Meyer (el padre de la Psiquiatria Integrativa) en
el Siglo XIX, aunque Spencer defendié este enfoque en 1855. Meyer comenz6
con la primera colonia de animales para investigacién en 1895 (Logan, 2005)
y crefa que la comprensién de los procesos basicos animales podia contribuir
a la practica clinica. Pensaba que el estudio de animales (el asi llamado enfoque
comparativo) nos ayudaria a comprender el desarrollo de los procesos mentales
humanos, incluyendo el desarrollo de conductas desadaptativas y de habitos.

Sus primeras notas de investigacién, realizadas a partir de su trabajo
con animales en 1897, ilustran su enfoque comparativo del desarrollo para
esclarecer la relacién entre el desarrollo del cerebro, los procesos mentales y el
fracaso adaptativo. La comprensién de Meyer del poder potencial del enfoque
comparativo no ha sido compartida por muchos de los clinicos contemporaneos.

Wolpe era un clinico de Sudafrica que se sentia insatisfecho por la
inefectividad de las psicoterapias disponibles para tratar pacientes con fobias,
ley6 con interés los trabajos de investigacién de Masserman (1943), quien habia
inducido miedo persistente en ratas y gatos. Estaba intrigado por esto y por
las posibles conexiones entre los miedos de los animales y los que veia en sus
pacientes. Wolpe emprendio sus propias investigaciones usando gatos, primero
induciendo temores y luego buscando las formas de reducirlos y eliminarlos. La
forma mas efectiva que encontré para reducir los miedos en los gatos tenia dos
componentes:

(1) la induccién de un estado que fuera incompatible con el miedo,
alimentando a los animales y

(2) cuando estaban en ese estado incompatible con el miedo, presentando y
extinguiendo, poco a poco, el estimulo de miedo.
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Este procedimiento probé ser muy efectivo con los gatos, Wolpe lo generalizé
a sus pacientes y desarrollé lo que hoy se llama desensibilizacion sistemdtica para
el tratamiento de las fobias. La desensibilizacién sistemdtica es uno de los
tratamientos mas efectivos y cominmente usados en la clinica psicolégica. La
investigacion basica con animales ha permitido comprender muchos fenémenos
de importancia clinica.

Una de las principales preguntas es: <Cémo se utilizan los animales
para contribuir a la practica clinica? Es un proceso de modelado. La mas
temprana y critica contribucién al uso de modelos animales para el estudio
de la conducta humana es probablemente la de Pavlov, el gran fisiblogo que
gan6 el Premio Nobel realizando investigaciéon sobre los jugos digestivos. Sin
embargo, Pavlov es mas conocido por sus investigaciones fundamentales sobre
el reflejo condicionado salival, cldsicamente conocido por todos los estudiantes
de Psicologia. Lo mds importante es que €l no estaba primariamente interesado
en la respuesta salival per se, sino en cémo estas secreciones psiquicas permitian
conocer el funcionamiento cerebral. Fue, de hecho, el primer investigador que
utiliz6 animales, en lo que voy a llamar proceso de modelado, para estudiar cémo
los hallazgos en animales pueden usarse para estudiar procesos psicoldgicos en
humanos (incluyendo los disfuncionales) y para poner a prueba tratamientos
terapéuticos para humanos, basados en pruebas con animales. Pavlov utilizé
este proceso de modelado en su laboratorio junto a otros colegas, en los ahora
clasicos experimentos de Shenger-Krestinikova con perros y de Krasnogorsky
con nifos. Pavlov estaba interesado en las funciones del cerebro en respuesta a
los estimulos del medio. El y sus colegas demostraron que el comportamiento
neurético puede producirse confiablemente en animales de laboratorio,
sistematicamente estimulados (figura 3).

Figura 3. Pavlov, estudiando el paradigma de condicionamiento en perros
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Modelos animales en psicologia

Shenger-Krestinikova (1921) realiz6 con perros un experimento de
condicionamiento clasico o discriminativo simple pavloviano, en el cual las
presentaciones de un estimulo (por ejemplo, un circulo) eran siempre seguidas
de comida mientras que un segundo estimulo (por ejemplo, una elipse) nunca
era seguido de comida. La tinica tarea del animal era comer el alimento cuando
aparecia. Estos ensayos de condicionamiento produjeron en el animal un
aprendizaje de discriminacién entre el circulo y la elipse, porque cuando aparecia
el circulo segregaba saliva, pero no cuando aparecia la elipse. Luego, Shenger-
Krestinikova introdujo cambios tales como, hacer que los dos ejes de la elipse
se volvieran gradualmente mas similares, es decir hacer que la discriminacién
fuera mas dificultosa. Sin embargo, aun cuando el perro fue alimentado con
la misma frecuencia, la respuesta salival condicionada resulté poco confiable,
la conducta de los perros se volvid erratica y agresiva y los perros se resistian
incluso a ser puestos en la cimara donde recibian los refuerzos alimentarios.
Esta conducta fue tan notable que se la llamé newrosis experimental y no
aparecia sélo en un animal, sino virtualmente en todos los animales sometidos
al procedimiento de discriminaciones de dificultad creciente. Es decir
que, Shenger-Krestonikova demostré6 que la neurosis era probablemente
la consecuencia natural y vilida de formas particulares de estimular al
animal. Ademds, ella demostr6 que la conducta neurética inducida podia
reducirse con tratamiento psicofarmacolégico con compuestos de bromo.
Krasnogorsky (1925) otro colaborador de Pavlov, demostré en nifios que
exactamente las mismas operaciones de condicionamiento y estimulacién
ambiental (condicionamiento clasico discriminativo con estimulos, con
metrénomo, inicialmente con frecuencias marcadamente diferentes que eran
luego transformadas en crecientemente similares) produjeron las mismas
consecuencias neuroticas. Adicionalmente, se demostré que la neurosis
experimental en los nifios, también se aliviaba con el mismo tratamiento con
drogas. Es decir, el sistema del perro modelaba el sistema humano. “Aqui hay
dos mensajes importantes: El primero es la ilustracién de la naturaleza del
proceso de modelado, que busca paralelismos de cadenas causales entre los
sistemas. El segundo es la demostracién de que las conductas neurdticas no
son el resultado de estados enfermos anormales sino la consecuencia natural
de estimulos ambientales anormales especificos. La idea de que la conducta
anormal puede entenderse como el producto de procesos naturales conocibles
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es fundamental para el avance de la ciencia psicolégica”’(10). Estos dos mensajes
fueron bien escuchados y llevaron a muchos investigadores a continuar en
la linea de Pavlov para tratar de comprender otras conductas disfuncionales
psiconeurdéticas (Liddell, Masserman, Corson, Mowrer, Harlow, Gray, Solomon
y muchos otros) incluyendo por supuesto a Wolpe cuya investigacién con
animales llevé a descubrir la terapia de desensibilizacién sisteméatica para las
fobias. Estas son algunas de las contribuciones en Psicologia para la comprensién
del funcionamiento humano, a partir de la ciencia bésica y la investigacién con
modelos animales han sido de hecho, numerosas, que han tenido impacto sobre la
comprensién de los procesos humanos motivacionales, emocionales y cognitivos
y sobre los tratamientos de disfuncién humana. Existen otras investigaciones,
seguramente hay muchas de ellas que ustedes conocen, tales como los estudios
de Skinner del condicionamiento con refuerzo en palomas y sus aplicaciones en
modificacién de la conducta a través de la ensenanza y la direccién conductual
en retardados mentales y autodestructivos, como asi también del aprendizaje
programado para todos nosotros. Estd la investigacion de Harlow y Suomi
(1970) con monos, sobre el contacto confortable como una base para el amor y
el apego social de la madre y el infante. Harlow comenzé este trabajo cuando la
forma dominante de criar a los nifios en Estados Unidos seguia las sugerencias
de Watson de no mimar al nifio y de separarlo de la madre. Harlow y Suomi
mostraron las increibles debilidades que aparecen en el nino, debido a una
separacion prolongada de la madre y/o padres.

Las investigaciones de Solomon (1980) sobre la dindmica emocional y el
modelo del proceso oponente basadas en trabajos con perros, que aportaron
hipétesis para los fenémenos sociales de distrés por separacién humanay afliccién
por la muerte de un/a esposo/a amado/a. El modelo de Solomon también aporté
fundamento para las explicaciones de Siegel acerca de la dependencia humana
a la heroina, de la tolerancia a la heroina y sobre las muertes por sobredosis de
droga, no previstas (11)

Estas y otras investigaciones bésicas no mencionadas, han llevado a muchas
intervenciones efectivas, incluyendo varias formas de modificacion de la
conducta, terapias conductistas, biofeedback, terapias de contacto. De la misma
manera que la fisiologfa basica es la base de las practicas médicas, la ciencia basica
del comportamiento proporciona un fundamento para las practicas psicoldgicas.

La naturaleza de la memoria siempre ha fascinado a los psic6logos desde
las investigaciones de Ebbinghaus en el Siglo XIX. En particular la memoria de
trabajo ha despertado mucho interés. La memoria de trabajo es el almacenamiento
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de la memoria a corto plazo que se utiliza para mantener informacién por unos
pocos segundos hasta que pueda ser utilizada y luego la informacién desaparece.
Por ejemplo, cuando buscan un ntmero de teléfono y luego lo recuerdan
solamente hasta que lo marcan. En los animales se lo prueba a menudo mostrando
brevemente una clave ala cual se sabe que responde, almacenando la informacién
por unos pocos segundos y luego permitiendo que el animal seleccione su
respuesta. Una razén por la cual la memoria de trabajo es hoy de creciente
interés es que el envejecimiento y una variedad de des6rdenes neurologicos son
senalados como resultado de un empobrecimiento creciente de la memoria de
trabajo. Algunos experimentos con animales son aqui importantes. Uno de ellos
es el experimento de Tinklepaugh (1928) en el que les mostré determinadas
recompensas a los monos y luego durante la postergacioén las sustituyé por otras
menos atractivas. Al encontrar estas recompensas diferentes los monos estaban
muy alterados. Esto implica expectativas de recompensa durante la demora(12).
Trapold y Overmier (Overmier, Bull & Trapold, 1971; Trapold, 1970) probaron
si tales expectativas persistian durante la demora y si las expectativas tenfan
funciones claves para la respuesta que podian guiar al animal a las elecciones
correctas. Para hacer esto, introdujeron un nuevo procedimiento y lo llamaron
procedimiento de resultados diferenciales. Tipicamente, en las tareas de eleccién
condicional discriminativa, las recompensas para las diferentes formas de
elecciones correctas son las mismas (por ejemplo, una recompensa con comida
comun o decir Bien). Pero para concretar el procedimiento de los resultados
diferenciales, Trapold y Overmier (1972) desarrollaron un paradigma de tarea
de eleccién discriminativa, en el cual las recompensas para cada clase de respuesta
correcta fueran tnicas para esa clase de eleccién correcta (por ejemplo, comida
para una eleccién y agua para otra eleccién, o decir Bien para una y Excelente
para otra). Presenta dos formas de ensefar la discriminacién(12).

Cuando compararon los resultados del método de los resultados comunes
con los del método de los resultados diferenciales, encontraron efectos marcados
que llamaron efecto de resultados diferenciales. El procedimiento del resultado
diferencial dio paso a un aprendizaje mas rapido, aprendizaje a una asintota
mas alta, una memoria mas persistente durante la demora entre las claves y
las elecciones y resistencia a la disrupcion durante la demora. Resulté que este
efecto del entrenamiento en resultados diferenciales en aprendizaje, memoria y
rendimiento es un hallazgo muy general en un rango de especies (incluyendo
seres humanos de todas las edades). Estos resultados tienen implicaciones
importantes para la teorfa del aprendizaje (por ejemplo, Linwick & Overmier,
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2006) que fue de hecho el estimulo para la investigacién. Pero los resultados
tienen un importante potencial para ayudar en el aprendizaje de discapacitados
y personas con dafios en la memoria. Puede ayudar a ninos pequefios a aprender
cosas que de otra manera no podrian aprender, a los estudiantes a aprender
conceptos cuantitativos complejos, a personas discapacitadas a aprender
relaciones que de lo contrario no podrian recordar y a personas mayores con
danos en la memoria (personas con la Enfermedad de Korsakoft'y con Demencia
Alcoholica) que recuerdan mejor en tareas de memoria de corto término. Las
técnicas de resultados diferenciales se aplican facilmente. Después de todo,
aprender a reconocer una cara vista recientemente o a nombrar a alguien
después de ver su cara es una tarea de elecciéon discriminativa condicional muy
parecida a aquella desarrollada con animales. Cuando se aplica el entrenamiento
de resultados diferenciales en tareas de reconocimiento facial postergado en
pacientes con Korsakoff o en adultos mayores y controles apareados por dieta,
el procedimiento mejora marcadamente el rendimiento de los pacientes con
Korsakoff hasta niveles casi normales.

Con este ejemplo de investigaciéon, incluyendo aquel con pacientes con
Korsakoff puede servir para ayudar a quienes tienen problemas de aprendizaje
y de memoria. La investigacién contemporanea en ciencia basica con animales
sobre mecanismos fundamentales contintia produciendo resultados que son
importantes y probablemente ttiles para los profesionales, estos deben prestar
atencion a las investigaciones bdsicas y estar alerta para aplicar la investigacién
donde es apropiada. Esto requiere también que los investigadores de laboratorio
sean entrenados en cémo hacer que sus resultados sean mas accesibles a los no
especialistas y al pablico general.

Paradigmas y modelos conductuales

Los modelos animales, en el laboratorio son sometidos a diferentes pruebas y
modelos para tratar de medir una conducta y obtener una respuesta lo mas
parecida a la enfermedad que se quiera estudiar. Millones de ratas de laboratorio
mueren todos los dias en el mundo parabien de la comunidad cientifica. El estudio
con estos animales ha hecho posible el progreso cientifico, permitiéndonos
curar enfermedades que parecian incurables o probar medicamentos nuevos.
A continuacién explicaremos algunas de las pruebas a las que el cruel (segin
algunos) ser humano somete a estos animales para estudiar su comportamiento.
Ejemplificaremos con algunos de los paradigmas conductuales a los que



270 ]. M. Lesher Gordillo C. A. Tovilla Zarate

sometemos a las ratas, en este caso en el ambito de la biopsicologia. Algunos
ejemplos son:

* Paradigma del campo abierto. Se trata de colocar al sujeto en una cimara
grande y vacia para registrar su actividad. Se dibujan rayas en el suelo de la
camara para estudiar la actividad contando el nimero de veces que la rata cruza
las lineas durante la prueba. La falta de actividad y el exceso de excrementos
al finalizar la prueba determinan que la rata es fuertemente tigmotaxica, esto
es, que no se suelen alejar de la pared de la cimara de la prueba y que apenas
se dedican a la crianza y el aseo. Es frecuente que las ratas se asusten mucho la
primera vez que se las coloca en un campo abierto, pero se demuestra que tras
repetidas exposiciones a este acaban acostumbrandose (figura 4).
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Figura 4. Paradigma del campo abierto se mide la actividad contando el nimero de veces que
la rata cruza las lineas durante la prueba.

* Paradigma del intruso en la colonia. Las pautas del comportamiento
y defensivo se estudian mediante este experimento, consistente en enfrentar
la rata macho dominante de una colonia (macho alfa) y una rata intrusa de
menor tamafio. Podemos determinar ciertos comportamientos para cada forma
de afrontar la situacién. De este modo, el erizado del pelaje, los movimientos
laterales de acercamiento y los mordiscos en el lomo y los costados son actitudes
de ataque (macho alfa). Del mismo modo, el bloqueo, el recular, el empujar o el
girar sobre la espalda (rata intrusa) indican defensa (figura 5 ).
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Figura 5. Paradigma del intruso en la colonia, el erizado del pelaje, los movimientos laterales
de acercamiento y los mordiscos en el lomo y los costados son actitudes de ataque (macho alfa).

* Paradigma del laberinto elevado en forma de cruz. Otro ejemplo de
prueba, en este caso para observar los efectos antiansiedad de un firmaco sobre
la rata. Se trata de un suelo en forma de cruz, elevado unos 50 cm sobre el suelo
real. Dos de los brazos tiene paredes que evitan que la rata, llegado a un punto,
se caiga. Los otros dos brazos no tienen paredes. De este modo, en funcién del
tiempo que la rata pasa en cada tipo de brazo, se estudia la medida de la defensa
o de la ansiedad (figura 6).

Figura 6. Paradigma del laberinto elevado en forma de cruz. Dos de los brazos tiene paredes
que evitan que la rata, llegado a un punto, se caiga. Los otros dos brazos no tienen paredes.

* Paradigma del comportamiento pavloviano.El experimentador empareja
un estimulo neutro o condicionado (por ejemplo, un sonido) con un estimulo
incondicionado (por ejemplo, comida). Este Gltimo provoca una respuesta
incondicionada o refleja (en este caso, salivacion). Al final es el propio impulso
condicionado el que determina la respuesta (es decir, que la rata, al oir el sonido,
lo asocia directamente con la carne, aunque no la vea, y ya comienza a salivar)

(higura 7).
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Figura 7. Paradigma del comportamiento pavloviano. Un estimulo neutro o condicionado (por
ejemplo, un sonido) con un estimulo incondicionado (por ejemplo, comida).

* Paradigma del condicionamiento operante. A través del castigo (por
ejemplo, descarga eléctrica) o el premio (comida) se induce el comportamiento
del animal (por ejemplo, accionar una palanca).

* Paradigma de la autoestimulacién. Es del tipo del anterior. En este caso
se trata de que el animal pulse constantemente la palanca para que se le den
impulsos eléctricos que activen sus centros cerebrales de placer (Figura 8).
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Figura 8. Paradigma de la autoestimulacion. El animal pulsa constantemente la palanca para
que se le den impulsos eléctricos que activen sus centros cerebrales de placer.
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* Paradigma de la autoadministracién de drogas. Igual que el anterior,
solo que en este caso el animal pulsa para que se le administre una dosis y calmar
asi su adiccién a ciertas sustancias.

* Paradigma de la aversién condicionada al sabor. Las ratas, al igual
que muchos otros animales, Son neofé6bicas, es decir, que temen aquello que
les resulta nuevo. De este modo, en la alimentacién, probaran una pequefa
cantidad de una nueva comida antes de atiborrarse. Asi ven como las sienta la
comida vy, en funcién de los resultados, siguen comiendo o no. El experimento
se basa en exponerles comida sana pero con un castigo asociado (la descarga
eléctrica). De este modo, al comer esa comida, tras varias descargas eléctricas,
dejaran de comerla siempre que la vean.

» Paradigma del laberinto de brazo radial. Se utiliza para estudiar las
habilidades espaciales, muy desarrolladas, de los roedores. Las ratas, para
sobrevivir, lo tienen mucho mas dificil que nosotros, puesto que tienen que
encontrar lugares en los que se reponga rapidamente el alimento y tener en
cuenta su posible saqueo por otro animal antes de su llegada. Este experimento
consta de ocho pasillos situados de forma radial respecto a un centro. Al final
de cada pasillo hay (o no hay, en funciéon del experimento) un cebo de comida.
Por ejemplo, un tipo de experimento es el siguiente. Cada dia se sitda a una rata
en un laberinto de ocho brazos distinto, pero se le pone la comida en el mismo
lugar. De este modo se acostumbrara y, nada mas caer en el centro del nuevo
laberinto, se dirigira seguramente al lugar en el que hay comida. Apenas volvera
a ese lugar después (sabe que ya no hay comida) y seguramente ni pasara por
los pasillos en los que no hay comida. Las medidas de seguridad impiden que
huela el sitio por el que ya ha pasado, dotando de veracidad a este experimento
(figura 9).
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Figura 9. Paradigma del laberinto de brazo radial. Este experimento consta de ocho pasillos

situados de forma radial respecto a un centro. Al final de cada pasillo hay (o no hay, en funciéon del
experimento) un cebo de comida
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* Paradigma del laberinto de agua. Se sitda a la rata en una piscina de agua
lechosa. Una plataforma, situada poco debajo del agua y en la que puede hacer
pie, es el objetivo de la rata. Pero el agua tefiida la impide ver dénde esta. Una
vez la rata da con ella, el siguiente punto de partida en el agua es indiferente: la
rata nadara directamente a la plataforma sin verla. Esto demuestra que la rata
toma otros elementos fisicos de la habitacién como puntos de referencia.

* Paradigma del enterramiento defensivo condicionado. Se sitiia en una
jaula material para construir nidos. En una esquina de la jaula, pegado al suelo,
se sitla un aparato que provoca descargas eléctricas ante un contacto tactil. La
rata que se introduzca en la jaula, tarde o temprano, contactara con el aparato. Lo
curioso del experimento es ver como, practicamente todas las ratas, reaccionan
(a la primera descarga) enterrando el emisor de descargas eléctricas bajo capas
y capas de material para fabricar nidos, que lanzan sobre el objeto con la cabeza
y las patas delanteras.

Como vemos estas son algunas de los paradigmas mas usados en animales
de laboratorio, no son pocas las crueldades a las que sometemos a estos animales
a diario. Pero es un mal que produce un bien mucho mayor. Gracias a la
experimentacién con ratas podemos estudiar curas para enfermedades como
el Parkinson, la Dislexia o el Alzheimer. Por tanto, como vemos, las ratas son
un animal esencial en el estudio de laboratorio debido a sus similitudes con
el hombre, experimentar con estos resulta barato en comparacién con otras
especies, y a otros muchos factores, que hacen de estos animales uno de los mas
utiles para el ser humano a lo largo de la historia de la ciencia.

Modelos animales en psiquiatria

Tanto en el terreno de la psicobiologia, como en el de los trastornos del estado
de animo o incluso de las afecciones de los procesos cognitivos, la aproximacién
biol6gica al conocimiento de los mecanismos neuronales subyacentes a todos estos
trastornos utiliza multiples modelos animales como analogias experimentales
de dichas enfermedades. Estos modelos son muy imperfectos y, por lo general,
la similitud con el hombre es lejana y tnicamente relativa a algunos aspectos
concretos de la enfermedad. A pesar de todo, se utilizan para comprender los
mecanismos de las enfermedades y establecer los nuevos tratamientos. Los
enfoques disponibles abarcan diversos dmbitos de las neurociencias, desde la
neurologia experimental a la farmacologia del comportamiento. Actualmente se
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utilizan cada vez mas animales genéticamente modificados.

Todos los ambitos del comportamiento se someten a la experimentacién
animal. En este contexto, resultaincomparablemente mas facil elaborar un modelo
sobre el déficit neurolégico con un componente principalmente motor debido
a lesiones cerebrales que crear modelos para los trastornos del comportamiento
debidos a afecciones funcionales con un importante componente limbico y, sobre
todo, cognitivo. Logicamente la creacién de modelos tiene sus limitaciones, ya
que se trata de reproducir en un animal sano conductas humanas muy complejas.

Se plantea entonces la legitimidad de estos enfoques experimentales, que
no sélo reproducen los sintomas de las enfermedades sino que también respetan
al maximo una etiologia a menudo poco conocida, asi como también reproducen
los cambios estructurales y funcionales asociados e incluso la respuesta a los
tratamientos. Estos son pues los objetivos perseguidos, con ayuda de los avances
en el conocimiento sobre los pacientes, en particular en el terreno del diagnéstico
por imagen funcional y, sobre todo, favoreciendo una mayor interacciéon entre
los investigadores de las ciencias basicas y clinicas(13).

Lesiones cerebrales

El tema de las lesiones cerebrales resulta interesante ya que, constituye el
paso inicial en el estudio de las enfermedades neuropsicolégicas. Resulta
imprescindible conocer las distintas patologias que afectan al encéfalo para poder
comprender las deficiencias conductuales que dichas patologias producen.

Han sido muchos los estudios realizados para poder llegar a la conclusién
de que las lesiones cerebrales eran la causa directa de la aparicién de trastornos
neuropsicologicos. Las primeras aproximaciones se realizaron gracias a la
observaciéon anatomopatologica post mortem de los encéfalos de los pacientes que
habian padecido algin trastorno observable durante su vida, siendo el andlisis
post mortem la tinica posibilidad de estudiar las lesiones cerebrales hasta hace
pocos anos.

Pero a partir de 1972, la aparicién de la Tomografia Computarizada y las
técnicas de neuroimagen que han ido desarrollandose, han supuesto un avance
muy relevante, ya que permiten la observacién del cerebro en vivo, estas técnicas
resultan imprescindibles para la investigaciéon y para la practica clinica en este
campo. Esimportante finalmente sefialar, que el estudio del las lesiones cerebrales
comenz6 con los pacientes que han sufrido algtn tipo de lesién y que de forma
natural han pasado a ser los sujetos experimentales de los investigadores.
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El estudio de estos pacientes ha permitido el avance del conocimiento de las
funciones cognitivas, siendo éstos también a la vez los posibles beneficiarios de
los descubrimientos, ya que a partir del conocimiento del deterioro que una
determinada lesién ha podido provocar puede llegarse a un diagnoéstico y, a
partir de éste, establecer un posible tratamiento para subsanar los déficits que el
sujeto presenta(14).

A pesar de lo importante que resulta el estudio de casos clinicos para el
estudio de las funciones cerebrales, éste presenta grandes dificultades ya que,
entre otras limitaciones, los investigadores se encuentran con que es raro que
las lesiones cerebrales que se producen en diferentes sujetos sean de las mismas
caracteristicas, ademds, no siempre es posible medir una variable determinada
antes y después de lalesién y no siempre se posee la infraestructura adecuada. Por
todas estas razones, los estudios de modelos animales, suponen una aportacién
muy relevante para el estudio de las funciones superiores.

Lo que en ningin momento hay que perder de vista es la doble finalidad
que tiene el estudio de las lesiones cerebrales humanas ya que no sé6lo se pretende
conocer cudl es el funcionamiento del cerebro sino que también se trata de
adquirir este conocimiento para poder establecer las estrategias terapéuticas
mas adecuadas para la mejora de los pacientes que padecen estos trastornos.

Modelos animales y la psiquiatria

El estudio de las patologias psiquidtricas es complicado, no es posible estudiar el
comportamiento de estas usando humanos como objeto de experimentacién. Por
ello los métodos animales son herramientas metodologias de gran importancia
en investigacion.

Los modelos animales empleados en esquizofrenia generalmente son
roedores, estos son sometidos a eventos estresantes, quimicos o quirirgicos, con
el propésito de generar respuestas bioquimicas y conductuales semejantes a las
representadas por los individuos enfermos(15).

De acuerdo a Porsolt y Lenégre, los modelos animales de los trastornos
psiquiatricos deben ser ttiles para tres propoésitos:

a) detectar el potencial terapéutico de drogas especificas para el tratamiento
de estos desordenes

b) proporcionar datos relevantes acerca de los mecanismos de accién de
dichos farmacos
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c) constituir una herramienta para le determinacién de los sustratos
neurobioldgicos de los desordenes psiquidtricos.

La contribucién de los modelos animales a la neurobiologia de los trastornos
psiquiatricos depende de su validez, Willer propone tres criterios de validez que
permiten calificar a los modelos animales.

a) El concepto de validez predictiva, implica que los firmacos que modifican
el estado patolégico en los humanos también deben hacerlo en el modelo
animal, cubriendo los requisitos de sensibilidad, selectividad y potencia
relativa.

b) La validez de apariencia, se refiere a la similitud fenomenolégica entre
el modelo y el desorden modelado, se propone que el modelo debe de
mostrar los sintomas mds representativos del desorden y no los sintomas
secundarios.

¢) La validez de constructo o validez hipotética, este criterio establece que
la hipétesis que explica el trastorno psiquiatricos también deben servir
como fundamento del modelo.

En psicosis se han propuesto varios modelos, para tratar de representar el
sindrome psicotico en los roedores se han empleado varias pruebas conductuales,
como las que se describen a continuacién:

a) Hiperlocomocién: los cambios de actividad locomotora se han realizado
en modelos esquizofrénicos en roedores y los efectos con antipsicéticos, en
general el roedor incrementa su capacidad locomotora cuando presente
el estado psicético y se inhibe o reduce al subministrarle antipsicéticos.

b) Habitacién: Esta prueba se refiere a la capacidad de respuesta del roedor
a estimulos o condiciones no habituales (estimulos tactiles o actsticos), en
pacientes con psicosis hay un detrimento de la habitacién.

¢) Inhibicién del prepulso: esta prueba es un paradigma en donde se da un
preestimulo acustico de 30 a 500 milisegundos antes de otro estimulo con
mayor potencia, los pacientes con psicosis no son capaces de filtrar este
estimulo, por lo que denotan sorpresa con ambos, en los roedores se ha
visto que la reaccién al estimulo es retardada.

d) Sociabilidad: La psicosis es un estado que merma la calidad de vida del
paciente, la sociabilidad se disminuye notablemente en los roedores, el
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marcar su territorio es simbolo de poder, los roedores afectados no tratan
de imponerse ante otro macho, simplemente pierden el interés.

Existen otras pruebas que se han validado en roedores con otros desérdenes
como el modelo de nado forzado para depresién, en donde se observan conductas
de inmovilidad homologas a la desesperanza. El modelo de enterramiento
defensivo, que representa rasgos caracteristicos en la ansiedad, las pruebas
de repeticion en laberintos para el trastorno obsesivo compulsivo, pruebas de
memoria, para Alzheimer y esquizofrenia asi como la perdida de memoria, entre
otras.

Modelos animales en el estudio de esquizofrenia

La esquizofrenia es una de las enfermedades mentales con mas alto costo para
la sociedad, se encuentra en aproximadamente el 1% de la poblacién mundial,
generalmente se presenta en la etapa reproductiva del individuo, incidiendo en
este, por toda su vida (16)(16)(16).

El estudio de las patologias psiquiatricas es complicado, no es posible
estudiar el comportamiento de estas usando humanos como objeto de
experimentacién. Por ello los modelos animales son herramientas metodologias
de gran importancia en investigacion.

El modelado de un trastorno humano como la esquizofrenia en
animales implica varias dificultades, como simular sintomas representativos,
la comunicacién y el lenguaje. No obstante la necesidad de investigar este
trastorno ha promovido varios modelos animales, en general estos modelos
pueden dividirse en cuatro categorias: Los modelos animales para esquizofrenia
inducidos a través de farmacos, por mutaciones o deleciones genéticas, a través
de una lesién fisica o neurotéxica y a partir de implicaciones ambientales,
obstétricas o deficiencia de nutrientes(17).

Uno de los modelos mas usados para representar sintomas positivos en
esquizofrenia es el inducido a través de firmacos, como anfetaminas del tipo
de la fenciclidina, molécula no competitiva del receptor N-methyl-D-aspartato
(NMDA), el cual induce sintomas parecidos a la esquizofrenia por el exceso de
produccién de dopamina farmacologica(18, 19). Otro ejemplo, es el trabajo en
donde se indujo psicosis con baclofen, agonista de GABA, el cual provoca efectos
parecidos a los sintomas de la psicosis, este se evalué por medio de la prueba
de inhibicién del prepulso y por analisis de autoradiografia de los receptores
C57BL/6], modelo que til para medir la patofisiologia de la psicosis (20).
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De igual manera un modelo de psicosis inducido con polyriboinosinic y
polybocytidilic (compuestos parecidos a virus o bacterias patégenas que han
sido involucradas en el etiologia de la esquizofrenia) en el periodo prenatal y
postnatal, pero los resultados demostraron que no se presentaron efectos en la
inhibicién del prepulso con respecto a los controles (Meyer et al 2006).

Los modelos animales y el sistema dopaminérgico

En otro experimento, realizaron la Delecién del receptor D2 de dopamina en
un roedor, la delacién provocéd ayudo a observar la afinidad de la dopamina a su
ligando, sugiriendo que el receptor D2 tiene la funcién de regular de afinidad con
los medicamentos antipiscéticos, por lo que es una buena opcién para el estudio
de las enfermedades mentales que involucran el sistema dopaminérgico(21).
También se han realizado ratones mutantes para el gen del receptor D3, en
donde observaron que la mutacién de este incrementa espontaneamente la
locomocién en el modelo (22).

La mutacién del gen rgs9 en el roedor provoca supersensibilidad de
dopamina elevando la proporcién de receptores, dopaminérgicos, caso simular
en los esquizofrénicos, por lo que se cree que este pueda ser un buen modelo
animal para el estudio de la enfermedad (23).

La mutacién del transportador a dopamina (DAT) en el murino provocé
incremento de la actividad locomotora, conductas similares a las provocadas por
estimulantes, este modelo que podria ser de utilidad para padecimientos como
Parkinson, esquizofrenia y déficit de atencién (24).

Los modelos animales y las lesiones cerebrales:

Se ha sugerido que la esquizofrenia es producida por “lesiones” durante el
desarrollo temprano del individuo, trayendo como consecuencia la reduccion de
las conexiones neuronales en algunas regiones cerebrales, como corteza prefrontal
(produciendo probablemente los sintomas negativos de la enfermedad), asi
como la disminucién de ciertas sinapsis en algunos sitios de proyeccién como
en el cingulo, corteza y estriado ventral (produciendo posiblemente a sintomas
positivos (25). Los modelos animales para esquizofrenia que utilizan el concepto
de lesiones cerebrales, pueden ser divididos en dos tipos, lesiones en edad adulta
o en edad temprana.

En modelos animales que se les ha inducido esquizofrenia, a través de
lesiones en el cerebro, reportan comportamientos similares a la enfermedad.
La lesién en amigdala en rata adulta provoca hiperlocomocién e inhibicién
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del prepulso sensorial, ademas de que se ha observado incremento en el
volumen ventricular (26). Otra lesion recurrente en ratas adultas para inducir
esquizofrenia, es en la regién prefrontal, provocando tnicamente cambios en la
locomocién(27). Sin embargo, en estos modelos no se observan otras conductas
que simulan otros sintomas de la esquizofrenia, como, trastornos en la cognicién
o el comportamiento social.

Modelos animales en esquizofrenia y deleciones genéticas

Recientemente se realiz un trabajo en donde se provocaron sintomas parecidos
a la psicosis con fenciclidina y la mutacién del receptor zeta 1 Las evaluaciones
conductuales se realizaron con varias pruebas, como nado forzado, sociabilidad,
movimiento y evaluacién de memoria; en donde se observé perdida de memoria
y sociabilidad por lo que este modelo combinado puede ser un candidato para
la evaluacion de efectos terapéuticos o para descifrar los mecanismos de la
esquizofrenia (Enomoto et al 2007).

En otros modelos se han realizado mutaciones de genes relacionados con las
vias de neurotransmisién involucradas en la enfermedad como la dopaminérgica,
glutamatergica entre otras. Se realizé una mutacién del receptor del gen mGlu
2/3, ademas de adicionar un agonista a anfetaminas (LY3544740), se observé
el incremento de la expresién del gen mGlu3 en el hipocampo comparandolo
con los controles, trabajo que ha servido para comprobar la importancia del
hipocampo en la esquizofrenia (Linden et al 2006).

En ratones mutantes para el gen reelin (glicoproteina secretada por el tele-
encéfalo por neuronas GABAergicas), esta mutacién provoca el decremento
de aproximadamente el 50% en la expresion del gen, en el encéfalo, ademas
de el silenciamiento de la proteina GAD67, lo que provoca deficiencia en la
neurotransmision de este sistema, por lo que se ha sugerido este modelo para el
estudio de la etiologia de la esquizofrenia (Turting et al 2006).

Otro de los modelos para el estudio de psicosis fue realizado con la delecién
de una copia del cromosoma 22 (aproximadamente 30 genes), el modelo
presenté caracteristicas asociados a la psicosis, como hiperlocomocién, por lo
que se sugiere pueda ser un modelo candidato para el estudio de esta y otras
padecimientos psiquidtricos (Jolin et al 2006).
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Modelo con lesion neonatal en hipocampo ventral

El modelo de lesién en el hipocampo ventral de neonatos fue propuesto y
probado por Lipska y colaboradores en 1993, en este modelo se reproducen
algunos sintomas positivos y negativos de la esquizofrenia vistos en los pacientes,
este modelos estd basado en la hipétesis del neurodesarrollo, ya que la hipétesis
postula que la migracién neuronal es alterada desde el segundo trimestre de
gestacion, afectando el sistema dopaminérgico, ademas de varios de los sistemas
de neurotransmisién, y expresiéon de proteinas y receptores, también alterados
en esquizofrenia (28). Este modelo es ideal para comprender los mecanismos
etiologicos de la enfermedad y la reversibilidad de los sintomas a través de
tratamientos farmacolégicos, pues se tiene ventaja de no utilizar firmacos, como
en la mayoria de los modelos validaos para el estudio de la psicosis.

Recientes estudios han establecido una alteraciéon glutaminérgica en las ratas
con lesion en el hipocampo ventral en neonatos debido que al administrar glicina,
un co-agoniata del receptor NMDA, mejora el déficit conductual y disminuye la
actividad locomotora inducida por la administracién de anfetaminas modelos de
sintomas negativos primarios observados en esquizofrenia.

Descripcion general del modelo

En 1992 se trabaj6é por primera vez con un modelo animal para esquizofrenia
fundamentado en la hipdtesis del neurodesarrollo, este modelo esta basado en
las consecuencias a largo plazo de una lesién de hipocampo ventral en ratas
neonatos, este modelo propuesto por lipska y coautores ofrece un constructo
valido de esquizofrenia, ya que induce anormalidades conductuales post-
puberales que simulan los sintomas positivos, negativos y cognitivos descritos en
pacientes con esquizofrenia (tabla 1)(29).
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Tabla 1.
Tabla comparativa entre los sintomas de la esquizofrenia y las caracteristicas
evaluadas en el modelo animal con lesién neonatal en hipocampo ventral
Modelo  Lesion neonatal HV Esquizofrenia

Cambios Hiperlocomocién con estrés Susceptibilidad al estrés
conductuales

Decremento Inhibicién del prepulso Decremento Inhibicién del prepulso

sensorial (PPI) sensorial (PPI)

Decremento en memoria de trabajo Decremento en memoria de trabajo

Decremento del tiempo de socializacién ~ Reduccién de contacto social
Respuesta Anfetaminas (Inducen hiperactividad) Incrementos de sintomas positivos
farmacologica

Apomorfina Tolerancia a neurolépticos

Induce movimientos estereotipados

MK-80 y PCP induce hiperactividad Ketamina Incrementa sintomas

positivos

Cambios Decremento en los niveles de N-acetil Decremento en los niveles de
moleculares aspartato N-acetil aspartato
(corteza
prefrontal)

Decremento en los niveles de

Glutamato descarboxilasa-67

Decremento en los niveles de mRNA de

factor neurotréfico cerebral

Decremento en los niveles de
Glutamato descarboxilasa-67

Decremento en los niveles de
mRNA de factor neurotréfico

cerebral

El modelo tiene la ventaja de no utilizar firmacos, como en la mayorfa
de los modelos utilizados en el estudio de la esquizofrenia y psicosis, por el
contrario se induce con una pequena lesién exitotoxica (afectando cualquier
tipo celular) en el cerebro inmaduro y neuroplastico de los animales, dando
oportunidad a su posterior maduracién y reacomodo de este.
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Método de deneracion

Se realiza una lesién bilateral en el hipocampo ventral segiin método descrito
anteriormente por Lipska et al en 1992. Los neonatos se anestesian por
hipotermia con hielo durante 10-15 minutos. Posteriormente se les realiza
una incision en la piel del craneo, con ayuda de un estereotaxico se localizan
las coordenadas anteroposterior (AP) -3.0, mediolateral (ML) _+3.5, relativo a
bregma, y dorsoventral (DV) -5.0 mm. Realizando una lesion bilateral con acido
iboténico o PBS para los animales falsamente lesionados.

Una vez recuperados de la operaciéon regresan con su madre hasta el destete
(21 dias). Para ser sometidos a varios paradigmas y evaluar conductas parecidas
a la esquizofrenia.

Animales: El modelo se ha estandarizado en ratas Wistar, estas son prefiadas
en el laboratorio, son separadas individualmente con ciclo invertido de 12 horas
de luz oscuridad. De las camadas nacidas, son seleccionadas las crias, y entre los
dias 5-7 de nacidos se les realiza la lesion.

Se han realizado y analizado algunos parametros en los animales a tomar
en cuenta como:

a) Edad: Los neonatos operados son regresados con su madre hasta el
destete entre los 21-24 dias, en donde son colocados en grupos.

b) Posteriormente se han realizado pruebas conductuales y trabajos
histol6gicos a diferentes edades, siendo las mas estudiadas a los 35 y 56
dias postnatal (prepuberales y pospuberales), aunque también se han
realizado pruebas conductuales a los 70, y 90 dias de edad.

¢) Tipo e intensidad de respuesta a estimulos:

En este modelo especialmente se ha evaluado la capacidad de reaccionar
a estimulos acusticos por medio de la prueba de inhibicién del prepulso
sensorial, ya que se ha visto que disminuye la capacidad de respuesta,
posiblemente por deficiencias en el filtraje auditivo.(30), como se ha visto
en pacientes con esquizofrenia que tienen dificultades con el filtrado de
sonidos.

También se ha evaluado la capacidad motriz después de realizada la
lesién, ya que es necesario asegurarse de que la lesién no afecte otras
zonas cerebrales relacionados con la locomocién y la motricidad.
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d) Comparaciéon entre cepas de ratas: En 1995 Lipska y colaboradores
realizaron lalesion en tres cepas de ratas distintas, la Sprague-Dawley (SD),
Lewis y Fischer 344, cepas genéticamente distintas, con la finalidad de
observar cambios conductuales entre estas, después de inducir dano en el
hipocampo ventral con acido iboténico en neonatos. Realizaron pruebas
de conducta como actividad locomotora en dos edades distintas, a los 35
y b6 dias postnatal, después de someterlas a las pruebas encontraron
que la cepa SD es mas reactiva a la locomocién en comparaciéon con la
F344. Los diferentes tipos de cepas tienen diferente susceptibilidad a los
efectos de la lesion, posiblemente esta diferencia puede ser causada por
las diferencias genéticas entre las cepas (31).

e) Diferencia entre sexos: Se han realizado pocos trabajos entre ratas macho

y ratas hembra.
En 2003 se realiz6 la comparacién de ratas macho y hembra postpuberales
(en el dia 56) con lesién en el hipocampo ventral. Se realizaron pruebas de
interaccién social, y se encontré que el nimero de encuentros disminuye
mas en las hembras lesionadas que en los machos. También se realiz6 una
prueba de memoria, en esta prueba se observé que disminuye la latencia
exploratoria de los machos lesionados en comparacién con hembras
lesionadas, posiblemente estas diferencias se deba a los estrégenos, sin
embargo, es necesario realizar mas estudios sobre este apartado (32)

f) Gendmica: Se ha demostrado que el modelo muestra cambios moleculares,
estos cambios se han estudiado principalmente en la regién prefontal,
muestran que se encuentran disminuidos los niveles de N-acetil aspartato,
Glutamato descarboxilasa-67 y de mRNA de factor neurotréfico cerebral,
moléculas importantes en la neurotransmisién, en neurogénesis sintesis
neuronal (33). Sin embargo es uno de los apartados menos explorados,
por lo que es un campo abierto para la investigacion.

Pruebas conductuales evaluadas en el modelo LHV:

El modelo de esquizofrenia producido por una lesién en el hipocampo ventral
en neonatos, se ha sometido a varias pruebas conductuales para determinar un
estado parecido a la esquizofrenia en el roedor, algunas de las pruebas pueden
homologar conductas parecidas en el humano.

1. Actividad locomotora: La hiperlocomocién de los animales lesionados
y falsamente lesionados es medida en su mayoria por medio de sensores o
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fotoceldas, en cajas de actividad previamente seccionadas, en luz roja durante
el ciclo invertido. En la prueba se mide el nimero de cruces que realiza el
animal durante 5 minutos en la caja. En los animales lesionados se espera una
hiperlocomocién, derivado probablemente por el exceso de dopamina en la
regién mesolimbica producido por la lesion.

La actividad locomotora es el pardmetro que mas se ha evaluado en el
modelo de lesién en hipocampo ventral neonatal, se ha medido en varias edades
(35, 56, 70, 86, y 150) algunos autores observan hiperlocomociéon tnicamente a
los 56 dias (34-37), y otros, en todas las edades en que se ha medido (36, 38-41).

2.- Prueba de memoria: Al modelo animal con lesién en hipocampo
ventral neonatal se le ha evaluado memoria a partir del laberinto en “17 y
por medio del laberinto elevado. Chambers en 1996 demostrado la deficiencia
de memoria, realizando pruebas de memoria mediante el laberinto en T,
observé que los animales con lesion neonatal en hipocampo ventral de 35 y
56 dias incrementaron el tiempo de exploracién en el laberinto, al igual que
la latencia (Chambers et al 1996). Lipska posteriormente observa por medio
del laberinto en T, reduccién significativa del tiempo de exploracién de los
animales neonatalmente lesionados en hipocampo ventral a las 6 semanas post
operacién, previo estrés por restriccion de comida. En otro trabajo a los 56
dias midieron memoria de trabajo mediante el laberinto elevado, en donde se
encontré reduccion de latencia en el grupo de animales adultos lesionados (42).

3.- interaccién social: Uno de los sintomas negativos mas representativos en
la esquizofrenia, es el deterioro de la sociabilidad o la incapacidad de interaccién
social. Para la realizacién de esta prueba se introducen dos animales que no han
interaccionado previamente. Se coloca un animal lesionado y otro falsamente
lesionado, en un cilindro transparente con luz blanca directa, y se gravan sus
actividades durante 10 minutos. En esta prueba se toma en cuenta las habilidades
sociales del animal, se mide el tiempo acumulado de interaccién, es decir se
acumula el tiempo en que el animal busca la atencién del otro. Con el modelo
con lesién en hipocampo ventral neonatal, se ha reportado reduccién de la
interaccién social en animales lesionados, de 35 y 65 dias de edad, realizando la
prueba en una arena con luz roja durante 10 o 15 min (41, 43, 44). Sams-doot
observé que a los 96 dias no era significativa la reduccién de la interaccién
social, sin embrago Beaker en 1999, observa reduccién de la interaccién social
en ratas lesionadas en hipocampo ventral de 13 semanas post operacién en una
caja oscura durante 7 min; y a los 78 dias post operacién, otro grupo observé
con un aislamiento mas restringido, mayor reduccién de interaccién social en
los animales lesionados (45).
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4.- Inhibicién del prepulso sensorial: La prueba de inhibicién de prepulso
evalia la capacidad de respuesta ante el estimulo auditivo. En pacientes con
esquizofrenia, se establece que los pacientes presentan reduccién del prepulso
sensorial posiblemente derivado de la dificultad de filtrar sonidos, a los animales
adultos con lesién neonatal en hipocampo ventral, posiblemente también estemos
viendo perdida la capacidad de filtrar sonidos. Esta prueba se ha realizado para
evaluar el procesamiento auditivo, mide la capacidad de filtracién auditiva en
los animales, se ha visto que su capacidad de filtracién esta alterada. El animal
se somete a dos estimulos auditivos, en un animal normal se ha observado que
la respuesta al segundo estimulo es menor que la respuesta la primero, y en
animales lesionados al igual que en pacientes, la respuesta a los estimulos es
igual, su capacidad de filtracién auditivo esta alterado.

Esta prueba se ha evaluado en trabajos anteriores con animales lesionados
neonatalmente en hipocampo ventral, la prueba se ha realizado en animales
de varias edades (70, 100 y 120 dias de edad) variando el nivel de decibeles
y el tiempo de exposicién al pulso y prepulso, encontrandose inhibicién en la
mayoria de las variables (46-49).

iEs posible que la lesion en el hipocampo ventral en los neonatos modifique
la conducta de ratas adultas?

Se ha logrado comprobar que la lesion provocada en el neonato modifica la
conducta en los animales, la conducta que se ha observado en las ratas adulto
es similar a algunos sintomas que se presentan en pacientes que padecen
esquizofrenia.

Una de las conductas méas representativas es el estrés, el animal se observa
nervioso e inestable, los animales lesionados muestran un grado alto de estrés
mostrado en las pruebas de locomocién en campo abierto, a diferencia de los
animales falsamente lesionados (sham).

Otra de la conducta que se ve afectada es la habilidad social, el animal
lesionado no es capaz de socializar frente a otro animal, este se percibe temeroso
ante el otro. Se ha reportado que los animales lesionados pierden la capacidad
de interactuar con otro animal, esta habilidad la pierden comparada con los
animales falsamente lesionados.

Las capacidades cognitivas también se ven mermadas, se ha demostrado
que se ve afectada su memoria de trabajo, los animales lesionados no son capaces
de reconocer objetos que ya se les habian mostrado con anterioridad, asi como
algunas actividades cognitivas, reflejas en la inhibicién del prepulso sensorial.
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Semejanzas del modelo con la enfermedad en el humano

En el afio 2000 Lipska y colaboradores realizaron un comparativo entre las
caracteristicas del modelo animal y la esquizofrenia. Tomando en cuenta:
conducta, respuesta farmacolégica y respuestas moleculares involucradas en
esquizofrenia, estos se resume en la Tabla 1.

En el modelo se ha observado una de las caracteristicas cldsicas, observables
en los modelos farmacolégicos y genéticos, la prueba de locomocién, se ha
visto que se observa hiperlocomocién en varias edades en el modelo de lesién
neonatal en hipocampo ventral, comparando la conducta con el hiperreaccién
al estrés que se presenta en los pacientes.

Este modelo es importante porque es capaz de reproducir algunos de los
sintomas negativos que se observan en los pacientes con esquizofrenia como,
anedonia, abulia, y la pérdida de la sociabilidad, que en el modelo se evalia con
la prueba de interaccién social y donde se ha visto un decremento importante de
la sociabilidad en los animales lesionados neonatalmente en hipocampo ventral.

Asi como la perdida cognitiva que también se presenta en los pacientes,
en el modelo se evalia con pruebas que miden memoria de trabajo, se ha
encontrado que se reduce la memoria de trabajo considerablemente en los
animales lesionados.

A nivel farmacologico el modelo se comporta de manera similar que los
pacientes, se a los animales lesionados neonatalmente en hipocampo ventral, se
les administra un agonista como anfetaminas o fenilciclidinas se exacerban las
conductas psicéticas, se presenta mas hiperlocomocién, deficiencia de memoria'y
perdida de la interaccién social y si se le administra un antipiscético las conductas
se controlan, se reduce la hiperlocomocién, la interaccién social incrementa al
igual que la memoria.

A nivel molecular se ha estudiado algunas moléculas que han sido
relacionadas con esquizofrenia, como glutamato descarboxilaza 67 (que actda
en la cascada de senalizacién) N. acetil aspartato (importante en la ruta del
glutamato), el factor neurotofico cerebral, relacionado en neurogenésis, sin
embargo a nivel molecular falta mucho por investigar.

La evaluaciéon de estos sintomas negativos es importante porque en
la mayoria de los modelos animales para esquizofrenia no se observan y el
modelo de lesion neonatal en hipocampo ventral se puede observar todos, por
lo que tiene la posibilidad de compararse conductualmente, farmacolégica y
molecularmente con los pacientes.
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Validacion del modelo

El modelo fue validado en el ano 2000, mostrando que cumple con los tres
criterios mas importantes a saber en modelos animales.

a) Validez predictiva: Se conoce como la respuesta a los tratamientos

farmacolégicos, es de suma importancia saber que el modelo responda
a firmacos, de manera similar a como responderia el paciente con
esquizofrenia. Ya que es una herramienta indispensable para probar y
valorar medicamentos antes de salir al mercado. Se han realizado varios
trabajos, para comprobar la irreversibilidad del modelo, se les han
aplicando farmacos como anfetaminas, estas exacerban la conducta de
hiperlocomocién en el animal, revirtiéndolos al aplicar antipsicéticos,
demostrando la reversibilidad del modelo (50).

Es importante saber si el modelo responde de manera similar o igual que

el paciente, si este presenta sensibilidad farmacolégica, y selectividad,
ya que debe responder Unicamente a antipsicéticos que reviertan las
conductas antes evaluadas.

b) Validez de apariencia: La validez de apariencia es uno de los criterios

<)

mas fuertes que consolidan el modelo, se ha encontrado una buena
similitud entre el modelo y la enfermedad, las pruebas conductuales
a las que son sometidos los animales, muestra algunos de los sintomas
mas representativos del desorden. Se pueden observan algunos sintomas
positivos (hiperlocomocién) y negativos (anhedonia, apatia), asi como
deficiencia en la filtracién de las percepciones, y deterioro en la memoria.
Validez hipotética: El modelo estd sustentado sobre la hipétesis del
neurodesarrollo, mostrando que el dano provocado en las primeras
etapas de vida (estado neonato) puede afectar la conducta del individuo
a largo plazo.

Limitantes del modelo

El modelo presenta algunas conductas que simulan sintomas de la esquizofrenia,
sin embargo algunos autores creen que la esquizofrenia es una enfermedad
necesariamente y exclusivamente del humano, como resultado de un proceso
evolutivo adaptativo al ritmo de vida de las grandes ciudades.
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No sabemos con certeza cual es el origen de la enfermedad, sin embargo el
modelo muestra algunas de las conductas representativas de la esquizofrenia,
el dano provocado por una lesién durante el neurodesarrollo del cerebro,
posiblemente provoca un dano a futuro en el cerebro inmaduro de la rata que se
traducen en cambios conductuales y moleculares semejantes a algunos sintomas
representativos de la enfermedad. Sin embargo no toma en cuenta, los factores
estresares anteriores o posteriores al dafio, durante o posterior a la operacion,
asi como el riesgo genético, o algtn otro factor que predisponga o provoque la
enfermedad, como la neurodegeneracion, como otra de las hipétesis que hoy
estan retomando fuerza.

Conclusiones

El cuidado de los animales debe tener un capitulo importante en la bioética, si bien
algunos aspectos de la investigacion biomédica actualmente esta dependiendo
cada vez menos del animal vivo y buena parte del trabajo se esta realizando en
preparaciones aisladas, aun es inevitable la etapa de experimentacién animal.

De la misma manera no se puede evitar la prueba final en el propio ser
humano, con todas las precauciones y el riesgo que nos merecen nuestros
semejantes, ya que la investigacion clinica en voluntarios informados sigue
siendo indispensable antes de poner a disposicién de la sociedad cualquier
nuevo producto de progreso en medicina.

En la situacién actual, lo mas razonable es adoptar la postura intermedia de
consolidar el uso de animales en investigacién como necesario para ajustarse al
imperativo moral de curar y prevenir enfermedades humanas, pero buscando
formas de remplazar y reducir su ntimero y disminuir su sufrimiento.

El modelo animal es un buen candidato para estudiar enfermedades
humanas, para conocer la etiologia y desarrollo de practicamente cualquier
enfermedad. El modelo animal con lesién neonatal en hipocampo ventral simula
sintomas y caracteristicas conductuales mas representativas en esquizofrenia. La
reproducibilidad de este modelo para esquizofrenia es plausible, pues a partir de
evaluar algunas de las pruebas y modelos conductuales se ha logrado mimetizar
algunos de los sintomas mas representativos de la enfermedad.

A través de la prueba de actividad locomotora se ha logrado observar el
incremento en locomocién en animales lesionados en comparacién con los
falsamente lesionados, la hiperactividad mostrada se ha asociado a los sintomas
positivos de la enfermedad. La prueba de interaccion social muestra signos
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negativos de la enfermedad, estd perdida de esta habilidad, es posible que el
animal muestre miedo o incapacidad de interaccionar con el otro, caracteristica
distintiva en pacientes con la enfermedad.

En la prueba de memoria se observa algo similar, la pérdida de memoria
en el grupo lesionado, estd perdida se ha asociado a la perdida de capacidades
cognitivas en pacientes.

Este y otros modelos animales nos permiten modular paso a paso algunas
de los sintomas y caracteristicas de las enfermedades, simulando con mayor
exactitud las condiciones de los pacientes, condicién que nos permitird estudiar
los elementos moleculares y genémicos alterados en los pacientes.

Estas conductas reproducibles en los modelos animales nos pueden ayudar,
también a entender algunos de los mecanismos adaptativos en el cerebro para
entender y contribuir a la atencién y diagnostico de las enfermedades.
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