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SECUENCIAMIENTO DEL
HumaNO

GENOMA

Maria Amparo Acosta Arag(m *

entro del nuicleo de cada célula somatica, en

dos versiones distribuidas en 23 cromosomas,

se encuentra la informacion genética. El total
de la informacién se encuentra en tres billones de letras
en un codigo de 4 letras. En las regiones llamadas genes,
las cuales constituyen el 5% del total, este cédigo espe-
cifica la estructura de 80.000 acidos ribonucleicos o
RNAm, que a su vez especifican igual nimero de pro-
teinas. Una vez en cada cien letras, el cddigo presenta
variacién intrinseca. Entonces en forma gruesa puede
haber 3 millones de diferencias entre un set de
cromosomas y otro. Una pequefia proporcion de éstas
ocurre para las alteraciones fenotipicas llamadas en-
fermedades. Otra pequefia proporcién (pero en nume-
ro muy importante) ocurre para las diferencias encon-
tradas en la susceptibilidad genética heredada a las en-
fermedades. En promedio se estima que cada uno de
nosotros es portador de 4 a 5 mutaciones severas, la
mayoria de ellas en forma recesiva, y también de un
gran numero de variantes que aumentan el riesgo para
algunas enfermedades. Por otro lado la secuencia es
idéntica en el 99.9% de un set de cromosomas con
respecto al otro. Esto es lo que hace razonable hablar
de un genoma humano, al menos con el propdsito de
determinar una secuencia completa representativa, para
identificar los genes.

El proyecto genoma humano se inaugura oficialmente
el 1 de octubre de 1990, en los Estados Unidos por el
Instituto Nacional de Salud (a través del centro nacional
para la investigacion del genoma humano) y el departa-
mento de energia, colocando como meta el afio 2005
con el fin de presentar completamente secuenciado el
genoma humano, con un costo total de US$ 3.000 mi-
llones. De acuerdo a los acontecimientos actuales la meta
se logra con cinco afios de anticipaciéon. Aunque el tra-
bajo no tiene como fin secuenciar todos los
polimorfismos humanos (el 0.1% de diferencias exis-
tentes entre un set de cromosomas y otro), este proce-
so acelera el descubrimiento de variaciones especificas
que tienen consecuencias desde el punto de vista clini-
co. Al respecto los investigadores han encontrado repe-
tidamente que un cambio minimo en el genotipo, tiene
profundos efectos fenotipicos. Un ejemplo cldsico es la
anemia de células falciformes en la cual el nucleotido o
base adenina, dentro del c¢ddigo de tres billones de le-
tras, es reemplazada por una timina, o cual altera la
estructura de la B-globina.

En forma mas reciente se ha encontrado otro ejempio
en la acondroplasia, en la cual todos los pacientes tienen
la misma mutacién, el cambio de una citosina por una
timina, afectando el gen para el receptor del factor 3 de
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crecimiento de fibroblastos; o la fibrosis quistica, la
cual en la mayoria de los casos surge de una delecion
de CTT, lo cual afecta el transporte de cloro.

Casi todos los dias los investigadores y sus pacientes
escuchan de tales descubrimientos, en los cuales un
grupo de investigadores ha mapeado un gen relaciona-
do con una enfermedad o su localizacidén cromosomica,
o ha determinado su secuencia completa o ha descu-
bierto una prueba para detectar una enfermedad de alto
riesgo.

En algunos casos se pueden delinear estrategias de pre-
vencidén como cambios en el estilo de vida o algunas
" veces drogas. En otras el detectar un elevado riesgo
no estd acompafiado de una intervencion benéfica. Este
problema se observa en desordenes donde intervienen
varios genes (poligénicos) complejos, grupo en el cual
se incluye la diabetes, la hipertensién y la mayoria de
los desérdenes comunes. En estos casos la prediccidn
de riesgo podria tener mayor importancia desde el pun-
to de vista estadistico, afladiendo aiin mayor compleji-
dad para el asesoramiento y el seguimiento. Fig. 1

MAPEO GENKETICO

En principio, para cualquier segmento cromosomico,
el aclarar su constitucidon se hace por una serie de
mapas. El primer tipo de mapa es el genético o de

ligamiento, en el cual las distancias representan la po-
sibilidad de que el gen de una enfermedad y otro gen
llamado marcador se hereden juntos, en familias que
se estudian. Los marcadores que se encuentran en un
mismo cromosoma tienden a heredarse juntos aunque
no en igual proporcion dependiendo de eventos de
recombinacion que ocurren cuando el cromosoma se
rompe e intercambia material genético con su
cromosoma homologo.

En el mapa genético la unidad de distancia es el
centimorgan (cM), representando 1% de posibilidad
de recombinacion durante una meiosis (0 en otras pa-
labras 99% de posibilidad de que dos marcadores se
hereden juntos). En promedio 1¢M equivale a un mi-
116n de pares de bases (1 Mb) de distancia en un mapa
fisico, de tal manera que las distancias genéticas son
relativas con respecto a las distancias fisicas, porque
algunas regiones de los cromosomas recombinan mas
que otras.

Una de las metas iniciales del proyecto genoma la cual
se cumplié en el aflo 1995 fué tener un mapa genético
con marcadores cuya distancia no supere a los 2-5cM.
Se espera tener cada vez un mapa diez veces mas em-
paquetado que el original. Como consecuencia de lo
anterior un investigador recolectara muestras de DNA
de una familia afectada por una enfermedad, y es muy
probable que encuentre que el gen de la enfermedad se
hereda con un marcador genético cuya localizacion en
el mapa es conocida en forma precisa.
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Por lo general, un tamizaje con 300 a 400 marcado-
res es lo que se usa para investigar ligamiento y por
lo tanto este mapa de gran densidad debera ser usado
para investigar areas que prometen tener el gen de la
enfermedad. Si se tienen muchas familias disponibles
para andlisis y esta enfermedad presenta un patron
de herencia mendeliana, se podria mapear el gena 1-
2¢cM de distancia. Para las condiciones de tipo
poligénico la localizacion serd con frecuencia menos
exacta.

Dentro de los 10.000 marcadores que se encuentran
en el mapa actual, cerca del 75% son repeticiones de
secuencias Gnica (SSRs), las cuales algunas veces
han sido llamadas microsatélites. L.a mayoria de es-
tas repeticiones son de dinucledtidos del tipo CA. En
forma general estas repeticiones varian entre un indi-
viduo y otro en su numero. Por ejemplo en un
cromosoma pueden haber 23 repeticiones y en el
cromosoma homaélogo 19. En el par de cromosomas
de otra persona, el numero de repeticiones puede ser
de 20 y 24. Los SSRs son utiles precisamente por
que ellos son altamente variables (polimorficos): por
lo tanto Ia presencia de un nimero particular de repe-
ticiones puede ser seguida en una genealogia. De tal
manera que el investigador utiliza fa PCR (reaccion
en cadena de la polimerasa) para amplificar la regién
de las repeticiones. Una electroforesis realizada en
un gel puede mostrar su tamafio, sin necesidad de
conocer la secuencia.

La desventaja es que la electroforesis en un gel se
requiere para todo y en el momento este proceso se
encuentra modestamente automatizado, lo cual au-
menta el trabajo y el costo a un proyecto de investi-
gacion, especialmente si cientos de muestras de DNA
se requieren para analizar en cada una de ellas cien-
tos de marcadores, como es de rutina en el estudio
de las enfermedades poligénicas. De hecho que para
el futuro los marcadores mas utilizados sean los
polimorfismos de un unico nucleodtido (SNPs) en los
cuales un cromosoma muestra una C por ejemplo y
el otro tiene una G (guanina). Tales diferencias pue-
den ser encontradas una vez en cientos de bases. In-
dividualmente son menos informativos que los SSRs,
ya que son menos polimérficos. Sin embargo ellos
serian mas faciles de analizar por los métodos auto-
matizados que ahora se encuentran en desarrollo. Uno
puede imaginarse 5 veces mas pruebas haciendo un
proyecto mas econdmico y potencialmente una loca-
lizacién de un gen mas exacta.

MAPEG FiSICO

En un mapa fisico las distancias entre los marcadores
consecutivos no se definen por la probabilidad de
heredarse juntos (ligados) sino por las distancias fisicas
reales en el DNA, medidas en pares de bases, kilobases
(Kb) o megabases (Mb). En el proyecto genoma huma-
no la meta es tener marcadores fisicos a una distancia
promedio de 100 kb, de tal forma que se requieren en
total unos 30.000 marcadores. Esto podria llevar a su
vez a la construccion de un grupo de fragmentos de
DNA clonados (insertados en un vector que los amplifi-
ca), en donde este grupo de fragmentos abarque todo el
genoma. De hecho mas de 25.000 marcadores ya se
encuentran ubicados en el mapa y mas del 95% del
genoma se encuentra actualmente validado con grupos
de fragmentos de DNA clonados que se sobrelapan unos
con otros.

En los Estados Unidos el tipo de marcador preferido
para el mapeo fisico son los sitios rotulados de secuen-
cias conocidas o STS. Cada uno no es mas que el par
de primers

necesario para que una prueba de RCR amplifique una
secuencia en un lugar particular en el genoma humano
(una secuencia tipica de 60 a 10.000 pb de longitud).
Fig. 2

SECUENCIAMIENTO DEL DNA

Con un mapa fisico detallado que proporcione una bue-
na guia el proximo paso es el secuenciamiento a gran
escala: la identificacién en grandes y extensos fragmen-
tos delel codigo genético. La fase de secuenciamiento
del proyecto genoma humano (o sea el descubrimiento
de los tres billones de letras) es lo que se ha logrado en
el presente afio.

En 1990 el costo por nucledtido era prohibitivo US$5; pos-
teriormente bajé a US$1 y continfa bajando. Fig. 3

CONSECUENCIAS CLINICAS

Desde el momento actual se ve el impacto que la biolo-
gfa molecular tiene sobre la practica clinica. De hecho
ya se tiene éxito en el diagnostico de ciertas enfermeda-
des tales como el cancer. Los pacientes le comentan a
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su médico que tienen esta enfermedad en la familia y
preguntan si ellos pueden ser analizados. Para el cancer
de mama y de colon hay mucho interés dado que hay
dos genes del cancer de mama muy bien identificados e
igualmente 4 genes implicados en el cancer de colon no
polipoide.

En un futuro no muy lejano la prevencion primaria se
basara en aconsejar o guiar a los pacientes saludables
en decidir si deben someterse a estudios que definan su
susceptibilidad genética a ciertas enfermedades.

Supongamos que un paciente informa que su madre
muri6 de cancer de seno y que su tia tiene cancer de
ovario. Ella ademés ha oido hablar de que las mutacio-
nes en el gen que produce cancer de seno ya pueden ser
detectadas. Antes de que cualquier prueba se lleve a
cabo el médico debe realizar una historia familiar deta-
llada, para estar seguro del diagndstico y del riesgo. La
realizacién de la prueba debe estar precedida por un ase-
soramiento al respecto. En forma particular, el médico
debe explicar que una mutacion en el gen BRCA1 llevaa
tener un riesgo elevado para desarrollar cancer de mama
y también cancer de ovario (tanto como un 85% y un
50% respectivamente). En familias con historia de can-
cer de mama o de ovario,,una persona tiene el riesgo en
45 % de tener una mutacion en el gen BRCAT; que si
ademas la mutacion se encuentra presente en la madre
y en la tia, la posibilidad de tenerla (por herencia
mendeliana) es del 50%.

El médico deberd también explicar que se han encontra-
do mas de 100 mutaciones en el gen BRCAL: de tal
manera que la prueba o test debera cubrir todo el gen
para detectar cualquiera de las 100 mutaciones y que si
el resultado es negativo, podria no ser significativo.
Ademas un resultado verdaderamente negativo podria
tener un valor limitado, dado que una mujer cualquiera
que no tenga una mutacion en el gen BRCAI podria
tener el riesgo del 12% de desarrollar cancer de mama,
que tiene toda mujer.

Un hallazgo positivo podria tener cierto valor, ya que el
paciente asume de que si el test existe, también deben
haberse desarrollado estrategias preventivas. Por ejem-
plo el uso frecuente de la mamografia. Desafortunada-
mente no se sabe cuanto este tipo de medidas pueden
reducir el riesgo de morir de céncer de seno. Algunas
mujeres con una fuerte historia familiar de cdncer de
mama, optan por la mastectomia profildctica, pero al-
gunas veces el cancer de mama se desarrolla en el tejido

epitelial remanente. Para el cancer de ovario no hay
métodos de tamizaje de rutina, la cirugia viene a ser
entonces la Gnica opcidn profilactica, pero sin un valor
seguro, dado que a veces se encuentra carcinomatosis
peritoneal muchos afios después en mujeres en las que
ambos ovarios han sido extirpados.

También existe la posibilidad de que personas sanas, sin
historia familiar se sometan a pruebas para detectar un
riesgo aumentado para una enfermedad, encontrandose
en aquellos casos que son positivos, con el problema de
que sus seguros de vida se incrementan a unos costos
que no pueden ser considerados como aceptables. Este
peligro debe ser explicado antes de someterse a la prue-
ba. Hay leyes en algunos estados de Estados Unidos,
que obligan a los aseguradores a no excluir a las perso-
nas del cubrimiento con base a su informacion genética;
este es un gran avance, pero en muchos casos no evita-
ra el alto costo que puede cobrar una aseguradora.

La mayoria de las enfermedades no son monogénicas,
sino con un patron de herencia complejo. De igual ma-
nera se sabe que estas enfermedades, como la diabetes,
la hipertensién, la enfermedad coronaria, la obesidad, la
enfermedad de Alzheimer, la esquizofrenia, la enferme-
dad maniaco depresiva y las formas mas comunes de
cdncer, entre otras, presentan agregacion familiar. En
los proximos afios tal como sucedid con el cancer de
mama o de colon, se desarrollaran pruebas genéticas de
susceptibilidad. En los proximos 10 afios tales pruebas
estaran disponibles para la mayoria de enfermedades
comunes.

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, se podria de-
sarrollar un programa de medicina preventiva, en el cual
la gente adulta saludable puedan leer y aprender acerca
de los riesgos individuales para 40 a 50 enfermedades y
que ellos decidieran cuando quieren ampliar esta infor-
macion. Ellos podrian entonces decidir hacer pruebas
inclusive para enfermedades para las cuales no existe
ninguna estrategia preventiva. Otros decidirdn hacer
pruebas sélo para aquellas enfermedades que tengan al-
giin tipo de tratamiento y otros se negaran a conocer
cualquier informacion. También esta decision debera ser
respetada.

Con el tiempo, los desérdenes de origen genético po-
dran ser tratados, lo cual disminuird los dilemas acerca
de las pruebas. En algunas enfermedades la terapia génica
puede llevar al reemplazo en los tejidos de una secuen-
cia de DNA que causa o que lleva al riesgo de tener la
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enfermedad. En otros desérdenes en los cuales se tiene
un conocimiento preciso del defecto biomolecular, se
haran drogas mas efectivas.

Todavia no se conocen bien la serie de eventos que ocu-
rren para que aparezca una determinada enfermedad. El
cdncer ocurre como consecuencia de una serie de mu-
taciones somdticas, de tal manera que actualmente se
conoce un catdlogo de 100 oncogenes, en cualquiera de
los cuales una mutacién da como resultado un creci-
miento celular inapropiado. Hay también un catalogo de
30 a 40 antioncogenes o genes supresores tumorales,
en los cuales el dafio de la doble copia también conduce
a un crecimiento celular inapropiado. Tales conocimien-
" tos estan llevando a la investigacion de otras terapias,
incluyendo un grupo de inhibidores del oncogen RAS
que ahora estan siendo probados contra el céncer de
colon, Se cree que en la proxima década pruebas
sofisticadas de diagndstico van a ser las intervenciones
més potentes.

INTERES EN EL ESTUDIO DEL GENOMA

La consecuencia final se traducird en la investigacion
basica en biologia teniendo el conocimiento del genoma
completo. Todavia no se conoce como las células res-

Figura. 4
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ponden a un estimulo dado en un tiempo dado como
respuesta a la expresién de un gen. Si un investigador
estudiara la inflamacion podria escoger medir el RNAm
para una sefial de transduccion de una quinasa en varios
momentos después de que un macréfago haya sido es-
timulado por una citoquina.

La tecnologia desarrollada actualmente permitiria al in-
vestigador escoger un grupo de clones que representen
cientos de genes. Se podria aislar una muestra de RNA
después de examinar una céluia marcada con un
fluorocromo e hibridizarlo. La intensidad de !a hibrida-
cion puede conducir al investigador a entender que genes
se encuentran activos (como fo revela el RNAm en el
material extraido).

El procedimiento conduciria a observar las muestras de
RNA obtenidas a diferentes intervalos después de la
estimulacion celular, de tal manera que el investigador
podria determinar que genes generan el tapiz de res-
puestas celulares en un momento dado o en varios mo-
mentos. Uno se puede imaginar la investigacién de los
mosaicos de expresion usando clones de librerias de
DNACc existentes. Tales exploraciones no se encuentran
dentro de los objetivos del proyecto genoma humano,
pero podran ser las metas del proyecto genoma Il o
para investigadores interesados en el estudio del genoma.
Fig.4
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IMPACTO DEL PROYECTO DEL
GENOMA HUMANO

El atlas del genoma humano revolucionara la practica
de la medicina y de la investigacién bioldgica durante e
incluso mds alla del siglo XXI. Eventualmente se en-
contraran todos los genes y se desarrollaran diagndsti-
cos precisos para la mayoria de las enfermedades
genéticas. Ademas facilitard el desarrollo de modelos
animales para investigar la enfermedad humana y para
entender la funcion de los genes en los estados de salud
y enfermedad.

Ya se han identificado genes individuales asociados con
algunas enfermedades tales como la fibrosis quistica,
distrofia muscular de Duchenne, distrofia miotonica,
neurofibromatosis, sindrome del X fragil, enfermedad
de Huntington y retinoblastoma, entre otras. Segin se
va avanzando en la investigacion, se descubrirdn tam-
bién los mecanismos de las enfermedades causadas por
varios genes, 0 por genes en su interacciéon con el me-
dio ambiente. Se ha descubierto una predisposicién
genética a padecer enfermedades tan importantes como
las cardiovasculares, la diabetes y varios tipos de can-
cer.

La identificacién de estos genes y sus proteinas, prepa-
raran el camino hacia tratamientos mas efectivos o nue-
vos como la terapia génica y hacia medidas preventi-
vas. Cuando se conozca mejor la organizacion del
genoma y la regulacion de los genes, se empezara a
entender como un ser humano puede desarrollarse a
partir de una sola célula hasta convertirse en un indivi-
duo adulto, por qué este proceso se altera en ocasiones
y que cambios tienen lugar con el envejecimiento de las
personas.

Las técnicas desarrolladas para la investigacion del
genoma, también encontraran muchas aplicaciones en
la industria y en proyectos para trazar el mapa de los
genomas de animales de granja y de productos agrico-
las de gran importancia econdémica y eventualmente,
permitiran mejorarlos.

Aunque la investigacion del genoma en si misma no re-
presenta ningin dilema ético nuevo, la utilizacién de los
datos que van surgiendo de este proyecto, si que obliga
a plantearse cuestiones que habra que resolver antes de
que los datos se acumulen de una forma considerable.
Por ejemplo, si un andlisis puede predecir que una per-
sona morira joven de una enfermedad genética incura-

ble y devastadora, se hara esa persona el analisis ? Y
cudl serd su actitud si ese mismo andlisis puede infor-
marle de que pasard o nd esa enfermedad a su descen-
dencia? Le gustaria a alguien saber que debido a sus
genes, su trabajo en una planta quimica puede originarle
cdncer? Le gustaria a esa persona que los responsables
de esa planta o su compafifa de seguros conocieran su
predisposicion?

Estas son algunas de las cuestiones que ahora empeza-
mos a plantearnos como consecuencia de los avances
tecnologicos, en genética humana. Sin embargo, segun
se van conociendo mas datos, va siendo posible anali-
zar a un individuo sobre un mayor ntmero de proble-
mas genéticos, problemas que pueden afectar a su vida,
a su capacidad para realizar determinados trabajos, o al
modo en que le va afectar la ingesta de alcohol o de
medicamentos.

De hecho, se van a desarrollar mucho maés rapidamente
los anélisis para detectar enfermedades genéticas que
sus tratamientos. Aunque la capacidad para obtener in-
formacion a partir del DNA humano, no es un objetivo
directo del proyecto genoma humano, la tecnologia que
se desarrolle dentro del proyecto va a aumentar la can-
tidad de informacion que se puede obtener de ese DNA.
Por lo tanto como va a afectar nuestra intimidad perso-
nal y familiar, a nuestro nivel de salud, a la cobertura de
nuestros seguros, a nuestra vida cotidiana, e incluso a
la actitud social hacia nosotros, esta informacion genética
detallada y sensible?. estos problemas no son nuevos, la
sociedad se esta enfrentando a ellos desde la introduc-
¢ion de los andlisis para determinar la exposicidn al SIDA.
Las leyes garantizan el derecho a la intimidad y prote-
gen contra la discriminacién, pero como se van aplicar
estas leyes a la informacion del genoma? Este mayor
conocimiento del genoma humano, va aumentar la tole-
rancia de la sociedad hacia las personas con diferencias
genéticas, o va aumentar la discriminacion?

Para atender debidamente el desarrolio de unas lineas
de actuacion adecuadas sobre los aspectos éticos o le-
gales del proyecto genoma humano, el National Center
for Human Genome Resarch dedica 5% de su presu-
puesto anual para la organizacién de conferencias, pro-
yectos de investigacion para identificar y considerar los
temas mas relevantes y actividades dirigidas a mantener
la sociedad informada de todos estos aspectos. El obje-
tivo final es salvaguardar a los individuos y a la socie-
dad de los abusos de la informacion genética.
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El proyecto genoma humano, va a revelar los detalles
moleculares de la especie humana, y eso nos permitird
maravillarnos de la similitud existente entre nosotros, y
al mismo tiempo celebrar nuestra diversidad.

ENFERMEDADES GENETICAS EN LAS
CUALES EL GENHA SIDO IDENTIFICADO
POR CLONAMIENTO POSICIONAL

1986

Enfermedad granulomatosa cronica
Distrofia muscular de Duchenne
Retinoblastoma

1989

Fibrosis quistica

1990

Tumor de Wilms
Neurofibromatosis tipo |
Factor determinante testicular
Choirodermia

1591

Sindrome de X fragil
Poliposis familiar
Sindromede Kallmann
Aniridia

1992

Distrofia miotdnica
Sindrome de Lowe
Sindrome de Norrie

1993

Enfermedad de Menkes
Agammaglobulinemia ligada al cromosoma X
Deficiencia de Glicerol quinasa
Adrenoleucodistrofia
Neurofibromatosis tipo 11
Enfermedad de Huntington
Enfermedad de Von Hippel-Lindau
Ataxia espinocerebelosa |
Lisencefalia

Enfermedad de Wilson

Esclerosis tuberosa

1564
Sindrome de Mc Leod

Enfermedad poliquistica renal tipo 1
Atrofia dentorubropalida

Sindrome de X fragil E

Acondroplasia

Sindrome de Wiskott-Aldrich

Céncer de mama/cancer de ovario de inicio temprano
(BRCA1)

Displasia diastréfica

Ataxia espinocerebelosa [11

Sindrome de Aarskog-Scott
Hipoplasia adrenal congénita

Distrofia muscular de Emery-Dreifuss
Enfermedad de Machado-Joseph

1995

Atrofia muscular espinal

Condrodisplasia punctata

Distrofia muscular cintura-miembro
Albinismo ocular

Ataxia telangiectasia

Enfermedad de Alzheimer (cromosoma 14)
Enfermedad de Alzheimer (cromosoma 1)
Raquitismo hipofosfatémico

Exostosis hereditaria multiple

Sindrome de Bloom

Cancer de mama de inicio temprano (BRCA2)

1996

Ataxia de Friedrich

Epilepsia mioclonica progresiva
Sindrome de Treacher-Collins
Sindrome de QT largo (cromosoma 11)
Sindrome de BarthS

Sindrome de Simpson-Golabi-Behmel
Sindrome de Werner

Retinitis pigmentosa ligada al cromosoma X
Enfermedad poliquistica renal tipo Il
Sindrome de nevus celular basal
Miopatia miotubular ligada al cromosoma X
Displasia ectodérmica anhidrotica
Hemocromatosis

Sindrome de Chediak-Higashi

Exostosis hereditaria multiple tipo 11
Anemia de Faconi

Sindrome de Hermansky-Pudlak
Ataxia espinocerebelosa tipo I
CADASIL (isquemia hereditaria)
Sindrome de Reiger

Diabetes juvenil (cromosoma 12)
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