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BIOLOGIA DEL NUCLEO CELULAR

Biologia del ndcleo celular

PREFACIO

El propdsito de este fasciculo es analizar 1a es-
tructura y fisiologia del nicleo celular, integrando
en forma actualizada el conocimiento cientifico al-
canzado en este tema. La célula es una unidad e.s
tructural y funcional, en la cual todos sus comparti-
mientos, separados o no por membranas bioldgicas,
estdn estrechamente integrados y coordinados en
sus funciones especificas. Por ello no es exirafio que
el estudio del compartimiento nuclear nos lleve ne-
cesariamente hacia otros compartimientos cely-
lares, con los cuales el nicleo mantiene multiples
interacciones funcionales. Entre éstas destaca por
ejemplo, el que los estimulos extracelulares que
motivan respuesta nuclear sean recibidos a través de
vias ciloplasméticas y que, de la misma manera, las
respuestas nucleares a tales estimulos se reflejen en
cambios en la actividad de organelos ciloplasméricos.

Por otra parie, el micleo es el compartimiento en
¢l que las células eucarionies tienen organizado el
material hereditario, De esta manera, serd también
materia de andlisis la ultraestructura misma del
micleo, asi como la del material hereditario que est4
contenido en é1. Veremos como es posible hacer
compatible una organizacién molecular constante
del material hereditario con la muliiplicidad de in-
formaciones que conlizne, y con la expresidn regu
lada de ellas en el dempo,

Las cé€lulas pueden reproducirse y, de esta manz-
1a, perpetuarse en el liempo, Esto es posible porque

existe un eficiente sistema de reproduccidn celular
como es la mitosis, en el cual participa toda 1a célufa
y cn ¢l que el material hereditario, organizado en
cromosomas, se distribuye ecuacionalmente en las
células hijas. El estudio de los cromosomas, obser-
vados desde fines del siglo pasado a través del mi-
croscopio de luz, ha contribuido en mucho al enten-
dimiento del sisterna nuclear y genético de las célu-
las eucariontes. Asf, otra parte del fasciculo estard
dedicada a 1a mitosis y, en particular, a la relacién
nicleo-cromatma y cromosomas.

El notable avance de ia investigacidn cientifica,
como ocure con ciertos campos de la Biologia, se
debe en gran medida al extraordinario desarrollo
tecnoldgico y de Ias metodologfas de andlisis, algu-
nas de ellas de gran sofisticacién. Esto nos puede
acarrear el problema que, al nc conocer las bonda-
des o limitaciones de dichas metodologias, no poda-
mos analizar criticamente los resultados que a tra-
vés de ellas se han obienido. Es por ello que serdn
también abordadas algunas de las mewdologias uti-
lizadas en la investigacién en biologia celular y, en
particular, algunas que han sido aplicadas o desarro-
lladas para estudiar la organizacién del nicleo y el
material hereditario.

Los autores esperamos que la sintesis que se en-
trega al lector, sirva los propdsitos de divulgar
algunos de los aspeclos mds imporanies de la orga-
nizacion y funcionalidad del Niicleo Cefular.

A



BIOLOGIA DEL NUCLEQ CELULAR

INTRODUCCION

Sistema nuclear eucarionte

El niicleo es una estructura celular generalmente
tinica, aproximadamente esférica y de unos 7 um de
didmerro. Su limite estd definido por la envoliura
nuclear, que s una estructura compuesta por dos
unidades de membrana separadas entre si por un
espacio. En el interior del nicleo se encuentra el
material genético o hereditario, Molecularmente, €l
material genético corresponde al DNA (4cido. de-
soxirmibonucleico), el cual se encuentra asociadoen
forma caracteristica a protefnas bésicas llamadas
histonas, y formando parte de un agregado macro-
molecular conocido como cromatina (Figura 1).
Utilizando el microscopio electrdnico de transmi-
sién es posible abservar en el interior del nicleo a fa
cromatina en distintos estados de condensacidn,
uno ¢ més nucléclos y granulos de nibonucleopro-
tefnas (RNP) dispersos en la cramalina desconden-
sada. M4s adelante veremos que, subyacente a esta
aparente monotonfa nuclear, existe un bullente
mundo de sintesis y procesamiento de diferentes
moléculas, las que no son otra cosa que la expresion
del mensaje genético contenido en el nicleo.

No todas las células tienen un nicleo verdadero,
organizado en los términos sefialados. A estas célu-
las se las llama procariontes. La mayoria de los pro-
cariontes también tiencn al DNA como material
hereditario. Sin embargo, éste no se encuentra orga-
nizado en cromatina como en las ¢€lulas que poseen
nicleo verdadero, o eucariontes. En los procarion-
tes, ¢l DNA es una molécula winica, generalmente
circular, que se encuentra concentrada en un sector
de Ia célula que se conoce como nucleoide. El nu-
cleoide de los procariontes no estd rodeado por
membranas, Supuestamente, la compleja organiza-
cién del material hereditario de los encariontes ha-

_bria evolucionado hace unos dos mil millones de
* aflos a partir de sistemas procarionies primitivos,
Las células procariontes gencralmente viven en
. forma independiente unas de otras, Sin embargo,
lambién pueden agregarse entre sf generando aso-
ciaciones de diferente tipo, en las que no hay espe-
cializacién celular, Por el contrario, en los sistemas
celulares encariontes es frecuente encontrar orga-
nismos multicelulares, compuestos por miles o mi-
llones de células, en las cuales las funciones vitales

pecializadas, Esta especializacién, o diferenciacign
celular, demanda al mismo tiempo una grat coor-
dinacidn entre las células.

La especializacién funcional no significa una
reduccion de la informacidn genélica de cada célula

Figura 1. Estructura del nicieo. La envaltura nuclear (EN)
limita al niiclen en 1oda su superficie exwema. Formada por dos
membranas que son atraveradas en varios puntos por complejos
de poro (CP). En la perifenia intema s¢ encusnira cromatina
condensada {CC), unida a la manbrans nuclesr inlemna a través
de ia limins (L). Hacia el centro se observa cromatina descon -
densada {CD), y un mucléolo (NL).

diferenciada. Por el contrario, significa un aumento
de la complejidad de la informacidn, debido a las
miiltiples interacciones o regulaciones de su expre-
sién que se hacen posibles y necesarias. En otras
palabras, la aparicién del sistemna nuclear eucarionte
en la evolucidn no s6lo se tradujo en la presencia de
un nicleo rodeado de membranas, sino lambién en
la emergencia de un sistema genético méis com-
plejo, en el que la capacidad para organizar y re-
gular la informacién resuita pricticamente insos-
pechada.

La persistencia ¢n ¢l uempo del sistema nuclear
eucarionte se relaciona directamente con su hereda-
bilidad, a través de la reproduccidn de células indi-
viduales o de organismos pluricelulares. Esto nos
lieva a tener en cuenta que el sistema genético (y
también el nuclear) tiene informacidn no sélo para
el metabolismo celular, sino también para su propia
mantencidn y heredabilidad a ravés de las genera-
ciones celulares.

Por otra parte, la complejidad alcanzada revela
que denro de ciertos rangos, el sisterna nuclear eu-
carionie es un sistema abierto o permisivo a la varia-

v et



BIOLOGIA DEL NUCLEO CELULAR
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Figwra 2. Extructura da! nucleosoma. Esquema de las histonas H2A, H2B, H3, H4 y del DNA, elememos que conforman el nucleo-
tomy ) doy heminudeosomas, compuestos cada tmo por un tetrimero de histonas H2A, H2B, H3 y H4 y un segmento de DNA. b)
un nucleosoms, farmado por dos letnimeros de histonas H2A, H2B, H3 y H4, méds un segmeno d= DNA de aproximadamente 140
paret de bases nocleotidicas {ph), entollado scbre el coerpo que conforman Las histonas. ) El DNA se ha repamdo del cuerpo de
histwonas del nucleosama, Se indican 1a longimd de 140 pare; de bases nuclecudicas de DNA comprometidas en el nucleosoma, y las

dimensianes del cverpo (Mcore”) del nucleosama.

cidn, Modificaciones génicas tanlo estructurales
como de expresidn, debieron ocurrir en forma gra-
dual, posibilitando la viabilidad de algunas de las
células portadoras de dichos cambios. Tales modifi-
caciones, incorporadas al sistema genélico, se man-
tuvieron a través de las peneraciones celulares o de
organismos, llegando a sustituir a la allemativa-ge-
nética original, o enriqueciendo las opcicnes del
sistema genéico,

MATERIAL HEREDITARIO

Cromatina

La cromatina fue descrita como una substancia
con caracleristicas tinloriales propias, y que $¢ en-

cuentra en el nicleo en reposo (interfésico). Estas
primeras observaciones fueron realizadas a través
del microscopio de luz sobre células Lefidas con
colorantes nucleares. Hoy en dfa, utilizando micros-
copios de luz de mayar poder resolutivo, no pode-
mos ir mucho més alld de estas primeras descrip-
ciones. Asf, podemos distinguir regiones nucleares
de mayor densidad lintorial y otras, las més, de
menor intensidad, Se sabe que las regiones més in-
tensamente teflidas carresponden a cromaiina con-
densada, y las de menor tincidn, a cromating des-
condensada (Figura 1). El microscopio elecirdnico
de wansmisién, con su poder de resolucidn mucho
mayor, nos permite estudiar cortes muy f{inos de
nucleos fijados, en los que es posible apreciar el ca-
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BIOLOGIA DEL NUCLEO CELULAR

racter fibrilar de la cromaiina. Estas fibras miden
aproximadamente 30 nm de didmetro. En estas ob-
servaciones, la cromatina condensada se distingue
de la descondensada por la mayor proximidad rela-
tiva entre las fibrillas de cromatina que, en su mayo-
ria, aparecen seccionadas transversalmente, En la
interfase no es posible distinguir individualmente a
los cromasomas.

El méwdo radioawogrifico, de amplic uso en
Biologia Celular, ha permitido demostrar que las
regiones de cromatina condensada son inactivas ge-
nélicamente, y que aquéllas de cromatina descon-
densada son muy activas. La actividad genética s¢
manifiesta en la produccién de RNA (4cido ribonu-
cleico), moléculas de cadena simple que son sinteti-
zadas por complementariedad de bases respecio de
una de las cadenas del DNA. Al emplear nucledii-
dos que son exclusivos del RNA en sintesis, éste in-
corpora esos y otros nucledtidos, quedando glo-
balmente marcado. Luego, las células son fijadas,
tefiidas y cubiertas con una emulsidn folografica, la
que posieriormenie es revelada en forma semejanic
acomo se haria con una exposicién fotogréfica co-
rriente. En log sitios en que se encuentra localizado
el RNA radioactivo, aparecerdn marcas o granos
oscuros, que revelardn asf el origen de la emisién
radioactiva. Mediante este método, se pudo obser-
var la presencia de marcas radioautogréficas en las
zonas de cromatina descondensada y la ausencia de
las mismas en las regiones de candensacién croma-
{iica.

DNA e histonas

La cromatina estd compuesia por DNA y protei-
nas hisidnicas. Estas moléculas se sgregan entre sf

en proporciones regulares, para conformar cuerpos.

semiesféricos conocidos como nucleosomas. Cada
nucleosoma tiene aproximadamente 11 nm x 5 nm,
y estd constituido por dos tetrdmeros de protefnas
histdnicas. Por sobre y entre las proteinas histénicas
discurre DNA, de una longitud de 140 pares de ba-
ses nucleotidicas (Figura 2), Toda la cromatina estd
organizada en nucleosomas, de manera que la fibra
bisica de cromatina de 11 nm surge de la aposicidn
ordenada de un nucleasoma con el nucleosoma si-
guiente que se encuentra & lo largo de la fibra,

Esta estructura de la cromatina fue reconocida
nediante 1a observacidn en el microscopio electré-
nico de microesparcidos nucleares. Es decir, de cro-
matina extraida luego que los nicleos habian sido
reveniados en soluciones salinas de baja fuerza i6-
nica. Con este método, junto con obtenerse croma-
tina fibrilar no seccionada, se extrajo también una
de las proteinas hisiénicas m4s solubles, 1a histona

HI1. Actualmenie se sabe que la histona H1 pariicipa
en la unién de un nucleosoma con el siguiente, de
modo que su extraccidn produce la separacién de
los nucleosomas, los que quedan unidos enwe sf
sélo por segmentos de longitud variable de DNA
desprovistos de proteinas (Figura 3a).

Las histonas son protefnas de cardcier bisico, lo
que les confiere una alia afinidad por el DNA. Son
de bajo peso molecular y esiin compuestas en un
alto porcentaje por los aminodcidos basicos argi-
nina o lisina (Tabla 1). Cada tetrdmero del cuerpo
(“core™) del nucleosoma. estd compuesto por las
hisionas H2A, H2B, H3 y H4 (Figura 2a), Cada una
de estas histonas en realidad representa una verda-
dera familia de histonas, reconociéndose en la ac-
tualidad una familia H2A, una H2B vy asf sucesiva-
mente. Habiéndose analizado en diversas especies
animales y vegetales la secuencia de aminoAcidos
que componen cada una de esias familias de protei-
nas, se ha encontrado un extraordinario conservan-
tismo en ellas, a pesar de la distancia filogenética
entre algunos de los organismos estudiados.

Si bien las secuencias de amino4cidos de las his-
tonas de cada familia son practicamente equivalen-
tes, aquéllas pueden presentar diversas propiedades
guimicas, debido a la presencia de diferentes radica-
les quimicos unidos a sus aminadcidos. Aparente-
menie, estas modificaciones confieren a las histonas
la plasticidad necesaria para permitir la expresion
variable del mensaje genético contenido en el DNA,
tanto en células paco diferenciadas como en células
muy diferenciadas. Aparte de las cldsicas histonas
nucleosomales, otras dos proteinas histdnicas, lla-
madas HS y H6, han sido enconwadas en la croma-
tina altamente condensada de nicleos de eritrocitos
de pollo y en la cromatina de espermatozoides, res-
peclivamente.

Fibra nucleosémica

La fibra bdsica de cromatina, o fibra nucleoss-
mica, estd presente @anto en la cromatina conden-

Tabla 1

CARACTERISTICAS DE LAS CINCO CLASES
PRINCIPALES DE HISTONAS

Hintona PM Lixina  Arginina Aminodcidos Aminocdcidos
Bmolir % molyr hiicosficidos Lotales

H1 21000 248 28 5,90 216
H2A 13980 10.9 9.3 1,50 129
H2B 13700 16,0 6,4 193 115
H3 15.273 o6 13,3 165 135

H4 11.236 108 13,7 145 102

Rel:; Bakalaff, Bourgues, Favard y Lacraix: Bialagia y Fisiclogis Celular
1V, Editonial Omcga 1934
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Figura 3. Fibra bdtico de cromating y su plegamiento. 1) En ausencia de
4 histona H1, los nucleosomas se eomectan entre f s8lo & través ded DNA,
Las fiechas intemudeosérmicas sciialap el nivel de accidn de H]. Estas
aproximan ¥ mamicnen uvnidos a nuclcosomas vecinos, protegiendo al
DNA. b} La fibra bisica de cromalins resulia de ]a unidn de un nucleo-
sowna can el siguients, par la panicipacidn de Is H1. La fibre de cramatina
tene un didmeuo aproanirnado al del nucleosoma, es decir, 11 am. c) La
fibra putleosdmics se plicga sobre si misma en giros solencidales. En
cada vuella queden empaquelndos § nucleosomas, Esta fibra mide umos
30 s de dikmetro y ex La organizacidn de lo cromating més ampliameme
presente &n el ntclea interfisico. En ¢l segmento de fibra 1olenoidsl
representado habrfan 78 nucleosomas, y.1 5,000 pares de bases pucleotidi-
cas de DNA. En la mitowit, la fibra solenoida) luego de sucesivos ple-
gamjentos conforma la crométide del cromosoma (ver Figurall)

i‘
&

sada como en la descondensada. Asimismo, $¢ en-
cuentra ¢n la cromatina de los cromosomas mela-
fdsicos, en que alcanza un grado médximo de con-
densacién. En otras palabras, todos Jos grades de
condensacidn de la cromatina se alcanzan por ple-
gamientos distinips de la fibra bisica comiin (Figu-
ra 3). Por ejemplo, la fibra de cromatina de 30 nm de
didmetro, apreciable en cortes finos de nicleos
visualizados por microscopio electrénico, resuliaria
del giro solenoidal de la fibra b4sica de 11 nmn.de
didmetro. A su vez, la fibra solencidal se plegaria

sobre si misma, para dar Jugar a una fibra de aproxi-
madamente 300 nm; por giros sucesivos 1a fibra de
300 nm darfa lugar a la cromitide del cromosoma
metaldsico (Figura 13). En el nucleo interfdsico, la
cromatina esld mayoritariamente presenie Como
fibra solenoidal. Esta fibra de cromatina puede de-
senrollarse, haciendo posible 1a lectura del mensaje
genético contenido en el DNA. Es necesanio hacer
nolar que en (odas 1as organizaciones cromaltinicas
mencicnadas, el DNA unido a proteinas se encuen-
tra altamente compactado y, por ende, dificilmente

-
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accesible a las polimerasas. El mensaje genético
estd codificado especificamente en la secuencia de
1as bases nitrogenadas A, T, C y G delamolécula de
DNA. Cabe imaginar entonces que, para que la lec-
tura del mensaje sea posible, 1a cromatina deberia

ser capaz de exponer y guardar reversiblemente al-

DNA.

Helerocromating

Estudiando detenidamente diferentes micleos, se
pudo apreciar la existencia de sectores cromatnicos
que siempre permanecian condensados duranie a
interfase, y que excepcionalmente se descondensa-
ban cuando iba a ocurrir la divisidén mitdtica. A esta
fraccién de cromatina de comporiamiento diferente
se le llamé heterocromatina. Se distinguen dos tipos
principales: heterocromatina constifutiva y heiero-
cromatina facultativa. La heterocromatina constitu-
tiva se distribuye generalmente en las regiones peri-
centrométricas de algunos cromosomas, asi como
en zonas intercalares de los brazos cromasémicos.
En estas heterocromatinas se encuentra DINA de se-
cuencia altamente repetida, que al parecer no porta
- informacién para la sintesis de RNA o proteinas. En
cambio, la heterocromatina facultativa corresponde
& uno de los cromosomas X de las hembras de ma-
mifero, el cual permanece condensada y genética-
mente inaclivo en las células sométicas.

ESTRUCTURA DEL NUCLEO

Envoltura nuclear

La envolura nuclear estd compuesio por dos
membranas, siendo cada una de ellas una bicapa de
fosfolipidos. La membrana nuclear externg se en-
cuentra separada de la membrana nuclear interna
por €l espacio perinuclear, de aproximadamenis
200 nm de ancho. Cada una de las membeanas nu-
cleares posee caracleristicas estructurales propias,
relaciondndose especificamente con el citoplasma o
con el interior det nuicleo. La cara citoplasmdtica de
la membrana nuclear externa se encuentra cubiena
de ribosomas y en ella se realiza sintesis de protei-
nas.

Es muy semejanile al reticulo endopldsmico
rugoso (RER) y se la concibe como una prolonga-
cidn del sistema membranoso de! RER. La cara
nuclear de la membrana nuclear interna estd cubier-
ta por una capa proteica, de espesor variable segiin
el Lipo celular, que se conoce can el nombre de 14-
mina, Debido a la fnlima unitn de estas dos esiruc-
furas, originalmente se nominé a la membrana nu-
clear interna como ldmina fibrosa, haciendo resaltar
en esta nominacidn mds bien su cardcier esquelético

que membranoso. Cienamente, es la 14mina la prin-
cipal responsable de las funciones esqueléticas que
se le reconocen a la membrana nuclear inwerna,
como son ka maniencidn de ia forma del ndcleo y 1a
sujecidn de algunos sectores de la cromatina a laen-
voltura nuclear.

- En algunos puntos de la envoltura, ambas mem-
branas se fusionan entre si, generando sitos de
pasaje de sustancias entre ¢l citoplasma y el niicleo.
A esios silios se les conoce como complejos de poro
de la envoltura nuclear (Figura 1).

Complejos de poro

Los complejos de poro de 1a envoltura nuclear no
sofi s6lo los agujeros que resultan de la fusidn de las
membranas nucleares externa ¢ interna. Estdn con-
stituidos también por un conjunto de proleinas que
participan en la regulacidn del trédnsiw de sustancias
desde y hacia el nicleo. En efecto, se ha observado
atravésde la microscopia electrénica de alta resolu-
cién, que ocho particulas dispuestas en un anillo
interno y oo externo conformarian un verdadero
‘canal, cuya permeabilidad serfa selectiva. El dis-
metre de la abertura en el complejo de poro es de
aproximadamente 10 nm, legando a 50 nm en si-
tuaciones de apertura méxima (Figura 1). Discutire-
mos m4s adelanie el significado de estos didmetros
respecto del trasporte nuclear.

Segiin el tipo celular, varia el tamafio del nicleo
y lambién el nimera de complejos de poro. Se ha
eslimado que una célufa tipica de mamifero con-
tiene aproximadamente 3,000 complejos de poro en
su envoltura nuclear, cifra que equivale aproxima-
damente a 10 complejos de poro por um? de envol-
tura. La superficie de envoltura nuclear ocupada por
complejos de poro puede variar desde un, 1% hasta
un 25% del tetal de la superficie nuclear, cormela-
cionindose directamenie estos valores con el grado
de actividad nuclear (Tabla 2).

Al respecio, es caracteristico observar mayor
concentracidn de poros en nicleos donde hay cro-
maltina descondensada, y menor concentracién de
¢ellos en los niicleos con baja actividad transcriptiva
y gran cantidad de cromatina condensada.

Matriz nuclear

Por muchos afios ha sido tema de controversia la
existencia de una matriz nuclear o carioesqueleio,

- El interés en este problema ha ido en aumento, en

parte por ¢l crecienie conocimiento logrado res-
pecto de la matriz citoplasmética (lambién origi-
nalmente no reconocida como tal), y en gran me-
dida por 1a relevancia que una entidad como €sta
tendria en la estructura y fisiologia del niicleo. Uno
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Tabla 2

FRECUENCIA Y NUMERO DE COMPLEJOS DE
PORO EN ALGUNOS TIPOS CELULARES
Superficie Nimeno Nimero % envoltura
erohun pooe® poroe/mi- | ooupads

({am®) am" cleo por poros
Linfocito humano %0 3 7 - 14
Ctlulas Helaen G 250 B 2000 . 4
Chlulas Helaen § 350 11 4000 5.7
Heparocito mata 300 3o 9003 15

Cwocito anfibic  800-000 30 40000000 25

Ref: Berkaloff, B eargnet. Favard y Lacraix: Binlogia y Fisiologis Celular
TV. Editarial Omega 1984,

de los problemds pricticos a que se enirenta la in-
vestigecion de la matriz nuclear es 1a presencia de la
cromatina, que ocupa pricticamente todo el interior
del micleo. Actualmente, para estudiar la matriz nu-

clear se extrae la cromatina por diferentes procedi-
mientos, permaneciendo una estnictura que para
algunos comresponderia $610 a un artefacto técnico
derivado del aamiento. Asi, en la actualidad se
define 1a matriz del ndcleo en términos operaciona-
les, considerdndola constituida por aquellas pro-
icinas que permanecen insolubles (no extrafdas)
después de Lratar a nicleos aislados con DNAsa,
RNAsa, detergentes no idnicos y soluciones salinas
concentradas. Todos estos traiamientos eairaen
DNA, protefnas hist6nicas, otras protefnas intima-
mente unidas a la cromalina, RNA y membranas
nucleares.

Se ha observado que, a pesar de lo dristico del
tratarnienlo, se conserva una malla de proteinas que
remeda la f[orma original del micleg celular. En gran
medida este hecho se deberia a que, entre otras pro-
cinas, se conserva la ldmina, estructura que como

mRNA

ST

i,
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ya hemos visio participa direclamente en 12 manten-
cién de la forma nuclear. En el carioesquelelo s¢
distingue una matriz periférica, que incluiria la l4-
mina y complejos de poro fueriemente unidos entre
si, y una matriz interna, compuesia por un ¢onjunto
de proteinas que recién empiezan a ser conocidas, y
que podrian estar conectadas a Ja matriz periférica.
En la matriz intemna del niicleo se distingue tambi&n
una matriz nucleolar, que algunos poswlan como
oo eventual sitio de anclaje de las proteinas com-
ponentes de la mauiz interna. Entre las proteinas
conocidas de la marriz periférica estdn las ires pro-
tefnas que componen la ldmina en las céulas de
mam{fero (proteinas ldmina A, B y C), cuyos pesos
moleculares son 70, 67 ¥ 60 kD, respectivamente.
En la imerfase celular estas protefnas se unirfan en-
re sf, conformando la lamina. Entre 1as proteinas
mds abundanies de la matriz intema se encuenira la
topoisomerasa 11, a la que Lambién se la conoce por
ser una proteina del andamiaje (*scaffold”) del cro-
mosoma metafasico (Figura 12), .

FISIOLOGIA DEL NUCLEOQ

" La informacion genética es llevada a los sitios
celulares o extracelulares donde s¢ requiere, a tra-
vés de moléculas que son copia de parte de la infor-
macién conienida en el DNA. La informacion gené-
tica incluye principalmente la codificacién de las
moléculas de 4cido ribonucleico (RNA), las que
participan en la sinlesis de proleinas, A su vez, las
proteinas son moléculas esenciales para la estructu-
ra y metabalismo celulares. Su gran diversidad se
correlaciona con 1a multiplicidad de procesos celu-
lares en las que estdn involucradas. En una clasifi-
cacidn de las proteinas, qus no es excluyente, s po-
sible distinguir protefnas que son constituyenles
estructurales de la célula y otras que son protefnas-
enzimas. Las enzimas son imporianies agentes del
metabolismo celular y participan en la mayaoria de
los procesos cetulares como sintesis y degradacidn
de hidratos de carbono, lipidos, RNA, DNA, ¢n la
organizaci¢n y movimientos celulares, etc.

Transcripcion

Al proceso de siniesis de moléculas de RNA a
partir del DNA como molécula molde se le conoce
como Iranscripcién, En la tanscripcidn ocwre
sintesis de moléculas de RNA, cuya secuencia de
bases nucleotidicas es complementaria a una de las
cadenas del DNA (Figura 4). Se reconocen Lres
tipos bisicos de moléculas de RNA luncionales, a
saber: RNA mensajeros (MRNA), RNA riboso-
males (fRNA) y RNA de transferencia (RNA). Es-
108 RNA se distinguen entre s{ por su peso molecu-
lar; su configuracidn espacial y, principalmente, por
el rol que desempeian en la sintesis proleica.

Los mRNA llevan codificada en su secuencia de
nucledtidos la secuencia de aminodcidos que com-
ponen las diversas proteinas; de alli su diversidad en
secuencia y longitud, Los TRNA, junto a proieinas
ribosomales, conforman los ribosomas, que son los
organelos citoplasmaticos en donde s realiza la
sfntesis de proteinas. Los t(RNA son los encargados
de Hevar hacia los ribosomas los amino4cidos, que
irdn constituyendo la proteina en formacin, de
acuerdo a 1a secuencia de trios de nucledtidos o co-
dones presentes en ¢l mRNA. Para estos efectos, el
IRNA Liene al menos dos sitios de unidn quimica,
uno para el aminoAcido especifico y oo, el anti-
coddn, que se une por complemeniaridad de bases
nuclcotidicas con aquélias del coddn del mRNA,
Aunque la mayoria de los aminodcidos estdn codifi-
cados por mis de un coddn, y con frecuencia se
unen & mds de un IRNA, cada tRNA es especifico
para un amincécido. Al conjunto de codones que
codifican para aminodcidos, as{ como a las sefiales
de inicio y l&rmino de la sintesis de proteinas, se le
conoce como cédigo gendtico.

La transcripcién es realizada por enzimas cono-
cidas como RN A polimerasas, es decir, que polime-
rizan nucledtidos de RNA. En eucariontes existen
res tipos de RNA polimerasas (1, 1T y IIT), cada una
dz ellas responsable de 1a sintesis de uno de los oes
tipos de RNA. La RNA polimerasa I sinietiza los
rRNA, In RNA polimemsa I1 a los mRNA y la RNA

(—

Figura 4. Leciwra del mensaje gendlico. Transcripeidn, a) Parte de un nicleo =n que se aprecia, en ls cromating que se ha desconden-
sado (CD), a dos genes diferentes en trmnascripeidn (Gen 1, Gen 2). Eswe fendmenc se manifiesia por la wparicién de fibrillas de RNA
de distintos tamafios perpendiculares al eje del DNA. CC: Cromatina condensada, L: limina, EN: envoltums nuclear. b) Detalle del
Gen 2 en smnseripeién. La cromating se encoentrs como fibra biries o nucleosdmica, y sobre ells algunas RNA polimerasas (RNA
pol), cada una con un RNA en crecimicnto. Sc aprecia el sentido de progresidn & 1s cimesis, puesto que el RNA transcrilo es de mayor
tamafio sl alejarse 1a RNA polimemsa del origen dej gen. La fibrilla de RNA adopus diferenies configuraciones dependiendo de su
longind y de las proteinas que sc |= agocian. c) Esquema del DNA cn trrnacripeidn, o “unidsd de transeripeidn®. Se represemals RNA
polimerws 1l sobre et DNA en el tilio de reconocimiento (R), su postenior desplazamiento al sitio de iniciscifn de trsnscripeién (T),
su recommido sobre e) DNA en Ia fase de sintesis del mRNA o de elongacion (E), hasie s desprendimiento en el punto de terminacidn
(T). Resuha un mRNA precuniar, cuya longind depende de Ls del gen en transcripeidn. E1 RNA se wsocie & proteinas, formendo un

grinulo de RNP.
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PROTEINA

Figwa 5. Procesamignto. A panir de un DNA molde, es trans-
crito wn RNA pre mensajerc. Bl pre mRNA que e ilustra esud
COMpUEHc por cinco exones (1-5) ¥ cuatro intrones (A-D). Se
represents ademds o Cap £n so extremo inicisl {extremo 5 yla
<ala poli-A en s extremo fina! (extremo 3). Mediane “conc y
empalme” e escnden los introncs, ¥ s¢ wnen ordmadamente
entrt si Jos cxones, formindose el RNA mensajero madaro. El
RNA menssjero es ansportado al ciioplasma, dende es
traducido en una proteine

polimerasa IIT a los tRNA. Nos referiremos por
ahora a la sintesis Je mMRNA y (RNA, y describire-
mos la sintesis de los rRNA cuando analicemios la
organizacidn del nucléplo,

En el lugar de sintesis 1a cromatina se descon-
densa, los nucleasornas ¢xperimentan cambios de
conformacion, el DNA se hace accesible a las poli-
merasas (Figwra 4), y as{ se da curso a la iniciacién
del proceso de ranscripeién, La iniciacién implica
el reconocimiento, por la RNA polimemsa, de un
sitio especifico en el DNA, conocido como promo-
tor, la apertura local de las cadenss del DNA y la
unién de la polimerasa al DNA. Luego, en la lla-
mada etapa de elongacidn, la RNA polimerasa se
desplaza scbre el DNA, sintetizando s6lo en sentido
5' — 3 una cadena de RNA complementaria a una
de las cadenas del DNA. En realidad, no se sabe

exactamenie si es el DNA el que se desplazaa través
de la polimerasa que estaris fija, o viceversa. En
eslos términos, el avance de la polimerasa, y lacon-
siguiente sintcsis de RNA, progresan hasia un sec-
tor del DNA en que la polimerasa se desprende, y de
ella el producto de transcripcidn, etapa que se con-
aoce como ferminacién (Figura 4c). A todo el seg-
menio de DNA que es transcriio, mids el sito de
reconocimienlo y el de término, se los canoce como
unidad de transcripcién, Segin la localizacion
de una unidad de transcripcidn, se transcribe una u
otra cadena del DNA y, como 1as dos cadenas son
antiparalelas y la transcripcidn es unidireccional,
las polimerasas respectivas progresan en sentido
opuesto,

Ribonucleoproteinas (RNP)

Los RNA son moléculas monrocatenarias que
adoplan configuraciones especiales diversag, debi-
do a plegamientos inlernos que se estabilizan por el
apareamiento parcial de sus bases nucleoddicas
complementarias (Figura 4). Ademds, los RNA,
Junto con proteinas ¢specificas, forman complejos
moleculares que aparecen dentro del nicleo como
particulas densas, y que se conocen como grénulos
de ribonucleoproteinas o RNP.

Denump del niiclec, los RNA tembi¢n experimen-
tan diversos Lipos de cambios en su estructura, des-
pugs de, o simuluineamenie con su transcripeion. A
estos cambios en su conjunto se les denomina
procesamienie de los RNA. En los tRNA, cslas
modificaciones consisten principalmente en la
agregacidn de grupos quimicos que modifican su
apareamiento nucleot(dico intemo, y consecuente-
mente su configuracidn espacial.

Los RNA transcritos que dardn arigen 8 mMRNA,
a los que se los designa como pre-mRNA, experi-
menlan modificaciones tanwo en sus dos extremos,
como en el interior de la molécula (Figura 5). Al
extremo 5 de los presmRNA se agrega usualmenie
una metil guanosina, conocida también como Cap,
y al extremo 3', una serie de nucleétidos de adenina
o cola poli-A. En-el interior de los pre-mRNA
ocurre con frecuencia la eliminacién de segmentos
intermedios (intrones) de la molécula, y un empal-

—

Figura 6. Nucifolo, Sintesis de RNA ribesomal. 1) Pane de mn nfiches con cromatina descandenssda {CD), y un sector de concentra-
citn de RNP ribosamales © nucléale (NU). CC: cromating condensada, EN: envohure nuclear, L: 18mina. b} Imagen conocida como
pinos de navided, Se muertran $8fo tiete de Jo# cientos de genes nucleclares o fbosomales (GR). Ceda uno de ellog aparece cubieno
por méliples RNA polimemsas, qus simoluneamente sidtetiren RNA ribosomal. Como producto resulian numerosos RNA ribo-
somalex 45S. ¢) Esquemna de un gen ribosamal en ranscripeién. Hey midliples RNA polimerasas (RNA pol I}, una al lado de la otra
desde el arigen del gen hasta su mmino, que efin Aimultines y pmgn:swamzmc sintetizando RNA rbosomal. El RNA ¢ sinetiza
en sentido 5' — 3" {lechs). La concordancia eniye el crecimjento de los transcritos y la direccidn de 1s simesis sefinla que e Uns la

cadena del DNA que end tiendo transcrita

q-h

R
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me de los segmentos restantes. De esta manera, el
mRMNA results a menudo mAs cono que el segmento
de DNA que le dio origen; en esta condicién serd
posteriormente raducido en la sintesis de proteinas
(Figura 5). Algunas de las modificaciones que expe«
rimentan los pre-mRNA, como el corte y empalme
(splicing), ocurren mmbién en €! procesamiento de
orros tipos de RNA.

Tanto 1a siniesis de los RNA, como sus modifi-
caciones, son actividades nucleares permanentes
que se reflejan morfoldgicamente en la gran canti-
dad de fibrillas o granulos de RNP que acompatfian a
la cromatina descondensada.

Transporie nuclear

Transporte nuclear se reficre al pasaje ds sustan-
cias desde y hacia el micleo. Ha sido dificil su estu-

dio con los méwdos radicionales de observacidn
de células fijadas. Sin embargo, la microinyeccidn
de sustancias de tamafo conocido en ¢l citoplasma
de células vivas y 1a comprobacidn de su ingreso al
muicleo, han sido importantes en la investigacion de
este fendmeno, Se ha podido comprobar que el
trdnsito de particulas es bidireccional; se realiza a
través de los complejos de poro y no ocurre en otros
puntos de la envoltura nuclear. También se ha ob-
servado que ¢l rinsito de particulas de gran tamaflo
£5 un proceso activo, es decir, que requiere energfa,
mientras que particulas de! orden de 10 nm pueden
difundir libremente desde y hacia el micleo. Estas
observaciones indican que e flujo de partfculas
pequenas iendria relacién directa con el didmetro
del complejo de poro, en tanto que ¢l trdnsito de
grandes complejos moleculares seria posible por el

——




12

BIOLOGIA DEL NUCLEO CELULAR

trabajo activo de las proteinas de los complejos de

poro.
Por otra parte, se ha demostrado que cienas pro-
teinas adoptan una localizacién exclusivamente nu-
clear. Estas, was breve tiempo luego de su sintesis
en el citoplasma, se sitan en el interior del nicleo.
Tales observaciones llevaron a suponer que existia
algiin tipo de informacién que sefialaba el destino y
permanencia de esas proteinas en el niicleo. Actual-
menle, se conoce una secuencia de 7 aminodcidos,
denominada secuencia sefial, que es capaz de de-
finir por sf sola el desting nuclear de una protefna.

Para probar su efectividad, tal secuencia ha sido
experimentalmente incorporada en la estructura de
proteinas tipicamente citoplasmaticas, las cuales de
este modo pasan a quedar localizadas en el nicleo.
No se sabe aiin en qué nivel celular est4 el recono-
cimiento de estas secuencias aminoacidicas. Es po-
sible que un primer nivel sea citaplasmatico o de
orientacién hacia el niicleo; que otro mis riguroso
esté a nivel del complejo de poro; y que un dltimo
nivel, al interior del nicleo, signifique 1a permanen-
cia o retencidn de dicha proteina. En todo caso, la
misma secuencia de aminodcidos no ha sido descu-
bierta en todas las Proteinas nucleares, lo que sugie-
re que el sistemna seria de muche mayor complejidad
pudiendo existir ademds otras seflales de recono-
cimiento.

Nucléolo

El nucléolo es una estructura destacada dentro
de! nicleo. Estd formado principalmente por fibri-
llas y grdnulos de ribonucieoproteinas ribosomales
(rRNA), y es el centro de produccién, procesa-
miento y maduracidn de los rTRNA. El nucléolo

-3

Figura 7. Procesamiento del RNA ribosomal precwsor en eu.
cariontes. De cada gen ribosomal (DNA) son tnnscrilos nu-
merotos RNA precursores 455 (RNA 455), que experimentan
una serie de panticiones que dan Jugara RNA ribosomales mis
corios, que pasardn a constituit las subunidades ribosomales. Se
hen representsdo secuencialmente los sitios de cone (llechas) ¥
los fragmentos resulisntes. En negro se seialan los segmentos
de RNA que se pierden, ¥ &n schurado los que constiwirdn RNA
ribosomales. La primera modificacién del RNA 455 ez la pér-
dida de un extremo, resultando un RNA 41S. El scgundo cone
da [ugar a un RNA que contiene al 185 y un segmento que ¢«
climinado & continuscitn, y & un RNA 325. Este ¢¢ cona en dos
fragmentos, uno que luego de la pérdida de un segmento dard
lugar al 5,88, y otro que 3 ¢l 285, Los RNA ribosomales resul-
untes son el 185, que formard parte & la subunidad ribesomnal
menar y los RNA ribosomnales 285 y 5.85. Estos, junio a un
RNA no sintetizado en el nucléolo vy de 1amafic 58, formanin la
subunidad ribosomal mayor.

conslituye el dnico ejemplo de aclividad transcrip-
tiva que se concentra en un teriterio nuclear, cons-
tituyenda una entidad morfolégicamente apreciable
incluso al microscopio de luz (Figuras 1 y 6a). Su
nimero y lamafio esld sujeto a variaciones que son
dependientes de la disponibilidad de genes riboso-
males, asi como de Ia demanda celualar por riboso-
mas. La demanda por sintesis de nuevos ribosomas
es a su vez dependiente decl recambio celular de
estos orgenelos, y del mayor o menor requerimienio
de siniesis de proteinas.

Las células secretoras, por ejempla, debido a su
gran acuividad de sintesis, son las que presentan un
mayor desarrollo de sus nucléolos. Los genes o cis-
trones ribosomales se presentan en cientos de co-
pias, separadas entre si por cortos segmentos dc
DNA que no son Lranscritos, y que se les conoce co-
mo espaciadores (“spacers”). Al conjunto de genes
ribosomales Jocalizados en un segmento de un cro-
mosoma se le conoce como organizador nucleolar
{NOR), y al cromosoma portador del NOR como
cromosoma nucieolar.

El nimerp de cromosomas nucleolares por cario-
tipo es variable. Por ejempln, en ¢l ratén existen tres
pares, en la chinchilla un par, y en el hombre cinco
pares de cromosomas nucleolares (Figura 15). Los
cromosomas nucleolares tienden a asociarse a ra-
vés de sus regiones NOR cuando éstas estdn en ac-
tiva transcripeion, por lo que es frecuente observar
un menor ndmero de nucléolos que los NOR involu-
crados en su organizacidn.
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Cada NOR estd compues(o por cientos de genes
ribosomales, v cada gen ribosomal puede ser trans-
crilo stimultdneamente por decenas de RNA polime-
rasas (Figuras 6b y 6¢). Esto fue observado por pri-
mera vez en nucléolos aislados v dispersadas en so-
luciones salinas de baja fuerza i6nica, en los que fue
posible visualizar el rDNA sobre el cual se dispo-
nian en secuencia las RNA polimerasas. De cada
polimerasa pendia una fibrilla de RNA, cuya longi-
tud era mayor en la medida que la polimerasa se en-
contraba mds lejos del punto de inicio de la trans-
cripci6n del gen. Debido a su aspecto, & los genesri-
bosomales con 1as fibrillas de RNA de tamanos cre-
cientes se les llamo pinos de navidad (Figura 6b).

Al término de la transcripcidn de cada gen, se
desprende Ia RNA polimerasa y de ella el IRNA
transcrito. El rRNA  sufre un  procesamiento
que consistc en la particién del rRNA original 455
en dos méds pequefios, de 185 y 328. A su vez el
rRNA 32§ es fragmentado nuevamente en 585 y
28S (Figura 7). El IRNA 18S unide a proteinas
constituye la paricula prerribosomal pequedia, y
que es transportada directamenie al citoplasma. A
los rRNA 5,88, 285 méds un rRNA 58, codificado en
otra regidn cromosdmica, s¢ agregan protefnas ri-
bosomales especificas constituyendo la particula
prerribosomal mayor. De esta manera, en un no-
cléolo activo exisie tDNA, transcripcidn del mis-
mo, fibrillas de rRNA y granulos de RNP. Asi-
mismo, la gran aclividad sintética propia del nu-
cléolo va acompanada de un (lujo constante de pro-
teinas ribosomales desde el citoplasma hacia el -
¢leo, como también de productos nucleolares (sub-
unidades prerribosomales) desde el nicleo hacia ¢l
citoplasma.

DIVISION DE LA CELULA

Ciclo proliferative

- Las células tienen la capacidad de dividirse,
dando tugar a dos células hijas genélicamente idén-
ticas enlre 5i, A la divisidn celular se le conace
como mitosis, y es !a culminacién de un proceso
celular complejo, que se inicia mucho antes en el
tiempo. Quizd el evento previo mis connotado es la
replicacion del DNA. Este proceso ocurre durante la
interfase celular en el periodo llamado S, o de sin-
tesis, y su duraci6n tiene una gran regularidad. En
una célula en proliferacion, entre cl periodo S y la
mitosis, asi como entre la mitosis y el siguiente
perfodo S, existen espacios (“gap™) de iempo que
se denominaron G2 y G1, respectivamente (Figura
8). A estos periodos inicialmente se les supuso ca-
rentes de actividades celulares. Actualmenie, se
sabe que son muchos los evenlos celulares que en
ellos ocurren. Por ejemplo, durante G2 se sintetizan
las proteinas que constituirdn el huso mitdtico, y
ocurre la reparacion del DN A que se ha replicado en
S. Durante G1 ocurre la decisidén celular de conti-
nuar en ciclo proliferativo, o derivar hacia la dife-
renciacién celular. No se conoce un fendmeno mo-
lecular dnico que conduzca a tal decisidn, sina que
¢ supone que es un conjunto de evenios los que in-
ducen a que la célula se oriente hacia la divisidn o a
la diferenciacién.

Al témmino de la mitosis, 1a célula puede conti-
nuar en proliferacién pasando secuencialmente de
G1 a8, G2 y nuevamenie a M, o bien , puede dejar
de proliferar, pasando a un estado de reposo proli-
feralivo y diferenciacién conocido como GO, Tam-
bién se sabe que algunas células abandonan el ciclo
proliferativo desde la etapa G2, en cuyo caso su
contenido de DNA es el doble del que tiene una
célula en G1 6 GO.

Como nuestro propésito actual es estudiarel nd-
cleo y el material hereditario, revisaremos a con-
tinuacién con mayor detalle la replicacién det DNA
y la mitosis.

Replicacion del DNA

En los organismos eucarionies el proceso de
replicacién del DNA ocurre simultdineamente en
varios puntos. En cada fugar en que ocurre la repli-
cacidn ¢s posible apreciar a wavés del microscopio
electrdnico los llamados ojales de replicacidn, Estos

—_—

Figura 8. Ciclo proliferative. Esguema del ciclo proliferative
celular con las etapas G1, 5, G2 y M que lo componen, La flecha

" representa las células resullanies d= una mitosis y que pueden

sakr del ciclo proliferativo,




14 -

BIOLOGIA DEL NUCLEQ CELULAR

a b c d

Figwra 9. Ojales de replicacion del DNA. 1) Desde un ongen (O (lecha) se inicia la replicacién del DN A, apareciendo un “ojal de
replicacién®. Etle se expande bidireccionalmente {flechas) y en sus extremos se forman las horquillas de replicacidn, que son los shios
en donde un conjunto de enzimas va duplicando el DNA. b) Asincronia replicativa del DNA durenic ia fase S del Ciclo Celular. En
distintos momentos (2-g) y a partir de diferentes origenes () aparecen ojales de replicacién, que al expandirse convergen para dar
como resullado dos moléculas de DNA idénticas. La flecha senala la regién centromérica d+l cromosoms, cuyo DNA al replicar tar-

diamente, conserva unidas las dos crométides {ver Frgura 11).

parecen lener una localizacidn fija, y el crecimiento
de cada uno de ellos es bidireccional a través de las
llamadas horquillas de replicacidn, que se encuen-
tran en cada extremo de un ojal (Figura 9a). En el
tiempo, se va extendiendo el (amafio de cada ojal
hasta converger con otros, resultando asi dos DNA
de doble cadena e idénticos entre si. Cada motécula
de DNA resuliante estd formada por una cadena
vieja y otra nueva, lo que define el cardcter semi-
conservativo de la replicacién del DNA. A cada uno
de los segmentos de DNA qu: replican en forma
independiente se les llama uniuades de replicacid

o replicones. :

Las miiltiples unidades de replicacién de cada
nticleo duplican ¢l DNA en un determinado orden
en el tempo; es decir, existen replicones que dupli-
can primero y ouwos después, siguiendo siempre e}
mismo patrén regular en lodos los periodos S en una
misma linea celular. A este fenémeno también se le
conoce como asincronia replicativa {Figura 9b).

En cada replicdn, Ja replicacidn es tlevada a cabo
por una DNA polimerasa (alfa), que es una enzima
de alto peso molecular, compuesta por varias sub-
unigades. La DINA polimerasa une los desoxirmibo-
nucledtidos en el sentido 5' — 3, siguiendo un or-
den determinado por la complementariedad con los

it
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nucleduidos del DNA molde, y siempre que exista
una cadena ya iniciada con un extremo OH 3' libre.
Al respecto, se ha encontrado que la sintesis det
DNA se inicia con la sintesis de vun corio RNA,
conocido como cebador (primer), cuyo iillimo nu-
cledtido deja un OH 3' libre, a partir del cual se ini-
cia la polimerizacién de una cadena nueva del DNA
(Figura 10). La sintesis decl DNA se realiza dnica-
mente en sentido 5' = 3, y ambas cadenas en repli-
cacidn consttuyen moldes antiparalelos.

Luego, en cada horquilla de replicacidn sdlo una
de las cadenas en crecimiento coincide con el sen-
tido en que se va abriendo el DNA molde. La otra
cadena crece lambién en sentido §' — 3'; pero me-
diantc fragmentos de 100 a 200 nucledudos de ex-
tensidn, conocidos como fragmentos de Okazaki.
Tanto lacadena de crecimiento continuo como la de
crecimiento discontinuo utilizan RNA como ceba-
dores, los que quedan localizados enure los frag-
menios de DNA replicados (Figura 10a). Posterior-
- menle, una ribonucleasa (Ribonucleasa H} hidroliza

los cebadores, y una segunda DNA polimerasa
(beta) polimeriza los nucledtidos de DNA faltantes.
Los segmentas de DNA nuevo son unidos covalen-
temente entre s{, por la accidn de una enzima lla-
mada ligasa. En todo este complejo proceso paruci-
pan ademas otras enzimas y proteinas, que se cono-
cen en conjunto como conformacionales. Ellas de-
senmrollan el DNA, relajan la tensidn producida en
el DNA por su desenrollamiento, abren sus cadenas
y las mantienen abiertas cuando éstas se estdn repli-
cando, eic.

El DMNA en los eucariontes se encuenma junto
con las histonas conformando la cromatina. ;Qué
ocurre con las histonas cuando el DNA se duplica?
Hasta hace poco no se sabia si en el ensamblaje de 1a
cromatina en los lugares de duplicacién del DNA se
usaban sélo histonas nuevas 0 una mezcla de las an-
liguas y las nuevas. Actualmente se sabe gue du-
rante i periodo § existe siniesis de nuevas histonas
en ¢l ciloplasma, las que son ransferidas al nicleo,
Las proteinas histdnicas antiguas, asl como jos nu-

Figwra 10. Fragmentos de Okazaki. 1) En 1a replicacidn del DNA, las dos nuevas cadenas crecen ¢n sentido 5' = 3. Una de las cadenas
erecz en la direccitn de la apenura de una horquills de replicacién (cadena de replicacién continua). La otra cadena crece opugsta a)
sentido de apertur de esa horquilla, y replica en fragmentos de Okszaki. Lo mismo ocume con las cadenas de]l DNA en la otrs
torquilla, pero en situacidn invera. Las flechas venicales seflalan e punto de origen de 1a replicacion (9). Los circulos pequeiios (coo)
indican los RNA cebadores (primer). Las punias de [echa en el DNA indican el sentide 3' — 3 del crecimiento de las nuevas cadenas
de la molécula. b) Distribucién de nucitosomas conservados y nuevos en 1a cromating durante la duplicacién del DNA. Los nucleo-
somas conservados se localizan junto al DNA de replicacidn continua (Nc). Nucleosomas nuevos se Jocalizan junto al DNA de repli-
cacidn discontinua (Nn) (ver texto).
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cleosomas que se encuentran estructurando, se con-
servan y se localizan preferentemente junto a las
cadenas de DNA en las que ha habido crecimiénto
continuo. Las hisionas nugvas conforman nucleoso-
mas nucvos, quc se ubican en los segmentos del
. DNA en que ha habido replicacion discontinua
{Figura 10b). Asi, inmediatamente después de repli-
cado el DNA, se conforma el agregado macromo-
lecular de la fibra nucleosémica.

Mitosis .

Durante 1a mitosis se produce la divisién de una
célula vegetal o animal en otras dos, que son iguales
entre sf, En gran medida, este resultado es posible
debido a la Ndelidad con que ocurre la replicacidén
del DNA, que produce dos genomas idénticos, yala
eficacia con que se distribuyen los cromosomas en
la mitosis. En la milosis también ocurre la reparti-
cion del citoplasma de la célula progenitora entre
dos células hijas. En esta parte del fascicule nos
concentraremos especialmente en estudiar qué ocu-
rre can el niicleo y el material hereditario.

Uno de los primeros indicios de que sobrevendré
una mitosis es la gradual condensacién de la cro-
matina en el nicleo. Este fenémeno se maniliesta
morfolégicamente por la aparicién de finos fila-
mentos dentro del nicleo, los que progresivamente
se van cngrosando y acortando. Paralelamente, se
aprecian microtibulos en el citoplasma prdéximo a
la periferia del micleo, los que se van orientando, cn
relacién a dos polos celulares,

Aunque la mitosis ¢s un proceso relativamente
rdpido y continuo, los cventos que en ella ocurren
configuran etapas discretas (Figura 11). Lo que dés-
cribiamos como primeros cambios del nicleo co-
rresponde a 1a profase, y su término se define por el
desensamblaje de la envoltura nuclear. La envoltura
nuclear desapareceria por desagregacion del poali-
mero proleico que conforman las proteinas ldmina,
¥ por vesiculacidn de las membranas nucleares.

En la metafase, los cromosomas alcanzan su
mdxima condensacién, y se disponen en el ecuador
celular dirigidos por microtiibulos cromosémicos
inserios en los kinetocoros de sus regiones centro-

métricas. Los microtdbulos se orientan entre si for-
mando una estructura conocida como huso, debido
a su forma. Las cromitides hermanas que compo-
nen cada cromosoma COmienzan a Separarse enue
si. Ello ocurre principalmente a wavés de las regio-
nes centroméricas, que son traccionadas hacia los
polos celulares, los cuales en fas células animales
cstdn definidos por los centriolos.

Cuando ocurre la migracién cromosdmica du-
rantc la anafase, cada cromdtide hermana pasa a ser
un cromosoma independiente. Todos los cromoso-
mas migran oricntados con sus centrémeros hacia
un polo y con los teldmeros hacia el ecuador celular,
disposicién que se conoce como polarizacién de
Rabl. o

En la siguiente y dltima etapa, la telofase, co-
mienza la reorganizacidn del niicleo con los cromo-
somas que ya estdn ubicados en el polo celular. La
envoltura nuclear se adhiere por parches a algunos
sectores cromosdmicos. Se sabe que en esta elapa
de organizacién del ndcleo también hay participa-
cidn de las proteinas lédmina. Las vesiculas de mem-
branas nucleares se van haciendo cada vez mis
continuas por unién de unas con otras. La cromatina
de los cromosomas se va progresivamente
descondensardo. El niicleo, que inicialmente seguia
en su forma a los cromosomas, se va hidratando,
aumentando su volumen 'y adquiriendo una forma
esférica (Figura 11).

El conocimiento que se tiene acerca de las fases
de desensamblaje del micleo (profase), y de ensam-
blaje de éste en la tclofase, se ha visto reforzado
recientemente por el desarrollo de modelos de re-
constitucidn de nicleos artificiales en sistemas li-
bres de células (Figura 12). En estos experimentos,
se usd un DNA viral (DNA de bacteriéfago lamb-
da), al cual se le fueron agregando histonas en la
proporcién adecuada. Bajo estas condiciones, se
obwvo una fibra nucleosdmica practicamente idén-
lica a la natural.

A la fibra nucleosdmica se agreg( topoisomerasa
11, factor que logrd plegar 1a fibra nucleos6émica en
agregados macromoleculares semejantes a un cro-

—

Figura 1} Ewspas de {a mitasis. &) Profase. 1.2 cromatina se candensa progresivamente ¢n fibras cada vez més gruesas. El nucléolo
y la envolwra nuclear s¢ mantienen presenies. b) Profare tardis. Lot cromosomat ya visibles se orientan prefereniemente hacia Ls
periferia de] ndcleo, s¢ desentambla In envoltura nuclesr ¥ ce desorganiza el nucléalo. ¢) Prometafase. La envoltuma nuclesr y el
nuciéolo ya no sc observan. Los cromosomas mis conos y gruesos Uenen dos cromitdes. 4) Metafase. Se organiza ¢l huse mitdtico
cuyos microtdbulos e gitian entre fos polos celulares definidos porlos cenirfolos (c#lula animal). Loy cromosomas se orientan radial-
menie en ef ecuador de Ja célula debido a Ia unién de microtibulos s sus regiones centroméricas. £) Aaafase. Se separnn las crométides
de cada cromosoma duplicado, migrando los nuevos cromosamas hecia los polos celulares, con sus regiones centroméricss orientadas
hacia los pelos y sus regiones telomérices hacia el ecusdor celular, ) Telofase. Alrededor de cada conjunto cromosémico comicnza la
formacién de la envoliura nuclear y la reorgsnizacion de los micleos hijos.
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mosoma milético. Seguidamente, a estos *‘cromo-
somas” se los puso en contacto con proleinas acep-
toras de lamina, proteinas lAmina y vesfculas de
envolura nuclear, produciéndase un niicleo cuyo
aspecto morfoldgico y algunas de sus funciones
principales, apareclan muy similares a las de un
niicleo natural.

Estos estudios demostraron que la organizacion
de un nicleo se produce como resultado de la inte-
gracién ordenada de delerminados elementos nu-
cleares. En efecto, cada nueva fase experimental
requeria que se hubicra completado el proceso de

ensamblaje inmedialamenite anlcrior. Asimismo es-
Los niicleos lograron duplicar pane de su DNA. Tal
replicacidn sélo se producia después que la envol-
ture nuclear se habia formado, indicando que la
presencia de la envolwra en contacto con la croma-
lina era importante en la regulacidn de 1a replica-
cién del DNA,

Indudablemente, estos modelos abren un impor-
tante campo para la experimentacién en la organi-
zacion de nucleos artificiales y naturales. Asimis-
mo, demuestran queé a pesar de la complejidad que
tiene el nicleo, es posible indueir su autoensambla-
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Figura 12. Reconstilucidn experimental de ndcleos. Secuencia de la reconstitucian experimemal i viiro de nicleos en un sinema
libre de células. Al agregar a moléculns de DNA (1) proteinis hisiénicas en proporciones y condiciones adecuadss, es posible recons.
trair cromating (2). A tu vez, af agregar topoisomensa (proteina del esqueleto nuclear y cromosémico) 2 Ja cromatina, ésta se repliega
sobre 5f misma, aparecieado cromatina condensada similar 2 la nuclear o & la cromosémica (3). La adicin de prote(nas aceptores de
lémina que se unen a la cromatina (4), posibilite 1a unién de éslas con proteinas émins ¥ vesiculns de membrana, desencadenando la
formacién de envoliura Ruclear sobre esta cramatina (5). Lot niicleos asf producidon, se organizaron en forma temejanie 4 un niicles
inerfdsico nmural (6), ¥ fueron capaces de iniciar 1a replicacion del DNA, (Newpon, Cell 48: 205-217, 1987).

je a partir de elementos bdsicos no necesariamente
pertenecientes a un mismo organismo.

Cromosomas

Durante la divisidn celolar, y en particular du-
rante la metafase, es posible distinguir los cromoso-
mas. Esio se debe a la gran condensacién gue al-
canza la fibra de cromatina gue compone a cadauno
de ellos (Figura 13). Los cromosomas son constan-
tes en nimero y morfologia en las célolas de un
mismo organismo. Adn mds, tcdos Jos organismos
perienecientes a una misma especie presentan los
mismos cromosomas; de alki que se pueda recono-
cer un estindar o cariotipo por especie. Enwe las
especies emparentadas, los cromosomas tienden a
ST muy semejantes en nimero y morfologfa, mien-
tras que entre aquellas muy lejanas son bastante
diferentes. Esta afirmacion es vélida s6lo como una
apreciacién muy general,

La morfologia cromosdmica estd definida por la
localizacién del centrdmero, o constriccién prima-
ria, a lo largo del cromosoma. De acuerdo aestoes
posible distinguir cromosomas metacéntricos, que
poseen el cenrémeso en el centro, Cromosomas

submetacéntricos, con el cenmdmero subcentral,-

cromosomas subtelocéntricos, de centrémero sub-

terminal y cromosomas tefocéntricos, que tiencn
centrémero tetminal (Figura 14).

En los organismos de reproduccién sexuada, los
cromosomas estan representados en pares homdlo-
gos, debido al aponte de dos conjuntos cramosdmi-
cos haploides, uno paterno y otro matermo, Los cro-
mosomas homdélogos tienen igual morfologfa y son
portadores de los mismos genes. En el hombre exis-
ten 46 cromosomas, de los cuales 22 pares son au-
10s8micos y uno es ¢l par sexual, siendo XX en las
mujeres o XY en los varones (Figura 15).

Desde el punto de visla genético, cada cromo-
soma constituye un grupo de genes Jigados que se
heredan en conjunto. A través de wicnicas especia-
les, es posible obtener bandas transversales a lo lar-
gode los cromosomas, hecho gue pone en evidencia
la heterogeneidad longitudinal de la cromatina, La
secuencia de bandas de un cromosoma es equiva-
lente a 1a secuencia de cromdmeros que surgen del
plegamiemo diferencial de dominios de la cromati-
na (Figura 13). Estudios de mayar resolucién han
permitido establecer que los genes se localizan en
dominios especificos y en determinadas bandas de
los cromosomas.

Por otra parte, si analizamos ¢l DNA toual de
cada cromosoma veremos que, ademds de los genes

'r;
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correspondientes a segmentos de DNA de secuen-
cia inica 0 medianamente repelida, estdn también
los DNA de secuencia aliamente repetida, que apa-
rentemente ne son transcritos. Estos dltimos, que
pueden estar acumulados en deierminados seclores
cromos6émicos o estar disiribuidos en forma inlerca-
lar, pareciera que cumplen un rol en la estructura del
cromosoma y en la organizacidn del nicleo.

DIFERENCIACION NUCLEAR

Fenotipo nuclear

" La diferenciacion celular se puede definir, ope-
racionalmente, como la adquisicidn progresiva de
nuevas caracteristicas por parte de las células des-
cendientes respecto de las células progenitoras, Es-
tas diferencias se manilestarfan en las proteinas

NV AVAAAVAVERE

FIBRA
NUCLEOSOMICA "2

11 pm

FIBRA
SOLENOIDAL

30 nm

FIBRA
PLEGADA

ang nm

CROMATIDA

CROMOSOMA

L
3
'
|
i
1
1
i

700 nm

N
i
1
i
':
1400 nm l
\
1
’.

Figura 13. Estruciura del cromasoma metafdsico Niveles de progresivo plegamiento del DNA y de fa cromatina hasta la compac-
trci6n del cromoscma mesfition. A pantir de la fibra de 30 nm, se produce una fibra plegada de 300 nm con distinuos domninios de la
cromatina, Aparccen 6 dominios. Cada uno, en un plegamicnto edicional no representado, es capez de generar un cromémero. Los
cromdmieros agregados entre #f forman las bandas, qué son puestas en evidencia 8 través de Jas cnicas de bandeamiente cro-

maosdmica.
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estructurales y enzimdiicas, en las caracteristicas
corticales ¢ inmunoldgicas, en las propiedades nu-
tricias y metabdlicas, en la polarizacidn y disiri-
bucién de organelos y en las ceracteristicas proli-
ferativas. Asimismo, consideraremos ¢omo mani-
festaciones de diferenciacidn nuclear a tados aque-
llos fenémenos que en el niiclec significan la expre-
sidn diferencial del mensaje genético que posee.
La diferenciacién nuclear implica: a) la descon-
densacidn 0 condensacién de cromosomas comple-
105 0 de segmenios especilicos de ellos, en relacidn
con la posicidn de los genes que la célula requiere o
no expresar, b) la Aparicin de RNP o productos
nucleares asociados a sectores de cromatina des-
condensada, lo que tiene relacidn con la trans-
cripcidn de los genes que estin activos, ¢) un desa-
rmollo nucleolar en concordancia con la demanda
celular por ribosomas, d) una abundancia de com-
plejos de poro consistenie con €l mayor ¢ menor
intercambio molecular micleo-citoplasmatico, y e)
un volumen nuclear que se relacione con la fase del

A

Ciclo Celular en que 1a célula se encuentra, y con el
grado de condensacidn diferencial de la cromatina
que conienga,

Eslas variaciones en la morfologia y estruciura
nucleares son bastante generales. Sin embargo, en
su conjunto, ellas producen una fisonomia o feno-

HH—RK Mxr

19 20 o 22 x Y

Figura 15, Cariotipo hwmano. En una clula diploide los cromosomas que constituyen pares homdogos tienien la misma morfologia,
con excepcitn del par cromosémico seaunl XY de los varones. A partir de I fotografia de una placa metafésica, los cromosomas
mitdtioos son ordenados en pares homélagos de scuerda » si: morfcdogs y umalio. Al conjunto de cromosomas ordenado convencio-
nalmenie se I¢ luma caristipo. En L figura s¢ muestn un cariotipo de wn varén nosmal (46, XY). Los pares cromaosémicos 13, 14, 15,
21 y 22 eom nucleolares, Henen en sus brazas conos Ins genes ribosomales.

i
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Figura I4. Morfolog fa cromosdmica. Scgin a localitacién del centrémerc a jo largo del cromosoma, este adquicre diferentes merfo-
logfas segiin la relacién de tamafic entre sus brazos, independicntemente de ls longimd abscluls del cromosoma, Se puede expresar la
localizacién del cenirdmero como una rezém r, que resulta del cuociente entre las longitodes del brazo largo ¥ del brazo cono. M:
cromosoma metacéntrico o con el centrémerc en poticién medial, ambos brazos cromosémicos lienen igual fongitud (r= 1}, m: ero-
maosame metacémrico eon el centrdmero en posicidn mediana, ambos brazos cromosdmicos tienen similar longited (r=1,1-1,7; sm:
cromosoma submetacinirico © con el cenwrémero en posicidn submedisl, e distingue clammente un brazo largo y uno cono {r= 18-
3,0); st: ¢romosoma subtelocEntrizo o con &l esntrémere subierminal, el brezo conc es adn més pequefio aumenwando &l valor de r (¢
=13,1-7% & cromasoma elecéntrico o ¢on el cemrémero en poticidn terminal, el brazo corto £5 muy pequeio {r="7,1-); T: cromotoma
telocémrico o con €] cenirdmens en poticidn terminal, un bra2o es inexistente (r &3 infiniw).

tipo nuclear, que es caracteristico de cada poblacién
celular. A este respecto, resulta ilusirativo sefiatar
que, desde las primeras observaciones citolégicas,
las caracleristicas microanatémicas del nicleo fue-
ron imporantes en la individualizacién de un tipo
celular panticular, El fenotipo nuclear se correlacio-
na positivamente con los cambios en la proporcién
de algunos de sus constituyentes macromolecula-

res, En efecto, de nicleos de diferentes fenotipos se
pueden rescatar producios génicos que, a nivel mo-
lecular, son altamente especificos en su calidad y
cantided.

Territorios nucleares

Paulatinamente se ha ido conociendo la organi-
zacién interna del nicleg, Sin embargo, ain no se

Figwra 16. Cromosamas poiitdnicos. Cromosamas gigames de Drosophila (a), unidos entre ${ por sus heterocromatinas pericen-
tromérnicas que formen un eromoceatro. A lo largo de cada cromosoma es posible apreginr bondas tansversales claras y oscurms que
corresponden sl patrén cromomérico netum) do estos cromosamss. Algunas bandes se descondensan, expandiéndose » un difmetro
mayor que el del prorocdio de § um de un cromotoma politénico. Tales sitios son los “pull” cromosémicos, en los cunles se ha
demosuredo que exisie una inlenss actividad vanseriptiva. b) Se deulla un kegmento de uno de los cromosomas politénicos, com-
puesio por un paquele de numerosas fibras de cromatins en el que sc observa un puff entre dos bandas oscurss. Cads banda oscura es
equivalente a la superposicion de los cromémenos de Las 1000 a 2000 fibras de cramatine que componen &1 cfomosoma politénico. Un
puff corresponde & 1a cxpansidn o descandensaciéin de pane o de todos los cromémeros de una bands aleanzando a veces un didmetro
de aproximadamente 10 um. N
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Figura 17. Expresidn génica diferencial. Adivacién y desactivacién de 4 bandas del mismo cromosoma politénico (s-p) en distintos
moementos del desarrollo larvario en Drasophila. En & Ins 4 bandas seialadas a lo largo del cromosoma permanecen como tales. En b
se activa la banda 4, que produce un puff ¢n ¢, d y ¢, pam luego desactivarse en . La misma banda se reactiva en / y permanece asi
hasta 0. En d, ¢ & i e inicia ls acivacién secuencial de lag bandas 2, 3 y 7, que producen puffs, que se desactivarin luego en A, ky m,
respeclivamente. En cads una de estas fases del desammollo, el cromosams presenta un patrdm de aclividad génics caraclerstico, Io que
se rraducirk en la presancia de protefnas eualitativa y cusniitativaments diferentes {Becker, Chromosoma 10: £54-78: 1959).

entiende claramente cémo se distribuyen los cro-
mosomas individuales en el espacio nuclear. Se ha
propuesio 1a hipdtesis que los cromosomas conser-
varian la polarizacidn de Rabl, es decir, [as regiones
centroméricas de los cromosomas estarfan agru-
padas en un hemisferio nuclear, y las teloméricas se
dispondrian en el hemisferio opuesto. Esta proposi-
citn sc ha basado en la reiterada obscrvacidn de
polarizacién cromosdmica en nicleos interfdsicos,
y en el inicio de la divisidn mit6tica, en todo seme-
janie a la forma en que los cromosomas se presentan
en la telofase. Se ha propuesto también que los cro-
mosomas homdlogos ocuparian sectores vecinos o
préximos entre sf dentro del niicleo, caracteristica
gue ¢S muy frecuente en organismos Con pocos cro-
MOosomas. i

Sin embargo, en experimentos recientes, en gue
se han empleado sondas de DN.A marcado, capaces
de reconocer sectores cromosémicos especificos, se
ha demostrado que Lanto 1a polarizacidn de Rabl co-
mo la proximidad de los homdlogos, no estidn ne-
cesariamente presentes en todos los tipos nucleares.
A este respecto, parece claro que existen territorios
nucleares donde se ubica cada cromosoma. Esta dis-
posicién se mantiene en un misma tipo celular,
siendo diferente en otros tipos celulares del mismo
individuo.

Es posible que las relaciones funcionales, y las
interacciones que se producen entre segmentos cro-

mosdmicos localizados en proximidad, tengan una
importante relacién con la diferenciacidn nuclear.
Obviamenle, ¢l ndmero y morfologia de los cromo-
somas de una célula serdn factores deicrminantes en
1a distribucién que é&stos puedan tener dentro del
nicleo, y en las posibles interacciones que entre di-
ferentes dominios de cromatina se establezcan. Por
ejemplo, se conoce muy bien que las regiones de
heterocromatina constituliva de diferentes cromo-
somas tienden a asociarse, formando cromocentros
o sectores de cromatina condensada central en el ni-
cleo, Asimismo, los cromosomas nucleolares, cuan-
do son miiltiples, tienden a asociarse a través de sus
cromatinas NOR, las que se rednen en la produc-
¢ién de un nucléolo comiin. Esta situacidn ha sido
observada frecuentemente en céinlas humanas, las
que poseen cinco pares de cromosomas nucleares.

Expresidn de los genes

Uno de los modelos que mas ha permitido avan-
zar en la comprensidn de la expresién génica dife-
rencial hasido el de las glandulas salivales de larvas
de dipteros. Estos drganos larvarios estdn compues-
10s por unas pocas células de grandes dimensiones,
en lag que se organizan cromosomas gigantes, que
exceden en mucho al tamafic de un cromosoma
somdtico corriente. Su gran lamafio se debe a que
los cromosomas homélogos, que esldn apareados
(apareamientd somdlico) a través de sucesivas en-
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domitosis han experimentado miltiples duplicacio-
nes, sin posterior separacién de los cromosomas
resultantes. Cada uno de los pares cromosdmicos de
Drosophila melanogaster queda asf constituido por
un paquete de aproximadamenle 2000 fibras de
cromatina, las que al conservar su caricter cromo-
mérico, dan origen a bandas transversales claras y
0scuras, y que tienen un pardn regular y hereditario
(Figura 16a).

El estudio cuidadoso de estos cromosomas ha
permitido establecer mapas de ellos, y correlacionar
sus bandas con determinadas funciones génicas,
Cuando en alguna de las bandas de esios cromaoso-
mas se desencadena la transcripcidn, la banda se
expande, formando los Hamados “puffs” cromosd-
micos o anillos de Balblan: (Figura 16b). Alli, junto
con la descondensacién de la cromalina, ocusre una
activa sintesis de RNA.

Asimismo, el cese de la trascripeidn va seguido
de la resolucién del puff y del retomo de la cro-
matina involucrada a un estado condensado. En
£s10s cromosomas fue posible estudiar [a activacion
y desactivacién de los puffs en el ticmpo, y correla-
cionar tal fendmeno con distintos productos génicos
y con diferentes estados del desarrollo de larvas de
Drosophila melanogaster. Asi se logré establecer
que los puffs seguian un orden temporal de activa-
cion y desactivacidn, que era propio de cada espe-
cie. Asimismo, se observé que algunos puffs per-
manecian activos por mucho liempo, mientras olros
tenian una corta vida, pudiendo reacuvarse nueva-

mente en el ranscurso del desarrollo de la larva
(Figura 17). Estos cambios morfoldgicos se correla-
cionaron positivamente con los RNA que posterior-
mente se aislaron desde los diferentes tipos celu-
lares de 1a glandula. Asl, los RNA eran cualitativa-
mente diferentes y especificos, segun la localiza-
¢ién de los puffs en los cromosomas. Este intere-
sante sisterna celular puso de manifiesto 1a validez
de la teoria de la expresidn génica diferencial.

Es razonable suponer que actlivaciones y desacti-
vaciones génicas ocurran en forma aniloga en owros
sistemas celulares eucariontes. Aunque no nos he-
mos referido a los posibles estfmulos que desenca-
denan la activacidn de un cromdmecro, o de un gen,
es posible imaginar que la funcionalidad genéiica
de los sistemas eucariontes esud basada, en gran
medida, en la capacidad que éstos tienen de regular
la expresién de sus genes y no en poseer un mayor
nimero wial de ellos.
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bésico. Son pequefios fasciculos de bajo costo, diri-
gidos a alumnos universitarios, profesionales del
drea biol6gica, y publico interesedo. Los autores ge-
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PRACTICO N° 1
USO DE MULTIMEDIA PARA EL APRENDIZAJE DE LA GENETICA

Prof. Manuel Santos (msantos@bio.puc.cl)
Biogco. Andrés Toro

1. INTRODUCCION

En la actualidad se cuenta con numerosos programas computaciones de Multimedia, que
facilitan el aprendizaje de los conceptos basicos y aplicados de la Genética. El acceso
cada dia mas mayoritario a informacién genética a través de INTERNET, debiera ser
ampliamente conocido por los alumnos de las ensefianza media.

Il. OBJETIVOS

1.- Conocer la metodologia de blsqueda de informacién genética basica y aplicada a
través de INTERNET. _

2.- Discutir acerca de las ventajas y limitaciones que tiene la busqueda de informacién
genética a través de INTERNET.

3.- Conocer la metodologia para utilizar algunos programas Multimedia relacionados
con la disciplina de la Genética: Programas en CDs: “Hypercell” , “Molecular Cell
Biology” y “Freeman’s Genetics 2.0 (Griffiths) y programas disponibles en la red “*Hands
on genetics”

4.- Discutir acerca de las ventajas y limitaciones que tiene el uso de programas
Multimedia relacionados con la disciplina de la Genética.

Ill. ACTIVIDADES

- 1.- Bisqueda de informacidn genética a través de Internet: division celular,

cariotipo y Proyecto Genoma Humano.

Direcciones:

- Human Genome Project information '
http:/Avww.ornl.gov/hgmis/home. html
hitp:/Avww.nhgri.nih.gov/educationkit/index_cont.html

- Recursos para éprender Genética
http://Mvww.biologia.arizona.edu/cell/cell. html



2.- Bisqueda de informacion bibliogréf‘ ica de genética a través de Internet:

buscar informacién sobre alguna enfennedad genética especifica
a) PUBMED: :
http://www4.ncbi.nim.nih.gov/PubMed/-

b) Human Genome project Information
http://www.ornl.gov/hgmis/home.html

¢) OMIM (On line Mendelian Inheritance in Man)
http:/fAvww.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=OMIM

d) Scirus
http://www.scirus.com

3.- Metodologia del Programa Multimedia “Molecular Cell Biology"
Observar: Video: Mitosis '
Animaciones: Estructura tndlmensmnal de la cromatlna
Técnicas:Clonamiento de plasmidos

4.- Metodologia del Programa Multimedia “Freeman’s Genetics 2.0 (Griffiths)
Observar: Mitosis y Meiosis ,
Meiotic recombination. '
Mechanism of crossing over

5.- Metodologlia del Programa Multimedia “Hypercell”
Observar: Técnicas: PCR

6.- Metodologia del Programa Multimedia “Hands on genetics”
Ingrese a http:/Mmww.handsongenetics.com
Acceda a “Hands-on approach to meiosis”

MS/ 2006
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INSTRUCCIONES MINIMAS DEL USO DE INTERNET
1.- haga un doble click con el mouse en el icono NETSCAPE (INTERNET)

2.- una vez dentro del programa NETSCAPE, puede utilizar varias formas de buscar informacién.
Cada vez que el programa esté accionindose, se verd una lluvia de meteoritos en el extremo
superior derecho.

Ejemplos de busquedas de informacién genética:

a.- utilizando el comando NETSEARCH (btisqueda en la red)

- presione el comando NETSEARCH

- seleccione algun servidor de busqueda: LYCOOS, INFOSEEK u otros

- tipee, en el casillero que muestra el cursor, las palabras claves de la busqueda y haga click
en SEARCH (busqueda)

- para ver los documentos encontrados, haga un click sobre el documento destacado (cursor
con mano)

- para volver al menu, haga un click en comando BACK (atras)

b.- utilizando direcciones conocidas, del tipo http
- localice el cursor en la direccién Location: http:// ... y borre la direccidn que aparece
- tipee cuidadosamente la direccion a buscar
ej: http:/f/www . puc.cl : -

c.- utilizando direcciones preseteadas en el "BOOKMARKS"
- haga un click en el comando "BOOKMARKS"
- localice una direccion preestablecida con el cursor, sosteniendo presionado el botén
- haga un click en la direccién encontrada

3.- IMPRIMIENDO la informacién encontrada
- haga un click en el comando PRINT (imprimir)
- seleccione la opcién adecuada y haga click

4 GUARDANDO ("saving") la informacién encontrada en diskette
- haga un click en el comando FILE (archivo) y luego accione la opcién SAVE AS

* (guardar como)

- dar nombre al archivo (hasta 8 caracteres) con extension .txt (texto) o .doc (documento)

5.- Para salir del programa NETSCAPE
- haga un click en el comando FILE (archivo) y luego accione la opcién QUIT (salir)
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Base de datos desarrolfada por NCBl y la National Library of Medicine, USA. Permite recuperar
informacién desde el ado 1950, Se actualiza diariamente, Contiene aproximadamente 14 600 000
referencias bibliogrificas de articulos del irea biomédica.
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Libre en Internet en pdgina web: http://www.puhmed.gov

Cémo buscar

Bisqueda por texto libre:

Ingrese la palabra clave en la Caja de Busqueda y presione GO, Obtendra referencias que contengan la palabra en
cualquier campo del registro. Se pueden combinar las palabras usando AND, OR, NOT, NEXT Y NEAR. Puede
truncarse un término usando asterisco para recuperar todas las palabras de la misma raiz. Ejemplo: Al colocar
child* recuperard los términos child, children, childhood, etc,

Yisnalizacién de los resultados

Una vez realizada la biisqueda, en el icono SUMMARY estin las opciones de formato de presentacidn de los
registros. (autor, titulo, eflo, volumen, pdginas). Las referencias pueden seleccionarse haciendo un click en el
cuadrado ubicado al lado izquierdo, Con DISPLAY recuperard sélo lo selecccionado. Al lado izquierdo de cada
referencia un icono en forma de libro indica si incluye abstract y si se puede acceder al texto completo. Al lado
derecho la opcidn related articles despliga un listado de articulos relacionados.

Limites pars Ia bisqueda: Ingrese al icono LIMITS que aparece en ¢l Ment Principal , para seleccionar los
limites que aplicara para refinar su blisqueda. Selecclone y luego vaya a la opcidn GO ubicada al lado derecho de la

caja de biisqueda,
All Fields orly tems with ‘ Publcation Types

! —_ El n!yw e s = on]y items with abstracts I . yre e @
Languages EE [ Subsets @ . Ages ﬁ .
Human or Animal Gender Entrez Dale PubBcation Date E

Fromlm. e am | I ToI il . . I .

Use the forat YYYYMM}'DD month and day are optional. -

La bisqueda por titulo de revistas debe ser por su abreviacidn. Las abreviaciones se pueden obtener en pagina
principal de PubMed en el icono JOURNAL BROWSER.



Uso de]l MESH

El Medical Subject Headings (MeSH) es el ‘vocabulario controlado usado por Medline, que permite realizar

bisquedas més especificas. Ingrese a la opciéSn MESH BROWSER s Ia izquierda de la pantalla principal.

Introduzca ¢l término en la Caja de Bisqueda y presione GO, Aparecerd una lista de materias relacionadas con la

palabra clave. Seleccione un término y presione el icono browse this term. Aparecerd una pantalla con la

definicién y el arbol del término (estructura jerarguica).

= Se puede agregar un calificador ascciado al término si Jo considera necesario. Luego presione el icono SEND
TOQ para ejecutar la bisqueda. Aparecerd lo scleccionado en un cuadrado de bisqueda,

*  Si desea hacer la bitsqueda por el tdrmino sin calificadores presione el icono SEND TO que aparece debajo de
la definicién. Aparecerd una ventana con el término en un cuadro de bisqueda, donde se puede combinar con
otros rminos MESH usando and, or, next o near o buscar solo por el término.

Para agregar otro término se debe colocar en la Caja de Busqueda y presionar el icono SEARCH (seleccionando el

operador booleano al [ado del icono prewamente Para ejecutar la bisqueda presione el icono PUBMED SEARCH

que apar'zce debajo. . R

Re-Utitizando la estrategia

Se debe hacer click en el icono HISTORY del meni. Permite acceder a las bisquedas realizadas anteriormente en

una misma sesidn. Cada biisqueda se almacena con nimero, los cuates se pueden usar para repetir una bisqueda

realizada o para combinar varias bisquedas usalfldo los operadores booleanos.

Para Usar Filtros

Hacer click en el icono CLINICAL QUERIES que aparece en el Meni de la izquierda en la pantalla principal.

Aparecen dos opciones: '

La primera denominada Clinieal Queries using Research Methodology Filters con la que se puede limitar la

biisqueda a las categorias de tratamiento, etiologfa, prondstico y dlagnostnco y definir el énfasis de la bisqueda en

sensibilidad o especificidad.

La segunda denominada Systematic Reviews permite limitar la basqueda a las revisiones sisteméticas y los

metaanalisis.

Después se coloca el término en la Caja de Biisqueda que aparece debajo y se oprime el icono GO.

Completar Referencias
Hacer click en el icono SINGLE CITATION MATCHER que aparece en el Menii de la izquierda en la pantalig

principal. Puede completarse una referencia con cualqulcra de los datos que aparecen en e} formulario de b[lsque(#;

Descarga e impresién de Ia informacién ,
Para ejecutar cualquiera de estas opciones hay que tener seleccionadas lag referencias previamente y haber definido

su forma de visualizacién con el icono DISPLAY.

Para grabar presione ¢! icono SAVE que aparece en el Ment: Principal, de esta forma se pueden grabar los registros
gelecionados.

Para imprimir utilice la opcién del visuvalizador de Intemet, que aparece en ¢l icono ARCHIVO.

Para salir .
Abrir ventana File o Archivo del visualizador de Internct y hacer clic en Exit o Salir.

@a ayuda solicltela a los bibliotecariosj referenc.{stD

Estimado Usuario : Quisiéramos recordarle que el uso de las Bases de Datos disponibles en
Referencia es hasta media hora por persoria.
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PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DE CHILE
SISTEMA DE BIBLIOTECAS | BIBLIOTECA BIOMEDICA
SECCION REFERENCIA Y MULTIMEDIOS

Q & A comesponde a dislintos test para cada capituk: para probes los conpdmientos adquiridos durante ef
estudio de ellos,

Classic Experiments: aqui se encusniran explicados]. los experimentos clasicos y fundamentales para el
desarmolio de la cencla, en forma de texto con figuras o lablas explicativas.

Practice MCAT/GRE: comesponde a una prueba tipe MCAT o GRE que son las pruebas exigidas para postular
a posigrados internacionales.

Companion Wabsite: contiens un link para accedsr al sitio web del MCB.

AYUDA:

Al accader a los videos 0 a las distinlas sectlones del GD, puaden verse en la parte infarlor de la pantalla, que
gpareca un lexto PATHFINDING, al hacerle click se accede a un mend que muestra las ditimas sacclones
consultadas para un acceso rapido a ellas.

Las animaciones pueden verse de 2 modos distintos, ssleccionando el mode en la parte supertor derecha de la
pantalla, oon Step-through s ve la animacion paso a paso, mienlas que con Continuoue, puede verse en
forma confinua. Algunas animaclones peseen audic en el cual se explica 10 que se muestra en la animadén,
pero sdlp funciona cyando se ven en el modo continug. Tamblén aperecen cuadros en el extremo superior
izquierdo de (a pantalla que llavan & figuras relagionadas con el tema de la animacién. Por Gltimo, apareca un
nuevo lexto en 1a parte inferior de la pantalla Media Connections, el cual muestra mas vidaos o animationes
relacionados con el tema.



HOLECULAR CELLBOLOGY &0 i)

El tema esencial de este programa es, como su nombre lo indica, la Biologia molecular
de la célula, Consta de esquemas, animaciones, explicaciones en inglés, capitules de
preguntas y acceso a la pagina web de] MCB.

Es la cuarta version, afio 2000, de WH Freeman and Company, viene con el libro de
Lodish y colaboradores “Molecular Cell Biology”, ‘-

Para consultar : X
Una vez instatado ef programa desde el CD, buscar en el ment: Inicio la carpeta llsmada "MCB 4.0 - Student” y
dentro de elia ejecutar ¢f programa hacendo click en el accaso directo llamade *MCB 4.01". Luego ds 1a
presentacion, aparecen en la parte inferiar 2 textos activos "MAIN MENU® con el que se accede a mend

principal, que coresponde a la foto y "CREDITS” el cual lleva & una pagina que confiene informacidn de la gente
que participd en la creacion de este CD, -

MENU PRINCIPAL (MAIN MENU).

Cell Navigator: lleva a un mend en el cual pueden accederse a los distintos procesos que ocummen dentro de la
célula, su interaccion con elementos extemos y el funcionamiento de los distintos organedos subcelulares.

Videos: aqui pueden encontrarse todos los videos presentes en el CD.

Animations: aqui se encusniran lodas Jas animagiones presenles en el CD.

Chapter Browser. Aqul e muestran los contenidos dsl CD separados por capitulos.

T,



FREEMAN GENETICS 2.0

Los temas gue componen este CD estdn relacionados con algunos conceptos basicos de
genética, asi como algunas técnicas utilizadas en la actualidad para el estudio de ésta
rama de la biologia. El programa cuenta L‘con esquemas, figuras, animaciones y
explicaciones en inglés.

Para consultar:

'
1

Una vez instalado el programa desde el CD, buscar en el ment Inicio la carpeta llamada
“Freeman Genetics 2.0 - Student” y dentro de ella gjecutar el programa haciendo click en
el acceso directo llamado “Freeman Genetics 2.0”. Luego de la presentacion, aparecen en
la parte inferior 2 textos activos: “Memi”, con ¢l cual se accede al menu principal, que
corresponde a la foto, y “Credits”, ¢l cual lleva a una pagina que contiene informacion de
la gente que particip6 en la creacion de este CD.
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MENU PRINCIPAL (MAIN MENU)

Capitulo 3 (Chapter 3): este capitulo incluye informacién sobre como se ordenan las
moléculas de ADN, presentes en el micieo de la célula, con diversas proteinas y asi dar
origen a los cromosomas. También posee animaciones que explican los procesos de mitosis
y meiosis.

Capitulo 4 (Chapter 4): este capitulo presenta animaciones e informacién sobre como los
alelos de un gen en particular, pueden interactuar a nivel molecular,

Capitulo 5 (Chapter 5): este capitulo muestra animaciones que ayudan a entender el
proceso de recombinacién meiotica.

Capitulo 8 (Chapter 8): este capitulo posee informacién -y animaciones sobre la

replicaciéon del ADN, incluyendo desde la polimerizacién de nucledtidos hasta la

replicacidn del cromosoma.

Capitulo 10 (Chapter 10): este capitulo contiene animaciones que explican los procesos
de transcripcién del ADN a ARN, traduccion del ARN a Protefna, asi como una explicacién
para el fendmeno de “supresion génica”.

Capfitulo 11 (Chapter 11): este capitulo muestra un ejemplo animado de la “regulacién
transcripcional en procariontes™.

Capitulo 12 (Chapter 12): este capitulo presenta animaciones que ayudan a entender el
concepto de “complementacion génica” y la técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction).

Capitulo 14 (Chapter 14): este capitulo describe mediante animaciones la reciente técnica
de “oligonucleotide arrays™, la cual es muy til, por ejemplo, para determinar que genes se
encuentran activos en una célula, bajo una condicién particular de cultivo.

Capitulo 16 (Chapter 16): capitulo que presenta la forma en la cual la radiacién UV
causarfa mutaciones en ¢l ADN y el mecanismo de reparacién presente en la célula.
También se incluye una animacién que explica como se producen mutaciones durante el
proceso de replicacién de la molécula de ADN. :

Capitulo 17 (Chapter 17): capitulo que explica como se originaria un reordenamiento en
la estructura de un cromosoma. Especificamente, se muestran animaciones para explicar los
reordenamientos cromosdmicos conocidos como “inversién” y “translocacién”.

Capitulo 18 (Chapter 18): en este capitulo se define lo que se entiende por “meiosis no
disyuntiva, apoyandose en animaciones y breves notas.

Capitulo 19 (Chapter 19): en este capitulo se encuentran animaciones que explican el
mecanismo que permitiria el “crossing-over” entre crométidas de cromosomas homélogos.
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AYUDA:

Las animaciones se pueden ver de 2 modos distintos. Seleccionando el modo
“Step-by-Step”, ubicado en la parte superior izquierda de la pantalla, se ve la animacién
paso a paso, mientras que con el modo “Continuous” puede verse en forma continua.
Algunas animaciones poseen audio en el cual se explica con el cual se explica lo que se
muestra en la animacién, pero sélo funciona cuando se ve en el modo continuo. También se
muestran cuadros en el extremo izquierdo de la pantalla, los que llevan figuras relacionas
con el tema tratado. En estos casos, la(s) animacion(es) se presenta como un pequefio
recuadro en la parte inferior de la pantalla. Para acceder a la animacion, basta con hacer
click con el cursos sobre €l recuadro de la animacion que se desea ver.

Por tltimo, para volver al ment inicial o acceder a las animaciones presentes en los temas
tratados en un capftulo, hay que hacer click con el cursor en la opcién “Main Menu” o
“Topic”, ambas desplegadas en el extremo inferior izquierdo de la pantalla.

Si necesita ayuda solicitela a la los ayudantes,
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HYPERCELL

Es un programa que funciona junto con un diskette que debe ser instalade en los
computadores 8,11,14,17 de ia sala multimedios. En los demas equipos funciona sin
diskette.

El tema esencial de este programa es la célula.Sus psrtes, sus tipos, etc.Consta de
esquemas, que tienen animaciones, y oxplicaciones en inglés.También tiene
bibliografia y una extensa lista de definiclones de los términos relacionados.

Es una version de 1997 de Garland Publishing.

Para consultqf :

Una vez que el diskette esta instalado, desde la carpeta At ease, se va a la carpeta Aplicaclones, ahl hay un
botén ¢on una cmara de ¢ine y dica "BEGINHC" se debe hacer un ¢lick en &l y el programa comienza.

Todas las secclones de Hypercell estan representadas en el Mapa Princlpal (Main Map) a la izquierda,

§i desea ver un tama en particular debe selecclonarie, haclendo un click con &l mouse{E! 1ema selecclonado
sapondré de color amarilo).

Una vez denlro de un fema, la parte deracha do la pantalla cambiard. Se presentara una lista de los
subtemas.Cada subtema tiene un Indicador en forma de cireulo que toma un color de acuerdo al tralamiento
que se fa ha dade durante el curso .Por ejemplo, si el circulo es transparents quisre

declr que ase subtema no ha slde visto, si es gris quiere declr que se ha visto brevamente y si e3 verde que
se ha visto mas detalladamente Los colores azul, rojo y amarillo deben ser activados por e usuario,
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HYPERCELL

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DE CHILE
SISTEMA DE BIBLIOTECAS / BIBLIOTECA BIOMEDICA .
SECCION REFERENCIA Y.MULTIMEDIOS

Ayudas:
Hay una botonera ubicada en el extremo inferlor derecho de la ventana,el uso de los botones es el siguients:

Movie:sirve para aclivar la animacion en cade iema.Dentro de este botdn estan las opciones play, pausa y stop
mostradas con sus respectivos iconos..Mieniras la animacion ests activada la ventana conliene una lista de los
punios principales.Se puede hacer dick en cuglquier punkd para observer esa pare de la animacitn en
particular.Para aalir de movls, debe hacer un click dentro del botdn,

Maps:sirve para volver al Mend Princlpal haciendo un click sobre & pequefio circulo amarillo ubicado en la
parte derecha del botén,en la parie izquierda hay una zona azul que si es aclivada muastra un lista de
lugares dentro del programa relzcionadas cor el lema en cuestién. .

Go:sirva para gvanzar o retroceder dentro de Lin tema a ofro 0 dentro de un {ama determinedo.

Bookmarks:al activar este botdn aparece un listado de los temas que han sldo destacades por la persona que

ve e programa. Se pueden agregar y borar, si na son borrados quedan guardades para Ia proxima seccidn.Para

salir de bookmarks debe desactivar el botén haciendo un click sobre éste,

Word List: al activar este botdn s despiiega una lista de términos relacionadas, al ser seleccionadas se
despliega una definicidn Para desactivar Word List debe hacer un click sobre el botén.

ﬁeferencos: oste boton , ol ser eclivado, despliega referencias bibliogrificas para cada lema.Para
desactivar haga un ¢lick sobre el botén. :

Notes:aste botdn tiene 1a misma finalldad de un notepad.

Indicadores de los botones:

En los botones se encuentan pequefos indicadores en forma de circulo que toman distintos colores de
acuerde al uso que $e ha hecho de cada botdn duranbe el trayecto por el programa,

Si es gris se ha usado brevemente, si g3 verde ya se ha usado.Cuando € circulo 58 vuelve rojo significa que
¢ botdn esta activado ¥ que para confinuar con otros lemas debe desactivario.

Help:este boidn se encuentra en el extremo superior derecho de la ventana,si
este boldn es activado, se puade consultar la ayuda para el uso de cada uno de los
bolones ariba descritos presionéndoios de a uno y no Soltandolos hasta que ya se
haya obtenido |a informacidn requerida,
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HANDS ON GENETICS es una compaiifa que produce software destinado a
ensefiar y a aprender genética, El set consiste en 12 programas que se ejecutan
en forma independiente y cada uno cubre un drea particular de la genética con
miiltiples ejercicios para facilitar el aprendizaje. Lamentablemenie no son
gratuitos, pero algunas versiones de evaluacién pueden ser bajadas de su pdgina
web  (http://www.handsongepetics.com). En e¢llas pueden verse algnnas de sus
funcionalidades, pero para acceder’ al software completo es necesario comprar
Ia licencia.

Estos programas funcionan en Windows 95 o posterior y en Macintosh,

Hands On Gengtics

Mewl Hande On Genctics
goes SHAREWARE

Clitkl{ERE’[o_r detaile

‘- Take sﬂdunhpa;thaimanmm‘h
‘s Qamlnely inkimetvn programs - ten ke L?hnd without supanis (]
fsl.lmmmum uerem mpﬁ;dmm ig amad In‘lasgang

Sdmple propratis:. -
Rafhsnzod ta: "I’n drtn

§ i@ A getigenl lguaanq.km.ls,,u pmsrarn

A-hand’s.en gppmph to matasia

A continuacién una breve descripcién de cada uno de los programas (es
recomendable que estos sean ejecutados en el orden aqui indicado):

1.- SingleGene: Introduce al estudiante los conceptos basicos de ciclos de vida,
genética y herencia.

2.- Mendelism: Genética mendeliana.



HANDS ON GENETICS

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DE CHILE

SISTEMA DE BIBLIOTECAS / BIBLIOTECA BIOMEDICA
SECCION REFERENCIA Y MULTIMEDIOS

3.- Meiosis: Ayuda a aprender las etapas de 1a meiosis, ademds muestra una breve
comparacion con la mitosis.

4.- Sex link: Muestra los principios de la herenciz ligada al sexo.

.- Genetic Molecules: Coémo se forman el ADN, ARN y proteinas.
6.- Punnett: Continuacién de SingleGene, ahora se trabaja con 2 Joci.
7.- PCR: La reaccidén en cadena de la polimerasa.

8.- Gelsim: Ejecuta una simulacién de cortes con enzimas de restriceidn para
conocer la secuencia de un plismido.

9.- GeneShare; Permite a los estudiantes hacer y/o estudiar pedigries.
10.- PopSim: Programa para estudiar genética de poblaciones.

11.- Hardy-Weinberg: El estudiante puede estudiar al ley de Hardy-Weinberg en un
locus determinado.

12.- Fisher-Wright: Programa para estudiar la linea de descendientes en una
poblacién finita.

USO DE LOS PROGRAMAS:

El uso de estos programas es muy sencillo, sdlo basta ejecutar el archivo que
corresponde a cada programa y seguir las instrucciones en inglés que aparecen
después de cada paso. Si necesita ayuda en su uso, en la misma pégina web de Ja
compalfiia, en [a seccion “Program Instructions” puede encontrar archivos de ayuda
en PDF tanto para estudiantes como para instructores o profesores.

Si necesita ayuda solicitela a la Bibliotecaria o al operador de la sala multimedios
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LA MEIOSIS

En la especie humana el momento en el cual ocurre la meiosis, asi comd las
caracteristicas que ella presenta, son propias al sexo del individuo. En efecto, la meiosis
femenina se inicia en la embriogénesis, luego se detiene por afios. Se reinicia en la
pubertad y continua en forma ciclica hasta la edad madura. En cada ciclo un grupo de
foliculos comienza a madurar y sélo completaran la meiosis los que sean fecundados. En
el vardn, la meiosis se inicia despues de la pubertad, y es continua a través de toda la
vida adulta. En ambos sexos no sdlo hay una gran diferencia en el tiempo de inicio de la
meiosis, sino, es evidente que en el sexo femenino ésta es discontinua en el tiempo y en
el sexo masculino continua. ‘

La meiosis consta de dos divisiones celulares sucesivas precedidas de sélo una
duplicacién del DNA. Ello produce una reducciéon del nimero de cromosomas que van a
estar presentes en las células resultantes, por lo c'lue la meiosis también se conoce como
reduccional. En contraste, la mitosis se considera ecuacional puesto que la distribucién
de los productos cromosomicos en las células hijas es equivalente al de las células
origmales.

Es importante comprender como se distribuyen y segregan los cromosomas en las dos
divisiones meiéticas para entender como se origina la haploidia de las células resultantes
de la meiosis. Sin embargo, en la meiosis, y pérticularmente en toda la profase de la
primera division meidtica ocurren una serie de otros fenémenos celulares tremendamente
relevantes al éxito de la célula gamética final y a la variacién genética de la cual ella es
depositaria que también deben ser considerados. ~Por lo tanto le invitamos a revisar la
meiosis considerandola como un proceso largo y complejo que sélo termina con las
segregaciones cromosdmicas y las divisiones celulares. A este respecto, y refiriéndonos
solo al tiempo que toma su ocurrencia, las dos divisiones demoran menos de 1 dia, en
cambio sdlo la profase de la primera meiosis demora aproximadamente 7 dias en los
varones y hasta varios afios en las mujeres.

La meiosis es un proceso que compromete al meiocito en forma integral, sin embargo,
los cambios mas destacados ocurren a nivel del nucleo, por lo que generalmente la

descripeién de la fenomenologia meidtica estd. referida a los cambios nucleares o



cromosOmicos. Entre éstos, los eventos mas destacados que ocurren en la meiosis son:
duplicacion del DNA, sinapsis de los cromosomas homdlogos, "crossing over", sintesis
de RNA, segregacion de cromosomas homodlogos, segregacién de cromatides, y
divisiones celulares. '

La meiosis se divide en etapas las qt;e se denominan de la misma manera que las
etapas mitdticas. Ademas se las numera con 1 o I dependiendo si corresponden a
profase, metafase, anafase o telofase de la primera o segunda divisiones meidticas. A
continuacién se describen los principales. acontectmientos de las distintas etapas de la
meiosis comenzado por la profase I y sus subetapas. La profase I se subdivide en las
siguientes 5 subetapas: Leptoteno o leptonema, zigoteno o zigonema, paquiteno o
paquinema, diploteno o diplonema y diacinesis. La duplicacién del DNA ocurre antes
del inicio de la profase es decir es previa al estado de leptoteno.

En el leptoteno se aprecian finos filamentos dentro del nucleo; corresponden a la
cromatina de cada cromosoma que se ordena en torno a un eje cromosémico. Cada eje
cromosémico se encuentra unido por ambos extremos {0 telomeros) a la envoltura
nuclear.

En el zigoteno, los cromosomas bomélogos, postblemente situados en areas
proximas de la envoltura nuclear, se aparean y luego inician una unidén mas intima y
estable que se conoce como sinapsis y que generalmente ocurre por los extremos o
telomeros. Estructuralmente, este fenérﬁeno se visualiza debido a la formacién del
complejo siniptico o complejo sinaptonémico. Este cuerpo protéico esta constituido por
dos elementos laterales y uno medial.

En el paquiteno, se completa el ensamblaje del complejo sinaptonémico el que ahora
se extiende en toda la longitud de cada par cromosémico homodlogo. A cada par
cromosdmico homélogo en sinapsis se le conoce como bivalente. Centralmente y en toda
la extension de cada bivalente queda situado el complejo sinaptonémico. En torno a sus
elementos laterales se dispone la cromatina de cada cromosoma homoélogo, que por estar
duplicada esta constituida por dos cromatides.

En el sexo heterogamético, como es el caso de los machos de mamiferos, durante el
estado de paquiteno, los cromosomas sexuales X e Y se aparean estableciéndose entre

ellos una sinapsis parcial a través de un corto complejo sinaptonémico. Este complejo se
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forma en el sector homélogo que comparten y que se conoce corno seudoautosdmico. El
sector heterdlogo o diferencial entre los cromosomas X e Y persiste organizado en ejes
simples. Durante esta etapa la cromatina del bivalente XY permanece intensamente
condensada y no transcribe, en cambio, e! resto de la cromatina nuclear esta
descondensada y con una gran actividad en cuanto a sintesis de RNA. Es en esta etapa
que los nucléolos alcanzan su méximo desarrollo.

Durante el estado de paquiteno y estando organizados los bivalentes también ocurre el
“crossing over" o entrecruzamiento entre cromosomas homologos. Este consiste en la
ruptura de los DNA pertenecientes a dos cromatides homologas y en la posterior union
intercambiada de los extremos de estos DNA, conservandose la polaridad 5' 3' de las
hebras del DNA comprometido. De este intercambio resultaran nuevas combinaciones
cromosomicas diferentes a las presentes en los cromosomas parentales.

En el estado de diploteno, se inicia el término de la profase y de! apareamiento de los
cromosomas. Los complejos sinaptonémicos: se desensamblan, se separan los
cromosomas homologos y la cromatina de cada cromosoma comienza a condensarse. En
los puntos donde ha ocurrido entrecruzamiento persisten segmentos de complejo
sinaptonémico. En estos mismo sitios, al microscopio de luz, se visualizan los
quiasmas. '

En la diacinesis se rompe la envoltura nuclear, se condensa intensamente la
cromatina de cada cromosoma y se terminalizan los quiasmas. Esto ultimo significa que
se resuelven los puntos de entrecruzamiento donde persistia complejo sinaptonémico. Al
mismo tiempo, los cromosomas homdlogos se reorientan entre si iniciando' su separacion
fisica la que culminari en la primera anafase. Durante el transcurso de la profase I, se ha
producido la duplicacién de los centriolos, los que en el periodo de diacinesis migran
hacia polos opuestos de la célula. Conjuntamente con este fendmeno, se organizan los
microtubulos los que toman contacto con los cromosomas y se orientan desde un polo
celular al otro.

En la metafase 1, los cromosomas intensamente condensados se encuentran situados
por pares homologos en el ecuador de la célula y unidos por sus cinetocoros a los
microtubulos del huso meidtico. Los cinetocoros de las cromatides hermanas se orientan

hacia el mismo polo celular. La orientacién de los cromosomas paternos y maternos, en el



conjunto de pares cromosémicos homologos, es al azar y de esta disposiciéon dependera
su migracion anafasica. Este fendmeno, conocido como permutacion cromosomica,
genera distintas posibilidades de distribuciones cromosomicas en las células resultantes.
El nimero de distribucciones cromosomicas posibles depende del numero de pares de

cromosomas homoélogos distintos (n) presentes en la metafase lo que puede ser

representado por 2™ Por ejemplo, si una célula en su condicién diploide tiene 6

cromosomas, los que corresponden a tres pares de cromosomas homélogos, 8 seran las

*

distribuciones posibles en las metafases I de esos meiocitos (23=8).'

En la anafase L, se produce la separacién de los cromosomas homologos los cuales
migran hacia polos celulares opuestos. La rnigracién anafasica de los cromosomas ocurre
por depolimerizacién de los dimeros de tubulina (que componen el extremo centriolar de
los microtubulos) y por polimenzacion simultanea de los microtibulos (que se localizan
entre los cromosomas miembros de un j:)ar de homologos). De esta manera, los
microtibulos se acortan hacia el polo celular y se elongan en el ecuador celular, lo que
da como resultado la aproximacién de los cromosomas a los polos, los que a su vez se
alejan entre si.

Cada célula resultante después de la primera divisién meidtica es haploide en cuanto
al numero de cromosomas, sin embargo el contenido de DNA es aun 2¢ lo que se refleja
en que cada cromosoma esta formado por dos cromatides.

En un gran nimero de organismos, incluida la especie humana, después de la primera
anafase meidtica se sucede inmediatamente la segunda metafase, sin mediar
descondensacién de la cromatina ni reorganizacion nuclear. Incluso, se ha demostrado
que la mantencion del estado condensado de la cromatina es importante para mnhibir la
replicacion del DNA entre una y otra division meidticas. '

En la metafase I, los cromosomas se orientan en el ecuador de la célula y los
microtibulos del huso divisional parecen unidos a los cinetocoros de los cromosomas.
En- esta oportunidad, los cinetocoros de las cromatides hermanas estin orientados a polos
celulares opuestos.

En la anafase II, y debido a la organizacion anterior, la traccion ejercida por los
microtibulos insertos en los cinetocoros ocasionara la separacion de los cromatides

hermanas. En este periodo segregan recién los cromosomas recombinados por crossing-
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MEIOSIS

SEGREGACIONES CROMOSOMICAS
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Baséndose en la figura, responda:

;/Cudl es el nimero cromosdmico de las células entes de e segregacion y cuil es el nimero
cromosémico de las células que ya experimentaron la segregacidn? Especifique.




over. También aqui ocurre la separacion de los elementos constituyentes del centsiolo.
En la gametogénesis masculina, el centriolo volvera a ser un organelo par, despues de la
duplicacién de este elemento (nico en los inicios de la espermichistogénesis.

En la telofase II, alrededor de los cromosomas localizados en cada polo celular, se
reconstituye la envoltura nuclear. La cromatina empieza rapidamente a descondensarse y
por un breve tiempo se remniciard la actividad transcriptiva.  Aunque de baja magnitud la
actividad sintética de este nicleo es muy significativa ya que el genoma se encuentra en
estado haploide. ‘Al mismo tiempo, ocurre la citodieresis, luego de la cual es posible
hablar en propicdad de células haploides ya que lo som, tanto en el contenido

cromosomico (n), como en la cantidad de DNA (c).

Soledad Bgrrios
Radl Fernandez Donoso



;Cudl es la diferencia entre la figura supenor y la inferior?. Explique.

(Qué es la permutacion cromosdmica? ;Cuintas combinaciones ¢cromosémicas es posible
obtener en relacion al nimero de cromosomas?

¢En cual o cuiles etapas meioticas se cumplen los principios mendelianos?

Prncipio Mi li Etapa Meiotica




CONTENIDO DE DNA (C) DURANTE LA MEIOSIS.

— 4C—|
8
<
3
B 20
z _
& 4 1 | | |

I | ; I

S Profase Telol  TeloIl  Espermiochistogénesis
MEIOSIS

(Como se define la cantidad C de DNA?

Complete el grifico con una curva que represente las cantidades de DNA {C) presentes en una
célula durante las distintas etapas meidticas,

Coloque sobre la curva de DNA, el contenide de cromoesomas (n) presentes en el nucleo
durante las diferentes etapas meioticas.
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SINAPSIS DE CROMOSOMAS HOMOLOGOS.

En la figura se ha representado esquemdticamente la sinapsis entre dos cromosomas
homologos. Coloque los nombres de las estructuras seflaladas.

2)
b)
¢}
d)

e)

g)




Cual es la relacién entre:

ayb

byd

atb yetd

(JEn que etapa de la meiosis se forma 2 ;Cual es l1a funcidn principal de esta estructura?
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{Cudles habrian sido las secuencias génicas de los productos cromosdémicos si en el bivalente
metacéntrico hubiera habido un crossing-over entre los loci génicas C y D y entre ias
cromatidas 2 y 3; y un crossing over entre los loci génicos A y B y las crométidas 1 y 4?2,

—

Y cuales serian los productos génicos si en el bivalente telocéntrico hubieran ocurrido dos
crossing-overs ambos entre las cromitidas 2 y 3, uno entre el centrémero y el locus génico E
y el otro entre los loci E y F? Distinga los centromeros como patemo {oscuro) y matemo
(claro).




RECOMBINACION O CROSSING-OVER.

A a A a
b B b
¢ c ¢ ¢ B ° B e
D d D d F f F f .
1234 1234 1234 12234 %

Eo la figura se ha representado la ocurrencia de dos crossing-over en el bivalente

cromosOémico metacéntrico y de uno en el bivalente telocéntrico, siempre entre las
cromitidas 2 y 3.

Anote cuiles serian las combinaciones génicas en los cuatro cromosomas resultantes de cada
uno de los bivalentes en recombinacion.
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¢Culiles son los productos meidticos resultantes de una y otra metmfase, respecto de los

cromosomas sexuales?. Explique.

6.3.

Esta proporcion de células portadoras de cromosomas X o Y jtendm relacion con la
proporcibn de sexos en los individuos de la especie humana?. Fundamente.
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Capfriro 14

GAMETOGENESIS MASCULINA

J. Balboritin F. y E. Bustos-Obregtet

GENERALIDADES
La funcién de los testiculos en el proceso re-
productivo ha sido reconocida desde la antigie-

dad en base a observaciones realizadas en hom-
bres y animales castrados. Los estudios de la
fisiologia testicular precedieron ]‘aor varios siglos
a las investigaciones acerca de la estructura de
este Srgano. Las ténicas clisicas de extirpacion
gonadal aplicadas al estudio de la fisiologfa re-
productiva, comenzaron a ser usadas por Aris-
toteles ya en el siglo IV antes de Cristo, mientras
que la primera observacién de células germina-
les al microscopio ocurriQ recién en el siglo XVII.

Junto con el mejoramiento de las técnicas mi-
croscépicas, desde la mitad del siglo XIX enade-
lante, hubo un gran impulso al estudio de la
morfofisiologia testicular. Uno de los avances
més significativos en este campo fue el descubrir
que los espermatozoides se originaban de célu-
las presentes en el testiculo. Esto fue seguido
rédpidamente por la descripcidn microsobpica de
las células intersticiales y de las células de Ser-
toli. La descripcitn morfologica y la clasificacion
de diferentes tipos de célutas inales, asi
como su disposicién en los tibulos seminfferos,
llev6 posteriormente a la definicién de la se-
cuencia de las etapas de la espermatogénesis.
Esto iltimo actualmente constituye la base para
la comprensitn de la cinética del proceso esper-

- matogénico.

La mayor parte de Jos estudios sobre esper-
matogénesis $¢ han realizado en roedores, es
cialrnente en la rata. Sin embargo, es posible
establecer una descripcion general de este pro-
ceso, dada la similitud que se presenta entre las
distintas especies de mamiferos.

En muchas especies de mamiferos, la esper-
matogénesis es un proceso continuo durante to-
da la vida del macho. En otras especies (ue pre-
sentan estacionalidad reproductiva, ocurren ci-
clos de actividad espermatogénica regulados
por seflales ambientales, entre las cuales el foto-
perfodo o duracién del dia y la noche tiene un
rol prepondetante.

La espermatogénesis en el adulto se puede
defy-ur como la secuencia de eventos citolgicos
Y bioquimicos que lievan a la formacién de un
Spermatozoide a partir de una célula precurso-
Ta o toncal. La diferenciacién de 1a gonada,

como también las etapas embrionarias de la es-
permatogénesis que llevan al establecimiento de
la linea inal troncal en el adulto, son trata-
das en el capitulo correspondiente.

La espermatogénesis en los mamiferos tiene
lugar en el epitelio seminffero, dentro de estruc-
turas tubulares presentes en los testfculos, lla-
madas tibulos seminiferos. El proceso perma-
nente de produccién de espermatozoides re-
quiere de la continua proliferacién de las células
germinales troncales, para proveer en forma
constante nuevas células que puedan entrar en
diferenciacién. Ademds, como el niicleo del es-
permatozoide se fusiona con el del ovocito du-
rante la singamia para formar un cigoto diploi-
de, debe ocurrir necesariamente una reduccidn a
la mitad del nimero de cromosomas del esper-
matozoide.
. Se distinguen tres etapas principales que
caracterizan a la espermatogénesis y que son:
1) renovacién de las células troncales por mi-
tosis, 2) reduccion del nimero cromosémico
E:r meiosis y 3) transformacién de las células

ploides en espermatozoides. Las células
troncales de la espermatogénesis son las es-
permatoponias, las cuales después de cierto
nimero de mitosis, entran en meiosis para ori-
ginar los espermatocitos primarios. Estas -
mas células, después de una primera divisién

" meidtica, originan a los espermatocitos secun-

darios, 1os cuales a su vez en una segunda

divisién mei6tica originan a las espermétidas..

Finalmente, las espermitidas se transforman
en espermatozoides mediante una secuencia
compleja de cambios, en un proceso conocido
como espermiohistogénesis (Figura 1).

Las condiciones en que ocurre la espermato-
genesis son muy especializadas y requieren de
la creacion de microambientes particulares den-
tro del tibulo seminffero. En este proceso, las
células somaticas del epitelio seminffero, lama-
das células de Sertoli, tienen un rol esencial.

ESTRUCTURA DEL EPITELIO SEMINIFERO
El epitelio seminffero constituye la mayor

- parte de la pared de los tdbulos semindferos. Los

tilbulos seminfferos presentan una luz o Jumen
central, hacia donde son liberadas las espermé-
tidas maduras al momento de la espermiaciém
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Figura 1. Secuendla de cambios de la célula germinal durante la espermatogénesis en el mono. Ap = esper-
malogonia A pdlida; Ad = espermalogonia A oscura; B = espermatogonia B: Pl = espermakhxito en
Prelepioteno; L = espermatocito en lepioteno; Z = espermatocito en Zigoteno; EP = espermaltocito en
Paquiteno termpranc; MP = espermatocito en paquiteno medio; LP = espermatocito en paquiteno tardio;
II = espermatocito secundario; 1-14 = estados de diferenciacion de la esperméltida durante la espermio-

histogénesis; RB = cuerpo residual.

{Figura 2}. Los tibulos seminiferos son estructu-
ras muy flexuosas, cuyos exiremos se conectan a
un sistema de cavidacdes presentes en Ja zona del
mediastino testicular, llamada rele testis. Esta

estructura conecta al testiculo con el epididimo,

a través de los conductos eferentes. En el hom-
bre los tibulos seminfferos no son estructuras
enteramente independientes desde el punto de

vista estructural, sino que presentan varios pun-
tos de anastomosis que los conectan entre si. En
el hombre existen aproximadamente 300 tibu-
los seminiferos por testiculo. Cada tibulo mide
alrededor de 80 centimetros de largo por unos
250 um de didmetro.

Los tdbulos seminiferos estin compuestos
por las siguientes estructuras, desde la periferia
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Figura2, Secci6n de testiculo humano. Tbulos seminfferos cortados transversalment2. Nétese que en una misma
seccidn tubular pueden estar presentes varios estados del ciclo del epitelio seminifero (170 x).

. hadla el centro: 1} el perihibulo, compuesto por

una o varias capas de células peritubulares o
mioides, segiin la especie; 2) una ldmina basal; 3)
el epitelio seminifero, y 4} un lumen o Juz central
(Figura 3).

El epitelio seminifero estd formado por cé-
lulas germinales en distintos estados de dife-
renciacién, como también por células somati-
cas llamadas células de Sertoli. Este ultimo
tipo celular fue descrito en 1865 por el inves-
tigador italiano Enrico Sertoli. Mediante una
cuidadosa disociacién en cloruro de mercurio
de tibulos seminlferos obtenidos de testiculos
humanos, Sertoli estableci6 que las células so-
miticas del epitelio seminifero correspondfan
a estructuras independientes y no a un sincitio
como se suponia hasta ese momento, asignan-
dole una forma bdsicamente columnar con ru-
merosas ramificaciones.

Enla actualidad se sabe que la célula de Ser-
toli tiene un rol clave, tanto en la mantencién de
la estructura del epitelio seminifero, como tam-
bién en la regulacion del proceso espermate-
génico. Numerosos estudios realizados princi-
palmente en la rata han permitido conocer la

ultraestructura y funcin de la célula de Sertoli.
En esa especie, 1a célula de Sertoli mide entre 70

'y 80 um de largo y aproximadamente 25 pm de

ancho en la base, extendidéndose desde la base

‘hasta el lumen del tibulo seminffero. Esta célufa

presenta NUMErpsos procesos y recesos que for-
man cavidades donde se alojan las células ger-
minales (Fipura 3). )

La célula de Sertoli cumple un rol fundamen-
tal en: 1) Ja generacion y mantencién de 1a es-
tructura del epitelio seminifero; 2) el desplaza-
miento de las células germinales desde la base
hacia el lumen del tibulo durante su diferencia-
cidn, y 3} 1a generacidn de microambientes en el
interior del tabulo seminifero. »

La célula de Sertoli constituye un ejemplo de
la gran complejidad que pueden akanzar las

"interacciones celulares en los procesos de dife-
. renciacidn. Se ha observado que una misma ¢é-
lula de Sertoli, a 1o largo de su eje baso-apical,

mantiene una variedad de complejos de unién

* con diversos tipos celulares o estructuras a la
vez. Estas asociaciones se pueden clasificar en:
1) Sertoli-Sertoli; 2) Sertoli-germinal, y 3) Sertoli-

l[dmina basal,
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Figtra 3, Estructura del hibulo seminiferc. Composicién del peritibulo y del epitelio seminifero, y relaciones entre
células de Sertoli y células germinales. El reciiadro muestra una ampliacién de 1as uniones oclusivas entre
células de Sertoli (flechas), 1as que dan origen a los estratos basal (bajo las uniones oclusivas) y adluminal
(sobre las uniones oclusivas) del epitelio seminifero. 1 = espermdticas; 2 = espermatocitos; 3 = esperma-

togonias; 4 «= célula mioide.

Entre las células de Sertoli se establecen unio-
nes del tipo oclusivo, que representan la base
estructural de la barrera hematotesticular y de
los microambientes intratubulares. Existe tam-
bién un tipo particular de asociacion entre las
células de Serioli, llamada especializacién ecto-
plasmica, Jocalizada por debajo de la membrana
plasmatica correspondiente a un ordenamiento
definido de microfilamentos de actina.

Las células de Sertoli y las células germinales
se relacionan mediante un Hp::;fecial de union
mixta desmosoma-"gap”, especializaciones ecto-
pldsmicas y complejos tibulo-bulbares. La unién
desmosoma-"gap” corresponde a una estructura
similar a un hemidesmosoma, presente sola-
mente en Ja célula de Sertoli, el que se comple-

menta con Ja presencia de estructuras caracteris-
ticas de la unién "gap” o nexus. Este tipo de
unitn relaciona a la célula de Sertoli con las
espermatogonias By espermatocitos en paquite-
no, y menos frecuentemente con espermatidas
redondas. Su funcién probablemente se relacio-
na con el anclaje de las células germinales a la
célula de Sertoli, como también al acoplamiento
metabélico entre estas células a través del inter-
cambio de metabolitos y macromoléculas pe-
quefias,

Las especializaciones ectoplismicas asocia-
das a células germinales estin presentes s8lo en
la célula de Sertoli. Estas estructuras tendrian un
rol importante en el anclaje de los espermato-
citos en etapas posteriores al paquiteno, como

o
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también de las espermdtidas a la superficie de la
célula de Sertoli.

Por 1iltimo, se encuentran los complejos hibu-
lo-bulbares, que corresponden a proyecciones
del citoplasma de espermdtidas maduras, aso-
ciadas a especializaciones ectopldsmicas en la
célula de Sertoli. Estas estructuras, presentes en
un namero cércano a 20 por ¢élula, participan en
el anclaje de las espermétidas maduras a la célu-

la de Sertoli, antes de ser liberadas al lumen del -

hibulo seminffero. Los complejos hibulo-bulba-
res también tienen un rol importante en el pro-
ceso normal de pérdida de citoplasma de las
espermétidas. Se ha observado que algunas de
estas estructuras son fagocitadas por la célula de
Sertoli, al mismo tiempo que otras se forman, lo

ue tiene como consecuencia una pérdida neta

e citoplasma por parte de la espermdtida. La
célula de Sertoli también presenta complejos de
unién del tipo hemidesmosoma con la Limina
basa! del epitelio seminifero, lo c]ue serfa impor-
tante para el anclaje de estas células a la pared
del hibulo.

En relacién a la existencia de microambientes
en el interior de los tibulos seminiferos, las
uniones oclusivas Sertoli-Sertoli generan dos
compartimientos en el epitelio seminifero, lla-
mados compartimientos basal y adluminal (Fi-
gura 3). En el compartimiento basal se encuen-
tran las células germinales en las etapas mds
tempranas de la diferenciacion, desde esperma-
togonias hasta aspermatocitos en leptoteno. En
el compartimiento adluminal, por otro lado, es-
tAn presentes las células germinales desde los
estados de espermatocitos en zigoteno hasta es-
permétida madura.

Ambos compartimientos intratubulares Esr&
sentan una composicidn quimica diferente. Esto
se debe, por un lado, al acceso mds o menos
directo que tienen los componentes provenien-
tes de la linfa hacia el compartimiento basal, y
por otro lado, al alslamients en que permanece
el compartimiento adluminal debido a las unio-
nes oclusivas entre las células de Sertoli. Tam-
bién contribuye a la generacién de los miao-
ambientes intratubulares, la produccién selecti-
va hacia estos compartimientos de algunos com-
g:nezl;tes de secrecién por parte de la célula de

rtoll.

DIFERENCIACION DE LAS CELULAS
GERMINALES

Aspectos morfolégicos

Los espermatozoides se originan mediante
un proceso complejo de diferenclacién a partir
de las espermatogonias A, 1as que constituyen la
poblacién troncal del epitelio seminffero. Estas

células residen en el compartimiento basal, so-
bre la lamina basal del epitelic seminifero, pre-
sentando un tamario aproximado de 15 um, con
un niicleo pélido y ovalado que contiene una
fina granulacién cromatinica. Las espermatogo-
nias A proliferan, originando algunas de ellas, a
las esperratogonias B. Estas ienen un tamafio
menor y poseen un micleo esférico que presenta
granulos grandes de heterocromatina.

- En varias especies de roedores, entre ellas la
rata, se reconoce un tpo espermatogpnial de
transicion, llamado espermatogonia intermedia.
En el hombre se han identificado dos clases de
espermatogonias A, llamadas espermatogonias
A oscura y A pélida, las que se diferencian por
la distinta intensidad de tincién de sus nicleos.

La meiosis en la espermatogénesis comien-
za con la entrada de células germinales a la
etapa de espermatocito primario, cuya fase
inicial corresponde al estado de preleptoteno.
Los espermatocitos en preleptoteno se origi-
nan de la mitosis de las espermatogonias B, lo
que corresponde a la dltima division mit6tica
Gue se registra durante el proceso esperma-
togénico. Los espermatocitos en preleptoteno
son las células mds pequeias del epitelio se-
minffero. Presentan un tamafio de alrededor
de 8 um, citoplasma reducido y un nucleo
esférico con dreas localizadas de heterocroma-
tina densamente granular. Los espermatocitos
en preleptoteno se localizan en el comparti-
miento basal de Jos tibulos seminlferos, cerca-
nos a la ldmina basal, y desde aqul, en su paso
a la etapa de leptotena, son desplazados hacia
el compartimiento adluminal. En la rata se ha
descrito un compartimiento de transicidn, 1la-
mado compartimiento intermedio, que es ocu-
pado temporalmente por los espermatocitos
en leptoteno. -

La mejosis prosigue con el paso de leptoteno
a zigoteno y posteriormente a una fase de pa-
quiteno de larga duracién, donde el esperma-
tocito primario aumenta de manera importante
su tamafio, alcanzando a la vez una positidn
mds cercana 2l lumen en el tibulo seminifero.
Las restantes etapas de la primera profase meid-

en la forma descrita clisicamente,

tica prosi
ﬁnaj' o con la produccion de espermatocitos

secundarios después de la primera division
meidtica. La etapa de espermatocito secundario
es de corta duracidn, y finaliza con la segunda
divisién meidtica, originando asf a las espermé-
tidas redondas.

Posteriormente, las es tidas redondas
entran a un procesp de diferenciacién de larga
duraci6n, por el cual adquleren las caracteristi-
cas morfol6gicas definitivas del espermatozoid-
e, propias de cada especie. Este proceso se co-
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1oce con el nombre de espermiohistogénesis,
:spermiogénesis o espermatoteleosis y se carac-

eriza principalmente por la evolucién de tres -

rstructuras; nicleo, acrosoma y aparato flagelat.
4] mnismo Hempo, ocurre una serie de cambios

Jue involucran a otros organelos ctoplasma-
icos. Las mitncondrias se reordenan y se distri-.’
suyen en forma helicoidal en 1a primera porcién

ie la cola del espermatozoide para formar la
vaina mitocondrial. Por otro lado, los microhi-
>ulos se distribuyen en tomo al nucleo de la
>spermidtida en elongacion, para formar una es-
ructura llamada "manchette”, la cual se sugiere

que podria tener algyn rol en el inicio del alar-
gamiento del nicleo. -

Aspectos bioguimicos

Sintesis de dcidos nucleicos. E1 DNA durante la
2spermatogénesis se replica por Gltima vezenla:

atapa de preleptoteno, después de la divisién de
las espermatogonias B. Luego de una prolonga-

1a-fase de sintesis de DNA, estas células no

pasan por el perfodo G2 del ciclo celular, como .

acurre en la mitosis, sind que entran directa-

mente a la meiosis. La replicacién del DNA co--

rrespondiente a los cromosomas sexuales ocurre

en una etapa mas tardia respecto de los cromo--

somas autosémicos,

Durante la meiosis la sintesis de RNA es baja,
encontrdndose un miximo en la etapa de paqui-
teno, y un cese a partir de la diacinesis. El RNA

sintetizado en esta etapa es muy estable, y la

mayor parte de €l no es transferido inmediata-
mente al citoplasma. Durante la espermichisto-

génesis la sintesis de RN A es muy escasa o nula,”
aunque algunas evidencias sefalan que en las -
etapas de espermitida temprana se sintetizarfa,
RNA mensajero corresporwliente a protaminas. ’
Sintesis de protefras. Las etapas de la meiosis y -,
la espermichistogénesis son muy activas en re-

lacion a la sintesis de protefnas. Esta llega a

su mdximo en el estado de paquiteno, y decae.

marcadamente en diacinesis. Durante la esper-
michistogénesis, en los estados tempranos de
espermdtida, hay una activa sintesis proteica,
principalmente de proteinas nucleares. Poste-
riormente, en los inicios de la elongacién de las
espermdlidas, esta actividad cesa completamen-
te, para después reanudarse intensamente en las
fases finales de la elongacion.

Una parte importante de las protelnas sinteti-
zadas en la espermiohistopénesis corresponden
a proteinas nucleares bisicas especificas de la

linea germinal. La funcién de estas proteinas es’

reemplazar a las histonas sométicas durante la
compactacién de la cromatina de la espermat-
da. Inicialmente tiene lugar la sintesis de un tipo
de proteinas bdsicas, ricas en arginina y lisina,

las que se asocian temporaimente con el DNA
de la espermdtida. En los estados finales de la
espermiohistogénesis, se sintetizan proteinas ri-
cas en arginina y cisteina, del tipo protaminas,
que reemplazan a las anteriores, y permanecen
asociadas al DNA del espermatozoide.

Otras proteinas que se sintetizan a partir de
estados meidticos o postmeiticos de la esper-
matogénesis corresponden a una variedad de
iscenzimas especificas del testiculo, como la
deshidrogenasa lactica-C4 (LDH-X), la sorbitol
deshidrogenasa y la fosfogliceroquinasa-2.
También en estados avanzados de la espermio-
histogénesis tiene lugar la produccién de nume-
rosas otras proteinas especificas del testiculo,
algunas de las cuales se encuentran presentes en
la membrana plasmatica de espermdtidas y es-
permatozoides. La produccibn de ciertas
isoenzimas y de otras proteinas exclusivas de las
células germinales tiene su explicacdtn en las
condiciones metabdlicas particulares en que
ocurre la diferenciacionh de estas células, y a las
funciones especiales que éstas llevan acabo en el
proceso reproductive, Se supone que algunas
proteinas de membrana, especificas de las célu-
las germinales, podrian tener un rol importante
en interacciones de superficie entre estas células
y las células de Sertoli, como también en la inter-
accibn espermatozoide-ovocito en el momento
de la fecundacion. La presencia de proteinas de
superficie especificas de las células germinales
Hene ademis gran importancia del punto de
vista clinico, debido a que eslas protelnas mu-
chas veces presentan caracteristicas antigénicas
que potencialmente podrian inducir una res-
Ppuesta inmune antiespermdtica, ya sea en el pro-
pio individuo o en su pareja, pudiendo verse
afectada de esta manera fa fertilidad.

Renovacion espermatogonial

La continua produccitn de espermatozoides
por & hibulo serninifero representa una pérdida
enorme de elementos celulares. Aunque el sitio
de producciotn (i.e,, la Jongitud total de los hibu-
los seminiferos surmados) es gigantesco (por
ejemplo, de unos 2 metros en el ratdn, 250 me-
tros en el hombre y cerca de 5 kilémetros en el
toro), también lo es la actividad proliferativa
espermatogonial en el adulto, que caracteriza al
epitelio germinal como un tejido en renovacion.

Las espermatogonias proliferan periédica-
mente, por ejemplo, en los estados del ciclo IX,
XII-XIV y 1 para los tipos A en la rata, dando
origen a un mayor numero de espermatogonias
mas diferenciadas, como son In y B. Este proceso
constituye la amplificacion espermatogonial. Al
mismo Gempo, las espermatogonias proveen de
células indiferenciadas de tipo A, capaces de

P
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Figura 4. Sistema de renovacién de las espermatogonias-troncales en la rata. El sistema Al-A4 corresponde al
conjunto de espernatogonias en renovadion, en tanto que Ao corresponde a un sistema de reserva, que
entra en ciclo celular al depletarse experimentalmente ;Ed:oblacién de espermatogonias A. Se sefialan lns
estados del cicl en que hay mitosis de gonias A (IX-XI-XIV y I) y los elementos germinales “compro-

metidos" (gonias In y B, y espermatocitos preleptoténicos, P1), que se indican como "diferenciados”, pues
no revierten en ninguna condicion a la calidad de célula troncal.

repetir el mismo proceso en el dclo siguiente
{células troncales o "stem cells"} (Figura 4).

El estudio de la renovacién espermatogonial
requiere de una adecuada identificacion de los
tipos goniales, de un andlisis cuantitativo que
permita establecer filiacidn entre ellos, de un
andlisis dindmico e1: el tiempo (usualmente por
radicautografia}, y de la caracterizacion topo-
grafica de las espermatogpnias a lo largo de la
l4mina basal del kibulo, Esto se obtiene por ma-

en cortes seriados, o mejor adn, por el
an4lisis de ibulos seminiferos montados in tofo.
Este tltimo método ha permitido distinguir
cinco tipos de espermatogonias A (Aoy Al - Ad)
en la rata. Segyin este modelo, las gonias Al - A4
constituyen un sistemna troncal en renovacion,
en tanto que las gonias Ao se consideran como
gonias troncales de reserva, que pueden entrar
en achiva proliferacion cuando el epitelio germi-
nal depletado (por ejemplo, por radiacion) estd
en fase de recuperacion.

La renovaci6n espermatogonial en el hombre
es aln objeto de controversia. Inicialmente se
Propuso que las espermatogonias A oscuras po-
drian corresponder a las células troncales del
epitelio seminifero. Estudios mds recientes, sin
embargo, han comprobado que en diversos tras-
tornos de la espermatogénesis, como son la crip-
torquidia, la depleci6n de células germinales por

efectos de la radiacion y algunos desbalances
hormonales, las dnicas espermatogonias que
permanecen poblando los tibulos seminiferos
son las espemman)gonias A pélidas. Estas obser-
vaciones concuerdan mejor con un modelo de
renovaciOn espermatogonial en que las esper-

. matogonias A oscuras se originan de las

espermatogonias A pélidas, constituyendo éstas
la poblacion troncal del epitelio seminffero en el
hombre.

Una concepcidn alternativa sobre renovacion
y proliferacion espermatogonial en roedores se -

debe a Huckins, que distingue gonias tipo A

aisladas e indiferenciadas, las que actuarian co-
mo células troncales (Am), presentando la ma-
yor parte de ellas un ciclo celular corto. Al divi-
dirse, generarfan nuevas Am (A "stem”), o célu-
las goniales que van a diferenciarse. Unas pocas
Am tienen ciclo largo (de hasta trece dfas en la

.1ata), y cuando reasumen &} ciclo proliferativo

entran a diferenciacion. Estas Am de ciclo largo

-serfan las gonias radiorresistentes, y las que per-
petiian la espermatogénesis durante la vida re-

productiva del animal.
Cinética de la espermatogénesis
Junto a las células de Sertoli, se desarrollan

-varias generaciones de células germinales en el
- tibulo seminffero. Una “generacion” se défine



178 ELEMENTOS DE BIOLOGLA CELULAR Y GENETICA - Tercera Pasre: ReFrapuccon

B[ || Jf’) D q F

i ; S R PR

SIe|105151 |4

A IR

glz7z |89 [0]|n] "2 J3\ 14

NI N ) Pl |7=
@;@@{\:’%,l@/ @, \E"? 31’ (\®)J
P P{P|P|P|P|P|P]|D|I
- - - . z ¥ \l
& . o |0 o) @ @:' ' @ﬁ 52 '@/’ ~® #
m| N/ M| B|B|R|RIL]|L | L Z|Z]|Z
CE|e || E @& |62 |y |a | | E |83 8
1R IR FFIFIE R RIS IR IF IR %
I I m IV ¥V VI VIEVIE IX X X1 X X XV

Figura 5. Ciclo del epitelio seminiferv en la rata. Comiposicion de las catorce asociaciones celulares del epitelio
seminifero en la rata. Cada columna vertical (identificada por niimero romano de I a XIV) corresponde
a un estado del ciclo. La secuencia de los 14 estados constituye un ciclo del epitelio seminifero, Nomen-
clatura: A, In, B = tipos de espermatogonia; R; L, Z, P, Di = espermatocitos primarios en preleptotenc,
leptoteno, zigoteno, paquitenc y diacinesis, respectivamente; II = espermatocitos secundarios; 1-19 =

etapas de la espermichistogénesis. :

como un grupo de células en aproximadamente,
el mismo estado de desarrollo. Las varias gene-

raciones celulares evolucionan sincrénicamente

y no estdn agrupadas al azar, sino en asociacio-

nes celulares de composicion més o menos fija,

que constituyen los estados del cicle (Figura 5).

Estas son subdivisiones artificiales, cuyo nime-

ro varia segin la especie, el criterio utilizado y el

investigador. Tan sélo para la rata se han pro-

puesto diez o més clasificaciones por diversos.
autores.

De acuerdo al sisterna de identificacién de la-
evoluciin del acrosoma de las espermitidas te-
fAido especificamente por el método del 4cido
peryGdico-5chiff (PAS), como un marcador del
estado del cido propuesto por Leblond y Cler-
mont, hay catorce estados en la rata y seis en el;
hombre. Cada estado ocupa un segmento tubu-
lar a lo Jargo del tibulo seminifero, el cual con el
tiempo evoluciona al estado siguiente y asf suce-
sivamente. La serie completa de estados posi-
bles, con las irregularidades (modulaciones) que
pueden presentarse, consl:iture el ciclo del epi-
telio germinal. Cada uno de fos seis estados del

ciclo en el hombre ocupa sélo un pequefio seg-
mernito de la pared tubular, por lo que la apari-
cion de tres 0 mas estados en secciones transver-
sales de los hibulos es frecuente. Ello ha maotiva-
do dificultades en la definicién y conocimiento
exactos dela cinética de la espermatogénesis en
este matenal.

Onda del epitelio germinal, Asf como el ciclo
representa la evolucién cronolégica de los dife-

rentes estados, la onda del epitelio germinal re-
presenta la evolucion topogréafica a lo largo del
tubulo. Sin embargo, no hay una corresponden-

cia absoluta entre el criterio dindmico (ciclo) y el
estitico {onda), ya que mientras la duracién de
la primera es pricticamente invariable, el largo
de la segunda oscila en un rango amplio (por
ejemplo, entre 0.7 a 6 cm, en la rata).

Duracién def ciclo. El ciclo representa la evolu-
citn cronolfgica de las diferentes generaciones

- de células germinales. Debido a la arquitectura

del epitelio germinal, el proceso de espermato-
génesis comprende varios ciclos, e interesa co-
nocer la duracién de éstos y de aquélla como

PR
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consecuendia. Los métodos usados son varios:
radioautogréfico, repoblacién del epitelio post-
administracion de citostidticos o accidn del calor,
deplecion madurativa postimadiacion, etc.

De ellos, el més exacto y fisiologico s la ra-
dioautografia a intervalos seriados, luego de una
sola inyeccd6n de un precursor marcado del
DNA, usualmente timidina tritiada.

A un tiempo corto (por ejemplo, una hora)
después de la administracion del isdtopoin vive,
se marcardn todas aquellas células que en ese
momento se encontraban en perfodo 5 (sintesis
de DNA). Estas son las espermatogonias {en
ciertos estados del dclo) y los espermatocitos en
preleptoteno.

Si el tejido se observa a intervalos mds largos,
lag células marcadas que se detectan {designa-
das como células marcadas mas avanzadas) de-
rivardn su radiactividad de aquellas células ini-
cialmente marcadas (ya que in vivo més del 95%
de la timidina ha desaparecido de la circulacién
a Jos cincuenta minutos de administrada por via
parenteral). Las células marcadas mds avanza-

das delirnitan un frente de marcacién, cuya pro- -

gresién con el tiempo (ruede seguirse con un
método grafico y nos indica la velocidad de evo-
lucion de los diversos tipos de células germina-
les, y por erde la duracién del ciclo y de la
espermatogénesis en la especie analizada {Figu-
ra 6). Esta es una constante biol6gica que no
se modifica ni siquiera en condiciones experi-
mentales drdsticas (por ejemplo, en la esperma-
togénesis residual posthipofisectomia o en la
recuperacion de la espermatogénesis luego de la
deplecidn postirradiacién).
Heller y Clermont estudiaron por radioauto-
affa biopsias testiculares seriadas en el iernpo,
uego de la inyeccién intraescrotal de timidina
tritiada. Asf se encontr6 que la duradén del ciclo
del epitelio germinal es de 16 1 1 dla en el hom-
bre, una de las més largas en mamiferos. Puede

-calcularse que la duracion de la espermatogéne-

sis en €l hombre es aproximadamente de 4.6
ciclos (o sea 74 + 4 dlas). Agregando el dempo
de transporte epididimario (esimado en 8 a 17
dias), resulta el tiempo necesarlo para que apa-
rezcan en el eyaculado es tozoides deriva-
dos de la divisién original de una gonia troncal.
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Figura 6. Duraci6n del ciclo del epitelio semintfero en e} humano. El diagrama ilustra la duracién del ciclo y
la composicién celular de los seis estados del ciclo del epitelio seminifero humano, numerados del 1 al
VI. El espacio que cada estado ocupa en la abscisa es proporcional a su duracién relativa. Nomenclatura;
Ad, Ap, B = espermatogonia A oscura, A pélida y B palida; R, L, Z, P = espermatocitos primarios en
preleptoteno, leptoteno, zigoteno y paquiteno, respectivamentg; Il = espermatocito secundario; Sa-5d2
= espermdtidas. Las flechas indican las células marcadas m4s avanzadas a los intervalos que se sefialan,
después de una sola inyeccitn intratesticular de timidina-H,.
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Figura 7. Estructura del espermatozoide humano. A. Vista general mostrando la estructura interna de los
diferentes segmentos del espermatozoide. Para facilitar la comprension del esquema, en éste no se ha
incluido la membrana plasmdtica; B. Cabeza y cuello; C. Pieza media; D. Pieza principal.

ESTRUCTURA DEL ESPERMATOZOIDE

En los espermatnzoides de mamiferos se distin-
guan dos partes prindpales, la cabeza y 1a cola o
flagelo, siendo esta dltima la porcién mds larga. -
La cabeza contiene el acrosoma, el micleo y una
pequenia porciin de dtoplasma (Figura 7-A).

El acrosoma corresponde a una vesicula de
secrecion de tamafo, que se origina en el -
aparato de Golgi y envuelve estrechamente la
region anterior del nicleo. Esta estructura con-
tiene hialuronidasa y acrosina, las que partici-.
pan probablemente en la penetracién del esper-
matozoide a través de las cubiertas del ovocito .

durante la fecundacion. En el acrosoma se han
descrito numerosas otras enzimas hidroliticas,
cuya funcidn es menos conocida. Estas incluyen
proteasas del tipo de la colagenasa y de la ca-
tepsina D, ademds de neuraminidasa, arilami-
dasa, esterasas no especificas, aspartilamidasa,
arilsulfatasa, fosfatasa dcida, acetilglucosamini-
dasa, beta-glucuronidasa y fosfolipasa A.

En el acrosoma se distinguen dos regiones,
correspondientes al acrosoma anterior y al seg-
mento ecuatorial, El segmento ecuatorial se
mantiene después dela reaccién del acrosoma, y
se hace continuo con la mermnbrana plasmética,

[
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correspondiendo éste al punto por donde se fu-
sionan las membranas plasmiticas del esperma-
tozoide y del ovocito durante la fecundacion
(Figura 7-B).

Eil niicleo del espermatozoide es haploide y
contiene stlo un miembro de cada par de cro-
mosomas de [a especie, encontrdndose la croma-
tina altamente compactada. Esta condicion se
genera durante la espermiochistogénesis, donde
ocurre un recambio de Jas histonas por protei-
nas ricas en arginina y cisteina, del tipo pro-
taminas. Entre estas proteinas se establecen
uniones disulfure que conducen al aumento en
la compactacién de la cromatina. La cromatina
del espermatozoide experimenta un grado ain
mayor de compactacién durante su transito por
el epididimo, como parte del proceso de ma-
duracion espermdtica que ocurre en este drgano.

En la cola se distinguen cuatro segmentos,
que son: 1)la pieza conectiva o cuello; 2) la pieza
media; 3) la pieza principal y 4) la pieza termi-
nal. Las cuatro estructuras principales que con-
tiene Ja cola son: 1) el axonema; 2) la vaina mi-
tocondrial; 3) las fibras densas extemas y 4) la
cépsula fibrosa. ,

El axonema corresponde a un conjunto de
microtibulos con una conformacion de nueve
pares periféricos y un par central, extendiéndose
a lo largo de toda la cola. El centriclo distal da
origen al axonema, mientras que el centriolo
proximal queda integrado en la pieza conectiva
del espermatozoide.

La pieza media contiene la vaina mitocon-
drial, que corresponde a un conjunto de mi-
tocondrias localizadas justo por debajo de la
mernbrana plasindtica, y ordenadas en posicién
helicoidal rodeando al axonema. Entre la pieza
media y la pieza principal se encuentra una es-
tructura fibrosa, llamada "annulus™ (Figura 7-C).

La pieza principal es ef to mds exten-
so de la cola y contiene la cApsula fibrosa en una
posicién adyacente a la membrana plasindtica,
mientras que la pieza terminal no contiene nin-
guna olra estructura especial fuera del axonema
(Figura 7-D).

Otras estructuras importantes corresponden
a las fibras densas externas, las que en unnime-
ro de nueve recorren gran parte de la cola, co-
menzando en la pieza onectiva y terminando
en la pieza principal.

La membrana plasmdtica del espermatozoide
exhibe una complejidad, distinguiéndose
claramente ciertas regiones que difieren en com-
posicidn y funcién. Esto ha llevado a considerar-
la como un mosaico dedominios restringidos, lo
que es un reflejo de funciones especializadas
que levan a cabo los companentes de superficie
y citoplasmdticos del espermatozoide en el pro-

"factores. Estos incluyen a las

ceso reproductivo. La existencia de este alto gra-
do de regionalizacién no significa, sin embargo,
que la membrana del espermatozoide sea una
estructura rigida. Por el contrario, la organiza-
cién de la membrana del espermatozoide en
dominios es dindmica, registrdndose variados
cambios en composicion y estructura durante la
vida del espermatozoide.

. Los principales dominios de la superficie de
la-cabeza del espermatozoide son: 1) regién an-
terior del acrosoma y segmento ecuatorial, am-
bas por ercima del acrosoma, y 2) regién post-
acrosdmica, que corresponde a la porcidn de la
cabeza posterior al acrosoma. Mis atrds en la
porcitn del cuello, se encuenira una regifn lla-
mada anillo posterior o anillo nuclear, la que
constituye una firme unién entre la cabeza y la
cola del espermatozoide. La superficie de la cola
se divide en dos regiones, correspondientes a la
pieza media y a la porcién posterior de la cola.

En la mayoria de las especies de mamiferos,
la membrana plasmdtica de la regién anterior
del acrosoma y del segmento ecuatorial contiene
particulas intramembranosas dispuestas al azar,
mientras que en [a region postacrosémica se ob-
servan agrupaciones. La membrana plasmdtica
de la porcién posterior de la cola posee particu-
las intramembrarosas de mayor tamafio que las
encontradas en la pieza media, distribuidas en
largas cadenas. Estas particulas poseen una de-
presién central semejante a un poro, lo que ha
llevado a postular que podrian constituir com-
plejos proteicos involucrados en el transporte de
iones. También se ha sugerido que estas particu-
las podrian ser estructuras de fijacidon de algu-
nos componentes del axorema, por o que esta-
rian involucradas en el movimiento del flagelo.

" 'REGULACION DE LA ESPERMATOGENESIS

Actualmente se sabe que la espermatogénesis
en los mamfferos estd controlada, a diferentes
niveles, por un sistema comﬂejo de variados

ormonas y a las
interacciones locales entre las células testiculares
(Figura 8). Las hormonas, que integran el nivel
endoaino de este sisterna regulatorio, Genen un
rol esencial en Ja mantencién de la espermato-
génesis. Las interacciones celulares locales y la
autorregulacién de la funcién de las células tes-
ticulares, que integran los niveles de control pa-
racrine y aut<rino respectivamente, también
tienen un rof importante, constituyendo éstos
un nivel fino de control de la espermatogénesis.

Las hormonas involucradas principalmente
en la regulacion de la espermatogénesis, son las
gonadotrofinas y la testosterona. Esto fue de-
mostrado experimentalmente por Smith en la

‘primera mitad del presente siglo; comprobd que
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Liguro 8. Regulacidn de la espermatogénesis. Eje
hipotilamo-hipdfisis-génada, con las princi-
pales vias de regulacién endocrina de la es-
permatogénesis. Los nimeros de] 1 al 4 sefa-
lan las principales interacciones celulares
probablemente involucradas en &l contro] pa-
racrino. El sentido de las flechas indica la
direccion de 1a accion reguladora: 1. Leydig-
Sertoli; L Sertoli-Leydig; 3. Peritubular-Ser-
toli; 4. Germinal-Sertoli. .

la hipohisectomia en la rata causaba una rapida
involuddn de la funcidn testicular, incluida la
detencién de la espermatogénesis. :

Los efectos reproductivos derivados de la hi:
pofisectomia pueden revertirse cualitativamente
mediante la administracién de LH o de altas
dosis de testosterona, lo que parece sefialar que
la espermatogénesis depende solamente de es-
tas hbormonas. Estudios mds recientes, sin em-
bargo, han demostrado que la FSH también es
necesaria para la mantencion cuantitativa de la
actividad espermatogénica, esto es, para la pro-
duccién de un nimero normal de espermato:
zoides.

En relacién al rol preciso que estas hormonas
tienen en el proceso espermatogénico, es pow lo

que se sabe. Estudios recientes seralan que la.

testosterona, en combinacion con la FSH, seria
Importante en la conversién de las espermato-
gonias a espermatocitos, como también en la

conversidn de espermatocitos a espermdtidas.
Por otro lado, el paso de espermdtidas redondas
a espermdlidas en elongacion serfa regulado
principalmente por la testosterona.

La accidn hormonal sobre la espermatogéne-
518 no se gjerce directamente sobre las células
germinales, sino que a través de las células so-
madticas del testiculo. Estas convierten los est-
mulos hormonales a seriales quimicas, las que
modifican los microambientes en los que se di-
ferencian las células germénales. Actualmente se
conoce un gran niimero de componentes produ-
cidos por la célula de Sertoli, y que estdn bajo
control hormonal, El rol preciso de muchos de
estos factores no se conoce con certeza, pero se
supone que pueden tener un rol importante en
los procesos regulatorios locales o paracrinos en
el testiculo.

La FSH estimula en la célula de Sertoli la
secrecion de proteinas, tales como ABP ("Andro-
gen Binding Protein”), transferrina, y cerulo-
plasmina, las que participan en el transporte de
andrégenos y iones metdlicos. Otro factor pro-

teico producido por la célula de Sertoli, y que

podria ser importante en Ia regulacién de la fun-
cién testicular, corresponde a la inhibina, la cual
ademds de inhibir la liberacién de FSH a nivel
hipofisiario parece también tener un rol regu-
latorio local en el testiculo. La LH, por otro lado,
ejerce su accién sobre la espermatogénesis prin-
cipalmente a través dela estimulaci6n de 1a pro-
duccién de testosterona en las células de Leydig.
En relacién a la testosterona, hasta hace poco
tiempo se suponia que la espermatogénesis re-
queria de la existencia de una alta concentracién
de este esteroide en el testiculo. Sin embargo,
recienternente se ha comprobado que la esper-
matogeénesis puede ocurrir aun a concentracio-
nes de testosterona correspondientes a un 20%
del valor normal, bajo lo cual recién se produce
una inhibicién del proceso espermatogénico.
Se han descrito diversas otras interacciones
paracrinas inf vitro entre las células testiculares,
que podrian también tener un rol importante en
la regulacién de la actividad espermatogénica.
Ademis de la testosterona, las células de Leydig
roducen péptidos derivados de la propiome-
ocortina, que también influyen en la funcidn
de la célula de Sertoli. Por otro lado, las células
de Sertoli pueden estimular la produccion de
testosterona en las células de Leydig, mediante
la secrecion de péptidos sirnilares al factor de
liberacién hipotatdrnico LH-RH. Las células pe-
ritubulares, por su parte, secretan factores deno-
minados P-MODS bajo el estimulo de la testos-
terona, los cuales aumentan la produccion de
ABP en a célula de Sertoli. Las células de Sertoli,
de Leydig y las células peritubulares integran a

i;;l-
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la vez un sistema complejo de interacciones pa-
racrinas junto a las células germinales y a la
matriz extracelular, estando todo este sistema
influido por la LH, FSH y testosterona.

ALTERACIONES DE LA FERTILIDAD
EN EL HOMBRE

La falla de la funcién espermatogénica en for-
ma irreversible conduce a esterilidad. Si aquélla
es parcial o recuperable, ocasiona grados varia-
bles de infertilidad; ésta se define como la inca-
pacidad de procrear del varén en condiciones de
factor femenino normal y luego de un afio de
relaciones sexuales sin uso de métodos anticon-
ceptivos.

Al menos un 15% de todos los matrimonios
experimentan problemas de fertilidad conyugal.
Aproximadamente un 35% es de causa exclusi-
vamente femenina, y un mimero semejante solo
debido al var6n, en tanto que se reconocen facto-
res de ambos cényuges en un 25%. En menos de
un 5% de los casos no se encuentra explicacién
en ninguno de los consortes. En un 95% de los
casos en que se identifican las causas de la in-
fertilidad, ésta puede tratarse en forma médica o
quirirgica segun corresponda, con un éxito del
orden del 50%.

Las causas de infertilidad del var6n se clasifi-
can en:

1. Pretesticulares: desérdenes endocrinos ex-
tragonadales que llevan a alteraciones de la es-
permatogénesis (8%).

2. Testiculares: la falla primaria radica en el
testiculo (80%), como por ejemplo, hipoesper-
matogénesis, detencién de la maduracién esper-
matogénica, ausencia de células germinales (sin-
drome de Sertoli solo), sindrome de Klinefelter
{XXY}y sus variantes; otros sindromes genéticos

(XYY), criptorquidia, dafio por radiacién, qui-
mioterapia, toxicos, infeccidén viral (por ejemplo
orquitis urliana), etc. '

3. Postesticulares: con espermatogénesis nor-
mal, pero con obstruccién total o parcial de al-
gun segmento de la via seminal, de causa con-
génita (malformaciones} 0 adquirida (postinfec-
cién, tumores, etc.); voluntaria {vasectornia con
fines anticonceptivos) o accidental (iatrogénica,
como por ejemplo seccién del deferente en repa-
racién de hernia).

" En este grupo se incluyen las fallas funciona-
les del espermatozoide (generalmente defectos
de motilidad) que pueden deberse a: a) madu-
racién o almacenamiento inadecuado en el epi-
didimo; b} anormalidad bioquimica del plasma
seminal (producto de secrecién de las glandulas
sexuales accesorias, principalmente vesiculas se-
minales y prostata) y ¢) defectos genéticos del
espermatozoide (por ejemplo, anomalia del fla-
gelo con pérdida de la motilidad debida a la
ausencia de los brazos de dineina, o sindrome
del cilio inmévil o de Kartagener).
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Capfruro 15

GAMETOGENESIS FEMENINA

M. Vega B,

ASPECTOS GENERALES

La formacién del gameto femenino (ovogé-
nesis) es un proceso que ocurre en el ovario. En
la mayoria de las hembras de mamiferos co-
mierza tempranamente en el:periodo embrio-
fetal, quedando determinado ‘en esta etapa, el
nimero definitivo de células germinales de la
hembra. En la pubertad, al hacerse el ovario
sensible a las gonadotrofinas hipofisiarias, se es-
tablece un proceso ciclico de produccién de ga-
metos, dividiéndose el ciclo ovdrico en dos eta-
pas: fase folicular y fase litea.

El ovario posee una funcién citogénica (libe-
racién periddica de ovocitos) y una funcitn en-
docrina (sintesis de hormonas esteroidales).
Morfol6gicamente, estd organizado en una zona
central que es la médula, rodeada de una zona
periférica llamada corteza (Figura 1). En la cor-
teza ovdrica se encuentran los foliculos que con-
tienen los ovocitos. El desarrello normal del ga-
meto femenino es estrictamente dependiente del
desarrolle normal del foliculo (foliculogénesis)
al cual pertenece.

FOLICULOGENESIS

Los foliculos pueden existir en distintos esta-
dos de desarrollo. A medida que el foliculo cam-
bia morfolégicamente, existen cambios bioqui-
micos que reflejan el proceso de diferenciacién
celular, La base prindpal de esta citodiferen-
ciacion es el desarrollo de receptores, que le
permiten a las células foliculares responder a
distintos estimulos, promoviendo en ellas la sin-
tesis de hormonas esteroidales, andrégenos y
estrogenos (17 beta estradiol, E,).

En un ovario postpuberal (hembra en edad
reproductiva), los foliculos pueden estar al esta-
do de foliculos primarios, secundarios, tercia-
rios, de De Graaf y atrésicos. Los foliculos pri-
mordiales representan la poblacién de folfculos
que no estan en desarrollo, de los cuales se van
a reclutar los foliculos que crecerdn en cada ciclo
ovdrico. En este sentido, los folfculos primordia-
les constituyen las unidades fundamentales de
la reproduccién. En cada ciclo ovarico de la vida
fértil de la hembra, un niimero de foliculos pri-
mordiales (3-30) abandonan la poblacién de fo-
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Figura 1. Diagrama de un ovario de mamifero, en el cual se han esquematizado los estados progresivos del

crecimiento y desarrollo folicular.
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FOLI CULD PRIMORDIAL

Limina basal

Células de granulosa
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Figura 2. Clasificacifn de los folfculos ovéricos durante su crecimiento y desarrollo.

liculos de reserva (reclutamiento) y comienzan a
crecer, s

Follculos primordiales: esiructura y funcién

Los folfculos primordiales estin compuestos de
una capa de células epiteliales planas, llamadas
células de granulosa (CG), que rodean a un ovo-
cito inmaduro al estado de dictioteno. Esta es-
tructura estd rodeada a su vez, de una matriz
delgada llamada ldmina basal {Figura 2). Por lo
tanto, lIas CG como el ovocito esEin en un micro-
ambiente en el cual no existe el contacln con
otras cé€lulas.

El crecimiento y desarrollo folicular comien-
za con el reclutamiento, proceso por el cual un
folfculo primotdial es estimulado a dejar la po-
blacién de foliculos de reserva e iniciar el desa-
rrollo. Este proceso empieza en el embrion -y
termina en la menopausia, cuando se depleta la
poblacién de foliculos primordiales. Los ovarios
estin provistos con el mensaje capaz de iniciar el
reclutamiento; por lo tanto, este proceso no de-
penderia de la acci6n de hormonas extragona-
dales como las gonadotrofinas hipofisiarias

(hormona luteinizante, LH; hormona foliculo
estimulante, FSH}.

Folfculos primarios: estructura y funcién

La primera transformacion observada de
foliculo primordial a folfculo primario, es el
cambio en la forma de las CG, de células pla-
nas a cibicas. En esta etapa, el ovocito aumen-
ta de tamanio y se forma 1a zona pelicida (ZP),
material glicoproteico de origen ovocitario
gue rodea totalmente al ovocito (Figura 2).

En el estado primario tardio, el ovocito creci-
do estd rodeado completamente de una ZP del-
gada, de una sola capa de CG cibicas y de la
limina basal. Ademds en este estado tardio, la
citodiferenciacién se manifiesta por el inicio de
la expresi6n de receptores para FSH enlas mem-
branas de las CG. La FSH estimula 1a mitosis, lo
que trae consigo un aumento en el nimero de
CG; este efecto mitogénico de FSH es funda-
mental para el crecimiento folicular. Adn més,
FSH estimula la formacion del E, folicular a
partir de andrégencs, mediante la activacion del
complejo enzimitico aromatasa:

w
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Aromatasa

{(+)
FSH

Androgenas » Estrogenos

El efecto mitogénico de FSH se deberia en
parte, a este mecanismo.

Foliculos secundarios: estructura y funcién

En la etapa del crecimiento de foliados secuni-
darics, las Cga proliferan y el ovocito completa su
crecimiento (alrededor de 120 pm en la mujer y 80
jim en el ratén). Al final del estado secundario, el
foliculo es una estructura simeétrica, rodeada de la
lAmina basal, con 4-5 capas de CG, y el ovocito en
posicion central cubierto de una ZP gruesa (Fipu-
ra 2). La ausencia de células de la teca del foliculo
(las cuales sintetizan androgenos) hasta esta etapa
del desarrollo folicular, dan cuenta de la baja sin-
tesis de E, en estos foliculos y, por ende, del mo-
derado indice proliferativo observado en ellos.

A fines de esta etapa, ocufre una migracién
de células mesenquimaticas del estroma ovérico
hacia la ldmina basal del foliculo. Al alcanzar la
ldmina basal, estas células se alinean paralela-
mente, formando un arreglo radial alrededor de

toda la estructura. Estas células daran origen a-

las células de la teca interna (T1) y teca externa
(TE) (Figura 2). Otro evento importante en el
foliculo secundario es el desarrollo de un aporte
sanguineo adecuado. Los capilares sanguineos
irriggan la Tl y TE, terminando en la ldmina basal,
por lo que el ovocito y las CG no poseen una
vascularizacién directa.

eluls o wca T

calubs de Camnubos

Figura 3. Sintesis de estradiol por las células de la
granulosa. El sustrato (andrégenos) es apor-
tado por las células de la teca intema. LH =
hormona luteinizante. FSH = hormona foli-
culo estimulante. ATP = Adenosin trifosfato.
AMPc = Adenosin monofosfato ciclico.

Hasta este momento, el desarrollo folicular es
independiente del efecto de las gonadotrofinas
hipofisiarias, LH y FSH,

Foliculos terciarios: estructura y funcion

La caracteristica principal del folfculo terciario
es la aparicion del antro. Este comienza con la
acumulacion de fluido folicular entre las CG, lo
que resulta en la formacién de una pequefia
cavidad intema en un polo del foliculo. Debido
a esto, el foliculo adquiere una polaridad y orga-
nizacién intema compleja, que permanece a lo
largo de la foliculogénesis (Figura 2). El fluido
folicular estd formado por productos de secre-
cién de las CG, y transudado de los capilares
sanguineos que irrigan las células de la teca.

Se observa ademas, que entre las CG se desa-
rrollan uniones comunicantes (uniones “gap”),
las cuales también existen entre las CG de la
corona radiada y el ovocito. Consecuentemente,
las CG y el gvocito estdn eléctrica y metabd-
licamente acoplados cuando el foliculo alcanza
el estado terciario temprano. En este momento,
también se forman uniones "gap” entre células
de la TL. Por lo tanto, la ocurrencia de uniones
comunicantes en el foliculo terciario le permite a
éste una sincronizacién funcional en respuesta a
la estimulacién hormonal.

Simultdneamente, las células de la Tl se acti-
van y se transforman en células con una gran
capacidad de sintetizar andrégenos, en respues-
ta a la estimulaciébn con LH. Esto es posible
debido a la expresién de receptores para LH en
las células de la TI.

Follculos preovulatorios o De Graaf: estructura y
funicion

Como resultado del efecto de las gonadotro-
finas que llegan al foliculo en desarrollo por los
capilares, €l foliculo terciario aumenta enorme-
mente de tamafo y se transforma en folfculo
precuulatorio o De Graaf (en la mujer, 25 mm) (Fi-
gura 2). Este crecimiento es debido a la acumu-
lacién de fluido folicular en el antro, y principal-
mente a la proliferacion de las CG. Este gran
aumento en e Indice mitStico de las CG en este
momento se explica, en parte, por la gran capa-
cidad de sintests de E, gue adquiere el foliculo,
ya que la mayor parte de los andrégenos sinte-
tizados por las células de la TI atraviesan la
ldmina basal, ingresando a las CG donde son
convertidos a estrégenos por la accién del com-
plejo aromatasa (Figura 3). Contrario a los fo-

* liculos pre-antrales (foliculos primarios y secun-

jo el control de LH y FSH.
A las capas de CG que rodean al ovocito se las
denomina células del cumulo, y a las CG mds



Capitulo 15- GAMETOGENESIS FEMENINA - M. VECa B.

187

cercanas al ovocito, corona radiada, constitu-
yendo en su conjunto una estructura denomi-
nada ciimule odfore. Durante el desarrollo del
folfculo de De Graaf, las CG se vuelven diferen-
tes unas de otras, en relacién a la polaridad y
posicion relativa dentro del folfculo (Figura 4).
La corona radiada se conecta con el ovodito y la
ZP; el cximulo hace contacto con la corona radia-
day las CG; las CG hacen contacto con la limina
basal. Las CG que ya han desarrollado recepto-
res para F5H y E, en esta etapa desarrollan
ademis, receptores para LH. Por otra parte, la Tl
mantiene su morfologia, y prolifera hasta obte-
ner 5-8 capas de estas células en el foliculo pre-
ovulatorio.

Los foliculos ptimordiales que son reclutados
(3-30) pueden: a) crecet, desarrollarse y transfor-
marse en foliculos preovulatorios, 50 €Ono-
cido coma seleccién folicular, o bien, b) pueden
degenerar por un proceso llamado atresis.

a. Seleccidn folicudar. 1a seleccién det foliculo
dominante requiere de la acri6n de LH y FSH
sobre las células de la Tl y CG, respectivamente.
El foliculo seleccionado no es necesariamente el
més grande, sino aquel que presenta el indice
mitdtico mds alto en las CG. Como ha sido men-
cionado en respuesta a LE, las células de la Tl
sintetizan andrégenos a partir de colesterol, los
cuales atraviesan la limina basal e ingresan a las
CG donde son transformados en t la aro-
matasa, activada por FSH (Figura 4). El E, pro-
ducido propordona un micoambiente permi-
sivo esencial para la normalidad del desarrollo
folicular, y la mantencion de la produccion de
estrogenos es la base de la seleccién folicular. En
este sentido, se ha planteado que los foliculos
selecdonados que serdn dominantes, tienen la
capacidad de concentrar FSH en su fluido foli-
cular; esta gonadotrofina es el principal estimu-
lo para la induccién de la actividad del complejo
aromatasico. En consecuencia, en el foliculo se-
leccionado la sintesis de E, a partir de andrdge-
nos tecales aumenta, provocando un aumento
en la proliferaciém de las CG y un aumento en el
tamario del foliculo.

b. Atresia folicular. De los 1-2 x 10° foliculos
estimados presentes en la hembra al nacer,
aproximadamente sdlo 400 estdn destinados a
transformarse en foliculos dominantes; por’ lo
tanto, el 99,9% de los foliculos se pierden por
atresia, constituyendo éste el proceso de ocu-
rrencia rmayoritaria en el ovario. La atresia es
una muerte selectiva de CG y del ovacito; al
contrario, las células de la TI experimentan hi-
pertrofia. :

Los mecanismos involucrados en el proceso
de atresia dependerdn del estado de desarrollo

Zona pelucida
granulosa

Figura 4. Relaciones que adquieren las células cons-
tituyentes del foliculo durante el desarrollo
folicular. ,

del foliculo. Por ejemplo, en foliculos preantrales
{primarios y secundarios), el andré reduce
la sensibilidad de las CG a la accién de estrége-
nos, En el caso de foliculos antrales, existe un
cambio en la funcitn de las células de la TI, que
se transforman de una célula productora de an-
drégenos en una productora de progesterona,
disminuyendo por lo tanto, el sustrato de la
aromatasa y, por ende, la produccion de est6-
genos pot las CG. En ambaos tipos de mecanis-
mos, la LH y principalmente los andrégenos
aparecen como los responsables del proceso
atrésico, siendo capaces de controlar la prolife-
racién y la muerte celular.

OVOGENESIS

Poco después del nacimiento, el ovario hu-
mano posee entre 1-2 x 10° foliculos primordia-
les, con ovocitos detenidos en dictiotenc de la
primera profase mei6tica, y disminuyendo a
400.000 al inicie de la pubertad. La poblacién de
foliculos de reserva es permanente, con un nt-
mero fijo y determinado tempranamente en el
desarrollo embrionario.

El gameto femenino debe experimentar una
serie de cambios morfolégicos y funcionales pa-
ra transformarse en un ovocito fecundable. Asi,
en cada ciclo ovérico de la hembra post puberal,
el ovocito debe: a} crecer y Juego, b) reiniciar la
meiosis.

a. Fase de crecimiento. La fase de crecimiento
del ovocito estd asociada con la acumulacion y
almacenamiento de materiales nutritivos y de
informacidn, algunos de los cuales son criticos
para €l desarrollo del embrién preimplantacio-
nal. As(, la sintesis de RNA y su acumulacion
son actividades importantes en los ovocitos de

i,
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Figura 5, Microfotografias electrénicas de ransmi-
sitn comparando la ultraestructura mitocon-
drial durante la fase de crecimiento del ovocito
deratén. Seobserva uncambio marcadodesde
mitocondrias elongadas (A} a mitocondrias
redonclas con crestas concéntricas (B).

mamiferos en crecimiento. Un ovocito que ha
completado su arecimiento posee alrededor de
200 veces mas RNA, y 1.000 veces méds ribo-
somas que una célula somdtica de mamifero. Es
especialmente importante la gran cantidad de
RNA mensajero que poseen los ovocitos, lo que
se refleja en la acumulacién de proteinas en estas
células (poseen 50-60 veces mis proteinas que
los hepatocitos). Durante esta etapa de creci-
miento, el ovocito humane incrementa su tama-
fo de 20 pm a 120 pm,

Injcialmente, el didmetro de! ovocito y el del
folicule estin relacionados lineal y positivamen-
te hasta el foliculo terciario temprano, después
del cual el ovocito deja de crecer, mientras que el
crecimiento folicular continda. O sea, el ovocito
completa su crecimiento muy temprano en el
desarrollo folicular, cuando el didmetro del foli-
culo es de 400 pm. E! enorme crecimiento de la
célula indica una actividad metabélica intensa,
la cual a su vez, se refleja en cambios ultraestruc-
turales del ovocit, incluyendo la aparicién de

Figura 6. Microfotografias electrénicas de transmi-
si6n comparando la ultraestructura del com-
plejo de Golgi durante la fase de crecimiento
del ovocilo de ratén. Se observan cambios
marcados desde lamelas aplanados (A) a la-
melas granulares, altamente vacuolados (B).

‘nuevas estructuras, como los granulos corticales

y la ZP, ambos implicados en el proceso de fe-

"cundacién. Tanto el micleo {vesicula germina-

tiva) como el nucleblo de los ovocitos en creci-
mientp aumentan su tamafo, Esto indica un
periodo de gran actividad de sintesis de RNA

‘ribosomal; las mitocondnas cambian su forma

alargada con crestas transversales a una forma

-oval con crestas concéntricas (Figura 5).

Asimismo, el complejo de Golgi experimenta
grandes cambios ultraestructurales durante el
crecimient: del ovocito, reflejando una gran ac-
tividad de este organelo. Asl, en ovocitos peque-
fios, las membranas del Golgi aparecen como
sacos aplanados asociados a pocos grinulos o
vacuolas. Durante la fase de crecimiento, se ob-
serva la asociacion de numerosas vacuolas, gra-
nules, vesiculas recubiertas y vesiculas lipidicas,
con las membranas del Golgi (Figura 6). Estos
cambios son consistentes con una participacion
del Golgi en ¢l procesamiento y concentracion

-de productos de secrecién (glicoproteinas de la
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ZP} y formacién de granulos corticales durante
el crecimiento del ovocito.

Los granulos corticales son pequerios organe-
los esféricos, rodeados de membranas, semejan-
tes a los lisosornas. Se ubican cercanos a la mem-
brana plasmadtica del ovocito {region cortical}, y
se fusionan con ella durante la fecundaciom, libe-
rando su contenido (proteinasas) al espacio peri-
vitelino y alterando las propiedades funcionales
de 1a ZP {bloqueo a la poliespermia). La ZP es
una capa acelular que rodea completamente al
ovocito. Es de origen ovocitario y se forma du-
rante la fase de crecimiento, Estd formada por
diversas glicoprotefnas, que forman largos fila-
mentos que se entrecruzan y separan al ovocito
de las células foliculares. Sin embargo, existe
contacto entre el ovocito y las células de la coro-
na radiada a través de las extensiones de las
membranas de las CG que atraviesan la zona
pelticida y establecen una comunicacién a través
de uniones "gap" con la membrana del ovocito
(Figura 7). _

b. Reactivacién de la meicsis. Al completar el
ovocito su crecimiento, éste reinicia la meiosis y
se transforma asf{ en una célula apta para ser
fecundada. La maduracién meidtica es la con-
versién de ovocitos I ya crecidos (presentes en
foliculos antrales) en ovocitos [I, inmediatamen-
te antes de la ovulacién y después del alza de
LH. Es decir, la maduraciém meidtica invelucra
la primera divisi6n reduccional, ast como cam-
bios metabdlicos necesarios para la activacion
del gameto femenino durante la fecundacién. La
adquisicitn de la capacidad para reinidar la
meiosis (competencia meibtica) se obtiene al tér-
mino de la fase de crecimiento del ovocito,

Lad a masiva de LH ocurre horas antes
dela ovulacion (24-36 horas en la mujer, 12 horas
en la rata) y produce una serie de cambios mor-
fologicos y bioquimicos a nivel de la pared del
ovario del follculo, en las células foliculares asi
como en el ovocito.

Como consecuencia del alza de LH, se reacti-
va la meiosis 3 6 4 horas antes de la ovulacitn.

Figura 7. Diagrama dela ultraestructura del compte-
jo corona-ovocito, destacindose las interrela-
ciones entre las oélulas de )a corona y el ovo-
cito. G = células de granulosa (corona radia-
da). ZP = zona pelucida. P = prolongacionesde
las células de la corona radiada. OV = ovocito
1. N = niicleo. M = microvellosidades.

Lo primero que ocurre es [a ruptura de la vesic-
ula germinativa, recondensacién de los cromo-
somas ¥ la progresion del proceso meibtico hasta
metafase I y luegro a métatase 1T sin la ocurrencia
de profase II. Al parecer, este evento estarfa es-
timulade por un factor proteico de origen ovo-
citario, llamado factor promotor de la madu-
raci6n (MPF). %

La progresion del ovocito a metafase T comv
prende la primera divisitn meidtica (ovocito I}y la
expulsitn det primer corpisculo palar (polodito I);

Figura 8. Maduracién preovulatoria del ovocito I. A. Estado de vesicula germinal. B. Metafase I. C. Anafase Iy
rotacién del huso. D. Expulsién del polecito [-E. Ovecito Il en metafase L1 EPV = espacio perivitelino. C =
células del ciimulo (granulosas). P = polecito 1. ZP = zona pelacida.

=Y
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Figura 9. Diagrama del proceso de ovulacién, Per
efecto da 1as gonadotrofinas, las células fo-
liculares secretan enzimas y };mstaglandjnas
(PG) que ayudan a la ruptura folicular.

ambas células son haploides y contienen la mitad
del complemento cromosdmico original. Despugs
del alza de LH, el huso mittico se desplaza a
la periferia de la célula, situdndose paralelo a la
membrana plasmética del oveito, quedando los
cromosomas en forma perpendicular (Figura 8).
Ocurre la de los cromosomas homd-
logos, junto con la divisidn asimétria del dtoplas-
ma del ovodito. El primer corpiisculo polar contine
ademds, una variedad de o , incluyendo
mitocondrias, ribosomas y granulos corticales. Los
cromosomas en esta estructura ernpiezan a dege-
nerar en la telofase [ tardia.

La segunda divisibn mei6tica es breve y se

detiene al estado de metafase I (segundo reposo:

meidtico). El ovocito es ovulado en este estado y
la segunda division meiftica se completard soio
si el ovoxito IT es penstrado por un espermato-
zoide. Enese momento, se produce la expulsidn
del segundo corpusculo polar al espacio perivi-
telino, y el ovocito se transforma en un cigoto o
huevo fecundado.

Ademis del factor promotor de la madura-
cién, se ha descrito una serie de otros factores
que regulan la maduracién meidtica de los ovo-
citos. Entre &stos, el adenosin monofosfato cicli-
co (AMPc) inhibe la ruptura de la vesicula ger-
minativa; en cambio, niveles altos de Ca* in-
tracelular podrian ser importantes inductores de
la ruptura de ésta. La comunicacién intercelular
{(uniones “gap” entre las células de la corona
radiada y el ovocito) también cumple un rol en
la mantencién del primer reposo meidtico. A
través de este tipo de uniones, pasan al ovocito
pequefias moléculas como AMPc e inhibidores
de la maduracion del ovocito.

OVULACION

Otra de las consecuencias del alza de LH en
la hembra es la ruptura folicular u ovulaci6n.
Este proceso marca la culminacién de una serie
de eventos iniciados por el alza de LH, y carac-
terizado por la reiniciacién de la meiosis, ruptu-
ra de la vesicula germinativa, y liberacién de
una c8lula germinal madura desde el ovario,
capaz de ser fecundada.

Después de la descarga masiva de LH, la 14-
mina basal del foliculo de De Graaf se interrurmn-
pe, Y vasos sanguineos asi como células de la TI
empiezan a introducirse en la capa de células de
granulosa. Se produce, ademds, cambios en las
células del cimulo y de la corona radiada, las
cuales pierden las uniones “gap", y se mantienen
unidas en forma laxa por una sustancia rica en
glicosaaminoglicanos, producida por las CG.
Esto hace que el ciimulo se expanda, dejando al
ovocito libre en la cavidad folicular, y facilitan-
do la captacién del complejo ciimulo-corona-
ovocito por la fimbria del oviducto. En ese mo-
mento, existe sintesis de prostaglandinas, his-
tamina y de enzimas {colagenasa, plasmina) en
las células foliculares. Estos digieren la pared
del foliculo, permitiendo asi la ruptura folicular
y la expulsién del complejo climulo-corona-ovo-
cito {Figura 9).

FORMACION DEL CUERFPO LUTEO

La estructura folicular remanente en el ovario
es el cuerpo liteo, una glindula endocrina por
excelenda. Su principal funcién es la sintesis de
hormonas esteroidales (progesterona y E),
compuestos esenciales para el desarollo em-
brionario temptano. También sintetiza com-
puestos proteicos que son importantes regula-
dores intraovaricos de la funci6n litea. En los
mamiferos, el cuerpo hiteo estd formado mayo-
ritariamente por dos poblaciones celulares de
distinto amano, células hiteas grandes (22-35
um) provenientes de las CG posiblemente, y cé-
lulas hiteas pequenias originadas de la Tl (12-22
um). La capacidad de sintesis de hormonas es-
tervidales depende del tipo celular. El cuerpo
liteo es transitorio, y en el humano tiene una
vida media de 14 + 2 dfas. La involucidn hitea es
estrictamente necesaria para la normalidad (ci-
clicidad) del proceso reproductivo.

REGULACION DE LA FUNCION
REPRODUCTIVA EN LA HEMBRA

La regulacién de la funcién reproductiva

 en la hembra estd dada a res niveles, siendo los

dos primeros intraovdricos (Figura 10):

- mecanismo aulocrino: un compuesto es
producido por un tipo celular y acttia sobre ese
mismo tipo celular.
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Figura 11. Concentraciones plasmaticas de gonado-
trofinas ¥ de hormonas esterpidales en un ciclo
ovarico normal no concepcional en la mujer.,

- MECanismo paracrino: un compuesto pro-
ducido por un tipo celular actia sobre una célula
vecina pero diferente.

- mecanismo endocrino: una hormona, pro-
ducida por una gléndula endocrina y secretada
a la sangre, ejerce su accién en un tejido blanco
distante. '

Estos tres tipos de mecanismos se interrela-
cionan, garantizando que el proceso reproduc-
tivo en la hembra sea normal.

REGULACION DEL CICLO OVARICO
EN LA MUJER

Las gonadotrofinas hipofisiarias, LH y FSH,
son sintetizadas en la hip&fisis anterior. Am-
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Figurz 10. Mecanismos de regulacion de fa funcion
ovérica. A. Mecanismos endocrinos. B. Mecanis-
mos paracrino. C. Mecanismos autocrino.

bas son glicoproteinas formadas por dos sub-
unidades, oy 8. La secuencia aminoacidica de
la subunidad o de la LH es similar a la de la
subunidad o de la FSH; en cambio, las sub-
unidades B son diferentes y propias para cada
gonadotrofina. Por lo tanto, estas hormonas se
unen a sus receptores especificos a través de la
subunidad 8.

Durante la fase folicular, FSH y LH regulan
el desarrollo, maduracidn y seleccion del fo-
liculo dominante que contiene al ovocito que
serd fecundado. La concentracion de estas go-
nadotrofinas en la circulacién periférica es va-
riable (Figura 11); la concentracién de FSH es
elevada en el momento que ocurre la seleccion
folicular (dia 6-8 ciclo), lo que trae consigo un
aumento gradual de la sintesis de E,, lo que a
su vez provoca una inhibicién (retroalimen-
taciébn negativa) de la secrecion de FSH. El
foliculo dominante tiene la capacidad de se-
guir produciendo E,, estimulado por la FSH
concentrada en su fluido folicular; la concen-
tracion méaxima de E, s de 300 pg/ml en ¢l dia
12 del ciclo.

A diferencia de la FSH, 1a LH se mantiene
baja y uniforme durante la fase folicular media.

A
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Adn asi, estimula a las células de la teca a pro-
ducir andrégenos, y por lo tanto, aumenta el E,
sintetizado por las CG. El gran aumento de la
concentracion de E, en 1a sangre periférica esti-
mula la descarga masiva de LH (retroalimen-
tacidn positiva) por la hipofisis. Esta alza de LH
s responsable, a su vez, de numerosos cambios
morfol6gicos y bioguimicos que ocurren en el
ovario, y que se han establecido previamente.
Cuando la LH alcanza una concentracion
aproximada de 30 Ul/I (dia 12 del cido), una
sefial se gatilla en el foliculo preovulatorio que
resulta en el cese de la produccion de E, (y au-
mento de la 17 hidroxiprogesterona), lo que se

_refleja en la disminucion de la concentracién

sangulnea de E,.

En respuesta a la accidn de FSH y LH, el
proceso de ovulacidn comienza en el foliculo
dominante. Un complejo cimulo-corona-ovoci-
to se libera 36-38 horas después.

Después de la ovulacién, en la fase Kitea, las
concentraciones de LH y FSH se mantienen ba-
jas; sin embargo, 1a LH estimula la secrecifn de

esteroides sexuales, progesterona y E, por las
células hiteas.

BIBLIOGRAFIA

1. Austin CR, Short RV. (eds): Reproduction in Ma-
mmals: 1. Germ Cells and Fertilization. Chap. 2.
2 ed. Cambridge: Cambridge University Press
1981; pp 19
2. Erickson ], Hsueh D: Structure-function relation.
ships during granulosa cell differentiation.
Endocr Rev 1987; 8(3): 309
3. Erickson J: The ovarian androgen producing
celis: a review of structure function relationship.
Endocr Rev 1985; &(3): 371

4. Knobil E, Neill JD. {eds): The Physiology of Re-

production. Vol. [, Chaps 3, 10, 11, 12, 13, New
York: Raven Press 1988

< 5. Simpson & Sciarra: Folicular growth and deve-

lopment. Env roff L. (ed): Gynecology and
Obstetrics. Vol 5, Chap 12, Baltimore: Williams &
Williams 1988

_ 6. Sopelak VM: The microenvironunent of the ova«

rian follicle. En: Speroff L. (ed): Contemporary
Obstetric and Gynecology. Baltimore: Williams
& Williams 1986



E}

193
CarpituLo 16 =.‘
BASES CELULARES DE LA
FECUNDACION EN MAMIFEROS R. Smith G.

ASPECTOS GENERALES

La fecundacién tiene como objetivos bioldgi-
cos: 1) la asociacién entre dos genomas haploi-
des con formacién de un complemento cromo-
somico diploide; 2) la preservacidn del genoma
diploide, posible gracias a los mecanismos que
favorecen la fusién de un solo espermatozoide
con el ovocito y previenen la poliespermia y 3} la
activacién del programa de desarrollc del ci-
goto, preestablecido en el ovocito y expresado
Iuego del contacto con el espermatozoide.

-La fecundadi6n de un ovocito por el esperma-
tozoide, proceso a través del cual se lleva a cabo
la reproduccién sexual, bene lugar en la mayoria
de los organismos multicelulares y es funda-
mental para la continuidad de la vida. Tanto en
mamiferos como en no mamiferos, en condicio-
nes i1 vivo o in vitro, el proceso que conducen a
la fusién de los gametos masculino y femenino
consiste en una cascada de eventos integdepen-
dientes que progresan en forma secuencial y de
acuerdo a un orden establecido. Estos eventos
incluyen: la capacitacién del espermatozoide y
su penetracidn a través de las cubiertas ovocita-
rias, el reconocimiento especie-especifico de am-
bos gametos, procesos de fusién de membranas
intercelulares e intracelulares, moedificaciones
enzimdticas de las cubiertas celulares y desarro-
lio de los pronucleos.

La normalidad de este proceso va a depender
fundamentalmente del transporte, morfologia,
fisiologia, vida fértil y constitucién cromosémica
de ambos gametos.

Hasta ahora, la mayor parte de los conoci-
mientos que se benen sobre la biologia de la
fecundacién provienen de estudios llevados a
cabo en ovocitos de ratén fecundados in witro.
No obstante, es muy probable que la estrategia
para este proceso sea aplicable también a la fe-
cundacitn in vivo en la mayor parte de los ma-
miferos, incluida Ja especie humana.

En el presente capitulo se analizard s6lo el
proceso de fecundacién en mamiferos; sin em-
bargo es importante tener presente la similitud
de este proceso entre los mamiferos y otros ver-
tebrados e invertebrados, por ejemplo el erizo de

mar. A que la evolucdén de la modalidad
de fecundacién externa a fecundacidén interna
ocurrié en un periodo estimado en 100 millores
de afios, muchos de los mecanismos celulares y
moleculares involucrados han mostrado nota-
bles paralelismos. Este hecho no debe sorpren-
dernos, ya que tanto los objetivos del proceso de
fecundacién como 10s actores participantes en el
mismo (6vulo y espermatozoide) son similares
en el ratdn y en el erizo de mar.

CAMBIOS MADURATIVOS DE LOS
GAMETOS PRE-FECUNDACION

Para que ocurmra la fecundacién tanto in ino
como in vitro es esencial que los gametos, esper-
matozoides y ovocitos, experimenten una se-
cuendia de cambios madurativgs programados
que-los capacitardn para interactuar.

Ovacitos

Los ovocitos I {o primarios) al estado de vesicu-
la germinativa no pueden ser fecundados normal-
mente y deben experimentar una serie de cambios
criticos que los hace competentes, luego de fecun-
dados, para sustentar un desarrollo normal.

El periodo comprendido entre el alzade LH y
la ovulacién estd marcado por cambios impaor-
tantes del complejo cimulo-corona-ovocdito con-
tenido en el foliculo preovulatorio (Figura 1).
Durante este perfodo, y como consecuencia del
estimulo honmonal, el ovocito reactiva la meiosis
produciéndose la progresion del estado nuclear
desde dictioteno (caracterizado por la presencia
de vesicula germinativa) hasta metafase II. En
este estado el ovocito es ovulado y fecundado.
Este proceso conodido como maduracién del ovo-
cito, es facilmente visualizable al microscopio
éptico por la presencia del primer corpisculo
polar(polocito I) en el espacio perivitelino. En la
mayorfa de los mamiferos el gameto maduro
fecundable corresponde al ovocito II. El término
de la segunda divisién meidtica ocurrird en el
ovocito una vez que éste ha sido penetrado por
el espermatozoide.

A nivel de las células del cimulo y de la
corona, el alza preovulatoria de LH induce a
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CUMULD

PELUCIDA

ESPACIO

PERIVITELO CORONA

Figurz 1. Modificaciones del complejo cimulo-corona-ovocito. A antes y B: despuésde la descarga preovulatoria

de LH.

que estas células se disocien y secreten una
matriz extracelular rica en glicosaaminoglica-
nos, en un procesc conocido como mucifica-
cidn. La disociacidn y mucificacién de las célisias
del ciimido van a fadilitar su penetracién por los
espermatozoides,

Espermatozoides

El espermatozoide de mamifero experimenta
una serie de cambios morfofuncionales antes
de estar capacitado para fecundar al ovocito. La
capacidad de fecundar la adquieren los esper-
matozoides durante su transporte por el tracto
reproductor femenino, luego de completar cier-
tos cambios celulares y moleculares conocdidos
como “atpacditacién”, La capacitacidn incluye no
sblo cambios intracelulares, sing también altera-
ciones en los componentes de superficie de la
membrana plasmdtica del espermatozoide, prin-
cipalmente en la regitn acrosomal. Durante este
proceso, se produce una desestabilizacién pro-
gresiva de la membrana plasmatica del esper
matozoide resultante, en un aumento de su_per-
meabilidad a los iones de calcio. Otros cambios
que ocurren durante este perfodo incluyen la
remocion de protelnas de superficie incorpora-
dasa lamembrana plasmdtica del espermatozoi-
de durante el trdnsito epididimario y/o absorbi-
das desde las secreciones que conforman el plas-
ma seminal. Dado que no existen diferencias
morfolégicas entre los espermatozoides recién
eyaculados “no capacitados” y los "capacitados”,
los procesos inducidos durante la capacitacion

deben ser esencialmente de cardcter bioquimico
molecular. "

La capacitacitn del espermatozoide humano,
al igwal quela de otros mamiferos puede Uevarse
a cabo in vitro removiendo los espermatozoides
desde el plasma seminal e incubandolos en me-
dios de cultivo relativamente simples.

Como resultado de la "capacitaién”, se pro-
duce un cambio en el patron de motilidad de los
espermatozoides los cuales comienzan a mover-
se en forma muy vigorosa. Este fendmeno se ha
definido como “hiperactivacion de la motilidad”
y se caracteriza por un batido del flagelo de gran
amplitud y baja frecuencia. Esta forma de batir
dapor resultado un movimiento direccional
progresivo del espermatozoide. Actualmente la
hiperactivacion estd reconocida en la mayoria de
las especies de mamifferos incluida la humana.
Este tipo de movimiento, ademnds de permitir el
avarnce de los espermatozoides, le imprimiria la
fuerza propulsora. necesaria para penetrar las
cubiertas ovulares durante el proceso de fecun-
dacion.

Durante la capacitacion, el espermatozoide
ademds se prepara para experimentar la reaccidén
del acrosomna, la cual constituye un prerrequisito
esencial para que ocurra fusién gamética. El
acrosoma es$ un organelo que cubre los dos ter-
cios anteriores de la cabeza del espermatozeide
y que s¢ define como un lisosoma mwodificado y
altamente especializado. Esta estructura aparece
durante la ransformacion de la espermdtida a
espermatozoide como un producto del complejo



!

—

19 ELEMENTOS DE EIOLOGIA CELULAR Y GENETICA - TeRcERA PARTE: REPRODUCCION

ZONA ESPACIO Unién iciacitn de Reaccis
e nciacion de Reacclon
PELUCIDA PERIVITELINO GRANULO Acrosdmica

MEMBRANA - (CD

RTICA

" Reaccién del acrosoma

Penetracion

Figura 3. Resumen esquemdtico de la secuencia de eventos queconducen a la fecundacién en mamiferos (Tomado

de: Wassarman FP; 5 Am Rec 1988).

‘nantes en su capacidad para penetrar la matriz

del cimulo.

Una vez que el espermatozoide capacitado ha
atravesado el camulo o6foro, deberd penetrar la
zona pelicida antes de alcanzar el espacio peri-
vitelino. La zona pelicida constituye un sitio
critico en la interaccién del espermatozoide con
el ovocito al inicio del proceso de fecundacion.

La zona peltidda es una cubierta glicoproteica,
filamentosa, que rodea al ovocito y luego al pre-
embridn antes de su implantacién en el dtero.

En el ratin, 1a zona peliicida estd constituida
principalmente por tres tipos de glicoproteinas
sulfatadas, que se diferencian por sus pesos mo-
leculares y se denominan: ZP1 (200.000) ZP2
(120.000) y ZP3 (83.000). Estructuralmente éstas
se organizan en largos filamentos interconecta-
dos, dando origen a una estructura porosa de 7
um de espesor.

Es conocido que la zona peliicida es la de-
terminante de la especificidad de especie dela
fecundacién y por Jo tanto impide las fecun-
daciones entre especies diferentes. Por ejem-

plo, bajo condiciones ir vitro que permiten la -

fecundacién de ovocitos por espermatozoides
de 1a misma especie, la fecundacién por esper-
matozoides de especies heter6logas no ocurre
a menos, que se remueva la zana pehicida, La

4

unién de los espermatozoides a la zona estd
mediada por sitios especificos de unién en la
superficie de la zona, complementarios a re-
ceptores especificos presentes en la membrana

‘plasmética del espermatozoide.

Recientemente se han podido identificar, ais-

ar y caracterizar estos sitios de unién en la zona |
.pelicida del ratén y humano. Estos correspon-

den a la glicoproteina ZFP3, 1a cual a través de sus

‘residuos glicosidicos (PM 3.900) ligados por ato-
“mos de oxigeno a la cadena polipeptdica, une en

forma especifica 1os espermatozoides a Ia zona.
A nivel del espermatozoide, carbohidratos uni-
dos a proteinas estarian mediando el reconoci-
mientn entre ambos gametos, al interactuar con
los residuos de oligosacdridos especificos en la
superficie de la zona. Inmediatamente antes de
la fecundacién, cada espermatozoide se une a la
ZP3 a través de la membrana plasmdtica que

_recubre el acrosomna. La gran diversidad en com-

posicién, secuencias y conformacién de la es-
tructura de los oligosacdridos da un enorme mi-
mero de posibilidades combinatorias, compati-

"ble con la especificidad de especie de la inter-

accién espermatozoide-ovocito.
Una vez unidos a la zona pelicida, los es-
permatozoides completan la reaccién acroso-

. mal {en ratdn y probablemente también en hu-
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de Golgi. La matriz acrosomal estd delimitada
por una membrana acrosomal externa que sub-
yace a la rmembrana plasmética de la cabeza del
espermatozoide y una membrana acrosomal in-
temna sobre la membrana nudear (Figura 2-A). El
contenido acrosomal comprende una variedad
de enzimas fuertemente hidrolitias localizadas
en la matriz acrosomal 0 asociadas a la membra-
na. De estas enzimas, las mds estudiadas y carac-
terizadas son la hialuronidasa y la acrosina.

La reaccién acrosdmica es un proceso de exo-
citosis organizado y progresivo, que se caracteri-
za por la fusién y posterior vesiculacién de la
membrana plasmética con la membrana acro-
somal externa del espermatozoide (Figura 2-B).
Se ha sugerido que la liberacién y exposicién de
las enzimas acrosomales durante la reaccién del
acrosoma facilitarfan la penetracion de los esper-
matozoides a través de las cétulas del cimulo y
de la zona pelucida. Experimentalmente se ha
demostrado que sélo aquellos espermatozoides
que han completado la reaccién acrosomal son
capaces de atravesar la zona peldicida y alcanzar
Ia membrana plasmdtica del ovocito. Ademds de
Io ya sefialado, la reaccitn del acrosoma a través
de un mecanismo no conocido atin, gatillaria un
cambio en la organizadon molecular de la mem-
brana plasmética que recubre el se?rnento ecua-
torial y /o la regi6n post-acrosomal, lo que trae-
ria como consecuenda que dicha membrana fue-
se capaz de fusionarse con la membrana plasmd-
tica del ovocito una vez que el espermatozoide
ha atravesado la zona peltcida.

El aumento en las concentraciones de calcio
citoplasmético es un requisito esencial para que
ocurra la reaccién del acrosoma. Se ha planteado
que, de manera similar a o que ocurre en los
procesos de fusién de membranas en células so-
mdticas, los lisofosfolipidos jugarian un rol fun-
damental en la fusidn entre las membranas plas-
mdtica y acrosomal externa del es tozoide.

En el ratén y en humano, la evidencia dispo-
nible sefala que la reaccién acrosomal se com-
pleta una vez que el espermatozoide se ha unido
a la zona peliicida; por lo tanto en estas especies
1a zona se comporta como inductora de la reac-
cifn acrosémica.

PASO DE LOS ESPERMATOZOIDES POR
CUBIERTAS OVOCITARIAS:
CELULAS DEL CUMULO Y ZONA PELUCIDA

En los mamiferos la fecundacién se leva a
cabo en la porci6n ampular de las trompas de
Falopio. Antes de entrar en contacto con la mem-
brana plasmdtica del ovodito, los espermatozoi-
des primero deben atravesar las células del ci-
mulo o6foro y corona radiada, y a continuadén
la zona pehicida. El paso de los espermatozoides

Figurs 2. Diagrama que flustra la reaccién del acroso-
tna en un espermatozoide de mamifero. A. Es-
matzoidenereaccionado. Ac=matrizacro-
somal. B, Vesiculacidn del acrosoma y libera-
cidén del contenido acrosomal. Be = segmento
exuatorial.C. Espermatozoide reaccionado. PAc

= regidn postacrosomal.

a través de las células del cimulo se ve facilitado
tanto por la motilidad del propio espermatozoi-
de, como por la accién de enzimas proteoliticas
contenidas en el acrosoma o asodadas a la mem-
brana plasmética del espermatozoide.

Tradicionalmente se ha propuesto que la hia-
luronidasa facilitarfa la penetracidn de los esper-
matozoides a través de las oélulas del aimulo, al
disolver el material de la matriz extracelular que
mantiene estas células asociadas. El hecho que
en algunas especies {ratén y humano) el esper-
matozoide experimente la reaccién acrosormnal en
la superficie de la zona pelicdda, ha hecho dudar
de Ia estricta necesidad de la liberacin de hialu-
ronidasa para la penetracién a través del cdmu-
lo. Sin embargo, esto no significa que la hialuro-
nidasa sea innecesaria en esta etapa; de hecho, se
ha demostrado que inhibidores especificos de la
hialuronidasa inhiben 1a accién dispersante de la
enzima y la penetracién de las ailulas del cimu-
lo por espermatozoides de hdmster,

Auin cuando no se ha demostrado una inter-
accion especifica entre el espermatozoide y la
matriz extracelular de las células del curmulo,
éstas s0lo pueden ser atravesadas por esperma-
tozoides capacitados y con acrosoma intacto.
Aparentemente algunas caracteristicas de la su-
perficie de los espermatozoides serfan determi-

L
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mano), prepardndose para penetrar la zona
(Figura 3).

La penetracion de 1a zona pelicida se ve favo-
recida por una parte, por la fuerza mecénica
ejercida por el movimiento flagelar y por otra,
por la accién de enzimas acrosomales liberadas
o expuestas luego de ocurrida la reaccion acrosd-
mica. Se ha sugerido que una proteinasa seme-
jante a la tripsina, conocida como acrosina, es
necesaria para el paso de los espermatozoides a
través de la zona peliicida. La acrosina luego de
ocurrida 1a reaccién acrosdmica, permanece aso-
ciada a la membrana acrosomal interna. Milti-
ples evidencias experimentales demuestran que
inhibidores de la acrosina inhiben la fecunda-
cién en diversas especies. En hidmster se ha visto
que, cuando los espermatozoides son incubados
en condicidn in vitro por un periodo prolongado
de tiempo {cinco horas o mds), pierden la capa-
cidad de atravesar la zona. Este hecho ha sido
atribuido a la pérdida gradual de acrosina desde
el acrosoma,

Dado el rol esencial de la acrosina para el
éxito de la fecundacién, la reacddn acrosdmica
del espermatozoide fecundante deberd estar
temporalmente asociada con el paso de los es-
permatozoides a través de [a zona pelicida. Sila
reaccién acrosomal ocurre prematurarnente an-
tes que los espermatozaides alcancen la superfi-
cie de la zona, éstos pierden la capacidad de
atravesar la células del camulo. Si no ocurre re-
accién acrosémica a nivel de la zona, los esper-
matozoides en ausencia de enzimas acrosomales
no podrdn atravesar la zona. Por lo @anto, es
probable que este simple evento crucial para la
continuacion del proceso reproductivo esté bajo
. un control tanto espacial como temporal. Esta
regulacién pareceria ser una funcién propia de
la ZP que induce la reacci6n acrosomal.

FUSION ESPERMATOZOIDE-QVOCITO

Una vez que el espermatozoide atraviesa la
zona, alcanza el espacio perivitelino y se fusiona
con la membrana plasmdtica del ovocito. Este
proceso se ve facilitado por el contacto con las
microvellosidades que se proyectan de la super-
ficie ovular.

Se ha postulado que la reaccidn acrosémica
gatillarfa un cambio a nivel de la membrana
plasmética que cubre el segmenta ecuatorial
y/o la regién post-acrosomal del espermato-
zoide, permitiendo su fusion con la membrana
ovocitaria. La fusidn gamética solo se lleva a
cabo en aquellos espermatozoides que han ex-
perimentado la reaccitn acrosomal. La fusi6n
gamética ocurre entre la membrana plasméti-

ovocitaria, quedando paulatinamente la cabe-
za del espermatozoide, y a continuacién la co-
la, incorporada en el citoplasma ovular.

Bajo condiciones normales, la fecundacién
del ovocito por un espermatozoide impide
que otros espermatozoides se fusionen a la

-membrana ovocitaria, evitando de esta mane-

ra la poliespermia. La presencia de uno o mds
complementos cromosémicos extra en el ovo-
cito se conoce como poliploidia. Esta anomalia
cromosOmica letal se genera como resultado
de una poliespermia. Hay un bajo nimero de
espermatozoides (20 a 100) que normalmente
alcanzan la dmpula durante la fecundacién in
vivo, y las tasas de poliespermia son bajas.
Cuando se trabaja con fecundacién in vitro, la
cual requiere que miles de espermatozoides
(10* a 10® por ovocito) rodeen al ovocito, las
fecundaciones poliespérmicas suelen alcanzar

hasta un 5%.

EVENTOS POSTFUSION DE MEMBRANAS
GAMETICAS

Luego de la fusién inicial de ambos gametos,
el avocito hasta ahora metabSlicamente inactivo
inicia una serie de cambios morfolégicos y bio-
quimicos, conocidos como activacisn del ovocito.
Ellos conducen a Ja formacién y unién de los -
promicleos masculino y femenino.

Reactivacién del niicleo del espermatozoide v
formacién del promicleo masculine

Una vez que el espermatozoide inicia su
penetracién al citoplasma del ovocito, se de-
sensambla la envoltura nuclear y la cromatina
del espermatozoide queda expuesta a factores
ovulares que favorecen su decondensacién. La
cromatina nuclear compacta de la cabeza del

-espermatozoide se expande o decondensa, por

la accion de factores citoplasmdticos que pro-
mueven la ruptura de los enlaces disulfuro
que mantienen la cromatina compactada. Du-

_ rante este proceso se produce la sustitucion de,

las histonas especificas del espermatozoide o
protaminas por histonas probablemente deri-
vados del ovocito. A continuacién se forma
una nueva envoltura nuclear en tormo a la cro-
matina ahora expandida, constituyéndose de

- esta manera el proniicleo masculino. En la Fi-

ra 4 se esquematizan las etapas tempranas
del ingreso del espermatozoide al citoplasma

_ del ovocito. La capacidad de un ovocito para

inducir la decondensacién de la cromatina es-
permatica es dependiente de su estado de ma-
duracién. Por ejemplo, ovocitos inmaduros al

‘estado de vesicula germinativa no son capaces

L
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Granulo
cortical

Figura 4. Secuenda de eventos invalucrados en la ﬁ.lsufm
€ incorporacién del tozoide fecundante
al ovocito de mamfifero. A-B. tozoide en
€l espacio perivitelino y fusiém de la superfice
que recubre el aeg‘mmlha::;;uaunial con la mem-
brana ovodtaria. C-D. ici ialdela
envoltura nucleary deoondensacpamz mma-
tina espermitica en el citoplasma ovular. E- For-
macidn de nueva envoltura nudear en tomo a la
<romatina decondensada del niideo espermitico
(Maodificado de Yanagimachi y Noda: Am] Anat
1970; 128; 429).

pueden ser fecundados. Esta capacidad la ad-
quiere ef ovoxito luego de la ruptura de la
vesicula germinativa, y alcanza el mdximo en
ovocitos maduros en metafase II.

Una vez formado el pronticleo, éste sintetiza
DNA, prepariandose para la primera divisién
mitStica del desarsollo embrionario.

Activacion del ovocito

La fusién del espermatozoide con el ovocito
desencadena una serie de cambios en la compo-
sicidn inica del gameto femenino. Estos cam-
bios, que fueron reconocidos por primera vez
estudiando la fecundacién en el erizo de mar,
sirven de sefial tanto para la activacién del ovo-
cito como para la prevencién de la poliespermia.

Antes de la fecundadién el ovexito es meta-
bélicamenta inactivo, no sintetiza DNA vy la sin-
tesis de RNA y proteinas es muy baja. El proceso
de activacidn comprende una serie de cambios
en la concentracién i6nica del ovocito, que van a
conducir al reinicio de la sintesis de DNA, segui-
do de segmentacién o clivaje. En este sentido el
espermatozoide actia como un gatillador del
programa de desarrollo que estd presente en el
ovocite desde antes de la fecundacién.

Los mecanismos conducentes a la activacién
del ovocito han sido bien estudiados en inverte-
brados, particularmente en erizo de mar. La fu-
s5ién gamética provoca una liberacitn explosiva
de caldo desde sitios de almacenamiento intra-
celular {(ejemplo: reticulo endopldsmico). Este
aumento del calcio citosdlico resulta en un inter-
cambio de Na*/H* a ravés de la membrana, que
conduce finalmente a un aumento del pH intra-
celular. El aumento transiente del pH permitiria
remover 0 enmascarar proteinas inhibitorias en
el citoplasma ovular, resuliado en una activa-
cién irreversible de las vias oxidativas del ovo-
cito, del metabolismo de lipidos, formacién de
NADH vy sintesis de protefnas y DNA.

La reaccidn cortical, la reaccién de 1a zona
pehicida y la formaci6n del proniicleo femenino
constituyen eventos lempranos, que se produ-
cen como cansecuencia de 1a activacidn del ovo-
cito por el espermatozoide fecundante.

Reaccibn cortical

Como se menciond en el capitulo anterior, los
grdnulos corticales aparecen por primera vez
durante la fase de crecimiento ovocitario, y co-
mo producto del complejo de Golgi. Estos orga-
nelos similares a los lisosomas, poseen un dis-
metro de 200 a 600 nm, y aumentan en niimero
a medida que el ovocito crece. En un ovocito de
ratbn pueden reconocerse alrededor de 4.000

ulos corticales, nimero bastante inferior a
os 15.000 granulos corticales que posee el 6vulo
de erizo de mar, y a pesar que el didmetro de
ambas células es muy similar.

En el proceso conocido como reaccién cor-
tical, los granulos corticales se fusionan con la

TET,
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membrana plasmitica del ovocito y su conteni-
do es liberado al espacio perivitelino (Figuras 3
v 5). Esta fusién de membranas se propaga como
onda, desde el punto de fusi6n del espermato-
zoide hasta el polo opuesto del ovocito. Este
proceso es dependiente de la liberacién de Ca,”
desde sitios de almacenamiento intracelular.

Renccidn de la zona peliicida

Como resultado de la exocitosis de los grd-
nulos corticales, su contenido (compuesto prin-
cipalmente por proleinasas y peroxidasas) se
asocia a la zona pelicida, provocando un cam-
bio en sus propiedades fisico-quimicas que pre-
viene la entrada de otros espermatozoides. Este
mecanismo de bloqueo a la poliespermia se co-
noce como reaccién de la zona (Figuras 3 y 5).

La reaccibn de la zona puede manifestarse en
una inactivacidn de los receptores de la zona
para la unién de los espermatozoides, y /0 en un
aumento de la resistencia de la zona a su disolu-
cién por enzimas u otros agentes utilizados con
este propésito. Esta modificacion en la solubi-
lidad de la zona coma consecuencia de la reac-
¢i6bn cortical, es indicativa de cambios en las
caracteristicas moleculares de la zona después
de la fecundacién La inactivacion de receptores
para espermatozoides en la superficie de la zona
impadira la uni6n de nuevos espermatozoides al
ovodm fecundado. El aumento en la resistencia
de la zona a su disolucidn la hard refractaria a la
penetracién espermatca. A de este com-
plejo mecanismo, alrededor det 5% de los ovo-
citos humanos fecundados in pitro presentan tres
pronGcleos (triploides), y los dos tercios de éstos
pareciesen ser fecundados: por dos espermato-
zoides. La poliespermia se origina principal-
mente por alteracianes en la maduracién del
ovodto. La inseminacién de ovocitos inmadu-
ros, hipermaduros o envejecidos (sobrepasado el
periodo de vida fértil) se correlaciona con una
alta incidencia de ovocitos triploides (28%).
Otros factores criticos para evitar la penetracién
de muiltiples espermatozoides al ovocito in vitre
sorc el numerc de espermatozoides usados para
la inseminacién, la duracién del contacty entre
los gametos y el pH del medio de cultivo utili-
zado para la fecundacion.

Aan cuando morfolbgicamente 1a zona peld-
cida de un ovocito fecundado es similar a la de
un ovocito no fecundado, las ZP3 aisladas de
ovocitos fecundados (ZP3f) no se comportan ni

COmo receptores para espermatozoides ni como .

inductores de la reaccién acrosomal in mitro.

5S¢ debe tener presente que el mecanismo ui-
lizado para bloquedr la lE|:>l.ie$1:|errru'.'»,\ depende
finalmente de la especie. Es asi como en algunas
especies, entre éstas humano, ratdér, himster,

Figura 5. Diagrama que muestra las etapas del proce-
s0 de tecundacién en mamiferos. La secuencia
de eventos incluye: A. Liberacidén del primer
corpiisculo polar (CPT). Unién y penetracién
del espermatozoide a la zona pehicida (ZP). B.
Inicio de la resccin cortical y reaccifin de la
zona. GC = grénulos corticales. C. Penetraciin
del espermatozoide al citoplasma ovular. ZPF
= ZP de ovocito fecundado. D, Expulsién del
segundo corpiisculo polar (CPII) y formacidn
de los pronticleos masculino (o) y femenino
(o). E Aproximacién de los prontcleos y des-
aparicion de las envolturas pronucleares. F.
Metafase de la primera divisidn de segmen-
tacion,

etc., la zona peliicida es la responsable del blo-
queo primario a 1a poliespermia. En el conejo en
cambio, el bloqueo se produce a nivel de la
membrana plasmdtica. En el congjo es posible
visualizar por microscopio Gptico numerosos es-
permatozoides en el espacio perivitelino. Por
otra parle, el erizo de mar utiliza dos mecanis-
mos de bloqueo a la poliespermia: un bloqueo
rdpido y transiente (tres segundos después de
Ja fecundacion) que opera a través de la depo-
larizaci6n de la membrana plasmdtica, y un
bloqueo lento y permanente (un minuto de
fecundacién) resultante de la transformacién
de la membrana vitelina en membrana de fe-
cundacién.
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Figura 6. A. Fecundacién normal. B. Fecundacidn
anormal: triploide.

Formacién del proniicleo femenino

El conjunto de cromosomas, presentes en el
ovodto luego que se completa la primera divi-
sibn meidtica, se va a transformar en el pro-
nticleo femenino una vez que la meiosis finaliza
{Figura 5). El tdrmino de la meiosis estd marcado
por la expulsién del segundo corpiisculo polar,
el cual contiene la mitad de los cromosomas del
ovodito (n). Los cromosomas restantes permane-
cen en el citoplasma y experimentan decon-
densacién. A continuacién se forma una nueva
membrana pronuclear en tome al ahora material
nuclear decondensado del ovocito (Figura 5-D).
Debido al gran tamaiio del ovocito, ambos pro-
niicleos deben migrar para aproximarse entre si.
Al mismo tiempo, se lleva a cabo la sintesis de

DNA en ambos conjuntos haploides. Cuando

ambos proniicleos alcanzan el centro del ovo-
cito, se desintegran las membranas de los pro-
nucleos masculino y femenino, y los cromoso-
mas se ordenan en forma inmediata durante la
metafase del huso mitdtico en desarrollo, prepa-
randose para la primera divisién de segmen-
taci6n (Figura 5-F). En mamiferos, a diferencia
de lo que ocurre en erizo de mar, los dos pro-
nicleos no se fusionan directamente; ellos se
aproximan uno al otro, permaneciendo cada
conjunto cromosémico como una entidad indi-
vidual hasta la ruptura de las membranas pro-
nucleares. Mediante el uso de anticuerpos (con-
jugados con fluorescencia) contra componentes
del citoesqueleto, microtibulos y microfilarnen-
tos, se ha podido demostrar que éstos juegan un
rol fundamental en la incorporacidn del esper-
matozoide al citoplasma ovular, en el término de
la meiosis y en la migracion y aposici6n de los
prenacleos. .

Ambos promucleos presentan caracteristicas
morfol6gicas semejantes y son indistinguibles el
uno del otro. Cuando se fecunda el ovocito huma-
ro in uitr, transcurren alrededor de 12 horas entre
la inseminacién y la formadén de los proniicleos.

La fecundaci6n s6lo puede ser demostrada
en forma inequivoca cuando se cumplen los
siguientes criterios: presencia de dos pronu-
cleos, presencia de dos corpisculos polares y

presencia de la cola del espermatozoide en el
citoplasma ovular (Figura 6).

CONSIDERACIONES FINALES

La fecundacion no es un evento tinico sino un
proceso, en el cual es posible reconocer una se-
cuencia de eventos que van desde la interaccion
del espermatozoide con la zona pelicida hasta la
aparicién de los proniicleos; por lo tanto es dificil
determinar el momento mismo de la fecunda-
cién. Desde una visién morfolfgica-estructural,
el término de la fecundacion estaria marcado por
la desaparici6n de ambas envolturas pronuclea-
res y la distribucién de los complementos cro-
mosdmicos patemo y materno en la placa
metafsica conducente al primer clivaje. Alrede-
dor de las 30 horas después de la fusion de los
prontcleos tiene lugar la primera division de
segmentacion. Asi, los eventos conducentes al
primer clivaje son enteramente dependientes del
genoma matemo.

La regulacién ‘precisa de los procesos que
conducen a la maduracién de los gametos y a su
encuentro en el sitio de la fecundacion, asi como
también el control de los eventos intrinsecos en
el ovocite que conducen a la asociacién de los
pronticleos, permitirdn que la fecundacion tenga
como resultado el desarrollo de un embrién nor-
mal.

Fecundacion in vitro
La fecundacion extracorprea con transferen-

cia de embrién al Gtero materno en mamiferos

fue demostrada por primera vez hace aproxi-
madamente 30 afos. Los primeros intentos que
se realizaron para fecundar ovocitos humanos in
vitro fueron reportados por un grupo de cientifi-
cos ingleses al inicio de la década de los 70. En
agosto de 1978, en un acontecimiento consicera-
do un milagro de la Medicina, nacié Louise
Brown, primera nifa concebida in vitro. Desde
entonces han nacido .por este procedimiento al-
rededor de 18.000 nifos en todo el mundo y
varias decenas de ellos en Chile.

La fecundacion in vitro humana constituye
una modalidad terapéutica cuyo objetivo es re-
solver la ausencia de hijos en parejas que no
pueden concebir, y que han sido tratadas previa-
mente por métodos més conservadores. La fe-
cundacién i vilro constituye el procedimiento
de eleccién principalmente cuando existe:

- Patologia tubaria que impide el transporte
normal de ambos gametos y su interaccion en el

' Ampula del oviducto.

— Factor masculino en que el var6n produce
un bajo nimero de espermatozoides (oligozoos-
permia) o espermatozoides de baja motilidad
(astenozoospermia).

*
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ASPIRACION

ESTIMULACION OMARICA

INSEMINACION FERTILIZACION CLIVAJE

L < I

ASPIRACION DE LDS EMBRIONES EN CATETER

Transfarencia Implantacion

Figura 7. Comparacién entre 1a fecundacidn in ¥ioo con la fecundacion in vitro,

- Destrdenes inmunoldgicos.

- Endometriosis. .

~ Infertilidad de causa no precisada.

En la Figura 7 se compara la fecundacién in
vipo con la fecundacidn in vitro. Durante la fe-
cundacidn i v7o, un ovocito es liberado det
foliculo durante cada ciclo ovérico, captado por
la fimbria del oviducto y transportado hacia el
dmpula. De los millones de espermatozoides de-
positados en la profundidad de la vagina duran-
te 1a relacién sexual, sGlo unos pocos alcanzan el
dmpula donde uno de ellos fecunda al ovocito.
El dgoto inicia su desarroilo a medida que avan-
za por la trompa en direccién al utero. Al lercer

'~ dia despusés de la fecundacidn, el preembrion al

estado de moérula pasa a la cavidad uterina don-
de se lleva a cabo |a diferenciacién del blastocito.
Durmante ¢l curso del dia 6 6 7 después de la

“fecundaci6n Gene lugar la implantacion del blas-
tocito en el endometrio ulterino.

Durante la fecundacion in vitro, y mediante
la administracién de hormonas o sus andlogos
que estimulan el proceso reproductivo y se
induce la seleccién, crecimiento y maduracién
de varios foliculos. La captura del ovocito se
realiza momentos antes que se produzca la
ruptura folicular. Cada foliculo preovulatorio

"es puncionado; aspirando por la via laparoscs-
pica o transvaginal, su contenido es transpor-
“tado a un laboratorio, donde se aislan e iden-
tifican los complejos climulo~corona-ovocito,
procediéndose luego a clasificarlos de acuerdo
_a su estado de madurez. Con el objeto de ase-
gurar la recuperacidn de ovocitos maduros fe-
‘cundables (en metafase I1), el desarrollo folicu-
. lar debe ser estrechamente monitoreado me-

)
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diante seguimientos hormonales y ecograficos
que aseguren que los foliculos han alcanzado
niveles hormonales y un didmetro adecuado.
En forma aparte se preparan los espermato-
2zoides del conyuge. Con el objeto de disponer
de una poblacién de espermatozoides similar
a la que in vivo interactuaria con el ovocito, a
partir de la muestra de semen del marido se
seleccionan para la inseminacién aquellos es-
permatozoides que demuestiran mejor motili-
dad y morfologfa. Cada complejo ciimulo-co-
rona-ovocito es inseminado con aproximada-
mente 25.000 espermatozoides en medios de
cultivo que contienen sales, sustratos energéti-
cos y proteinas necesarias para la sobrevida de
los gametos, para la fecundacion y crecimiento
del embrion temprano. Luego de 20 horas de
incubacion en estufa estéril a pH 7,0 con tem-
peratura y humedad controlados, se verifica

mediante un microscopio dptico invertido si

ha ocurrido la fecundacién.

El diagnéstico de fecundacién normal se rea-

liza usande como criterios la presencia de das
pronicleos y dos corpiisculos polares (estadio
de proniiclec). Luego de 2 dias de incubacién,
los preembriones al estado de 4 blastémeros son
colectados en un catéter y posteriormente trans-
feridos a la cavidad uterina para su implantacién
y consecuente desarrollo hasta el nacimiento.
Deberdn transcurrir alrededor de siete dfas para
comprobar a través de pruebas hormonales si
existe embarazo.

En los ultimos afios se han desarrollado di-
versos otros procedimientos de reproduccion
asistida, que constituyen variaciones del ante-
rior. Estos procedimientos incluyen el:

- GIFT o transferencia intratubaria de los ga-
metos. .

- PROST o transferencia intratubaria de ci-
gotos (estadios de proniicleos).

- TET o transferenda intratubaria de em-
bricnes.

- TITI o transferencia de espermah)zmdes
lavados a las trompas de Falopio. .

Algunos de estos procedimientos parecen ser
mas fisiologicos y exitosos que otros. Es el caso
del GIFT, donde se transfieren a la trompa espet-
matozoides y ovocitos y por lo tanto la fecun-
dacién y el desarrollo tempranc del preembritn
pcurren en su ambiente natural. 5in embargo, es
necesario considerar que esta metodologia no
permite determinar si ha ocurrido la fecunda-
cién como tampoco permite diagnosticar la nor-
malidad del proceso.

La aplicacién de uno u otro procedimiento
dependerd de la causa de la infertilidad. Es asi
como el GIFT sdlo podré ser practicado en pa-
cientes con trompas normales y sanas.

El desarrollo de las técnicas de fecundacion in
vitro no s6lo ha permitido que parejas infértiles
puedan lograr el embarazo deseado sino tam-
bién ha contribuido de manera importante al
progreso de la Medicina Reproductiva. En el
campo de la Biologia la mayor parte de los cono-
cimientos que tenemos actalmente acerca de
los eventos celulares y moleculares que ocurren
antes y durante la fecundaci6n no hubiesen sido
posibles si no contadramos con esta metodologfa.

Gran parte del misterio del inicio de la gestacién

ha sido revelado por las investigaciones relacio-
nadas con la fecundacion in vitro.
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GENOTIPOS, FENOTIPOS Y AMBIENTE.

LOS PRINCIPIOS MENDELIANOS DE LA HERENCIA.

PROFESORA: LAURA WALKER B.

.- OBJETIVOS:

- Comprender y aplicar el concepto de herencia particulada y los principios
de segregacion y de asociacion independiente de los genes formulados por
Mendel.

- Comprender las relaciones entre genotipo, fenotipo y ambiente, asi como, el
concepto de norma de reaccién.

IL- CONTENIDOS PRINCIPALES:

Los experimentos de Mendel y las reglas o generalizaciones que de ellos

emergen. '

= Universalidad de los principios mendelianos.

- Los conceptos de: genotipo, fenotipo, locus, gen, genes alelos, homocigoto,
heterocigoto, dominancia, recesividad.

- Las relaciones entre genotipo, fenotipo y ambiente. La norma de reaccion

de un genotipo.
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1V.- DESARROLLO:
1.- LOS EXPERIMENTOQS Y PRINCIPIOS DE MENDEL

Johann Gregor Mendel nacié en 1822 en Moravia, una regiéon que actualmente forma parte de la
Republica Checa. Fue un estudiante aventajado, pero la pobreza de su familia le impidié iniciar una
carrera universitaria, A los 21 afios ingresd al'convento de los agustinos en la ciudad de Bmo, no
porque tuviera vocacion para el sacerdocio sind para contar con ayuda econdmica que le permitiera
seguir estudios universitarios sobre historia natural. As{, al concluir sus estudios monasticos Mendel
(Figura 1) se incorpord a la Universidad de Viena, una de las més prestigiadas del mundo en esa época,
donde estudié Fisica, Matematicas, Quimica, Ciencias Naturales y Estadistica, disciplinas todas que
aplicé en el disefio e interpretacion de sus experimentos.

Figura 1.- Gregorio Mendel (1822 - 1884 ),
cuando era abad del convento en Bmo.
(Museo de Moravia en Brmo, Republica
Checd)

El éxito de Mende! en aclarar los mecanismos de 1a herencia no fue el resultado de la suerte ni de un
hecho fortuito, sino las consecuencias de la electién de un material biologico adecuado, la realizacién
de experimentos cuidadosamente programados y un anélisis brillante de los resultados obtenidos. Para
elegir un organismo experimental, Mendel estudié durante dos afics varias especies vegetales,
intentando averiguar cual era la mas apropiada para realizar estudios de herencia.

De este trabajo concluyé que la arveja de jardin-(Pisum sativa) era la especie que mejor se acomodaba
a sus objetivos, ya que las plantas crecian ficilmente, se reproducian por autofecundacion y también
por fecundacién cruzada, ocupaban poco espacio, permitiéndole entonces cultivarlas en el pequefio
jardin del monasterio (Figura 2), y tenian un ciclo de vida corto lo que le permitiria estudiar varias
generaciones.
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Figura 2.- Jardin del monasterio en el que Mendel realizé sus experimentos.
Hoy forma parte de un museo y en él se han plantado begonias de flores rojas y
blancas en una ordenacién que representa graficamente [os resultadas obtenidos
por Mendel en un cruzamiento de monohibridismo. Aparecen los fenotipos de
los padres, F1 y Fa (primera, segunda y tercera fila, respectivamente} y F3 (las
filas restantes, representadas en sentida vertical).

Decide ademas que los caracteres a estudiar debian ser ficilmente identificables, presentar sélo dos
formas alternativas, cada una de ellas claramente definidas, y ser constantes a lo largo del tiempo.
Utilizando estos criterios, escogid para su andlisis siete caracteres distintos, los que tenian relacién con

las semillas, vainas, flores y tallos de las arvejas (Figura 3 y Tabla 1).
¢
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Figura 3.- Los sicte caracteres de Pisum sativa utilizados por Mendel en sus

AYmPAriMAantng




4

Tabla 1.- Los siete caracteres estudiados por Mendel, mostrando las alternativas de cada uno de
ellos.

Caricter Alternativas del Caracter

Textura de la Semilla Lisa . Rugosa

Color del albumen de la semilla Amarillo Verde

Color de la flor Roja Blanca

Forma de las vainas maduras Lisa . Constrefiida |
Color de las vainas inmaduras Verde Amarilla = |
Posicién de 1as flores Axial Terminal

Longitud del tallo Alto (1.9 m=2.2m) Corto (.24 m ~ 0.46 m)

El éxito de los experimentos de Mendel, realizados durante nueve afos (1854 — 1863), se explica

principalmente porque:

- realiz6 una seleceipn adecuada del material bioldgico v de los caracteres a investigar

- estudio la transmision de cada cardcter escogido por separado, haciendo abstraccion de los
caracteres restantes. SOlo una vez que interpreté los resultades de estos cruzamientos de
monohihridismo, estudié la transmision  de dos caracteres a la vez, cruzamientos de
dihibridismo, y posteriormentc de tres o mas caracteres a la vez, polihibridismo.

-~ siguio la transmisién de los caracteres escogidos por varias generaciones (4 a 6), analizando un gran
numero de individuos (12.835 plantas fueron examinadas cuidadosamente) va que pensaba que
cuanto mayor fuera ¢l nimero de individuos analizados, menor seria el riesgo que aparecieran
errores causados por el azar.

- emple6 métodos estadisticos para el analisis de sus resultados: conté los descendientes obtenidos en
cada generacién, Jos agrupo por clases, calculd proporciones obtenidas y esperadas segiin sus
hipétesis. Esta metodologia le permitié hacer generalizaciones y predicciones, que posteriormente
pudo comprobar experimentalmente. Es el primer investigador que aplica métodos estadisticos
en el andlisis de resultados experimentales.

El objetivo de los experimentos, realizados sistematicamente para cada uno de los siete caracteres

seleccionados, fue segiin afirma Mendel * observar la forma en que cada par de caracteres diferentes se

presenta en la descendencia y deducir Ia ley scgun la cual éstos aparecen en las generacmncs
sucesivas”

El procedxmzemo seguido en todos los expenmenlos realizados fue siempre el mismo, como también lo

fueron los resultados obtenidos. Mendel introduce una notacion simbélica para nominar las

generaciones y la constitucion genética (genotipo) de los individuos. Asi, para cruzamientos de
monochibridisme el procedimiento, los resultados obtenidos y la notacién utilizada, fueron los
siguientes:

a) obtencibn de lineas puras para el caricter en estudio (color de las semillas), mediante
autopolinizacién de las plantas por varias generaciones. Una linea pura es aquella cuyos
componentes al ser cruzados entre si sélo dan individuos de una clase (plantas de semillas amarillas
que s0lo dan plantas de semillas amarillas y plantas de semillas verdes que sole dan plantas de
semillas verdes).

b) Cruzamiento de la lineas puras entre si (por fecundacién cruzada):

P (padres): semillas amarillas x semillas verdes.
F, (filial 1): todas amarilias



¢) Cruzamiento de F; entre si (por autopolinizacién):
F] X F;
F, : amarillas (75 %) y verdes (25%)
d) Cruzamiento de F;entre si (por autopolinizacion): F» x F»
Fi:

1/3 de las plantas de semillas amarillas sélo dan plantas de semillas amarillas
2/3 de las plantas de semillas amarillas repiten la proporcién obtenida en la F;

todas las plantas de semillas verdes solo dan plantas de semillas verdes

Mendel obtiene los mismos resultados para los siete caracteres analizados (Tabla 2): la F, fue siempre
de una sola clase y la F3 dio dos tipos de individuos en proporcion 3 : 1.

;,, Tabla2.- Resultados obtenidos por Mendel en los cruzamientos de monchibridismo.

Fenotipos parentales Fenotipos de F, | Fenotipos de F; Proporciones de
(100%) (75% : 25%) F,
Semillas lisas x rugosas Iisas 5474 lisas, 1850 rugosas 2.96:1
Semillas amarillas x verdes Amarillas 6022 amarillas, 2001 verdes 3.01:1 *
Flores rojas x blancas Rojas 795 rojas, 224 blancas 3.15:1
Vainas lisas x constrefiidas | Lisas 882 lisas, 299 constrefiidas 2.95:1
Vainas verdes x amarillas Verdes 428 verdes, 152 amarillas 2.82:1
Flores axialcs x terminales Axiales 651 axiales, 207 terminales 3.14:1
Tallos largos x cortos Largos 787 largos, 277 cortos 2.84:1

Del conjunto de resultados obtenidos de los cruzamientos de monohibridismo Mendel concluye:

,, @) para cada cardcter en estudio, siempre una de las alternativas se comporta como dominante y la
i otra como recesiva. En el ejemplo aqui desarrollado toda la F, fue de semillas amadflas
(dominante), pero las plantas parecen tener “escondida™ la alternativa para verde (recesiva), ya que
cuando la F; se autofecunda, en F; aparece un 25% de individuos de semillas verdes.
b) los caracteres en estudio estdn determinados por factores, actualmente genes, los que se transmiten
©.a la descendencia a través de los gametos. No se heredan los caracteres sino que los factores o
genes que los determinan.
c) los factores se encuentran siempre de a pares fas plantas de F, eran hibridas, actualmente
" heterocigotas, pues poseen un factor para amarillo y otro para verde. Los individuos amarillos y
verdes puros, actualmente homocigotos, también posen dos factores para el color de las semillas,
pero estos factores son iguales. Las parejas de factores o genes que determinan un cardcter se
denominan actualmente alelos, Trabajos posteriores de otros autores demostraron que los
miembros de las parejas de alelos ocupan los mismos sitios o leci en los cromosomas homélogos.
d) los factores segregan en la gameiogénesis de! heteroeigoto, formando gametos que portan ya sea el

este principio se encuentra en ei comportamlento de los cro_rnosornas en la Anafase ] de la mc;oszs,
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ya que cuando los miembros de una pareja de homologos se separan, los alelos transportados por
ellos también se separan unos de otros.

Con estas conclusiones Mendel formula su primera generalizacién o primer principio mendeliano,
llamado de la segregacién. “Los caracteres estdn determinados por pares de factores o genes, que
se comportan como particulas discretas, manteniendo su individualidad y segregando en los
gametos. Los gametos son siempre puros (llevan sélo un miembre de cada par de factores o de
alelos).

p GARD X ef;; D Points 1 and 2
Gindias (A) Only Only Faint 4
.‘\ f{{
F1
Point 3
\ Point 5
\xﬁu za| fAa | laa
|
Overall Fy rato 1A/A:2A/a:1a/a

Figura 4.- Modelo mendeliano de la herencia, basado en la existencia de factores. Se ilustra
la transmisién de los factores A - a (genes) que determinan ef cardcter color de las semillas,
en las generaciones P, F; y F2. A = amarillo; a = verde.,

Cruzamiento de prueba para el principio de segregacion:

Para poner a prueba su hipdtesis Mendel cruza las plantas F; de semillas amariilas. que segin la
hipétesis deben ser heterocigotas, con planta de semillas verdes que deben ser homocigotas. Espera
obtener en la descendencia individuos de semillas amarillas y verdes en una proporcion de 1: 1. En este
experimento Mendel obtuvo 58 plantas de semillas amarillas y 52 de semillas verdes, una
apro:ﬁnacién muy cercana a la proporcion 1 : 1 predicha, confirmando asi su hipdtesis sobre la
segregacion de los factores (Figura 5).

%,
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Figura 5.- Cruzamiento de prueba entre plantas de semillas amarillas de la F| y
plantas de semillas verdes. Y = amarillo; y = verde.

=

Una vez concluida la serie de experimentos de monchibridismo, Mendel realizé experimentos en los

que siguié el comportamiento de dos caracteres distintos a lo largo de las generaciones: cruzamientos
de dihibridismo.

Los procedimientos que utilizé fueron los mismos que habia empleado para los cruzamientos de
monohibridismo. Cruzé lineas puras entre si, esta vez diferentes para dos caracteristicas; obtuvo la Fy,
que esta vez también fue toda de un mismo tipo e igual a uno de los padres; al cruzar la F, entre si

obtuvo la F; que resulté estar formada por cuatro clases de individuos en las proporciones de 9: 3: 3: |
(Figura 6).
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Figura 6.- Dihibridismo: resultados de un cruzamiento entre una
planta de semillas lisas verdes y una de semillas rugosas amarilias,
que en la F; da la proporcion de 9 lisas amarillas, 3 lisas verdes, 3
rugosas amarillas y 1 rugosa verde.
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Mendel obtuvo los mismos resultados en todos los-cruzamientos en que empled dos de los siete
caracteres en estudio en distintas combinaciones. Para explicar estos resultados propuso que cada
pareja de factores segrega independientemente de las demds parejas, produciéndose en los gametos
asociaciones de factores en todas las combinaciones posibles. Este comportamiento de los factores da
lugar a la formacion de gametos con tadas las combinaciones genéticas posibles (Figura 6). La
explicacién formulada se conoce como segundo principio mendeliano o principio de la asociacién
independiente. .

Actualmente se sabe que la base citolégica de este segundo principio se encuentra €n el
comportamiento de los cromosomas en la Metafase I de la meiosis. En efecto, puesto que la posicion
que toma un bivalente en el plano ecuatorial de la célula es independiente de la que tomen los demas
(permutacién cromosémica), en los nlcleos resultantes pueden formarse todas las combinaciones
posibles de cromosomas y de genes de origen paterno y materno.

Cruzamiento de prueba para el principio de asociacién independiente:

#  Para poner a prucba su hipotesis Mendel cruzé las plantas F, de semillas lisas y amarillas, que segiin la
hipétesis -debian ser heterocigotas para ambos pares de factores, con planta de semillas rugosas y
verdes, que debian ser dobles homocigotas, Esperaba que los individuos de Fy formaran cuatro tipos de
gametos distintos y asi obtener en la descendencia cuatro clases de individuos en iguales proporciones.
En estos experimentos Mendel obtuvo los resultados predichos, confirmando asi su hipétesis sobre la
asociacion independiente de los factores.

Tabla 3.- Cruzamiento de prueba para el principio de asociacién independiente.

1

Lisas Amarillas (F)) x verdes rugosas

Rr Yy T yy
__ Gametos iGenatipus F; Fenotipos F;
7 - =
¥ RY ry Rr Yy . Lisas Amarillas
Ry 194 Rr yy " Lisas verdes
rY ry r Yy rugosas Amarillas '
Iy Ty I yy rugosas verdes
| ' Proporciones 1:I:1:1

Actualmente estd confirmado que los principios descubiertos por Mendel son universales y que se
pueden utilizar para predecir las proporciones fenotipicas y genotipicas a obtener en los cruzamientos
de cualquier tipo de organismo de reproduccidn sexuada. La (inica excepcion encontrada afecta al
segundo principio mendeliano, pues los genes no se asocian independientemente cuando se encuentran
en un mismo cromosoma ya que en ese caso se transmiten ligades (Sesion 30 ).

La confirmacion de los hallazgos de Mendel en 1900, junto con el avance de la citologia y el
conocimiento sobre el comportamiento de los cromosomas durante la meiosis, marcaron el comienzo
de la genética como un conjunto organizadoe de conocimientos.

-
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2.- BASES MOLECULARES DE LAS RELACIONES ENTRE ALELOS

El estudio de los genes a nivel molecular indica que las relaciones entre los alelos pueden ser de varios
tipos, entre ellos: a) de dominancia - recesividad, b) de dominancia incompleta y c) de codominancia.

a) Relacién de dominancia — recesividad.- Esta fue la relacion encontrada por Mendel para los
factores determinantes de los siete caracteres de la arveja de jardin estudiados. En términos moleculares
esta relacién se produce porque el fenotipo que se observa es producto sélo de la transcripcion del alelo
dominante. El alelo llamado recesivo, como efecto de la mutacién que lo origind, no transcribe o bien
transcribe un producto génico que no es funcional.

Actualmente se conoce la forma de accion del gen que determina el fenotipo textura de la semilla (lisa-
rugosa), estudiado por Mendel. La diferencia clave entre semillas lisas y rugosas esta en las cantidades
relativas de sucrosa y almidon que ellas contienen. Las semillas lisas tienen un contenido relativamente
bajo de sucrosa, ya que convierten buena parte de esta molécula en almidén, como consecuencia
absorben poca agua durante su desarrollo y cuando maduran no se deshidratan, permaneciendo lisas.
Las semillas rugosas, en cambio, tienen un contenido relativo de sucrosa mayor que las lisas, absorben
mayor cantidad de agua durante el desarrollo y cuando maduran se deshidratan, volviéndose rugosas
(Figura 7). '

Los contenidos relativos de sucrosa y almidon dependen principalmente de la actividad de una enzima,
codificada por un gen, que permite la ramificacion del almidon a partir de sucrosa. Las semillas rugosas
no tienen esta enzima porque tienen sélo la version mutada del gen (r) que la codifica (genotipo rr).
Las semillas lisas poseen el gen R normal y producen la enzima (Figura 7). En los individuos
heterocigotos (Rr), el alelo R dirige la sintesis de la enzima en cantidades suficientes como para reducir
los niveles de sucrosa y las semillas tienen aspecto liso. Por lo tanto, R se comporta como dominante
sobrer.

Investigaciones de la década de los 90° mostraron que la mutacién se produce por la insercion de un
segmento de DNA de origen viral al interior del gen R, que al cambiar el marco de lectura de este gen
origina un polipéptido sin actividad enzimatica.

L
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a) La diferencia entre semillas lisas y rugosas

Contenido aite de almidon y bajo de sucrosa
° > @ » @  Semifla lisa

Contenido bajo de almidon y alto de sucrosa
o » @ » (57

Semilla rugosa

b) La funcidndelgenR  Alelo R

—

\.

% Enzima que permite la ramificacién del
almidén

4
4

Sucrosa - Almidén

Alelor

Ausencia de la enzima que permite |a ramificacién
del almiddn

Sucrosa ——* ' Blogueo de la via metabdlica

- Figura 7.- Bases moleculares de la relacion de dominancia-recesividad entre los alelos (R -
r) que determinan la textura de las semillas en las arvejas de jardin. (Modificado de Brown
TA, “GENETICS a molecular approach”, Chapman and Hall, London , UK, 1989).

-

b) Relacién de dominancia incompleta.- En este caso el heterocigoto presenta un fenotipo
intermedio al de ambas formas homocigotas. El color de las flores en los claveles es un ejemplo de este
tipo de relacion, donde siendo RR rojo y mr blanco, el heterocigoto Rr es rosado. Una explicacién para
este caso, €s que la forma heterocigota aunque posee un gen funcional para la sintesis de pigmento rojo,
produce sélo cantidades limitadas de la enzima involucrada en la sintesis de éste pigmento y, por lo
tanto, las flores serén rosadas (Figuras 8 y 9). Si los pétalos de las flores rosadas se examinan a la lupa
se puede ver que estdn formados por sectores rojos y blancos entremezclados.



Padres RR X m
(ro_jol} : (blarlmo)
T
Rr
(rosado)

ea® "

XN

Pigmento en abundancia = rojo

AR = —wwwe—L- .+ . Enzimaen abundancia

N

- —_— .
s i « + . Enzimaescasa
- ., \
A
_—

Pigmento escaso = rosado

-—gx Ausencia de enzima

Ausencia de pigmento = blanco

Figura 8.- Bases moleculares de la relacion de dominancia incompleta entre los
alelos (R —r) que determinan el color de las flores en los claveles.
(Modificado de Brown TA, “GENETICS a molecular approach”, Chapman and

Hall, London , UK, 1989).

Figura 9.- La generacién F, de un cruzamiento de flores en que el color de los
pétalos estd determinado por un par de alelos que presenta una relacién de
dominancia incompleta. -
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¢) Relacion de codominancia.- En este caso ambos alelos estan activos en el

heteracigoto. Un Sjcmplo conocido de codominancia es el del grupo sanguineo MN humano, en el que
los alelos LM y LN codifican para dos formas de antigenos de la membrana de los glébulos rojos (M y
N). Los homocigotos L™ LM producen sélo antigenos M y tienen el grupo sanguineo M; los
homocigotos LY L producen sélo antigenos N y poseen el grupo sanguineo N . En los heterocigotos
en que los dos alelos estén presentes (LY L) se producen ambos antigenos en cantidades iguales y el
grupo sanguineo es MN (Figura 10). .

Productos genicos

ALELOS | (antigenos de la

" sangre)
_.L___. M.y M

- M "M M :

. M Mm  Fenotipo=M

M

LH
- N N
o = " N Fenotipo = N

LN N N N N

™ "
S M .

- M MN Fenotipo = MN

o

LN

L Fiﬁum 10.- Bases moleculares de la relacién de codominancia entre los alelos
2| (™= LNy que determinan el grupo sanguinea MN en e] hombre.(Modificado

«s | de Brown TA, “GENETICS a molecular approach”, Chapman and Hall,
.| London, UK, 1989).
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3.- HERENCIA MENDELIANA EN EL HOMBRE

Los principios mendelianos se cumplen también para la transmision de las distintas caracteristicas
humanas de determinacion monogénica. llustraremos lo anterior explicando la herencia de una
enfermedad que se transmite en forma autosémica dominante y de otra, que lo hace en forma
autosémica recesiva recesiva.

ENFERMEDAD DE HUNTINGTON: UN TRANSTORNO MONOGENICO AUTOSOMICO
DOMINANTE (Para mas detalles ver http://www.yourqenesvourhealth.org/ )

La enfemmedad de Hungtington es un desorden neurodegenerativo que se caracteriza por la
aparicién progresiva de anomallas motoras, cognitivas, conductuales y psiquidtricas. Los
trastornos de los movimientos voluntarios € involuntarios aumentan con el desarrollo de la
enfermedad hasta incapacitar al paciente. El corea es un sintoma caracterizado por
movimientos involuntarios e incontrolables, que aparecen como tembiores no repetitivos ni
periddicos y que esta presente en méas del 90% de los pacientes. Las anomalias cognitivas
afectan a todas las funciones de! conocimiento y las anomalias conductuales incluyen la
desinhibicidn social, agresion, apatia y desviaciones sexuales. Las manifestaciones
psiquiatricas incluyen cambios de personalidad, psicosis y esquizoftenia.

Los individuos que [levan el gen, generalmente, no manifiestan la enfermedad hasta los 35 a
44 afos de edad (Figura 10), la media de sobrevida después del diagndstico es de 15 a 18
afios y la muerte ocurre, en promedio, a los 54 a 55 arios de vida.

BASES GENETICAS - -

La enfermedad es causada por una mutacién de efecto dominante en e! gen HD (Hungtington
Disease), que se localiza en el brazo corto del cromosoma 4 y que codifica para una proteina
llamada hungtintina, cuya funcién es aun desconocida. La mutacién consiste en la
amplificacion, al interior del exén 1 del gen, del triplete CAG que codifica para glutamina. Los
alelos normales del gen HD tienen 10 a 26 repeticiones de CAG, en cambio el alelo mutado
tiene mas de 36 repeticiones. Existe un estado, denominado de premutacion, en que el
numero de repeticiones de CAG es de 27 'a 35 y los individuos presentan fenotipo normal,
pero el numero de repeticiones ya se ha desestabilizado y tiende al aumento, origindndose
descendientes que desarrollaran la enfermedad.

Los mecanismos por los cuales la expresion de este segmento poliglutaminico desencadena
la enfermedad, no estAn claros aln, aunque se cree que la expansion de las glutaminas
confiere por si sola un efecto deletéreo. Algunos fenotipos directamente asociados con la
mutacidn son Ia disfuncién y la muerte de las neuronas, aparentemente causadas por la
acumulacion de agregados intranucleares derivados de la hungtintina mutada.

RIESGO DE TRANSMISION _

Cada hijo de un enfermo de HD tiene un 50% de riesgo de heredar el alelo mutado. Todos los
hijos que hereden ese alelo desarrollaran la enfermedad, siempre que tengan un tiempo de
vida que esté dentro de los rangos normales. Los descendientes de individuos que llevan la
premutacion tienen un riesgo empirico de, aproximadamente, un 3% de heredar un alelo HD
en el cual la premutacién se ha expandido hasta convertirse en una mutacion completa.

Si bien no existen mas que tratamientos paliativos de los sintomas de la HD, se dispone de
tests presintomaticos y prenatales, que determinan el nimero de repeticiones CAG al interior
del exén 1 del gen HD.
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Figura 11.- Edad de apancién de la enfermedad de Huntington. Los
individuos que llevan el alelo mutado generalmente no presentan la
enfermedad hasta aproximadamente los 35 a 44 afios de edad.
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FIBROSIS QUISTICA: UN TRANSTORNO MONOGENICO AUTOSOMICO RECESIVO
(Para mas detalles ver http://www.yourgenesyourhealth.org/ )

La fibrosis quistica es una enfermedad producida por alteraciones en el transporte de
iones de claro a través de las membranas de las células epiteliales de diferentes érganos.
La consecuencia inmediata de esta alteracion es un cambio en la constitucion y densidad
de las secreciones a ser transportadas. El sintoma mas importante y frecuente es la
secrecion de grandes cantidades de mucus denso en los pulmones de los pacientes. Este
mucus provee de un medio adecuado para el crecimiento de organismos patogenos y
obstruye la normal circulacién de aire. La ocurrencia de ciclos recurrentes de infeccién,
inflamacién y destruccién del tejido del pulmén, disminuyen la cantidad de tejido pulmonar
funcional, conducen a fracaso respiratorio y a la muerte. Esta disfuncién puede alterar
tambien ka secrecién normal de otros 6rganos y sistemas, como el pancreas, sistema
biliar, sistema reproductor masculino, glandulas sudoriparas ¢ intestino.

BASES GENETICAS

La enfermedad es causada por una mutacién del gen que codifica para una proteina
involucrada en el transporte de iones de cioro a través de las membranas celulares.
Especificamente la mutacion consiste ‘en la pérdida o delecidbn de un trplete de
nucledtidos, de los 6.100 nucledtidos que componen el gen, el que codifica para
fenilalanina. El gen mutado se comporta como recesivo, es decir, debe estar al estado
homocigoto para que la enfermedad se presente. Tiene expresividad variable, es decir,
individuos de un mismo genotipo pueden presentar sintomatologias distintas en cuanto a
da gravedad de la enfermedad y a los drganos comprometidos. El gen se caracteriza
ademas por tener expresion tejido-especifica, ya que sdlo se manifiesta en determinados
tejidos vy tipos celulares. Se localiza en el brazo largo del cromosoma 7 y actualmente se
conoce la secuencia completa de los nucledtidos que lo forman.

RIESGO DE TRANSMISION

E! riesgo empirico para una pareja de tener un hijo afectado de fibrosis quistica, es muy
varigble y depende de la frecuencia que la enfermedad tenga en el grupo étnico al que la
pareja pertenece. La incidencia de nacidos vivos con fibrosis quistica varia entre 1 en 113
entre los Hutterites de Alberta, en Canada, hasta 1 en 90.000 entre las poblaciones de
origen asiatico de Hawai. En Chile no existen aun estudios epidemiologicos especificos.

- Se estima que dada la mezcla de caucasicos y amerindios que dio origen a la poblacion

chilena, la incidencia de la enfermedad seria de 2.6 en 10.000 habitantes.

Para una pareja de ciudadanos de Estados Unidos, que no tenga antecedentes familiares
de la enfermedad y cuyos antecesores provengan del norte de Europa, se estima que ¢l
riesgo empirico de que ambos sean portadores del gen es de 1 en 25 y el de tener un hijo
afectado es de 1 en 2,500,

Actualmente no existe un tratamiento curatwo de la enfermedad, aunque el manegjo
adecuado de sus sintomas ha aumentado las expectativas de vida de los enfermos, los
gue pueden [legar a los 30 a 40 afios de edad. El diagnéstico prenatal de esta patologia
requiere de la identificacidn del gen responsable en el DNA de tejidos fetales.
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4.- GENOTIPO, FENOTIPO Y AMBIENTE

En 1909 Wilhelm Johansen (1857-1927) hizo las distinciones entre los conceptos de fenotipo y
genotipo. El fenotipo de un organismo es su apariencia, es decir lo que de €] podemos observar: su
morfologia macroscdpica y microscépica, su fisiologia, propiedades bioquimicas y comportamiento,
entre otras caracteristicas. El genotipo de un organismo es la constitucién genética que ha heredado.
Durante la vida de un individuo, el genotipo permanece constante; el fenotipo, en cambio, va
cambiando a lo largo de la ontogenia. Esto porque distintos conjuntos de genes se activan y desactivan
y ademas interactian con distintos ambientes a Jo largo del tiempo, originando los diferentes fenotipos
que un individuo tiene desde que nace hasta que muere.

La relacidn entre la presencia de un genotipo especifico y un determinado fenotipo no es siempre la
misma. Esto es asi porque el fenotipo resulta de complejas interacciones entre diferentes genes y entre
los genes y el medio ambiente (Figura 12).

Los organismos que se gencran mediante reproduccion asexuada, son genéticamente idénticos entre si
y €On Sus progenitores, a menos que experimenten mutaciones. En cambio, los organismos que se
reproducen sexualmente tienen siempre genotipos diferentes, exceptuando el caso de los gemelos
verdaderos o monocigbticos, los que se desarrollan a partir de un solo 6vulo fecundado por un tunico
espermatozoide. Estos individuos genéticamente iguales pueden, sin embargo, tener fenatipos distintos
debido a la ocurrencia de interacciones diferentes con el medio ambiente. Asi, los gemelos
monocigoticos pueden ser distintos en estatura, peso y longevidad, entre otros rasgos, debido a la
ocurrencia de diferentes experiencias vitales.

| Davelopmental
| interactions

_ﬁ.*.;j}hnr:tmmmﬁu@ Orpganism A

> Orgamsm B

=—=> Organism A 1l

=~ Organism 8 ¥

‘Figui'n lz.jlhteracciones posibles entre distintos genotipos (Tipos A y B) y ambientes
(Tipos I y II) que dan como resultado diferentes fenotipos (Organismos Al, Bl,'All y BII).

Por lo tanto, el genotipo de un organismo no especifica de forma inalterable su fenotipo. El genotipo
determina mas bien la serie de fenotipos que pueden desarrollarse en las distintas interacciones con el
ambiente y con el resto del genotipo. Esto se conoce como amplitud de reaccién o norma de reaccién
del genotipe. El fenotipo que se manifiesta depende principalmente del ambiente en el que tiene lugar
el desarrollo. Por esta razén toda la norma de reaccién de un genotipo no se conoce nunca, porque esto
requeriria que los individuos con un determinado genotipo fueran expuestos a todos los ambientes
posibles, los que son virtualmente infinites. En la practica sélo podemos establecer las relaciones entre
un genotipo parcial, un fenotipo parcial y algunos aspectos particulares del ambiente.

Un ejemplo que ilustra bien el concepto de norma de reaccién del genotipo es el que se ha establecido
para tres genotipos que determinan tamafio del ojo en Drosophila melanogaster. Las moscas silvestres,
que como todos los dipteros tienen ojos facetados, poseen un ojo que tiene entre 800 a 1000 facetas, lo
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que origina un ojo de un tamaiio determinado (Figura 13a). Una mutacién génica, que consiste en una
duplicacién del sector 16A del cromosoma X, tiene como efecto la produccién de un ojo de menor
tamafio, compuesto por 170 a 280 facetas, denominado infrabar. Si esta misma mutacién esta
triplicada, se produce un gjo de tamailo ain menor, compuesto por 65 a 170 facetas, denominado
ultrabar (Figura 13b).

Si las moscas son criadas en ambientes con distintas temperaturas, entre 15 C y 30" C, se preducen
variaciones en el nimero de facetas de los ojos para individuos de un mismo genotipo, mostrando la
norma de reaccién a la temperatura de estos tres genotipos (Figura 13c). De la observacién del grafico
se desprende que: a) cada genotipo presenta diversos fenotipos segin la temperatura a la que se
produzea el desarrollo; b) en las moscas de genotipo silvestre y ultrabar e} nimero de facetas disminuye
con el aumento de temperatura, en cambio, en las moscas de genotipo infrabar el namero de facetas
aumenta con el aumento de temperatura; c) no existe una relacion univoca entre genotipo y fenotipo.
Asi, el saber que una mosca tiene genotipo silvesire no nos informa respecto a si tendra 800 o 1000
facetas, por otra parte €l saber que una mosca tiene ojos con 170 facetas no nos informa respecto a si su
genotipo es infrabar o ultrabar; d) el genotipo silvestre produce fenotipos distinguibles de los otros dos,

en cambio, los genotipos infrabar y ultrabar dan fenotipos que se sobreponen parcialmente (Figura
13c¢).
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Figura 13.- Normas de reaccién a la temperatura para tres genotipos diferentes que
determinan el tamafio del ojo en Drosophila. a) Ojo normal de la mosca, mostrando los
cientos de facetas que lo forman; b) Tamafio relativo del ojo, seglin el nimero de facetas, en
moscas de genotipos silvesire, infrabar y ultrabar; c¢) Grafico que ilustra las normas de
reaccién a la temperatura de los tres genotipos mostrados en b.
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Algunos genotipos expresan poca o ninguna variacion en los distintos ambientes en los que deben
expresarse. En estos casos el andlisis genético es mas facil, ya que los fenotipos observados constituyen
una expresiéon inambigua de los respectivos genotipos. Este es el caso de los grupos sanguineos
humanos del sistema ABO y también, de los siete caracteres de la arveja de jardin utilizados por
Mendel. ;;;Si no hubiera sido asi probablemente Mendel no habria Ilegado a las conclusiones que
Ilegd y no habria podido formular los principios que formulé!!!

V.-

PREGUNTAS ORIENTADORAS:

1) Defina brevemente los siguientes términos: genes alelos, locus (loci), homocigoto, heterocigoto, gen

2)

3)

4

5)

6)

dominante, gen recesivo, genes codominantes, genotipo, fenotipo, monohibridismo, dihibridismo,
cruzamiento de prueba.

Enuncie el primer y segundo principio mendeliano. Sefiale las base citolégicas que permiten que
estos principios se cumplan y compare la universalidad de ellos.

(Qué se entiende por norma de reaccién de un genotipo? llustre con un ejemplo distinto al
desarrollado en esta Sesion.

Una mujer es heterocigota para dos pares de genes. ;Cuantas clases distintas de gametos puede
producir y en qué proporciones?

Suponga que esta mujer tiene hijos con un vardén cuyo genotipo es Aabb. ;Cudles son las
proporciones fenotipicas y genotipicas esperadas en.]a descendencia?

La anemia de células falciformes (ACF) es una enfermedad hereditaria humano causada por un
alelo recesivo. Una pareja piensa casarse y quieren conocer la probabilidad de tener un hijo
afectado, ;qué informacién habria que proporcionarles si: a) ambos fueran normales, pero cada uno
de ellos tuviera un padre afectado y el otro progenitor sin historia familiar de ACF; b) si el varén
estuviera afectado por la enfermedad, pero la mujer no tuviera historia familiar de ACF?
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APENDICE A UTILIZAR EN LAS CLASES DE GENETICA FORMAL

I.- OBJETIVO GENERAL :

Conocer y comprender los principios y mecanismos de transmisién y distribucién del material
genético, asi como, las causas biologicas, genéticas y ambientales de la variacion.

I1.- CONTENIDOS PRINCIPALES:

El interés que despiertan en nosotros la genética y la transmisidon de los caracteres hereditarios se
remonta a las culturas prehistéricas de hace mas de 10.000 afios atras, aunque probablemente surgio
antes que ellas. El cultivo de las plantas y la domesticacion de los animales fueron eventos que
necesariamente debieron ocurrir para que las sociedades humanas dejaran de recoger frutos y de cazar
animales y pudieran dedicarse a la agricultura y al pastoreo. Existen vestigios zoologicos y
representacaones pictoricas que indican que hace unos 10.000 a 12.000 afios. el hombre domestlcaba
PerTos, ovejas, cabras, bueyes, camellos y otros animales.

Una vez que los animales fueron domesticados, los rasgos heredables pudieron reconocerse y utilizarse,
mediante apareamientos selectivas, para obtener reservas de animales con caracteres adecuados a las
necesidades humanas. Aunque estos procesos de domesticacidn y seleccién se desarrollaron,
probablemente de un modo lento, la manipulacion genética de los animales y de las plantas evoluciond
al mismo tiempo que otras muchas conquistas de la sociedad humana y cimentaron su prosperidad
material. Los antiguos poetas relatan, por ejemplo, que parte de la riqueza y de la fama de la antigua
Troya se debid a la pericia de sus habitantes en la cria de caballos.

En los afios inmediatamente posteriores a la publicacién por Darwin de su libro £l origen de las
espectes, la Iabor de un monje agustino llamado Gregorio Mendel hizo que cambiaran
espectacularmente las ideas sobre la herencia, las que nadie habia discutido durante miles de afios.
Cultivando arvejas de jardin, Mendel demostré que los rasgos se transmiten desde los padres a la
descendencia gracias a la herencia de unos factores que ahora conocemos como genes. Mendel dedujo
que cada uno de los padres debe aportar un factor para que aparezca un rasgo observable en la
descendencia y que los miembros de estas parejas de factores se separan unos de otros durante la
formacién del 6vulo y del espermatozoide.

La importancia del trabajo de Mendel no fue reconocida hasta 1900. El termino Genética, acufiado por
William Bateson en 1906, deriva del griego genesis (origen) y define a la ciencia que se dedica al
estudio de la herencia y de la expresién de los caracteres hereditarios. La Genética, como disciplina
organizada, se inici6 en el siglo XX v ha avanzado hasta tal punto que hemos sido capaces de trasladar
genes humanos a los animales y de sustituir genes humanos defectuosos por genes normales. Aunque,
en general, el progreso de la Genética ha sido rapido en este siglo, los avances en genética humana
han sido irregulares y, en ocasiones, ha sido mal utilizada con fines sociales y politicos.

En esta Unidad del Curso nos proponemos darles a conocer los conceptos basicos de la genética, los
principales hitos histdricos que posibilitaron su avance y crecimiento y el estado actual de la disciplina,
principalmente en aquellas materias relacionadas con la genética humana o que tienen aplicacion
directa en ¢l hombre,

IIL.- RESOLUCION DE PREGUNTAS Y PROBLEMAS DE GENETICA:
La Genética es una disciplina fascinante, pero su aprendizaje resulta dificil para muchos estudiantes.

En esto se parece a la Fisica, ya que ambas son ciencias matematizadas y deductivas. La resolucion de
preguntas y problemas de Genética requiere, entonces, de una lectura muy cuidadosa de los

5

s



21

enunciados, ya que la informacién muchas veces estid escondida en el planteamiento, o debe ser
deducida, traducida o simplemente ordenada, a partir de lo que ya se sabe.

Por otra parte, los problemas de Genética frecuentemente necesitan traducirse o expresarse en forma de
probabilidades. Para hacer esto considere las siguientes definiciones y reglas de calculo.

Probabilidad: es el nimero de veces que un evento ocurre, dividido por el nimero total de
oportunidades en que ese evento podria haber ocurrido.

Reglas que rigen las probabilidades:

a) Regla de la afirmacién “y”(incluyente): la probablhdad de que dos eventos INDEPENDIENTES
ocurran simultaneamente es igual al producto de sus respectivas probabilidades.

b) Regla de la afirmacién “o” (excluyente): cuando dos eventos independientes

son MUTUAMENTE EXCLUYENTES, la probabilidad de que ocurra cualquiera de ellos es igual a la
suma de sus respectivas probabilidades.
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MECANISMOS DE VARiABILIDAD GENETICA.
PROFESOR: LAURA WALKER B.
L.- OBJETIVOS:

- Comprender que la mutacién génica es el proceso por el cual los genes cambian de una forma alélica
a otra, originando variabilidad genética.

- Conocer que las mutacloncs cromosémicas pueden alterar la estructura o el nimero de cromosomas
de una célula.

- Comprender que las mutaciones cromosomicas tienen efectos fenotipicos severos, tales como,
aborto, retardo mental, infertilidad, malformaciones, etc., porque implican alteraciones de numero o,
posicién de bloques de genes.,

- Conocer la frecuencia de mutaciones génicas y cromosdmicas en el hombre, y evaluar algunas de sus
causas y consecuencias, a través del andlisis de ejemplos concretos.

IL.- CONTENIDOS PRINCIPALES:

- Concepto de mutacién génica Mutaciones génicas somaticas y germinales, Origenes y
consecuencias (mutaciones emdneas, silentes y sin sentido).
- Mutaciones espontdneas e inducidas.
- Tipos de mutaciones génicas. _
- Mutaciones cromosdmicas estructurales: origenes y consecuencias fenotipicas, ¢jemplos en el
hombre.
- Mutaciones cromosémicas de nimero: origenes y consecuencias fenotfpicas, ejemplos en el hombre.
- Las mutaciones cromosdmicas como causa importante de abortos espontneos.

INL.- BIBLIOGRAFIA:

- Ayala FJ y Kiger J. 1984. Genética Moderna. Fondo Educativo Interamericano.

_ - Pincheira J. 1993. “Daflo, reparacién y mutacién del material genético". En Elementos de Biologia

- Celular'y Genética, eds. AE Spotorno y G Hoecker. Departamento de Biologfa Celular y Genética,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

- Thompson MW, Mclnnes RR y Willard HF. 1996. En: Thompson & Thompgon: Gengtica en
Medicina. Masson S.A. Cuarta Edicion.
- .. Walker LI. 1993. "Citogenética general: cromosomas y cariotipos”. En Elementos de Biclogfa
Celular y Genética, eds. AE Spotorno y G Hoecker. Departamento de Biologfa Celular y Genética,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile.
- "Walker L1y Tapia G. 1998. "Mutaciones génicas y cromosémicas”. En
Problemas de Genética, ed. L1 Walker, Editorial Universitaria.

NOTA: Las imagenes de esta Sesidn fueron tomadas de la versién en la red de Griffiths AJF, Miller
JH, Suzuki DT, Lewontin RC., Gelbart WM. 2000. “An Introduction to GENETIC ANALYSIS”,
Seventh Edition, WH Freeman and Company, New York, USA.



IV.- DESARROLLO:

La propiedad de un gen de transmitirse a la descendencia se basa en la propiedad del DNA de replicar
correctamente, generando moléculas hijas idénticas a la molécula parental. Sin embargo, esto muchas
veces no ocurre asi, debido a que durante la replicacién se agregan nucledtidos en forma incorrecta a la
molécula de DNA en formacién. Si estos errores no son reparados durante los periodos 8 o Gz del ciclo
celular, se producirdn apareamientos equivocados de bases nucleotidicas, los que en la replicacion
celular siguiente se traducirdn en alteraciones de la secuencia de bases que modificardn el mensaje
original del DNA. Si estas alteraciones o mutaciones ocurren en células de la linea germinal
(mutaciones germinales), se transmitirdn a la descendencia y podrén difundirse en la poblacién, si
ellas ccurren en células somaticas, sélo afectardn al individuo en que se producen {mutaciones
somaticas).

La capacidad del DNA de mutar y de transmitir estos cambios a lo largo del tiempo, constituye la
fuente primaria de variabilidad genética de una especie. La mutacién puede definirse como el
cambio en el material hereditario producto de un dafio mal o no reparado, que se propaga a través de las
generaciones sucesivas, tanto en células aisladas como en organismos completos. Une mutacién puede
afectar a un solo locus y en este caso se la denomina mutacién génica, o bicn, puede afectar a la
estructura o el nimero de cromosomas, comprometiendo a muchos loci, ¥ en este caso se la denomina
mutacién cromosémica.

Por otra parte, segiin sea la causa que produce el cambio, las mutaciones pueden producirse
espontdneamente (mutaciones espontdneas), o bien ser inducidas (mufaciones inducidas), por
diversos agentes fisicos o quimicos.

1.- MUTACIONES GENICAS

El mecanismo bisico que origina mutaciones gemcas es la ocurrencia de cambios en la secuencia de
nucleétidos del DNA.

Las mutaciones génicas que ocurren en forma esponténea, lo hacen a tasas relativamente bajas (Tabla
1), en cambio, Jas que ocurren en forma inducida per la accién de agentes fisicos o quimicos, lo hacen a
tasas significativamente mdas elevadas, El estudio de algunos genes humanos que mutan
espontineamente, indicé que las frecuencias de mutacién oscilan entre que 1x 10 a1 x 10 ~® por un
millén de gametos producidos (Tabla 1). :

Tabla 1.- Frecuencia de algunas mutaciones génic’as en ¢l hombre.
Rasgos M“‘;?;;‘;fe?;gmn Frecuencia de ia mutacién
Acondroplasia 10 1 x 107
Aniridia 2.6 26 x 10°
Retinoblastorna 6 . 6 x 10°
Osteogénesis imperfecta 10 Ix10°
Neurofibromatosis 50-100 0.51-1 x 10*
Enfermedad poliquistica renal 60 -120 6-12 x 10"
Distrofia muscular de Duchenne 50 -100 0.5-1 x 10"
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Se distinguen varios tipos de mutaciones génicas: a) sustituciones, b) duplicaciones y deleciones, ¢)
inserciones y d) repeticiones inestables de trinucleétidos.

a) Sustituciones .- En este caso el cambio consiste en el reemplazo de un nucledtido por otro. Las
mutaciones por sustitucién pueden ser de dos tipos: de transicién y de transversién. En una mutacién
de transicién, una base purica (adenina o guanina) es reemplazada por otra plirica (A x G, 0 a la
inversa, G x A); o bien una base pirim{dica (citosina o timina) es reemplazada por otra pirimidica (C x
T o T x C). Por otra parte, en una mutacién por transversién, una base purica es reemplazada por una
pirimidica, o viceversa. En este caso existen 8 posibilidades distintas de cambios o sustituciones: A x C
obienCxA;AxTobien TxA;GxCobienCxG;GxTobienTxG,

Efecto de las sustituciones.- Como el reemplazo o sustitucién de un nucleftido tiene como
consecuencia la creacion de un nuevo coddn, uno de sus efectos puede ser la sintesis de un nuevo
aminodcido en la proteina en elaboracién., La proteina mutada resultante puede producir alteraciones
morfoldgicas o fisioldgicas, que en muchas ocasiones son letales para el individuo que las porta. Las
mutaciones que tienen este efecto son llamadas mutaciones erréneas. Sin embargo, el hecho que los
amino4cidos estan, en general, codificados por méds de un codén (redundancia del codigo genético)
hace que muchas sustituciones de nucledtidos no tengan efecto fenotipico alguno. Las mutaciones que
no tienen efecto fenotipico son llamadas mutaciones silentes. Por Gltimo, las sustituciones pueden
también crear codones de término que suspenden la lectura del mensaje y originan proteinas més cortas
que las originales, las que generalmente no son funcionales. Las mutaciones que tienen este efecto son
llamadas mutaciones sin sentido.

Un ejemplo de una sustitucién por transversién que tiene un efecto fenotipico conocido, es el que
experimenta el gen que codifica para una de las dos cadenas de la hemoglobina, molécula formada por
146 aminoacidos. En el gen normal, el triplete que codifica para 4cido glutAmico, aminodcido que
ocupa la sexta posicidn de la molécula de hemoglobina, puede mutar cambiando de CTC a CAC. La
sustitucién del tipo transversién, experimentada por el segundo nucleétido de este triplete, tiene como
consecuencia directa la sintesis de valina a cambio del 4cido glutdmico, codificado por el gen normal
(Figura 1). Adem4s, la hemoglobina ahora sintetizada (hemoglobina S) no es capaz de transportar
eficientemente el oxigeno, dando origen a una enfermedad llamada anemia falciforme.

Normal hamoglabin

S8 o &lo
Valine Histldine Loucine  Threonine Proline Ghiamic acld Glutamic acid
Hamoglobin 5

Vafine Histidine Leudne  Thraonine  Proline
Figura 1.- Diferencia a nivel molecular entre la hemoglobina normal y la hemoglobina S,
causante de la anemia falciforme. Se muestran sélo los primeros siete aminoacidos ya que el
resto de ellos es igual en ambas moléculas. Notese que el aminodcido en posicion sexta
cambia de &cido glutamico, en la hemoglobina normal, a valina en la hemoglobina S.
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b) Duplicaciones y deleciones.- En este caso la mutaciones consisten en la duplicacién o la pérdida,

respectivamente, de uno o més nucledtidos en la molécula de DNA. Ei efecto principal de este tipo de
mutaciones génicas es el cambio del marco de lectura del DNA.

¢) Inserciones.- En este caso la mutacién consiste en la adicién de uno o mas nucledtidos en la
molécula de DNA. Es frecuente que en el genoma de mamiferos se¢ inserten largos segmentos de DNA
de origen viral. La consecuencia principal de este tipo de mutacion génica es, al igual que en las
duplicaciones y deleciones, el cambio del marco de lectura del DNA.

Cambios del marco de lectura del DNA.- La mutaciones génicas por duplicacion, delecién o
insercion de una o més bases, tienen, en general, efectos devastadores en la ¢élula o en el organismo.
En estas situaciones, se desplaza el marco de lectura del gen, es decir, la informacidn presente en el
DNA se lee de distinta forma a partir del punto de ocurrencia de la mutacién. Los cambios de la pauta
de lectura del DNA pueden crear dos tipos de problemas. Todos los aminodcidos a partir del punto de
ocurrencia de la mutacion pueden ser diferentes, generando una proteina no functonal. También pueden
producirse alteraciones en el término de la lectura del mensaje. Esto puede ocurrir por generacién de un
codén de término antes de lo que estaba inicialmente estipulado, lo que determinara la sintesis de una
proteina mas corta que la normal, la que gencralmente no serd funcional. Otra posibilidad es que debido
al corrimiento de la lectura, el coddn que era de término deje de setlo, lo que determinard que la
traduccién del mensaje continuard més alla del gen, originando también un producto no funcional..

d) Repeticiones inestables de trinucletidos.- El genoma humano, como otros genomas de
mamiferos, se caracteriza por tener una proporcién alta de secuencias de DNA repetido que no son
codificantes. Se ha encontrado que algunas enfermedades humanas, la mayor parte de ellas de tipo
neuroldgico, se relactonan con la expansion de tripletes de nucledtidos, generalmente ricos en bases
guanina y citosina, localizados en algiin sector particular del genoma (Tabla 2). '
Estas repeticiones de trinucledtidos se caracterizan por: i) ser altamente variables en el grado de
repeticion entre las células de un mismo individuo y entre los individuos de la poblacién; ii) tener un
patron de repeticion que no se mantiene constante de célula a célula, sino que experimenta variaciones
a lo largo del tiempo; iii) para las enfermedades mas conocidas (Tabla 2), se ha encontrado que los
individuos normales presentan un rango especifico para el nimero de estas repeticiones, las que se
mantienen estables en los procesos de mitosis y meiosis. Por sobre un cierto umbral del nimero de
repeticiones, éstas se vuelven inestables, tendiendo rapidamente a amplificarse, de tal manera que los
descendientes de estos individuos tienen un nimero muy elevado de ellas y presentan el fenotipo
enfermo; iv) no se conoce con certeza la relacién entre la amplificacién de estos sectores del genoma
y la aparicién de cada una de las enfermedades, pero para algunas de ellas esta claro, que la expansion
de trinucledtidos produce inhibicién de la expresion de los genes vecinos, lo que desencadenaria la
aparicién de la patologia.
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Tabla 2.- Algunas repeticiones inestables de trinucléotidos en el genoma humano y sus

consecuencias.
Niimero de repeticiones
Enfermedad Localizacién Secuel_lcia Normal | Premutacion | Mbntacién
del gen repetida
Corea de Huntington 4p (CAG)n 9-35 ? 37-100
" | Ataxia espino-cerebelar 6p (CAG)n 19-36 ? 43 -81

X fripil Xq (CGG)n 6-54 50-200 200->1.000
Distrofia miotdnica 19q (CTG)n 5-35 37-50 50 - 4.000

? = para algunas enfermedades no se conoce el nimero de repeticiones de la premutacién.

Una de las enfermedades mds conocidas reclacionadas con las repeticiones inestables de
trinucleétidos, se denomina sindrome del X frigil. La enfermedad se denomina asi porque los
individuos que la padecen experimentan roturas en el extremo del brazo largo del cromosoma X, sector
donde se localiza el gen mutado, con una frecuencia mayor que los individuos normales. Ademds la
cromatina de ese sector del X tiene un grado de decondensacién muy superior al que presenta ¢l resto
del cromosoma. Entre los sintomas caracteristicos de los individuos que padecen el sindrome estén el
presentar retardo mental, patrones de lenguaje alterados, apariencia facial tipica (orejas prominentes,
cara alargada, frente elevada), y en los varones, testiculos de gran tamafio. La frecuencia de la
enfermedad es de 1/1.500 en varones y de 1/ 2.500 en mujeres.

El sindrome estd asociado con el grado de repeticiones del trinucledtido CGG en sectores no
codificantes del gen FMR-1 (Fragil Mental Retardation - 1), localizado en el extremo del braze largo
del X. Los individuos normales presentan 6 a 54 copias estables de este trinuclestido, Existe un niimero
de repeticiones intermedio (50 a 200), conocido como estado de premutacidn, en que el individuo atin
no presenta la enfermedad, pero en ellos ese sector del genoma se ha vuelto inestable, tendiendo a la
amplificacion. Sobre un cierto umbral de repeticiones (200) aparece el fenotipo alterado (Tabla 2). Se
cree que las modificaciones del mimero de repeticiones ocurren durante las primeras etapas del
desarrollo embrionario, porque los individuos afectados son mosaicos celulares para el namero de
repeticiones,

 2.- MUTACIONES CROMOSOMICAS

Son cambios en la estructura o en el nimero de los cromosomas de una especie, que se producen en

-forma espontinea a tasa bajas, o inducidas por la accién de drogas, virus o radiaciones, a tasas mas

elevadas. Son generalmente desventajosas para el individuo que las porta o para sus descendientes, si
es que ellas ocurren en las células de la linea germinal. De hecho el 50% de los abortos espontineos
humanos son causados gor mutaciones cromosémicas.

Para caracterizarlas es necesario conocer el cariotipo de la especie en andlisis. Se entiende por
cariotipo, la dotacién de cromosomas propia de la especie. En la caracterizacion precisa de un
cariotipo ha sido de gran utilidad el desarrollo de las técnicas de bandeo cromosémico. Estas permiten
distinguir en un cromosoma, bandas claras y oscuras, formando un patrén que es dnico para cada
cromosoma y eg repetible en todas las células de ese individuo y en todos los individuos de la especie.
El nimero de bandas en un cariotipo humano haploide en metafase es, en promedio, de 450, pero si los
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cromosomas estan en prometafase, es decir mas decondensados, el nlimero de bandas distinguibles es,
en promedio, superior a 1.200. La modificacién de los patrones de bandas cromosémicas, permite
actualmente que la ocurrencia de una mutacién estructural, es decir la pérdida o duplicacién de un
sector cromosomico, sea asignada no s6lo a un cromosoma especifico sino que a una regién particular
de éste. Con esta metodologia, los cromosomas que faltan o estdn en dosis extra en las mutaciones
cromosémicas de nimero, pueden ser inambiguamente identificados.

2.1.- MUTACIONES CROMOSOMICAS ESTRUCTURALES

Son mutaciones que producen reordenamientos al interior de los cromosomas, alterando la posicidn
normal de los genes en un grupo de ligamiento.

a) Deleciones y duplicaciones

En estas mutaciones ocurre pérdida o duplicacion, respectivamente, de un sector cromosomico. Las
duplicaciones suelen no tener efectos fenotlpICDS graves, las deleciones, en cambio, tienen efectos
fenotipicos devastadores.

Una delecién conocida en el hombre es fa que afecta al extremo del brazo corto del cromosoma 5
(Figura 2). La ocurrencia de la delecién al estado heterocigoto y, por lo tanto, la pérdida de las genes
contenidos en ese sector cromosdmico, se traduce en una alta tasa de muerte embrionaria. Los pocos
individuos que logran nacer, igualmente mueren al poco tiempo después del nacimiento y presentan un
conjunto de anomalias fenotipicas que, en conjunto, configuran el sindrome de “cri du chat” o de
llanto de gato. El sindrome se ha designado asi porque los nifios, por presentar anomalias en las cuerdas
vocales, tienen un llanto similar al maullido de un gato. Otros fenotipos anémalos asociados y
causantes de la muerte, son microencefalia, retardo mental y anomalias graves del corazdén y del
sistemna circulatorio.

Figura 2.- Representacion de los
patrones de bandas G del cromosoma S
humane normal (izquierda) y de uno con
una delecién en el extremo de su brazo
corto (derecha), la que es responsable
del sindrome de “cri du chat”.
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b) Inversiones

Estos reordenamientos se producen como resultado de la ocurrencia de dos fracturas cromosémicas,
seguidas de un giro de 180° del fragmento comprendido entre ellas. Segiin si el fragmento contiene o
no él centrémero, la inversién se denomina pericéntrica o paracéntrica, respectivamente. Una
inversién puede generar nuevos grupos de ligamiento y cambios en la expresién de un gen por efecto
de posicion.

Otra consecuencia de la ocurrencia d¢ una inversién es la inviabilidad gamética. En un organismo
portador de una inversién al estado heterocigoto, €l aparecamiento punto a punto entre los homoldgos
durante la meiosis, determina la formacién de un “loop™ o asa en la zona del segmento invertido
(Figura 3). Un resultado interesante de la formacion de esta asa, es la baja frecuencia de recombinacién
para los alelos presentes en la regién involucrada. La razén por la cual la recombinacién disminuye no
€s que ocurra supresién del crossing-over, sino que los productos de la recombinacidén que ocurre
dentro del asa, generalmente, se pierden.
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Figura 3.- Inversién cromosdmica al estado
heterocigoto en un par de cromosomas
homdlogos (izquierda) y representacidén de estos
mismos cromosomas en la meiosis (derecha).

Si se trata de una inversién paracéntrica, en la que el segmento que se invierte no involucra al
centrémero, los productos del crossing-over son un cromosoma acéntrico y uno dicéntrico. El
fragmento acéntrico no es incorporado en el gameto y el dicéntrico se fracture en alglin sector,
formando gametos genéticamente desbalanceados por tener duplicaciones y deficiencia de genes
(Figura 4). En una inversién pericéntrica, en la que el segmento que se invierte involuera al
centrémero, las cuatro cromatidas productos de un Gnico crossing-over poseen centrémero y, por lo
tanto, quedan incluidas en los gametos. Sin embargo, dos crométidas presentan desbalance génico,
porque tienen duplicaciones y deficiencias génicas (Figura 5), que determinan la inviabilidad de los
gametos que las portan. Las inversiones pericéntricas y paracéntricas disminuyen entonces el mimero
de gametos viables y, por lo tanto, determinan la semiesterilidad del individuo que llgva la inversién.
Esta disminucion de la fertilidad es justamente el efecto principal de las inversiones, ya que los
individuos que las portan, generalmente, no presentan otras alteraciones fenotipicas.
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Figura 4.- I[nversion paracéntrica al estado heterocigoto,
configuracién que los cromosomas adoptan durante la meiosis
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Figura 5.- Inversién pericéntrica al estado heterocigoto,
configuracién que los cromosomas adoptan durante la meiosis
¥ los productos resultantes de la ocurrencia de un crosssing-
over al interior del asa, al témino de las Meiosis | y l.

¢) Traoslocaciones.-
Cuando Jas fracturas se producen en dos cromosomas no homdlogos, existen diversas formas de
‘reunién de los segmentos cromosdmicos resultantes de la rotura, Una de las mas interesantes es la
translocacién reciproca, esto es el intercambio de los segmentos cromosdmicos originados por las
fracturas, entre los cromosomas involucrados. El organismo portador de esta translocacién posee todo
el material genético que posee uno no translocado. Las consecuencias de una translocacién son: la
creacién de un nuevo grupo de ligamiento génico, la activacién o inactivacién de algunos genes por
ocurrencia del efecto de posicion y la semiesterilidad de los individuos portadores de la translocacién
por produccién de gametos inviables que contienen deleciones y duplicaciones génicas.
Un ejemplo bien conocido de una translocacién reciproca humana que ocurre en células somaticas,
especificamente en células de la médula ésea, es la translocacién entre los cromosomas 9 y 22 (Figura
6). Por ocurrir en células somiticas, esta translocacién no es transmitida a la descendencia y sus efectos
s6lo son sufridos por el individuo que la porta. La relacidn causal entre la ocumencia de la
translocacion y la aparicién de un tipo de céncer a [a médula, [lamado leucemia micloide cronica, estd
actualmente bien documentada. Como efecto de la translocacién, el proto-oncogen ABL que codifica
para una enzima tirosina kinasa, es movido desde su posicién normal en el extremo del brazo largo del
cromosoma 9 a una region del brazo largo del cromosoma 22, donde se encuentra el gen BCR, de
funcién desconocida. La yuxtaposicidn de las secuencias ABL y BCR forma un gen quimérico, que
codifica para la sintesis de una proteina que es mds Jarga que la proteina ABL normal y cuya actividad
tirosina kinasa est4 aumentada., Aunque las funciones de las proteinas ABL y BCR no estén del todo
claras, si estd demostrado que la actividad aumentada de la nueva proteina tirosina kinasa, codificada
por el gen quimérico, es el evento primario que desencadena la leucemia mieloide crénica.
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Figura 6.- Representacion de la translocacién reciproca entre los
cromosomas 9 y 22 humanos, que es causante de la leucemia
mieloide crénica. El cromosoma 22 formado como consecuencia de
la translocacidn, es mas pequefio que el original y recibe el nombre
de cromosoma Filadelfia.

2.2.- MUTACIONES CROMOSOMICAS DE NUMERO

Son cambios en e] nimero de cromosomas caracteristicos de la especie. Entre ellas estin las euploidfias
o ploidias verdaderas, en las que todo un complemento cromosdmico (n), se encuentra repetido en el
genoma. Es el caso de las triploidias (3n), tetraploidias (4n) y, en general, las poliploidias, muy
frecuentes entre las especies vegetales, pero poco frecuentes en animales. En el hombre, se producen
cigotos triploides pero ellos no son viables, siendo abortados en etapas tempranas del desarrollo (un 7%
de los abortos espontineos tempranos corresponden & conceptos triploides).

Por otra parte estin las aneuploidias, las que corresponden 2 cambios del mimero cromosémico de la
especie que son inferiores al nimero de cromosomas correspondiente a una dotacién cromosémica.
Entre las aneuploidias se distinguen las : nulisomias (2n - 2), monosomias (2n -1), trisomias (2n + 1),
tetrasomias (2n +2) y polisomfas (2n + n),

a) Monosomias.- En este caso el individuo tiene un cariotipo al que Ie falta un cromosoma. La linica
monosomia viable en la especie humana, detectable en nacidos vivos y adultos, es la que afecta a los
cromosotnas X y origina el sindrome de Turner. Se presenta con una frecuencia de 1/ 5.000 mujeres
nacidas vivas. En este caso los individuos tienen una constitucién cromosdmica igual a 45, X, poseen
un fenotipo femenino e inteligencia normal, pero presentan una serie de anomalias fenotipicas. Entre
estas las més importantes y frecuentes son la infertilidad, [a estatura baja, y la presencia de cuello alado
(un cuello que se extiende hacia los hombros) (Figura 7).

El andlisis citogenético de abortos espontineos tempranos y, también de gametos masculinos y
femeninos, ha revelado que se producen monosomias para practicamente todos los autosomas
humanos, pero ninguna de ellas es viable,
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Figura 7.- Caracteristicas fenotipicas principales del sindrome
de Turner, el que resulta de tener un solo cromosoma X y una
constitucion cromosadmica igual a 45, X.

b) Trisomias.- Entre las trisomias viables se encuentra las que afectan a los cromosomas sexuales
(47, XXY; 47, XXX) y las relacionadas con los autosomas, como la trisomia para el cromosoma 21
(47, XY (0 XX), 21%). ‘

Un individuo trisémico para los cromosomas sexuales con una constitucién cromosémica 47, XXY,
presenta un conjunto de caracteristicas fenotfpicas conocidas como sindrome de Klinefelter, ¢l que se
presenta con una frecuencia de 1/1.000 varones nacidos vivos. Estos individuos tienen fenotipo varén,
son infértiles, mentalmente retardados y tienen estatura alta, entre sus principales caracteristicas
(Figura 8).
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Figura 8.- Caracteristicas fenotipicas principales del
sindrome de Kiinefelter, el que resuita de fener tres
cromosomas sexuales y una constitucibn cromosomica
igual a 47, XXY. J

Un individuo trisomico peara el cromosoma 21 presenta un conjunto de caracteristicas fenotipicas
conocidas como sindrome de Down (Figura 9). Este sindrome es una de las anomalfas cromosémicas
mas frecuentes en los seres humanos y su frecuencia es de un 0.5 % de todas las concepciones y de
1/90C de los nacidos vivos. Las personas afectadas presentan retraso mental y del crecimiento
corporal, tienen un crdneo ancho y més aplanado por detrds que lo normal, los parpades tienen un
pliegue particular, parecido al de individuos normales de origen asidtico, la lengua suele sobresalir de
la boca, haciendo que esfa permanezca semiabierta (Figura 9). Los progresos experimentados por la
medicina en las iltimas décadas, han logrado que la supervivencia de estos individuos aumenie
espectacularmente. Asi, actualmente la mayor parie de ellos llega a la vida adulta, siendo relativamente
frecuente que alcancen los 50 afios de edad.

£z
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Figura 11.- No-disyuncion cromosdmica en la meiosis |
I y Il y sus consecuencias en la constitucion
cromosdmica de los gametos résultantes.

V.- PREGUNTAS ORIENTADORAS (a confestar por los alumnas):

1. Explique en que consisten las deleciones, duplicaciones e inserciones génicas. ;Qué efectos tienen
estas mutaciones génicas sobre el mensaje genético?

2 Una sustitucién génica puede no tener ningtn efecto fenotipico o producir un cambio fenotipico
severo. Explique estas dos situaciones y de ejemplos para cada una de ellas,

3. ¢Qué son las mutaciones cromosémicas estructurales? Seflale cjemplos concretos de deleciones y
translocaciones en la especie humana, indicando en cada caso los efectos fenotipicos derivados.

4. ;Qué son las ancuploidias? ;Cémo se producen y qué efectos fenotipicos tienen? Explique dando
un ejemplo que involucre a los autosomas y otro, que comprometa a los cromosomas sexuales.
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1. Introduccion

Con el objetivo principal de conocer la secuencia completa de nucledtidos del DNA nuclear
humano se elabor6 el Proyecto Genoma Humano (PGH). Este es un proyecto internacional que surgid
bajo el amparo del Departamento (Ministerio) de Energia (DOE) y del Instituto Nacional de Salud
(NIH) de Estados Unidos. El proyecto comenzé oficialmente, en 1990 y disponia de 15 afios, es decir
hasta el afio 2005, para cumplir con los objetivos propuestos. Sin embargo, ya en Junio de 2000, los
Directores del Proyecto anunciaron al mundo que la meta principal del PGH se habia cumplido, puesto
que el 90% de los 3.000 millones de nucleStidos que componen el genoma humano estaban ya
secuenciados. Actualmente se continua trabajando para terminar la secuenciacién y se han iniciado las
primeras comparaciones con otros genomas ya conocidos.

Entre los principales aportes realizados por el Proyecto Genoma Humano se encuentran los
siguientes hallazgos: la distribucién cromosémica de los genes que codifican para proteinas o RNA, es
altamente no uniforme; la proporcién del DNA total que contiene genes codificantes activos o
potencialmente activos es extraordinariamente baja; el DNA que se encuentra localizado entre los
genes es muy heterogéneo.

Paralelamente al Proyecto Genoma Humano se estédn llevando a cabo otros Proyectos Genomas
en una serie de organismos procariontes y eucariontes. Estos Proyectos se encuentran en distintas
etapas de avance, habiendo llegado a su fin los relacionados con los genomas mds pequefios, como los
de algunos virus y bacterias, cuyos genomas estan ya completamente secuenciados. La mayor parte de
los genomas eucariontes en andlisis, corresponden a organismos “modelos”, ya que histéricamente han
sido intensamente utilizados para realizar anélisis genético. Es el caso de la levadura Saccharomyces
cerevisiae, la mosca Drosophila melanogaster, el nemétodo Caenorhabditis elegans, la planta
Arabidopsis thaliana y el ratén Mus musculus domesticus.

El anélisis del conjunto de los resultados que estin emergiendo de los distintos Proyectos
Genomas es de gran importancia para el desarrollo futuro de la gendmica, principalmente, porque
permite tener una visién global de la arquitectura de los genomas; disponer de bases de datos
importantes sobre la localizacién de genes y segmentos de DNA no codificantes, y comprender c6mo
el genoma de los distintos organismos ha sido remodelado en el curso de la evolucién.

II. Objetivos
a) Conocer la variacién del tamafio del genoma y su relacién con el niimero de genes codificantes
y la complejidad de los organismos, en procariontes y distintos grupos de eucariontes, incluido

el hombre.

“b)~ Conocer algunas de las propiedades y funciones, asi como, el probable origen de los distintos
tipos de DNA humanos que no codifican para protelnas o RNA.

c) Reconocer patrones de distribucién de: secuencias codificantes; pares de bases nucleotidicas G-
CyA-T,eislas CpG, en diferentes compartimientos cromosémicos humanos.

d) Manejar la terminologia utilizada en el mapeo genético y citogenético.



b)
c)

d)

b)
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IV. Actividades

1. TAMANO GENOMICO: LA PARADOJA DEL VALOR DE C DNA

El tamafio del genoma nuclear es un rasgo generalmente constante para la especie, en células que
tengan el mismo nivel de ploidia y que estén en la misma etapa del ciclo celular. Este caracter presenta
un espectacular rango de variacién entre los organismos, de aproximadamente seis ordenes de
magnitud, si se consideran virus, bacterias, vegetales y

animales. '
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Figura 1. Tamafios gendmicos haploides, expresados en picogramos (1 x 107" g; escala inferior) y pares de
bases nucleotidicas (escala superior), para procariontes y eucariontes vegetales y animales. (Adaptado de

- “Elementos de Biologia Celular y Genética”, Capitulo 27: “Citogenética Generak Cromosomas y Cariotipos”,
1993)." - '



1.1

¢ Tienen los distintos grupos de organismos, representados en la Figura 1, el mismo grado de
variabilidad para tamafio genémico? Indique los grupos de organismos que segun la Figura,
aparecen como los mds conservadores y los que aparecen como los més variables para tamafio
del genoma.

I
|

1.2

Actualmente, y como consecuencia del desarrollo de los distintos Proyectos Genomas, se ha
estimado el niimero de genes codificantes para proteinas, de distintos organismos procariontes y
eucariontes de tamafio gendmico conocido (Tabla 1). El nimero de genes codificantes por
genoma puede considerarse como un estimador adecuade del grado de complejidad de los ‘;ﬁ,;
organismos involucrados.

TABLA 1.- NUOMERO DE GENES CODIFICANTES ESTIMADOS Y TAMANOS GENOMICOS EN
PROCARIONTES Y EUCARIONTES.

Procariontes CDNA * N° de genes
~ (estimados)
Buchnera species 640.681 364
Chlamydia pneumoniae 1.230.230 1.052
Haemophilus influenzae 1.830.138 1.709
Helicobacter pylori 1.667.867 1.566
Mycobacterium tuberculosis . 4,411,529 319138
Mycoplasma pneumoniae 816.394 677
Neisseria meningitidis 2272.351 2.025
Staphylococcus awreus 2.813.641 2.595 ;
Streptococcus pneumoniae - 2.160.837 2.094 i
Xilella fastidiosa 2.679.306 2.766
Eucariontes CDNA * N° de genes
{estimados)
Saccharomyces cerevisiae 12.600.000 5.800
Arabidopsis thaliana 115.000.000 25.498
Caenorhabditis elegans 97.000.000 19.099
Drosophila melanogaster 116.000.000 13.601
Anopheles gambiae 278.000.000 14.653
Danio rerio (zebra fish) 1.560.000.000 20,000
Mus musculus 2.490.000.000 24.948
Ratus norvegicus 2.570.000.000 21.276
2.693.000.000 30.000

Homo sapiens

*C DNA = Cantidad de DNA por genoma haploide, estimada en pares de bases nucleotidicas.



a) Construya gréficos que representen el tamafio genémico versus el nimero de genes codificantes
estimados para: i) procariontes; ii) eucariontes.

i) C DNA Y NUMERO DE GENES CODIFICANTES EN PROCARIONTES

Niimero de genes codificantes estimados

C DNA (miles de pares de bases)

ii) CDNA Y NUMERO DE GENES CODIFICANTES EN EUCARIONTES

Nimero de genes codificantes estimados

C DNA (millones de pares de bases)



; |
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b) JExiste relacién directa entre cantidad de DNA ) complejidaci de los organismos, estimada por

el nimero de genes codificantes? D€ al menos dos argumentos que apoyen su afirmacion y que
estén basados en la Figura 1 y en los dos grificos construfdos por Ud. en a).

c) ¢, Qué diferencia presenta el genoma humano respecto del genoma de los otros eucariontes,
incluidos en la Tabla 17

1.3 ¢Qué se entiende por paradoja del valor de C DNA? Explique y fundamente.

o T

1.4  En la especie humana ¢l nitmero promedio de nucledtidos de las secuencias codificantes es de
1,340 pb, el namero de genes fluctuaria entre 30.000 a 40.000 y el nimero total aproximado de
pares de bases de todo el genoma es de 3 x 10° pb. Con estos datos, calcule los porcentajes de
DNA codificante y no codificante presentes en el genoma humano.



2. HETEROGENEIDAD GENOMICA

Actualmente se conocen los mapas genéticos y citogenéticos de la mayoria de los cromosomas
humanos. Para la realizacidn de esta actividad se utilizar4 el mapa del cromosoma 21 humano, el que
hemos reproducido en un poster y también en la Figura 2 de esta guia. Este mapa esta disponible en la
red en la siguiente direccién: http://hgp.gsc.riken.go.jp/chr21/chr21_figl.html

En el poster y en la Figura 2, aparecen representados los siguientes componentes del cromosoma 21
humano:
- las bandas G+y G-
- la localizacién de los genes conocidos en las dos hebras del DNA (+)y (-)
- lalocalizacién de las islas CpG a lo largo del cromosoma
- la abundancia relativa en nucleétidos G-C y en las familias de DNA Alu (SINES)y
Linel (LINES) a lo largo del cromosoma .

TraanY

2.1  Calcule la densidad génica para cada una de las bandas G+ y G-. (Densidad génica = N° de
genes / Megabases de DNA).

22  Calcule la densidad de las islas CpG para cada una de las bandas G+ y G-. (Densidad de islas
CpG =N° de islas/ Megabases de DNA).



8 I
2.3 Existen diferencias en la densidad de genes y de islas CpG entre las bandas claras y |
oscuras? Explique.

24  ;Qué relacion general puede establecer entre la densidad de los genes y la de las islas CpG? De
una explicacién funcional para la relacion encontrada.

2.5  Describa la relacién que, en peneral, se observa a lo largo del cromosoma entre densidad génica
y riqueza relativa en nucledtidos G—C, Alu y Linel.

2.6  ;Existe un gradiente de densidad génica alo largo de este cromosoma? Explique.




2.7  Inférmese acerca de si las caracteristicas encontradas y analizadas anteriormente (2.1 a 2.6) son
tinicas del cromosoma 21 o son comunes para todos los cromosomas humanos.

En Ia figura 3 aparecen representados los mapas genéticos y citogenéticos de todos los
cromosomas humanos.

2.7  Calcule la densidad génica de cada cromosoma humano (considere 56lo los genes conocidos).

2.8  ;Existen diferencias entre Jas densidades génicas de los distintos cromosomas?. Explique.

2.9  Las caracteristicas de la distribucién de los genes a lo largo del cromosoma 21 ¢son comunes
para todos los cromosomas humanos o son tinicas de ese cromosoma?. Explique.
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FIGURA 2.- MAPA DEL CROMOSOMA 21 HUMANO
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FIGURA 2.- MAPA DEL CROMOSOMA 21 HUMANO
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FIGURA 2.- MAPA DEL CROMOSOMA 21 HUMANO (3)
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FIGURA 2.- MAPA DEL CROMOSOMA 21
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FIGURA3. Cariotipo Humano y distribucién de genes por cromosoma
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3. EL SECTOR DEL GENOMA QUE NO CODIFICA

La fraccién del genoma humano que no codifica y cuyas secuencias no se relacionan con jos
genes, como los intrones o los pseudogenes, constituye entre el 70 % al 80 % del total del genoma.
Una parte importante de este DNA no codificante estd formado por DNA moderada o altamente

16

repetido (20 % - 30 %), ¢l que puede presentarse agrupado o dispersa a lo largo del genoma.

3.1 ¢ Qué se entiende por DNA repetido?

En la siguientes Tablas (Tablas 2 y 3) se seflalan la principales caracterfsticas de los distintos
tipos de DNA repetido agrupado y disperso, y en la Figura 3 la localizacién cromosémica de ellos.

TABLA 2.- CARACTERISTICAS DE LOS DISTINTOS TIPOS DE DNA REPETIDO AGRUPADO

Tipos de DNA repetido agrupado
Satélite cldsico | Minisatélite | Minisatélite | Microsatélite
telomérico | hipervariable
Longitud del fragmento de| 17] pb(c DNA 6 pb* 9—64 pb 1pb-6pb
repeticion centromérico
humano)
Grado de repeticién 100 kb — 5.000 kb | 100 pb-20 kb ! 100 pb- 20 kb 150 pb
{mdximo)

Localizaciéon cromosémica Centromeros Telémeros Regiones Distintas

subteloméricas regiones

cromoesomicas

* (TTAGGG) n = secuencia telomérica comuin para los vertebrados

TABLA 3.- CARACTERISTICAS DE LOS DISTINTOS TIPOS DE DNA REPETIDO DISPERSO

repeticion

b Tipos de DNA repetido disperso
SINES LINES
Familia més representativa Alu Lline-l
Longitud del fragmento de 250 pb 6.000 pb

Grado de repeticion

60.000 x — 100.000 x

60.000 x ~ 100.000 x

Localizacién cromosdmica

*Bandas G-

* Bandas G~

Compasicién nucleotidica
principal

G-—C

AT

* Corresponde a 13 % - 16 % de una banda cromosémica; SINES = short interspersed nuclear elements; LINES

= Jong interspersed nuclear elements.

—



17

DNA minisatélite telomérico

SINES
fen 1ag handog (2 )

DNA satélite clisico (en el centrémero)

g:{lhl{is b DNA microsatélite (disperso en el

bandas <4 <¢romosoma)
<

DNA minisatélite hipervanable ( en Ias regiones
subteloméncas)

»  Figura4. Localizacion cromosémica de los distintos tipos de DNA repetido.

3.2 ;Qué funciones desempefiarian los distintos tipos de DNA repetido agrupado y repetido disperso?

LT
T

3.3.- Inférmese acerca de las formas como se habria originado el DNA rependo agrupadoe y el DNA
repetido disperso.
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OBJETIVO:

Proporcionar a los alumnos-participantes los conocimientos basicos acerca de procedimientos de
laboratorio. Se realizaran diferentes actividades, las cuales han sido seleccionadas y programadas de tajp
forma que los participantes puedan dimensionar el grado de complejidad de los procesos y los tiempos
necesarios para ellos.

ACTIVIDADES:
1. Extraccion de ADN (Método con Materiales Cassros).

Se usara una técnica sencilla para extraer el ADN de un tejido vegetal. Se podra asi visualizar
y confirmar su estructura fibrilar.

Materiales
Y2 Platano Alcohol de 95% (Frio =20 °C)
Mondadientes . Sal (Cloruro de sodio)l
2 Vasos plasticos Champu (Detergente)
1 Vaso precipitado 250 mL Papel Filtro
1 tubo Eppendorf de 1,6 mL Platilio de postre, tenedor y cuchara de té.
200 mL Agua destilada. Papel Fiitro

Procedimientg:

1. Colocar 25 mL de alcohol (etanol) en un freezer 0 en una caja con hielo.

2. Moler medio ptatano pelado en el platillo lo mas homogéneamente posible y agregarlo a un
vaso plastico gue contenga 200 mL de agua.

3. En otro vaso plastico agregar 2 cucharaditas de champt, 2 gr de sal y las 4 cucharadas de
agua destilada y homogeneizar (revolver) suavemente.



4.

A la taza que tiene el champt se le agregan 6 cucharad[tas de la solucién de platano y
homogeniza (revuelve) suavemente por 10 minutos.

Hacer un embudo con el papel filtro y colocarlo sobre el vaso prempltado sin que tope el fondo y
filtrar la mezcla obtenida en el paso 4.

Deja pasar 1a solucion filtrando hasta tener aprox. 5 ml de filtrado (basta que cubra el fondo del
vaso).

Agregara alcohol frio a la solucién de platano filtrada, y dejar reposar 2 a 3 minutos. Se formara
un moco blanco que corresponde al ADN. '




8. Enrolle el ADN en un mondadiente y transfiéralo a un tubo Eppendorf. Se puede dejar evaporar
el alcohol y resuspender el ADN en agua destilada estéril para uso inmediato o para una
conservacidn prolongada en una solucién de tampdn TE 1X (Tris 10 mM, EDTA 1 mM pH 8,0} y
almacenarlo a -20 0 80 °C.

W T O weem DR

Explicacion:
El detergente rompe la membrana celular disolviendo los lipidos {moléculas de grasas) y las
proteinas da la célula, ademas rompe las uniones que mantienen la estructura de la membrana
celular. Después, el detergente se une con estos lipidos y proteinas, permitiendo su eliminacién de la
¥ solucion por fa filtracion. EL ADN gendmico queda en el liquido que no se retiene an &l filtro. La sal
{iones Mg y CI) permite precipitar el DNA presente en al filtrado usando una solucién alcohdlica fria.

2. Extracclén de ADN total de bacterias fljadoras de nitrdégeno a través de resuspensién de
células.

1. Tomar un pegote de células de Rhizobium que han crecido en placas de YMB (medio extracto
de levadura-manitol).

-
e
i
;JF

2. Introducir este pegote en un tubo eppendorf que contenga 20 ul de solucidn 0,05 M de NaOH
y 0,25% de detegente SDS (Sodio dodecil suifato),




3. Mezclar en un Vortex hasta conseguir una mezcla homogénea.

4. Visualizar et ADN en un gel de Agarosa.

3. Electroforesis de acidos nucleicos en gel de agarosa.

La electroforesis en general permite la separacion de moléculas como consecuencia de su
diferente movilidad en un campo eléctrico. Por lo tanto la velocidad de migracién depende de la carga
eléctrica y del tamario de la molécula. El soporte (gel) ofrece una resistencia fuerte al avance de las
moléculas, y es mayor mientras mayor sea la concentraciéon de agarosa que se utilice (poros mas
peguefos).

Las moléculas de ADN y ARN son generalmente demasiado grandes para gue avancen a
través de estos geles, por lo tanto normalmente es necesario fragmentarlas.

La agarosa es un polisacérido (originaimente obtenido de algas como el agar-agar pero de
composicion mas homogénea) cuyas diluciones (entre 0,5 a 2%) poseen la propiedad de permanecer
liquidas por encima de 50°C, y formar un gel semi-sélido al enfriarse. Este gel constituye una matriz o
trama tridimensional de fibras poliméricas, embebida en gran cantidad de medio liquido, que retarda
el paso de las moléculas de acidos nucleicos, en mayor medida cuanto méas grande sean éstas.

Cuando se prepara el gel en un molde adecuado, se dejan unos huecos o pocillos para poder
introducir en las muestras. :

Materiales:
Camara de electroforesis Agarosa
Fuente de poder Tampén TBE 0,5x
Horno Micronda Probeta
Matraz Balanza
Guantes latex Toalia Nova.
Cinta Masking Muestras de ADN (PCR)

Tampén de carga 6X Transiluminador

e

i



Preparacion del gel:

1. Seleccionar una camara de electroforesis y verificar que contenga una ficha informativa con el
volumen del molde del'gel.

2. Pesar una cantidad en gr de agarosa correspondientes a un 1,5 % del volumen del molde del

3. Agregar una cantidad ml. de buffer TBE 0,5x correspondientes al volumen del moide del gel y
agitar suavemente hasta obtener una suspension homogénea.

4. Calentar el matraz en microondas durante 3 a 4 minutos, hasta que |la agarosa se disuelva y
se ponga traslucida.




5. Esperar que se enfrie hasta que pueda sostenerse con la mano. En ese momento agregar 5pL
de bromuro de etidio (este producto es peligroso ya que tiene propiedades cancerigenas por
lo tanto es importante usar guantes para manipularlo).

8. Montar las peinetas en el molde para formar los posillos y vaciar suavemente el preparado en
la cama {0 molde) evitando que se formen burbujas.

7. Dejar enfriar el gel a temperatura ambiente durante % hora,
8. Llenar las cAmaras de electroforesis con buffer TBE 0,5x.

9. Retirar las peinetas lentamente del gel y luego introducir el gel con el respective moide, en la
camara de electroforesis dejandolo sumergido en el tampoén.

Condiciones de electroforesis:

10. A cada una de las muestras de ADN que serdn proporcionadas, agregar 2 plL de tampén de
carga (color azul).

11. Con una pipeta, recoger la solucion de ADN mas el buffer de carga y proceder a cargar el gel,
introduciendo suavemente la punta de |a pipeta en los pocilios del gel.
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12. Encender la fuente de poder colocando el voltaje en 90 Volt para iniciar la electroforesis.
Nota: Cuide que el catodo (cable negro) sea el mas cercano de los pacillos.

13. Correr la electroforesis par al menes 1 hora y visualizar el ADN {genémico o amplificado por
PCR) en un transiluminador.

4. Reaccion en cadena de la Polimerasa {PCR).

La reaccion en cadena de la polimerasa es una técnica ampliamenie utilizada en genética
vegetal y animal, para ampilificar una secuencia especifica de ADN.

Una reaccién de amplificacién PCR requiere de: el ADN molde que contiene la secuencia de
interés (puede ser en cantidades muy bajas, incluso una sola copia), dos partidores u oligonucledtidos
de ADN de cadena simple que flanquean la secuencia de interés, desoxirribonucledtidos (los
componentes det ADN, y la Tag polimerasa. La reacciéon se realiza en ciclos de tres temperaturas
para facilitar la copia de nuevos fragmentos de ADN que contienen la secuencia deseada.

A 95°C, la doble hebra de ADN molde se separa (desnaturaliza} en dos hebras simples.
Luego, entre 55°C y 65° (esta temperatura depende de la secuencia de cada partidor), los partidores
se unen a las secuencias complementarias en el ADN molde. Por ultimo, a 72°C, la Tag ADN
polimerasa agrega desoxirribonucledtidos en ia secuencia que sigue al sector donde se unié el
partidor, construyendo la hebra complementaria al ADN molde. Este ciclo se repite hasta que se
obtiene un gran numero de copias. La reaccion se lleva a cabo en un termociclador que cambia
rapidamente la temperatura de ta mezcla de la reaccion entre las tres temperaturas necesarias.

Materiales:

Micropipetas | Puntas para pipetas | Tag ADN polimerasa

Tubos 0,2 mi Dedesoxrribonucledtidos (dNTP)  Tampén de PCR 10 x
Gradillas para muestras | Partidores | Clorura de magnesio 50 mM

| Vortex | Muestra de ADN molde ' l




1. Mezcla de Amplificacién.

Para realizar la reaccion de amplificacion, se deben mezclar en tubos de PCR los siguientes
componentes en las cantidades indicadas. En su caso particular Ud. prepararda 5 muesiras de PCR
utilizando los volimenes indicados en la columna X5.

X1 X5

H,O 3,52 17,6 uL
Tampdn PCR 1,5 7.5

MgClz 06 3,0
dNTP 0,2 1,0
Partidor 1 25 12,5
Partidor 2 25 12,5
Tag 0,2 1,0
ADN , 4,0 20,0

TOTAL 15,2 L 76 pL

2. Una vez completadas la mezcla de PCR, estas deben ser [levada a un termociclador, equipo
que esta programado para elevar y disminuir la temperatura permitiendo la amplificacién del
fragmento de ADN que Ud. desea copiar o amplificar. El programa de temperaturas estandar
utilizado en esta demostraciéon se muestra abajo.

Programa de temperaturas del Termocictador,

a} 94°C x 2 min.

b) 84°C x 1 min. 30 seq.

c) 60°C x 1 min.30 seg

d) 72°C x 2 min.

€} Repetir pasos b) hasta d} 29 veces
f) 72°C x & min,

g) 15 °C de término

3. Una vez colocado los tubos con las mezclas de PCR en el termociclador, el equipo es
encendido y se debe esperar entre dos a tres horas para gue se complete la reaccién de
PCR.

4. Finalmente fas muestras de PCR son sometidas a electroforesis horizontal en gel de agarosa
para visualizar los productos (ADN) ampilificado por el PCR.

i il
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Con diferentes objetivos, los genetistas requieren de una metodologia eficiente para
identificar los individuos de tal forma de permitir estudiar los mecanismos hereditarios
involucrados en los caracteres de interés. Como ya vimos, la evolucién, asi como los
cambios producidos por el mejoramiento genético sélo son posibles si existe variacion, y

- esa variacién debe ser de base genética. Por lo tanto los estudios genéticos estin muchas

veces orientados a determinar la variacion existente en las poblaciones y a entender cémo
se trasmite de generacion en generacién.

Normalmente se han utilizado los parametros morfoldgicos para caracterizar los
individuos. En el caso de las especies vegetales por ejemplo, el esquema de clasificacion se
ha basado histéricamente en la descripcién morfolégica. La botanica clasica se fundamenta
en la clasificacién de las caracteristicas morfologicas, especificamente de las estructuras
reproductivas de las especies: tipo de flor (compuesta, simple, en racimo) mimero de
pétalos, posicion de éstos ultimos, color, tipo de estambres, numero, etc.. Otras
caracteristicas tienen que ver con el habito de las plantas, si son herbéceas, lefiosas, lefiosas
arbéreas o arbustivas. Hay muchas de estas caracteristicas que son estables para cada una
de las especies, sin embargo existe un amplio conjunto de caracteres variables al interior de
las especies.

Desde el punto de vista mas agronémico, los mejoradores normalmente ponen su
atencién en parametros tales como, tamafio, forma y color de fruto, nimero de frutos por
planta. En el caso de trigo por ejemplo, niimero de espiguillas por espiga, etc.

Los pardmetros morfolégicos sin embargo, presentan una serie de limitaciones. En
primer lugar, su clasificacién y caracterizacién normalmente implica una gran cantidad de
trabajo minucioso, ya que en la mayoria de los casos se debe caracterizar planta por planta
en grandes poblaciones. Por otra parte, muchas veces no son ficiles de medir y es necesario
recurrir a métodos subjetivos de clasificacién, como son la intensidad del color, el sabor,
entre otros. Otra limitacién estd dada por el hecho que gran parte de los caracteres se
pueden medir sélo cuando el individuo alcanza el estado adulto, y por lo tanto muchas
veces €s necesario esperar un lago periodo de tiempo para establecer el fenotipo de ese
individuo. Esto también ocurre en animales, por ejemplo si yo quiero saber si una vaquilla
es buena productora de leche, tendra que esperar hasta su paricidn para poder determinar su
fenotipo.

En este contexto, los marcadores moleculares se presentan como una alternativa
para la identificacién y caracterizaci6n de los individuos, cuya aplicacién es posible en



cualquier estado de desarrollo de los individuos sin presentar variacion. Dado que la
inforrgacion genética de un individuo es unica y se encuentra en el nicleo de todas sus
células, normalmente es posible analizar cualquier parte u 6rgano, ya sea de la planta o de
organismos animales. Tiene la ventaja que es posible analizar una gran cantidad de
individuos al mismo tiempo con una notable reduccion de tiempo, trabajo y espacio. Y por
tltimo, constituye una caracterizacion objetiva.

El dogma central de la herencia, establece basicamente que un gen determina una
enzima, y ésta a su vez es la responsable de un determinado fenotipo.

Isoenzimas:

Inicialmente, a partir de la década de los 60, los genetistas pensaron que una forma
de estudiar mejor las caracteristicas genéticas de un individuo, es utilizando el producto
primario de los genes, es decir las enzimas o proteinas.

Es necesario saber que las enzimas estan constituidas por una familia de moléculas
que tienen en comun la funcién de catalizar una reaccién especifica en el metabolismo de
los seres vivos. Esta familia de moléculas o isoenzimas difieren en el tamafio y en su carga
eléctrica, permitiendo separar las moléculas a través de un proceso denominado
electroforesis. Este consiste en someter las muestras que contienen las enzimas (ya sea
sangre o extracto crudo de tejido vegetal) a pasar a través de una matriz porosa sometida a
un gradiente eléctrico. -

Para la confeccién de la matriz porosa se pueden utilizar diferentes elementos, per
ejemplo, almidén, agarosa, celulosa o acrilamida, Depende del tipo de marcador con el cual
se esta trabajando, se usara uno u otro elemento para la realizacién de la matriz. En el caso
de las izoenzimas, normalmente se utiliza almidén, por su bajo costo e inocuidad. La matriz
porosa debe tener una porosidad uniforme y no debe tener actividad enzimaética, es decir
debe ser inerte. Esta se prepara de acuerdo a protocolos establecidos y dependiendo de la
especie con la cual se esta trabajando. Normalmente la concentracion del almidén permite
variar la porosidad de la matriz que tendré la funcién de un verdadero tamiz molecular.
Mientras mas grande la molécula (o la enzima) més dificultad tendrd en moverse a través
de esta matriz,

En forma muy simple, el analisis isoenzimatico consiste en preparar las muestras a
partir de hojas, raices o yemas u otro tejido de la planta (en el caso de animales puede ser
sangre), se realiza un macerado a través del cual se obtiene el extracto crudo de tejido
vegetal. Se tendrdn tantas muestras como individuos que constituyen la poblacién en
estudio. Posteriormente se usa un trozo de papel secante el cual se embebe del extracto de
tejido y se coloca en contacto con la matriz porosa, la cual se conecta a un alimentador de
energia eléctrica y se aplica un gradiente eléctrico. Las enzimas que normalmente tienen
carga negativa se moveran hacia el polo positivo, y lo hardn a una velocidad dependiente
de su tamafio y de su carga. Por lo tanto, desgués de un determinado lapso de tiempo (entre
una y tres horas) lo que se tendrd, son molétulas que han migrado a diferentes distancias
del origen. La ordenaci6n particular de las isoenzimas en el gel, visualizadas como bandas,
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se denomina zimogramas. Las bandas se ubican en distintas posiciones en €l gel debido a
sus diferencias en la velocidad de migracion en el sistema de matriz porosa y gradiente
eléctrico. La visualizacién de las bandas es posible gracias a un sistema de coloracion
enzimatica altamente especifico, el cual se basa en proporcionar los substratos necesarios
para que se realice la reaccion catalizada por la enzima en estudio, y el producto de esta
reaccion se acople a un compuesto colorante que precipita y se hace visible en el gel.

El andlisis isoenzimdtico ha sido ampliamente utilizado por los genetistas para
caracterizar la variabilidad en poblaciones naturales, en colecciones varietales y como
herramienta de identificacion varietal, entre otras aplicaciones.

Esta es una técnica relativamente barata y de fécil aplicacion. Ademés es posible
analizar varios locus isoenzimdticos en forma rapida y simultdnea. Por ejemplo, €l sistema
de deteccidn por electroforesis en gel de almidén permite cortar un gel longitudinalmente
hasta seis delgadas capas. Por lo tanto, en un mismo procedimiento es posible analizar 6
sistemas isoenzimaticos,

Los alelos isoenzimaticos generalmente son codominantes, es decir, es posible
distinguir los individuos homocigotos de los heterocigotos. Por este motivo se pueden
estimar directamente ‘pardmetros tales como frecuencia genotipica, frecuencias alélicas,
coeficientes de diversidad genética y heterocigosis.

Cuando la investigacién requiere una cobertura mas amplia del genoma, como es en el
caso de mapeo genético 0 caractenzacrén detallada del germoplasma, las isoenzimas
presentan dos limitaciones basicas:

a) Se puede detectar s6lo un reducido nimero de locus (tantos c¢cémo enzimas

disponibles, con su sistema de coloracidn especifico).

b) En general se presenta un limitado nimero de alelos por locus, es decir un escaso

nivel de polimorfismo genético detectable en cada locus.

En los tltimos afios se han desarrollado una nueva familia de marcadores, destinados a

caracterizar directamente el genoma mediante la identificacién de polimorfismos a nivel de
la molécula de ADN, Para ello lo primero es aislar el ADN.

Marcadores moleculares de ADN.

Los RFLP (Restriction Fragment Length Polimorphism), o Fragmementos
Polimérficos de Restriceidn, fueron los primeros marcadores moleculares basados en
polimorfismo de la molécula de ADN y ampliamente utilizados para diversas aplicaciones.
Son aquellos originados por la fragmentacién del ADN a través del uso de enzimas de
restriccion y observado por la hibridacion de estos fragmentos con una #onda homéloga de
ADN marcada con radioactividad o por compuestos que desencadenan una reaccién de
fluorescencia. Para que el polimorfismo sea detectado, es necesario que Jas secuencias de
nucledtidos en las hebras de ADN de dos o mas individuos en estudio, sean distintas. Como
las diferencias en las secuencias de nucleétidos a lo largo de las hebras de ADN de



diferentes individuos es potencialmente muy grande, la deteccion de estas diferencias abre
perspectivas muy importantes para estudios del genoma, naturalmente con implicaciones en
diversas dreas de la genética. Como veremos, la técnica de RFLP corresponde a un
procedimiento que permite detectar muy bien estas diferencias.

Los RFLP constituyen uno de los tipo de marcadores mas ampliamente utilizados en
genética de mejoramiento de plantas. Sin embargo esta situacion ha cambiado en los
tltimos afios con el desarrollo de los marcadores basados en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR ) que veremos mas adelante.

El polimorfismo observado en la técnica de RFLP ocurre porque el DNA de
individuos genéticamente distintos difiere en la secuencia de nucleétidos a lo largo de sus
hebras,

Si por ejemplo, se toma el ADN de dos individuos distintos y éste se somete a
digestion por enzimas de restriccion, el ADN de ambos individuos se corta en multiples
fragmentos de diferentes tamafios segin el nimero de sitios de restriccion presentes en las
secuencias de cada genoma. Los fragmentos de ADN asi obtenidos son separados por
tamarfio y a través de electroforesis en geles de agarosa. Las diferencias de tamafios de los
fragmentos no pueden ser visualizadas directamente en el gel, ya que se produce un arrastre
continuo de fragmentos sobre el gel. Por lo -tanto, para realizar la deteccion de los
fragmentos RFLP, estos son transferidos a una membrana de nitrocelulosa por capilaridad,
proceso que es denominado Southern blot.

Comparado con las isoenzimas, los marcadores RFLP representan ventajas ya que
potencialmente es posible cubrir todo el genoma del organismo estudiado, dependiendo de
la biblioteca de las sondas disponibles. El uso de RFLP por lo tanto aumenta las .
probabilidades de encontrar asociaciones estadisticas entre marcadores y genes que
controlan una caracteristica de interés. Asl como las isoenzimas, los marcadores RFLP
permiten la visualizacién de genotipos homocigotas y heterocigotas, generando mas
informacion a nivel genético. A diferencia de las isoenzimas, estos marcadores permiten
detectar diferencias de regiones transcritas y de regiones no transcritas. Otra ventaja de los
marcadores basados en el ADN, es que éste una vez extraido se puede conservar por largos
periodos de tiempo y es altamente estable.

Una de las desventajas de esta téchica es que se necesita un proceso intensivo en
mano de obra y el mejoramiento genético requiere normalmente el estudio de una gran
cantidad de muestras, lo cual hace que este tipo de marcadores sean muy costosos.

Marcadores basados en locus hipervariables. Una gran proporcion del genoma de
organismos eucariontes estd constituida por secuencias repetidas de ADN, Por ejemplo, se
ha determinado que en Drosophila, aproximadamente el 30% del ADN es repetitivo. En
tabaco, el 70% y en arroz el 50%. Por este motivo las secuencias repetidas nos permiten
mostrar simultineamente un gran nimero de locus polimérficos, dispersos en genoma.



Un locus hipervariable, estd constituido, de un nimero variable de secuencias
idénticas de 15 a 100 pares de bases y en cada locus se repiten hasta 50 veces.
La base genética de los marcadores minisatélites es muy similar a la base genética de los
RFLP, la diferencia esta en la sonda utilizada. A diferencia de los RFLP, se obtiene un
patrén de bandas mas complejo ya que, se evidencian todas las regiones en las cuales estan
presentes las secuencias hipervariables. Muchas sondas pueden ser usadas en un amplio
espectro de especies.

Marcadores basados en PCR,

La reaccion en cadena de la polimeraza o PCR fue introducida como herramienta
esencial en investigacién basica hace cerca de 10 afios. La PCR fue inventada en 1985 por
Kary Mullis, lo que lo llevé a obtener el premio Nobel de Quimica en el afio 1993. Desde
entonces un gran nimero de publicaciones, que se incrementa anualmente, ha ido
adaptando la PCR a un rango de aplicaciones especiales desde la caracterizacion de genes,
su clonamiento y expresion, al diagndstico del ADN, en que el PCR se usa en la deteccion
de patdgenos, identificacion de mutaciones responsables de enfermedades hereditarias,
aplicaciones médicas y forenses, etc. En virtud de su rapidez, sensibilidad y simplicidad
inherentes se ha convertido en el método de eleccion de muchos laboratorios. Existen
muchos textos guias dedicados a los aspectos practico de la técnica, los cuales contienen
protocolos detallados para cada aplicacion especial de la PCR, por lo que este apéndice del
Manual sélo intenta concentrarse en aspectos pertinentes a los experimentos a desarrollar
en el curso.

¢ Qué es la PCR? La PCR es una técnica que permiite la aplicacién in vifro de una
region especifica del DNA que esta delimitada por dos regiones de secuencia conocida. El
DNA en su estado nativo existe como una doble hélice con dos hebras de DNA .
complementarias, corriendo en forma dntiparalela y sostenida por enlaces de hidrégeno no
covalentes establecidos entre las bases complementarias A-T y G-C. Cada base esta unida a
una molécula de azicar, la desoxiribosa, y cada molécula de azicar esta enlazada a la
molécula de azlicar adyacente mediante un grupo fosfato. Asi la “unidad” de DNA estd
comprendida por un grupo fosfato, un azicar y una base, lo que se denomina nucledtido.
La amplificacién de DNA por PCR se lleva a cabo usando oligonucleétidos partidores
(“primers”™), que son moléculas cortadas de DNA de hebra simple complementarios a los
extremos de una secuencia definida del DNA templado. Los partidores para PCR,
sintetizados quimicamente, son extendidos desde 5'a 3 sobre la hebra simple del DNA
molde desnaturado, mediante una DNA polimerasa, en condiciones de reaccién
adecuadas. Esto da como resultado la sintesis de nuevas hebras de DNA complementarias a
las hebras del molde. Estas hebras forman nuevas moléculas de DNA de doble hebra. La
sintesis de las hebras puede ser repetida solo después de que el DNA de doble hebra se
vuelva a desnaturar por calor, se apareen los partidores al enfriar la mezcla y se extiendan
estos partidores mediante la DNA polimerasa a una temperatura adecuada para la reaccién
enzimatica. Por lo tanto, cada repeticién de la sintesis de una hebra debe entenderse como
un ciclo de amplificacién, de manera que la secuencia amplificada del DNA blanco es
amplificada selectiva y especificamente ciclo tras ciclo. La figura 1 muestra los primeros
ciclos de amplificacion en que se advierte que-los productos de la primera y segunda
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extension tienden longitudes indeterminadas que dependen de la procesividad de la DNA
polimerasa, la cual continua la sintesis hasta que simplemente se detiene o es interrumpida
por el comienzo del proximo ciclo. Recién a partir del tercer ciclo los fragmentos de la
secuencia blanco son sintetizados del tamafio correspondiente a la longitud definida por la
posicion de los partidores sobre el molde original. Desde el cuarto ciclo en adelante la
secuencia blanco es amplificada exponencialmente. Asi el nimero final de copias de la
secuencia blanco se puede calcular mediante la formula (2"-2n)x, donde:

n= nimero de ciclos; . .

2n= primer producto obtenido después del 1 ciclo y productos obtenidos después del

ciclo 2 con longitudes indefinidas.

X= numero de copias del molde original.

Después de 20 ciclos de PCR y suponiendo u n 100% de eficiencia durante cada
ciclo, el nimero de copias de la secuencia blanco contendrd las secuencias de los
oligonucleotidos en sus extremos. Todo lo anterior es tedrico, ya que un gran nimero de
factores actiia en contra de una amplificacion eficiente en cada ciclo, siendo sus efectos
mas pronunciados en programas de muchos ciclos de PCR. Por ejemplo, se debe considerar
que la cantidad de enzimas llega a ser limitante después de 25~30 ciclos (amplificacion de
cerca de 10 veces de la secuencia blanco}, lo que se debe a que la enzima no da abasto parta
el exceso de moléculas blanco. La actividad enzimatica también llega a ser limitante debido
a la paulatina desnaturacion térmica de la enzima durante el proceso. Otro factor que afecta
el rendimiento es el reapareamiento de las hebras blanco cuando su concentracién aumenta,
lo que compite con el apareamiento de los partidores. En fin, la PCR no es la panacea y por
lo tanto, es muy importante minimizar y controlar el efecto de todas las variables en el
procedimiento PCR y obtener ciclos con alta eficiencia. No cabe la menor duda de que aiin
es una técnica en desarrollo en muchos campos de la investigacion cientifica.

RADP. ( Random Amplified Polimorfhic DNA)

Una de las derivaciones a la tecnologia del PCR fue el RAPD, este permite la
amplificacion simultanea de varios locus del genoma, utilizando una secuencias arbitrarias.
Uno de los avances de estos marcadores moleculares fue la posibilidad de detectar
fragmentos de ADN directamente en un gel de agarosa (debido a las grandes cantidades de
ADN que se producen) y gracias a un colorante especifico para ADN (bromuro de etidio)
Williams et al (1990) -

AFLP (Amplified Fragment Length Polimorphism)

Otra derivacion de la tecnica de PCR son los AFLP que combinan la especificidad
de los RFLP, usando enzimas de restriccién y la velocidad de la técnica PCR.
Estos marcadores consisten basicamente en cuatro etapas:
1* etapa: el DNA gendmico total es digerido por dos enzimas de restriccion.
2" etapa: adaptadores especificos son ligados a los fragmentos generados por la digestién o
corte con enzimas.
3" etapa: una fraccion de los fragmentos es amplificada selectivamente via PCR, utilizando
primer especificamente disefiados para reconocer secuencias de los adaptadores.



4" etapa: los fragmentos amplificadores son reparados en geles de alta resolucion.
La etapa de conte con enzimas de restriccién, se hace con dos tipos de enzimas. Una de
corte raro combinado con una de corte frecuente.
Primero se hace la digestién con la enzima de corte raro y luego con la de corte frecuente.
De esta forma se logra tres tipos de fragmentos. -
1) Fragmentos grandes tesultantes del corte con enzimas de corte raro en ambas
extremidades.
2) Fragmentos pequefios resultantes del corte con enzimas de corte frecuente en ambas
extremidades.
3) Fragmentos de tamafios intermedios resultantes de cortes con enzimas rara y
frecuente
Los partidores disefiados para amplificar los segmentos utilizan Jas secuencias de los
adaptadores mas uno a dos nucledtidos adicionales de secuencia arbitraria en su extremidad
3. Por lo tanto la amplificacion se producird solo en aquellos fragmentos que
adicionalmente al adaptador, tengan los nucledtidos adicionales.

YENTAJAS

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Cubren parcialmente todo el genoma de los organismos en estudiado, dependiendo del tipo
de biblioteca de sondas utilizadas. El uso de este tipo de marcador aumenta la probabilidad
de encontrar asociaciones estad{sticamente significativas entre marcadores o genes que
controlan un cardcter de interés,

Minisatélites ‘

Los minisatélites han sido usados para estudiar diversidad genética y realizar la
identificacion de individuos (fingerprinting) en diversas especies. Al igual que en RFLP, la |
técnica es de alta reproducibilidad, aunque requiere de un proceso de clonacién previo de la
sonda hipervariable. Adema4s, se requiere de un ADN de alta calidad para el proceso de
restriccién y transferencia (Southern Blot) e hibridacion con la sonda, generalmente
marcada radioactivamente. Este polimorfismo identifica un Jlocus que resulta ser
multialélico debide a un elevado nimero de unidades repetidas que corresponden a muchos
alelos.

SSR (Simple Sequence Repeats) ,

Son los que poseen una mayor informacién de polimorfismo. Los marcadores basados en
microsatélites estin siendo utilizados actualmente en la elaboracién de mapas genéticos y
fisicos, estudios de ligamiento, identificacién y discriminacién de genotipos asi como en
estudios de genética de poblaciones. Este tipo de marcador presenta la ventaja de que al ser
codominante y multialélico son los que poseen el mas elevado polimorfismo, son muy
frecuentes y se encuentran distribuidos al azar en el genoma

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
Son de gran simplicidad y rdpidos. No requiere %l desarrollo previo de una biblioteca de
sondas especificas para el organismo de interés. Se utilize un conjunto tinico de primers




arbitrarios independientemente del organismo en estudio. No se utilizan isétopos
radioactivos. Se emplea una cantidad minima de ADN, necesaria para el analisis genotipico
de los individuos. Por basarse en la técnica de PCR, la técnica RAPD es mucho mais
sensible en |a deteccion de polimorfismo a nivel de ADN. Permite muestrear regiones de
ADN repetido, ya que los primers que se utilizan para detectar variaciones a nivel de
ADN,son arbitrarios i

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Presenta la ventaja de obtener un elevado nimero de polimorfismo, gran poder de
deteccién de variabilidad genética, no requiere de un conocimiento genético previo del
organismo o especie a estudiar. Ademds presenta mayor robustez la cual se debe
basicamente a que se utilizan partidores mds largos en el PCR lo que aumenta
significativamente la especificidad de la amplificacion evitando la competencia de los sitios
de amplificacién y requiere muy poca cantidad de ADN genémico. Es una técnica para
“fingerprinting” de ADN genémico, utilizada con el fin de visualizar polimorfismo de
ADN entre las diferentes muestras de un germoplasma, para generar mapas de ligamiento o
para identificar marcadores moleculares unidos a caracteres fenotipicos y/o locis genéticos.
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Caracteristica | RFLP | Minisatélite Microsatélite o |RAPD
| (Restriction Fragment | VNTR (Variable | SSR {Random
Length Polymorphism) |Number of (Simple Amplified
Tandem Repeats) | Sequence Polymorphic
Repeats)) DNA)
Principio Digestion con enzimas | Digestion con Amplificacion | PCR con
de restriccién, Southern |enzimas de por PCR de partidores
Blot e hibridacion restriccion, secuencias arbitrarios
Southern Blot ¢ | repetidas simples
hibridacién
Tipo de Cambio de bases en Cambio de bases | Diferenciasen  |Cambio de bases
polimorfismo sitios de restriccidn, inserciones y longitud debido a | en sitios de unién
inserciones y deleciones |deleciones nimero de ' del partidor al
unidades ternplado
repetidas inserciones y
deleciones
| Polimorfismo Moderado Bajo Alto Moderado/bajo
No. Loci la3 Muchos |1 l1al0
detectados
' Dominancia Codominante Dominante Codominante Dominante !
Informacion Ninguna Ninguna Si No
‘requerida
Dificultad técnica | Intermedia Intermedia Baja Intermedia
Costode  |Intermedio Intermedio alto bajo
desarroilo J

PROCEDIMIENTO PARA LA EXTRACCION DE ADN.

En la literatura se han descrito varios procedimientos de extraccién de ADN y difieren en
general s6lo en algunas modificaciones para resolver algin problema especifico de la especie en

estudio,

1. Identificacién y colecta del material fresco.
2. Pesado del tejido vegetal. El peso de la muestra-dependera del contenido de agua del tejido y
ademas si se trata de una macro extraccion {en tubos de ensayo) o de una micro extraccion (en

tubos eppendorf).

3. Maceracion. Puede realizarse en presencia de nitrégeno liquido, a través del efecto abrasivo de
arena o bien con un molino eléctrico si el tejido estd liofilizado. La maceracion tiene como
objetivo romper las paredes y membranas celulares del tejido.

4. Adicion del tampdn de extraccidn. Este compuesto contiene:
» CTAB, detergente catidnico que permite la solubilizacién de las membranas celulares.

Ademas ayuda en la posterior precipitacién del ADN.
* PVP (Polyvinylpyrrolidona), reduce el efecto oxidante de compuestes fendlicos como
taninos, quinonas y polifencles.
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e EDTA para inhibir enzimas ADNsas
2-mercaptoetanol que protege al ADN de enzimas peroxidasas y polifenoloxidasa
¢ Otros compuestos para estabilizarel pH.
En definitiva, el agente tamponante tiene como finalidad solubilizar las membranas
lipoptoteicas y desnaturalizar las proteinas preservando el ADN de la accion de enzimas de
degradacion.
Solubilizacién y homogeneizacion. Se incuban las muestras a 65°C durante 30 a 60 minutos,
agitando periédicamente cada 10 6 15 minutos para asegurar la accidn del tampdn de extraccion
sobre el macerado.
Separacion de fases. Se adiciona cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y luego se somete a
centrifugacion. En los tubos se observaran claramente dos fases separadas por una membrana:
o Fase orgédnica en la parte inferior, compuesta por lipidos, proteinas y polisacaridos.
o Fase acuosa en la parte superior, donde quedan retenidos el ADN, el ARN y algunos
polisacaridos contaminantes. Esta fase es “rescatada” con una micropipeta.
Precipitacién del ADN. Se adiciona alcohol (etanol o isopropanol) y sal (NaCl) y luego se
centrifuga para formar un precipitado o pellet de ADN/ARN. Se elimina el contenido liquido
para aislar los acidos nucleicos que luego son lavados con alcohol.
Finalmente, el precipitado limpio de ADN/ARN es resuspendido en una solucion tampdn que
contiene ARNsa para degradar el ARN presente.
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MEJORAMIENTO GENETICO EN ESPECIES VEGETALES

Marina Gambardella C.

Fundacidn para la Innovacidn Agraria
Coordinadora Programa de Biotecnologia
Directora REDBIO/CHILE

Esta es una actividad que estd muy ligada a la biotecnologia, y por lo tanto es
importante entender las bases sobre las cuales se sustenta el mejoramiento genético
de especies vegetales y tener una primer aproximacién a un esquema general de
mejoramiento clasico, ¥y como este se modifica o complementa con herramientas
blotecnoldgicas. Es importante mencionar que uno de los objetivos de este curso es
proporcionar un lenguaje que permita posteriormente introducirse en el tema de la
biotecnologla, sin demasiada dificuitad.

La sigulente reflexidon no siempre es considerada o entendida por el publico general:
"La mayoria de las especies vegetales actuaimente utilizadas por el hombre, ya sea
para su consumo directo o bien para uso industrial, como fibra, madera, etc., ha sido
modificado genéticamente por el hombre”,

Cuando nos sentamos a la mesa a comer por ejemplo un maiz, o una zanahora, o un
tomate, etc., probablemente no nos Imaginamos que detrds de cada uno de estos
productos ha existido una “manipulacién genética” realizada por el hombre. Esta
*manlpulacién” consiste en cambiar o modificar la estructura genética de la especie
que nosotros deseamos utilizar a través del mejoramiento genético, que es el tema
que analizaremos hoy. Este proceso de cambio de la estructura genética de las
especies se inicia en la prehistoria, cuando el hombre comienza a realizar agricultura.
Corresponde a un proceso gradual y acumulativo en el tiempo.

E! proceso de transformar una especie silvestre en una especie util para los objetivos
del hombre se conoce como domesticacién,

{Cudl es el punto de partida? Para cada especie, se he determinado que existe una
regiéon o drea geogrifica de ddnde son originarias. Estas corresponden a - los
denominados centros de origen. .

El ruso Vavilov, luego de estudiar la enorme cantidad de material vegetal recolectado
en el instituto que dirigié desde 1916, lo llevo a determinar que la gran mayoria de la
riqueza varietal de nuestras plantas cultivadas, se concentra en ocho grandes centros
de dispersidn o centros de origen. Estos son: China, Asia Central, Asia Menor, La
regién Mediterranea, Abisinia, América Central y la regién centro occidental de América
del Sur.

Algunos ejemplos:

Maiz América tropical

Algodén América del norte tropical
Trigo Asia menor

Tabaco América tropical

Avena Asia Menor y norte de Africa
Soya China

Papas Ameérica del sur

Cebada Asla Menor

Tornates America tropical



Se ha establecido que en el centro de orilgen de una determinada especie, es decir la
regién en fa cual se inicid el proceso de domesticacién, es posible encontrar un alto
grado de variabilidad genética para esa especie, y un elevado nimero de especies
afines (aquellas que se encuentran cercanas en la linea evolutiva y que posiblemente
pueden intercambiar genes a través de-cruzamientos espontaneos).

La domesticacién de ias plantas es el primer pasc del proceso que nosotros conocemos
como mejoramiento 0o mejora genética, también denominada mejoramiento varietal.

¢En qué consiste este proceso?

Ya que vimos que existen notables diferencias entre ef material original y el material
que nosotros habitualmente usamos, y2 sea en la mesa o para otros propodsitos,
podremos imaginar que el proceso de “transformacuon es comple_]o ¥ lento.

Se dice que los programas de memramlento normaimente constituye la columna
vertebral de la investigacién en una especie, en la cual confluye el conocimiento de
diferentes &reas de las ciencias asociadas a [a agronomia (genética, bioquimica,
patologia vegetal, fisica quimica fitotecnia, entre otras), Esto quiere decir que ios
resultados de toda la investigacion que se realiza en estas areas por una determinada
especie, flnalmente se traducen en una modiflcacién de la variedad que nosotros
vamos a obtener. Es importante entender, que sin esta estructura de soporte, que esté
esquematizada como la columna vertebral, es dificil traducir en un resultado
productivo, los descubrimientos realizados en cada una de las areas mencionadas.

& 0 se fnici rograma orami ?

En primer lugar es necesario establecer los objetivos de mejoramiento, Estos obfetivos
dependen de los requerimientos de los productores, intermediarios, consumidores y
agroindustrias en el caso de cultivos que son procesados. El mejorador por lo tanto
hace una lista de caracteres que deberdn ser modiflcados para satisfacer las
necesidades de cada uno de estos actores. A esta lista de caracteres se le asigna una
prioridad, la cual por supuesto que cambia con el tiempo. Por ejempio, si yo voy a
iniciar un procesoc de mejora en tomate, voy a pensar, cudles son las caracteristicas
que me gustana cambiar:

El consumiderr... sabor, color.

El prodtictor .... rendimiento, resistencia a la enfermedad x.
El Intermediario.....firmeza de pulpa

El agroindustrial .... densidad de la pulpa, ¢olor, etc,

Es declr, nosotros buscaremos una variedad de tomate que idealmente relina todas las
caracteristicas que hemos definido de nuestro interds. Sin embargo, no siempre es
posible obtener todas estas caracteristicas en un periodo corto de tiempo. La mayoria
de las veces |0s caracteres de interés estan negativamente correlacionados ente si. Por
ejemplo, el sabor es inversamente proporcional a Ja firmeza de fruto, ya que el sabor
estd fuertemente influenciado por ciertos compuestos volatiles que son producidos por
el fruto y que tienden a ablandar la pulpa.

Es necesario entender en este momento, que es Fenotipo y Genotipo.

El fenotipo de un individuo, de una planta 0 de una variedad, se refiere a la suma de
caracteristicas que o identiflcan.

Forainl
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Por otra parte el genotipo, corresponde al arreglo particular de genes de un
determinado individuo, planta o variedad. Es la constitucion genética total de un
organismo. Dicho de otra manera, el genotipo es la Informacién que se encuentra
almacenada en el nlcleo de las células de un individuo, especificamente en la molécula

de ADN.

El fenotipo, es la expresion del genotipo y.de la interaccidn de este con el medio
ambiente. Por ejemplo, el peso de un individuo corresponde al fenotipo en relacion a
su constitucidn corpérea, pero aunque existe una componente genética para este
resultado que se verifica en la pesa de su casa, también estd influenciado por la
cantidad de hamburguesas que se come habitualmente, es decir su dieta.

A una planta de maiz se le puede establecer con bastante exactitud, su altura. 2,10m
corresponde al fenotipo de esa planta en relacién a la altura, pero esta no solo estd
determinada por los genes que ella posee sino que también por el tipo de suelo en la
cual crece, la cantidad de agua que hemos proporcionado y por supuesto la
fertilizacion que se ha aplicado.

Es importante mencionar que existen basicamente dos tipos de caracteres, aquellos
cualitativos, para los cuales normalmente existe una variacidn discreta. Es decir, hay
dos o tres alternativas fenotipicas. Algunos ejemplos, color de flor, ausencia o
presencia de aristas en las espigas, forma de la hoja, tipo de cloroplasto, semilla
rugosa o lisa, etc.. En estos casos, en general la determinacién genética se debe a un
par de genes.

Un segundo tipo de caracteres, los {lamados cuantitatlvos, se refiere a aquellos que
presentan una variaciéon continua y normalmente es posible medirlos a través
parametros numéricos {(metros, kg, %). Ejemplos, altura de planta, rendimiento, peso
corporal al nacer, etc. A diferencia de los primeros, este tipo de caracteres estd
determinado por muchos genes y tiene una importante influencia del medio ambiente.
Estos son los caracteres que normalmente estan incluidos en los objetivos de
mejoramiento y no siempre son faciles de modificar. Abriendo un pequefio paréntesis,
es necesario decir que la ingenieria genética, nos ha permitido identiflcar algunos
genes, clonarios y posteriormente introducirlos a las plantas, pero esto no es posible
con los caracteres cuantitativos, ya que deberiamos trabajar al mismo tiempo con un
gran nimero de genes, lo cual por ahora no es posibie,
Una vez que tenemos los objetivos de mejoramiento, vamos a Iniciar nuestro
programa, para lo cual debemos contar con una colecclén de individuos con suficiente
variabilidad, para conseguir una combinacién de genes que tenga, las caracteristicas
que nosotros hemos predeterminado como favorables. Ldégicamente, si nosotros no
tenemos variacidn, no podremos seleccionar, no conseguiremos cambio alguno. Lo que
normalmente hacen los mejoradores es implementar una coleccién de germoplasma.
Esta coleccion normalmente incluye una coleccion de las varledades comerciales
actualmente disponibles. Hay que tener cuidado ya que el sucesivo mejoramiento
utilizando los mismos patrones de seleccién, inevitablemente van produciendo una
pérdida de variabilidad, ¢ dicho de otra forma, una homogenizacion. Es lo que se
denomina erosién genética. De ahi la importancia de mantener colecciones de
germoplasma nativo y de preservar las poblaciones naturales ya que es ahi donde se
encuentra buena parte de la variabilidad existente para una determinada especie,
Cuando es necesario introducir variabilidad, esto se logra haciendo cruzamiento con
plantas silvestres, incluso haciendo cruzamientos interespecificos. Otra forma de
aumentar fa variabilidad, es utilizando fa induccidn de mutaciones. Esta es una practica



que se utiliza en muchos programas de mejoramiento, pero que evidentemente es algo
drastica y peligrosa. Ademas es importante entender que las mutaciones que nosotros
vamos a obtener no tienen direccién, no es posible decir voy a irradiar para tener un
mutante con flor blanca, por ejemplo.

Partimos entonces con los objetivos de mejora ya establecidos, y una buena coleccion
de material para iniciar nuestro programa. Ahora debemos disefiar una esquema, una
estrategia inteligente que nos permita lograr nuestros objetivos. Existen muitiples
posibilidades para los mejoradores, incluso dentro de una misma estrategia, es muy
Importante la habilidad del mejorador para identificar las plantas que son mejores y
que nos conducirdn a la obtencidon de las variedades “plus”’. Se dice que el
mejoramiento genético es un arte, aunque es posible apoyarse en la ciencia, existe
una buena parte de incertidumbre en los resultados que se podran obtener. Otros
incluso han dicho que el mejoramiento tradicional es una ioteria.

El siguiente aspecto que debe ser considerado, es la biologia reproductiva de la especie
con la cual estarmos trabajando. En forma simplificada, podemos decir que existen tres
grandes grupos de especues vegetales,

Plantas de autopolimzacuon, plantas autogamas.
Plantas de polinizacion abierta, plantas alégamas.
Plantas de reproduccién vegetativa.

Las plantas tienen diferentes mecanismos para asegurar su tipo de reproduccién. Por
ejemplo, en trigo, la polinizacién se realiza antes de que la flor abra, y por lo tanto ia
semilla que se cosecha, es decir el grano de trigo es el producto de la autofecundacion.

En maiz, en una misma planta, la parte femenina estd separada de la parte masculina
y por lo tanto, en la mayoria de los casos la fecundacion se produce con el polen que
viene de otra planta y que es transportado libremente por el viento. {en algunas
especles, la polinizacién la realizan los insectos).

En la naturaleza, existen algunas especies que se reproducen principalmente en forma
vegetativa. Por ejemplo, la frutilla. Es una especie que creciendo en forma silvestre,
emite unos estolones, o tallos, en cuya punta existe una yema que se apoya en el
suelo y genera una nueva plantita. Esta nueva planta es una copia de la planta madre,
o un clon. Esto no guiere decir que la planta no tenga sistema de reproduccion sexual,
de hecho tiene flores, e igualmente produce semillas, pero coloniza extensas dreas a
través de sus estolones.

Sin embargo, una cosa es lo que ocurre en forma natural, y otra es cédmo utilizamos
normalmente esa especie. Por ejemplo, en la mayoria de los frutales, se utiliza la
propagacion vegetativa. Por lo tanto el mejoramiento genético que nosotros vamos a
realizar debe considerar ambos aspectos, el natural y el normalmente utilizado por el
hombre,

También en forma muy simplificada podemos decir que:

En piantas de autoploinizacidon, normaimente vamos a dirigir nuestra estrategia hacia
la produccién de lineas puras. Es decir, obtener variedades, que en su constitucion
genética la mayoria de sus genes estén en estado homocigota. La consecuencia de
esto, es que de generacién en generacion, las plantas van a mantener su mismo
genotipo y por lo tanto sus caracteristicas fenotipicas también son estables en el
tiempo. Ya veremos mas adelante que esto tiene gran importancia desde el punto de
vista comercial,
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En plantas de polinizacién abierta por el contrario, vamos a dingir el mejoramiento
hacia /a obtencién de varledades hibridas. Las variedades hibridas corresponden a
aguellas gue en su constitucién genética, la, mayoria de los genes se encuentran en
estado heterocigoto. De esta forma lo gque se pretende lograr es aprovechar la
expresion del denominado vigor hibrido, que corresponde a la respuesta de
superioridad frente a la media de los progenitores, cuando se realiza un cruzamiento
entre dos individuos genéticamente alejados.

Bdsicamente, los métodos de mejoramiento tradicional, son los slguientes:

Mejcramien e plantas autdgamas:
a) Seleccion individual
b) Seleccién masal
c) Hibridacidn con manejo de la descendencia a través demétodo - Genealdgico
- Masal
- Retrocruza
- SSD
Mejoramiento de plantas aldégamas: -
a) Hibridacién de lineas puras
b) Seleccién masal
¢) Retrocruzamiento
d) Seleccién recurrente

Reproduccién vegetativa:
a) Cruamientos y seleccion
b) Seleccidn de variedades heterogéneas
d) Mutaciones espontdneas e inducidas

La definicidon del método que serd utilizado, depende de miuiltiples factores. Como ya se
vio, la primera consideracion es el tipo de reproduccién de la especie. No solo se debe
considerar la reproduccién utilizada para su cultivo sino que también se deben estudiar
ios mecanismos reproductivos que la especie utillza en su estado natural. Por ejemplo,
el duraznero es una especie que nosotros normalmente reproducimos -en forma
vegetativa a través de la injertacidn con yemas provenlentes de un clon. En la regién
de donde esta especie es originaria, las formas silvestres han evolucionade hacia una
autopalinlzacién, principalmente porque crece en dreas muy desérticas y existen pocas
probabilidades de que se produzca pelinizacion abierta, y por lo tanto los mecanismos
de seleccién natural (evoluclén) se han orientado hacla el desarrollo de la
autopolinizacion. La autopolinizacién ha determinado que existe una alta homocigosis
en las plantas de duraznero, Esto, sumado a un intensivo trabaje de mejoramlento
realizado por el hornbre durante los dltimos afios, ha redundado en que los bancos de
germoplasma actualmente disponibles tienen una limitada viabilidad genética.

Otro ejemplo, es el temate. Las variedades y formas que hoy son cultivadas tienen un
alto porcentaje de autopofinizacién (aproximadamente el 95%). Sin embargo, las

-especles silvestres presentan un porcentaje considerablemente mayor de polinizacién

abierta (mas de 30%). Es por esto que el tomate en parte se comporta como una
especle de polinizacion ablerta y la estrategia que se usa normalmente en
mejoramiento estd orientada a Ia obtencion de varledades hibridas de tal forrna de
aprovechar el vigor hibrido.

Ademas del tipo de reproduccién de la especie, se debe considerar si la especie ha sido
o no sometida por el hombre a una "manipulacién” demasiado intensa. Las especies



que se encuentran en una fase mas avanzada del mejoramiento genético, tiene una
variabilidad genética menor y por lo tanto se deben aplicar métodos mas eficientes en
deteccidn e identificacidon de genotipos favorables. Por el contrario, en las especies que
estan adn en una fase primaria en el proceso de intervenciéon del hombre, se pueden
aplicar los métodos mas simples y menos costosos.

Los objetivos de mejoramiento, y por-io tanto la naturaleza de los caracteres que se
desean modificar, también influyen en la estrategia de mejoramiento. En términos
generales, existen caracteres con alto grado de heredabilidad (proporciéon de la
variacidn total de un caracter, debida a componentes genéticas) con los cuales
tamblén es mas facil trabajar ya que el fenotipo representa en una buena proporcién el
genotipo del individuo.

Existen muchos otros factores, como la disponibilidad de material, aspectos de tipo
comercial, recursos disponibles (presupuesto y recursos humanos) etc.

El caso del trigo corresponde a un ejemplo clasico de mejoramiento genético de planta
autégama. Para esta especie en la mgyoria de los casos se utiliza un esquema de
hibridacién con manejo de la descendencia segiin el método genealdgico. Como se
muestra en el esquema, este consiste en el cruzamiento de dos lineas puras, y se
inicia la seleccién en la F-2, cuando se produce la segregacion de los genes contenidos
en el heterocigoto de la F-1. Por tres o cuatro generaciones, se procede a realizar
seleccion masal generando campos de seleccion en cada temporada. En la F-5 o F-6,
se inicia el método genealdgico que consiste en la seleccidn de una planta y el cultivo
de la descendencia en parcelas individuales. De esta forma se va logrando un mayor
grado de homocigosis. Cada parcela, aunque ya es bastante homogénea, todavia
presenta variacién y por lo tanto por tres a cuatro generaciones se continla el proceso
de seleccién de una planta y el cultivo de la descendencia por separado. En las ultimas
etapas, se realizan ensayos comparativos con las variedades que se encuentran en el
mercado para establecer la superioridad de las nuevas selecciones. Finalmente, los
ensayos se extienden a diferentes regiones y se hace al mismo tiempo un incremento
del material de reproduccién, para finalmente obtener la semilla que serad
comercializada y distribuida a los agricultores. Este proceso tiene una duracion
aproximada de 13 a 14 afos.
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ENFERMEDADES GENETICAS EN PEDIATRIA

Dr. Manuel Santos A, Dra- Ghislaine Morizon

El nacimiento de un nifio potencialmente portador de una enfermedad genética, es habitualmente un
evento inesperado, muy angustioso para los padres y la familia. Por esta razon el equipo médico
debe estar preparado para hacerse cargo en forma répida y eficiente del nifio y de sus familiares. Un
diagnéstico oportuno permitiré por una parle, evalvarla situacion, intentar aproximarse a un
diagndstico especifico y en lo posible, a una terapia adecuada, y, por otra parte, orientar y dar apoyo
a los padres y en caso necesario, entregar un consejo genético apropiado.

L- INTRODUCCION

1.- Conceptos bdsicos de genética humana

La Genética Humana es la disciplina bioldgica que se preocupa de la manera cémo se
transmiten (herencia) los caracteres de padres a hijos a lo largo de las generaciones, y de las
semejanzas y diferencias entre padres e hijos, que son determinadas por la herencia y el ambiente.

Cada ser humano esté formado por trillones de células. En cada una de ellas células existen
46 cromosomas: 44 cromosomas autosémicos y 2 cromosomas sexuales (XX en las mujeres y XY
en los varones. Los 46 cromosomas corresponden a 23 aportados por el espermio y 23 aportados
por el 6vulo, de modo que al ocurrir la fecundacidn se constituyen los 46 cromosomas del cigoto y
de todas las células derivadas del cigoto inicial. En los cromosomas residen los genes, que
corresponden a las unidades de la herencia. La informacidn genética se encuentra codificada en
pequefios trozos de !a molécula de ADN. Los genes poseen una secuenciza especifica con una
funcién particular. Generalmente, esta secuencia génica especifica determina una funcion
especifica, como por ejemplo, la formacién de una proteina que cumple un rol especifico en las
complejas vias metabolicas que presentan las diferentes células de nuestro organismo.

Cada cromosoma esté formado por una molécula de ADN, por ello, ¢n cada uno de estos
cromosomas existen miles de genes. Dado que existen dos versiones para cada cromosoma
autosémico especifico (un set es aportado por el évulo materno y el otro por el espermio patemo),
también existen dos versiones (diploidia) para cada uno de los genes autosdémicos. En el caso de los
cromosomas sexuales, los genes del cromosoma X, a pesar de que la mujer posee dos copias de
cada uno de los genes presentes en el cromosoma X (genes ligados al X), en la mayoria de los
casos solo se expresa uno de ellos. Por lo tanto mujeres y hombres expresan una sola versién de sus
genes ligados al X, Los genes del cromosoma Y, entre ellos, los genes involucrados en la
determinacitn del sexo, sélo se expresan en el hombre. De ahi que en la especie humana el sexo de
los hijos se haya determinado por la presencia del cromosoma Y en el cigoto.

Como cada individuo posee parejas de cromosomas autosdmicos, en cada miembro de la
pareja existiré una versidn de cada gen. Por ello, cada individuo posee dos versiones para cada gen
autosdmico (cada versién se llama alelo). Si las dos versiones son idénticas se habla de individuo
homocigoto ¥ si son diferentes se habla de individuo heterocigoto. En una poblacién humana
pueden existir mds de dos alelos para un mismo locus cromosémice (alelos maltiples), como ocurre
con el caso de los antigenos de histocompatibildad (involucrados en transplante de érganos), que
por su elevado nimero de alelos diferentes (alto polimorfismo), es dificil encontrar dadores
compatibles en individuos no emparentados.



Las caracteristicas observables de un individuo determinados por los genes y el ambiente
constituye el fenotipo. El conjunto de genes de un individuo corresponde al genotipo. Actualmente
se denomina genoma 2 la totalidad de DNA de los individuos.

Habitualmente, para que los genes especificos ejerzan su accion determinada se requiere
ademas de su integridad anatémica y funcional, Ja presencia de un restante genotipo arménico y de
un ambiente adecuado. Por ejemplo, un determinado fenotipo producto del gen 1A (que determina
la aparicion del grupo sanguineo A), puede no producirse si existe otro gen H (localizado en otro
sitio del genoma), que al interactuar con el gen Z a nivel de la ruta metabélica especifica, impide
que aquél ejerza su efecto (resultando en un fenotipo distinto, en este caso grupo sanguineo O). Por
otra parte, existen condiciones ambientales que inciden en que un determinado gen se exprese o no.
Por ejemplo, la focomelia (ausencia de extremidades) que puede ser producto de "genes de
focomelia", también puede producirse por causas ambientales {en individuos que no poseen los
"genes de focomelia", tal como ocurre con la ingesta de talidomida durante el embarazo y que
remeda el efecto de genes de focomelia). Estos ejemplos muestran la importancia de la llamada
Ecuacion fundamental de |a Genética: GENOTIPO + AMBIENTE -----—~—> FENOTIPQ: Tedo
fenotipo es el resultado de un genotipo que se expresa en un determinado ambiente y de las
interacciones entre ellos. '

En general, los rasgos hereditarios humanos mas comunes tales como color de ojos, de
pelo, forma de pelo, peso, estatura, Coeficiente Intelectual (CT), etc. son rasgos que presentan una
variacidn contipua en la poblacidn, y de herencia compleja. Ellos poseen una base genética de tipo
multifactorial poligénica, de tipo aditivo. Es decir existen varios genes ubicados en distintos
cromosomas, con efecto fenotipico de tipo aditivo (esto es, cada poligen aumenta un determinado
valor fenotipico sobre un basal) y no discernibie individualmente. Ademads, estos caracteres paseen
una fuerte dependencia ambiental, como lo han mostrado los estudios de caracteres humanos
poligénicos comparando mellizos monocigoticos (genéticamente idénticos en 100%) v/s mellizos
dicigoticos (50 % de genes idénticos) sometidos a diferentes condiciones ambientales.

L.2,- Nuevos aspectos genéticos relacionados con la individualidad del embridn
humano

Existe una serie de aspectos genéticos novedosos relacionados con Ia
individualidad del embrién humano y que fundamentan, aln mads, el respeto a la vida humana
desde el momente mismo de la concepcidn.

Biolégicamente, cuando un espermio fecunda & un dvulo, se constituye un nuevo
ser humano. El espermio aporta 23 cromosomas y el ¢vulo los otros 23 cromosomas, y despues de
la fecundacion, el nuevo ser, llamado técnicamente cigoto contiene los 46 cromosomas
caracteristicos de todas las células que constituyen a los seres humanos. Es importante sefialar que
cuando contactan las membranas de espermios y oocito, se desencadena una serie de eventos que
Ileva finalmente a la constitucién del cigoto. En los pronicleos masculinos y femeninos ocurre
duplicacién de los cromosomas (sin fusion de ellos o mal llamada “singamia"), de modo que los
cromosomas duplicados se ordenan en el plano ecuatorial y comienza la primera divisién celular,
sin haber existido "singamia". Luego, las 2 células (blastdmeros) se dividen en 4 células, ¥
posteriormente en 8 y asi sucesivamente, hasta formar el embrién, el fefo y finalmente el recién
nacido. Ocurre sintesis se proteinas especificas del genoma del embrion ya a las 4 a 6 hrs. después
de la fecundacion.

Recientemente, se descubrié que los 23 cromasemas aportados por el padre a
través del espermio, son genéticamente "distintos" a aquclios 23 cromosomas aportados por la
madre. Los cromosomas paternos y maternos poseen una modificacién quimica llamada impronta
genética (o "imprinting"). Ello explicaria que para constituir un nuevo ser humano se requiera de
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los complementos cromosdmicos aportados por ambos padres. También explica que cuando por
razones de patologia espontanea, el cigoto contiene sdlo cromosomas maternos o sdlo paternos no
haya un desarrollo embrionario adecuado y se termine el embarazo en graves trastornos
embrionarios, tales como una mola o un teratocarcinoma. Y finalmente, el "imprinting genémico"
explica la imposibilidad biolégica de producir hijos a partir de dos padres de un mismo sexo. El
"imprinting" cromosémico apoya ain mas la individuvalidad del cigoto y la del embrién humano.
Por ello, nadie, ni la madre ni e] padre del individuo en gestacién, pueden decidir a voluntad acerca
del futuro de ese nuevo ser en gestacién. Como el gran médico genetista francés Profesor Jerome
Lejeune, descubridor de la trisomia 21 del Sindrome de Down, solia afirmar: "el embrién es la mas
indefensa de todas las criaturas”.

1.3.- El Proyecto del Genoma Humano

En los 22 pares de cromosomas autosémicos humanos y en el par sexual X e Y,
existen aproximadamente 30.000 genes. Ello constituye el genoma humano. Uno de estos miles de
genes es el "gen de la Fibrosis Quistica". Este gen corresponde a un trozo de ADN localizado en el
cromosoma 7 y cuya secuencia codifica la informacion para sintetizar una proteina llamada CFTR,
necesaria para el transporte de electrélitos en las membranas de células epiteliales, como por
ejemplo, en células epiteliales respiratorias. Cuando existe una alteracidn en la secuencia de este
gen, que determine la ausencia de su producto o una anomalia en él, esta alteracién produciré una
ausencia de la proteina CFTR, con los consiguientes problemas bronquiales y pancreaticos severos,
caracteristico de la Fibrosis Quistica. '

El llamado "Proyecto del genoma Humano" es un proyecto de investigacién
billonario cuyo propésito es conocer la secuencia de todo el ADN humano (que contiene alrededor
de 1 billdn de bases nitrogenadas). La identificacién de toda la secuencia de! genoma humano,
permitiré conocer la secuencia de los ~30.000 genes {que constituyen un bajo % (alrededor del 3%
de todo el genoma). En Febrero de 2001, se completé la secuencia del genoma humano y ya se
conocen alrededor de 12.500 de estos genes. La localizacién de estos genes a nivel cromosémico es
lo que constituye el mapa genético de los cromosomas. La informacién generada por este Proyecto
esté disponible en todo momento a través de INTERNET (ver bibliografia). Actualmente, se estd
realizando mucho esfuerzo en la investigacion sobre la identificacién y el rol de las proteinas que
son productos de los genes (Proyecto Proteoma).

Este Proyecto tiene un profundo impacto a nivel ético, legal y social, por lo que un
monto significativo de sus fondos esté dedicado a analizar estas implicancias (ELSI). Por ejemplo:
acceso a la informacidén de las caracteristicas genéticas de las personas por parte de las
aseguradoras de salud, consecuencias del conocimiento del estado de portador de una enfermedad
genética que se desarrollaré en el futuro, ideas eugenésicas, etc.

IL.- CATEGORIAS DE ENFERMEDADES GENETICAS

IL.1.- Concepto

Las enfermedades genéticas comresponden a un grupo heterogéneo de afecciones
que en su etiologia presentan un significativo componente genético. Ello puede ser alguna
alteracion en un solo gen, en varios genes (poligenes) o en muchos genes {cromosomas). La
alteracién genética puede producir directamente la enfermedad (por ejemplo, el caso de la
Hemofilia) o interactuar con factores ambientales (como por ejemplo, la predisposicién genética en
la etiologia de la Hipertension arterial). Cada vez se hace mas dificil separar las afecciones de
etiologia ambienta] de aquellas llamadas "genéticas puras". A modo de ejemplo, conviene recordar



que para varias enfermedades tipicamente ambientales, como infecciones bacterianas, parasitarias,
etc, recientemente se ha demostrado una susceptibilidad genética individual.

IL.2.- Importancia de las enfermedades genéticas en Salud Publica

Se estima que aproximadamente el 3-7% de Ia poblacién presenta un problema
genético. En estos tltimos tiempos la disminucidén de ciertas enfermedades como las infecciosas ha
puesto de relieve la importancia de las enfermedades genéticas como causa de morbilidad y
mortalidad. '

En los paises desarrollados, se ha estimado que 52.8 % de ingresos a hospitales
pedidtricos presentan alguna patologia genética y corresponden a ~ 2/3 de las defunciones

hospitalarias. La incidencia de Ias distintas categorias de afecciones genéticas se muestra en la tabla
1. ' ’

En Chile, se encontrd que la prevalencia de Enfermedades genéticas en un hospital
pediatrico era de 62.5 % y su incidencia de 17 %. (Moreno, R. et al., "Frecuencia y caracteristicas
de la morbilidad genética en un hospital pediatrico”. Rev. Chil. Ped. 62(2): 112-117, 1991).

IIL.- CLASIFICACION DE LAS ENFERMEDADES GENETICAS

a. Enfermedades Monogénicas (Mendelianas)
En la descripcion de las enfermedades mendelianas se utiliza la siguiente nomenclatura bésica:
genotipo: la constitucion genética de un individuo con respecto a todo su complemento genético o
respecto a un locus en particular.

fenotipo: las caracteristicas observables de un individuo determinadas por su genotipo y el
ambiente en que se desarrolla. En un sentido més limitado, corresponde a la expresion de algin(os)
gen(es) en particular, '

Rasgo dominante: Caracteristica determinada por un alelo, que se expresa siempre al estado
heterocigoto (2 alelos distintos) u homocigoto (2 alelos iguales).

Rasgo recesivo: Caracteristica determinada ‘por un alelo, la que s6lo se manifiesta en estado
homocigoto (2 alelos iguales).

Alelos: Formas alternativas de un mismo gen, cada uno con una secuencia de bases tnica.
Locus - loci: Lugar (es) cromosémico(s) ocupado(s) por un gen.

Individuo homocigoto: Individuo que tiene 2 alelos iguales, cada uno localizado en uno de los dos
cromosomas homologos.

Individuo heterocigoto: Individuo que tiene los 2 alelos distintos en los respectivos cromosomas
homélogos. También se denomina individuo portador.

En las Enfermedades Mendelianas, esti alterado un sélo gen (o locus), de ahi su nombre de
monogénicas y se heredan siguiendo los clasicos patrones mendelianos. Aproximadamente, el 1%
de los nifios nacidos vivos son fenotipicamente anormales debido a la mutacién de un gen. Se han
reconocido cerca de 5.000 desordenes potenciales de un gen (Mendeliano) y se sospecha de
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muchos otros (On-line Mendelian Inheritance in Man, OMIM, disponible en INTERNET, ver
bibliografia).

Ejemplos de Enfermedades Monogenéticas:
Dominantes: Corea de Huntington, Hipercolesterolemia familiar.

Recesivas: Fenilcetonuria, Anemia de Células Falciformes, Talasemias, Fibrosis
Quistica.

Ligadas al X: Hemofilia

Algunas afecciones monogénicas raras se concentran en ciertos grupos raciales y en aquellos
grupos donde exista un alto grado de endogamia (consanguinidad), por lo que en estos grupos la
frecuencia es mayor que .en la poblacién general. Por ejemplo, la Fibrosis Quistica en la raza
blanca, la Anemia de Células Falciformes en la raza negra, la Beta-talasemia en griegos e italianos,
la alfa-talasemia en el Sud-Este asiitico y la enfermedad de Tay-Sachs en judios, son
individualmente raras.

Existen afecciones genéticas que pueden presentar alguna de las siguientes caracteristicas, que
pueden originarse en fenémenos de variacién ambiental y/o genética.

Penetrancia = capacidad de un gen o genes de expresarse fenotipicamente. Es un concepto
estadistico que se expresa en forma porcentual. Ej. penetrancia incompleta (70%) del gen de
polidactilia (PP o Pp, dominante), significa que el 70% de los individuos que tienen el genotipo (PP
o Pp), que determina el fenotipo polidactilia, lo expresan en el fenotipo polidactilia.

Expresividad = variabilidad en el grado de manifestaciéon fenotipica de un gen o genes. Ej.
expresividad variable del gen polidactilia: namero de dedos, ubicacién, tipo de alteracion
anatémica (de mufién a dedo completo), etc).

Pleiotropia = expresién fenotipica milltiple de un sélo gen. Efecto fenotipico produce sindromes.
Ej. Osteogénesis impetfecta, que afecta huesos, ojos y oidos.

Heterogeneidad genética = produccién de un mismo fenotipo por mds de un genotipo
("genocopias"). Distintas mutaciones (distintos genotipos) pueden producir el mismo fenotipo
clinico. Ej: las Mucopolisacaridosis: un'mismo fenotipo (facies gargélica, hepatoesplenomegalia,
baja estatura, retardo mental, etc.) es producido por diferentes mutaciones que afectan a diferentes
enzimas del metabolismo de los polisacéridos.

Entre las afecciones monogénicas (ltimamente se ha reconocido un nuevo tipo. Se trata de
las afecciones organelares, tales como las Enfermedades Peroxisomales, en que mutaciones génicas
pueden alterar la formacién normal de los peroxisomas de las células,

Recientemente, se ha mostrado la existencia de nuevos mecanismos de herencia que
pueden producir afecciones genéticas y que ponen en jaque la universalidad de las leyes de Mendel
("violacién del mendelismo™): '

Impronta genética ("Genomic imprinting"). Se refiere a la distinta expresién de algunos genes
dependiendo de su origen paternal (materno 0 paterno).
Este fendmeno se manifiesta en el desarrollo embrionario, céncer, y algunas afecciones
monogénicas que muestran diferencias fenotipicas, dependiendo de si heredaron genes o regiones
cromosdmicas paternas o maternas. Los experimentos de transplantes de pronficleos en ratones
realizados para construir zigotos conteniendo sélo cromosomas paternos (androgenéticos) o



maternos (ginogenéticos), probaron que la contribucion de la madre es diferente y complementaria
a la del padre. Ambas condiciones de cromosomas uniparentales son letales. Existen homologias a
esta situacién en humanos: es el caso de las molas hidatidiformes (que son generalmente
androgenéticas en su origen) y los teratomas (que habitualmente son ginogenéticos). Un ejemplo de
afeccion genética que puede ser originada por imprinting es el caso del Sindrome de Prader-Willi y
¢l Sindrome de Angelman.

Disomia uniparental. Se refiere a la condicién en que ambos cromosomas de un par derivan del
mismo padre. Como resultado pueden expresarse afecciones monogénicas, tales como la Fibrosis
Quistica (afeccién recesiva), cuando un padre portador transmite las dos copias idénticas del
cromosoma 7 que lleva el alelo enfermo. Es decir, el paciente homocigoto recesivo afectado hereda
ambos cromosomas 7 de un sélo padre que era heterocigoto.

b. Enfermedades Poligénicas (Multifactoriales):

En las Enfermedades Poligénicas existen varios genes (poligenes) ubicados en
distintos cromosomas, de efecto fenotipico aditivo, no discernible individualmente y una fuerte
dependencia ambiental (multifactorial). Como ejemplo se tiene a las enfermedades comunes, tales
como Diabetes, Hipertension Arterial, Malformaciones Congénitas.

Aproximadamente un 1 a 2 % de neonatos que presentan alguna malformaci6n
congénita, poseen un complemento cromosomico normal y aparentemente no han sufrido mutacién
en el locus de un gen. En ellos, se supone que varios genes diferentes estén comprometidos
(herencia poligénica/multifactorial). En esta categoria estin incluidas la mayoria de las
maiformaciones limitadas a un solo 6rgano o sistema: hidrocefalia, anencefalia, espina bifida
(defectos del tubo neural) hendiduras faciales (labio y paladar hendido), defectos cardiacos,
estenosis pilérica, onfalocele, luxacidn de cadera, etc. Algunas de estas afecciones requieren de un
umbral de expresion: sobre un determinado nimero de poligenes se presenta la afeccion, gatillada
supuestamente por algin factor ambiental. Para el caso de algunos casos de defectos del tubo
neural, ademas de los poligenes se ha logrado identificar al acido félico como un factor ambiental
contribuyente en la aparicion de tales defectos.

¢. Enfermedades Cromosémicas

En las Enfermedades Cromosomicas, la alteracién genética es de tal magnitud, que es posible
visualizar el dafio genético como una alteracin en los cromosomas, ya sea en el nimero o en la
estructura de algiin cromosoma en particular. La alteracién cromosémica habitualmente involucra a
muchos genes, En general, alrededor de 1% de los nacidos vivos presenta alguna alteracion
cromos6mica. Ejemplos de alteraciones cromosdmicas i) numéricas: la trisomia 21 en el Sindrome
de Down (47, XX o XY, +21); la monosomia X en el Sindrome de Turner (45,X); ii) estructurales,
tales como la trisomia 21 por translocacién 14/21 (46, XX o XY, t(14;21), +21); delecién del brazo
largo det cromosoma 15 (46, XX o XY, del 15q 11-13) del Sindrome de Prader-Willi.

d.- Otras

1.- Enfermedades mitocondriales: Son enfermedades genéticas raras, en las que el defecto
genético se localiza en el ADN que poseen las mitocondrias, por lo que clinicamente exhiben una
herencia de tipo materna. Dado que los varones heredan sus mitocondrias de sus madres, ellos son
afectados pero no transmiten la enfermedad a sus hijo(a)s. Ej. Neuropatia éptica de Leber (LHON);
MELAS (Mitochondrial Encephalophalomyopathy, Lactic Acidosis and Stroke-like episodes)

2.- Las afecciones debido a Imprinting genético (impronta genética), que son consecuencia de la
expresién diferencial de genes dependiente del origen de los cromosomas. Ejemplo el Sindrome de
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Prader-Willi v/s S. Angelman, que son debidos a alteraciones genéticas del cromosoma 15 paterno
y materno, respectivamente,

3.- Las afecciones por disomias uniparentales, por herencia de los 2 cromosomas homélogos de
un mismo progenitor, Por ejemplo, el caso de Fibrosis Quistica, debido a la presencia de los dos
cromosomas 7 maternos (portadores de la mutacidn) en un mismo paciente.

4.- Las afecciones por defectos genéticos de células somdticas. Una mutacién en el huevo
fertilizado puede transmitida a todas las células hijas. Sin embargo, si la mutacién ocurre después
de las primeras divisiones, entonces se originan mosaicos (dos 0 més genotipos distintos en un
mismo individuo). Este mosaicismo puede ser gonadal, somético o ambos. El cancer es un ejemplo
de este tipo de afeccién,

A pesar de que no se trata de afecciones genéticas propiamente tales, conviene recordar a
las Afecciones teratogénicas. Se trata de afecciones causadas por exposici6n a factores exogenos,
- (drogas, virus, etc.,) que afectan nocivamente a un embridn que, de otra manera, estaba destinado a
desarrollarse normalmente. Estos factores se denominan genéricamente teratégenos. S6lo se
conocen 15-20 agentes teratdgenos comprobados, a pesar de que se sospecha que muchas otras
sustancias puedan serlo. No se trata de afecciones genéticas propiamente tales, sin embargo,
pueden producir fenotipos similares a aquellos causados por alteraciones genéticas, llamados
fenocopias. La accion de un teratégeno depende de miiltiples factores. La relacién cuantitativa de
los teratdgenos conocidos con la incidencia de anomahas es relativamente pequefia, con excepcidn
del alcohol (Sfndrome de Alcohol Fetal).

IV.- FISIOPATOLOGIA

Desde el punto de vista fisiopatolégico, varios mecanismos pueden explicar la aparicién de estas
afecciones, como consecuencia de mutaciones en los genes:

1.- Mecanismos moleculares relacionados a Afecciones monogenéticas:

recesividad: deficiencia enzimética : Un homocigoto para un gen recesivo que codifica para una
determinada enzima, no presenta la enzima (E) por lo tanto el sustrato (S) de esas enzima se
acumulara y habra carencia del producto (P) de la reaccién. Los heterocigotos que poseen un
fenotipo normal, presentan la mitad de la cantidad normal de la enzima. (0.5 E). Por ello, se
acumula sustrato (2S), lo que activa la enzima para producir una cantidad normal de P. Este
mecanismo se ha mostrado para muchas enfermedades recesivas metabdlicas, tales como la
fenilcetonuria.

dominancia: alelos mutantes producen productos deletéreos: Si el producto-de un gen mutante
altera la funcién del producto génico normal, la mutacién tiene un efecto dominante negativo,
porque actila como un producto deletéreo. Por ejemplo, una proteina tetramérica en que una de las
subunidades mutantes anula el efecto biolGgico total. La Osteogénesis imperfecta por defecto de
alguno de los genes del coldgeno, produce moléculas de coligeno anormal que impide el
ensamblaje adecuado.

alelos mutantes producen insuficiencia por haploidia: Existen mutaciones en enzimas que producen
ausencia de funcién incluso cuando existe la mitad de! nivel normal de la enzima (insuficiencia por
haploidia). Ejemplos: Porfiria aguda intermitente, por mutaciones en el gen de la uroporfirinégeno
sintasa, Hipercolesterolemia familiar por mutaciones en el receptor de LDL.

alelos mutantes producen aumento de actividad enzimdtica: un aumento en la actividad enzimética,
producird una baja de sustrato y se generara el producto normaimente. Pero si el mismo sustrato,



ahora reducido, es utilizado en otras vias metabélicas tendra un efecto dominante. Por ejemplo, el
gen de la enzima PRPP sintetasa (Ligada al X) que controla la velocidad de la sintesis de purinas.

alelos mutantes producen ganancia de una funcién: Existen mutaciones que producen expresién
ectdpica (en un lugar donde normalmente e€se gen no se expresa) o ecrénica (en un tiempo
inapropiado en las células adecuadas). Por ejemplo, mutaciones homedticas en Drosophila,
imprinting.

efectos de posicién: la expresién de los genes depende de su posicién en el cromosoma. Por
ejemplo, regiones de heterocromatina, regiones de hipermetilacién corresponden a sectores
silenciadoras de la expresion génica. El locus del Corea de Huntington puede presentar un efecto de
posicion.

amplificacién de nucledtidos. Existe un grupo de afecciones genéticas debidas a amplificacion de
nucleotidos, siendo {a amplificacién de tripletes, las més frecuentes del grupo. Esta amplificacién
es una caracteristica polimoérfica en la poblacidn, que puede localizarse dentro o fuera de los genes
y que puede traducirse en ganancia o pérdida de la funcién de la proteina. La afeccién més
caracteristica de este grupo es el Sindrome de X fragil, en la cual la amplificacién de CGG sobre 4
200 repeticiones, produce una inactivacién del gen FMR-1.

Imprinting genético. El sello molecular de los genes (o impronta génica) puede producir
inactivacion génica. Un grado de metilacion diferente puede explicar molecularmente el
imprinting. Por ejemplo, el imprinting en la regién 15q en el Sindrome de Prader-Willi.

La dominancia y recesividad varian seglin el nivel de observacién. Por ejemplo, los portadores
(heterocigotos) de una afeccién recesiva son clinicamente sanos, sin embargo, celular y
molec'*llannentc, ellos tienen una deficiencia parcial de la enzima (o protefna) involucrada.

Las afecciones dominantes en estado homocigoto habitualmente producen un cuadro clinico més
severo que al estado heterocigoto. ,

Muchas afecciones monogénicas presentan pznetrancia incompleta y expresividad variable. La
explicacién fisiopatolégica més convincente ,para este fenémeno es la interaccion génica por
epistasis. Es decir, genes involucrados directa o indirectamente con el gen en cuestién (por
ejemplo a nivel de rutas metabélicas) impiden el efecto de ese gen, cambiando el fenotipo que se
espera de acuerdo al genotipo.

2.- Mecanismos de produccioén de alteraciones comosomicas

- no disyuncion cromosémica en meiosis y mitosis. La no separacién de cromosomas homélogos
durante la primera o segunda divisi6n meidtica, produce gametos aneuploides (con un nimero de
cromosomas distinto a 23 cromosomas). La no separacién de crométidas de cromosomas durante
la divisién mitdtica, produce células con un nimero de cromosomas distinto a 46 cromosomas. Si
este fenémeno ocurre durante el desarrollo embrionario, se producen mosaicos (coexistencia de dos

lineas celulares genéticamente distintas en un mismo individuo).

- ruptura y selladura cromosémica. Existen varios agentes tales como radiaciones ionizantes,
drogas quimioterapéuticas, etc, que producen ruptura en el ADN (hebra simple en G1 y doble hebra
en G2) que deben sellarse correctamente, de lo contrario se pueden producir deleciones
cromosdmicas, inversiones cromosémicas, translocaciones cromosomicas, etc. Es importante
sefialar que la posicién de los cromosomas en el ‘niicleo interfasico que sigue un cierto orden
(arquitectura nuclear), es un aspecto importante en la génesis de alteraciones cromosémicas
estructurales, como por ejemplo, la translocacién 14/21 en Sindrome de Down.



3.- Mecanismos de produccién de alteraciones poligénicas

Desafortunadamente, los mecanismos fisiopatolégicos de este grupo de afecciones son los menos
conocidos. Se asume que los poligenes tienen un efecto aditivo, es decir, los distintos poligenes
tiene un efecto comiin aumentando el valor del fenotipo sobre una basal. Por ejemplo, si asumimos
2 poligenes (A y B) para la hipertension arterial, en que A otorga 5 mm Hg y B 10 mm Hpg,
entonces una persona que tiene el genotipo AABB, tendrd 30 mm Hg sobre una basal respecto a un
persona de genotipo aabb. Existen loci que determinan rasgos poligénicos, denominados QTLs
(Quantitative Trait Loci) que se estdn caracterizando en la actualidad.

Las afecciones poligénicas son por definicion multifactoriales, ello significa que no sélo poseen
una base genética (los poligenes) sino que poseen una fuerte dependencia ambiental. Por ejemplo,
ademas de los poligenes en la hipertensién arterial, influyen factores ambientales tales como dieta
con sal, stress, etc. ;Como estos factores interactiian para desencadenar la afeccién?. No se conoce.

V.- METODOS DIAGNOSTICOS DE LAS AFECCIONESGENETICAS

Se debe sospechar una afeccidn genética frente a un nifio "distinto”, que se sale de las
caracteristicas fisicas y de comportamiento habituales. Como por ejemplo, ante un nifio que
presente: bajo peso, pequefio para edad gestacional, hipotonia, malformaciones externas e internas,
dismorfias, dificultad para alimentarse, vomitos, somnolencia, convulsiones, etc.

La conducta a seguir frente a un nifio que presente alguna de las caracteristicas
mencionadas, es consultar a un especialista en Genética Clinica, quien tratard de realizar el
diagnostico especifico, con la ayuda de otros especialistas y el apoyo de los exémenes de
laboratorio necesarios.
Los pilares del diagnéstico de una afeccidn genética son: la historia clinica, el examen fisico y los
exAmenes de laboratorio.

1.- Historia clinica

Debe hacerse una buena historia clinica del nifio (prenatal- perinatal y postnatal), una historia
familiar buscando: una afeccién similar en los parientes o una afeccidn que "corra” en la familia,
antecedentes de consanguinidad y de etnicidad. Debe hacerse un arbol genealdgico lo mas
completo posible. Se puede proceder preguntando acerca de la situacidn de los parientes en primer
grado (hermanos, padres, hijos), de los parientes en segundo grado (sobrinos, sobrinas, tias, tfos,
abuelos) y de los parientes en tercer grado (primos hermanos). Se deben aclarar los resultados
reproductivos adversos tales como abortos espontdneos repetidos, nacidos muertos y nifios nacidos
vivos con anomalias. La edad avanzada del padre (final de la cuarta y quinta década) estd asociada
significativamente mds asociada con mutaciones mendelianas. La edad materna avanzada esté
asociada a anomalias cromosémicas, particularmente con la trisomia 21, Es importante sefialar que
toda informacién consignada en la genealogia debe ser comprobada.

2.-Examen fisico

El examen fisico del nifio deber ser acucioso, completo y cuantificable (para rasgos fenotipicos que
presentan una distribucién normal en la poblacién). Especialmente importante es el examen de la
cara, de las extremidades, y los dermatoglifos (disposicién de las crestas dérmicas palmares y
plantares). g

Uno de los objetivos del examen fisico es la busqueda de malformaciones, que pueden ser a})
mayores (aquellas con consecuencias médica y/o cosmética seria para el paciente. Incidencia ~ 2%,
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Ej: Cardiopatias congénitas, b) menores: caxfacteres morfolégicos inusuales que no son serios ni
médica ni cosméticamente para el paciente. Incidencia ~ 4% (raza dependientes). Ej.: surco
simiano, pezon extra numerario, etc. y ¢) variantes normales: incidencia + 4%. Ej.: epicanto.

3.- Exdamenes de laboratorio

Laboratorio corriente. Orina, Rayos X, sangre, ecografia, scanner, resonancia magnética nuclear,
etc.

Dermatoglifos. Si bien no existen dermatoglifos patognomoénicos, pueden ayudar en algunos
diagnésticos. Se requiere conocer patrones normales chilenos.

Exdmenes Citogenéticos (cromosémicos)

Cromatina sexnal X (de Barr) e Y (cromatina Y): orienta a alteraciones en nimero y forma de
cromosomas sexuales. Sin embargo, dado que requiere confirmacién cromosdmica (cariotipo), en
muchos laboratorios este examen no se practica. La cromatina sexual X, corresponde a un
cromosoma X inactivo. Una mujer normal (XX) inactiva uno de sus dos cromosomas X, para
compensar dosis-génica en relacién al hombre normal que posee sélo un cromosoma X. La
inactivacion del cromosoma X ocurre al azar, tempranamente en el desarrollo embrionario y afecta
a la mayoria de los genes ubicados en el cromosoma X. En los nicleos de las células existiran
tantos corpusculos X, como cromosomas X-1, posea el individuo. La cromatina Y, corresponde a la
presencia de un cromosoma Y. Ambos examenes de cromatina se han utilizado para el diagnéstico
del SEX0 de fetos, " embriones y células sexuales.
Se solicita exdmenes de cromatina en casos de pacientes con Genitales externos ambiguos y
pacientes con signos de alteraciones genét:cas sexuales, tales como estigmas de Sindrome de
Turner, de Klinefelter, etc.

Cariotipo (0 Cariograma): Corresponde al estudio de todos los cromosomas. Los cromosomas
pueden obtenerse directamente de células en proliferacion (médula dsea, exudados tumorales, etc.)
o de cultivos celulares (linfocitos, amniocitos, fibroblastos, células tumorales, etc.). Actualmente
pueden tambi€n estudiarse los cromosomas directamente de espermios y 6vulos. Los cromosomas
obtenidos se bandean y tifien, se fotografian al microscopio y se ordenan en parejas de homdlogos
de acuerdo a pautas internacionales (cariotipo). Recientemente se han desarrollado técnicas
moleculares que permiten identificar a cada uno de los cromosomas humanos, con sondas
moleculares muy especificas. Una de estas técnicas mas utilizadas en diagnéstico genético prenatal
y preimplantacional, corresponde al FISH (Fluorescence In Situ Hybridization), que utiliza sondas
moleculares fluoréscentes para detectar cromosomas y sectores cromosémicos especificos. Esta
técnica incluso permite estudiar los Cromosomas en interfase.
El cariotipo esté indicado en pacientes con retardo mental con o sin anomalias congénitas
multiples; en padres de pacientes con rearreglos cromosomicos; en hijos de padres con rearreglos
balanceados; en parejas con 2 o mas abortos espontaneos o con abortos y recién nacidos muertos;
en parejas con infertilidad de etiologia desconocida; en pacientes con genitales ambiguos, con
amenorrea la o 2a de origen oscuro, en pacnentes con falla puberal y en pacientes con alteraciones
conductuales.

ExAmenes Bioquimicos

Screening metabdlico: orienta a errores innatos metabolismo o Enfermedades Metabélicas: tales
como Fenilcetonuria ¢ Hipotiroidismo congemto (Ambas condiciones de pesquisa obligatoria en
Chile). Ademas, otros tests orientan a Clstmunas Mucopolisacaridosis, Gangliosidosis,
Aminoacidopatias, etc.
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Determinaciones enzimiticas directas o de substratos o de productos (en sangre o tejidos).
Ejemplo: Hiperuricemia y cuantificacién de HGPRT en Sindrome de Lesch-Nyhan.

Estudios moleculares: secuenciacién de ADN, Southern blotting (DNA), ASO (Allele Specific
Oligonucleotides), Northern blotting (RNA), Western blotting (proteinas), Hibridizacion in situ,
PCR (Polymerase Chain Reaction), Multiplex PCR; RFLPs (Restriction Fragment Length
Polymorsphism); DNA fingerprints (huellas digitales del DNA); FISH (Fluorescence In situ
Hybridization).

Métodos de Genética de células somética (cultivos celulares): Determinacién de enzimas,
metabolitos, receptores, DNA, vias metabélicas en células cultivadas "in vitro", por ej.:
incorporacién de S04* en células de Mucopolisacaridosis, etc.

VI.- TRATAMIENTO Y PREVENCION DE ENFERMEDADES GENETICAS

VI.1.- Consejo Genético.

Muchas enfermedades genéticas tienen tratamiento. Sin embargo el Consejo
Genético, continia siendo la etapa mds importante en la prevencion primaria. La asesoria genética,
una vez validado el diagnostico, se refiere a la entrega, por parte de especialistas, de informacion
en cuanto a riesgos de recurrencia individvales y familiares, lo que incide en el prondstico
reproductivo a nivel individual y familiar.

VI.2.- Screening de afecciones genéticas. '

Es importante sefialar que existen métodos de screeningde afecciones genéticas: para identificar
algunas patologias especificas que requieren de tratamiento oportuno o consideraciones especiales
en cuanto a consejo genético. Entre estos métodos destacan: el screening de recién nacidos (por
ejemplo de Fenilcetonuria e Hipotiroidismo congénito), screening de poblaciones a riesgo (por
ejemplo la Enfermedad de Tay Sacks en judios), y el screening de portadores, Un caso especial de
screening corresponde al Diagndstico Prenatal Genético (mediante biopsia de vellosidades coriales;
amniocentesis.; "alfa-fetoproteina en sangre materna; ecografia, cordocentesis; células fetales en
sangre materna, fetoscopia, etc.), que corresponde a la deteccién durante el embarazo de alguna
patologia genética. Habitualmente su finalidad es ofrecer un aborto mal llamado "terapéutico” de
fetos afectados. Categdricamente se trata de un aborto eugenésico. Actualmente se dispone incluso
de métodos de Diagnédstico genético preimplantacional (analisis diagndstico de una o més células
embrionarias), que conileva a implantacién de embriones no afectados (Seleccién embrionaria).

VI1.3.- Tratamiento de afecciones genéticas

Una vez realizado el diagndstico en forma pre o postnatal, existen medidas terapéuticas que
mejoran la calidad de vida de los pacientes afectados.
Muchas enfermedades genéticas son tratables, mediante la aplicacién de medidas paliativas. Ej:
dietas de eliminacién: fenilalanina en Fenilcetonuria; suplementacién de cofactores: Factor VIII de
la coagulacién en Hemofilia; reemplazo de enzimas: glucocerebrosidasa en la Enf. de Gaucher;
transplante de drganos: Médula dsea en Talasemia; medidas quirlrgicas tales como correccitn:
Labio leporino, etc. -

También es posible realizar Terapia preventiva de patologia genética, como es el caso de la
escisién quirirgica del colon (colectomia) en Poliposis Familiar del Colon.

En la actualidad, ya se esté ensayando la Terapia Génica, para intentar curar algunas afecciones
genéticas. En terapia génica se trata de usar la tecnologia de! DNA recombinante (Ingenieria
Genética) para corregir un gen defectuoso, y ojald reemplazarlo por el gen normal, en forma
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permanente. De acuerdo al tipo de célula blanco, la Terapia Génica puede ser: 1) de tipo somitica,
que tiene validez para el individuo que recibe la terapia y para la que existe gran consenso en su
utilidad y 2) de tipo germinal, que no sélo modificaria tal informaci6n genética del individuo que la
recibe, sino que €l transmitiré esa modificacién a sus descendientes, con insospechadas
consecuencias, por lo que ella tiene grandes problemas éticos y es censurada por la inmensa
mayorfa de cientificos y médicos. '

Para que una enfermedad genética sea suscepiible de ser tratada mediante terapia génica somatica,
se requiere conocer ¢l gen defectoso que la produce y habitualmente se requiere contar con un
modelo celular in vitro de la afeccién: 1) el gen debe ser transferido a las células blanco (en las que
se expresa el defecto) y permanecer en ellas. La transferencia (o transfeccion) puede ser realizada
por una serie de métodos, tales como electroporacién, liposomas, microinyeccién, virus (vectores
bioldgicos, ej: retroviruses, adenoviruses, etc). Cuando se transfiere el gen a células blanco
obtenidas del propio paciente y luego de modificarse genéticamente son regresadas a él, se habla de
terapia génica "ex vivo", en contraste a la terapia "in vivo", que consiste en transferir los genes
directamente al paciente; 2) el gen debe funcionar adecuadamente en el genoma de la célula
huésped y 3) la presencia del gen no debe ser "dafiina”.

Actualmente ya se estén llevando a cabo varios intentos de terapia genética humana clinicamente
controlados. Entre ellos destaca, el caso de la Inmunodeficiencia Severa Combinada ("nifios en
burbujas"), que clinicamente se traduce en frecuentes y graves episodios de cuadros infecciosos,
debido a la falla de los mecanismos inmunoldgicos de defensa frente a las infecciones . Esta
afeccion genética puede deberse a fallas en el gen que codifica para la enzima De aminasa de
adenosina (ADA). En este caso, la terapia genética consiste en la transformacion in vitro de células
de la médula dsea (que poseen el gen ADA alterado) con el gen normal'de la enzima ADA y luego
reincorporar estas células al paciente. Los resultados hasta la fecha son alentadores.
Desafortunadamente, a fines de 2000, se produjo la primera muerte de un paciente tratado por
terapia génica (por una reaccion adversa al vector viral utilizado), por lo que los protocolos
médicos estan siendo reevaluados.

VII.- MANIPULACION DE EMBRIONES ﬁUMANOS

Como consecuencia del desarrollo :de las técnicas de Fertilizacién in vitro (FIV),
actualmente es posible la manipulacién de los embriones humanos, con fines diagnésticos. Hoy en
dia es posible el diagndstico genético preimplantacional. No sélo es factible determinar el sexo del
embridn fertilizado in vitro ("sexaje de embriones”) y antes de ser implantado, sino que tambi¢n se
han desarroliado sofisticadas técnicas de diagndstico molecular, incluso a nivel de desarrollo
embrionario tan temprano como es el caso del estado de dos células (blastémeros). Actualmente se
dispone de microchips de ADN (contenidos en un portaobjetos donde se puede aplicar ADN
aislado de una sola célula embrionaria y diagnosticar la presencia de sobre 10.000 mutaciones.
Ello con el fin de pesquisar enfermedades genéticas y realizar asi implantacién de sélo aquellos
embriones sanos("seleccion embrionaria”). A fines del afioc 2000, Inglaterra aprobé la utilizacion
de embriones para obtener células troncales (stems) obtenidas de .embriones al estado de
blastocisto, para diferenciarlas in vitro y producir células diferenciadas a voluntad (neuronas,
cardiocitos, etc). Ello enmarcado en la legislacion inglesa que sélo considera seres humanos a los
embriones cuando ellos desarrollan su sistema nervioso (dia 14 del desarrollo embrionario). Mas
abn, se sugiere utilizar embriones congelados sobrantes de la FIV (embriones huérfanos) para este
tipo de manipulacioén. Definitivamente, se trata de una medida éticamente reprobable, puesto que
involucra la destruccion de seres humanos al estado embrionario.

Rt
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VIIL- CLONACION

En Febrero de 1997, el Dr. Ian Willmut y su grupo de investigacién en Gran Bretafia, logré
producir el primer mamifero clonado a partir de una célula de un tejido adulto diferenciado: se trata
de la oveja Dolly. Para su produccién Willmut obtuvo células de la glindula mamaria de una oveja
las que puso a cultivar en el laboratorio. De otra oveja obtuvo 6vulos a los que les retiré
quirirgicamente sus nicleos, y luego fusiond estos dvulos sin nicleos con las células mamarias.
Estas que contienen todos los cromosomas (y genes) de la oveja, aportaron el material genético
para que los 6vulos sin niicleos se desarrollaran en embriones. Los embriones cuyo desarrollo
embrionario comenzd en el laboratorio, se implantaron en ovejas-madres hospederas y de mas de
doscientos experimentos realizados, nacié finalmente Dolly que corresponde a un clon de la oveja
dadora de las células mamarias. Se trata de un clon, dado que se ha obtenido un ser vivo que es una
réplica de otro adulto, sin que medie reproduccién sexual. Luego, se obtuvo una oveja clonada,
llamada POLLY, que posee un gen humano. Y mas recientemente, se logré clonar a ratones. Esta
metodologia no es posible de aplicar al hombre en la actualidad, ya que existen limitaciones éticas
y técnicas. Sin embargo, informaciones de prensa indican que una investigadora china habria
realizado el protocolo de Dolly, utilizando niicleos de linfocitos humanos y los clones producidos
estarian congelados en estado embrionario.

Por ofra parte, es necesario notar que actualmente es posible realizar otra metodologia de
clonaci6n, llamada mellizaje (“twinning™). Ella consiste en separar las dos células que se producen
luego de la primera division del cigoto (blastémeros) y permitir el desarrollo de cada una de ellas
por separado. Ello fue logrado con embriones humanos anormales por cientificos dela U. De
Washington, USA en 1993. Esta técnica intenta reproducir lo que espontdneamente sucede en la
naturaleza con el caso de los mellizos monocigéticos. Mas atin, hoy existen monos vivos que se
obtuvieron mediante esta metodologia, es decir clones de monos obtenidos por mellizaje. Lo
perturbador de esta situacién es que s6lo se dio a conocer inmediatamente después de la revelacién
de Dolly, siendo que la experimentacion que llevo a producir estos monos tuvo que realizarse desde
hace un par de afios, sin que se conociese su existencia. Estos resultados demuestran la factibilidad
técnica para la realizacién de este tipo de clonacién en seres humanos. Afortunadamente, la
clonacién humana ha recibido uvn undnime rechazo por parte de toda la sociedad,
fundamentalmente por razones éticas. Sin embargo, a fines de 1998, un cientifico coreano reporté
la clonacién de embriones humanos, los que habria congelado. Finalmente, dos especialistas en
reproduccién, los Dres. Savos (USA) y Antinori (Italia) en Febrero del 2001, han manifestado
publicamente su intencién de clonar seres humanos mediante la metodologia de Dolly, con fines
reproductivos, para parejas infértiles.

Es de esperar que ¢! hombre aplique sabiamente los grandes conocimientos biolégicos que
ha logrado obtener recientemente, para intentar mejorar la calidad de vida de aquellos seres
humanos afectados por enfermedades genéticas discapacitantes.

IX.- RESUMEN Y CONCLUSION

El estudio clinico de un nifio posiblemente afectado por una Enfermedad genética requiere
de una gran experiencia y mucha prudencia para proponer una hipétesis diagnéstica. De ella
dependeran el pronéstlco del nifio y el consejo genutnco adecuado a los padres. Un error puede
tener graves consecuencias.
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Actualmente los genetistas clinicos experimentados conocen bien alrededor de unos 200
sindromes dismdérficos, los mas frecuentes, lo que representa solamente un pequefia parte (5% ) de
lo descrito en la literatura intemacional. Esta ultima sigue enriqueciéndose continuamente. Esto
hace indispensable consultar permanentemente las bases de datos correspondientes, sin olvidar Ja
importancia de una buena base clinica. Aiin asi, actualmente, los mejores equipos especializados en
dismorfologias estiman poder llegara un diagnéstico sindrémico certero, en el mejor de los casos,
solamente, en el 50% de los pacientes. Por lo tanto se recomienda ser prudente y no pretender hacer
un diagnéstico a toda costa. Ademis debe mantenerse a los padres bien informados. Finalmente,
tras Ja evolucion del morfotipo con la edad junto con los ripidos ingresos de los conocimientos en
genética, se aconseja seguir controlando periédicamente el nifio sin diagndstico certero con un
equipo multidisciplinario

X.- BIBLIOGRAFIA
1-TEXTOS

Santos, MJ & Morizon, G. Cap. 14: Enfermedades genéticas en el RN:
enfoque clinico” En: Tapia, JL y P. Ventura, Eds. Manual de Neonatologia. 2a Ed. (Ed.
Mediterrdneo) 2000; 113- 120,

Santos, M. "Apuntes de Genética General, Humana y Médica". Editado por la
Fac. Ciencias Bioldgicas, P. Universidad Cat6lica de Chile, 1994,

Nelson et al. (eds) "Pediatria”, Parte IX: Genética Humana. Ed. 1997, pp. 375-
410,

Fauci et al. (eds) "Harrison's Principles of Internal Medicine", Section:
"Genetics and Disease". 14th Ed., 1998, pag. 365-409.

Gelehrter, T.D. & F.S. Collins: "Principles of Medical Genetics". Williams &
Wilkins, 2nd. Ed, 1998, :

Scriver, C. R,, Beaudet, A.L., Sly, W. S. & D. Valle. "The Metabolic Basis of
Inherited Diseases” McGraw-Hill Book Co., 7 th Ed., 1994.

o
ey

2.- ATLAS

Jones, K.L.J. "Smith’s Recognizable patterns of Human Malformations” (W.B.
Saunders Co.), Philadelphia, USA, 5th. Ed. 1997.

Buyse, M.L. (Ed) "Birth Defects Encyclopedia”. 2nd. Ed. Blackwell Sci. Pub.
1990.

Bergsma, D. "Birth Defects Compendium" Alan R. Liss, Inc. 2nd Ed., 1979.

Grouchy, J. et C. Turleau "Atlas des Maladies Chomosomiques” Expansion
scientifique Francaise, 2nd. Ed., 1982

3.- BASES DE DATOS



o

Yo M
Pl

15

"London Dysmorphology Database" (Oxford Medical Databases). Oxford
University Press, 1994,

Shinzel, A. (ed) "Human Cytogenetics Database” (Oxford Medical Databases).
Oxford University Press, 1994,

4.- DIRECCIONES DE INTERNET

OMIM (On line Mendelian Inheritance in Man)
hitp:/f -ncbi.nim.nih. gov/Omi

Human Genome project Inforwnation

htp://www.ornl. gov/hgmis/home.ht ml



CLONACION HUMANA

473

Dr. Manuel J. Santos A.

Médico Genetista y Doctor en Ciencias. Facultad de Ciencias Bioldgicas y Medicina,

INTRODUCCION

El 12 de Marzo del 2004, atravésdela
revista Science, se dio a conocer un hallazgo
que no solo ha impactado profundamente el
ambiente cientifico, sino que a la sociedad
entera. Se trata del reporte de Ja clonacién del
primer ser humano (al estado embrionario),
por parte de un grupo de investigadores
coreanos (Hwang et al., 2004). Sin duda, se
trata de un acontecimiento cientifico
importante. Sin embargo, su mayor impacto
es definitivamente a nivel bioético.

De acuerdo a la Real Academia de la
Lengua Espafiola, la definicién de clonacién
corresponde a un conjunto de células u
organismos genéticamente idénticos, origi-
nados por reproduccion asexual a partir de una
unica célula u organismo o por divisién
artificial de estados embrionarios iniciales
(Figura 1). Si bien la clonacion corresponde
a una estrategia reproductiva utilizada por
varios seres vivos inferiores (bacterias,
protozoos, organismos unicelulares), en los
seres vivos superiores (animales y plantas) es
un evento infrecuente. Sin embargo,
sorprendentemente, entre los animales, un tipo
particular de clonacién ocurre en forma espontinea
en los seres humanos {(en el caso de los mellizos
monocigdticos).

La cabal comprensién del fenémeno de la
clonacién de seres humanos requiere revisar los
conceptos mas fundamentales de la genética humana.

GENOMA HUMANO
Las caracteristicas observables de un individuo

(fenotipo) estdn determinadas por los genes y el
ambiente. El conjunto de genes de un individuo

Pontificia Universidad Catélica de Chile.

Figura 1. Clonacién Humana.

corresponde al genotipo. La totalidad de la informacion
genética es lo que se llama genoma.

Los genes —unidades de herencia—residen en los
cromosomas (Figura 2). La informacién genética se
encuentra codificada en pequefios trozos de la molécula

" de ADN. El ADN (4cido desoximibonucleico) es una

molécuta semejante a una escalera doblada en forma de
hélice. Los “largeros” de la escalera estan formados por
moléculas de azicar unidas a fosfato y los “peldafios™
estdn formados por moléculas denominadas bases

L
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Figura 2, Niveles de organizacidn de los seres humanos.

nitrogenadas (o “letras”™). Existen 4 bases nitrogenadas
en el ADN: A (adenina); G (guanosina); T (timina) y C
(citosina). Siempre A se une con T y G con C, por tanto
existen sélo dos tipos de peldafios: A-T y G-C. Toda la
informaci6n genética reside en la ordenacién particu‘lar
{0 “‘secuencia”) de estas 4 letras. Los genes corresponden
a segmentos de esta molécula de ADN, con una funcién
particular y caracterizados por una secuencia especifica
de miles de estas 4 letras (los genes humanos contienen
desde 1.500 hasta 2.000.000 de bases nitrogenadas).
Generalmente, un gen corresponde a una secuencia que
determina una funcién especifica, como por ejemplo, la
formacién de una proteina que cumpia un rol especifico
en las complejas vias metabdlicas que presentan las
diferentes células de nuestro organismo. '
Las células humanas contienen aproxunadamente
11/2 mt de ADN, que esta dividido en 46 segmentos
que a su vez, constituyen los 46 cromosomas. Cac‘;ia
cromosoma esti formado por una molécula de ADN.
En los 22 pares de cromosomas autosémicos humarnos
y en el par sexual X e Y, existen aproximadamente
30.000 genes. El llamado «Proyecto del Genoma
Humano (PGH)» es un proyecto de investigacion

billonario cuyo propésito es conocer la secuencia de todo.

¢l ADN humano (que contiene alrededor de 3.2 billones
de bases nitrogenadas), conocer los ~30.000 genes
normales y conocer genes involucrados en
enfermedades, entre los que destacan los genes
relacionados con céncer, por ejemplo, cancer de mama
(http://www.oml.gov/hgmis’home.html). :
Actualmente, en el 2004, ya se¢ conoce fa
secuencia completa del genoma humano, alrededor de
22.000 genes normales y miles de genes involucrados
en enfermedades (Bentley D, 2004). También cxiste

ADN en el citoplasma celular. Se trata del genoma
mitocondrial que contiene alrededor de 16600 bases
nitrogenadas {de secuencia conocida) y 37 genes
(conocidos) involucrados con la funcion energética
mitocondnial.

_ Con todo el revuelo que ha provocado el PGH,
existe el peligro de considerar que todas las
caracteristicas biglogicas de un ser humano radican
en sus genes (reduccionismo genético). Sin
embargo, conviene seifalar que los genes necesitan
interactuar entre si y con el ambiente para desarrollar
su potencialidad. El caso de los genes que
determinan el grupo sanguineo ABO (localizados
en el cromosoma 9), representa un buen e_]emplo de
esta situacidn. Las personas que presentan el grupo
sanguineo A, poseen ¢l gen IA que tiene un efecto
fenotipico dominante. Sin embargo, existen personas
que a pesar de poseer el gen dominante IA no
presentan el grupo sanguineo A. Ello puede ser
debido a que estas personas poseen otro gen, llamado
H (localizado en otro sitio del genoma), que al
interactuar con ¢l gen IA a nivel de la ruta metabélica
especifica, impide que aquél ejerza su efecto
(resultando en un fenotipo distinto, en este caso
grupo sanguineo O). Esta situacion denominada
interaccion génica epistatica, demuestra que no basta
con poseer un determinado gen para que éste
necesariamente se exprese en el fenotipo. Por otra
parte, existen condiciones ambientales que inciden
en que un determinado gen s¢ exprese o no. Por
ejemplo, la focomelia (ausencia de extremidades)
que puede ser producto de «genes de focomelian,
también puede producirse por causas ambientales
(en individuos que no poseen los «genes de

ey
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focomelian, tal como ocurre en hijos de madres que
ingieren talidomida durante el embarazo y que
remeda el efecto de genes de focomelia). Estos
ejemplos muestran la importancia de la llamada
Ecuacién fundamental de la Genética:

GENOTIPO + AMBIENTE ———> FENOTIPO

Es decir, todo fenotipo es el resultado de un
genotipo que se expresa en un determinado ambiente
y de las interacciones entre ellos (Figura 3). En otras
palabras, no basta el genoma para producir las
caracteristicas bioldgicas normales y patoldgicas de
los seres humanos.

El Proyecto del Genoma Humano tiene un
profundo impacto a nivel ético, legal y social (ELSI),
por lo que un monto significativo de sus fondos estd
dedicado a analizar estas implicancias. Entre ellas,
conviene sefialar: el acceso a la informacién de las
caracteristicas genéticas de las personas por parte de las
aseguradoras de salud y empleadores, las consecuencias
del conocimiento del estade de portador de una
enfermedad genética que se desarroliara en el futuro, el
debate de ideas eugenésicas y racistas, etc. Un ejemplo
emblematico corresponde al gen que da susceptibilidad
a cancer de mama en las mujeres (oncogen BRACA):
si una mujer se realiza el test para este gen, ;las Isapres
y los empleadores tienen derecho a conocer esta
informacion antes de asegurar o emplear?

Inicio del desarrollo del embrién humano

El desarrollo de un ser humano comienza en
el momento de la fecundacién (Pearson, 2002). E!

Figura 3. Niveles de interaccidn de genes y el ambiente.
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genoma humano se establece en este momento. Todas
las células de un ser humano adulto provienen de una
séla.célula original, que se denomina cigoto y que es
el resultado de la fecundacién de un évulo por un
espermatozoide. El évulo contiene en su nicleo 23
cromosomas maternos y el espermatozoide en su
nicleo los 23 cromosomas paternos. El cigoto,
conteniendo un genoma propio distribuido en los 46
cromosomas, por divisiones sucesivas y diferen-
ciacion formara cada una de las células presentes en
el embrion, feto, recién nacido, nifio y adulto. El
cigeto es diferente a cualquier otra célula del
organismo humano. Para el cientifico, no hay duda
que el cigoto tiene una estructura genética nueva,
distinta a 1a del 6vulo y del espermatozoide, distinta
a la de los padres. Con ella se inicia la primera etapa
del desarrollo de un nuevo organismo humano, Es
un desarrollo continuo y previsible que llegara hasta
la formacidn completa det organismo, Este desarrollo
es dirigido ya en sus inicios desde el interior del
cigoto. No es controlado desde afuera por la madre,
sino-que esta determinado ya desde sus inicios por
un nuevo cédigo genético inscrito en el cigoto desde
el momento de la fecundacidn y activo desde los
primeros momentos. Se trata de un nuevo cddigo
genético diferente al del padre y de la madre, es decir
una combinacién genética con un programa
cualitativamente nuevo de instrucciones. Es un nuevo
genoma cuya estructura fundamental se mantendra a
lo largo de tode el desarrollo, que identifica al
embrion unicelular como biol6égicamente humano y
especifica su individualidad.

" La Biologia Celular, la Embriologia y la
Genética actual, nos informan que luego de fusionarse
las membranas del espermatozoide con la del dvulo,
comienza una serie de eventos bioldgicos que
desencadenan el desarrollo embrionario y que
comienza con una serie de interacciones entre el 6vulo
y el material del espermatozoide, que ingresa al
citoplasma materno. Entre estas interacciones
conviene sefialar a las aportadas por e] proteoma
(conjunto de proteinas celular) matemo y su efecto
sobre las estructuras derivadas del espermatozoide.
Entre los primeros eventos bioquimicos relacionados
temporalmente con la fecundacidn, destacan: un gran
flujo de iones hacia el 6vulo (especialmente de Ca+2),
cambios en la carga eléctrica de la membrana del

" dvulo, cambios morfolégicos del nicleo paterno

(desintegracion de la envoltura nuclear, decon-
desacion de la cromatina), el intercambio de proteinas
presentes en el ADN del niicleo paterno (protaminas)
por histonas presentes en el citoplasma del évulo, la
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sintesis de ADN en cada pronticleo matemo y paterno
por separado (sin ocurrencia de singamia) (Plachot
M, 2000). Mids aln, genes del genoma del embrién
pueden comenzar a expresarse a tan s6lo pocas horas
de la fecundacion (Ao et al, 1994). Todas estas
evidencias cientificas confirman que en el momento
de la fecundacion se inicia el funcionamiento de un
organismo humano (Pearson H. 2002).
Posteriormente, alrededor de 30 horas
posfecundacidn, ocurre la primera divisién del cigoto
que genera los dos primeras células que se denominan
blastomeros, cada una con 46 cromosomas (Figura
4). Cada blastomero tiene la potencialidad de originar
un ser humano completo, como lo demuestra la
ocurrencia de mellizps monocigoticos (“gemelos
idénticos™). Luego, cada blastémero se divide
mitdticamente de dos en dos. En el estado de 4 u'8
celulas, el genoma del embrién comienza a expresarse
mds masivamente, Al cabo de 3 dias, el embrién esta
lleno de células (blastémeros) y serneja una mora
(morula). Al cuarto dia, el embridn crece y se produce
una cavidad generando un biastocisto. En el
blastocisto aparecen territorios celulares
comprometidos con funciones especificas. La masa
celular interna del blastocisto posee las células
troncales (“‘células madre”o stem) que son células
pluripotenciales encargadas de producir cada una de
las células de los diferentes tejidos propios del
digmbridn humano. Al 7° dia posfecundacién, el
embrién llega al ttero donde se implanta (anida) y
comienza la produccion de hormonas, que detectadas
en tests de laboratorio, permiten detectar clinicamente
la presencia de embarazo. En ello se sustenta la
definicién de embarazo segiin la Organizacion
Mundial de la Salud. Es importante destacar que la

Figura 4, Esquema del desarrollo embrionario de los
seres humanos. a. Cigoto (huevo fertitizado). b. Esta-
do de dos células (1172 dias). c¢. Estado de ocho células
(21/2 dias). d. Estado de mérula (3 dias). e. Estado de
blastocito (4-5 dias).
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mujer ha estado embarazada con un embrién en
desarrollo durante 7 dias, sin saberlo. En el desarrollo
embrionario posterior una fecha importante ¢s ¢l dia
14, cuando comienza a manifestarse el sistema
nervioso central y el dia 16, que corresponde a la

‘gastrulacién.

A pesar de que las ciencias biolégicas muestran
que indiscutiblemente el desarrollo de un nuevo ser
humano comicnza con la fecundacién (Pearson H,
2002), vartos paises han cuestionado que la vida del
embridn sea la de un nuevo ser humano o si seria o
no merecedor de respeto en esta condiciones. Otros
paises han ido mas alld e incluso afirman que el
respeto a un ser humano esta condicionado a su estado
de desarrollo o a su capacidad de expresar sus
potencialidades completamente. Por ejemplo,

legalmente en Inglaterra, se considera que la

naturaleza humana del embridn se adquicre a los 14
dias de desarrollo, puesto que en este dia comienza a
manifestarse el sistema nervioso del embrién. Por
ello, en Inglaterra, el embrién humano sélo es sujeto
gue merece respeto desde el dia 14. Antes de ese dia,
¢l embrién ¢s un "objeto” o "cosa" (llamada
"preembrioén") y por lo tanto sujeta a manipulacion.
Etlo, sustenta la clonacion terapéutica que acaba de
aprobarse en Inglaterra (ver mas adelante). La
naturaleza humana ne puede reducirse a un érgano
especifico (cercbro).

En el 2003, Smith B y B. Brogaard, sosticnen
que !a naturaleza humana del embrién comienza en
el dia 16, cuando ocurre la gastrulacién. No cabe duda
que el embridn se anida en el dia 7°, manifiesta su
sistema nervioso en el dia 14° y que sufre gastrulacién
en el dia 16, como consecuencia de una secuencia
ordenada y sucesiva de eventos biologicos que se
iniciaron en €l momento de Ia fecundacion. Por ello,
estos limites son definitivamente arbitrarios.

CLONACION ARTIFICIAL EN ANIMALES

Artificialmente, la clonacion ha sigo posible
de lograr con mayor facilidad en las plantas. De
hecho, los primeros intentos de clonacién artificial
en plantas ya se encuentran en crénicas de los
antiguos griegos. En los animales la clonacidn
artificial ha sido técnicamente muy laboriosa y

dificil. Los primeros intentos exitosos fueron™"

realizados por el Dr. J. B. Gurdon en la década del
60 en anfibios (Gurdon JB, 1974). A partir de
nucleos de células epiteliales intestinales de ranas
adultas (células diferenciadas), transferidos a oocitos
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de rana a los cuales se les habia removido sus
nicleos, Gurdon y sus colaboradores lograron
obtener en algunos casos desarrollo de renacuajos y
ranas adultas. Estos experimentos lograron
demostrar que durante la diferenciacién celular se
conserva la totalidad del material genético. En la
célula diferenciada del epitelio intestinal se expresan
los genes comunes a todas las células y aquellos
especificos intestinales (y no se expresan los genes
especificos de otros tejidos, como por ejemplo,
muscular), Pero en estas células intestinales
diferenciadas se encuentra todo el genoma, que
existia en el cigoto inicial.

También estos experimentos muestran que
es posible reprogramar la informacién genética
nuclear. Esto significa, que ¢l citoplasma del oocito
contiene seflales capaces de ordenar al genoma
nuclear que comience a expresarse en forma
coordinada y arménica de modo similar a lo que
ocure en la diferenciacidn celular del desarrollo
embrionario normal,

En Febrero de 1997, el Dr. Ian Willmut y su
grupo de investigacién en Gran Bretaila, logré
producir el primer mamifero clonado a partir de una
célula de un tejido adulto diferenciado: se trata de la
oveja Dolly (Willmut et al, 1997). Para su produccién
Willmut obtuvo células de Ia gldndula mamaria de
una oveja las que puso a cultivar en el laboratorio.
De otra oveja obtuvo oocitos a los que les retird
quirirgicamente sus niicleos, y luego fusiond estos
oocitos sin nicleos con las células mamarias, que se
encontraban en reposo proliferativo (G0). Estas que
contienen todos los cromosomas (y genes) de la oveja,
aportaron ¢l material genético para que los oocitos
sin niicleos se constituyeran en cigotos y luego se
desarrollaran en embriones. Los embriones cuyo
desarrollo comenzd en el laboratorio, se implantaron
en ovejas-madres hospederas y de mas de doscientos
experimentos realizados (277), nacid finalmente
Dolly que corresponde a un clon de la oveja dadora
de las células mamarias (Figura 5). Se trata de un
clon, dado que se ha obtenido un ser vivo que es una
réplica de otro adulto, sin que medi& reproduccién
sexual. No se trata de un clon “perfecto™ dado que
Dolly posee genes mitocondriales correspondientes
a aquellos presentes en el oocito utilizado en la
clonacién. Dolly fue un oveja fértil, sin embargo,
debido a un envejecimiento prematuro debié ser
sacrificada precozmente.

Luego de Dolly, se produjo otra oveja clonada,
llamada POLLY, que adicionalmente poseia un gen
humano. Y, més recientemente, se ha logrado clonar
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una serie de animales, tales como ratones, monos,
0sos pandas, etc, de modo que se ha generado un
verdadero “zoo clénico™. Es interesante mencionar
que los monos clonados que existen se obtuvieron
mediante una técnica diferente a la utilizado en caso
de Dolly. Esta diferente metodologia se basa en que
hoy es posible separar las dos células que se producen
tuego de la primera divisién del cigoto (blastémeros)
y permitir el desarrollo de cada una de ellas por
separado (técnica de "mellizaje" o twinning). El Dr.
Wollff de Oregon, USA, cloné monos mediante esta
metodologia, es decir clones de monos obtenidos por
mellizaje de embriones de 2 hasta 8 células. Lo
perturbador de esta situacion es que ella sélose did a
conocer inmediatamente después de la revelacién de
Dolly, siendo que la experimentacion que llevd a
producir estos monos debid realizarse desde hace un
par de aflos, sin que se conociese su existencia,

38 = ¥ B =

Figura 5. Procedimiento de la clonacién de la oveja Dolly.

CLONACION HUMANA

~ Cdmo se menciond anteriormente, €l fenémeno
de clonacién natural ocurre espontianeamente en los
seres humanos como es el caso de los mellizos
monocigdticos (“gemelos idénticos™). El mecanismo
que origina la separacién de los dos primeros
blastémeros a partir de un mismo cigoto y que
desencadena el desarrollo embrionario de cada
blastébmero por separado, generando dos seres
humanos, es descorocido (Scott et al, 2002). Los
mellizos monocigdticos corresponden genuinamente
a clones, dado que comparten la totalidad del genoma

" (nuclear y mitocondrial). Sin embargo, ellos no

corresponden a "meras fotocopias". Si bien son
genéticamente idénticos, pueden ser fenotipicamente
distintos, en cuanto a caracteristicas normales (peso,
estatura, coeficiente intelectual, etc), como
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patologicas (diabetes, hipertension, etc). La ecuacidn
fundamental de la Genética (Fenotipo= genotipo -+
ambiente) nos permite explicar estas semejanzas 'y
difcrencias. -
La primera técnica utilizada para intentar
clonar seres humanos consistid en imitar lo que
sucede con el caso de los mellizos monocigdticos.

a) clonacién humana mediante mellizaje

La técnica llamada mellizaje (twinning),
consiste cn separar las dos células que s¢ producen
luego de la primera divisidn del cigoto (blastomeros)
y permitir el desarrollo de cada una de ellas por
separado. Ello fue logrado con embriones humanos
anormales por cientificos de la Universidad de
Washington, USA, liderados por ¢l obstetra, Dr. R,
Stillman, en 1993. Estos investigadores realizaron la
separacién de blastomeros a partir de cigotos
triploides obtenidos por fertilizacién in vitro,
logrando obtener desarrollo embrionario hasta
radrulas (Figura 6) (Kolata, G, 1994). Posteriormente,
a fines de 1998, un investigador coreano, el Dr. Lee
Bo Yon, del Hospital de la Universidad de Kyonghee
de Seul, realizé mellizaje en cigotos humanos
normales obtenidos por FIV, y se vio obligado a
congelar los embriones obtenidos (mérulas) por la
presién de la prensa internacional, Desafortu-
nadamente, s6lo existen testimonios de prensa de .
estos dos experimentos de clonacion (New York
Times, 1994 y El Mercurio, 1998). El escenario mds
probable de lo que bubiese sucedido si estos
embriones clonados se hubiesen implantado es que
ellos hubieran originado mellizos. Esta suposicion
se basa cn la experiencia comprobada en monos, por

Figura 6, Clonacion humana por mellizaje.
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el Dr. Wolf, quien logré obtener monos clonados a
partir de blastébmeros provenicntes de embriones de
dos hasta ocho células.

b) Clonacién humans mediante transferencia
nuclear de eélulas somaticas

A partir de Febrero del 2001, dos médicos
especialistas en reproduccion, los Drs. Savos
{EE.UU.} v Antinori (Italia), han manifestado
publicamente su intencidn de clonar seres humanas
mediante transferencia nuclear, siguiendo la
metodologia de Dolly, con fines reproductivos, para
parejas infértiles. Para ello, han sostenido en la prensa
su protocofo de clonacton (Figura 7).

Figura 7. Estrategia de la clopacidn humana por transfe-
rencia nuclear.

A diferencia de lo acurrido con los Drs. Savos
y Antinori, que han sostenido sus resultados a través
de la prensa, un grupo de cientificos coreanos de la
Universidad Nacional de Seul, Corea, liderado por
¢l Dr. W.8 Hwang, lograron obtener embriones
humanos clonados mediante transferencia nuclear de
célulags somaticas (Hwang et al, 2004). Para ello,
utilizaron cientos de oocitos de 16 mujeres
voluntarias, a los que les retiraron sus nicleos y les
transfiricron los ntcleos de células somaticas del
cimuio o6foro obtenido de las mismas mujeres. Se
realizaron mds de 242 experimentos y sélo se lograron
obtener 30 embriones al estado de blastoeisto. De 20
de estos blastocistos se removieron quirirgicamente
las células troneales, logrando cultivarlas en forma
estable en el laboratorio por muchas generaciones
(Lanza & Rosenthal, 2004). Con ello, se mosiré la
factibilidad técnica de experimentos que previamente
habian sido realizado con éxito en ratones.
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Finalidad de la clonacién humana
Se ha planteado la clonacién humana
esencialmente con dos fines: reproductivos y
terapéuticos.
La clonacién con fines reproductivos
Corresponde a una forma adicional de las
técnicas de reproduccion asistida y estaria dirigida a
parejas infértiles, incluidas parejas homosexuales.
Los Dres. Savos y Antinori son los obstetras que
publicamente sustentan esta aproximacién.

La clonacién con fines terapéuticos

Intenta generar células troncales (stem)
clonadas que sirvan para obtener células
diferenciadas, que a su vez, permitan reemplazar
células dafiadas en variadas patologias, tales como
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
Diabetes, Infartos cardiacos, etc. (Lanza & Rosenthal,
2004). En estas patologias existe muerte de grupos
celulares especificos, de modo que su tratamiento
etioldgico mds apropiado corresponde al reemplazo
de las c€lulas muertas por células vivas. Para ello, se
recurre a c€lulas troncales obtenidas de embriones o
de tejidos adultos para diferenciarlas a células
especificas. En el caso de los embriones humanos,
las eélulas troncales aparecen en el estado de
blastocisto (4-5to dia de desarrollo embrionario). La
extraccidén de estas céludas con la consiguiente
destruccidn de los embriones, permite cultivarlas y
lograr su diferenciacién celular en el laboratorio,
siendo posible obtener neuronas, cardiocitos,
miocitos, etc. (Lanza & Rosenthal, 2004) (Figura 8).
En el caso especifico de la clonacién humana con
fines terapéuticos, la idea es utilizar oocitos alos que
se les debe eliminar su micleo, transferir el nticleo de
células somiticas de la persona que se intenta clonar
¢ inducir el desarrollo embrionario hasta que
aparezcan las células troncales. Esta estrategia
experimental fue recientemente realizada con éxito
por un grupo de investigadores coreanos (Hwang et
al., 2004). Asi se obtienen células troncales con un
genoma nuclear idéntico al paciente que se someter
a terapia celular y asi evitar rechazo inmunoldgico.

Consideraciones bioéticas
El siglo 21 arremete con un magnifico
desarrollo cientifico y tecnologico, que promete que
“*“todo” serd posible (Huxley, 1930). La clonacién
humana es un claro ejemplo de esta tendencia.
En la actualidad desde el punto &e vista técnico
la clonacidén humana es altamente ineficiente: en los
experimentos de los coreanos, se realizaron més de
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Figura 8. Diferenciacion a partir de células troncales
embrionarias.

240 experimentos y solo se obtuvieron 30 embriones.
Las razones de esta ineficiencia técnicas son
desconocidas. Pero las cuestiones técnicas sin duda
mejorardn. Sin embargo, las cuestiones €ticas més
fundamentales se hacen cada vez mds patentes.
Aquello que [a tecnologia ofrece, ;es éticamente licito
realizarlo?

Nuestra sociedad tendrd que acostumbrarse a

_debatir este tipo de temas desde una perspectiva

pluralista y sin temor al debate de las ideas.

La clonacién humnana ha recibido undnime
rechazo por parte de toda la sociedad, funda-
mentalmente por razones bioéticas. De hecho en
1997, ]a UNESCO en su “Declaracion sobre Genoma
y Derechos Humanos™ sostiene en el articulo 11, que
“no deben permitirse practicas que sean contrarias a
la dignidad humana, como la’clonacién con fines
reproductivos en seres humanos”

La clonacidn de un ser humano es éticamente
reprobable por varias razones, independientes de {os
fines. Uno de los reparos més importantes es que la
clonacién viola la dignidad de la persona humana. Y
la dignidad humana es un valor fundamental que
atraviesa transversalmente posiciones religiosas y
sociedades, como queda de manifiesto en la

" Declaracién de la UNESCO de 1997 y 2005. La

dignidad humana en la clonacién se viola al convertir
al clon en un producto generado por la tecnologia, en
contraposicién a la categoria de don o “regalo”
cuando se genera un ser humano por la via natural.
La clonacién viola los derechos de individualidad y
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autonomia de las personas al imponérsele al clon un
patrimonio genético y utiliza a los seres humanos
como medios y no como fines (Savulescu, 1999,
Reflexions on cloning, 1999).

Desde la perspectiva bioldgica, la clonacién
humana atenta contra la variabilidad genética que
ocurre como consecuencia de la reproduccién sexual
y que representa la fuente de variacion que traducida
en caracteres fenotipicos se ofrece a la seleccién
natural que permite los cambios evolutivos.

Si bien afortunadamente la clonacién humana
con fines reproductivos es rechazada en forma casi
unanime, aquella con fines terapéuticos cada vez tiene
mas adeptos. La llamada “clonacién terapéutica”
emerge como la estrategia de tratamiento etiolégico
para variadas afecciones comunes, desde Ia
Enfermedad de Alzheimer, Ia Enfermedad de
Parkinson, pasando por la Diabetes hasta llegar a
infartos cardiacos, entre muchas otras afecciones.

Desde el punto de vista bioético, la clonacién
terapéutica no puede justificarse. Por muy loable
que sea el fin (terapia), los medios no la justifican.
Los seres humanos inician su desarrollo desde el
momento de la fecundacién, por ello los embriones
ya son seres humanos en desarrollo (y no en
potencia). Por ello no es justificable la produccion
de seres humanos mediante clonacién para
posteriormente destruirlos en su desarrollo para
obtener un beneficio para personas que sufren graves
enfermedades (cual es la obtencién de células
troncales —stem—, embrionarias para posteriormente
diferenciarlas, por ej. a neuronas y sustituir tejido

dafiado, por ej. Enfermedad de Alzheimer).’

Adicionalmente, cabe recordar que la técnica de
clonacién en la actualidad es muy ineficiente, de
modo que muchos seres humanos en la etapa
embrionaria morirdn y sélo algunos pocos podran
sobrevivir para posteriormente destruirlos. Existen
partidarios de la clonacién terapéutica que justifican
utilizar embriones de “desecho” de los
procedimientos de fertilizacién in vitro, los lamados
“embriones huérfanos”. Muchos de ellos terminaran
literalmente en la basura (como ya ocurrié hace
algunos afios, en Inglaterra con mds de tres mil
embriones), por lo tanto, y en vez de terminar en la
basura ;podrian utilizarse para obtener células
troncales? "Nuevamente el fin, ;justifica los
medios?" No es éticamente aceptable destruir estos
seres humanos en estado embrionario independiente
de los fines. .
En la actualidad ya existen alternativas para
obtener células troncales para intentar terapia
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celular. Estas células troncales se pueden encontrar
en los tejidos adultos (como médula dsea y otros)
y en el corddn umbilical. Un reciente reporte indica
que cientificos lograron aislar células troncales
humanas de cordén umbilical y exitosamente
pudieron diferenciarlas hacia células nerviosas
maduras y funcionales (Newman et al, 2004). Por
otra parte, células troncales obtenidas de tejidos
adultos también poseen un gran potencial
terapéutico (Rice & Scolding, 2004). Este hallazgo
es sumamente oportune porque demuestra que no
sélo los embriones humanos son fuente de células
troncales y abre una luz de esperanza para las
personas afectadas por enfermedades devastadoras.
Es de esperar que se siga desarrollando esta linea
de investigacion (obtencion de células troncales
de tejidos adultos o cordones umbilicales) para
evitar el uso de embriones humanos, cuya
disponibilidad aparece como la més “promisoria”
fuente de estas células, lo que éticamente es
reprobable.

Aspectos legales

En Gran Bretafla en agosto de 2004, el
parlamento inglés legislé aprobando la clonacién
humana con fines terapéuticos. Esta decision ha
causado un gran impacto internacional. Sin
embargo, ella era esperada, dado que en este pais
anteriormente ya se habia legislado a favor de que
la vida de los seres humanos comenzaba a partir
del dia 14 del desarrollo embrionario. Por ello, la
utilizacién de células troncales obtenidas de
embriones clonados, que aparecen en el blastocisto
(antes de los 14 dfas) parecia como esperable.

En Chile, un proyecto de ley que intenta
legislar sobre clonacion humana, en la actualidad
estd siendo debatido en el Parlamento chileno. La
clonacién humana con fines reproductivos ha
recibide un undnime rechazo, sin embargo, la
clonacién humana con fines terapéuticos ha
motivado una considerable discusién. La Comisién
de Salud de la Cdmara de Diputados finalmente vot6
por prohibir la clonacion terapéutica que involucre
utilizacidn de células troncales embrionarias, dado
que se opto por la altemativa de proteger la vida de
los seres humanos desde el momento de. la
concepcion.

Consideraciones Finales

Si bien los grandes avances cientificos en la
esfera bioldgica y genética han invadido el terreno
de la intimidad de los seres humanos, obligando a
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la sociedad a plantearse preguntas basicas acerca
de nuestra naturaleza, no es menos cierto que estos
avances han contribuido a confirmar la
individualidad de los seres humanos, materia de
discusién permanente en el dmbito filoséfico y
religioso.

Los seres humanos estamos llamados a nacer
por la gracia de Dios, en el seno de una familia y
como consecuencia del amor entre un hombre y una
mujer. La clonacién de seres humanos convierte a
los clones en productos, violando la dignidad que
todo ser humano debe poseer, por lo que es
intrinsicamente inmoral.
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MEDICINA REGENERATIVA MEDIANTE EL USO DE LAS CELULAS STEM: UN
DEBATE CIENTIFICO Y BIOETICO
Manuel J. Santos, Médico genetista y Doctor en:Ciencias, Profesor de Genética y Bioética,
Pontificia Universidad Catdlica de Chile
Artes y Letras, El Mercurio, Domingo 11 de Diciembre de 2005

En los ultimos meses, se ha publicitado profusamente que importantes afecciones tales como la
Enfermedad de Alzheimer, el mal de Parkinson, la Diabetes y hasta el infarto del corazén podrian ser
susceptibles de un nuevo tipo de tratamiento, mas racional y etiolégico, mediante el uso de células stem
(o troncales o estaminales). Basicamente, [a idea es reemplazar aquellas células muertas que se producen
por la enfermedad de base, por nuevas células vivas: neuronas en el caso de Alzheimer y Parkinson,
células de pancreas en Diabetes y células cardiacas en el infarto del corazon. Para esta llamada Medicina
Regenerativa , se plantea utilizar células stem, que son células indiferenciadas las cuales poseen la
propiedad de transformarse en muchos tipos celulares espec1f’ cos (Fig.1), de mado que se trata de células
pluripotenciales.

Cuando se dividen por mitosis, las células stem originan dos tipos de células hijas diferentes: una que
mantiene Ja propiedad stem, es decir capacidad de autorenovacion, y la otra que pierde la propiedad stem
y se “compromete” a diferenciarse a tipos celulares especificos. Esta (ltima caracteristica es la que los
cientificos estan aprovechando para lograr artificialmente la diferenciacidn en el laboratorio, con el fin de
contar con células diferenciadas para la terapia celular Experimentos realizados en animales han
resultados basicamente exitosos.

FUENTES DE CELULAS STEM

Las células stem pueden obtenerse de diversas fuentes: embrlones, cordén umbilical y diversos tejidos
adultos entre los que destaca la médula 6sea. La utilizacidn de las células stem de origen embrionario ha
traido una fuerte discusidn a nivel bioético en muchos paises y, particularmente en Chile, donde acaba de
aprobarse un proyecto de ley que explicitamente prohibe el uso de células stem embrionarias,

1.- Células stem embrionarias

Todas las células de un ser humano adulto provienen de una séla célula original, que se denomina cigoto
y que es el resultado de la fecundacién de un 6vulo por un espermatozoide. En el momento de la
fecundacién comienza el desarrollo de un ser humano. EI évulo contiene en su niicleo 23 cromosomas
maternos y el espermatozoide en su nicleo los 23 cromosomas paternos, por tanto el genoma humano
distribuido en 46 cromosomas se establece en la fecundacion. En este genoma existen alrededor de 25 mil
genes que interactuando entre si y con el ambiente son responsables de las caracteristicas biologicas de
los seres humanos. (informacién  ~  del genoma humanos en
http://www.ornl.gov/sci/techresources/Human_Genome/liome.shtml). El cigoto, por divisiones sucesivas
y diferenciacion formard cada una de las células presentes en el embridn, feto, recién nacido, nifio y
adulto, por tanto se trata de una célula totipotencial, Con el cigoto se inicia la primera etapa del desarrollo
de un nuevo organismo humano. Es un desarrollo continuo y previsible que llegara hasta la formacién
completa del organismo. Este desarrollo es dirigido ya en sus inicios desde el interior del cigoto. No es
controlado desde afuera por la madre, sino que estd determinado por un nuevo cddigo genético inscrito en
el cigoto desde el momento de la fecundacién y activo desde los primeros momentos. Se trata de un
nuevo cédigo genético diferente al del padre y de la madre, es decir una combinacidn genética con un
programa cualitativamente nuevo de instrucciones. Es un-nuevo genoma cuya estrugtura fundamental se
mantendra a lo largo de todo el desarrollo, que identifica al embrién unicelular como bioldgicamente
humano y especifica su individualidad. La Biclogia ha estableeido que luego de fusionarse las membranas
del espermatozoide con la del évulo, comienza una serie de eventos bioldgicos que desencadenan el
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desarrollo embrionario. As{ es como genes del genoma del embrién pueden comenzar a expresarse a tan
sélo pocas horas de la fecundacicn.

Alrededor de 30 horas postfecundacion, ocurre la primera division del cigoto que genera los dos primeras
células que se denominan blastémeros. Cada blastémero tiene la potencialidad de originar un ser humano
completo, como lo demuestra la ocurrencia de mellizos monocigdticos (“gemelos idénticos™), es decir se
trata de células totipotenciales. Luego, cada blastémero se divide mitdticamente de dos en dos. Al cabo de
3 dias, el embrion estd lleno de células (blastomeros) y semeja una mora (mérula). Al cuarto dia, el
embridn crece y se produce una cavidad generando un blastocisto. En el blastocisto aparecen territorios
celulares comprometidos con funciones especificas. La masa celular interna del blastocisto posee las
células stem, que son células pluripotenciales encargadas de producir cada una de las células de los
diferentes tejidos propios del embrién humano, incluido el tejido germinal (Fig 2). (Hay cientificos que
plantean la existencia de células stem multipotenciales que pueden diferenciarse a cualquier tejido
excepto el germinal). En las células pluripotenciales se expresan factores (de transcripcion) que controlan
la expresién de genes, los que finalmente determinan la diferenciacion celular. Al 7° dia postfecundacion,
el embrién llega al dtero donde se implanta (anida) y comienza la producc:on de hormonas, que
detectadas en tests de laboratorio, permiten conocer clinicamente la presencia de embarazo. En ello se
sustenta la definicién de embarazo segiin la Organizacién Mundial de la Salud. Es importante destacar
que una mujer ha estado embarazada con un embrién en desarrollo durante 7 dias, sin saberlo. En el
desarrollo embrionario posterior una fecha importante es el dia 14, cuando comienza a manifestarse el
sistema nervioso central y se pierde la posibilidad de divisibilidad del embrién.

La extraccién de las células stem de embriones humanos obtenidos por fertilizacién in vitro con la
consiguiente destruccién de los embriones, permite cultivarlas y lograr su diferenciacion celular en el
laboratorio, siendo posible obtener neuronas, células musculares cardiacas y esqueléticas, células del
hueso y cartilago, etc. Estas células diferenciadas en el laboratorio (in vitro) son aquellas que pueden
eventualmente utilizarse en medicina regenerativa para reemplazar células dafiadas en variadas
patologias, tales como Enfermedad de Alzheimer, Enfermedad de Parkinson, Diabetes, Infartos cardiacos,
etc. Ello ya se ha logrado en animales de experimentacién. Para evitar crear nuevos embriones como
fuente de células stem, se ha pensado en utilizar los embriones sobrantes de la fertilizacion in vitro y que
permanacen congelados a 180 ° bajo cero en nitrogeno liquido. Muchos de estos embriones
supernumerarios terminaran literalmente en la basura, como ya ocurrié hace algin tiempo en Inglaterra.
En ello, se sustentan los investigadores que proponen el uso de estos embriones para la obtencién de
células stem.

El uso de células stem en Medicina Regenerativa, ya sea provenientes de embriones recientemente’
creados o congelados, puede acarrear riesgos por posibles rechazos inmunolégicos. Para ello se ha
sugerido realizar clonacién con fines terapéuticos mediante transferencia nuclear, que intenta generar
células stem clonadas de la siguiente forma: a oocitos se les debe eliminar su nicleo, posteriormente se
transfiere el niicleo de células somdticas de la persona que se intenta clonar (por ejemplo, célula de la
piel) y finalmente, se induce el desarrollo embrionario hasta que aparezcan las células troncales (al estado
de blastocisto). El nicleo de la célula somdtica diferenciada (piel) y transferida al oocito, sufre un
fenémeno llamado Reprogramacién nuclear asistida por el citoplasma del oocito. Es decir, factores
presentes en el oocito actian sobre el genoma “desdiferenciando” la célula de la piel, volviéndola a un
estado indiferenciado, que posteriomente sufre el fendmeno de diferenciacién embrionaria normal (Fig.
3c). Esta estrategia experimental, aunque poco eficiente, ya que se requieren cientos de experimentos, fue
recientemente realizada con éxito por un grupo de investigadores coreanos (liderados por el Dr. Hwang).
Asi se obtienen células stem con un genoma nuclear idéntico al paciente que se sometera a terapia ceiular,
evitando un eventual rechazo inmunoldgico. Sin embargo, cabe sefialar que este tipo de clonacién no es
completa, dado que se utilizan oocitos provenientes de ovodonacién y en el citoplasma de los oocitos
existen determinantes genéticos (genes) en mitocondrias, por lo que las células stem obtenidas por
clonacién terapéutica no son cien por ciento genéticamente idénticas a la persona que se esta clonando,
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2.- Células stem umbilicales. En el cordén umbilical existen abundantes células stem con un buen
potencial de diferenciacion y con una menor carga inmunogénica que otras células stem adultas. En la
sangre del cord6n existen células stem hematopoyéticas y mesenquimdticas. Las primeras, también
llamados “precursores hematopoiéticos”, permiten obtener los diferentes tipos de células hematolégicas.
Estas células ya se han utilizado clinicamente con mucho éxito, en Chile y en el resto del mundo, en
tratamientos médicos para diversas patologias tales como leucemias y algunas afecciones genéticas. Por
otro lado, las células stem mesenquimaticas, pueden diferenciarse a distintos tipos de células tales como
células del tejido adiposo, cartilago, hueso, musculo, etc. Actualmente, la sangre de corddn se almacena
congelada en Bancos publicos y privados. En Chile sélo existen Bancos privados.

3.- Células stem adultas. Los diversos tejidos adultos poseen una pequefia proporcién de células stem.
Estas corresponden a células multipotentes y comprometidas para la diferenciacion especifica de los
tejidos en que se encuentran. Uno de los tejidos mas utilizados como fuente de células stem adultas
corresponde a la Médula dsea. En ella, existen células multipotentes de la linea hematopoyética y
mesenquimatica. Estas Gltimas pueden diferenciarse en varios tipos celulares: células adiposas, células del
hueso, células musculares cardiacas y esqueléticas, etc.

Utilizando células stem de médula ésea adultas, se han logrado promisorios resultados en ensayos
terapéuticos en animales de experimentacién para tratar diversos modelos biologicos de patologias
humanas, tales como infarto del corazén, daflo de médula espinal, etc. También se han obtenido células
stem adultas a partir de tejido adiposo y tejido vascular entre otros

Problemas del uso de células stem en terapia celular. En los ensayos realizados en animales de
experimentacion se han observado varias complicaciones, que obligan a replantearse su eventual utilidad
en los seres humanos. Los principales problemas observados son la formacién de tumores, la fusion con
células del tejido huésped, la desdiferenciacion, etc. La formacién de tumores (cénceres) es
significativamente mayor al utilizar células stem embrionarias.

Aspectos bioéticos del uso de células stem embrionarias

A pesar de que las ciencias biolégicas muestran que indiscutiblemente el desarrollo de un nuevo ser
humano comienza con la fecundacién , varios paises han cuestionado que la vida del embrién sea la de un
nuevo ser humano o si seria 0 no merecedor de respeto en esta condiciones. Otros paises han ido mas alld
e incluso afirman que el respeto a un ser humano estd condicionado a su estado de desarrollo o a su
capacidad de expresar sus potencialidades. Por ejemplo, legalmente en Inglaterra, se considera que la
naturaleza humana del embrién se adquiere a los 14 dfas de desarrollo, puesto que en este dia comienza a
manifestarse el sistema nervioso del embrién y se pierde la eventual divisibilidad del embri6n. Por ello,
en Inglaterra, el embridon humano sélo es sujeto que merece respeto desde el dia 14. Antes de ese dia, el
embrién es un "objeto” o “cosa” (llamada “preembrién™) y por lo tanto sujeta a manipulacién. Ello
sustenta la clonacion terapéutica que fue aprobada en Inglaterra . No obstante, la naturaleza humana no
puede reducirse a un 6rgano especifico (cerebro). No cabe duda que el embrién se anida en el dia 7°,
manifiesta su sistema nervioso en el dia 14° y que sufre gastrulacion en el dia 16, como consecuencia de
una secuencia ordenada y sucesiva de eventos biolgicos que se iniciaron en el momento de la
fecundacién. Por ello, estos limites son definitivamente arbitrarios.

En la actualidad, existen diferentes posiciones frente al estatus moral del embrién. Una de ellas sostiene
que ¢l embrién es un ser humano sujeto de respeto desde la concepcion y por tanto es inmoral su
destruccién para la obtencién de células madre. Otra, como la sostenida en Inglaterra es considerar al
embrion como sujeto de respeto sélo después del dia 14, por tanto considera a los embriones tempranos
como simple aciimulo de células y por tanto, manipulable para la extraccién de las células stem.
Finalmente, una tercera posicion considera a los embriones humanos como poseederos de un estatus
moral (nico, que acepta que se obtengan células stem de-ellos como una forma de aliviar el sufrimiento.
Por iltimo, también se ha sostenido que seria ético utilizar los embriones congelados, que quedan como



‘ 4
consecuencia de la fertilizacién in Vitro. Sin embargo, por muy loable que sea la finalidad de intentar
curar enfermedades mediante el uso de células stem de estos embriones congelados, ello no justifica la
destruccion de estos seres humanos indefensos.

Aspectos legales

En Chile, un proyecto de ley que intenta legisiar sobre la clonacién humana, fue recientemente aprobado
por el Parlamento chileno. El proyecto prohibe-la clonacién terapéutica que involucre utilizacién de
células stem embrionarias, dado que se opté por la alternativa de proteger-la vida de los seres humanos
desde el momento de la concepcidén. Sin embargo, lamentablemente, el proyecto fue vetado por el
ejecutivo, precisamente por ello. Mds ain este proyecto prohibe explicitamente la destruccion de los
embriones para obtener células stem,

Nuevos métodos alternativos de obtencion de células stem embrionarias:

Con el fin de sobrepasar los problemas bioéticos y politicos del uso de células stem a partir de embriones
humanos, se estdn desarrollando nuevos métodos para obtenerlas, que ya han tenido promisorios
resultados en animales de experimentacion: . )

1.- Obtencion de células stem a partir de un sélo blastémero . Para ello se extrae un blastémero de
embriones al estado de 8 células (mediante un procedimiento previamente utilizado para realizar
didgnéstico de afecciones genéticas de los embriones humanos antes de implantarlos). El blastomero asi
obtenido se cultiva en el laboratorio en presencia de otras células stem ya establecidas, y asi puede
proliferar y generar su propia linea celular (fig. 3b).

2.- Obtencién de células $tem pluripotentes donante-especifica mediante transferencia nuclear. Para
ello, se transfiere el niicleo de una célula somatica del donante a un oocito al que se la removido su propio
nicleo, y se espera que ocurra la reprogramacion nuclear del genoma del donante, asistido por el
citoplasma del oocito, obteniéndose un blastocisto denominado “embroide” (para diferenciarlo de un
blastocisto normal). Del blastocisto embroide se extraen las células item (Fig 3c). Uno de los problemas
de esta tecnologia es el eventual uso de genomas de personas enfermas, de modo que se generarian
células stem también enfermas. Recientemente u grupo de investigadores coreanos logré poner a punto
esta tecnologia para personas enfermas.

3.- Obtencién de células stem pluripotentes mediante Transferencia nuclear altenativa. Este métode
requiere de manipulacién genética antes de realizar la transferencia nuclear. En ratones, el gen cdx2 es
importante para establecer el trofoectodermo (capa celular que rodea al blastocisto), de modo que su
supresion impide la implantacién del embrién en el Utero. Los autores diseffaron un método para controlar
la expresién del gen c¢dx2 en diferentes etapas del desarrollo embrionario. Para ello, inyectaron un gen
que inhibe la expresion del gen cdx2. Una vez obtenidas Jas células stem. del blastocisto, se activa e
inhibidor que impide la implantacién (Fig. 3d). Otra forma de obtener el mismo efecto es bloqueando otro
gen (como el gen nanog, que codifica para un factor de transcripcién). Los embriones obtenidos mediante
esta metodologia se denominan “artefactos bioldgicos no-viables”, que segin algunos autores, poseerian
un status moral diferente, ya que no tendrian el potencial de desarrollarse en una forma humana. Esta
tecnologia posee ademds una serie de problemas como consecuencia del efecto de adicion o eliminacion
de genes

4.- Obtencién de células stem pluripotentes evitando utilizar évulos. Se trata de una posibilidad
tedrica: si se lograse descubrir el mecanismo mediante el cual el citoplasma del oocito reprograma el
genoma de una célula somatica diferenciada, entonces se podria aplicar este procedimiento para convertir
células adultas diferenciadas en células stem, sin pasar por el 6vulo ni desarrollo embrionario. Ya existen
experimentos preliminares con animales de experimentacion.

La medicina regenerativa mediante el uso de células stem embrionarias na sélo representa un desafio
cientifico, sino que una encrucijada bioética, que obliga a la sociedad a reflexionar acerca de cuindo
comienza la vida de un ser humano y si ella es manipulable.
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Figrre 14.47
; e Stern cell proliferation  Stem cells
Figura N° 1 divide o form one daughler cell that
rermains a stem <ell and a second that
diffcrentiates (c.g., to an intestinal
epithelinl cell).

Libro: Korf: Biology
of the Celll

Figura N° 2
a — |

Masa celular inkma  foofectodermg
{células Irancales)

Fronicleos matemne y palemo

Blastocele

Fig. 4.- Esquema del desarrolio embrionario de los seres
humanos, a. Cigoto (huevo fertilizado), b. Estado de 2
células (1 ¥z dias), c. Estado de 8 células (2 ¥ dias), d.
Estado de mérula (3 dias) y e. Estado de blastocisto (4
dias). ‘

LIBRO: Alberts. Malecular Biology of‘_the CEll




Figura N° 3

Nature on ling
168 Oct. 2005

 Clapricnl deyo oprmet sihd FS ocll desivatioe

Pezriaval of o
blastomere Cu-tur: v.nh markad AT
E5 cell fine

Bl stige

T D 2 e
; 87 N > & £ -"‘zl‘,&"‘fa"}‘?“‘?«”
taflonuchns, el stoge s turneg bach on i ‘f.‘.

Figurs 1} Prodiucing phripotent stem-cell lines, 8, The dassical de dvation of embrypelc stem {E5) celis
destrope the embryo from which they arc derived, b, Larze and enlleagues® have used a modified
method thiat doss not compromisethe embrvo, but s hot donoe specific. ¢, Denor-ipecific pluripotent
stemy celfs can be made gsing maclear trgngfer | NT) iediniques. d, Ap allered nuclear trausfer (ANT)
methad developed by Metsner and Jaenisch’ blocks expresston of the afx2 gene unitl the blastocyst
stnge, making Ll unable to implaut.'
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La cIcnéia £8:una conquista-de In
’:hi“st'orfa y. de 1a_humanidad. Por
-
. “mucho ticmpo el hombre £e mo-
Ly Aﬁ,ﬂg por. explmciones miticas (qie
. no dejan de ser importantes pues
<t mitz “di que pensar” ¥ no <5 una
forma de ocultar lo resl, sino un
acceso diferente al del logos cientf-
fico). Hoy sé acceﬂe 3 lo réal fun-
damentalmente por la ragda y por
la clencia,. que permit:n conecer,
transformar y‘dommar ¢l mundo,
Y no hay diida ¢ quc €510 €5 un pro-
greso para: ln ﬂdnqhumana. Las
mis grandes dunsformacioncs de

cxpl:cer. com-
1 sfen mcnos,

Ponc. ANDRES ARTEAGA MANIEU
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ES NECESARIA UNA GEN-EMCA,

ES DECIR UNA ETICA DEL GEN,

R

i
¥

Explita sedurivnde ¢l fendnieno o
sus causas {y alll ¢std también su
i limitacidn). D los hechos pasa a
‘}":q una cxplicacidn mediante wna hi-
J; polesis, una deduccidén y procesos
- de éontrastacidn de fos résuftados.
S¢ buscan hipétesis, Jeyes, 1eorfas
¥ modclos. En esta perspectiva, Iz
# ciencia toea lo real desde un dn-
- gulo particular. no totilizante.
Ciendid wo os reolidad sino una for-

la real (z8-10de lo real?). Aunquy

va mds alld del sentido comin del

saber vulgar, es mids objetiva y pro-

longa los sentidos mcdiante ins-

trumenios, una técnica operatoria
¥ una medida matematica.

S Aqucllo. que: parecia un sueho es
. hoy Gina realidad. El hombre, des-
. pués de- conquistar ¢f mundo cx-
terior, s¢ prepara a Ja ¢onquista del

. ma importante ¥ util de-acceder '

Eﬁc mundo inlerier; estames ¢n un
o _momento tal 'vez mds trascenden-
% tal.que ¢l del nacimicnto de la
i clencia mediante los descubri-
. micntos de la fisica. Muchas situa-
L ciones puevas resuitan inéditas,
- sin gue las_reflextongs y criterios
.- ‘anteriores parezcan suficientcs
=i para dar una respuesta a los inte-
- rrogantcs que plantcan, S¢ trata de
e unt audvo poder que reporta gran-
E des beneficios a la humanidad, y
= como ta} s¢ puede convertir tam-
L bién cn una amenaza. La preocu-
Raovis oy Uy ey
B s s

ACERCA DE 1_.15 CONSECUENCIAS
HUMANAS, ECOLOGICAS, ECONO-
MICAS, POLITICAS ¥ SOCIALES
QUE PUEDEN SEGUIRSE DE LA

MARIFULACION GENETICA.

pacidn ética se hace indispensable
y s inextirpable de la actividad
humana. El ser humano neecsitg
de criterios gue estruciuren su
conducta y su forma de actuar, Ef
fendmeno del pluralisme hace di-
ficil ponerse de acuerdo on la va-
loracidn de las conductas. Pero hay
tres caminos, ef tegal (pulitice), ¢l
ético y el moral, El legal supone un
acuzrdo de minimoes para ¢l res-
guardo de los derechos de todos,
El ético implica na rellexion pro-
funda del ser y quehacer humnna,
€5 wna razén que vive cn comuni-
dad. El moral invalucea fas ereen-
cias religiosas, los axivmas y para-
digmas que sustenian las posicio-
nes fticas }'j}ll’fdi('.'ls en defimitiva,
Por esto mismo 12 importancia de
lo nioral estd ¢n ser sustrato de
todas las refexiones. Todo presu-
pucsto no pensade vs ideeligico. In-
cluso csto'es vilido para I Iv, que
puede cenvertirse en ideologia
cuando ne s pensada,

Forfwaa e

LA CIENCIA APLICAUA A LA
biclegia humana

En el altimo decenio la biologla ha
lograde progresos extraordinarios
¢n ¢l campe de la genética y de la
inmunclogia, desarrollos que han
tenido un fuerte impacto en Ja vida
hamana, fa agricultura, fa indus-
trid. Los, avances en biologia mo-
lecular han permitido fa investiga-

cion de las cstructuras genlticas v

de los mecanisios de transmisién
del patrimonio genérice. Asl suce-
de con ¢f Proyecto Genoma Huma:
nv. va formulade ¢n 1985 v reali-
zado desde 1990 hasta hoy para se-
cacnciar, focalisar ¥ mapear It in-
formacion genéica del ser huma-
no. A un ahisimo costo utiliza un
pequedo porcentaje de la inversidn
(un 3%} para cstudiar los aspectos
¢tices y juridicos involucrados.

Frente a estos avances hay diver-
sas reacciones cultyrales, Unas de
alarma ¥ preacapacion, viras de
opifmismo. Los que se alarman
muchas veees bacen una analegia
con las aplicaciones de la ¢nergia
nuclear ¥ no quisivran hacer pre-
siencs cit ¢ luturo para la cence-
lacidn de cxperiencias pendicas
que pongan en peligrs remotos o
cercany a la humanidad enter.
Frente a estos posibles o actuales
resgos deshumanizantes, hay Jos
que picusan que la superacidn de

Eobwspa w o 2 @it
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Jos ifmites de la ciencia, basada ¢n
la libertad y autonomia de fa cien-
cia, puede traer cnormes benefi-
cios a la humanidad. As{ los polos
de la discusién estdn cntre la Jiber-
tad y ta normatividad de la inves-
tigacidn aplicada al hombre, Esto
supone ¢ necesario didlogo entre
la comunidad cientifica y la opi-
nién piblica y con ¢l mundo cul-
tural, politico y religioso.

El método experimental aplicado
inicialmente a la ffsica hoy se apli-
¢a al mundo intcrior humano. Las
consecucncias son enormes y ya
¢stén a Ja vista. Ante el pchgro del
olvido (o traicién) de las moativa-
ciones de la clencia, de buscar cl
bien del hombre, por la tendencia
reductiva de la biologla {muy co-
min), se han dado pasos impor-
1antes. Desde hacye ya muchos afios
s¢ claboran criterios éticos por
parte de laboratorios y clinicas que
toman precauciones ambicntales,
evitando riesgos para animales y
seres humanos. Algunos son de
carécter jurfdico, pero tienen mo-
tivaciones éticas. As{ nacen los co-
mités éicos.y una abundante;lite-
ratura que resefia-las discusiones
al respecto. No ¢s posible avanzar

, ent este campo sin las oportunas re-

ﬂmoncs sobre fa vida humana, Un

adecuado didlogo entre fe-ciencias

exige de la reflexién filoséfica
como mediacion. Y allf se ubica el
lugar de'la ética, La preocupacién
ética sc hace indispensable,

UN ADECUADO DIALOGO ENTRE

FE-CIENCIAS EXIGE DE LA

REFLEXION FILOSOFICA COMO
MEDIACION. ¥ ALLI. SE. UBICA
EL LUGAR DE LA ETICA. LA
PREOCUPACION BTICA SE HACE

INDISPENSABLE.

ASPECTOS ETIEDS |
en fuego

Me parcce que se pueden considerar
dos comolos mas importantes, La dig-
nidad iinica del scr humdno y la originali-
dad especifica de la transmisién de la vida,
por una parte. El lfimite de la interven-
cién médica y bioldgica en la vida
humana, por otra. Para cilo es clave fa
opeién que se tome respecto del hom-
bre como ser personal, inserto en una
comunidad de personas (dimensidn
social), y sobre el sentido de sy acti-
vidad, Es imporiante que se discura
abiertamente, que sc puedan explicar
los conceptos de persona y de senti-
do de la actividad humana que Jas téc-
nicas suponen. De alll se podrin sa-
car luces para armonizar la libertad de
investigacién, |a autonomia de la cien-
¢ia y el bien del hombre en una pers-
pectiva de pluralismo cultural. Los pe-
ligros de una técnicamanipuladora se
syperan cuando hay una ci¢ncia con
conciencia, es decir una ciencia res-
ponsab!e y.plenamente humana, Asi,
¢l proyecio Genoma no sélo es com-
plejo en-su dimensidn_cient{fica sino
tambifn en su dimensidn ética.

El progreso de las técnicas biomédi-
cas conlicva nucvos poderes sobre {a
vida humana; junto con ¢l poder va la
responsabilidad; y tal responsabilidad
debe ser guiada por el respetoa la vida
humana. Es necesaria una gen-ética, es
decir una ética de gen, acerca de las
consccucncias humanas, ccoldgicas,
econdmicas, politicas y sociales que
pucden Seguirse de la manipulacién
gendtica. La ética debe hacernos sen-
sibles a las manipulaciones, pucs la in-
vestigacién cientifica, por su método,
tiende a simplificar la realidad. La éti-
ca-nos rccucrda la complejidad de la
realidad. Esta tiene una funcién ilu-
minadora y critica tambi¢n de los mic-
dos irmcionales que paralizan a in-
vestigacién, recuerda la humildad v
provisionalidad de toda ciencia, La
persona humana €3 un sujeto, no puro
abjeto: ¢l hombre es responsable de
1a creacidn.

Estas reflexiones me animan a sacar
en limpio los enunciados de algunas
convicciones fundamemales: la nece-
sidad dc una ciencia responsable, que
ademds de podir libertad y autonomia
de investigacién se haga responsable
de sus consecuencias y las prevea. La
necesidad de un diflogo interdiscipli-
nar entre Ias diversas ciencias. Entre
1as ciencias, la fAlosofia y las corrien-
tes de pensamicnto.y de vida rellgio-
sa. Buscar siempre ‘el.bien d¢ la per-
sona humana, en. cuanto persona y
como comunidad humiana,. especial-
mente de los més pequefios y desvali-
dos, de los inocentes, de los enfermos
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y no-nacidos. La urgencia de preve-
nir desastres incalculables v nuevas
formas de opresidn y marginacién,
fruto de intereses mezquinos y falta
de respeto a la dignidad de las perso-
nas. Finalmente, 1a conviccién de que
la fe abre la mente, no la deja ence-
rrarse eb sus propios préjuicios, Pes-
mite ver mis lejos.

Quisicta mencionar, por ltimo, cua«
tro aspectos de I fe cristiana que me
parccén fundamentales en la ilumina-
cion de las cucstiones ¢ticas de ba.in-
vestigreién y experimentacién gené-
tica humana: el concepro de creacién,

1a originalidad de la ¢riatura humana

en cl ¢osmos, el valor del rabajo hu-
mano y la manera de ver cl futuro del
cristiano, Ia esperanza,

o El concepto de creacion: Segin
primer articulo del simbolo de la fe
cristiana, Dios lo ha creado todo de
lanada, desde el prineipio del mun-
do. Es decir el mundo ¢s totalmen-
te distinto de Dios, y por otra parte

¢l mundo depende totalmente de

Dioz. La nocién de creacién és ori-
ginal.y finica frente a todo panteis-
mo que confunde Dios y ¢l mundo
y a todo dualismo que apana a Dios
del mundo. Esto ha permitido ha-
cer ciencia, pues of mundo no cs
divino. Pero una ciencia adecuada
debe respetar e profundo compro-
miso que Dios ticne con ¢l mundo.
Dios ¢s un Dios Providente y Buc-
no. Bl ser ereado es auténtico, tie-
ne leyes propias que debemos res-
petar y.a la vez tiene su scr recibi-

RE v« nt
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do, no se funda en si mismo, Nues-
tro mundo es ¢xcéntrico, no ticne
cn sf su ceniro sino en Dios, Por
tanto, sin-¢l Creador la criatuea sc
esfuma, y por ¢l olvido de] Creador
1a criatura queda oscurcrida, como
lo recuerda ] Concilio Vaticano IL

h. La originalidad de la erfatura hu-
mana cn ¢l cosmos: El ser humano
ha sido_creado a imagen y seme-

janza de Dios, uno cn alma y cuer-
po. Por su intcligencia y libenad
pucde conocer y amar a su Crea-
dor, no es algo sino alguicn. Dios
ha creado tode para el hombre,
pero éste ha sido ercado para amar
y servir a Dios y efrecerle toda la
creacidn. El cuerpo humano parti-
cipa de la dignidad de la imagen y
cstd animado por el alma espiritua.

¢. El valor del trabajo humano: el ser
humano, hombre y mujer, esun ser
creativo, ba sido creado creador,
colaborz con llevar la creacion 2
plenitud, pues Jesucristo es quien
ha revelado ¢l destine final de todo,
1a gloria del Padre.

¢ La mancra de ver el futuro del eris-
tiano, fa esperanza: Todo s¢ orien-
1a hacia Cristo, cs El quicn recapi-
tulard todas tas cosas. El futuro esté
animado por la esperanza, Jesucris-
10 €5 nuestra esperanza.

Estos aspectos de la fe deben ser cx-
plicitados en las catcgorias que cl
hombre y la mujer de hoy compren-
den y animar ¢! didlogo con la cicncia
y especificimente con los adclantos de

Prswtna

la genética. EI camino es tan largo
como arduo, llevard toda la primera
parte del nuevo milenio que sc acer-
ca. Estamos a un paso de controfar
nuestra propia evolucién. La fe cris-
tiana puede ser de gran ayuda para
acompadar y orientar con humildad y
modcstia, con paciencia, cstos mo-
mentos. Sobre todo liberando de los
micdos irracionales y de las absurdas
manipulaciones de las personas.
Como lo dijo el Santo Padre, Juan Pa-
blo I, ¢n ¢l cenienario de Mendel e
1984, la calidad dc los efectos de fa
investipacidn y experimentacién gené-
lica parecen no tanto depender de la
cicncia sino de |a subiduria humang, La
Iglesia, experta en humanidad, Madre
y Macstra, pucde y debe ser ese apor-
te, vene suhiduriu para acompadar al
hombre en ¢sta nueva etapa de su his-
toria. No hay duda de la iniportancia
de los genes, perc mieniras mis sabe-
mos de clios parece que mds se revéla
la impontancia de Ia libertad. La ge-
nética no nos libera de la responsabi-
lidad.

f
L

Andrés Arteaga Manfeu, orde-
nado saccrdote en 1986, bachiller
en Teologia cn 1985, licenciads
en Tealogia on 1990 y dociorado
en Teologia por |a Poanificia Uni-
versidad Catdlica de Chil¢ en
1995, Acturlmente ¢s ¢} Vice
Gran Canciller de ceea casa de es-
wdios. L .
Prafesor on ¢l Seminario Poatifi-
cio de Santingo desde 1985 yen
Ia Faruhtad de Teologia desde
1993. Fue vice-decand de la Fa-
cultad de Teologla.
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Mt—‘ prcndlé 4 la socicdad con dos
,_\grandes logros quc involucran via-

. Jes: uno hacfa el exterior: el aluni-

zajc de astronautas en 1964, y uno
hecia el interior del hombre mis-
mo: la obtenclén del primer borra-
dor- dei 3cl|olna ‘humano,- en’ el
2000, Este conscimiento sobre el
genoma humanc maravilia y-a la
veE, !nqu::tn por.la eventual posi-
bilidad de manipulacisn, y por sus
eventusles implicancias sobre
asuntos antes considerados pro-
pios de los designios de Djos y la
naturaleza y, por ende, inmancja-
bles y no-manipulables,

SOLO! UN i% DE I...k IN.'FOI.MAt

EIRN

-CION canﬁnca nspuessumtra
A LOS GENES QUE 5E EXPRESAN
EN M.clm pnonuc*ro. EN
OTRAS PALABRAS, EL 97% DEL
'GENOMA NO TENDRIA FUNCION
 CONOCIDA... POR OTRA PARTE,

1A COMPA]MC!OH ENTRE EL GE-

LTS LT Lo haelarg?

“NOMA DE DDS PERSONAS Dls-
"if -&A‘M:F Tyt [

'TINTAS ARROJA UN 9?.9'#- DE Sl-

MILARIDAB GENETICA, LO DUE

,4“-1 TR TN
. INVALIDARIAEL CONCEPTD BIO-

S Lt e

AOGICODERAZA. . .l

M

POR MAMUEL SANTOS

GENES .
y ambiente

Las caracteristicas bioiSgicas ob-~
servables de un ser humano  (fe-

nolipo), tales como el color de los

ojos, la forma del pelo, la estatura,
cl coeliciente intelectusl, entre
tantos olros, cstdn determinadas
por los genes, que se reciben de
los padres, y el ambiente en el cual
sc desarrolia, El conjunto de ge-
nes de un individug corresponde
al genotipo. La rotalidad de Ja in-
formacidén genéiica contenida en
una céiula humana e lo.que e
{lama genoma, humnno.

Las seres hnmanos cstamos forma-
dos;por tnllones dercé!ulan {uni-
da:lex bﬁs:das* e‘tcldt;; lof Iejidos
¥ érganos Ko} ,o:élula posc: un
cltoplasmh ISr'_ul'l miclgo ‘doade re-
side 1o’ info?macid‘n« geném:a. dis-
tribdida e 46 “Eromosomas.

A
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.. El desarrollo de los seres huma-
nos comienza ¢n ¢f momenie de
«  la fecundacion: cuando un esper-

 indtozoide (gameto masculino) fe-
. tunda a un dvulo (gameto feme-
- -nind) origihando una primera cé-
S Tola (cigoto), que asu vez, origi-
" Barﬁtodas las células de'fos orga-
smos adultos, El espermatozoi-
ﬁe aporta 23 cromosomas, el dvi-
[0 los otros 23 cromoasomas, y des-
Pués de Ta fceundacién el cigoto
g2 contiene todos los cromosomas

.. ficada en prquefios wozos de la

molécula de ADN, El ADN (dcido
~desoxirribonucleico) cs una molé-
tula §imple y-de aspccto semejan-
i¢ a una cscalera doblada en for-
“ma de-héllce. Los “largueros® de

Ry wrs ¥

Usovinnt

+

la tscalera cstin formados por
molfculas de azidrar unidas a mo-
léculas de fosfaroy las “peidanios”
cstin formados por mol€culas de-
nominadas bases nitrogenadas (o
“letras®}. Existen 4 bases nitroge-
nadas ¢n el ADN: A (adenina); G
(guanosina); T {timina} y C [cito-
sina); Siempre Ascunecon Ty G
con C, por tante ¢xisten sélo das
tipos-de-peldafips: A-T y G-C. El
ADN ¢s una molécula exiraordi-
narizmente simplé y no obstante,
toda Ie infermacidn genética resis
de en estas 4 letras, que se dispo-
nen en una ordenacién particular
{c "secuencia™) en un trozo  de
ADN,

Los genes corresponden a seg-
mentos de esta molécula d¢ ADN,
con una funcion particular y ca-
racterizados por una secucncia u
ordenacién cspeeifica de cstas 4
letras (bases nitrogenadas). Gene-

rr At w* 11 Faypweknn

relmente. wn gen Corresponde a
una secucncia que determina una
funcidén especifica, como por
cjemplo, la formacifn de una pro-
teina que cumpla un rol cspeifi-
¢o ¢n [2s complejas vias metabs-
{icas que presentan las diferentes
células de nucstro organismo o
una protcina que forme alguna es-
tructura eclular,

EL PROYECTD DEL
genoma humano
(PGH)

Cada cromosoma cstd formada por
una molécula de ADN y conticnen
cientos 2 miles de genes. En los 22
parcs de cromosomas autosdmicas
humanes y en ¢l par sexual X e Y,
existen aproximadamente. 30.000
genes. También existe material ge-
nético fuera de los cromosomas, cn

Exttewa 2047
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unas pequeilas ¢structuras presen-
tes en'cl citoplasma, dertominades
mitocondrias, donde ocurre la
produccién de energfa para la cé-
lulas. EI' pequefio ADN mitocon-
drial ya conocido, contiene 37 ge-
nes y s¢ transmite exclusivamente
a través del 6vulo materno.

El llamado «Proyecto del Genoma
Humane (PGH)»  (http:tf

Lgovfigmis/home himl
es un proyecto de investigacién bi-
Honario cuyos objetivos son: 1)
conocer la secuencia de todo el

ADN humano (que contiene alre-

dedor de 1 billén"de bases nitro-
genadas {letras}. 2) xdenuficar los
~30. 000 gences ¥ 3) ¢onacer genes
involucrados en enfermedades de
causa gcnétlca y ambiental. Entre
estos destacan los genes re[ac:o-
nedos con Céncer, por cjcmplo.
C:inccr dc mama. En Junio del
2000 £nun eyento inédito se au-
naron 105 logros c:cntﬂ' fcos obte-
nidos por ¢l PGH pliblico con
aquclios alcanzados por la empre-
sa privada (Celera Genomics) y se
dié a conocer.a toda la socicdad,
un primcr borrador de més del
90% de. Ta secuencle del genoma.
Més rccicntcmcmc. en Febrero del
2001 ambas instituciones cntre-
garon laiiformacion completa del

.genomia,. estimando que existen

s6lo’s 30.000 genes humangs, Etlo
ha xmpactado en mdlnples dreas

“de la sociedad. Con todo ¢l revue-

lo que  ha provocado ¢l PGH, exis-
te el peligro de considerar que t0-
das las caracreristicas biolégicas

de un ser humano radican en sus ge-
nes {reduccionismo genético), Sin
embargo, convicne scilalar que los
genes no actdan por separado sino
que necesitan interactuar entre si y
can ¢l ambiente para desarrollar su
poiencialidad. No existe una rela-
cién lineal entre un determinado
gen y e} fenotipo, sino que por ¢l
contrario, existen una serie de rela-
cioncs complejas entre un determi-
n2do gen y otros genes y el ambien-
te para producir un fenotipo.

IMPACTO CIENTIFICO DEL PGH

~en biologia
Y MEDICINA

Clentificamente, tres aspectos
biolégicos relacionados al cono-
cimiento.del primer borrador del
genoma humano han resultado
muy novedosos. Por una parte, se
estima que existen ~ 30,000 ge-
nes, una cifra reducida y no tan
diferente de los genes de un ra-
tén, Ello posee un hondo signifi-
cado en términos evolutivos re-
lacionados con. el origen del
hombre. Como no' se conoce la
funcién de todos estos genes, se
ha fniciado otra tarea gigantesca
que es conocer los productos (las
protefnas) de cltos (Protedmica).
Ademds, se encontré que alrede-
dot del'97% de! gcnoma no co-
rresponderfa ® genes, es decir
#6lo'un 3% de la inforracién ge-
nélica’ representarfa @ los genes
que se expresan en alglin produc-
to. En otras palabrds, el 97% del

genoma no tendria alguna fun-
ciénp conocida. Por otra parte, la
comparacién cntre ¢l genoma de
dos personas distintas arroja un
99.9% de similaridad genética, lo
que invalidarfa el concepto bio-
légico.de raza,

A nivel de la medicina, ¢} impac-
to ya producido y el que se estd
progresivamente gencrando, se
refiere a una nucva concepcién de
una Medicina mis preventiva, en
contraste a la actual Medicina
curativa. E] conocimiento de la
constitucién genética de una per-
sona podrd ayudar a prevenir el
desarrollo de enfermedades futu-
ras, no sélo de afecciones genéti-
cas sino que incluso de afeccio-
nes de’ causa ambiental, como por
_ejemplo, el conocimiento de ge-

‘nes de susceptibilidad para enfer-

medades infecciosas), En um fu-
turo no muy lejano cf actual per-
fil bioguimico serd muy proba-
blemente reemplazado por un
“perfil genético”. El conocimien-
10 obtenido por ¢l PGH ha per-
mitido el desarrollo de sofistica-
dos tests de diagnéstico genético
(mcluso utilizando microchips de
ADN, ‘que en la- actualidad, ya
pueden diagnosticar-hasta 10.000
mutaciones),: Estog tests pueden
aplicarse'a: personas ya enfermas
o a aquellas quh 'todavfa no han

desarrollado’ tina pn‘rticulhr afec~

ciéa: genéti‘ca (dla3n6stico pre-
simomﬁtlgo) Tambign pueden
aplicarse;parg cl cswdno de cétu-
las del feto diirante su desarrollo




%alcma etc.). con el consiguien-
lewfrccimlento de aborto {mal
} xﬂamado "lcrnpéuttco) a las ma-
£ d?‘cs que gestan fetos aféctados

p‘or enfermedades genéticas y que
tt’irrt:spm‘ldc definitivamente a un
?ﬂborto cugcnésico. Actualsiedte,
3} aaestos tests dlagndml:os genéticos
sE “pucden aplicar.a nivel de cé-
”_' !ulas embrionarias-antes de la im-
p\lantacién de los embriones ob-
ienidos mediante Fertilizacién in
iire (diagnéstico genético preim-
planmlonal) Ello no sélo permi-
'fc detrerminar ¢l sexo del em-

! lmén. 8ino0 que pesquisar enfer-
mmedades genéticas y realigar asf
,; ifnptantacién de sélo-aquellos
5 tmhrioﬂ:s sanos («seleccidn em-
bi ionaria"] Por otro lade, ¢l co-
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ot u‘cammnto del- PGH 513 permi-
el Ipdu eI’ desarroito de Terepias
(ki Genicas; para intentar curer de-

*’\?ﬁ"ulwamtmc dlgunas afecciones
gnétmss“"*ﬁn terdpia génlea se
wrusala: tecnologl’a dei ADN recom-
b}lnaﬂle pata corfegir un gen de:
'éctuuso. y ojald reemplazario por
el gen normal, en forma perma-

T

£ ,?qqg la: recibe.y para la que existe
L% fordn comsenso en su utjlidad y de
*" " tipo germinal; que no sélo modi-
3- ,‘; “;ﬁt,;rfa la-informacion g:néu:a
= i‘del individuo que la recibe, sino
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que & wransmitird csa modifica-
cidn a sus descendientes, con in-
sospechadas consecucncins, por
io que ella tiene grandes reservas

Eticas y €3 censurada por la in-

mensa mayeria de cientificos, En
la actualided, ya sc estén llevan-

do a ¢abo vatios intentos clinica-

mente controlados de terapia gé-
nica humane. Finalmente, ¢} PGH
contribuird al desarrollo de nue-
vas drogas, que permitan un tra-
temiénte mds individualizado
para ¢ada paciente, d¢ acuerdo a
su constitucidn genética, )

ASPECTOS ETICOS,

LEGALES Y SOCJALES
(elsi) del pex

E! Proyecto del Genomz Humano
tiene un profundo impacto a nivel
ético, legal y social (ELSD, por lo
que. un monto significativo de sus
fondos estd dedicido 2 analizar ci-
tas implicencias, Entre ellay, convic-
ne seflalor: Ja identificacién genétl-
ca (estudios de patem:dad ‘identifi-
cacu'm cnmmalfslu:a} el acceso a
ia mforrnacidn delas caracteristicas
genéticas de las personas por parte
de les escguradoras de salud y em-
pleadores, las consecucencias del co-
nocimiento del estado de portador
de una enfermedad genética que se
desarrollard. cn of futuro, ¢l debate
de ideas cugcnéncas y racisias, cte.
Un gjemplo emblemitico corres-
pende al gen que da susceptibilidad
a Céncer de mama en algunas mu-
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jeres: si una mujer sc rraliza el test
para este gen, licnen derecho las
[sapres y los empleadores a conocer
es1a informacién antes de asegurar
o emplear?,

51 bien los grandes avances cientf-
ficos en cf dmbito de la genttica han
invadido ¢} terreno de [ intimidad
de los sercs humanos, obligando a
12 sociedad a plantearse preguntas
bdsicas acerca de nuestra naturale-
ze, no es menos clerto que estos
avances han contribuido a confir-
mar la individualidad de las serés
humanos, materia de discusién pes-
manente en el dmbito filosofico y re-
ligioso. Es de esperar quc ¢} hom-
bre aplique sabiamentc estos gran-
des conacimicntos que ha logrado
obtener i‘cclmtcmcnte, para jnten-
tar mcjorar la cnlldad de vidd delos

gercs humnnos. particularmente dé

aquellos més dlsupacitldus.

Manuet Sanros, profesor adjun-
wen los Dcplmmcmos de Pe-,
diatrla ¥ de Biologla Celular §
Molecular, ¢n la tullad
Cicnclas Biolégicas ¥ Mtd‘i:ma
dé la Pontificla Universidad Ca-
t4liea de Chile. Docior en Cien-
cias Biolégicas cog mencibnoen
Biologla Celular y Moleeulsr, ha
cursado especializeciones en
Gendtica Médica en The John
Hopkins Univérsify, Balilmore,
en citogenérica-con el prof.
,L-:rome e‘bfm' en ba Unirml-
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Un etm'lumis" Asf podrfmnosm:" i Mdm:s' nﬁpodlan saber quedsvm de  do con crear o cambisr una norma
ulnga:dsino de la historia del derecho la ciencia creerfa las posibilidades y di-  particular, Jo que vuelve el sistema
desde sna comienzos, Un etemo “ir  lemas que hoy genera of Proyecto G- mds engorroso y de diffcil ecepta-
atrés” respecto de las matevias que in-  noma Humana. cién, Una situacldn que mds que
tenta regulary los nuevos problemas que  po.. s o109 dol derecho consiste  DUNCE vemos reflcjada g la luz de los
m R h M cuya mm en su impolibi“dld “:mid de cu- nucyos Idl.'sﬂ,lbl"'ll'l'lipl‘l.lﬂi ,’ tecm‘:ﬁ'
eszé lamado s normar, Fucasfdesde qiic o o0 1as ciroaciones o casos en 988 sargidos can el descilramiento
o} hombre descubeié el fuego, cuundo que ta norms serd aplicada en ef fu- del geu@n humano.
debi adapar normus creadss pan tisro. St lo intentara, o su casulstica  Anaticemos por partex Proyero Geno-
mundo enel que l noche e invencl- oy, jngplicable a corto placa, o tva Hurmsang, tecriologia del DNA recom-
H?' :"r*;:‘:&*mdh Toubnen- ‘amplitud Ja vodverfa ineficsz: S¢  binante, trraplas génices... 50n parte de.
v defa iz hu:oquue"f: reflefa también cn su naturalezz Lo auevos eemenios que modificen ta
:'m""'”““ con lareatida Lo Conscrvdom,queatravésdelaicor-  conductade muestssociedad y que créan
. Ilanuy?h:ﬁmm“ poszbllldldu {an ma fija pardmetros de conducta, por  unescenario ante el cual el derecho debe
areadores de ag nofmas uoﬁ wal Jo que ul intentar regular nuevas si-  praccionar adecurdarientz, 2Las sohicio-
prever un descubs C; . tudciones debe modificer por lo ge-  nes? Mucho dependerd de una categori-
envergadura, as{ como nuestros legisla- neral tedo un esquema, no bastan-  zacifin de los prablemas causzdos.
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cri:mnacién. Con ¢! mapeo y se-
(.' ‘cuenciacion del Genoma Humano
% ts pas:bie tener canoctmlcnto de

s na, antes imposibles d: determinar,
'dmcio espacio a su dlfen:nciac:én ¥

u'enfahzando la :gualdad entre todas
faias personas, entregando las herra-
-\}m:cntas necesarias para carregir la
infraccién a la norma (recurso de
'-prmccclén en nuestro derecho). Sin

cmbargo lo quese pmhtbc esla ﬂlS“'

& ‘{a?@p_uro cap;icho {por cjemplo ef racis-
LY “ito}y no cl u'ato difcrcmc que s ie

10 de friccidn enyre aquellos grupos
’;‘iimeresados en que las diferencias
Hgengticas (tal vez la tendencia a de-
“sarrollar cicria enfermedad) sean
_'consideradas discriminaciones arbi-

-te' en fas aseguradoras y cn las
Isapres, a quienes convendrd pedir
n.na pdmn o co!u:acaén mayor, © in-
_fclum negar el $ervicio; a aquellos
“elienws que saben serdn més cos-

tosos para ellos en cf futuro,
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- Privacidad. Muy ligado a lo amterior

se encuenira ¢) arca de proteceién a
la vida privada de las personas. Esto
st da especificamente en la forma de
traver los datos gendticos obtenidos
de una personta que voluntariamen-
te (o no) ¢ someta 3 alguna forma
de tesieo genético. Una persona que
sabe que desarrollard una caferme-
‘dad, zdebe comunicdrselo 4 su em-
pleador o aseguradar? jTiencn és-
tos derecho a saberlo? 5i la evenrual
enfermedad fucra transmisiblc here-
ditariamente, ticne la persona “de-
recho a reproducirse”? ¢ Tiene ¢l Es-
tado cf poder de prohibirselo? Muy
probablemente se desarrollardn ba-
ses de datos genéicos a simititud de
lo que sucede con los antecedentcs
comerciales en la actualidad. ¢Po-
drén dichos datos transarse libre-
mente ¢n el mercado?

- Patentes. El conocimiento obteni~
do a partir del mapeo de los gencs
Humanos dard como resultado nue-
vas formas de diagndstico de enfer-

'medades, como Simismo nuevos
medicamentos ¥ wratamicnios. Todo
cllo ticne un valor comercial inne-
gable. ;Serd ifcito permitir ¢l paten-
taruiento de los genes humanos que
hacen posible dichos férmacos y tra-
tamientos? De no ser asi, edmo s¢
togra el estimulo para ls tegftima re-
compensa del investigador que se
dedicz 2 estos descubrimientos?

- Nitevos tipos penales, Los inten-
tos de regular cstos nucvos deseu-
brimientos y sus miltiples posibili-
dades estdn dando lugar @ nuevos

tipos penales, que crean y protegen
nttevos bienes jurfdicos (por ejem-
plo, “la identidad genética”). Por
otra partc, con las nuecvas tcnicas
s¢ da una poderosa herramienta a
Ja ciencia forense y e aponian cle-
mentos probadtorios al procése pe-
nal con una certidumbre inédiia
(también en materias no-penales,
como los juicios de parcmidad). 45¢
lo debe incorporar como tlemento
probatorio independiente o inclufr-
scko dentro de los aciuales, como [a
pricba de peritos? Teniendo en
cuenta ¢l grada de¢ centidumbre que
otorga, ;qué valor probatorio debe
otorgdrscie?

Estos y otros son los problemas que
¢l derecho deberd abordar. Para cllo
tendrd que variar su manera tradicio-
nzl de enfrentar los problemas, sin tra-
1ar de hallar todas las respuestas Gni-
camenie dentro de fos Iimites de su
disciplina, intentando adoptar uma
conducta mds propia del cientifico
que del jurista: comenzar a hacerse
preguntas antes de dar la respuesta.

Inart Reary R Licencizdo o De-
teche de la Pontificia Universidad
Catdlica. Su tesis de prady witsh so-
bre "La P{;?‘M“m(’gj recursos
gumanu Asesond al Senado d:

Republica en I redaccion de It ey
que prohibe la clonacidn humaaa

préoam # promulgarse.
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CAUFAS v PIEVENCTON

/Cudles son las

causas del

cancer?

Los dos agentes principales, a saber, el tabaco

y la dieta, dan cuenta de casi dos terceras

partes de las muertes atribuidas a esa puatologiu

Dimitrios Trichopoulos, Frederick P. Li y David J. Humter

1 cdneer, uno da et ¢aunas mis
frecuenics d¢ muers a [p largo
de la historio, apteté su garra

con ¢l progrese indasirel y técnico
del homhre. Aunque el riesgo de al-

guncs tipos de ncoplasies ha decli-

nado d¢ forma cspecibcolar b log
pnises desurrollados duranie esle si-
glo, la incidencis de las formas’ mis
significntivas no ha dejado de cre-
cer. Los cleceres de pulmdn, muma,
préstaia, calon ¥y recto s¢ han hocho
mis frecuentes alif donde ban aumen-
tado loa foctores de riesgo: tabaco,
hébitvs wimenwarios inudecuzdos ¥
exposicidn 8 agentes quimicos peli-
gvosos e¢n el puesto de Wrabajo © en
¢l smbicnie.

Cunforme 3o extiende ju jodus-
trializacidm, go amplian tamhién las
causas sospechosas de inducir cdn-
ecr, En los aliimos ados ban venido
sopunde wurmes que impliccbun o
teddn ipn de productas modernos,
desde fArmpcos heste veléfones mo-
viles. B) nitmo de los avances téenis
cos hace chore mis erfiica yoe ourcn
In necesidod ds.avoter las cansas rea:
les del cdncer entre un ¢onjunto cre-
cicnic do posibilidudey,

Pam nbordal esta toren giganicsca,
hemos de apoyarmos en !a epidemios
logia Compets a ésis descubyir los

DIMITRIOS TRICHOPOULOS, FRE-
DERICK P. LT y DAVID J. HUN-'
TER penececes 4 la Unlversided de
Harvard. Trichopoulos, que nacls en
Atenas. snseia cpideml . LI, de
f“ chimo, da clmes tambidn an
1z facultad de medicina, Hunter pro.
cede oo Australia; on Harvard' firi-
ge el Ceno parn Is Prevencién del
Céncer, Instliucién que ha presiado
fodo sv ayuda a los sutnm ca la
prepamcidn de st ardcolo.
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Clea-que aicnien contm

faciores que s2 repiten en fa historia
cloica 4o los viclimes de céncer y
en s eslilo de vida, puru infefpretor
su slpnificado en ¢f marco da {a doe-
tring Bbioldgica, En dltima instancia,
tos indicloy exirefdos podifun con-
vzneer 4 los investigadones da cofl o
cufles sean los factores o circunstan-
¢las “eausantes™ de la eofermedad: o
dicho Je oita munerd, que Iz exposi-
ciéa nats ellos aumenta de formn sig-
nificetiva ¢l ricspo de. 14 enferniedad.
A lo largo de tos ditimos ¢incuenta
ufios, la epidemivtogfn he permitido
nt &3lo determinar s ¢causax am-
bleatales (no vincuoladas a In heren-
cin), sino también caleuler ¢l némere
de mueries que vada ufio pueden airi-
buirse a cada wno de elles, Aunquo
esios trebajos no sirfen para prever
qué le sucederd 0 un individuo en
parlicular, propurcionan, 5in embergo,
ura-valiosa informacidn d quitnes se
prcoalpm por reducir al minkmo 12

upnsluﬂn [] agcnr.ns cmlnosénico:.

Apentes carqlnqgéq[qu

Podemm reducit & dns principales
los ripos - ds agemes carcinogé-
nicos. Comprends el primero Josugen-
genes impli-
cados en ¢l conirol de'la p:ohl'erumén
¥y migracibn celulares. Bl clncer 5o
predice cutndo s¢ acumulsn ea una
<&l0la verias mutecioncd. ¢n on pro-
ceso-que sucle larder bastuntes afios,
¥ el logen por fin safares da los
frenoz que reguian Ja proliferacion.
Luy mutaciones fucililan que la cé-
lule originnl y w progenis sefron ul-
terlores alteruciones, amén da multi-

- plcarse en npdmero crectente hasta

constituir un iumor,:integredo fun-
damenlalments por células anorma-
Ios. El segundo tipo redne a los agen-
tes-que no dufian tos genes, sins que
puicacizn uleclivnrm.nle el creci-
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mients de e€lufns twmorsles n de suc 3
precursoras. El peligro primerio de 3
un ¢dncer mudica en fo posibilidad do, o
Ineléstasie, €510 es, en que Jos cfl-R7
las emigren y fleven la cnr‘ennedad'
s oirms reglones def organismo, Por
iltimo, In enfermedud pucde alcuge:
rar y destruir un drgonn vital, f
Nedie discute que ta exposicida i
ceiterodn de zonas del organismo & q'
bas componentes yufmicos del homo
del tabaco. per ejemplo, na termine %
por inducir alieraciones celutares que7d
degencren on cdncer. Pero descono- 23
cemos lo2 meconismos en virtud de;
los cuales t) exposicidn origina las:
alicesciones aludidas, Pars uns eo-
rfu buslunte asenivdo desde hees
tiempn, mochns agenles celeténol]
del ambients, asf como ef envqject-v
micnto y oros pracesos vitales, cjer
cen su funciSn nociva u truvés de Iy
formecidn creclonte do radicalys |
bres en .el orguoicmo; estos Frap:
menloy molecularcs son muy TeacH
vos. Al intermciuor con el ADN: &
un gen, Ink radicales libees puefian?
lesionwr. y mutar. un gen dé mé
permnncnte. Oiros carcméscnoa
semos on detormingdos virus,
rufan de forma distinta: acelem
cl ritmo de divisidn celular, %
Ni que decir ticne que Jos gomy
que heredamos do nuestros progeal
tores influyen también en- la apis
cidn del cdncer, Algunss pcrsow :
cCh CON MUlGIDNSE Que. FIOMNCYE
directaments o} desarrolle excesiy
de cicrtas células o Ja formacion
metaciones adicionales. La pr
cvolutiva, sin embargo. wicgure g
tales utaciones no sbunden; son
ponsables dé menos del-S por cicnid
de todassins, neup!aslu lewles.
Apuste:da; 1bs - mutaciuiss, sl
eq . log - genes que.segulan:-ol, ofic
miento celolar, 105 rasgda’fisiol
cos heredodos de carfheter genesal,
lervienea, en cisrin imedida, enich
mayorin de jos fumores que ap
cent en el hombre, Por. c}cmplu. !
huhod:hnednrunlpwlmuyb .
fovorsce el clucer de piel. Algy
blcn.aqnqneh;paunnudepiel ) m
blanca sean meés propenses, desa
llon la enfermeded $6lo dupués"
la axposicién profongada a Ie |
cién solar, un carcindgeno ambij
tab. Adcmds, 5 algujen hercde
varinnte gendtice que huce qus of
ganisma no elimino eficazmenta de:
terminados carcindgencs, e3a person
despuds de una exposicidn repei)
5 esios agenles, se hellard mds g
dispucsta al céncer qus ouv sy
que poses vna forroe miés eficle
del mismo geo,
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A proposito decl chncer suele pre-
plarse cudnlos casos se producirfan
5“ & ‘manera espontdnes en individugs
08, genélicamente normnles, fue
Zyen conseguido evitor la exposi-
on a los carcinggenos del entorno,
Sobre esa cuestién disponcmos de
culos sGlo aproximulivos, resul-
iahies de ln comparnecién entre po-
Iwnnes con pautas tumorales muy
$pares. Quizdx una cuara pane da
ndos los cdnceres pertenezean al “nid.
Eb duro®, es decir, que se mani-
gacfan incluro en un muado libre
#influencias extemas, causados por
¢indgenos del propio orgapismo y
‘atumulncién de errorex pendticos
i restafiar,
Los epidemiélogos han mesrade,
i'meargo. gue, en ln mayorfa de
d3iCisos, el omhiente (e ¢f que se

pape| determinante. (Son fablex
birag daios? El punio déhil de Ia epi:
;Eﬁiolngfn de! cdncer radica en In
mposibllidad de realizar prucbes on
a.lique grnpos de personas, elegidas

ar, ‘se cxpusn:mn e carcindge-’
95dh spotcnclalc: o ni siquitra a com-
i’*‘ E §t0% que cvitaran oo poténcic 1o
fitién de neoplasias. La ética re-
¢ hn”los ensayos nlealorios con agen-
oncogénicas. por desgracia, la ca-
tia de este tipo de cswudios puede
gfiplicar gravemente In interpreta.
mdn“de los datos.

o Limitaclones
' de la epidemiologfa

fconsccuencia. los cxwudios epi-
(démiolégicos sélo descubren la
tgﬁ'dcsﬂ -la enfermednd -cuanda se
ilue la.gente que padece: deter-
adar cdncer-ha sufrido una-expo-
ﬁGn {itensa’y manificsta a un'ogents
Z os En opciGn nlternativa; puede
Eftadinse 14’ existencia de una vine
: &;B“ tliba:encuentra una relacion,
qog:débili relterudn etroun' tipo
inkEe Y- clerto’ agente: una ‘reln-
pbtervada en miltiples clrcuns:
RS [Wheids v+ respaldade  por una- con-
ém‘:imbiolégicn. '
%:nlo‘ con le que m:abamos
ner. hemos basado nuestra
’u ‘Ias‘prucbas dc carcindgenos
iRt doblet eriterio: 1o sobreabun-
do” ditos epidemioldgicos cu-
anismos- blolégicos se muoc-
tli émborgo, en el terreno de
Pecalicitint’ y descubiimi¢ntos
Jeloldgicos’ que, aunque impres
50 Eohetentes -y finblest parn
o sCEltpapel de losvhortali:
Ay - ‘frniten In prevencidndel
efipor ejemplo, tiends a pituarse

T Cmxcia, noviembre, 1956

inyc ¢l edtilo dt vida) desempefin

ALIMENTOS GRASOS como éstos que nplreeen sohre ln— mexs de; on restay-
rzafe de Nueva York facilitan la formacién de tumores may diversna,

en la primera ‘de csas categorias,
mientras que ¢1 potencial carcinogé-
nico del hume del tubacy en los fu-
madurey pasivos-encaja en in segunda;
nsf, es bastante restringido el nimero
de personns ofcciedas por cdncer de
pulmén sf #blo’ se considera el he-
the de hober - estado. expuestas . of
bumo del tabaco como fumadores pa-
sivos, aunque Ja relacién gozn de res-
pildo dacumental y ledrico suficiente;
Los darog’ "que aquf pressntamos
constituyen:-un exudado dé- centena-
res de “estudioy; las- opinioney que
aducimos™son,* esimismo,” comparti-
das por muchox iinvestigadores ¥ pro-
festonales:de’ 14 salud, cuando no por
la'muyoris; A-tenor de los reglus do
los estudios epidemiolGigicos sobra e}
clncer, nuextrasnicncién s¢-centrard
en loz casos letales; no cn todos los
cpigodios neupldsicos, puru-evitar fas
distorsiones 'que introducen- los cdn-
ceres- comunes: que  faramenie pre-
senten un' prondstivo- fatal: Los re:
sultados que prescntumos concicrnen
at mundo desarrollado, mientras no
e indrque*logcmwaﬁo.:t.os ‘datos de
las_ugciones;industrializadas no’ son
nplicablcs; ncccsnrinmcnic» o los paf-
ses gn*vins de desarmllo. donde pre-
domisian jlos - ¢éncéres’de origen in-
feecioso y: cada'vez-mds, lo¥ cousndos
por-curzinégenos laborales.

El tabaco,
principet factor coarcinfgeno -

45 de la mitad de los folleci-
micntos qoe proveea cl cfin-
cer en los Estndos Unidos’—ital vez
hasta el 60 por ciento— pucde atrd-
huirse al tabaquismo y la dicta
Desglosado el guarismy, el taboco
causu el 30 por cieato de las muer-
tes, lo que lo convierte ca e} lactor
czrcindgeno mils letal de Norteamérica.
Dejando nparte- tnboco y- dieta; jos
demils ngentes ambientales’ respon-
dén sélo de un escaso porcentujc de
la: mortalidad. '

-El hfbito de fumar, empnnicu!ar
gigarrillos, provnca cdncer ¢ pulmén,
tracto respiratorio superlor,’ csdfago.
vejiga y péncreas y; probublemente, de
cstémago, higndo y rifi6n. Bl tahaco
estd implicado en In-teucemis’ miclo-
citica crénica ¥ pucd¢ ‘descnérdenar
céncer de colon y recio y* Ule totros
érganos; Que €} tabaco d& o no lugar
a una neoplasia depende’ del ndmero
de cigasillos, ¢l contenido ¢n'alqui-

rdn y, sobre todo, de In’ persistencia®

en ¢l hibiig, entre ntras circunsian-
cias. Si_se ha adquirido c] hdbito de
fumar cn la-juventud, cf peligro se
multiplicn. Loy riesgos varfan-de uno
a olro tipo de edncer; una muesira:

en los fumadores lo’ pnobn.bi!ldnd de

29



AL L
o

sufric cincer de vejign s¢ duplica y
12 de cfincer dec pulindn s¢ oclupliva,
En los fumadores pasivos cf tabaca
causa menos cnceres de pulmén que
en los eetives. Lo gue no Impide gue
cada niin muern par ese wolive, s6lu
cn los Estados Unidos, varios miles
de personns. El humo de los fuma-
durex resullo para guicnes cstdn cercu
de ollas tan peligmso come el aire
contsminado del exterior o la expo-
siclén i raddn, ges radioctivo que
emune noturufineate Jel suclo oo do-
terminadas zonns de In tlierm,

Come blen pora vivir mds

n las pafses avanzados, edin Ia

dicta rivaliza con ) wabeco en
potencia oncogénics y letalidad. La
grusa umima! (suturadu) eo general y
la carne roja en parlicular xc nsocian
con varios tipes do cdncer. ambas
esidin rclacionedes con fumceres de co-
lon y recto; las groves sutucadas
podrian hallarse también implicadus
en et cdncer de prdstata.

Pero los invesiigadores siguen des-
concertados ante uspecios sorpreden:
tex de lax grasas de In dieta. Lox es-
tudios reatizados con animales revelan
que. en determinadas condiciones,
cicios lipos de grsus puliinsaturas
dar aumenian el riesgo de chnces en
unas zonas del orpanismo, aunque ke
carees de datos que commoboren .esc
fendmeny et huraunoy. Pur ofrg puntae,
ia investigacidn rigurnsn reapalda vie-
jas hipdtesiz sobre fa vinculacidn de
lus grosas de lo ingexta con neopla-
sins. Par ¢jemplo, frabajos de segui-
micnto que aharcan un periodo de
doce ahos muestrun que no hay fun-
damento pura afirmar que una dicta
rica en- grasa (tfpicumente, on gsa
animal) aumente el riesgo de cdacer
de mama cnre Jas mujercs.

Enire lot adilivos no potritivos de
los atimentox, s6lo Ia sol parece can-
tribuir dc manero significatva al de-
sarmlv del céncer. Una ingestidn ele-
vida de 1a wisiw podria conducie a
la aparicidn do un céncer de expd-
mago. En el suresic aridtico. Jos niflos
que cumeh abundanle pescedo salado
50 muestrmn muis jurilispucsius al cdn-
cer nasofarfingeo (lo pante superior da
fa laringe, que tlcpo hasta las fosas
nasules), D¢ sumeru seincjumie, is in-
gestin de hobidas muy caliontes, in-
cluldo ¢l mate, z¢ ha. asociade con
un incremenio del resgo de céncer
do eedfago. -

.Por contra, In mnynrfn de las, in-

vcstismonu sobre, ¢l café {con o

sin gufefnn) no upunian u una rele-
cidn do éde con el cincer en el
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- - al virua de la hepalitia B, céncer de higada.

Microbios causantes de cdncer

Hm ya mis de un siglo qua loa axpados easpecharon ta posibitidad dn'
tos tumores estuviaran causados por virus y olroa apenisd infacciosos’
les atos so pucedian y iracasaban cuanios intontos so ucomelion por v
la hipatesls. La introduccldn de diversas infecciones en animales o g
cdncar, Poco 8 poco, la iden fuo pordiendo aceptaciin,

Las cogas camblaron en los ulimos 20 aflos. No edlo ao ha damoﬂmdo
muchpa lipoa dileronies de cancor se deben a virus, bacterias & pardshof;
que s6 ha Jescublerto también que ha da alribuirsetes hasia un 15 porid
do lop myorlos de orgen cancercso. La Inmensa mayoria do o208 calas
rran en paleca on vips da dosanolio, donde prodominan las enie
focclosas. AunqQue 0O €0 ©3¢apan lempoto K3 paices avanzados; un 5 par,
do lan mumtas por cidncor quo 6o rogistm en los Ealados Unidoa resulta.de
fermadades producidas por Infecclones. La determinackin exacla da prop
noa as dificll; & menudo, para qua una infeccidn eveolucione en cander,
transcunir varos decanios.

Los patégencs haebitugies de formas cancercaas son los vinus de ABN.
propagan invadiends las cdlulas dol hospedador y usando la maquingria do
pare la gintesls do ADN y.de proteinas y asl generar coplas de e/ mig
ostos Agentes carcinogénicos, loa dos prindpales son log mllmﬁm
noa de ks tipes 16 y 18, guo &6 transmitan por via soxual, y of wrm@dn
. hopatitis B. Los papilomavirus provocan, antre otros, cancer de cuailo dé,

Aunque log pnpilamavlrus de los tipsy 16 y 18 son responseblea dal ' |
da [ns casds de cédncor dp gonilalas y do ano, olros 30 lipos de papik , i
pusdan aetar implicades en estas patotogiae. que afectan o as mujores con )
cuonaia mayor quo B los vayonos. En clartos lugares —de manera NoIAHG @
- Japén— ol vitus de la hepatilis C causa casl tanloa cdncoros de higedy g

prba s .L

ol do la hepoiills B. Lo verdad ¢ que ies infeccionaa viricas, las hapaliﬁl %

vardn. Ni siquiors parece importar et
cduicorante que & utilice; cantpinos
con datos fchacicnies para maniencr
yue los gdulearantes arificiates, in-
geridos en chotidadus rozonubles, no
causan cineer.

Lod nexon enire dicta y cdncer, sin
embargo, no se ciflen a lo que sc
come; s0 reflejon inmbién en lu yue
falla en la meza. Por mzones quo no
acnbamos d¢ comprender. Ias dielas
pobees en {relas y verduras lavarc-
ceh | mapifestacidn de diversos lusic-
res. La eficacia preventiva do cston
ulisaenios puede provenir de constl-
tuyentes espeeificos que bluguesn las
actividades carcinngénicas de sustan-
cial gorerndag en nuestro orgenismo.
A cdle propdsito, s¢ supone quc los
antioxidaptes presenies en Juy 8U-
meptof neutraliton los radicoles li-
bred. .OUros compuesios quimicas de
lus alimeates, scgidn 3¢ ha sugenido,
bloguean- Jas sedoles quoe envian los
cslrdgenos:. sefiales que envian. esios

a
exteroides inducen la proliferacidn da
lay células mumarias, Pero log abt
menlos eonticnon millares de coniisl
puestos, y los investigadores contizied
ntae sin poder decidir cudlcy, y co}
qué combinaciones, resullun més ¢fi
cacea para inhibir cl cdncer, ‘AY

La dieta influye no sélo con d
tipo de calorias consumidas, sino tag
hién con la cantidad, Se ulimite que's
la iagestion de energia en .
cusntfa que la gastada results perjy:
dicial pura Iw vide, s.bicn lov. me
canismas intcresodos vorfon P rvnl:-n!,!r
blemante scgidn la edad. Loa -nifiod
qQue comen en exccso ¥ hacen pocd
ejorcicio suelen crecer mds Yy m
trarze mis pmpensus o clonos ti
de cdneer,

La investigacidn ha obtenido um
resuftados surprendentes 4 propasi
del cdncer do mama. Un desarrolla
desproporcionado cn ln infaneia, o
ficjudu ¢n In mayor ematurs y posg
adelanto, asi parece, ln menarquia
cste avance de Iz menstruscidn cog
Lituyc oo factor de ricsgo impoum _p!
Je clincor do mumw, y mo sdlo dopl
csa nenplatin. Bn cifros, bs sabrealididy
mentacidn y s falia de ejmicin»,

y de préstala, dos especios que &of
letalos con bastente [rocuencin,
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8 tumores gdsitcos. El virus de da
fod ﬂdancln humana (ViH) puede caw
ml sarcoma de Kaposl, forma cance-
kzsaida ios tefidea bfandos, v o Vinfoma,
ne de cdncer caracterzedo par una
oién ancomal del topdo finjolda.
peter pyfor! as la Unlca bactone
ey af cancor, Insta on porta su forma-
ki’ provocando diceras gastricas. H. py

), AUNqus 1a propofcidn da casos

L. la obesidad de la mujer adulta
m:ldc una causa importanic det
ot de endometrio (el revestindente
) ¥. también, un motivo rei-

do, aunque sulil, del cdocer: de

% nhcldus Ia nbesidad fomento el
de cdneer de :o!nn. ritidn y
ia biliar,

"consumy elevado de alcohol, sp-
tado por fumaderes empederni.
tencia ol peligro do cincer del
4" respiratorio supcrior ¥ dcl epe-
?dlgﬁll\fu. la cirrosis alcohdlicu
degenemr en cAncer da higada.
e Ia ingcstién moderada de al-
reduce ¢l riesgo do enferme-
cardiscas, bastan, eso apuntan
datos, una o dos coniumiciones
fiinriag para propicier ef desarrollo de
tdncer de monm y quizd los- -
:de colon y rectn: En nidme-
88 bebides alcohdlkas contrl
&b tn 3 por cicnto a |a mortalidad:
{Ahcer en el-mundo Jesurruliado,
mcnlnje equivale a un-30: por:
] de] asignado a Ja dieta)
. bfltos sedentarios dep cuenio
3 por ciento cdicional, y otm
jar cleote los aditvos-de los
0s, fundamentaimenic In sak
Adifereacia dul tabaco.y de fox
_ ?i elimentarios, ofras ameneras,
Hzmenos clamorosas, sean diff-

#s 8 ln bacterla astd adn per de- -

menopfiusico. Por razones -

puhilodo, eeldn dolrdas do un BO% do loa casos da’ cincor do higodo on {tode

kos virus causan tipos de cdncer dislinios, algunos bastante roros. Asi. of
" da Epclem-Barr. Lamoso por produsir mononucieosis, evidencia a veces una
.. d carclnogédnican, 59 le atribuyvan nada menocs que a mitad aproximada
cores de la faringe superor, mAn del 30 por danlo de {odos los casas
edad da HModgkin, &l 10 por clento de los da .IInfoma no hodginiano

PAPILOMAYIRUS, un egente o
poriente de céncer,

‘quo pucden enlorpscsr la Accin d sistama inmunitario dal hospe- -

ZaMes do que une Infectifn se tome cancerdta, Un conocimignio mds

o de,la cadena do procesos que lionen lugar feclilaria Ia adopeidn do mo- -

r,jp!wanuvaa {vacunas) qua bloquearan los procesos secundaﬂos. evitando
nletmodad degenere en cdncer.

—0.T, F.PL y DA,

cilezs de cvitar, Aludimos a [as ra-
dinciones producidag por el sol, If-
nens eléctricas, elecirodonudsticos, eld-
fonas portdtilez y gor redén. Se les
atribuye ¢! 2 par cicoto de iodas lax
mucries pof cdncer. En su mayuria,

el :fallecimizoto s¢ debé 'a ofguna ©

fuente natural de radiacién y acos-
tombra resulter de un melonomo, cdn.
cer de o piel provocude por oy -
yos ultravioleto del sal.

2Qué declr de las radiaciones?

Dcnlrn del expecirn ultravioletla que
elcanza la superficie de nucs-
o ploncta, €] comporenle guc en-
cierra mayor pefiprosidad son Jos -
yoi B uliravioleta Je eitk frecuencis,
que dafian Ia ¢adena.de ADN, Talcs
rudinciooes B sor los culpables de
mis det-90 por cientn de ok cdnee.
res de picl, melanomas incluidos, cuya
letalided supcra la del resto de neo-
plusivs dérmicas. Muchas autares upi-
nan qus ol factor clave en la preduc-
cién del. melenoma .no reside tento
¢n In exposicién continuada a Ja radin-
cifin' rolar cunnin en la frecuencio de
quemadurag solares en la infancia.
O lucnte nalurel de rediecién es
el mchin, Este gan ingoloro e inodom
emerge de [a cerra en determinadas
regiones. Pucde introducirse ¢n Jos

cdiflcios y acumularse en la plantn
baja y en Tos sGlanos. Se ha vinculn-
do una mayer incidencia del cdnger
de pulman con la respirscidn prolon-
gnda Je radén cn conconimciones cles
vadas, principalinente en e interior
de minas. Pero no puede decime que
¢sa forma de radiscion sea wna causa
impurtunte Je ciheer o general: udembs,
tas niveles de radéin hajan con ta ven-
tilacidn de cdificios y minas.

Se sabc que los campos cléctricos
y magnéticos generndvs por el fen-
dido eléetricn y los apamiox elee-
trodoméstcos, que ascilon a 50 ciclos
por scgundo, son campoa de extrg-
ma bajo frecuencin. Han desperiadp
noinhlc interés por ai guardaban al-
guna relacién causal con el cdncer.
Huosla lo fecho. 1os dastos de conjunio
sun cenfusps, se bop difyndide Je
farma seagada y no re han entendido
bien por el publico. No ¢s raro que
siembren ¢l mitdo, al prescindir del
soporte cienl[flco. Que se sepa. pur
radiacifn no pucde inducirsc una
mulaeidn penética B Menos que les
molécolos del organismo sc ienicen.
s decir, adquieran oo carga me-
diante [n popancio o péntida de one
o mifs clectrones. Pero: loa fotones
asuejedos con cumpos de frecucncing
extremadomento bapm tendrdan que
poseer una energla un milldn de ve-
ces superor pam lumr.u- Jas mo-
¢culas:

Los estodios epldemlnldgll:ns indi-
can, sin cmhargn, que ¢stoR campos
sl podrizn potemciar cn cusniin mar-
ginal of riesgo do leucemis fnfantil;
mucha menns cansisientes son las
observaciones concernicntes a otros
tipos de céncer. No debe descantarse
o pysibilidod de yue bos (endidos
eléciriens influyan en el desormolin
de algunas neoplasias, pera los da.
tos no disipan las dedos. Incloso cn
{a propin levcemia infantil, fn infor
macion glohal recabada es wan dhi),
guc 1o migmo pucde rellcjar nne vin-
culuciin real con i patologle gue
traslucie unn erréinea campilacidn de
datox epidemiolégicos,

E] miedo o o campos de frecuen-
cin extremadamente bujn obedece o
diversas razonck subyacentes; una pri-
mera o5 |4 asocincldn incorrecta en-
Ire esind campos y oiras formas de
mdiagiéin; voa segunde ticne que ver
con Ja amplia publicidad que 8o ha
dado a estudios de co.rw nlcancc y
previsionales.

La radiacidn elaﬂmmsgnétu:n de
rudicfrecucncie. que emilen lox rclé-
fonos mdviles, Jus nporates de mi-
cranndas y otros sistemas inalimbri-
cos o {ncluso los seres vives, difiere



—— CAusas ¥ PREVENCION

Age ntes carcinogénicos

Humaliorna
; T pulmbn

Pulm-éﬂ

Eacape ds los
métoras dibsd!

i mmm 400,
' pirba

Aadiacidn
lonlzanie

tniruculrda

Fracyante

en el lugar de traha;n

. Ruvnullrrinfﬂn dn lronos,
i usllllotos, obrerod
a do uﬂlmlm 7 umnm

Formvllrloe. ampluadaa oo
: garajod 40 aulobubed; conduc.
forex de camionas; mingros

o =
| sty rouhcioe: maias.
! Alslomiento de paredas

l-lu!eriam r&dfaclhror.
produclo. ¥ pm-c-ﬂ-dtminntos

US ek ixm@fﬁf’ﬁ" afanz ek

Blisniga

! Higsda, plel
poilclorades ;

por entero de los campos de [re.
cucheias exirchadamente bajas. A ca-
diirecucncins mucho mis altas, 1o
enetgln de los: fotones #e . haila to-
davia por-debaje, en verios-Gndenes.
de' magnited, del nivel que se -
spuivre parn ionizar ang mofécuda, Ea
lox asentammicnioy wmbrnos, donde lus
campas d¢ radiofrecuencia zon mds
intcases, los- niveles: de <[ enerpia
ambiental representan. menos de ung
cenlésima parte que los emilidos por
una persona Se-cptfn estudiando las
emisiones do-ondas Je-radie atocla-
dos con s defefonfa mévil pea des-
cubpir '5i exisle o na algunn posible
-gonexién con ¢l cdaper cerebrul; los

2

" Inlrocusnte’

t Liguiges hidrduhod, 1ermao-
i Manglegianiaos y ubricanies;
} tlnm &dhclh‘ol, !nmk:idu

i bombare; calalacioral

tntos ubieaiday hasia hoy no permi-
ten afirmar ningunn vioeoleeidn,

. Por contma, la emisidn qua gene-
ron oz mawrinles rodinctives y fos
resceionos oucleares s e lo suficicn-
temente ‘energético pern -ionkear mo-
l¢culsa. No: s¢ discuis-tampoce s
curcinogenleidod. Pero, de nueve. cf
piblice liende a svbrevalorar el ricsgo
de oz nivetes bajox de radizeidn. Entre
loa japoneses dé Napnsaki y Hiroshima
que sobmvlvicrol mis &2 un' afo A
las explosionas-mdmicny —-y.que cs=
tuvieron expuesiea & uRDs Riveles de
radiocign: muchisimo mis altos que
lug que lo mayoria de In gente podrd
jumds" sufrir~; sdlo un | por ciemo

de cllos fallecid de cdncer de origegh
rudinclivo. L3 invesligacion cpidemigs
iﬁguu no reapulds Ja idea, my ¢ R
wendida, segin ls cocl se fegisify ey
una moyer incidencia de leucemia & 2
ire quicnes viven cered de cen
oucleares y enire loy hijos de guj
nzs trabajan cn teactofes nucl

JER
Trabajo, medicinas y microbi

ustoncias cuyo cardcler con

génico copocemos ahorn =—amjil
o, benceny. formoidehido, gases’d
matores de combualion y mdﬂn—{”
considerron en un comlenra .
grosns tras observar 10 ocurridodle
desgraciados  “experimeptes
les™: nos referimos o fos eaposh
nes A concentrasionss clevadas e
lugeres de irabojo. Gracies al copiz)
fral de estiis suslungiuy carcin
caf, al mennk cn el munilo o
Wlgdo, 1z higlene y sanidad lahﬁi‘ai
pareven luber mejorado bigh en'l’&’
ﬁlﬂmﬂs milow.

.n

lugarcs de trabsjo observadas-at}
lyrgo de fos Qltimos 30 aflos han pe
mitido rehajar In proporcidn de &
ceres leiales a1 menas da un 5

serfu ¢l duble. Con rodo, ¢y muy
sible que los vdnceres ‘
con ef trabajo. ¥y que afecum 50
wado gl pulmdn. la plel. la vejlg
el sislemy hemtopoyético, aumenlos )
en lox pafses en vigs de desagoll
conforme se van indystrializando;
Al par que Is exposiclén & dl
ws sustuncios ca el medie de;
bajo. lo terapia cmplcadn aus ho.
vadao, sin buscarla, & ahendar :n"
causns del céncer, habida cu:alr
que detforminudos Tdymucos ¥ prods
dimientng han resuliado scr ¢

!""

nogénicos, Por paraddjico que
¢, producios y procedimicdics mé
podrhn BET rupunmblu‘ de un bip
ciento de todos los edncores. P
slladamos ch peguida que su utili
compehse epn Creecd 1os n:t;a:. _ :
que. vele  lmubién puru o :
snilconceroans, Incluidas la- mﬁq ?,
in: guimiotcropin, Algunos -ffrme
eficncey y combinaciones de clios i
lizados para el Irntambento: dy Cold:
ceres commo Ja enfermedad de He
kin pucden dar lugar o uno feagemil
aguda en un 5 por clento do losif
pervivientes y, €0 cA50S rQr0s; §-¢
eer de vejiga, . 4

L Nirmacos i mmumuprcm L
den ser lambién curvinogénicoy, :prgg
vocando giertas tinfamas. Con el iy _*v
cor de mama y de endomelrio gz
relociunodo la udministracion -.a.ii

ENVESTHLALTON ¥ ClENCEA, noviemibre, |
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é mentaria de cxtrégenos para conir.

Q‘M de cﬂnccr de higade.

j s Los primeros infoarmes que se clo-
: sobre tamoxifeov, un fdr-
a;gw eaperimentzl utitizado en ¢l tra-
SiCAamiento del eincer de mama. indicoban
“%' podria dar ugar ocasionalmente
o 13_=5nccr de endomeirip; estudine re-
l LEERICS % muesiran menos tajantes.

(8§ fdrmacos prescritos pam favores cueme y Jificil de documentar, Los
5 c& la fecundidad que remedun low  efectos nocivos no suelen ser con-
trastables, pomue generolmente don pulmdn ¢n vn 30 por ciento, sobre
| foclvide, godrfan qumeniar ¢l ¢l resulicdo Jde vea exposicide a va-  todo cutre los fomuclores. {Aunque
6530 de chncer de ovario, L8s hur-  rios ogentes carcinogénicot quc s¢  esla cifra produrca la impresidn de
monas del crecimicole pdministiodns  presenian e concentraciones muy k- un’gran salio, los Rmadems cmpe-
Ius niflos poddun elevir ¢l riesge  jar Sin cmbargo, & mzonable su-
Muumm. Algunos diuréticos po-  poatr que csas sustancias podrfan dar  incremenindo en un 2000 por ciento.)
y sumentar ¢l riesgo dc cncer  cuenta do un 1 por cienlo del
fdn;, determinados Monovos uti-  bal de cénccres Icteles, con particu-  cidad carcinogénica del gas del ex
.parn bujar el nivel de coles- lar incidencio en Jos de pulmda y cape de los motores difsel, proba-

tfectns de bos gonndotropinns, Pergo-

B

f; incrementar el rlesgo de edn-

21, canclusiones finmes.

2y tol vez ef de calon y recto.

apenas )0 afion en la etiv-
mmtar los sintomas de T2 Menopav- logfa de Fus tumores, poeden
¥a. Y Ins esteroides prescritos en el ser Jos culpables del 5 por
I mtamiento de fa anemia opldsiive s ciento de todos fos cosos les
lm't viste involucrmdos en vasox re-  laber registrados en los paf-
ses desarmllmlos.

Coptaminseldn smbientnl

o la pnxfuccidn ds peos
plasiac hemanay, la con-
taminacién ambiéntal def wire, ngua
y suclos deyempefia un popel infre= de que la cxpusicion v oiveles ale-

embargo. los no fuma-
dures urbanns nn pare-
cen ensonirarse €n una
situncidn de mayor ries-
go de padecer chincer
de pulindn,

Tales estudles, ual-
dos of seguimisnto de
foy emisivney de goses
y &l mnflikis quimico
de mucstras de aire de
kas freas urbanas. respaldan o tesis

vadus de cobtominaciin mmesférica
pidria clevar ¢l ricsgo de cdncer de

dernidos coentan, de suyo, un riesgo

Pocus dudan quedan sobre In copa.

blerncnte més carcinogénico que ¢}

vejigo,

colon y de recto, aungud La investigacion ecolégles, similar  Je utros imniores.
0 cn £stos los dutos permitem  a la epidemioldgica. sunque menos
cspecilica y pormenosizada, schalz  que los compucstos orginicos cuyas
nplimnccptlms crales clevan  que I nsa de cdncer de pulmdn cn moiéculus contengan cloro y arilles
ijerimiznte el riesgo de ciertoy lume-  Jos ciudades contaminadds <xeede 0 em su estructums aumenlan ¢f ricigo
Hepiticos v, on determiinndns con-  1a de las dreas ruriles. Asf, do lox de cdneer de mama ¥, posibicments,
del vfiacer de mama preme-  catos Be infiere que bos fumadores el de otras neoplosins reiacionadas
ico. En el bando opuesto, 1ns e lis freas wrhanas son mis pro- con lus esirdgenos hormonales fe-
ﬁas anticonceptivas medgcen b clivex o padecer un <ficer de pulmbn  micninns, Eatre cstos campucstos’ se
dugo de efincer de avario ¥ andome-  que los Rimadores de! medio rurnd,
inclusa después de tener en cuenta  formacidn de ciertoa p!asdddnﬁ.mrm
“witus y olrod agentes infee- o componamicnta del fumadar (nd- ¢l DDT, ea el interinr del oryanivmo.
.que no K les foclufa hace wmera ¥ tipo de cigamillos, ctc). Sin Apoyan so opinién ¢n que cso xc.

Alguncs investigadores sostienen

citan algunos producldos en Io trans-

mapa do West [sllp, barde de Long laland, apa-
w foce dasplegedo oon sus bes metod de anchure
bfoﬁ‘u’la mesa dal comador de Lameine Pace, una vaci.
ds; 55 afoa qua ha superadd un cincar de mama,
#iiofa son veinte (s diaghosticadas dentro dol pod-
Eia :de Ia comunidad, Unos dine deapuds e hiabérse-
omnmclhdouﬂnﬁdubm 1952, Paca

aledas por cusdrados an al. Maps.on-un- “ttfuarze
igoriificar los *foscs* de la.entenmoded. Eéparatan
satablecer alguna comaiadién onire.chos, punice
bies rosgos embientales: en defifitiva,. vlnuum

\'piimora. vista, tales cancentracianes do- cdneef o
ininadan comunfdades deberign 24r.¢f eaming Idee}
“Aovamos. hagls. los agenies caveanies dol cén-
uienda (2 pista de fos-1aclores a fos ‘due es-
r9xpuestos lodes los individucs, 8l msporga-
jitardarin én dajare® ver. Sin embargo, [a mayoria
b ligrconcetirnclones parcpen- surgic &l azar, razdn
Biiicual las sutoridados sanflarias ne suelan dodi-
I5una. stencidn singular, |
lcctn. aumque varios gégames carcinogénicos sa
ves ol rastrec de eses concontraclones

itdaivanizado m tas mujeres dol- Wgar afgetadas; -

Concentlracién de cinceres en determinadas poblaciones

(por ajempto, la rdecidn dof cloruro de vinllo ¢on el
angloaarcoma en fos obreros da las fdbricas de clo-
rro de poltdalio & la conoxlén dol distiastibasirol con
loa cdncersa ginecaligicos on hijas de mijares quy o-
maron getn [drmace durante @) ombarazo), edio an unA
de ostas ecumuiaciones da casce ha sigo pealble le-
gar-hasta (a causs ambjental. En ess aptasdis, loa in-
vmlgadom refaciongron la axtenskin dé un masole-
lionae, un wmpimeﬂom on vna. akdea wica
©of {a drionitay’ este minaral somejamte ) amianto

“abunda on ol sunlo de !a 2ona. fnou

La raticancls do iap avioridades sanitarias.a dejarse
‘pfmabrar por las sospachas do una comuntdad sobrg
la axistencla dp una cavsa detgrminante d® un: fumor
generalizado eA-la poblacion Uens gue yer ¢on o free
cumnte confusidn de kos recismantes que fienden a oo~
locar denim de une misma categoria diferentes tpas
da cincores {que muy Imprebablomante so deban 8 un
mismo agents carcinogénico). En su mayoiia las cofe
centracion@s o oon mds que picpd ratumles dantro
da Ia Incicencla del cincer.

. Do ecuordo con ia teorfa da la probablidad, expong
Raymond A, Nevira, g8 deparsmento do sanidad det
‘pstado de Callfornda. of 17 por clenlo de Ws-¢udades

¥ Cie1a, nuviembee, 1998

13

A

e
i
iy

M Y1



w— CAUSAS Y PREVENCION

o5

ey
5

nocstrdgenns remedarian Ia accidn de
los esirdgenos del propio organismo
(enddgenos) y, por tantu, extimuloriun
la divisién celular de Ia aiamn y de
ntras Grpanns de fa reproduccidn, Pero
hay pocos datos empiricos referenics
a humanos, ¥ téngose piescnte yue
la putetcin estrogénica de los xenn-
estrdgenos ¢& mucho mds debil que
la dc los cilrdgenos cnddgenus,

Do la vecindad de vestederas <de
sustabcias peligrosas o Jde pozos con-
taminados podefa rescntirse fa salud,
sungue no se ha podido valorar gl
incremento dyl riesge en relacidn enn
el chncer. S¢ ignnra si ¢xa pusencia
de asociacidn ¢s real o st reficja, por
conwn, o inegpavidad de jus indlo-
doy estudisticos para aprehender una
correlicidn muy débil.

Algunos (rabajos han apuntada,
sunque no demoestredo, unn tenue
uswcjycion positiva entre cloracidn
del agua y edncer de vejiga. En 1odo
¢l mundo, ¥ muy cspocialmente ¢n
Tos pafses desarrolludos, s¢ recome
o o cloracidn pora desirnis pérnie-
nes ¢n cl apua potable. Aun cuando
la ¢loracidn prescniasc algdn ricsgo
fafimo —que uwlemids no es seguro
de que anf sca— el peligro quedarfa
mis que compensido por Ja capaci-
dad del clore para prevenir la dilu-
xidn, o través del epus corriente, del
colera, la disenteris ¥ la ficbre ti-
foides. Las investipaciones sobre la
fuoracidn del agun hun upurtudo tran-
yuilidud.

Factores repreduclivos
¥ glnecolégicos

Enlrc s procesos natueafes del of-
ganismo, {os relacionados con [a
reprodperion zon los mis  direcia-
menle vincsludos, desde el punio de
visty epidemioldgico, con ¢l efncer,
Para las mujcres, una menerquiz pre-
coz, la demory del pnmer ¢inburuzo
y el ieraso de la menopausia licn-
den @ aumentar ¢ ricspo de cdncer
d¢ mama; cuantos mds hijos hoya ic-
pido une Mujer, Henos riespo corre
de2 céncer de endnmerrio. ovarie ©
mama.

No acabamos de creonirar uno ex-
plivueion Msivldgica que veriebre to-
das esas nhservaciones. Nadie sabe
exactamente por qué und menarquld
precoz o bna menopavsia furdlo se
uxiacinn cob el cdneer de mama, En
aembes cosps se wata de un simple
alargamiento del intervalo tempornl
¢ qQuc la mujer csid expuesto u sus
prupius hormonss sexuales, especinl-
mente ¢l estrdgeno,

Las efectos prolectores de vna ma-
wmidod wmprong podrien, por oire
purie, reforzame al promover una ma-
yor diferenciacidn de Jas células ma-
marias, La difcrenciacidn colular res-
tringe las posibilidades de crecimienlu
andminly, te canihia de tipo y de 2u-
pervivencia cn otros isjidos. Un pri-
mer embarazo & waa cdad joven podria
instor lu diferenciecidn de o v&lo-
las en ana fase 1emprana de la vida,

.'Y.‘?‘.':
haciéndolos menos senwibles o I 111
cureindgenos. st
En ths paises desarraliados la prn-
¢reaci6n estd déterminada fundemefcvd
talmenie por factores sociales y b
diicos. Influye In educacidn. Por moe
de los estudios y ¢l cjercicio de I
catrera. millones de mujeres de las i
vivhes industriulizacius reteasan lus em-
harazos y tienen menas hijos, en gb-i
neral, que los que luvicron sus madseg e
y sui sbuelns. Por desgracia, ¢stas déy AL
Cisiunes conducirin o una elevacion ey
de la incldencia de céncer de ovmo‘
y de mame. El rctraso del primer cms h,
barnzu on mujeses jovenes yumeninii) ]
In tasa de céncer de mama en uu
5% en Jos préximos 23 afos. %
Algunos trabajos han vineulsdo i
aborto provocado con ciery uumr.a
del riesgo del cdncer de mama;, n
hay, sin embargo. restiltados taj
Sc by spuntado tambidn Iu aseci
¢i6n de neoplusins del tractu reprodi
tor con determinadas canduclas, paf,
tampoco los datos sen conclayentéd
Adquicren una importancia 1610 m?‘
ginal y & suspecha yue lay tnll!ﬂ}
meales s2an nlras. Se adu_w. por tjﬂ!}‘
plo, que la promiscufdad mcrcmenl;“ g
ba ¢l céncer de cucllo de diero: pervii
ese FiLNgO purece provenir de u ‘f.;
mnyor cxpasicién a virus humangs
transmitidox por via sexual, 2
Tenicudo ¢n cucnia todns ¢stas cofisis
sideruviunes, pudrfamos atribuir un 4 i
de las wueres por cncer a l'ammu> _
refaclopados con 1z reproduccidn.

de jos Estados Unidoa tendrien, sn el Intervalo de cual-
Yuisr decenio, al meanos B0 tipos réconocidos de cdn-
cer con cifras elevadas. produclendo unas 4830 acu-
mulaciones aleaioras. A tan elovads taza de falsos

posiihvos hay que agregar el pro-

blama de la lagitimidad oslodistica

—4{a mayoria de las acumulacionss
g5 lumores reglatradas son doma-
slade pequedas (a menudo mengg
do 10 cas0B) para que puedan to-
marso an cuenia a la hora da aa-
car resultados concluyentes,
Acopltomos quo oxisle una causa
potenclal en ¢l amblente y que se
dispone de una hipdlesis bloldgion
vérosimit que expligua M Induccidn
del cdncer. Incluso en &sa sHug-
clén al segulr la pisia que noa re-
monie & 1a causa ezpecifica no o3
tarea fAcH. “Los casos de cdncer
son clinlcamente inespecificos; na

latencin del

LOBRRAINE PACE hz cartografindo In
sorprendente scumalacidn de chncer de

cancor, A difgrencia de los brotes de [as
enfermedades Infecciosas, que pusden asoclarse con E
un contagio rectenie, una acumulacion da casos o,
eanceér podria tenar sus ralcas an una exposicion dn

10 o 20 aefos elrds. A,

"Reconatrulr 1a historia da lay aa_c; o
posiciones en las que un pacienté i
ha sido prolagonisia conslituye un
reto clentilica Imponente”, comenia.

@, (s Obrams, dsl norsamercana 4
inatitute Naclonal dal Gdncer. "En’
principio. nadie a3 capaz da £8e,
corder tadas las cosas a les que’

ha estado expuasio. Y cuanio mds <
nes atajemos, tanto mdn Insaguros’ 'I,
astaremos mogreg de la exactiud “HF
de Ia informacitn sobme la etml- 2
¢lén y tanio méde probable sare que '

Ing 16onicas de mediclkin hayan came’
tindp tamblén.” Obrams recuenda
la necesidad ci lrner a cotacidn

Tor.

podemog mirar & un coso do lpy- mamRA en Long lsland. muchoa (actores de rlesgo, porque i
cemia y declr d¢ Inmediate ‘Blan, la entsrmeded puade Iniclerse por 7
4ste &3 un caso de Jeucemia producido por rediacis- una combinscidn da faclores ambilsntales, gandtlees y 74
nag™, oxplica Clark W. Heath, da ia Socledad Nome- de otro lipo. gl
emericana dal Cdncer. Ei problama ae complica por la —Lari Miller Kuse =-£'

by

~¥'
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A dispar ingidencia de cdncer de
pmiigiupo pocioecondmico 3 otro tr-
pacuce mndos diferentes de vida. En
Plit personas mds desfavorccidas en-
i(-n inses meyores de cdneer
Sboca, estémago, pulmdn, cuclln
O _!iu:m e higadp y de un tipo de
--,,,;- r esofdpico {cdncer de células
M ricamosas). De est situecidn podiia-
I '-cnipar o la pobreza, ya que va
| tlempre de la mano de una In-
encia mayor del hebite de Tumar,
*‘3 ghitmo ds  oleoho), alintentacidn
! Bddfitientc y cxposicidn a cicrtos agen-
e iiinfecciosos; csta gavilla de fac-
!.jtmlos cxplican In mayocrfn de
BT 125 pglulugl'ns enumeradas.
IESPo* contra, y sin que sepamos muy
j'. 103 motlvos, entre jos que dis-
v <d¢ renins oftus abundon mis
g6 cénceres de mama, présiota y cier-
10 Defienden algunos que un
"‘ iVo desarrollo en [03 primeros
la vida. resultante quizd de
Ay b;mucm fisico limitado y una ali-
B mc!ﬁm copiesa, podria reforzar el
tde copiracr tales tumorcs, Sc
,d; una hipdtesis gur no ha po-
§"3enl" icarse con rigor.
Pdyidiferencias en [ Incidencia de
CEr, tec observadas cntre razas podrian
2 'f‘u” 3¢ (ambién en factores socio-
. 00 In fcos. Ex verdad que hay di-
;i _ Iu raciales de oripen gendtico,
¥a- varicdad gendtico ¢ mayor
scno de uno misim@ raza que
unn rmra a olra. En genemd, la
yorfa de las diferencins emire ne-
blancos ¥ osifiticos puede avo-
'con Ia dicta, formn de vida y
{IncIarex ambientales. En este sentido,
mplo, les mujeres japoncsas
AOD Cu° s pals uvn 25 pur cienlo
; gu deé padecer céncer de mama
rnicnmn fas mujeres blancas en
TRl Unidos. Ahora bien. Ia
g (ncid ncln dr clnver de mamna <n la
S Ticirapaneracidn de mujeres esta-
g identes de origen japonés es ya
Anbima que 1a det rexto de las mo-
"i’fuol‘leammmnns.

X Mecanlsmos esquivos

e de los mecanismoz Nsiald-
Tgendticos ¢spectficos que los
nmhimlu!es disparan pam pro-

: A6n relative que cabe
eg n [a indeccidn de (umores
! ‘{g Jas distintax categorfas de
Bl carcindgenos. Con grun dife-
BB oic {{en*los pofses industrializados
e smm del ishaco y lot hiblics

Aon v Tuxna, soviembre, 1996

Genes y riesgo de cfncer

Mutaciones haredadag on oslos gones conflaren afta pradisposicidn at cdn-
csr. Se indica en mejo ef tipo de neoptasia qua mas frecuentemente 89 B30
cla con Ia mutecidn dsl gen de fa lisia.

;;"g’% __ it

Cdncer de colon

Chncer

neursendocting

NF-1 ; Carabro, otros
NF-2 . Corabro, otfos
RET : Tiroidoe, oteos

RREAT: _1_' '51 T TR
Y %w grq ggg

RaImoblastoma
A8

. piroa

alimenturios ocupun pucsios de pre-
duminio. En lot paites en vias de de-
sarrollo, son més frecuentes fos ca-
so4 de edneer relacionados con ngenies
infeeciosos. Pero lo dilusidn répide y
a excala mondial del hdbito de fumar
promete, tamblén en esas regiones,
convert: al tabaco cn primera causa
de morafidsd por céncer.

For muy dtiles que secan para el
esinblecimicnio de medidas proventi-
vas ¥ objetivos cn el compe Je lo
sanidad piblica, los datos epide-
miolSgicos sobre I significacidn re-
Intiva de las carcinégcnos ambiento-
lex no pueden predecir el sino de en
individuo determinade, Este fumador
empedernido quizd no padezes nunca
un céncer d¢ puimén y aquel porp-
dor inveiermdo del virs de la hepn-
titis B podria permapeccr libre de
cdncer de higede. Mucha gente de
cded gvanzedn habrd tenido vna vido
sin problemas de solud, a pesar de
vivir con dictes contraproducentes.
En lo concerniente n otros [octores
abordadus aquf, como lo mdiacidn
tonizonte o riesgos laboreles, xdlo una
exposicién extrema (o la presencia
dc gencs rmutenles oo au genoma) co-

Wl %h tiioe) ’“
1 %ﬂhﬁﬁ’?,

. Retinoblasioma. esarcoma,

“el {,:‘1:\u!:¢

MSH2 Colen, andometrio, oirea  Ropamscidn do
. emparejamientos Incorecios

ALMHT Colpn, ondomatrin, olros ' Reparacidn de
! ginparejamlentoa incomectoa

PMST,2 _Colon, ofros ; Reparacién da

! amparefamientos Incomectos
! Bupresor de lumores

LRI
[.:i;. _
am 32k

; wmoral ,.";
o ﬁ-.n.%. Biiizohs

: Bupreacr de tumores
[ Supraaor de tumores

T

Suprasor do tumoras

locn & un individuo en prave peli-
gra. La razdn que cxplica esas apa.
rentcs parzdojas os muy sencilla: pern
que un cdaver se deserrolle se re-
quiere cosi siempre {2 interaecidn de
factores diversos.

Sabcmos todavia muy poco subre
¢l comportamiente de esan internc-
tiones que provocan gee los car-
cindgenos en potcncia pasen @ la ze-
cién. Bl tiempo ird desvelonde exe
nexo erucial, ofreciéndnnos un cua-
dm mds completo sobre la natura-
leza del cdncer.
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