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Advertencia


La medicina es un área en constante evolución. Aunque deben seguirse unas precauciones de seguridad estándar, a medida que aumenten nuestros conocimientos gracias a la investigación básica y clínica habrá que introducir cambios en los tratamientos y en los fármacos. En consecuencia, se recomienda a los lectores que analicen los últimos datos aportados por los fabricantes sobre cada fármaco para comprobar la dosis recomendada, la vía y duración de la administración y las contraindicaciones. Es responsabilidad ineludible del médico determinar las dosis y el tratamiento más indicado para cada paciente, en función de su experiencia y del conocimiento de cada caso concreto. Ni los editores ni los directores asumen responsabilidad alguna por los daños que pudieran generarse a personas o propiedades como consecuencia del contenido de esta obra.


El Editor













Prefacio


En su prefacio a la primera edición de Genética en medicina, publicado hace 35 años, James y Margaret Thompson escribieron:





La genética es fundamental para la educación básica en medicina preclínica y tiene aplicaciones importantes en la medicina clínica, la salud pública y la investigación médica. Al reconocerle a la genética su importancia en la medicina, se ha producido un problema para ubicarla en los currículos de esta carrera, un problema que incluso en la actualidad sólo se ha resuelto de forma parcial en la mayor parte de las facultades de medicina. Este libro se ha redactado para introducir al estudiante de medicina en los principios de la genética y para ofrecerle una base sobre la que pueda avanzar en la extensa y rápidamente creciente bibliografía que se publica en este campo. Si sus colegas de mayor edad también lo encuentran útil estaremos doblemente satisfechos.





Lo que era cierto entonces lo es incluso más en la actualidad, a medida que nuestros conocimientos sobre la genética y el genoma humano están empezando a formar parte integral de la salud pública y de la práctica de la medicina. En esta nueva edición de Genética en medicina, la séptima, se han pretendido alcanzar los objetivos de las seis ediciones previas a través de una exposición precisa de los principios fundamentales de la genética humana y médica. Mediante ejemplos ilustrativos extraídos de la práctica de la medicina, se siguen destacando los genes y los mecanismos moleculares que actúan en las enfermedades humanas.


Sin embargo, desde la última edición de este libro han cambiado muchas cosas. La finalización del Proyecto Genoma Humano nos ha proporcionado un catálogo de la totalidad de los genes del ser humano, su secuencia y una amplia base de datos (todavía en fase de construcción) sobre las variaciones genéticas humanas. La información genómica ha estimulado la creación de herramientas nuevas y robustas que están cambiando la investigación en genética humana y la práctica de la genética médica. Por estas razones se ha ampliado el objetivo de este libro para incorporar el concepto de «medicina personalizada», incluyendo un número mayor de ejemplos relativos al modo en que se está utilizando la genómica para identificar la contribución de la variación génica al conocimiento de la susceptibilidad frente a las enfermedades y a su tratamiento.


Este libro no pretende ser un compendio de enfermedades génicas ni tampoco un tratado enciclopédico de la genética y la genómica humanas en general. En lugar de ello, los autores esperan que esta séptima edición de Genética en medicina ofrezca al estudiante un marco genérico para el conocimiento de la especialidad de la genética médica, al tiempo que le proporciona los fundamentos sobre los cuales establecer un programa de educación continuada en esta especialidad. Los casos clínicos, que fueron introducidos por primera vez en la edición anterior para la demostración y el refuerzo de los principios generales de la herencia, la patogenia, el diagnóstico y el tratamiento de las enfermedades, así como para el conocimiento de todo lo relativo al consejo genético, siguen constituyendo una característica importante de este libro. En esta nueva edición se ha ampliado el número de casos para incluir los trastornos complejos más habituales, entre los cuales destacan enfermedades importantes de herencia mendeliana. Con el objetivo de potenciar aún más el valor docente de la sección de casos clínicos, se ha añadido una característica adicional: en partes específicas del texto se ofrecen llamadas a los diversos casos (marcadas en azul ) para que el lector pueda consultar aquel que sea relevante a los conceptos que se están exponiendo en ese momento en el texto.


Cualquier estudiante de asesoramiento genético, pregraduados o graduados en genética, residentes en cualquier campo de la medicina clínica, médicos u otros profesionales sanitarios, como enfermeros o terapeutas, descubrirán que este libro es una completa, aunque no exhaustiva (ni extenuante) presentación de los fundamentos de la genética humana aplicada a la salud y la enfermedad.




Robert L. Nussbaum, MD, Roderick R. McInnes, MD, PhD and Huntington F. Willard, PhD













Agradecimientos


Los autores desean expresar su reconocimiento y gratitud a los muchos colegas que, a través de sus ideas, sugerencias y críticas, han mejorado la séptima edición de Genética en medicina. En concreto, estamos agradecidos a Leslie Biesecker por haber compartido sus conocimientos y experiencia en dismorfología molecular y genética en la redacción del capítulo 14, «Genética del desarrollo y malformaciones congénitas». También queremos dar las gracias a Win Arias de los National Institutes of Health; Peter Byers y George Stamatoyannopoulos de la University of Washington; Diane Cox de la University of Alberta; Gary Cutting y David Valle de la Johns Hopkins School of Medicine; Robert Desnick de la Mount Sinai School of Medicine; Curt Harris del National Cancer Insti tute; Douglas R. Higgs del Weatherall Institute of Molecular Medicine; Katherine High del Children’s Hospital de Filadelfia; Jennifer Jennings del Insti tute of Genetics de los Canadian Institutes of Health Research; Mark Kay de Stanford University; Muin Khoury de los Centers for Disease Control; Joe Clarke, Don Mahuran, Chris Pearson, Peter Ray y Steve Scherer del Hospital for Sick Children, Toronto; Joseph Nevins y Hutton Kearney de Duke University; John Phillips III de la Vanderbilt University School of Medicine; Jennifer Puck y Mel Grumbach de University of California, San Francisco; Eric Shoubridge de McGill University; Richard Spielman de Univer sity of Pennsylvania; Peter St. George-Hyslop de University of Toronto; Lyuba Varticovski del National Cancer Institute; Paula Waters de Univer sity of British Columbia; Huda Zoghbi y Arthur Beaudet del Baylor College of Medicine, y David Ledbetter y Christa Lees Martin de Emory University. Además, deseamos dar las gracias a los numerosos estudiantes del Johns Hopkins/NIH Genetic Counseling Training Program que han ofrecido críticas constructivas a la edición anterior de este libro y cuyos comentarios han servido para mejorar la nueva edición.


Una vez más, expresamos nuestra más profunda gratitud a la Dra. Margaret Thompson por ofrecernos la oportunidad de mantener el legado de este libro de texto, que fue creado por ella hace 40 años junto con su marido, James S. Thompson, ya difunto. Por último, queremos dar las gracias también a nuestras familias por su paciencia y comprensión ante las muchas horas que hemos tenido que dedicar a la creación de esta séptima edición de Genética en medicina.






Capítulo 1


Introducción






Genética y genómica en medicina


La genética en medicina tuvo su origen a comienzos del siglo XX, tras el reconocimiento por parte de Garrod y de otros investigadores de que las leyes de la herencia de Mendel podían explicar la recurrencia de ciertas enfermedades en grupos familiares. Durante los 100 años siguientes, la genética médica ha pasado de ser una pequeña subespecialidad implicada en tan sólo unos pocos trastornos hereditarios infrecuentes, a convertirse en una especialidad médica reconocida cuyos conceptos y enfoques constituyen un componente importante en el diagnóstico y el tratamiento de muchas enfermedades, tanto frecuentes como infrecuentes. Esta situación es todavía más llamativa a comienzos del siglo XXI, tras la finalización del Proyecto Genoma Humano, una iniciativa de carácter internacional para determinar el contenido completo del genoma humano, definido como la suma total de la información genética correspondiente a nuestra especie. En la actualidad podemos estudiar el genoma humano en su totalidad, más que un gen en cada momento. La genética médica se ha convertido en una parte del campo más amplio de la medicina genómica, que persigue la aplicación a gran escala del análisis del genoma humano, incluyendo el control de la expresión genética, la variación de los genes humanos y las interacciones entre los genes y el ambiente, con objetivo de mejorar la asistencia médica.


La genética médica no solamente está centrada en el paciente individual sino en toda su familia. La elaboración de una historia familiar detallada es un primer paso importante en el análisis de cualquier enfermedad, con independencia de que se conozca o no que dicha enfermedad sea genética. Tal como ha señalado Childs: «La no obtención de una historia familiar apropiada es una mala praxis médica». La historia familiar es importante debido a que puede tener un valor clave para el diagnóstico, puede demostrar que una enfermedad concreta es hereditaria, puede ofrecer información respecto a la evolución de una enfermedad y a las variaciones en su expresión, y puede aclarar el patrón de herencia. Además, el reconocimiento del componente familiar de una enfermedad médica permite la determinación del riesgo de padecimiento de dicha enfermedad que presentan otros familiares, de manera que el paciente y la familia puedan recibir el tratamiento, las medidas preventivas y la orientación adecuados.


Durante los últimos años, el Proyecto Genoma Humano ha determinado la secuencia completa de todo el DNA humano; el conocimiento de la secuencia completa permite la identificación de todos los genes humanos, la determinación de las variaciones de estos genes en las diferentes poblaciones y, en última instancia, la definición de la manera con la que las variaciones en estos genes contribuyen a la salud y a la enfermedad. Con la participación del resto de las disciplinas de la biología moderna, el Proyecto Genoma Humano ha revolucionado la genética humana y médica mediante la aportación de información fundamental para el conocimiento de muchas enfermedades y para el desarrollo de herramientas diagnósticas mucho mejores, así como para la aplicación de medidas preventivas y el diseño de métodos terapéuticos fundamentados en una consideración global del genoma.


La genética se está convirtiendo rápidamente en un fundamento organizativo clave en la práctica médica. A continuación, se exponen unos pocos ejemplos de la amplia gama de aplicaciones de la genética y la genómica en la medicina actual:




• Un niño que sufre múltiples malformaciones congénitas y que muestra un análisis cromosómico convencional normal, en el que se realiza un estudio genómico de alta resolución para la detección de deleciones o duplicaciones cromosómica submicroscópicas.


• Una mujer joven con antecedentes de cáncer de mama que recibe asesoramiento, información para la interpretación de las pruebas y apoyo por parte de un asesor genético especializado en cáncer de mama hereditario.


• Un ginecólogo envía una muestra de vellosidades coriales (obtenida en una mujer de 38 años de edad, embarazada) a un laboratorio de citogenética para que descarte la existencia de alteraciones en el número o la estructura de los cromosomas fetales.


• Un hematólogo que combina los antecedentes familiares y médicos con las pruebas genéticas de un adulto joven que sufre una trombosis venosa profunda, con objeto de determinar los efectos beneficiosos y los riesgos de iniciar y mantener un tratamiento anticoagulante.


• El análisis de la expresión génica de una muestra tumoral se utiliza para determinar el pronóstico y para guiar el proceso de toma de decisiones terapéuticas.


• Un oncólogo estudia en sus pacientes las variaciones genéticas que pueden predecir una buena respuesta o una reacción adversa frente a un fármaco de quimioterapia.


• Un patólogo forense utiliza las bases de datos de los polimorfismos genéticos en su análisis de las muestras de DNA obtenidas en los objetos personales de las víctimas y en los familiares de las mismas, con objeto de identificar los restos humanos recogidos tras el ataque del 11 de septiembre de 2001 al World Trade Center.


• El descubrimiento de un mecanismo de señal oncogénica reactivada de manera inapropiada por una mutación somática, con aparición de un tumor maligno, permite el desarrollo de un inhibidor específico y potente de este mecanismo para tratar el cáncer.





Los principios y fundamentos genéticos no están limitados a una sola especialidad o subespecialidad médicas, sino que alcanzan a muchas áreas de la medicina. Para que los pacientes y sus familias puedan beneficiarse plenamente de los nuevos avances en los conocimientos genéticos, todos los médicos y profesionales sanitarios deben conocer los fundamentos básicos de la genética humana. Estos fundamentos incluyen la existencia de formas alternativas de un gen (alelos) en las poblaciones; la aparición de fenotipos similares a partir de mutaciones y variaciones en loci diferentes; el reconocimiento de que las enfermedades de carácter familiar pueden originarse a partir de variantes genéticas que causan susceptibilidad frente a las enfermedades en el contexto de las interacciones genes-genes y genes-ambiente; la función de las mutaciones somáticas en el cáncer y el envejecimiento; la posibilidad del diagnóstico prenatal, de la realización de pruebas presintomáticas y de la aplicación de pruebas de cribado poblacional, y la posibilidad de que se puedan conseguir tratamientos potentes fundamentados en los aspectos genéticos. En la actualidad, estos conceptos influyen en toda la práctica médica y van a adquirir una importancia todavía mayor en el futuro.






Clasificación de las enfermedades genéticas


En la práctica clínica, el principal objetivo de la genética es identificar el significado de las variaciones y mutaciones genéticas que predisponen a la enfermedad, para modificar su evolución o impedir, incluso, su aparición. Casi todas las enfermedades son el resultado de una acción combinada de los genes y el ambiente, pero el papel relativo desempeñado por el componente genético puede ser mayor o menor. Entre los trastornos causados total o parcialmente por factores genéticos se reconocen tres tipos principales: cromosómicos, monogénicos y multifactoriales.


En los trastornos cromosómicos el defecto no se debe a un error simple en la secuencia genética, sino a un exceso o un defecto de los genes contenidos en cromosomas enteros o fragmentos cromosómicos. Por ejemplo, la presencia de una copia extra de un cromosoma, el 21, produce un trastorno específico, el síndrome de Down, aunque ninguno de los genes del cromosoma sea anómalo. Como grupo, los trastornos cromosómicos son bastante comunes: afectan a 7 de cada 1.000 nacidos vivos y producen alrededor de la mitad de los abortos espontáneos del primer trimestre. Estos trastornos se exponen en el capítulo 6.


Los defectos monogénicos están causados por genes mutantes individuales. La mutación puede estar presente sólo en un cromosoma del par génico (emparejada con un alelo normal en el cromosoma homólogo) o en ambos cromosomas del par génico. En unos pocos casos la mutación se encuentra en el genoma mitocondrial en lugar de en el genoma nuclear. En cualquier caso, la causa es un error crítico en la información genética contenida en un solo gen. Los trastornos monogénicos como la fibrosis quística, la anemia de células falciformes y el síndrome de Marfan suelen mostrar patrones genealógicos obvios y característicos. La mayoría de estos defectos son raros, con frecuencias que como mucho llegan a ser de un paciente por cada 500 individuos, aunque generalmente son muy inferiores. A pesar de que individualmente son raros, como grupo, los trastornos monogénicos son responsables de una importante proporción de enfermedades y muertes. La prevalencia de los trastornos monogénicos en la población general es de un 2% en cualquier momento dado de tiempo. En un estudio poblacional sobre más de 1 millón de recién nacidos vivos, la incidencia de trastornos monogénicos graves en la población pediátrica general se estimó en un 0,36%. En la población de niños hospitalizados, probablemente el 6-8% presenta trastornos monogénicos. Estos trastornos se exponen en el capítulo 7.


La herencia multifactorial es responsable de la mayor parte de las enfermedades, todas las cuales poseen una contribución genética, según se demuestra por el aumento en el riesgo de recurrencia en los familiares de los pacientes y también por el incremento en la frecuencia de la enfermedad en gemelos idénticos. Además, la agregación familiar en este tipo de enfermedades no sigue ninguno de los patrones característicos que se observan en los defectos monogénicos. Entre las enfermedades multifactoriales están los trastornos del desarrollo prenatales, que dan lugar a malformaciones congénitas, la enfermedad de Hirschsprung, el labio y el paladar hendidos, las cardiopatías congénitas y numerosas enfermedades frecuentes en la vida adulta como la enfermedad de Alzheimer, la diabetes y la hipertensión. En muchas de estas enfermedades no parece existir un error único en la información genética, sino que la enfermedad es el resultado de uno, dos o más genes diferentes que, en conjunto, pueden causar un defecto grave o predisponer al mismo, a menudo en una acción conjunta con diversos factores ambientales. Las estimaciones acerca del impacto de las enfermedades multifactoriales oscilan entre el 5% en la población pediátrica y más del 60% en la población general. Estas enfermedades se exponen con detalle en el capítulo 8.












El futuro


Durante los 40 años de vida profesional que les esperan a los actuales estudiantes de medicina y consejo genético, se prevén importantes cambios en el descubrimiento, el desarrollo y el uso de los conocimientos y herramientas genéticos y genómicos en medicina. Es difícil imaginar un período con mayores cambios que los acaecidos durante los últimos 50 años, en los que hemos pasado de reconocer la identidad del DNA como el agente activo de la herencia a descubrir su estructura molecular y la de los cromosomas, o a determinar el código completo del genoma humano. Pero, aún inmersos en la vorágine de descubrimientos de la última década, podemos afirmar que sólo estamos al principio de una revolución que integrará el conocimiento de la genética y del genoma en la salud pública y la práctica de la medicina. El conocimiento del lenguaje y los conceptos de la genética humana y médica, así como la valoración de la perspectiva genética y genómica sobre la salud y la enfermedad, establecerán un marco de aprendizaje continuado que debe formar parte de cualquier carrera profesional sobre la salud.
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Capítulo 2


El genoma humano y las bases cromosómicas de la herencia


La apreciación de la importancia de la genética para la medicina requiere un conocimiento de la naturaleza del material hereditario, cómo se almacena en el genoma humano y cómo se transmite de célula a célula durante la división celular y de generación en generación durante la reproducción. El genoma humano se compone de grandes cantidades de ácido desoxirribonucleico (DNA), que contiene en su estructura la información genética necesaria para especificar todos los aspectos de la embriogénesis, el desarrollo, el crecimiento, el metabolismo y la reproducción: esencialmente, todos los aspectos que hacen que un ser humano sea un organismo funcional. Toda célula nucleada del cuerpo contiene su propia copia del genoma humano, que –según las últimas estimaciones– posee alrededor de 25.000 genes. Los genes, que por ahora definiremos simplemente como unidades de información genética están codificados en el DNA, que se estructura en una serie de orgánulos con forma de bastón denominados cromosomas, que se localizan a su vez en el núcleo de cada célula. La influencia de los genes y de la genética en los estados de salud y enfermedad es muy amplia, y sus raíces están en la información codificada en el DNA del genoma humano. Nuestros conocimientos de la naturaleza y la identidad de los genes, así como de la composición del genoma humano, han aumentado de manera exponencial durante los últimos decenios, en un proceso que culminó en 2003 con la determinación de la secuencia del DNA de la práctica totalidad del genoma humano.


Cada especie tiene un complemento cromosómico característico (cariotipo) en lo que respecta al número y a la morfología de sus cromosomas. Los genes se alinean a lo largo de los cromosomas y cada uno ocupa un lugar preciso o locus. El mapa génico es el mapa de la localización cromosómica de los genes, y también es característico de cada especie y de los individuos de una especie.


El estudio de los cromosomas, su estructura y su herencia se denomina citogenética. La citogenética humana moderna data de 1956, cuando se demostró por primera vez que el número normal de cromosomas humanos es 46. Desde entonces, se ha aprendido mucho sobre los cromosomas humanos, su estructura, su composición molecular, la localización de los genes que contienen y sus numerosas y variadas anomalías.


El análisis cromosómico se ha convertido en un importante procedimiento diagnóstico en medicina clínica. Tal como se describirá con detalle en capítulos posteriores, algunas de sus aplicaciones son las siguientes:















Diagnóstico clínico


Numerosos trastornos médicos, entre los que se incluyen algunos bastante comunes, como el síndrome de Down, se asocian con cambios microscópicamente visibles en el número o la estructura de los cromosomas, por lo que requieren un análisis cromosómico para el diagnóstico y el consejo genético (v. caps. 5 y 6).









Mapeo génico


Un objetivo importante de la genética médica actual es el mapeo de genes en los cromosomas, y la determinación de sus funciones en la salud y la enfermedad. Esta cuestión se aborda repetidamente a lo largo del libro y con mayor detalle en el capítulo 10.









Citogenética del cáncer


En el inicio y la progresión de muchos tipos de cáncer están implicados cambios cromosómicos y genómicos en las células somáticas (v. cap. 16).









Diagnóstico prenatal


El análisis cromosómico y del genoma es un procedimiento esencial en diagnóstico prenatal (v. capítulo 15).


Saber interpretar un informe cromosómico y poseer algunos conocimientos sobre la metodología, el alcance y las limitaciones de los estudios cromosómicos resulta esencial para los médicos y otros profesionales que trabajan con pacientes que presentan malformaciones congénitas, retraso mental, trastornos del desarrollo sexual y muchos tipos de cáncer.


















El genoma humano y sus cromosomas


Con excepción de las células que se transforman en gametos (la línea germinal), todas las células que contribuyen a la formación de las estructuras corporales se denominan somáticas (soma, cuerpo). El genoma contenido en el núcleo de las células somáticas humanas está constituido por 46 cromosomas, dispuestos en 23 pares (fig. 2-1). De estos 23 pares, 22 son semejantes en los hombres y las mujeres, y se denominan autosomas; su numeración va desde el más grande al más pequeño. El par restante está constituido por los cromosomas sexuales: dos cromosomas X en las mujeres y la combinación de un cromosoma X y un cromosoma Y en los hombres. Cada cromosoma contiene un conjunto diferente de genes dispuestos linealmente a lo largo de su DNA. Los miembros de un par de cromosomas (denominados cromosomas homólogos o, simplemente, homólogos) contienen información genética congruente entre sí; es decir, poseen los mismos genes y en la misma secuencia. Sin embargo, en un locus específico pueden existir formas idénticas o ligeramente diferentes del mismo gen, denominadas alelos. Uno de los miembros de cada par de cromosomas se hereda del padre y el otro de la madre. Por lo general, los miembros de un par de autosomas son indistinguibles microscópicamente entre sí. En las mujeres, los cromosomas sexuales (los dos cromosomas X) son también prácticamente indistinguibles entre sí. Sin embargo, en los hombres, los cromosomas sexuales son diferentes uno de otro. Uno de ellos es un cromosoma X, idéntico a los dos cromosomas X de la mujer; el hombre hereda este cromosoma X de su madre y lo transmite a sus hijas. El otro miembro del par de cromosomas sexuales en el hombre es el cromosoma Y, que el hombre hereda de su padre y que transmite a sus hijos. En el capítulo 6 se exponen algunas excepciones a esta regla sencilla y casi universal que indica que las mujeres poseen cromosomas sexuales XX y los hombres XY.
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Figura 2-1 El genoma humano codificado en los cromosomas nucleares y mitocondriales. Modificada de Brown TA: Genomes, 2ª ed. Nueva York, Wiley-Liss, 2002.





Además del genoma nuclear, hay una parte pequeña pero importante del genoma humano que se localiza en las mitocondrias existentes en el citoplasma (v. fig. 2-1). El cromosoma mitocondrial (que se detalla más adelante en este capítulo) posee diversas características poco habituales que le diferencian del resto del genoma humano.






Estructura del DNA: una revisión sucinta


Antes de considerar con detalle la organización del genoma humano y los cromosomas, es necesario revisar las características del DNA que constituye el genoma. El DNA es una macromolécula de ácido nucleico polimérico constituida por tres tipos de unidades: un azúcar con cinco carbonos, la desoxirribosa; una base que contiene nitrógeno, y un grupo fosfato (fig. 2-2). Las bases son de dos tipos, purinas y pirimidinas. En el DNA hay dos bases de purina, adenina (A) y guanina (G), y dos bases de pirimidina, timina (T) y citosina (C). Los nucleótidos están constituidos por una base, un grupo fosfato y un azúcar, y se polimerizan en cadenas largas de polinucleótidos debido a los enlaces 5’-3’ fosfodiéster que se forman entre las unidades adyacentes de desoxirribosa (fig. 2-3). En el genoma humano, estas cadenas de polinucleótidos (que conforman una doble hélice, fig. 2-4) están constituidas por millones de nucleótidos y su tamaño oscila entre aproximadamente 50 (el cromosoma más pequeño, el 21) y 250 millones de pares de bases (el cromosoma más grande, el 1).
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Figura 2-2 Las cuatro bases del N DNA y la estructura general de un nucleósido en el DNA. Cada una de las cuatro bases establece enlaces con la desoxirribosa (a través del nitrógeno, mostrado en azul) y con un grupo fosfato, formando los nucleótidos correspondientes.
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Figura 2-3 Porción de una cadena de polinucleótidos del DNA en la que se muestran los enlaces fosfodiéster 3’-5’ que enlazan nucleótidos contiguos.







[image: image]


Figura 2-4 Estructura del DNA. Izquierda: Representación bidimensional de las dos cadenas complementarias de DNA, con los pares de bases AT y GC. Se puede observar que la orientación de las dos cadenas es antiparalela. Derecha: El modelo de doble hélice del DNA según lo propusieron Watson y Crick. Los «peldaños» horizontales representan las bases emparejadas. Se dice que la hélice sigue el sentido de las agujas del reloj debido a que la cadena que va desde la parte inferior izquierda hasta la parte superior derecha cruza a la otra cadena. Basada en Watson JD, Crick FHC: Molecular structure of nucleic acids – a structure for deoxyribose nucleic acid. Nature 171:737-738, 1953.





La estructura anatómica del DNA transporta la información química que permite la transmisión exacta de la información genética desde una célula hasta sus células hijas, y de una generación a la siguiente. Al mismo tiempo, la estructura primaria del DNA especifica las secuencias de aminoácidos de las cadenas de polipéptidos de las proteínas, tal como se describe en el capítulo siguiente. El DNA presenta características idóneas que le permiten poseer estas propiedades. La configuración original del DNA, descrita por James Watson y Francis Crick, es la de una doble hélice (v. fig. 2-4). Esta estructura helicoidal tiene un cierto parecido con una escalera en espiral de dirección en el sentido de las agujas del reloj, en la que las dos cadenas de polinucleótidos siguen direcciones opuestas y se mantienen unidas por los enlaces de hidrógeno existentes entre los pares de bases: la A de una de las cadenas se une a la T de la otra, y la G se une a la C. La naturaleza específica de la información genética codificada en el genoma humano se corresponde a la secuencia de las bases C, G, A y T existentes en las dos cadenas de la doble hélice que se disponen en cada uno de los cromosomas, tanto en el núcleo celular como en las mitocondrias (v. fig. 2-1). Dada la naturaleza complementaria de las dos cadenas de DNA, el conocimiento de la secuencia de las bases de nucleótidos existentes en una de las cadenas permite automáticamente la determinación de la secuencia de las bases existentes en la otra cadena. La estructura de cadena doble de las moléculas de DNA las permite llevar a cabo una replicación precisa mediante la separación de las dos cadenas, seguida por la síntesis de dos nuevas cadenas complementarias, según la secuencia de las cadenas originales que actúan como una plantilla (fig. 2-5). Asimismo, siempre que es necesario, la complementariedad de las bases permite una reparación eficiente y correcta de las moléculas de DNA que han sufrido alteraciones.
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Figura 2-5 Replicación de una doble hélice de DNA, con formación de dos moléculas hijas idénticas constituida cada una de ellas por una cadena madre (en gris) y por una cadena recién sintetizada (en azul).












Organización de los cromosomas humanos


La composición de los genes existentes en el genoma humano, así como los determinantes de su expresión, queda especificada en el DNA de los 46 cromosomas humanos existentes en el núcleo, así como en el DNA del cromosoma mitocondrial. Cada cromosoma humano está constituido por una única doble hélice de DNA continuo; esto quiere decir que cada cromosoma nuclear es una única molécula larga y lineal de DNA dispuesta en forma de cadena doble, de manera que el genoma nuclear está formado por 46 moléculas de DNA que suman en total más de 6.000 millones de nucleótidos (v. fig. 2-1).


En cualquier caso, los cromosomas no son simples dobles hélices de DNA. En el interior de cada célula, el genoma se dispone formando la cromatina, en la que el DNA genómico forma complejos con varias clases de proteínas cromosómicas. Excepto durante la división celular, la cromatina se distribuye en todo el núcleo y tiene un aspecto relativamente homogéneo bajo el microscopio. Sin embargo, cuando la célula se divide su genoma se condensa y aparece formando los cromosomas que son microscópicamente visibles. Por tanto, los cromosomas sólo son visibles en forma de estructuras bien delimitadas cuando las células se están dividiendo, aunque vuelven a recuperar su integridad entre las divisiones celulares.


En la cromatina, las moléculas de DNA de un cromosoma forman un complejo con una familia de proteínas cromosómicas básicas denominadas histonas, y con un grupo heterogéneo de proteínas no histona que no están tan bien caracterizadas pero que parecen desempeñar un papel clave en el establecimiento de un entorno apropiado que permita el comportamiento normal de los cromosomas y la expresión genética adecuada.


Existen cinco clases principales de histonas que desempeñan un papel fundamental en el correcto empaquetamiento de la fibra de cromatina. Dos copias de cada una de las histonas nucleares H2A, H2B, H3 y H4 constituyen un octámero, alrededor del cual se enrolla un segmento de doble hélice de DNA, como el hilo al carrete (fig. 2-6). Con cada octámero se asocian aproximadamente 140 pares de bases a su alrededor dando al menos dos vueltas. Tras un corto segmento «espaciador» de DNA (entre 20 y 60 pares de bases) se forma el siguiente complejo DNA-octámero y así sucesivamente, lo que confiere a la cromatina un aspecto de collar de perlas. Cada complejo de DNA con su núcleo de histonas se denomina nucleosoma, que es la unidad estructural básica de la cromatina; cada uno de los 46 cromosomas humanos contiene entre varios cientos de miles y bastante más de 1 millón de nucleosomas. La quinta histona, H1, se enlaza con el DNA en el margen de cada nucleosoma, en la región espaciadora internucleosómica. La cantidad de DNA asociado con la partícula núcleo de un nucleosoma, junto con su región espaciadora, es de alrededor de 200 pares de bases.
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Figura 2-6 Niveles jerárquicos de empaquetamiento de la cromatina en un cromosoma humano.





Además de los tipos principales de histonas, hay varias histonas especializadas que pueden sustituir a las histonas H3 y H2A dando lugar a la aparición de características específicas del DNA genómico en esas localizaciones. Las histonas H3 y H4 también pueden ser modificadas por cambios químicos. Estas denominadas modificaciones postraslacionales (v. cap. 3) pueden modificar las propiedades de los nucleosomas que las contienen. El patrón de los tipos principales y especializados de histonas, junto con sus modificaciones, se denomina a menudo él código de histonas. Este código puede variar en cada tipo celular, y se considera que es responsable de la manera en que es empaquetado el DNA, de forma que quede accesible a las moléculas reguladoras que determinan la expresión génica y otras funciones del genoma.


Tal como veremos más adelante en este capítulo, durante el ciclo celular los cromosomas pasan a través de una serie de fases ordenadas de condensación y descondensación. Sin embargo, incluso cuando los cromosomas están en su estado de mayor descondensación (en una fase del ciclo celular denominada interfase), el DNA empaquetado en la cromatina se mantiene en un grado de empaquetamiento sustancialmente mayor de lo que tendría lugar en su forma nativa de doble hélice en ausencia de proteínas. Además, las largas hebras de nucleosomas están, a su vez, empaquetadas en una estructura cromatínica helicoidal secundaria que aparece al microscopio electrónico como una gruesa fibra de 30 nm de diámetro (casi tres veces más gruesa que la fibra nucleosómica; v. fig. 2-6). Esta fibra «solenoide» (del griego solenoides, «con forma de tubo») cilíndrica parece ser la unidad fundamental de la organización de la cromatina. A su vez, los solenoides se organizan en forma de bucles o dominios y se acoplan, a intervalos de alrededor de 100 kb, a un conjunto de proteínas no histonas que forman la matriz nuclear, o matriz, situado en el interior del núcleo. Se ha especulado con la posibilidad de que los bucles sean, de hecho, unidades funcionales de replicación del DNA o de transcripción génica, o ambas, y que los puntos de acoplamiento de cada bucle estén fijados a lo largo del DNA cromosómico. Así, uno de los niveles de control de la expresión génica podría depender de la forma en que están empaquetados el DNA y los genes en los cromosomas y de sus asociaciones con las proteínas de la cromatina durante el proceso de empaquetamiento.


La enorme cantidad de DNA empaquetado en un cromosoma puede apreciarse cuando los cromosomas son tratados para liberar el DNA de las proteínas de la cromatina con el fin de observar el andamio proteico subyacente (fig. 2-7). Cuando el DNA es liberado de los cromosomas tratados de esta forma, pueden visualizarse largos bucles de DNA, así como el andamiaje residual, que reproduce el perfil de un cromosoma típico.
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Figura 2-7 Imagen ultraestructural de un cromosoma de la metafase humana carente de proteínas; se pueden observar el andamio y las asas cromosómicas residuales del DNA. Las fibras individuales del DNA se aprecian mejor en los bordes de los bucles de DNA. Barra = 2 μm. Tomada de Paulson JR, Laemmli UK: The structure of histone-depleted metaphase chromosomes. Cell 12:817-828, 1977. Reproducida con permiso de los autores y de Cell Press.









Cromosoma mitocondrial


Tal como ya se ha señalado, un pequeño pero importante subconjunto de genes codificados en el genoma humano reside en el citoplasma de la mitocondria (v. fig. 2-1). Los genes mitocondriales se heredan exclusivamente por vía materna (v. cap. 7). Las células humanas tienen entre cientos y miles de mitocondrias que contienen cada una varias copias de una pequeña molécula de DNA circular, el cromosoma mitocondrial. La molécula de DNA mitocondrial sólo tiene 16 kb de largo (menos del 0,03% de la longitud del cromosoma nuclear más pequeño) y codifica sólo 37 genes. Aunque los productos de estos genes realizan su función en la mitocondria, debe señalarse que la inmensa mayoría de las proteínas que se encuentran en la mitocondria son, de hecho, productos de genes nucleares. Se han descrito mutaciones en genes mitocondriales en varios trastornos de herencia materna y esporádicos (Caso 28) (v. caps. 7 y 12).












Organización del genoma humano


Las regiones del genoma con características similares (de organización, replicación o expresión) no están repartidas de manera aleatoria sino que tienden a agruparse. Esta organización funcional del genoma se correlaciona a la perfección con su organización estructural, como revelan los métodos de análisis cromosómico (introducidos al final de este capítulo y expuestos con más detalle en el cap. 5). El significado de esta organización funcional es que los cromosomas no son sólo una colección aleatoria de diferentes tipos de genes y otras secuencias de DNA. Algunas regiones cromosómicas, o incluso cromosomas enteros, tienen un elevado contenido en genes («ricos en genes»), mientras otras lo tienen bajo («pobres en genes») (fig. 2-8). Ciertos tipos de secuencias son típicos de las características estructurales diferenciales de los cromosomas humanos. Las consecuencias clínicas de las anomalías de la estructura del genoma reflejan la naturaleza específica de los genes y las secuencias implicadas. Por tanto, las anomalías de los cromosomas o las regiones cromosómicas ricas en genes tienden a ser mucho más graves clínicamente que los defectos de extensión similar en partes del genoma pobres en genes.
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Figura 2-8 Tamaño y contenido en genes de los 24 cromosomas humanos. A: Tamaño de cada cromosoma humano, en millones de pares de bases (un millón de pares de bases = 1 Mb). Los cromosomas aparecen ordenados de izquierda a derecha según su tamaño. B: Número de genes identificados en cada cromosoma humano. Los cromosomas aparecen ordenados de izquierda a derecha según su contenido en genes. Basada en datos tomados de www.ensembl.org, v36.





Como resultado de los conocimientos adquiridos mediante el Proyecto Genoma Humano, parece claro que la organización del DNA en el genoma humano es mucho más compleja de lo que se creía. De los 3.000 millones de pares de bases del DNA existentes en el genoma, realmente menos del 1,5% codifica proteínas, y tan sólo alrededor del 5% parece contener elementos reguladores que influyen o determinan los patrones de expresión genética durante el desarrollo de los diferentes tejidos. Tan sólo alrededor de la mitad de la longitud lineal total del genoma se compone del denominado DNA de copia simple o única, es decir, DNA cuya secuencia de nucleótidos está representada una sola vez (o como mucho algunas veces). El resto del genoma consiste en varias clases de DNA repetitivo, e incluye DNA con secuencias de nucleótidos repetidas, ya sea de forma idéntica o con pocas variaciones, de cientos a millones de veces en el genoma. La mayoría de los genes (aunque no todos) de los 25.000 estimados que existen en el genoma están representados por DNA de copia única, mientras que las secuencias de la fracción de DNA repetitivo contribuyen a mantener la estructura cromosómica y son una fuente importante de variación entre los diferentes individuos; parte de esta variación puede predisponer a procesos patológicos en el genoma, tal como veremos más adelante, en el capítulo 6.






Secuencias de DNA de copia única


El DNA de copia única constituye al menos la mitad del DNA del genoma, pero su función sigue siendo un misterio porque, como hemos mencionado con anterioridad, las secuencias que realmente codifican proteínas (es decir, la región codificante de los genes) constituyen una pequeña proporción de todo el DNA de copia única. La mayor parte del DNA de copia única se encuentra en cortos tramos (varios kb o menos), entremezclados con miembros de varias familias de DNA repetitivo. La organización de los genes de DNA de copia única se explica en profundidad en el capítulo 3.









Secuencias de DNA repetitivo


Se han reconocido varias categorías diferentes de DNA repetitivo. Una característica distintiva útil consiste en determinar si las secuencias repetidas («repeticiones») están agrupadas en una o unas pocas localizaciones, o bien se hallan dispersas por el genoma, mezcladas con secuencias de copia única a lo largo del cromosoma. Se estima que las secuencias repetidas agrupadas constituyen entre un 10 y un 15% del genoma, y que forman conjuntos de varias repeticiones cortas organizadas en tándem y ordenadas en una sucesión de la cabeza a la cola. Los diferentes tipos de estas repeticiones en tándem se denominan genéricamente DNA satélites, denominadas así porque muchas de las familias originales de repeticiones en tándem fueron purificadas por centrifugación y separadas del resto del genoma como fracciones («satélite») de DNA.


Las familias de DNA en tándem varían con respecto a su localización en el genoma, la longitud total de su formación en tándem y la longitud de las unidades de repetición que integran su formación. En general, las formaciones satélite pueden extenderse varios millones de pares de bases o más, y constituyen varias unidades de porcentaje del contenido en DNA de un cromosoma humano. Muchas secuencias satélite son importantes como herramientas moleculares que han revolucionado la citogenética clínica porque son reconocibles fácilmente (v. cap. 5). Algunas secuencias satélite se basan en repeticiones (con algunas variaciones) de una secuencia corta, como un pentanucleótido. En las regiones heterocromáticas proximales de los brazos largos de los cromosomas 1, 9 y 16, y en casi todo el brazo largo del cromosoma Y, se encuentran largas formaciones de estas repeticiones (v. cap. 5). Otros DNA satélite se basan en repeticiones básicas más largas. Por ejemplo, la familia de DNA satélite α está compuesta por formaciones en tándem de copias diferentes de una unidad de aproximadamente 171 pares de bases que se encuentra en el centrómero de cada cromosoma humano una estructura clave para la inserción de los cromosomas en los microtúbulos del huso mitótico durante la división celular. Se cree que esta familia de repeticiones desempeña un papel en la función del centrómero, asegurando una adecuada segregación cromosómica en mitosis y en meiosis, tal como se describe más adelante en este capítulo.


Además del DNA satélite, existe otro gran grupo de DNA repetitivo en el genoma que se compone de secuencias relacionadas dispersas por el genoma, más que localizadas. Aunque esta descripción general se ajusta a muchas pequeñas familias de DNA, hay dos en particular que merecen mayor atención debido a que, en conjunto, constituyen una importante proporción del genoma, y a que han sido implicadas en enfermedades genéticas. Entre los elementos repetitivos dispersos mejor estudiados está la denominada familia Alu. Los miembros de esta familia tienen una longitud aproximada de 300 pares de bases y presentan secuencias de DNA parecidas, aunque no idénticas. En total hay más de 1 millón de miembros de la familia Alu en el genoma y constituyen al menos el 10% del DNA humano. Sin embargo, en algunas regiones del genoma integran un porcentaje mucho mayor del DNA. Una segunda familia importante de DNA repetitivo y disperso es la denominada familia de elementos nucleares entremezclados largos (LINE, long interspersed nuclear element, en ocasiones denominada L1). Los LINE son secuencias repetitivas largas (de hasta 6 kb) que se encuentran en alrededor de 850.000 copias por genoma y constituyen el 20% del mismo. Algunas regiones del genoma están llenas de ellos y en otras son muy escasos.






DNA repetitivo y enfermedad


Las familias de repeticiones dispersas tienen una evidente importancia médica. Tanto las secuencias Alu como las LINE han sido implicadas como causa de mutaciones en enfermedades hereditarias. Al menos unas cuantas copias de las familias LINE y Alu generan copias de sí mismas que pueden integrarse en cualquier lugar del genoma, causando en ocasiones inactivación por inserción en un gen médicamente importante. En la actualidad se desconoce la frecuencia de los eventos de este tipo que causan enfermedades genéticas en humanos, pero podrían suponer hasta una de cada 500 mutaciones. Además, los eventos de recombinación aberrante entre diferentes repeticiones LINE o Alu pueden ser también causa de mutación en algunas enfermedades genéticas (v. cap. 9).


Una clase adicional importante de DNA repetitivo es la constituida por secuencias que están duplicadas, a menudo con un grado extraordinariamente elevado de conservación, y que se sitúan en muchas localizaciones diferentes alrededor del genoma. Las duplicaciones que afectan a segmentos sustanciales de un cromosoma, denominadas duplicaciones segmentarias, pueden abarcar cientos de pares de kilobases constituyendo al menos el 5% del genoma. Cuando las regiones duplicadas contienen genes, los reagrupamientos genómicos que afectan a las secuencias duplicadas pueden dar lugar a la deleción de la región (y de los genes) existente entre las copias, lo que causa una enfermedad (v. cap. 6). Además, los reagrupamientos entre distintos segmentos del genoma constituyen una fuente de variación significativa entre las personas respecto al número de copias de estas secuencias de DNA, tal como se expone en el capítulo 9.


















División celular


Existen dos tipos de división celular: la mitosis y la meiosis. La mitosis es la división normal de las células somáticas gracias a la cual el cuerpo crece, se diferencia y lleva a cabo la regeneración tisular. La división mitótica suele dar lugar a dos células hijas, cada una de ellas con los mismos cromosomas y genes que los de la célula originaria. Pueden producirse docenas o incluso centenares de mitosis sucesivas en una línea de células somáticas. Por el contrario, la meiosis sólo se produce en células de la línea germinal. La meiosis ocasiona la formación de células reproductoras (gametos), cada una con sólo 23 cromosomas: uno de cada clase de autosomas y un X o un Y. Por tanto, mientras que las células somáticas tienen el complemento diploide (diploos, doble) o 2n (es decir, 46 cromosomas), los gametos tienen el complemento haploide (haploos, simple) o n (es decir, 23 cromosomas). Por errores en la división celular pueden producirse anomalías en el número de cromosomas o en su estructura que suelen ser clínicamente importantes, tanto en células somáticas como en células de la línea germinal.






Ciclo celular


El ser humano comienza la vida como un óvulo fecundado (cigoto), una célula diploide de la que se derivarán todas las células del cuerpo (se estiman en alrededor de 100 billones) a través de una serie de docenas o incluso centenares de mitosis. Obviamente, la mitosis es crucial para el crecimiento y la diferenciación, pero sólo abarca una pequeña parte del ciclo de una célula. El período entre dos mitosis sucesivas se denomina interfase y es el estado en el que la célula pasa la mayor parte de su ciclo vital. Inmediatamente después de la mitosis, la célula entra en una fase denominada G1 en la cual no hay síntesis de DNA (fig. 2-9). Algunas células atraviesan esta fase en cuestión de horas; otras pueden permanecer durante días o años en G1. De hecho, algunos tipos celulares como las neuronas y los eritrocitos no se dividen en absoluto una vez que están plenamente diferenciados, sino que permanecen detenidos permanentemente durante la fase G1 en una fase específica de ausencia de división denominada G0 («G cero»). Otras células, como los hepatocitos, puden entrar en la fase G0 pero, tras la lesión del hígado, vuelven a la fase G1 y siguen después el ciclo celular.
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Figura 2-9 Un ciclo celular de mitosis típico, descrito en el texto. Aparecen indicados los telómeros, el centrómero y las cromátidas hermanas.





Aunque no se conocen por completo los mecanismos moleculares que controlan la progresión del ciclo celular, se sabe que están gobernados por una serie de puntos de control que determinan la cronología de cada paso de la mitosis. Además, estos puntos de control vigilan y comprueban la precisión de la síntesis de DNA, así como el ensamblaje de una elaborada red de microtúbulos que facilitan los movimientos de los cromosomas. Si se detecta daño en el genoma, estos controles mitóticos detienen la progresión del ciclo celular hasta que se repara o, si el daño es excesivo, la célula recibe instrucciones de morir por muerte celular programada (un proceso denominado apoptosis).


Durante la fase G1 cada célula contiene una copia diploide del genoma. La fase G1 se continúa con la fase S, en la que tiene lugar la síntesis del DNA. Durante esta etapa, cada cromosoma, que durante la etapa G1 es una molécula simple de DNA se replica y se convierte en un cromosoma bipartido compuesto por dos cromátidas hermanas (v. fig. 2-9), cada una de las cuales contiene una copia idéntica de la molécula original lineal de DNA. Los extremos de cada cromosoma (o cromátide) están formados por telómeros, compuestos por secuencias de DNA especializadas que aseguran la integridad del cromosoma durante la división celular. El mantenimiento correcto de los extremos de los cromosomas requiere la participación de una enzima especial denominada telomerasa, que garantiza que la síntesis de DNA incluye los extremos finales de cada cromosoma. En ausencia de la telomerasa, los extremos de los cromosomas se hacen cada vez más cortos, lo que –en última instancia– da lugar a la muerte celular. Las dos cro mátides hermanas están físicamente unidas en el centrómero, una región de DNA que se asocia con una serie de proteínas específicas para formar el cinetocoro. Esta compleja estructura sirve para acoplar cada cromosoma a los microtúbulos del huso mitótico y gobernar los movimientos cromosómicos durante la mitosis. La síntesis de DNA durante la fase S no está sincronizada en todos los cromosomas ni en un mismo cromosoma, sino que a lo largo de cada cromosoma comienza en cientos o miles de sitios, denominados orígenes de replicación de DNA. Cada segmento cromosómico individual tiene su tiempo de replicación característico durante las 6-8 h que dura la fase S.


Al final de la fase S, el contenido de DNA de la célula se ha duplicado y ahora la célula contiene dos copias del genoma diploide. Después de la fase S, la célula entra en una breve etapa denominada G2. Durante el ciclo se producen ácidos ribonucleicos y proteínas, y la célula va creciendo para, finalmente, doblar su masa total antes de la siguiente mitosis. La etapa G2 termina cuando la célula entra en mitosis, que empieza cuando los cromosomas comienzan a condensarse y se hacen visibles al microscopio en forma de finos hilos extendidos, un proceso que se expondrá con mayor detalle en el siguiente apartado.


Las fases G1, S y G2 constituyen la interfase. En células humanas típicas, las tres fases duran entre 16 y 24 h, mientras que la mitosis dura 1 o 2 h (v. fig. 2-9). Sin embargo, hay una gran variación en la duración del ciclo celular, que oscila entre unas pocas horas en células en rápida división, como las de la dermis o la mucosa intestinal, y varios meses en otros tipos de células.









Mitosis


Durante la fase mitótica del ciclo celular entra en juego un elaborado aparato que asegura que cada una de las células hijas reciba un juego completo de la información genética. Esto se consigue mediante un mecanismo que distribuye una cromátide de cada cromosoma en cada célula hija (fig. 2-10). El proceso de distribuir una copia de cada cromosoma a cada célula hija se denomina segregación cromosómica. La importancia de este proceso para el crecimiento celular normal se ilustra con la observación de que muchos tumores se caracterizan por un estado de desequilibrio genético resultante de errores mitóticos en la distribución de los cromosomas en las células hijas.
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Figura 2-10 Mitosis. Solamente se muestran 2 pares de cromosomas. Para los detalles adicionales, véase texto.





El proceso de la mitosis es continuo, pero se distinguen cinco etapas: profase, prometafase, metafase, anafase y telofase.









Profase


Esta etapa inicia la mitosis y se caracteriza por la condensación gradual de los cromosomas y el comienzo de la formación del huso mitótico. Un par de centros de organización de microtúbulos denominados centrosomas forman focos de los que irradian microtúbulos. Los centrosomas se mueven gradualmente hacia los polos de la célula.









Prometafase


La célula entra en prometafase cuando se rompe la membrana nuclear, lo que permite a los cromosomas dispersarse por la célula y acoplarse, mediante sus cinetocoros, a los microtúbulos del huso mitótico. Los cromosomas empiezan a moverse hacia un punto situado a medio camino entre los polos del huso, en un proceso denominado reunión. Los cromosomas continúan condensándose durante toda esta etapa.









Metafase


En la metafase, los cromosomas alcanzan su máxima condensación. Se disponen en el plano ecuatorial de la célula, equilibrados por las idénticas fuerzas ejercidas sobre los cinetocoros de cada cromosoma por los microtúbulos que surgen de los dos polos del huso. Los cromosomas de una célula humana en división pueden ser analizados con más facilidad durante la metafase o la prometafase (v. comentarios más adelante y cap. 5).









Anafase


La anafase comienza de forma abrupta cuando los cromosomas se separan por su centrómero. Las cromátidas hermanas de cada cromosoma se convierten en cromosomas hijos independientes que se mueven hacia los polos opuestos de la célula (v. fig. 2-10).









Telofase


Los cromosomas comienzan a descondensarse a partir de su estado altamente condensado, se empieza a formar una membrana nuclear alrededor de cada núcleo hijo y cada núcleo vuelve de forma gradual a su estado de interfase.


Para completar el proceso de la división celular, el citoplasma se escinde por un proceso denominado citocinesis, que comienza cuando los cromosomas se acercan a los polos del huso. Por último, tenemos dos células hijas completas, cada una con un núcleo que contiene toda la información genética de la célula original.


Existe una diferencia importante entre una célula que entra en mitosis y otra que acaba de completar el proceso. Cada uno de los cromosomas de la célula original en G2 tienen un par de cromátidas, mientras que los cromosomas de la célula hija sólo tienen una copia del material genético. Esta copia no será duplicada hasta que la célula hija alcance a su vez la fase S de su siguiente ciclo celular (v. fig. 2-9). Por tanto, todo el proceso de la mitosis asegura la duplicación y distribución ordenada del genoma a través de sucesivas divisiones celulares.















Cariotipo humano


Los cromosomas condensados de una célula humana en división pueden analizarse con más facilidad en metafase o en prometafase. En estas etapas, los cromosomas son visibles al microscopio en una extensión cromosómica y se puede observar que cada cromosoma se compone de sus cromátidas hermanas unidas por el centrómero, a pesar de que en la mayor parte de las preparaciones cromosómicas las dos cromátidas están unidas entre sí tan estrechamente que no es fácil observarlas como entidades diferenciadas.


La mayoría de los cromosomas pueden distinguirse no sólo por su longitud, sino también por la localización de su centrómero. Éste presenta una constricción primaria, una especie de estrechamiento o pellizcamiento de las cromátidas hermanas debido a la formación del cinetocoro. El centrómero es un marcador citogenético reconocible que divide el cromosoma en dos brazos: un brazo corto denominado p (por petit) y un brazo largo o q. Los 24 tipos de cromosomas (22 autosomas, X e Y) pueden ser identificados individualmente mediante las técnicas citogenéticas y moleculares actuales.


La figura 2-11 muestra una célula en prometafase con los cromosomas teñidos con el método de tinción Giemsa (bandas G), la técnica más utilizada por los laboratorios de citogenética clínica. Los cromosomas se tratan primero con tripsina para digerir las proteínas y después con tinción Giemsa. Cada par de cromosomas se tiñe con un patrón característico de bandas claras y oscuras (bandas G) que se correlaciona aproximadamente con las características de la secuencia del DNA subyacente, tal como la composición en bases (es decir, el porcentaje de pares de bases GC o AT) o la distribución de los elementos de DNA repetitivos. Con el método de las bandas G y otras técnicas de bandeo se pueden identificar individualmente todos los cromosomas, así como la naturaleza de las anomalías numéricas y estructurales, como se expone con mayor detalle en los capítulos 5 y 6.
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Figura 2-11 Extensión cromosómica preparada a partir de un cultivo de linfocitos teñido con la técnica de bandeo Giemsa (bandas G). El núcleo oscuro adyacente a los cromosomas es de otra célula en interfase, cuando el material cromosómico se encuentra de forma difusa por todo el núcleo. Cortesía de Stuart Schwartz, Universitary Hospitals of Cleveland, Ohio.





Aunque los expertos pueden analizar a menudo los cromosomas en metafase directamente al microscopio, un procedimiento usual es cortar los cromosomas de una microfotografía y ordenarlos en parejas en una clasificación estándar (fig. 2-12). El conjunto completo se denomina cariotipo. Este término se utiliza también para referirse a la serie cromosómica estándar de un individuo («un cariotipo normal de varón») o de una especie («el cariotipo humano»). Así, cariotipar es el proceso de preparar el cariotipo.
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Figura 2-12 Un cariotipo masculino humano teñido con la técnica de Giemsa (bandas G). Los cromosomas corresponden a la prometafase de la mitosis y están dispuestos en una clasificación estándar en la que aparecen numerados de 1 a 22 en orden de longitud, con los cromosomas X e Y separados. Cortesía de Stuart Schwartz, Universitary Hospitals of Cleveland, Ohio.





Al contrario de lo observado en preparaciones con tinción al microscopio o en fotografías, los cromosomas de las células vivas son estructuras fluidas y dinámicas. Durante la mitosis, la cromatina de cada cromosoma en interfase se condensa de forma sustancial (v. fig. 2-12). En la profase, cuando los cromosomas se hacen visibles al microscopio óptico, el cromosoma 1 (que contiene aproximadamente 250 millones de pares de bases) se ha condensado hasta una longitud total de cerca de 50 μm. Cuando los cromosomas alcanzan su máxima condensación en la metafase, su DNA ocupa la diezmilésima parte de su estado completamente extendido. Cuando los cromosomas son preparados para observar sus bandas (v. figs. 2-11 y 2-12) pueden reconocerse hasta 1.000 o más bandas en las preparaciones teñidas de todos los cromosomas, y cada banda citogenética contiene 50 o más genes, aunque –tal como ya se ha señalado– la densidad de genes en el genoma es variable. Tras la metafase, a medida que la célula completa la mitosis, los cromosomas se descondensan y vuelven a su estado relajado como cromatina en el núcleo interfásico, listos para empezar de nuevo el ciclo (v. fig. 2-13).
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Figura 2-13 Ciclo de condensación y descondensación de un cromosoma a través del ciclo celular.












Meiosis


La meiosis es el tipo de división celular por el que las células diploides de la línea germinal dan lugar a gametos haploides; es un tipo de división celular específico de las células germinales. La meiosis consiste en una ronda de síntesis de DNA seguida de dos rondas de segregación cromosómica y división celular (fig. 2-12). Las células de la línea germinal que sufren mitosis, los espermatocitos primarios y los ovocitos primarios, derivan del cigoto por una larga serie de mitosis antes de entrar en mitosis.


Los gametos masculinos y femeninos se diferencian a un ritmo diferente. Aunque la secuencia de acontecimientos es la misma, su cronología es muy distinta. Las dos divisiones meióticas sucesivas se denominan meiosis I y meiosis II. La meiosis I también se conoce como división reduccional porque en ella se reduce el número de cromosomas de diploide a haploide mediante apareamiento de los homólogos en la profase y su segregación a diferentes células en la anafase de la meiosis I. Los cromosomas X e Y no son homólogos en sentido estricto, pero tienen segmentos homólogos en los extremos de sus brazos corto y largo, respectivamente, y se aparean por esas regiones durante la meiosis I.


La meiosis I es asimismo notable debido a que es la etapa en la que se produce recombinación genética (también denominada entrecruzamiento meiótico). En este proceso se intercambian segmentos homólogos del DNA entre cromátidas no hermanas de las parejas de cromosomas homólogos, lo que asegura que ninguno de los gametos producidos por meiosis sea idéntico a otro. El concepto de recombinación es fundamental para el proceso de mapeo de genes responsables de trastornos heredados, tal como se expone con detalle en el capítulo 10. La recombinación, que implica un proceso de entrelazamiento físico de una intensidad apropiada entre los cromosomas homólogos durante la meiosis I, tambien es crucial para asegurar una segregación cromosómica correcta durante la meiosis. Si no se produce una apropiada recombinación pueden aparecer errores en la segregación de los cromosomas en meiosis I, que es una causa frecuente de anomalías cromosómicas, como el síndrome de Down (v. caps. 5 y 6).


La meiosis II se produce tras la meiosis I sin que haya replicación del DNA. Como en una mitosis normal, las cromátides se separan y una cromátida de cada cromosoma pasa a cada célula hija (fig. 2-14).
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Figura 2-14 Representación esquemática de los pasos básicos de la meiosis, con un ciclo de replicación del DNA seguido de dos ciclos de segregación cromosómica, meiosis I y meiosis II.









Primera división meiótica (meiosis I)






Profase I


La profase de la meiosis I es un complicado proceso que difiere de la profase mitótica en varios aspectos de consecuencias genéticas importantes. Se definen varias etapas. Durante todas estas etapas, los cromosomas se van condensando, haciéndose más cortos y gruesos (fig. 2-15).
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Figura 2-15 Representación esquemática de la meiosis y sus consecuencias. Se muestran un solo cromosoma y un solo entrecruzamiento que conducen a la formación de cuatro gametos distintos. Los cromosomas se replican durante la inferfase y comienzan a condensarse a medida que la célula entra en la profase de la meiosis I. En la meiosis I, los cromosomas efectúan la sinapsis y se recombinan. Cuando los homólogos se alinean en metafase I pueden observarse los quiasmas y los centrómeros se orientan hacia polos opuestos. En la anafase I se puede apreciar el intercambio de DNA entre los homólogos, mientras los cromosomas son atraídos hacia los polos opuestos. Cuando han acabado la meiosis I y la citocinesis se produce la meiosis II, con una división parecida a la de la mitosis. Los cinetocoros hermanos se separan y se mueven a polos opuestos en la anafase II, produciendo cuatro productos haploides.









Leptoteno


Los cromosomas, que se han replicado durante la fase S precedente, se hacen visibles como finos filamentos que empiezan a condensarse. En esta etapa incipiente, las dos cromátidas hermanas de cada cromosoma están tan estrechamente alineadas que no pueden distinguirse.









Cigoteno


En esta etapa, los cromosomas homólogos comienzan a emparejarse a lo largo de toda su longitud. El proceso de emparejamiento o sinapsis es generalmente muy preciso y alinea las secuencias de DNA en todo el cromosoma.


Aunque la base molecular de la sinapsis no se conoce por completo, la microscopia electrónica revela que los cromosomas permanecen juntos por un complejo sinaptonémico, una estructura en forma de cinta que contiene proteínas (fig. 2-16). El complejo sinaptonémico es esencial para el proceso de recombinación.




[image: image]


Figura 2-16 Fotomicrografía al microscopio electrónico de un espermatocito primario humano en meiosis que muestra los 22 complejos sinaptonémicos autosómicos y el par XY (flecha). El DNA de cada bivalente no es visible, pero se extiende lateralmente a cada lado de los complejos sinaptonémicos. Fotomicrografía por cortesía de AC Chandley, Western General Hospital, Edimburgo, Escocia.












Paquiteno


Durante esta etapa, los cromosomas se enrollan de manera mucho más estrecha. La sinapsis es completa y cada par de homólogos aparece como un bivalente (también llamado tétrada debido a que contiene cuatro cromátidas). El paquiteno es la etapa en la que se produce el entrecruzamiento meiótico (v. fig. 2-15).









Diploteno


Después de la recombinación desaparece el complejo sinaptonémico y los dos componentes de cada bivalente empiezan a separarse uno del otro. Por último, los dos homólogos de cada bivalente sólo permanecen unidos en puntos llamados quiasmas (cruces), que se cree que son los puntos de entrecruzamiento. El número medio de quiasmas observado en espermatocitos humanos es de alrededor de 50, es decir, varios por bivalente.









Diacinesis


En esta etapa los cromosomas alcanzan su máxima condensación.












Metafase I


Como en la mitosis, la metafase I empieza cuando desaparece la membrana nuclear. Se ha formado un huso y los cromosomas apareados se alinean en el plano ecuatorial, con sus centrómeros orientados hacia polos diferentes.









Anafase I


Los dos miembros de cada bivalente se separan y sus respectivos centrómeros con sus cromátidas hermanas prendidas son dirigidos a los polos opuestos de la célula, un proceso denominado disyunción (v. fig. 2-15). Así, el número de cromosomas se reduce a la mitad y cada célula resultante de la meiosis I tiene el número haploide de cromosomas. Los diferentes bivalentes se reparten de forma independiente unos de otros, de manera que los conjuntos maternos y paternos originales se distribuyen en combinaciones aleatorias. El número de combinaciones posibles de los 23 pares de cromosomas que puede estar presente en los gametos es de 223 (más de 8 millones). De hecho, la variación en el material genético que se transmite de padres a hijos es, en realidad, mucho mayor debido al proceso de entrecruzamiento. Como resultado de este proceso, cada cromátide contiene segmentos derivados de ambos cromosomas de cada par de los progenitores; por ejemplo, en esta etapa, un cromosoma 1 típico se compone de tres a cinco segmentos de origen paterno y materno alternativamente (v. la exposición adicional en el cap. 10).


En la división celular pueden producirse muchos errores. Algunos de ellos dan lugar a una parada meiótica con muerte de la célula, mientras que otros causan alteraciones en la agregación de los cromosomas durante la anafase. Por ejemplo, los dos homólogos de un par de cromosomas pueden desplazarse al mismo polo, más que a polos distintos, durante la anafase I. Este proceso patogénico se denomina no disyunción. Algunas de las consecuencias de las irregularidades meióticas se exponen en los capítulos 5 y 6.









Telofase I


En la telofase, los dos conjuntos haploides de cromosomas se hallan agrupados en los polos opuestos de la célula.












Citocinesis


Después de la telofase I la célula se divide en dos células hijas haploides y entra en la interfase meiótica. En la espermatogénesis, el citoplasma se divide en partes más o menos iguales entre las dos células hijas (fig. 2-17), pero en la ovogénesis, un producto (el ovocito secundario) recibe casi todo el citoplasma, mientras que el otro se convierte en el primer corpúsculo polar (fig. 2-18). Al contrario de lo que ocurre en la mitosis, la interfase es breve y enseguida comienza la meiosis II. El aspecto más importante que distingue la interfase meiótica de la mitótica es que la primera no tiene fase S (es decir, no se produce síntesis de DNA) entre la primera y la segunda divisiones meióticas.
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Figura 2-17 Esquema que ilustra la espermatogénesis humana con sus dos divisiones meióticas. La secuencia de acontecimientos comienza en la pubertad y dura aproximadamente 64 días. Se muestran el número de cromosomas (46 o 23) y la constitución de los cromosomas sexuales (X o Y) de cada célula. Modificada de Moore KL, Persaud TVN: The Developing Human: Clinically Oriented Embriology, 6a ed. Filadelfia, WB Saunders, 1998.
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Figura 2-18 Esquema que ilustra la ovogénesis humana y la fecundación en relación con las dos divisiones meióticas. Los ovocitos primarios se forman antes del nacimiento y permanecen suspendidos en profase de la meiosis I durante décadas, hasta que comienza la pubertad. Un ovocito completa la meiosis I cuando madura su folículo, produciendo un ovocito secundario y el primer corpúsculo polar. Después de la ovulación cada ovocito continúa hasta la metafase de la meiosis II. La meiosis II se completa sólo si se produce fecundación, lo que resulta en un óvulo maduro fecundado y el segundo corpúsculo polar.












Segunda división meiótica (meiosis II)


La segunda división meiótica es similar a una mitosis normal excepto en que el número de cromosomas de la célula que entra en meiosis II es haploide. El resultado final son cuatro células haploides, cada una con 23 cromosomas (v. fig. 2-15). Tal como se ha mencionado con anterioridad, debido al entrecruzamiento producido en la meiosis I, los cromosomas de los gametos resultantes no son idénticos. De la misma manera que cada cromosoma paterno y materno de un par homólogo se segrega aleatoriamente hacia una de las células hijas durante la meiosis I, la segregación de los diferentes alelos paternos y maternos de cada gen también tiene lugar durante la meiosis. Sin embargo, el hecho de que la segregación de los diferentes alelos paternos y maternos de cada gen tenga lugar durante la primera o la segunda división meiótica (v. cuadro, pág. 20) depende de si se han visto implicados en un entrecruzamiento en la meiosis I.















Gametogénesis y fecundación humanas


Las células germinales humanas primordiales pueden reconocerse hacia la cuarta semana de desarrollo fuera del embrión propiamente dicho, en el endodermo de la vesícula vitelina. Desde allí migran, durante la sexta semana, a las crestas genitales, y se asocian con células somáticas para formar las gónadas primitivas, que al poco tiempo se diferencian en testículos u ovarios, dependiendo de la constitución cromosómica de las células (XY o XX), tal como se expone con mayor detalle en el capítulo 10. Tanto la espermatogénesis como la ovogénesis requieren meiosis, pero presentan importantes diferencias de proceso y cronología que pueden tener consecuencias clínicas y genéticas para la descendencia. La meiosis femenina se inicia en un momento determinado durante la vida fetal incipiente en un número limitado de células. Por el contrario, la meiosis masculina se va iniciando de manera continuada en muchas células de una población celular durante de la vida adulta del varón.


Es difícil estudiar la meiosis humana de manera directa. Las sucesivas etapas de la meiosis en la mujer se producen en el ovario fetal, en el ovocito cuando se acerca la ovulación y después de la fecundación. Aunque las etapas posfecundación pueden estudiarse in vitro, el acceso a las primeras etapas es limitado. El material testicular para el estudio de la meiosis masculina es más fácil de conseguir, ya que en la evaluación de muchos varones que visitan clínicas de infertilidad se incluye la biopsia testicular. Queda mucho por aprender sobre los mecanismos citogenéticos, bioquímicos y moleculares implicados en la meiosis, así como sobre las causas y consecuencias de sus irregularidades.






Espermatogénesis


Las etapas de la espermatogénesis se muestran en la figura 2-17. Los espermatozoides se forman en los túbulos seminíferos de los testículos una vez alcanzada la madurez sexual. Los túbulos están revestidos con espermatogonias, que se encuentran en diferentes estados de diferenciación. Estas células se han desarrollado a partir de células germinales primordiales mediante una larga serie de mitosis. El último tipo celular en la secuencia de desarrollo es el espermatocito primario, que sufre meiosis I para formar dos espermatocitos secundarios haploides. Los espermatocitos secundarios entran rápidamente en meiosis II y cada uno forma dos espermátides, que se diferencian sin dividirse más en espermatozoides. En el ser humano todo el proceso dura 64 días. El enorme número de espermatozoides formados, alrededor de 200 millones por eyaculación y 1012 en toda la vida, requiere varios cientos de mitosis sucesivas.









Ovogénesis


Al contrario que la espermatogénesis, que se produce de manera constante durante la vida adulta, la mayor parte de la ovogénesis se concentra en el período de desarrollo prenatal (v. fig. 2-18). Los óvulos se desarrollan a partir de ovogonias, células de la corteza ovárica que descienden de las células germinales primitivas por una serie de alrededor de 20 mitosis. Cada ovogonia ocupa el centro de un folículo en desarrollo. Hacia el tercer mes de gestación las ovogonias del embrión han comenzado a desarrollarse como ovocitos primarios, la mayoría de los cuales ya han entrado en la profase de la meiosis I. El proceso de ovogénesis no está sincronizado, de manera que en el ovario fetal coexisten estadios incipientes y tardíos. En el momento del nacimiento hay varios millones de ovocitos, pero la mayoría degeneran y, finalmente, sólo maduran unos 400, que son expulsados mediante la ovulación. En el momento del nacimiento todos los ovocitos primarios han alcanzado la profase I y los que no han degenerado permanecerán en esta etapa durante años, hasta que se incia la ovulación como parte del ciclo menstrual de la mujer.





Consecuencias genéticas de la meiosis







• Reducción del número de cromosomas de diploide a haploide, paso esencial en la formación de los gametos.


• Segregación de alelos, en la meiosis I o II, de acuerdo con la primera ley de Mendel.


• Distribución del material genético por reparto aleatorio de los homólogos, de acuerdo con la segunda ley de Mendel.


• Distribución adicional del material genético por entrecruzamiento; se cree que este método ha evolucionado como un mecanismo para incrementar sustancialmente la variación genética y, además, es determinante para asegurar una normal disyunción cromosómica.








Después de que la mujer alcanza la madurez sexual, cada folículo crece y madura, y unos pocos son expulsados con la ovulación (en promedio, uno cada mes). Cada ovocito completa la meiosis I con rapidez inmediatamente antes de la ovulación, dividiéndose de forma que una célula se convierte en el ovocito secundario (un huevo u óvulo), que contiene la mayor parte del citoplasma con sus orgánulos, y la otra se convierte en el primer corpúsculo polar (v. fig. 2-18). La meiosis II comienza inmediatamente y prosigue hasta la etapa de metafase durante la ovulación, pero sólo se completa si se produce fecundación.









Fecundación


Generalmente, la fecundación de un óvulo se produce en la trompa de Falopio en las 24 h siguientes a la ovulación. Aunque pueden estar presentes grandes cantidades de espermatozoides, la penetración de uno solo en el óvulo desencadena una serie de acontecimientos bioquímicos que impiden la entrada de otro espermatozoide.


La fecundación es seguida por la finalización de la meiosis II con la formación del segundo corpúsculo polar (v. fig. 2-18). Los cromosomas del óvulo fecundado y del espermatozoide se convierten en pronúcleos, cada uno rodeado de una membrana nuclear. Los cromosomas del cigoto diploide se replican pronto tras la fecundación, y el cigoto se divide por mitosis para formar dos células hijas diploides. Esta mitosis es la primera de una serie de divisiones que inician el proceso de desarrollo embrionario (v. cap. 14).


Aunque el desarrollo comienza con la formación del cigoto (concepción), en medicina clínica la etapa y duración de la gestación se miden generalmente por la «edad menstrual», contando a partir del inicio del último período menstrual, alrededor de 14 días antes de la concepción.












Importancia médica de la mitosis y la meiosis


Desde el punto de vista biológico, la mitosis y la meiosis son importantes porque garantizan la constancia del número de cromosomas de una célula a su progenie, y de una generación a la siguiente. La importancia médica de estos procesos se basa en los errores de la división celular que pueden provocar la formación de un individuo o una línea celular con un número anómalo de cromosomas y, por tanto, con una cantidad anómala de material genómico.


Como veremos con detalle en el capítulo 5, la no disyunción meiótica, especialmente en la ovogénesis, es el mecanismo mutagénico más frecuente en nuestra especie, responsable de una proporción apreciable de fetos con anormalidades cromosómicas entre las gestaciones reconocidas. En las gestaciones que llegan a término, las anomalías cromosómicas son una de las principales causas de defectos del desarrollo, limitación del crecimiento neonatal y retraso mental.


La no disyunción mitótica también puede producir enfermedades genéticas. Si se produce no disyunción en las primeras etapas posfecundación, en el embrión o en los tejidos extraembrionarios como la placenta, se produce un mosaicismo cromosómico que puede causar algunas patologías, como una proporción de pacientes con síndrome de Down. Además, una segregación anómala de los cromosomas de tejidos en rápida división, como las células del colon, es con frecuencia un paso en el desarrollo de tumores cromosómicamente anómalos y, por lo tanto, la evaluación del equilibrio cromosómico es una importante prueba diagnóstica y pronóstica en muchos tipos de cáncer.
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Problemas







1. Una persona tiene dos alelos, A y a, en un cierto locus.




a) ¿Cuáles son los genotipos de sus gametos?


b) ¿Cuándo segregan A y a (i) ¿si no hay entrecruzamiento entre el locus y el centrómero del cromosoma?, (ii) ¿si se produce un entrecruzamiento entre el locus y el centrómero?





2. ¿Cuál es la causa principal de las anomalías cromosómicas en el ser humano?


3. Sin tener en cuenta el entrecruzamiento que incrementa la variabilidad genética, calcule la probabilidad de que todos sus cromosomas provengan de su abuela paterna y de su abuela materna. ¿Sería usted varón o mujer?


4. Un cromosoma que entra en meiosis se compone de dos cromátidas, cada una de las cuales es una molécula de DNA.




a) En nuestra especie, al final de la meiosis I, ¿cuántos cromosomas hay en cada célula?, y ¿cuántas cromátidas?


b) Al final de la meiosis II, ¿cuántos cromosomas hay en cada célula?, y ¿cuántas cromátidas?


c) ¿Cuándo se restablece el número diploide de cromosomas? ¿Cuándo se restablece la estructura de dos cromátidas típica de una metafase cromosómica?





5. A partir de la figura 2-8, estimar el número de genes por millón de pares de bases en los cromosomas 1, 13, 18, 19, 21 y 22. ¿Tendría un impacto clínico mayor una alteración cromosómica de tamaño igual localizada en los cromosoma 18 o 19?, ¿en los cromosomas 21 o 22?










Respuestas a los problemas







1. a) A y a. b) i. En la meiosis I. ii. En la meiosis II.


2. No disyunción meiótica.


3. (1/2)23 × (1/2)23; usted sería una mujer.


4. a) 23; 46. b) 23; 23. c) En la fecundación; en la fase S del siguiente ciclo celular.


5. Cromosoma 1, aproximadamente 9 genes/Mb; cromosoma 13, aproximadamente 3-4 genes/Mb; cromosoma 18, aproximadamente 4 genes/Mb; cromosoma 19, aproximadamente 19 genes/Mb; cromosoma 21, aproximadamente 5 genes/ Mb; cromosoma 22, aproximadamente 10 genes/Mb. Dada su mayor densidad de genes, se puede esperar que una alteración cromosómica en el cromosoma 19 dé lugar a un impacto mayor sobre el fenotipo que una alteración en el cromosoma 18. De la misma manera, los defectos en el cromosoma 22 van a ser más perjudiciales que los correspondientes al cromosoma 21.















Capítulo 3


El genoma humano


Estructura y función de los genes


Durante los últimos 20 años se ha producido un progreso considerable en el conocimiento de la estructura y la función de los genes y los cromosomas a nivel molecular. Recientemente, como resultado directo del Proyecto Genoma Humano, este conocimiento se ha visto complementado por la comprensión detallada de la organización del genoma humano a nivel de su secuencia de DNA. Estos avances se han producido en gran medida gracias a las aplicaciones de la genética molecular y la genómica en muchas situaciones clínicas, que han aportado las herramientas necesarias para un nuevo enfoque de la genética médica. En este capítulo se expone una panorámica general de la organización del genoma humano y de los aspectos de la genética molecular necesarios para comprender el enfoque genético de la medicina. Para completar la información que se ofrece en el mismo, en el capítulo 4 se describen muchos de los enfoques experimentales de la moderna genética molecular, que se han convertido en elementos clave para la práctica y el conocimiento de la genética humana y médica.


El conocimiento más detallado de los genes y de su organización en el genoma ha tenido un enorme impacto en la medicina y la comprensión de la fi siología humana. Tal como señaló el premio Nobel Paul Berg con presciencia en los albores de esta nueva era:





Así como nuestros actuales conocimientos y práctica de la medicina se basan en un sofisticado conocimiento de la anatomía, fisiología y bioquímica humanas, de la misma forma, en el futuro, el manejo de la enfermedad exigirá un detallado conocimiento de la anatomía, la fisiología y la bioquímica moleculares del genoma humano... Necesitaremos un conocimiento de la manera con la que se organizan los genes, de su funcionamiento y de su regulación. Asimismo, necesitaremos que nuestros médicos estén tan familiarizados con la anatomía y la fisiología moleculares de los cromosomas y los genes como lo están ahora los cirujanos cardíacos con la estructura y el funcionamiento del corazón.









Información contenida en el genoma humano


¿Cómo es posible que el código digital de 3.000 millones de letras en que consiste el genoma humano pueda dirigir los complejos procesos de la anatomía, la fisiología y la bioquímica humanas a los que se refiere Berg? La respuesta radica en la enorme expansión de la información contenida en el genoma humano, que tiene lugar cuando pasamos de los genes del genoma a las proteínas del proteoma que orquestan numerosas funciones de las células, los órganos y todo el organismo, así como en sus interacciones con el ambiente. Incluso poseyendo la práctica totalidad de la secuencia completa del genoma humano, todavía desconocemos el número preciso de genes existentes en el genoma. Las estimaciones actuales indican que el genoma contiene alrededor de 25.000 genes, pero esta cifra sólo representa una indicación de los niveles de complejidad que alcanza la descodificación de esta información digital (fig. 3-1).
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Figura 3-1 Amplificación de la información genética desde el genoma al proteoma, desde el proteoma a las redes de genes y, en última instancia, desde las redes de genes a la función y el fenotipo celulares. Muchos genes del genoma utilizan información codificante alternativa para generar múltiples proteínas diferentes. Muchas proteínas participan en redes constituidas por genes múltiples que responden a las señales celulares de una forma coordinada y combinatoria, ampliando adicionalmente el rango de las funciones celulares asociadas a los fenotipos del organismo. Basada en una figura original ofrecida por cortesía de Greg Wray, Duke University, Durham, North Carolina.





Tal como se ha expuesto en el capítulo 2, el producto de la mayor parte de los genes es una proteína cuya estructura determina en última instancia las funciones concretas que desempeña dicha proteína en la célula. Sin embargo, si existiera una correspondencia unívoca simple entre genes y proteínas, tendríamos como mucho 25.000 proteínas diferentes. Este número parece insuficiente para explicar la inmensa gama de funciones que tienen lugar en las células humanas. La respuesta a este dilema se encuentra en dos características de la estructura y la función de los genes. En primer lugar, muchos genes pueden producir múltiples proteínas distintas, no solamente una (v. fig. 3-1). Este proceso, que se expone más adelante en el capítulo presente, se consigue mediante el uso de segmentos de codificación alternativos en los genes y a través de la modificación bioquímica subsiguiente de la proteína codificada; ambas características de los genomas complejos facilitan una amplificación sustancial de la información contenida en el genoma. Así, se ha estimado que a través de este mecanismo los 25.000 genes humanos pueden codificar hasta 1 millón de proteínas diferentes. En segundo lugar, las proteínas individuales no actúan por sí mismas, sino que establecen complicadas redes funcionales en las que participan muchas proteínas distintas que responden de una manera coordinada frente a numerosas señales genéticas, del desarrollo y del ambiente. La naturaleza combinatoria de las redes de genes genera una diversidad incluso mayor en las posibles funciones celulares.


Los genes se localizan en todo el genoma, pero tienden a agruparse en algunas regiones y en algunos cromosomas, mientras que son relativamente escasos en otras regiones y en otros cromosomas. Como ejemplo de ello, podemos centrarnos en el cromosoma 11, que –tal como ya hemos visto en el capítulo 2– es un cromosoma relativamente rico en genes que posee aproximadamente 1.300 genes codificadores de proteínas (v. fig. 2-8). Estos genes no están distribuidos aleatoriamente en el cromosoma sino que se localizan de forma predominante en dos regiones cromosómicas en las que la densidad de genes llega a ser de un gen por cada 10 kilobases (fig. 3-2). Algunos de estos genes se organizan en familias de genes relacionados, tal como se describirá con mayor detalle en este capítulo. Otras regiones contienen pocos genes, y hay incluso varias regiones denominadas desiertos de genes en las que existe 1 millón o más de pares de bases sin que se hayan detectado genes conocidos.
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Figura 3-2 Genes contenidos en el cromosoma 11, que está constituido por 134,45 Mb de DNA. A: La distribución de los genes queda indicada a lo largo del cromosoma y es mayor en dos regiones del cromosoma y menor en otras regiones. B: Una región ampliada desde 5,1 hasta 5,3 Mb (medida a partir del telómero del brazo corto), que contiene 10 genes; cinco de ellos pertenecen a la familia del gen del receptor olfatorio (OR, olfactory receptor) y los otros cinco pertenecen a la familia del gen de la globina. C: Los cinco genes de la globina de tipo β con una expansión adicional. Datos tomados de European Bioinformatics Institute and Wellcome Trust Sanger Institute: Ensembl v37, febrero de 2006, http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/mapview?chr=11.





En lo que se refiere a los genes localizados en los autosomas, cada gen posee dos copias, una en el cromosoma heredado de la madre y otra en el cromosoma heredado del padre. Con respecto a la mayor parte de los genes autosómicos, ambas copias presentan expresión y generan un producto. No obstante, hay un pequeño número de genes en el genoma que constituyen una excepción a esta regla general y que únicamente se expresan a partir de una de las dos copias. Más adelante en este capítulo, así como en los capítulos 5 y 7, se exponen ejemplos de esta forma infrecuente de regulación genética, denominada impronta genómica, y de su significación médica.









El dogma central: DNA → RNA → proteína


¿Cómo especifica el genoma la diversidad funcional que es evidente en la figura 3-1? Tal como hemos visto en el capítulo anterior, la información genética está contenida en el DNA de los cromosomas, en el núcleo celular; sin embargo, la síntesis de proteínas, durante la que se utiliza la información codificada en el DNA para la especificación de las funciones celulares, tiene lugar en el citoplasma. Esta compartimentalización refleja el hecho de que el organismo humano es eucariota, lo que significa que las células humanas tienen un núcleo, que contiene el DNA, separado del citoplasma por una membrana nuclear. Por el contrario, en los organismos procariotas, como la bacteria intestinal Escherichia coli, el DNA no está contenido en un núcleo. Debido a la compartimentalización de las células eucariotas, la transferencia de información del núcleo al citoplasma es un proceso muy complejo que ha sido centro de atención para biólogos moleculares y celulares.


El enlace molecular entre estos dos tipos de información relacionados (el código de DNA de los genes y el código de aminoácidos de las proteínas) es el ácido ribonucleico (RNA). La estructura química del RNA es similar a la del DNA, excepto por el hecho de que cada nucleótido del RNA tiene un azúcar de ribosa en lugar de desoxirribosa; además, el uracilo (U) reemplaza a la timina como una de las pirimidinas del RNA (fig. 3-3). Otra diferencia entre el RNA y el DNA es que el RNA que existe en la mayoría de los organismos es una molécula de una sola cadena, al contrario que el DNA, que es una doble hélice (v. cap. 2).
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Figura 3-3 La pirimidina uracilo y la estructura de un nucleótido en el RNA. Se puede observar que el azúcar ribose sustituye al azúcar desoxirribosa del RNA. Esta figura se debe comparar con la figura 2-2.





Las relaciones de información entre el DNA, el RNA y las proteínas están entremezcladas: el DNA genómico dirige la síntesis y la secuencia de RNA y éste dirige la síntesis y la secuencia de los polipéptidos. Asimismo, existen proteínas implicadas en la síntesis y el metabolismo del DNA y del RNA. Este flujo de información se conoce como el «dogma central» de la biología molecular.


La información genética es almacenada en el DNA del genoma mediante un código (el código genético, que se expone más adelante) en el que la secuencia de bases adyacentes determina en último extremo la secuencia de aminoácidos del polipéptido codificado. En primer lugar, se sintetiza RNA a partir de la plantilla de DNA mediante un proceso denominado transcripción. El RNA, portador de la información codificada en forma de RNA mensajero (mRNA), es entonces transportado desde el núcleo al citoplasma, en el que la secuencia de RNA es descodificada, o traducida, para determinar la secuencia de aminoácidos de la proteína que se está sintetizando. El proceso de traducción tiene lugar en los ribosomas, unos orgánulos citoplasmáticos con puntos de unión para todas las moléculas que interactúan, incluido el mRNA, involucradas en la síntesis de proteínas. Los propios ribosomas están compuestos de muchas proteínas estructurales diferentes en asociación con un tipo de RNA especializado conocido como RNA ribosómico (rRNA). La traducción implica un tercer tipo de RNA, el RNA de transferencia (tRNA), que proporciona el enlace molecular entre el código contenido en la secuencia de bases del mRNA y la secuencia de aminoácidos de la proteína.


Debido al flujo interdependiente de información que implica el dogma central, la genética molecular de la expression génica puede investigarse a partir de cualquiera de los tres niveles de información: DNA, RNA o proteína. Comenzaremos examinando la estructura de los genes como base del estudio del código genético, la transcripción y la traducción.









Estructura y organización de los genes


De forma simple, un gen puede ser representado como un segmento de una molécula de DNA que contiene el código para la secuencia de aminoácidos de una cadena de polipéptidos, así como las secuencias reguladoras necesarias para su expresión. Sin embargo, esta descripción es inadecuada para los genes del genoma humano (y para la mayoría de los genomas de organismos eucariotas) debido a que existen pocos genes que sean secuencias codificantes continuas. La inmensa mayoría de los genes están interrumpidos por secuencias no codificantes. Estas secuencias interpuestas, llamadas intrones, se transcriben inicialmente a RNA en el núcleo, pero no están presentes en el mRNA en el citoplasma. Por tanto, la información de las secuencias intrónicas no está representada en el producto proteico final. Los intrones alternan con secuencias codificantes, o exones, que al final codifican la secuencia de aminoácidos de la proteína, así como ciertas secuencias flanqueantes que contienen las regiones 5’ y 3’ no traducidas (fig. 3-4). Aunque algunos pocos genes del genoma humano carecen de intrones, la mayoría contiene al menos uno y, generalmente, varios. Resulta sorprendente que, en muchos genes, la longitud acumulada de los intrones representa una proporción mucho mayor de la longitud total del gen que la constituida por los exones. Mientras que algunos genes sólo tienen algunos pares de kilobases de longitud, otros se extienden a lo largo de cientos de pares de kilobases. Existen algunos genes excepcionalmente largos, como el gen de la distrofina ligado al cromosoma X (cuyas mutaciones dan lugar a la distrofia muscular de Duchenne [Caso 12]), con más de 2 millones de pares de bases (2.000 kilobases), de las cuales menos del 1% son exones codificantes.
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Figura 3-4 A: Estructura general de un gen humano típico. Las características individuales resultantes se exponen en el texto. B: Ejemplos de tres genes humanos con importancia médica. Las diferentes mutaciones en el gen de la β-globina, que presenta tres exones, causan diversas alteraciones importantes de la hemoglobina (Casos 37 y 39). Las mutaciones en el gen BRCA1 (24 exones) son responsables de los muchos casos de carcinomas hereditarios de mama o de mama y ovario (Caso 5). Las mutaciones en el gen de la cadena pesada de la β-miosina (MYH7) (40 exones) causan una miocardiopatía hipertrófica hereditaria.









Características estructurales de un gen humano típico


Los genes humanos presentan un rango de características (v. fig. 3-4). En los capítulos 1 y 2 definimos brevemente el concepto de «gen» en términos generales. Ahora podemos ofrecer una definición molecular de gen. En circunstancias normales, definimos gen como una secuencia de DNA cromosómico necesaria para la elaboración de un producto funcional, sea un polipéptido o una molécula de RNA funcional. Un gen incluye no sólo las secuencias codificantes, sino otras secuencias de nucleótidos adyacentes necesarias para la adecuada expresión del gen, es decir, para la producción de una molécula normal de mRNA en cantidad suficiente, en el lugar adecuado y en el momento preciso durante el desarrollo o el ciclo celular.


Las secuencias de nucleótidos adyacentes aportan las señales moleculares de «inicio» y «terminación» para la síntesis de mRNA transcrito del gen. En el extremo 5’ del gen se encuentra la región del promotor, que incluye secuencias responsables del inicio adecuado de la transcripción. En la región 5’ se encuentran varios elementos del DNA cuya secuencia se conserva en muchos genes diferentes. Esta conservación, junto con estudios funcionales sobre expression génica, indica que dichas secuencias desempeñan un papel importante en la regulación génica. En cada tejido concreto sólo se expresa un subgrupo de genes del genoma. Existen varios tipos de promotores en el genoma humano, con propiedades reguladoras diferentes, que especifican los modelos de desarrollo, así como los niveles de expresión de un gen concreto en los diferentes tejidos y células. Las funciones de los elementos promotores conservados se exponen con mayor detalle en en el apartado «Fundamentos de la expresión génica ». Tanto los promotores como otros elementos reguladores (localizados en los extremos 5’ o 3’ de un gen o en sus intrones) pueden ser sitios de mutación en enfermedades genéticas que pueden interferir con la normal expresión de un gen. Estos elementos reguladores, incluidos los potenciadores, los silenciadores y las regiones de control de locus se exponen con detalle más adelante en este capítulo. Algunos de estos elementos se sitúan a una distancia significativa de la porción codificadora de un gen, lo que refuerza el concepto de que el ambiente genómico en el que residen los genes es un elemento importante en su evolución y regulación, al tiempo que –en algunos casos– puede explicar el tipo de mutaciones que pueden interferir con su expresión y función normales. Mediante el análisis comparativo de muchos miles de genes que están siendo analizados en el momento presente como resultado del Proyecto Genoma Humano, se están identificando elementos genómicos adicionales importantes, y se está definiendo la función que desempeñan en el ser humano.


En el extremo 3’ de un gen se encuentra una importante región no traducida que contiene una señal para añadir una secuencia de residuos de adenosina (la denominada cola poli- A) al extremo del mRNA maduro. Aunque, en general, se acepta que estas secuencias reguladoras tan cercanas son parte de lo que se denomina un «gen», las dimensiones precisas de cualquier gen serán inciertas hasta que sean completamente caracterizadas las funciones potenciales de las secuencias más alejadas.









Familias de genes


Muchos genes pertenecen a familias de secuencias de DNA estrechamente relacionadas, que se reconocen como tales debido a la similitud de la secuencia de nucleótidos de los mismos genes o de la secuencia de aminoácidos de los polipéptidos codificados.


Los miembros de dos de estas familias de genes se localizan en una pequeña región del cromosoma 11 (v. figura 3-2) e ilustran diversas características que definen a las familias de genes en general. Una familia de genes pequeña, pero médicamente importante, es la compuesta por los genes que codifican las cadenas de proteínas de las hemoglobinas. Los grupos de genes de las α y β-globinas, en los cromosomas 16 y 11, respectivamente, parecen haberse originado por duplicación de un gen precursor primitivo hace alrededor de 500 millones de años. Estos dos grupos contienen genes que codifican cadenas de globinas relacionadas que se expresan en diferentes etapas del desarrollo, desde el embrión al adulto. Los genes de cada grupo tienen secuencias más similares entre sí que entre cada uno y los del otro grupo, por lo que se cree que cada grupo ha evolucionado mediante una serie de duplicaciones génicas secuenciales a lo largo de los últimos 100 millones de años. Los patrones exón-intrón de los genes de las globinas parecen haber sido extremadamente conservados durante la evolución; cada uno de los genes funcionales de la globina (v. el gen de la β-globina en la fig. 3-4) tiene dos intrones en una localización similar, aunque las secuencias intrónicas han acumulado muchos más cambios de nucleótidos a lo largo del tiempo que las secuencias codificantes de cada gen. Más adelante en este capítulo y en el capítulo 11 se tratan de forma más detallada el control de la expresión de varios genes de globina, tanto en su estado normal como en muchas hemoglobinopatías heredadas.


La segunda familia de genes que se muestran en la figura 3-2 es la correspondiente a los genes del receptor olfatorio (OR, olfactory receptor). Se ha estimado que hay al menos 350 genes OR funcionales en el genoma y que estos genes son responsables de nuestro agudo sentido del olfato, que puede reconocer y diferenciar miles de compuestos químicos estructuralmente diversos. Los genes OR se localizan en todo el genoma y en casi todos los cromosomas, aunque más de la mitad de ellos se sitúan en el cromosoma 11, incluyendo los miembros de dicha familia localizados en la proximidad del conjunto de los genes de la β-globina. La familia de los genes OR forma parte realmente de una superfamilia de genes mucho mayor que codifica una gran variedad de lo que se han denominado receptores con acoplamiento a proteínas G, caracterizados por una parte proteica que abarca todo el espesor de la membrana y que muestra un elevado grado de conservación, cuya presencia es clave para la función de un repertorio de receptores distintos. Los miembros de esta clase de proteínas presentan mutación en una amplia gama de enfermedades hereditarias, algunas de las cuales se describen en el capítulo 12.









Seudogenes


En las familias de genes de la β-globina y el OR hay secuencias relacionadas con genes funcionales de la globina y del OR, pero que no producen ninguna forma de RNA ni productos proteicos. Las secuencias de DNA que muestran una gran similitud con genes conocidos pero que carecen de función se denominan pseudogenes; existen muchos miles de pseudogenes relacionados con numerosos genes y familias de genes distintos. Los pseudogenes están distribuidos por todo el genoma y son de dos tipos generales, procesados y no procesados. Se considera que los seudogenes no procesados son productos intermedios de la evolución y representan genes «muertos» que en algún momento fueron funcionales pero que en la actualidad son un vestigio, tras haber sido inactivados por mutaciones en las secuencias de codificación o regulación. En algunos casos, como ocurre con los seudogenes de las α y β-globinas, los seudogenes se originan presumiblemente a través de una duplicación genética secundaria a la acumulación de numerosas mutaciones en las copias extra del gen que anteriormente era funcional. A diferencia de los no procesados, los seudogenes procesados son seudogenes que se han formado no a través de mutaciones sino mediante un proceso denominado retrotransposición, que conlleva la transcripción, la generación de una copia de DNA a partir del mRNA (transcripción inversa) y, finalmente, la reintegración de estas copias de DNA en el genoma. Dado que estos seudogenes son creados a través de la retrotransposición de una copia de DNA originada a partir de mRNA procesados, carecen de intrones y no necesariamente se localizan en el mismo cromosoma (o la misma región cromosómica) que su gen progenitor, que es precisamente lo que suele ocurrir. En muchas familias de genes el número de seudogenes es igual o superior al de genes funcionales. Por ejemplo, en la familia del gen OR se ha estimado que existen 600 o más seudogenes OR diseminados en todo el genoma humano.









Genes RNA no codificadores


No todos los genes del genoma humano codifican proteínas. Por ejemplo, el cromosoma 11 presenta –además de sus 1.300 genes codificadores de proteínas– alrededor de 200 genes RNA no codificadores cuyo producto final es un RNA, no una proteína. Aunque las funciones de estos genes todavía no se conocen con detalle, algunos de ellos están implicados en la regulación de otros genes, mientras que en otros casos pueden desempeñar funciones estructurales en diversos procesos nucleares y citoplásmicos. Una clase importante de genes RNA no codificadores es la constituida por los genes microRNA (miRNA), de los que en el genoma humano hay al menos 250; los miRNA son RNA cortos (con una longitud de 22 nucleótidos) no codificadores y al menos algunos de ellos controlan la expresión o la represión de otros genes durante el desarrollo.












Fundamentos de la expresión génica


Tal como ya se ha señalado, el flujo de información desde el gen al polipéptido implica varios pasos (fig. 3-5). El inicio de la transcripción de un gen se encuentra bajo la influencia de promotores y otros elementos reguladores, así como de otras proteínas específicas conocidas como factores de transcripción, que interactúan con secuencias específicas de esas regiones y determinan el patrón espacial y temporal de la expression de un gen. La transcripción de un gen se inicia en el «lugar de inicio» de la transcripción en el DNA cromosómico, al comienzo de la región 5’ transcrita pero no traducida (denominada UTR [untranslated region] 5’), inmediatamente hacia arriba de las secuencias codificantes; después, continúa a lo largo del cromosoma hasta algún lugar situado desde varios cientos a más de 1 millón de pares de bases, a través de intrones y exones, y más allá del final de las secuencias codificantes. Tras una modificación en los extremos 5’ y 3’ del transcrito primario de RNA, las porciones correspondientes a los intrones son separadas y los segmentos correspondientes a los exones son empalmados unos con otros. Después del ensamblaje del RNA, el mRNA resultante (que contiene un segmento central colineal con las porciones codificantes del gen) es transportado del núcleo al citoplasma, donde el mRNA es finalmente traducido a la secuencia de aminoácidos del polipéptido codificado. Cada uno de los pasos de este complejo proceso es susceptible de error, y las mutaciones que interfieren con cada paso son responsables de diversos trastornos genéticos heredados (v. caps. 7, 8, 11 y 12).
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Figura 3-5 Flujo de información DNA → RNA → proteína en un hipotético gen con tres exones y dos intrones. En los exones, la banda azul indica las secuencias codificantes. Los pasos incluyen la transcripción, el procesamiento y ensamblaje del RNA (splicing), el transporte del RNA desde el núcleo al citoplasma y la traducción.









Transcripción


La transcripción de los genes que codifican proteínas mediante la RNA polimerasa II (uno de los tipos de RNA polimerasas) se inicia hacia arriba de la primera secuencia codificante, en el lugar de inicio de la transcripción, el punto que se corresponde con el extremo 5’ del producto final de RNA (v. figs. 3-4 y 3-5). La síntesis del transcrito primario de RNA se desarrolla en sentido 5’ a 3’, mientras que la cadena del gen que está siendo transcrito y que sirve de plantilla para el RNA se lee en sentido 3’ a 5’ con respecto a la dirección del eje de desoxirribosa fosfodiéster (v. fig. 2-3). Debido a que el RNA sintetizado se corresponde, tanto en polaridad como en secuencia de bases (sustituyendo U por T), a la cadena 5’ a 3’ del DNA, esta cadena no transcrita de DNA es denominada algunas veces cadena de DNA codificante o «con sentido». La cadena de DNA 3’ a 5’ transcrita se denomina cadena no codificante o «antisentido». La transcripción continúa a través de intrones y exones del gen, más allá de la posición en el cromosoma que corresponde al extremo 3’ del mRNA maduro. No sabemos si la transcripción finaliza en un punto de terminación 3’ predeterminado.


El transcrito primario de RNA es procesado añadiendo una estructura química llamada «caperuza» al extremo 5’ del RNA y cortando el extremo 3’ en un punto específico hacia abajo del final de la información codificante. A este corte le sigue la adición de una cola poli-A en el extremo 3’ del RNA, lo que parece incrementar la estabilidad del RNA poliadenilado resultante. La localización del punto de poliadenilación está especificada en parte por la secuencia AAUAAA (o por alguna variante de la misma), que en general se encuentra en la porción 3’ no traducida del transcrito de RNA. Todas estas modificaciones postranscripcionales tienen lugar en el núcleo, así como también el proceso de ensamblaje del RNA. El RNA del todo procesado, denominado ahora mRNA, es finalmente transportado al citoplasma, donde se produce la traducción (v. fig. 3-5).









Traducción y código genético


En el citoplasma, el mRNA es traducido a proteína mediante la acción de una variedad de moléculas de tRNA, cada una de las cuales es específica de un aminoácido concreto. Estas moléculas singulares, cada una de las cuales sólo tiene una longitud comprendida entre 70 y 100 nucleótidos, desempeñan la función de transferir el aminoácido correcto a su posición a lo largo de la plantilla de mRNA para ser añadido a la cadena polipeptídica en construcción. La síntesis de proteínas se produce en los ribosomas, unos complejos macromoleculares de rRNA (codificados por los genes de rRNA 18S y 28S) y varias docenas de proteínas ribosómicas (v. fig. 3-5).


La clave para la traducción es un código que relaciona aminoácidos específicos con combinaciones de tres bases contiguas a lo largo del mRNA. Cada serie de tres bases constituye un codón, que es específico para cada aminoácido (tabla 3-1). En teoría, las posibles variaciones en el orden de bases a lo largo de una cadena polinucleotídica son casi infinitas. En cualquier posición existen cuatro posibilidades (A, T, C o G); por tanto, para tres bases hay 43, o 64, combinaciones posibles de tripletes. Estos 64 codones constituyen el código genético.




Tabla 3-1


Código genético
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Stop = codón terminación.


Los codones se muestran en términos de RNA mensajero, que son complementarios con los codones correspondientes de DNA.





Debido a que sólo existen 20 aminoácidos y 64 codones posibles, la mayoría de aminoácidos están especificados por más de un codón; de aquí que se diga que el código es degenerado. Por ejemplo, la base en tercera posición del triplete a menudo puede ser cualquier purina (A o G) o cualquier pirimidina (T o C) o –en algunos casos– cualquiera de las cuatro bases, sin que se altere el mensaje codificado (v. tabla 3-1). La leucina y la arginina están especificadas por seis codones cada una. Sólo la metionina y el triptófano están especificados por un solo codón. Tres de los codones se denominan codones de terminación (o sin sentido) porque indican el final de la traducción del mRNA en ese punto.


La traducción de un mRNA procesado se inicia siempre en un codón de metionina. La metionina es, por tanto, el primer aminoácido codificado (amino-terminal) de cada cadena polipeptídica, aunque generalmente es eliminada antes de que se complete la síntesis de la proteína. El codón de la metionina (el codón iniciador, AUG) establece el marco de lectura del mRNA; cada codón que le sigue se lee por turno para establecer la secuencia de aminoácidos de la proteína.


Los enlaces moleculares entre los codones y los aminoácidos son establecidos por moléculas específicas de tRNA. En cada tRNA existe un lugar determinado que forma un anticodón de tres bases complementario con un codón determinado del mRNA. El enlace entre el codón y el anticodón lleva el aminoácido apropiado a la siguiente posición en el ribosoma para su incorporación, mediante el establecimiento de un enlace peptídico con el extremo carboxilo de la cadena polipeptídica en formación. El ribosoma se desliza entonces a lo largo del mRNA exactamente tres bases, exponiendo el siguiente codón para que sea reconocido por otro tRNA con el siguiente aminoácido. Así, las proteínas se sintetizan desde el amino-terminal hasta el carboxilo-terminal, que corresponde a la traducción del mRNA en dirección 5’ a 3’.


Según ya se ha señalado con anterioridad, la traducción termina cuando se encuentra un codón de terminación (UGA, UAA o UAG) en el mismo marco de lectura que el codón de inicio. (Los codones de terminación existentes en cualquiera de los otros dos marcos de lectura que no se utilizan no son leídos y, por tanto, no tienen efecto en la traducción.) El polipéptido completado es entonces liberado del ribosoma, que ahora está preparado para comenzar la síntesis de otra proteína.









Procesamiento postraducción


Muchas proteínas sufren grandes modificaciones postraducción. La cadena de polipéptidos que constituye el producto primario de la traducción se pliega y forma enlaces para formar una estructura tridimensional determinada por su propia secuencia de aminoácidos. Se pueden combinar dos o más cadenas de polipéptidos, productos del mismo o de diferentes genes, para formar un complejo proteico maduro. Por ejemplo, dos cadenas de globina α y dos de β-globina se asocian de forma no covalente para formar la molécula de hemoglobina tetramérica (v. cap. 11). Los productos proteicos puede ser modificados también químicamente, por ejemplo, por adición de fosfato o hidratos de carbono en lugares específicos. Estas modificaciones pueden tener una influencia significativa respecto a la función o la abundancia de la proteína modificada. Otras modificaciones pueden implicar la partición de la proteína para eliminar determinadas secuencia amino-terminales que han servido para dirigirla a su localización correcta dentro de la célula (p. ej., proteínas que actúan dentro del núcleo o de las mitocondrias), o la división de la molécula en cadenas de polipéptidos más pequeñas. Por ejemplo, las dos cadenas que conforman la insulina madura, una de 21 aminoácidos y la otra de 30, son originalmente parte de un producto de traducción primario de 82 aminoácidos denominado proinsulina.









Transcripción del genoma mitocondrial


En los apartados previos se han descrito los aspectos fundamentals de la expresión genética correspondiente a los genes existentes en el genoma nuclear. El genoma mitocondrial presenta un sistema distinto de transcripción y de síntesis de proteínas. Para transcribir el genoma mitocondrial se utiliza una RNA polimerasa especializada (codificada en el genoma nuclear) que contiene dos secuencias promotor relacionadas, una para cada cadena del genoma circular. Cada cadena se transcribe en su totalidad y los transcritos mitocondriales son procesados después para generar los diferentes mRNA, tRNA y rRNA mitocondriales individuales.












La expresión génica en acción: el gen de la β-globina


El flujo de información esbozado en la sección anterior puede apreciarse mejor en referencia a un determinado gen que haya sido bien estudiado, por ejemplo, el gen de la β-globina. La cadena de la β-globina es un polipéptido de 146 aminoácidos codificado por un gen de 1,6 kb situado en el brazo corto del cromosoma 11. El gen tiene tres exones y dos intrones (v. fig. 3-4). El gen de la β-globina, como otros genes cercanos en el grupo de la β-globina (v. fig. 3-2), se transcribe desde el centrómero hacia el telómero. Sin embargo, esta orientación es diferente para otros genes y depende de cuál sea la cadena codificante.


Las secuencias de DNA que se requieren para una apropiada iniciación de la transcripción del gen de la β-globina se localizan en el promotor, a unos 200 pares de bases hacia arriba del lugar de inicio de la transcripción. En la figura 3-6 se exponen la secuencia de DNA de doble cadena de esa región del gen de la β-globina, la secuencia de RNA correspondiente y la secuencia traducida de los 10 primeros aminoácidos, para ilustrar las relaciones entre estos tres niveles de información.
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Figura 3-6 Estructura y secuencia de nucleótidos del extremo 5’ del gen de la β-globina humana en el brazo corto del cromosoma 11. La transcripción de la cadena 3’ a 5’ (abajo) comienza en el lugar de inicio indicado para producir mRNA de β-globina. El marco de lectura de la traducción es determinado por el codón iniciador AUG (***); los siguientes codones, que especifican aminoácidos, están indicados en azul. Los otros dos marcos de lectura potenciales no son utilizados.





Tal como ya se ha mencionado con anterioridad, la cadena 3’ a 5’ del DNA es la que sirve de molde y se traduce, pero es la secuencia 5’ a 3’ la que se corresponde directamente con la secuencia 5’ a 3’ del mRNA (de hecho, es idéntica a esa cadena de DNA, excepto que U es sustituido por T). Debido a esta correspondencia, la cadena 5’ a 3’ del gen (es decir, la que no se transcribe) es la que en general se incluye en la bibliografía médica o en las bases de datos.


De acuerdo con esta convención, en la figura 3-7 se expone la secuencia completa de aproximadamente 2,0 kb en el cromosoma 11 que incluye el gen de la β-globina. (Da que pensar el hecho de que esa página de nucleótidos represente sólo el 0,000067% de la secuencia de todo el genoma humano.) En esas 2,0 kb está contenida la mayoría (aunque no todos) de los elementos de la secuencia que se requieren para codificar y regular la expresión de este gen. En la figura 3-7 se recogen muchas de las características estructurales importantes del gen de la β-globina, incluidos los elementos de la secuencia conservada del promotor, los límites entre intrones y exones, los sitios de corte y empalme de RNA, los codones de iniciación y terminación, y la señal de poliadenilación. Se conocen mutaciones de todos estos sitios que causan defectos hereditarios del gen de la β-globina (v. cap. 11).
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Figura 3-7 Secuencia completa de nucleótidos del gen de la β-globina humana. Se muestra la secuencia de la cadena 5’ a 3’ del gen. Las áreas en azul claro y con letras mayúsculas representan secuencias exónicas correspondientes al mRNA maduro. Las letras minúsculas indican intrones y secuencias colindantes. Las secuencias de las cajas CAT y TATA en la región colindante 5’ están indicadas en azul oscuro. Los dinucleótidos GT y AG importantes para el corte y empalme (splicing) del RNA en las uniones intrones-exones, así como la señal AATAAA importante para la adición de la cola poli-A, también están destacados. En letras azules se señalan el codón iniciador ATG (AUG en el mRNA) y el codón de terminación TAA (UAA en el mRNA). La secuencia de aminoácidos de la β-globina aparece encima de la secuencia codificante; se han utilizado las abreviaturas de tres letras de la tabla 3-1. Modificada de Lawn RM, Efstratiadis A, O’Connell C, et al: The nucleotide sequence of the human β-globin gene. Cell 21:647-651, 1980.









Inicio de la transcripción


El promotor del gen de la β-globina, igual que otros muchos promotores, se compone de una serie de elementos funcionales cortos que se cree interactúan con proteínas específicas (denominadas genéricamente factores de transcripción) que regulan la transcripción, incluyendo –en el caso del gen de la β-globina– las proteínas que restringen la expresión de estos genes a las células eritroides, donde se produce la hemoglobina. La caja TATA es una importante secuencia promotora, una región conservada rica en adeninas y timinas, que se sitúa a unos 25-30 pares de bases hacia arriba del sitio de inicio de la transcripción (v. figs. 3-4 y 3-7). Parece que la caja TATA es importante para determinar la posición del inicio de la transcripción, que en el gen de la β-globina está aproximadamente 50 pares de bases hacia arriba del sitio de inicio de la traducción (v. fig. 3-6). Así, en este gen hay alrededor de 50 pares de bases de la secuencia que se transcriben pero no se traducen. En otros genes, esta región 5’ transcrita pero no traducida (llamada UTR 5’) puede ser mucho más larga y, de hecho, puede hallarse interrumpida por uno o más intrones. Una segunda región conservada, la llamada caja CAT (en realidad es CCAAT), está situada a unas cuantas docenas de pares de bases más arriba (v. fig. 3-7). En cualquiera de estos elementos de la secuencia, así como en otras secuencias reguladoras incluso más arriba, se producen mutaciones, tanto inducidas de forma experimental como de forma natural, que provocan una fuerte reducción del nivel de transcripción, lo que demuestra la importancia de estos elementos para la expresión génica normal. Se han identificado muchas mutaciones en estos elementos reguladores en pacientes con β-talasemia (v. cap. 11).


No todos los promotores génicos contienen estos dos elementos descritos. Los genes que se expresan de forma constitutiva en la mayoría de los tejidos (denominados genes de mantenimiento) con frecuencia carecen de las cajas TATA y CAT, más típicas de los genes con especificidad tisular. Los promotores de muchos genes de mantenimiento suelen contener una elevada proporción de citosinas y guaninas, en comparación con el DNA que les rodea (v. el promotor del gen BRCA1 en la fig. 3-4). Estos promotores ricos en CG se suelen localizar en regiones del genoma denominadas islas CG (o CpG), por la concentración inusualmente elevada del dinucleótido 5’-CG-3’ en relación con el resto del cromosoma, más rico en AT. Se cree que algunos de los elementos de la secuencia ricos en CG que se encuentran en esos promotores sirven como sitios de enlace para determinados factores de transcripción. Las islas CpG también son importantes debido a que son objetivos para la modificación del DNA mediante la adición de un grupo metilo a uno de los carbonos existentes en la citosina (v. fig. 2-2). La metilación de las islas CpG se suele asociar a una represión de la transcripción génica. Este tipo de inactivación génica se observa en muchos tumores malignos (v. cap. 16) y es característico de algunos eventos importantes en el desarrollo, tal como la impronta genómica y la inactivación del cromosoma X (v. caps. 5 y 6).


Además de las secuencias que componen el promotor, existen otros elementos de la secuencia que pueden cambiar de forma sustancial la eficiencia de la transcripción. Los elementos mejor caracterizados de estas secuencias «activadoras» se llaman potenciadores. Los potenciadores son elementos de la secuencia que pueden actuar a cierta distancia de un gen (a menudo varias kilobases) para estimular la transcripción. Al contrario que los promotores, los potenciadores son independientes de la posición y de la orientación y pueden localizarse en 5’ o 3’ del lugar de inicio de la transcripción. Los elementos potenciadores funcionan sólo en ciertos tipos de células y parecen estar implicados en el establecimiento de la especificidad tisular o en el nivel de expresión de muchos genes, coordinados con uno o más factores de transcripción. El gen de la β-globina tiene varios potenciadores específicos de tejido, tanto dentro del gen como en las regiones colindantes. La interacción de los potenciadores con proteínas específicas incrementa los niveles de transcripción.


La expresión normal del gen de la β-globina durante el desarrollo embrionario requiere también la participación de secuencias más alejadas, denominadas regiones de control de locus (LCR), localizadas hacia arriba del gen de la [image: image]-globina (v. fig. 3-2), que son necesarias para establecer el contexto apropiado en la cromatina suficiente para un elevado nivel de expresión. Tal como era de esperar, las mutaciones que alteran o delecionan las secuencias potenciadoras o las RCL interfieren o impiden la expresión del gen de la β-globina (v. cap. 11).









Procesado del RNA a través de corte y empalme (splicing)



El transcrito primario de RNA del gen de la β-globina contiene dos exones, de cerca de 100 y 850 pares de bases, que deben ser eliminados a través de corte y empalme (splicing). Este proceso de corte y empalme del RNA es exacto y muy eficiente; se calcula que el 95% de los transcritos de β-globina son ensamblados de forma correcta para producir el mRNA funcional de la globina. Las reacciones de corte y empalme son dirigidas por secuencias específicas de RNA en los dos extremos, 5’ y 3’, de los intrones. La secuencia 5’ se compone de nueve nucleótidos, de los cuales dos (el dinucleótido GT [GU en el transcrito de RNA] localizado en el intrón inmediatamente adyacente al lugar de corte y empalme) son virtualmente invariables en los lugares de corte y empalme de los diferentes genes (v. fig. 3-7). La secuencia 3’ se compone de alrededor de una docena de nucleótidos, de los cuales de nuevo dos, los AG localizados inmediatamente 5’ del límite intrón/exón, son obligados para el corte y empalme normal. Estos lugares de corte y empalme son independientes del marco de lectura de un mRNA específico. En ocasiones, como en el caso del intrón 1 del gen de la β-globina, el intrón divide un codón (v. fig. 3-7).


Un hecho que ilustra la importancia médica del ensamblaje del RNA es que las mutaciones en las secuencias conservadas de los límites intrón/exón suelen dañar el proceso de corte y empalme del RNA, lo que ocasiona una reducción de la cantidad de mRNA de β-globina maduro y normal; las mutaciones en los dinucleótidos GT y AG mencionadas con anterioridad eliminan de forma invariable el proceso de corte y empalme normal del intrón que contiene la mutación. En el capítulo 11 se expone una serie de mutaciones del lugar de corte y empalme identificadas en pacientes con β-talasemia.






Ensamblaje alternativo


Tal como se acaba de señalar, cuando los intrones son eliminados del transcrito de RNA primario mediante el mecanismo del empalme del RNA, los exones restantes se empalman entre sí para generar el RNA maduro final. Sin embargo, en lo que se refiere a muchos genes, el transcrito primario puede seguir múltiples vías alternativas de empalme, dando lugar a la síntesis de numerosos mRNA relacionados pero distintos, cada uno de los cuales puede ser traducido posteriormente para generar productos proteicos diferentes (v. fig. 3-1). Al menos la tercera parte de todos los genes humanos presenta un corte y empalme alternativo, y se ha estimado que cada uno de los genes del genoma humano muestra un promedio de 2 a 3 transcritos alternativos, lo que amplía de manera importante la información contenida en el genoma humano, muy por encima de la correspondiente a los 25.000 genes que se estima existen en el mismo. Un ejemplo especialmente claro de este proceso es el del gen de un canal del potasio que presenta mutación en una forma hereditaria de epilepsia. Este gen contiene 35 exones, ocho de los cuales muestran un corte y empalme alternativo. A partir de este gen se pueden generar más de 500 mRNA diferentes y cada uno de ellos codifica un canal con propiedades funcionales distintas.












Poliadenilación


El mRNA de β-globina madura contiene cerca de 130 pares de bases de material no traducido en la región 3’ (la 3’UTR) entre el codón de terminación y sitio de inicio de la cola poli- A (v. fig. 3-7). Al igual que ocurre en otros genes, la escisión del extremo 3’ y la adición de la cola poli-A están controladas, al menos en parte, por una secuencia AAUAAA de unos 20 pares de bases situada antes del sitio de poliadenilación. Las mutaciones en esta señal de poliadenilación en pacientes con β-talasemia (así como las mutaciones en la correspondiente señal de poliadenilación en el gen de la β-globina en pacientes con β-talasemia) documentan la importancia de esta señal para la correcta escisión en 3’ y poliadenilación (v. cap. 11). La UTR 3’ no traducida de algunos genes puede ser bastante larga, de hasta varios pares de kilobases. Otros genes tienen varios lugares de poliadenilación alternativos y, si la selección actúa en su contra, puede influir en la estabilidad del mRNA resultante y, por tanto, en el nivel estable de cada mRNA.












Regulación de los genes y modificaciones en la actividad del genoma


La mayor parte de los ejemplos de modificaciones en la expression de los genes está en relación con alteraciones en el nivel de la transcripción, con corte y empalmes alternativos o con modificaciones postraducción. La activación o represión de un gen concreto en un tejido o en un momento concretos durante el desarrollo implica generalmente modificaciones en el control de la transcripción, debidas a la combinación de factores específicos de la transcripción y a la presencia de otras proteínas que presentan interacción con los mecanismos reguladores de los genes en respuesta a factores o estímulos del desarrollo, topológicos o ambientales. En estos ejemplos, el genoma en sí mismo no sufre cambios y lo que tiene lugar es una modificación dinámica de la regulación –no de la estructura– de los genes.


Sin embargo, hay varios ejemplos importantes de cambios en la actividad del genoma en los que los genes en sí mismos cambian como consecuencia de un reordenamiento físico del genoma, tasas de mutaciones somáticas aumentadas en líneas celulares específicas.






Diversidad de los receptores de las inmunoglobulinas y del receptor de los linfocitos T


Los anticuerpos son inmunoglobulinas que se generan en respuesta a un estímulo provocado por un antígeno extraño, y que pueden reconocer dicho antígeno para eliminarlo a través de su unión al mismo. Hay varias enfermedades genéticas que se deben a deficiencias de inmunoglobulinas. No obstante, el sentido principal de las inmunoglobulinas desde la perspectiva del genoma es el hecho de que muestran una propiedad específica, la capacidad de reorganizarse en células somáticas (reagrupamiento somático), mediante la cual cortan y pegan secuencias de DNA en las células precursoras linfocitarias, de manera que dan lugar a un reagrupamiento de los genes de las inmunoglobulinas de las células somáticas con aparición de diversidad.


Se ha estimado que cada ser humano puede generar un repertorio de aproximadamente 1011 anticuerpos diferentes, aunque el genoma está constituido únicamente por 6.000 millones de pares de bases de DNA. Esta aparente disparidad ha sido explicada por la demostración de que los anticuerpos son codificados en la línea celular germinal por un pequeño número de genes que, durante el desarrollo de los linfocitos B, sufren un proceso específico de reagrupamiento somático y de mutaciones somáticas con generación de una enorme diversidad.


Las moléculas de inmunoglobulinas están constituidas por cuatro cadenas polipeptídicas, dos cadenas pesadas (H, heavy) idénticas y dos cadenas ligeras (L, light) también idénticas. Cada cadena H y L de una proteína de inmunoglobulina está constituida por dos segmentos, las regiones constante (C) y variable (V). La región constante determina la clase de las moléculas de inmunoglobulinas (M, G, A, E o D) y su secuencia de aminoácidos se mantiene relativamente conservada entre las inmunoglobulinas de la misma clase. Por el contrario, la secuencia de aminoácidos de la región V muestra una gran variación entre los diferentes anticuerpos. Las regiones V de las cadenas H y L forman la zona de unión al antígeno y determinan la especificidad de los anticuerpos.


Un aspecto a destacar es el hecho de que en el genoma humano no existen genes completos para las cadenas H y L de las inmunoglobulinas. En vez de ello, cada cadena H y L está codificada por múltiples genes separados de forma amplia por cientos de kilobases en el DNA de las células germinales. Por ejemplo, la región V de la cadenas H está constituida por tres dominios, los segmentos V, D y J (figura 3-8). En el locus de la cadena H hay más de 200 genes distintos que codifican segmentos V (aunque posiblemente algunos de ellos sean seudogenes); por otra parte, en el cromosoma hay aproximadamente 30 genes que codifican segmentos D y nueve genes que codifican segmentos J, además de los distintos genes que codifican los segmentos constantes de cada tipo de inmunoglobulina. En total, los conjuntos de genes relacionados con las cadenas H y L de las inmunoglobulinas abarcan muchos millones de pares de bases en el genoma.
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Figura 3-8 Organización y reagrupamiento somático del gen de la inmunoglobulina para la generación de un gen funcional. A: Organización del locus de la cadena pesada en el cromosoma 14 del DNA genómico de la línea germinal, en el que numerosos segmentos V, D y J están distribuidos en una amplia región, junto con los diferentes genes relacionados con las regiones constantes (C). B: Reagrupamiento de los genes de la cadena pesada durante la formación de los anticuerpos. El esquema no está representado a escala. Modificada de Abbas AK, Lichtman AH, Pober JS: Cellular and Molecular Immunology, 5ª ed. Filadelfia, WB Saunders, 2003.





Durante la diferenciación de las células productoras de anticuerpos (pero no de las correspondientes a otras líneas celulares), el DNA de los loci correspondientes a las inmunoglobulinas debe ser reagrupado para generar las cadenzas H y L funcionales. En lo que se refiere al locus de la cadena H, se crea un gen para la región variable completa a través de la producción y las segmentaciones en el DNA de doble cadena con conexión de los extremos libres de los segmentos de DNA, lo que da lugar a la yuxtaposición de uno de los segmentos V con uno de los segmentos D; a su vez, el segmento D se une a una de las regiones J con deleción del DNA genómico que queda en la zona intermedia (v. fig. 3-8). Después, este segmento reagrupado presenta transcripción y –según el mecanismo habitual– son eliminadas, mediante los mecanismos de corte y empalme del RNA, las secuencias existentes entre el exón de fusión VDJ recién formado y los segmentos C, con formación de un mRNA maduro para la traducción en una cadena H específica. Los loci de la cadena ligera sufren un proceso similar de reagrupamiento del DNA antes de la transcripción.


La diversidad adicional de los anticuerpos se debe a las deleciones causadas por las uniones imprecisas de los segmentos de los genes durante el proceso de reagrupamiento somático. Las inserciones en la zona de unión se pueden producir cuando los nucleótidos (denominados secuencias N que no están presentes en el DNA original de las células germinales) son insertados en la zona de religadura. La pérdida o la ganancia de unos pocos nucleótidos dan lugar a cambios de marco que codifican aminoácidos distintos en el gen que muestra el reagrupamiento final.


En última instancia, una vez que tiene lugar la estimulación antigénica, los linfocitos B que producen anticuerpos con una cierta afinidad por un antígeno concreto son estimulados para presentar proliferación y sufren frecuentes mutaciones puntuales en las secuencias codificantes reagrupadas. Esta tasa de mutaciones espontáneas (una mutación por cada 103 pares de bases de DNA y por cada división celular) es sorprendentemente elevada, es decir, entre 100 y 1.000 veces mayor que la tasa de mutación promedio existente en otras áreas del genoma (v. caps. 2 y 9). Estas mutaciones espontáneas pueden modificar la secuencia de aminoácidos en la región variable (de reconocimiento antigénico) de las moléculas de anticuerpos y constituyen un mecanismo de «ajuste fino» para incrementar la afinidad de un anticuerpo. La diversidad proporcionada por la combinación de cadenas H y L diferentes; los reagrupamientos del DNA que unen entre sí diferentes segmentos de genes V, D y J de las células germinales; la imprecisión en la unión de los segmentos VDJ, y –finalmente– la mutación somática de la región variable son todos ellos mecanismos importantes para explicar el incremento del repertorio potencial de las especificidades de los anticuerpos.


El mecanismo del reagrupamiento somático es compartido por otro miembro de la superfamilia de los genes de las inmunoglobulinas, el receptor de los linfocitos T (TCR, T-cell receptor). El TCR es una glucoproteína transmembrana de gran variabilidad que desempeña una función clave en el reconocimiento antigénico y en la función de los linfocitos T. El TCR tiene una estructura similar a la de la molécula de inmunoglobulina; todas las cadenas muestran secciones constantes y variables, y las secciones variables son generadas por un rico surtido de segmentos V, D y J. De la misma manera que ocurre con los genes de las inmunoglobulinas, la recombinación de múltiples elementos de las células germinales, la imprecisión de los cortes y empalmes y la posibilidad de diversas combinaciones de cadenas incrementan la diversidad en la expresión del gen TCR. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con las inmunoglobulinas, la producción de los TCR no conlleva ninguna mutación somática.


El reagrupamiento somático sólo tiene lugar en los grupos de genes de las inmunoglobulinas y del TCR en los linfocitos B y T, respectivamente. Este comportamiento es específico para estas familias de genes y estas líneas celulares; el resto del genoma muestra una gran estabilidad a través del desarrollo y la diferenciación.









Exclusión alélica


Los reagrupamientos somáticos que se acaban de describir tienen lugar solamente en una de las dos copias de los loci de las inmunoglobulinas y del TCR en un linfocito B o T dado. Éste es un ejemplo de exclusión alélica, un proceso en el que los dos alelos de los loci autosómicos reciben un tratamiento distinto y cuyo fundamento todavía no ha sido bien determinado. Al tiempo que la mayor parte de los loci autosómicos se expresan a partir de ambas copias, hay algunos otros ejemplos de expresión monoalélica. Una forma extrema de exclusión alélica es la correspondiente a la familia del gen OR, ya comentada (v. fig. 3-2). En este caso, cada neurona sensitiva olfatoria solamente expresa un alelo de un gen OR, de manera que en cada neurona quedan reprimidos los varios cientos de las copias restantes de los genes de la familia OR.


En lo que se refiere a la exclusión alélica relativa a los loci de las inmunoglobulinas, el TCR y los genes OR, la selección del alelo que va a presentar expresión no depende de los progenitores; al igual que ocurre con los genes que sufren una inactivación del cromosoma X en la descendencia femenina (v. caps. 6 y 7), en las diferentes células se puede expresar de manera indistinta la copia materna o la copia paterna. Este hecho diferencia la exclusión alélica de la impronta genómica, en la que la selección del alelo que va a ser expresado está determinada únicamente por el origen paterno del mismo (v. cap. 5).












Variación de la expresión génica y su importancia en medicina


La expresión regulada de los 25.000 genes que se estima están codificados en el genoma humano implica una serie de complejas interrelaciones entre diferentes niveles de control, incluida la dosis génica apropiada (controlada por mecanismos de replicación cromosómica y segregación), la estructura de los genes y, finalmente, la transcripción, la estabilidad del mRNA, la traducción, el procesamiento de proteínas y la degradación proteica. Con respecto a algunos genes, las fluctuaciones en el nivel de producto génico funcional, debidas a variaciones heredadas de la estructura del gen o a cambios inducidos por factores no genéticos, como la dieta o el ambiente, son de una importancia relativa escasa. En lo que se refiere a otros genes, los cambios en el nivel de expresión pueden tener consecuencias clínicas muy importantes, lo que refleja la importancia de estos productos génicos en determinadas vías metabólicas. La naturaleza de la variación heredada de la estructura y la función de los cromosomas y los genes, así como la influencia de esta variación en la expresión de rasgos específicos, es la verdadera esencia de la genética médica y molecular, y será abordada en capítulos posteriores.
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Problemas







1. La secuencia de aminoácidos siguiente representa parte de una proteína. Se muestran la secuencia normal y cuatro formas mutantes. Según la información de la tabla 3-1, determinar la secuencia de la doble cadena de la sección correspondiente del gen normal. ¿Qué cadena es la cadena que «lee» la polimerasa del RNA?, ¿cuál sería la secuencia del mRNA resultante?, ¿qué tipo de mutación representa más probablemente cada proteína mutante?








	Normal:

	-lys-arg-his-his-tyr-leu-






	Mutante 1:

	-lys-arg-his-his-cys-leu-






	Mutante 2:

	-lys-arg-ile-ile-ile-






	Mutante 3:

	-lys-glu-thr-ser-leu-ser-






	Mutante 4:

	-asn-tyr-leu-










2. Los siguientes conceptos están relacionados entre sí de forma jerárquica. ¿Cuál es la relación entre ellos?: cromosoma, par de bases, nucleosoma, kilobases, intrón, gen, exón, cromatina, codón, nucleótido, promotor.


3. Describir la manera con la que se puede esperar que la mutación en cada uno de los elementos siguientes podría alterar el funcionamiento de un gen normal, o interferir en dicho funcionamiento, dando lugar así a una enfermedad humana: promotor, codón iniciador, zonas de corte y empalme en las uniones intrón-exón, una deleción en un par de bases en la secuencia codificante, codón de terminación.


4. La mayor parte del genoma humano está constituido por secuencias que no se transcriben y que no codifican directamente productos genéticos. Para cada uno de los elementos del genoma siguientes, considere los mecanismos a través de los cuales dichos elementos podrían contribuir a la aparición de enfermedades humanas: intrones, secuencias repetitivas Alu o LINE, regiones de control de locus, seudogenes.


5. Comparar los mecanismos y las consecuencias del corte y empalme del RNA y del reagrupamiento somático.










Respuestas a los problemas







1. Hay varias posibles secuencias debido a la degeneración del código genético. Una posible secuencia del DNA bicatenario es 5′ AAA AGA CAT CAT TAT CTA 3′ 3′ TTT TCT GTA GTA ATA GAT 5′


    La polimerasa del RNA «lee» la segunda cadena (3’ a 5’). La secuencia del mRNA resultante sería 5’ AAA AGA CAU CAU UAU CUA 3’.


    Los mutantes representan los tipos siguientes de mutaciones:




Mutante 1: la sustitución de un único nucleótido en el quinto codón; por ejemplo, UAU → UGU.


Mutante 2: mutación con desplazamiento de marco, deleción en el primer nucleótido del tercer codón.


Mutante 3: mutación con desplazamiento de marco, inserción de G entre los codones primero y segundo.


Mutante 4: deleción en el marco con afectación de tres codones (nueve nucleótidos), comenzando en la tercera base.





2. La secuencia del genoma humano está constituida por casi 3.000 millones de nucleótidos organizados en 24 tipos de cromosomas humanos. Los cromosomas contienen cromatina, que está constituida por nucleosomas. Los cromosomas contienen bandas G que, a su vez, contienen varios miles de pares de kilobases de DNA (o varios millones de pares de bases) y cientos de genes, cada uno de ellos (generalmente) con intrones y exones. Los exones son una serie de codones, cada uno de los cuales tiene una longitud de tres pares de bases. Cada gen contiene un promotor en su extremo 5’ que dirige la transcripción del gen bajo las condiciones apropiadas.


3. Una mutación en un promotor puede interferir con la transcripción del gen, o eliminarla. La mutación del codón iniciador puede impedir la traducción normal. Las mutaciones en los sitios de corte y empalme (splicing) alteran el proceso normal de corte y empalme (splicing) del RNA, con aparición de mRNA anómalos. Una deleción de 1 par de bases en la secuencia de codificante da lugar a una mutación con cambio de marco de lectura, lo que modifica el marco en el que tiene lugar la lectura del código genético; esta alteración modificaría los aminoácidos codificados y alteraría la secuencia de la proteína. (V. ejemplos en el cap. 11.) Una mutación en el codón de interrupción permite que la traducción continúe más allá de su punto normal de interrupción, lo que añade nuevos aminoácidos incorrectos en el extremo de la proteína codificada.


4. Las mutaciones en los intrones pueden alterar el proceso de corte y empalme (splicing) del RNA, lo que da lugar a un mRNA anómalo (v. cap. 11). Las secuencias Alu y L1 pueden estar implicadas en los eventos de recombinación anómalos entre las distintas copias de la repetición, lo que da lugar a una deleción o a un reagrupamiento de los genes. Las repeticiones L1 también pueden inducir una transposición activa en todo el genoma, con inserción potencial en un gen funcional y alteración de su función normal. Las regiones de control de locus influyen en la expresión apropiada de los genes tanto en el tiempo como en el espacio; la deleción de una región de control de locus puede así alterar la expresión normal de un gen (v. cap. 11). En general, los seudogenes son copias no funcionales de los genes; por tanto, en la mayor parte de los casos las mutaciones de los seudogenes no causan enfermedad.


5. El proceso de corte y empalme (splicing) del RNA genera un RNA maduro a partir del transcrito del RNA primario, mediante la combinación de segmentos de RNA exónico y la eliminación de RNA de los intrones. El proceso de corte y empalme (splicing) del RNA es un elemento clave en la expresión normal de los genes en todos los tejidos del cuerpo y actúa a nivel del RNA. Por tanto, el DNA genómico no presenta modificaciones. Por el contrario, en el reordenamiento somático se produce un reordenamiento del DNA con eliminación de ciertas secuencias y aparición de genes maduros en el desarrollo de las células precursoras de los linfocitos, como parte del proceso normal de producción de inmunoglobulinas y de diversidad de los receptores de los linfocitos T. El reordenamiento somático es un proceso altamente especializado que solamente muestra especificidad para estos genes y para diversos tipos celulares concretos.















Capítulo 4


Herramientas utilizadas por la genética molecular humana


Uno de los principales objetivos de la genética médica moderna es el de caracterizar la base molecular de las mutaciones que provocan enfermedades génicas y utilizar esa información para mejorar los métodos de diagnóstico y tratamiento. El avance de nuestro conocimiento de la genética molecular ha permitido el desarrollo de tecnologías nuevas y revolucionarias que facilitan el análisis detallado de los genes normales y anómalos, así como la determinación de la expresión de miles de genes en los estados de salud y enfermedad. La aplicación de estas técnicas ha incrementado la comprensión de los procesos moleculares a todos los niveles, del gen al organismo completo.


Este capítulo no pretende ser un «libro de cocina» con protocolos detallados para experimentos genéticos o métodos de diagnóstico de laboratorio, sino que intenta ser introducción a las técnicas que han sido y continúan siendo responsables de los avances en la investigación genética básica y aplicada. El contenido de este capítulo complementa el material básico que se recoge en los capítulos 2 y 3, y proporciona una base para entender gran parte de la información génica contenida en los capítulos posteriores. Los lectores que hayan efectuado algún curso o tengan experiencia de laboratorio en genética humana molecular pueden utilizar este capítulo como revisión o pueden dejarlo de lado por completo, sin que con ello se resienta la comprensión del resto del texto. Con respecto a los lectores que consideren demasiado sucinto el material de este capítulo, en la referencias de la bibliografía general al final del mismo pueden encontrar series mucho más detalladas de las técnicas modernas, así como referencias completas.






Análisis de secuencias individuales de DNA y RNA


Los genetistas moleculares se enfrentan a dos obstáculos fundamentales para llevar a cabo sus investigaciones sobre la base molecular de las enfermedades génicas. El primero es obtener una cantidad suficiente del DNA o RNA de interés que va a ser analizado. La razón es que que cada célula posee generalmente dos copias de un gen y algunos genes pueden ser transcritos sólo en algunos tejidos o en niveles muy bajos, lo que sólo proporciona un reducido número de moléculas de RNA mensajero (mRNA). El segundo obstáculo se refiere al aislamiento de la secuencia de interés respecto a todo el resto de segmentos de DNA y moléculas de mRNA presentes en la célula. La clonación molecular y la reacción en cadena de la polimerasa (PCR, polymerase chain reaction) representan revoluciones tecnológicas que han resuelto el problema de la obtención del DNA y el RNA en cantidades y con un grado de pureza suficientes como para que sea posible su análisis detallado (fig. 4-1). Tal como ha ocurrido con muchos avances tecnológicos, éstos se presentan con su propia jerga (v. recuadro «El lenguaje de la genómica y de la genética molecular», pág. 42).
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Figura 4-1 Dos estrategias para aislar arbitrariamente grandes cantidades de una secuencia concreta de DNA en forma pura: la clonación molecular y la amplificación mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR).









Clonación molecular


El objetivo de la clonación molecular es aislar un gen o cualquier otra secuencia concreta de DNA y amplificarlo en cantidades suficientes que permitan su estudio. El proceso de la clonación molecular implica la transferencia de una secuencia de DNA de interés a una célula de un microorganismo. A continuación se cultiva el microorganismo para que reproduzca la secuencia de DNA junto con su propio DNA. Dado que cada microorganismo individual de una colonia procede de una única célula original y contiene el mismo segmento idéntico transferido de DNA, se denomina clon; por su parte, todo el proceso de generación de grandes cantidades de la secuencia de interés se denomina clonación molecular. A partir de un clon individual se pueden aislar grandes cantidades de la secuencia de interés en forma pura para un análisis molecular detallado.









Enzimas de restricción


Uno de los avances clave en el desarrollo de la clonación molecular fue el descubrimiento, al inicio de los años setenta, de las endonucleasas de restricción bacterianas (a menudo denominadas enzimas de restricción), enzimas que reconocen secuencias de doble cadena específicas en el DNA y las escinden a nivel de los elementos fosfodiéster de la doble hélice del DNA en el lugar de reconocimiento o cerca de éste (v. cap. 3). Los sitios de corte pueden estar localizados de manera inmediatamente opuesta entre sí, en cuyo caso dan lugar a cadenas de DNA con extremos romos, o bien puede ocurrir que las zonas de fragmentación queden desfasadas por unas pocas bases en cualquier dirección, dando lugar a la aparición de resaltes laterales en los extremos 5’ o 3’ de la cadena de DNA denominados extremos cohesivos.





El lenguaje de la genómica y de la genética molecular


Clon: molécula de DNA recombinante que contiene un gen u otra secuencia de DNA de interés.


Clonar: acción de generar un clon. Uso: «Aislar un clon», «Clonar un gen».


DNA complementario (cDNA): DNA sintético sintetizado por una enzima DNA polimerasa conocida como transcriptasa inversa, que utiliza RNA mensajero (mRNA) como plantilla; se usa para referirse tanto a la copia de cadena simple como a su derivado de doble cadena. Uso: «Un clon de cDNA», «Una genoteca de cDNA», «Aislar un cDNA».


Huésped: el organismo en el que se aisla y crece una molécula de DNA recombinante, generalmente una cepa de la bacteria Escherichia coli o la levadura Saccharomices cerevisiae. Uso: «¿En qué huésped clonaron el cDNA?».


Hibridación: enlace de dos moléculas de ácido nucleico de cadena simple complementarias de acuerdo con las reglas de emparejamiento de bases (A con T o U, G con C) para formar una molécula de doble cadena. Uso: «La sonda se hibridó a una secuencia génica».


Inserto: fragmento de DNA de otro organismo clonado en un vector. Uso: «Purificaron el inserto».


Genoteca: colección de clones recombinantes que se sabe que contienen un gen, cDNA u otra secuencia de DNA de interés. En principio, una genoteca puede contener todas las secuencia de DNA o cDNA representadas en la célula original, tejido o cromosoma. Uso: «Una genoteca de cDNA de músculo», «una genoteca genómica humana».


Ligación: acción de formar enlaces fosfodiéster para juntar dos moléculas de DNA de doble cadena mediante la enzima DNA ligasa. Uso: «Los fragmentos están ligados conjuntamente».


Micromatriz: fina lámina u oblea de cristal, plástico o silicona sobre la que se ha colocado un elevado número de ácidos nucleicos individuales y diferentes con una disposición matricial; a menudo se denomina micromatriz multigénica o genochip. Se usa como diana u objetivo para la hibridación con sondas constituidas por mezclas complejas de cDNA o de DNA genómico, para medir la expresión génica diferencial o el número de copias de DNA.


Transferencia Northern: filtro al que se ha transferido RNA tras electroforesis en gel para separar las moléculas de RNA según su tamaño; su denominación hace referencia al punto cardinal y es un juego de palabras con la transferencia Southern (v. más adelante). También, el acto de generar dicho filtro e hibridarlo con una sonda específica. Uso: «Sondearon una transferencia Northern», «Hicieron una Northern».


Oligonucleótido: cadena corta de ácido nucleico, de entre unos pocos pares de bases a unas pocas docenas, a menudo sintetizada químicamente. Suele denominarse simplemente oligo u oligómero. En inglés, el número de bases se indica con el sufijo -mer (p. ej., 20-mer).


Reacción en cadena de la polimerasa (PCR):amplificación enzimática de un fragmento de DNA localizado entre un par de cebadores. Uso: «Hice una PCR del fragmento», «Aislé el fragmento con PCR».


Cebadores (para PCR): dos oligonucleótidos, uno a cada lado de una secuencia diana, diseñados de forma que uno de ellos sea complementario a un segmento de DNA en una cadena, y el otro sea complementario a otro segmento de DNA en la otra cadena de una molécula de DNA de doble cadena. Un par específico de cebadores sirve para preparar la síntesis de DNA en una PCR. Uso: «Diseñé cebadores para PCR».


Sonda: molécula clonada de DNA o RNA marcada con radiactividad u otro trazador detectable, utilizada para identificar sus secuencias complementarias mediante hibridación molecular. Uso: «La sonda de la β-globina».


PCR cuantitativa: técnica que determina en tiempo real el incremento en la cantidad del producto PCR generado durante la reacción PCR. La tasa de incremento se puede utilizar como parámetro de la cantidad de plantilla presente al inicio de la PCR; a menudo se denomina qPCR.


Endonucleasas de restricción (enzimas de restricción): enzimas que reconocen secuencias específicas de DNA de doble cadena y rompen el DNA en el lugar de reconocimiento o cerca de él. Uso: «Una digestión con enzima de restricción» (o «una digestión de restricción»), «la enzima de restricción EcoRI».


Transferencia Southern: filtro al que se ha transferido DNA, generalmente tras digestión con enzima de restricción y electroforesis en gel, para separar las moléculas de DNA por tamaño (denominado así por Ed Southern, su descubridor). También, el acto de generar este filtro e hibridarlo con una sonda específica. Uso: «Sondear una transferencia Southern», «Hicieron una Southern».


Vector: molécula de DNA en la que se clona el gen o una secuencia de DNA de interés; la molécula de DNA recombinante que resulta es capaz de replicarse en un huésped determinado. Por ejemplo, los plásmidos, el bacteriófago lambda y los cromosomas artificiales bacterianos (BAC). Uso: «Un vector de clonado».


Transferencia Western: filtro al que se han transferido moléculas de proteína tras electroforesis en gel para separar las moléculas de proteína según su tamaño (denominado así, irónicamente, por el punto cardinal, diferente al Northern y al Southern). También, el acto de generar dicho filtro y exponerlo a un anticuerpo específico. Uso: «Sondear una transferencia Western», «Hicieron una Western».





En la actualidad se conocen más de 3.500 enzimas de restricción, cada una de las cuales posee su propio sitio de reconocimiento constituido generalmente por cuatro o seis pares de bases, aunque algunas tienen sitios de reconocimiento de mayor tamaño. Las secuencias son generalmente palíndromos, lo que quiere decir que la secuencia de bases del sitio de reconocimiento es la misma en ambas cadenas cuando se lee en dirección 5’ a 3’. Por ejemplo, la enzima de restricción EcoRI reconoce la secuencia específica de seis bases 5’- GAATTC-3’ allí donde la encuentra en una molécula de DNA de doble cadena (fig. 4-2). La enzima corta el DNA en este sitio de restricción entre la G y la A, en la secuencia de reconocimiento GAATTC. El corte genera dos fragmentos, cada uno con un segmento de cadena simple 5’-AATT-3’ de cuatro bases en su extremo.
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Figura 4-2 Proceso de clonación de un fragmento de DNA humano (entre dos sitios EcoRI) en un vector de clonación plásmido. ori indica un origen de replicación para replicar el plásmido en células bacterianas. ampr y tetr señalan los genes bacterianos que confieren resistencia a la ampicilina y la tetraciclina. Si se hacen crecer las bacterias en placas que contienen antibióticos, se seleccionan las células que contienen copias del plásmido con su inserto clonado humano. Modificada de Fritsch EF, Wozney JM: Methods of molecular genetics. En: Stamatoyannopoulos G, Nienhuis AW, Majerus PW, Varmus H [eds.] The molecular basis of blood diseases, 2ª ed. Filadelfia, WB Saunders, 1994.





La digestión de una molécula de DNA con una enzima de restricción determinada fragmenta el DNA en un conjunto de fragmentos característico y reproducible, que refleja la frecuencia y la localización de los lugares de corte específicos. Por ejemplo, la enzima EcoRI rompe específicamente el DNA bicatenario en la secuencia de seis bases 5’-GAATTC-3’. La digestión del DNA de todo el genoma humano con la enzima EcoRI genera una colección de aproximadamente 1 millón de fragmentos EcoRI de longitudes variables, cada uno de ellos correspondiente a un lugar específico en el genoma. En promedio, una enzima con un lugar de reconocimiento de seis pares de bases, como EcoRI, debería cortar el DNA cada 46 pares de bases, es decir, una vez cada 4.096 pares de bases. Sin embargo, en realidad, esos lugares no están localizados de manera uniforme, lo que refleja la distinta composición de bases y secuencias de diferentes regiones del genoma. Por ello, se observan fragmentos EcoRI cuyo tamaño oscila entre una docena de pares de bases y muchos cientos de miles de pares de bases; la longitud de cada fragmento queda determinada por la cantidad de DNA existente entre dos sitios EcoRI consecutivos.


Dado que todas las moléculas de DNA digeridas con EcoRI, con independencia de su origen, tienen extremos cohesivos de cadena simple idénticos, en cualquier par de moléculas de DNA generado por digestión EcoRI las dos cadenas se pueden unir in vitro mediante la hibridación de los extremos complementarios o cohesivos de cuatro bases, seguido de la ligación de los elementos fosfodiéster de cada cadena por acción de una enzima denominada DNA ligasa. Este paso de ligación crea una molécula de DNA recombinante con uno de sus extremos derivado de procedencia y el otro extremo derivado de otra (v. fig. 4-2). Cuando una enzima de restricción corta ambas cadenas en el mismo punto generando extremos romos, la DNA ligasa puede unirlos sin necesidad de que exista una compatibilidad entre dichos extremos.









Vectores


Un vector es una molécula de DNA que puede replicarse de manera autónoma en un huésped, como las células de levadura o bacterias, y que posteriormente puede ser aislado en forma pura para ser analizado. Tras la inserción de un fragmento de DNA humano en un vector por acción de la DNA ligasa, la nueva molécula que resulta puede ser introducida en un huésped bacteriano para la propagación del fragmento insertado junto con la molécula vector. Los vectores que se replican pueden formar un gran número de copias por célula y los huéspedes bacterianos pueden cultivarse de forma indefinida en el laboratorio, por lo que se pueden obtener grandes cantidades de las secuencias del DNA insertado. La ligación de moléculas de DNA de orígenes distintos, tal como un fragmento de DNA humano y un vector, se denomina tecnología del DNA recombinante. Para este objetivo se suelen utilizar distintos vectores, cada uno de ellos con sus propias ventajas y limitaciones, sin embargo, nuestra exposición se limitará al vector más utilizado, el plásmido.






Plásmidos


Los plásmidos son moléculas naturales de DNA circular de doble cadena presentes en bacterias y levaduras, y que se mantienen separados y se replican de forma independiente de los cromosomas del propio microorganismo. Los plásmidos utilizados como vectores derivan de moléculas naturales que se descubrieron en bacterias debido a que contienen genes que confieren resistencia a los antibióticos y pueden transmitirse con facilidad de una bacteria a otra, por lo que extienden la resistencia rápidamente a toda la población microbiana. Los plásmidos que se diseñan de manera específica para la clonación molecular suelen ser pequeños (varios pares de kilobases) y contienen tres componentes fundamentales: un origen de replicación (para replicarse en Escherichia coli o en levaduras), uno o más marcadores (como un gen que confiere resistencia a antibióticos) y uno o más sitios de restricción que pueden ser cortados y utilizados para la ligación de moléculas extrañas de DNA. La figura 4-2 muestra un esquema de los pasos de la clonación de un DNA extraño en el sitio EcoRI de un plásmido. La identificación de colonias que contienen el plásmido recombinante en cuestión, seguido del crecimiento masivo y aislamiento del DNA plásmido puro, permite aislar grandes cantidades del inserto clonado.


Algunos de los plásmidos especialmente útiles para la clonación molecular son los que utilizan como vector el cromosoma bacteriano artificial (BAC, bacterial artificial chromosome). El desarrollo de la tecnología BAC exigió numerosas modificaciones en los genes de los plásmidos y en las bacterias huésped, con el objetivo de conseguir que insertos grandes pudieran permanecer estables y se replicaran fielmente al propagarse en el huésped bacteriano. Los BAC desempeñaron un papel clave en el Proyecto Genoma Humano al permitir la partición del genoma humano completo en fragmentos de tamaño manejable y adecuado para la secuenciación.












Genotecas


Una genoteca (library en inglés) es una colección de clones cada uno de los cuales contiene un vector al que se ha insertado un fragmento diferente del DNA derivado del DNA o el RNA totales de una célula o tejido. Si la colección de clones tiene el tamaño suficiente, teóricamente debería contener todas las secuencias existentes en la fuente original de DNA. Es posible identificar en la genoteca un clon que contenga un fragmento del DNA de interés utilizando para ello métodos sensibles de detección que son capaces de detectarlo en un conjunto de millones de fragmentos clonados diferentes.






Genotecas genómicas


Un tipo útil de genoteca es el que contiene fragmentos del DNA genómico generados mediante la digestión parcial con cantidades limitantes de una enzima de restricción que efectúa cortes en los sitios presentes con una frecuencia elevada en el genoma. La consecuencia del uso de cantidades limitantes de la enzima de restricción es una digestión parcial del DNA, de manera que sólo tiene lugar la fragmentación de unos pocos de los sitios de restricción, mientras que en la mayor parte de estos sitios no se produce la digestión (fig. 4-3). Esta estrategia genera una colección de fragmentos superpuestos cuya longitud es idónea para la clonación en un vector de clonación. Por ejemplo, se prepara un plásmido especialmente diseñado para crear cromosomas bacterianos artificiales, de manera que los fragmentos del DNA humano de 100 a 350 kb de longitud (generados a partir de una digestión parcial por la enzima de restricción) se pueden ligar en el vector (fig. 4-3). Después de que se introducen en la bacteria los plásmidos recombinantes que contienen los fragmentos grandes de DNA humano, la genoteca (que contiene muchos miles de clones, cada uno de ellos con un fragmento diferente del DNA genómico con solapamiento parcial) puede ser almacenada para el aislamiento futuro de muchos genes. Si la genoteca tiene el tamaño suficiente, todos los segmentos del genoma quedan representados en al menos alguno de estos fragmentos con solapamiento parcial.
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Figura 4-3 Construcción de una «genoteca» de DNA a partir del genoma humano en un vector de cromosoma artificial bacteriano (BAC, bacterial artificial chromosome). En el esquema se muestran tres moléculas de DNA procedentes del mismo segmento del genoma, seleccionadas al azar (flechas) en sitios diferentes y con una digestión parcial, lo que genera una serie de fragmentos solapados. Cada uno de los clones BAC resultantes que aparecen en la parte baja del esquema contiene un fragmento diferente pero solapado de DNA humano. Una colección de varias decenas de miles de estos BAC podría representar todo el DNA del genoma humano. En la colección final de clones BAC, el vector aparece en negro mientras que los insertos de DNA genómico aparecen en azul.












Genotecas de DNA complementario (cDNA)


Otro tipo frecuente de genoteca utilizado para aislar genes es el de DNA complementario (cDNA), que contiene copias de cDNA de la población de mRNA presente en un determinado tejido. Estas secuencias de cDNA son a menudo preferibles a las genotecas genómicas como fuente de genes clonados debido a que: a) el clon obtenido contiene solamente los exones de un gen y, por tanto, es una representación directa de la secuencia codificante de un gen, sin los intrones ni otras secuencias promotoras; b) los diversos conjuntos de cDNA que representan los transcritos de un único gen pueden presentar diferencias entre sí, lo que indica que se están utilizando promotores o sitios de poliadenilación alternativos, o bien que se está produciendo un corte y empalme en sitios diferentes («splicing alternativo»), de manera que algunos exones pueden quedar incluidos o excluidos en algunos transcritos, y c) el uso de una fuente específica de mRNA a menudo enriquece sustancialmente por las secuencias derivadas de un gen específico que se sabe que se expresan de manera selectiva en un tejido concreto. Por ejemplo, los pocos pares de bases del gen de la β-globina están representados sólo en una parte por millón en una genoteca de DNA genómico, pero constituyen uno de los transcritos de mRNA más abundantes en los hematíes. Por tanto, una genoteca de cDNA preparada a partir de hematíes es una excelente fuente de clonación para aislar segmentos de cDNA correspondientes al mRNA de la β-globina. De igual forma, una genoteca de cDNA de hígado, o de músculo, es una buena fuente de clones para genes de los que se sabe que se expresan de manera preferente o exclusiva en esos tejidos. Sin embargo, un cDNA sólo contiene los exones de un gen, pero no las secuencias de los intrones o el promotor. Además, un cDNA no proporciona ninguna indicación sobre el tamaño o el número de los exones ni de la secuencia de los lugares de empalme 3’ y 5’ (v. cap. 3).


La clonación del cDNA está basada en la acción de la transcriptasa inversa, una DNA polimerasa dependiente de RNA derivada de retrovirus, que puede sintetizar una cadena de cDNA complementaria de una plantilla de RNA (fig. 4-4). Después, esta cadena única de cDNA se usa como plantilla para la DNA polimerasa, que convierte la molécula de cadena única en una molécula de doble cadena que, a su vez, se puede ligar en un vector apropiado para crear una genoteca de cDNA representativa de todos los transcritos originales de mRNA que se encuentran en la célula o el tejido originales (v. fig. 4-4). Un cDNA que represente a un mRNA individual en su totalidad tiene una utilidad especial debido a que ofrece la longitud completa de la secuencia de codificación de un gen. Algunos vectores hábilmente construidos, denominados vectores de expresión, contienen señales de transcripción y de traducción adyacentes al lugar de inserción del cDNA, de manera que es posible transcribir y traducir en bacterias, hongos o células en cultivo un cDNA de longitud completa para que produzca la proteína que codifica.
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Figura 4-4 Construcción de una genoteca de cDNA en un vector plásmido. El RNA procedente de una fuente tisular concreta es copiado en el DNA por efecto de la enzima transcriptasa inversa. La transcriptasa inversa requiere un cebador para iniciar la síntesis de DNA, tal como un oligonucleótido constituido por timidinas (oligo-dT); este corto copolímero se une a la cola poli-A en el extremo 3’ de las moléculas de mRNA (v. cap. 3) y proporciona un cebador que es ampliado por la transcriptasa inversa para la síntesis de una copia complementaria. Tras la síntesis de la segunda cadena complementaria tiene lugar la clonación del cDNA de doble cadena.





Hasta el momento se han construido miles de genotecas de cDNA a partir de muchos tejidos distintos o de fases diferentes del desarrollo de muchos organismos diferentes, y estas genotecas han demostrado ser una fuente de enorme valor de cDNA para una amplia gama de transcritos de mRNA. La construcción de una genoteca de gran tamaño incrementa las posibilidades de que cualquier mRNA de interés, con independencia de que sea muy infrecuente, esté representado al menos una vez en dicha genoteca.












Cribado de genotecas a través de hibridación con sondas de ácidos nucleicos


Una vez que se ha construido la genoteca, el paso siguiente es la identificación del clon que contiene la secuencia de interés, entre los millones de otros clones que contienen otros fragmentos. El proceso que permite la identificación del clon que contiene el inserto de interés se denomina cribado de la genoteca. El cribado de la genoteca se suele realizar mediante la técnica de hibridación de ácidos nucleicos. En su forma más general, una reacción de hibridación se lleva a cabo mediante la mezcla de ácidos nucleicos de cadena única en condiciones de temperatura y de concentración de sales que sólo permiten una hibridación correcta de las bases (A con T, G con C) entre las cadenas del DNA (v. cap. 3). Sólo las cadenas con un emparejamiento de bases correcto pueden formar ácidos nu cleicos de doble cadena estable; entre las secuencias no complementarias existentes en la mezcla se forman moléculas no estables de doble cadena (fig. 4-5). El concepto de hibridación de los ácidos nucleicos es fundamental en biología molecular. Esta técnica no solamente se utiliza para el cribado de las genotecas de DNA clonado, sino también –de manera más general– para el análisis del DNA o el RNA en las células de los tejidos, tal como se describe en apartados posteriores de este capítulo.
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Figura 4-5 Principio de la hibridación de los ácidos nucleicos. Las dos cadenas complementarias de una doble hélice de Watson y Crick pueden ser «desnaturalizadas» mediante varios tratamientos (como altas temperaturas, pH elevado o condiciones de salinidad muy bajas) para producir una colección de moléculas de DNA de cadena simple. En condiciones que favorecen la formación o renaturalización del DNA de doble cadena, las cadenas complementarias se «hibridan» entre sí, pero no con otros fragmentos de DNA que tengan una secuencia de nucleótidos diferente.





La utilidad de las sondas de ácidos nucleicos reside en la especificidad de la hibridación de los ácidos nucleicos entre las cadenas complementarias. Una de las secuencias (la secuencia «diana») existente en una mezcla de ácidos nucleicos es evaluada respecto a su capacidad para formar emparejamientos estables de bases con un fragmento de DNA o RNA cuya secuencia es reconocida (la «sonda»); esta secuencia es marcada con un trazador radiactivo, un compuesto histoquímico o un colorante fluorescente, de manera que después es posible detectar la sonda. Si la sonda es complementaria con la secuencia diana, forma una molécula estable de doble cadena. La secuencia diana existente en las muestras originales de DNA o RNA es identificada después mediante el marcaje de la sonda, lo que facilita su detección, aislamiento y análisis subsiguientes.


Para el marcaje de una sonda con un trazador radiactivo, se puede utilizar fósforo-32 (32P), cuya energía puede ser detectada mediante su exposición de una placa de rayos X. El 32P se introduce en una sonda mediante diversos métodos que hacen que sustituya a los elementos fosfodiéster de una cadena de DNA. Las sondas también se pueden marcar con colorantes fluorescentes. La sonda se genera mediante su síntesis con nucleótidos que se pueden unir a un colorante fluorescente. Se han comercializado numerosos colorantes fluorescentes distintos. Cada colorante es estimulado por una longitud de onda específica de luz y emite posteriormente luz con una longitud de onda característica de dicho colorante. La fluorescencia emitida por la sonda es capturada mediante fotografía digital y, de esta manera, queda disponible para el procesamiento de la señal digital con un ordenador.


Las sondas pueden proceder de diferentes fuentes: pueden ser moléculas clonadas de DNA genómico o cDNA, fragmentos de DNA generados mediante PCR (v. más adelante) o moléculas de ácido nucleico (DNA o RNA) obtenidas mediante síntesis química. La sondas derivadas de DNA clonado o generadas por PCR tienen, en general, una longitud de entre varios cientos y varios miles de nucleótidos. También pueden utilizarse como sondas moléculas de DNA de cadena simple sintetizadas mediante procedimientos químicos, de 18 a 60 nucleótidos de longitud, conocidas como sondas oligonucleotídicas o, simplemente, oligonucleótidos.









Recursos de bases de datos genómicas


A pesar de que la construcción de genotecas y las técnicas de cribado son herramientas importantes para el descubrimiento y la caracterización de los genes, el Proyecto Genoma Humano y sus numerosas aplicaciones (v. cap. 10) están influyendo de manera profunda en el estudio de la genética humana. Por ejemplo, la rápida expansión de las inmensas bases de datos que recogen información sobre las secuencias y que son accesibles a través de Internet, está haciendo que sean innecesarias la construcción y el cribado de las genotecas. En la actualidad se utilizan con frecuencia números cada vez mayores de genotecas de BAC y de cDNA de longitud completa procedentes de la especie humana y de otras especies, y en las bases de datos públicas y con herramientas de búsqueda se recoge la secuencia completa de muchos clones BAC y cDNA individuales procedentes de estas genotecas (al final de este capítulo se recogen las direcciones web de algunas de estas bases de datos genómicas exhaustivas). Un clon BAC o cDNA con una secuencia completa de interés puede ser identificado por medios electrónicos mediante el uso de programas informáticos que comparan la secuencia problema con todas las secuencias almacenadas en las bases de datos de secuencias. Muchas de las genotecas reales en las que se ha llevado a cabo una secuenciación intensiva de clones individuales están almacenadas en depósitos comerciales y centralizados de clones a partir de los cuales se puede obtener con facilidad cualquier clon detectado por los métodos de búsqueda en la base de datos y que contenga la secuencia de interés.












Métodos de análisis de los ácidos nucleicos


El análisis de DNA o RNA de un gen concreto requiere la detección de segmentos de DNA o moléculas de RNA determinados entre otros muchos segmentos de DNA o moléculas de RNA presentes en una muestra celular o tisular. Cuando se analiza DNA genómico, el problema es encontrar y examinar el fragmento de DNA de interés entre una mezcla compleja de DNA genómico que contiene varios millones de fragmentos de DNA generados por la digestión del DNA genómico humano total mediante digestión por una enzima de restricción. Con muestras de RNA, el problema es detectar y medir la cantidad y la calidad de un mRNA específico en una muestra de RNA de un tejido en el que el mRNA de interés puede representar sólo 1/1.000 o menos del total de los transcritos de RNA. La solución a este problema de detectar una secuencia rara entre muchas conlleva la aplicación de la electroforesis en gel para separar las moléculas de DNA o de RNA según su tamaño y, después, realizar una hibridación de ácido nucleico con una sonda para identificar la molécula de interés.






Transferencia Southern


La técnica de transferencia Southern permite la detección y el análisis de un subconjunto de fragmentos de DNA de interés existentes en un conjunto aparentemente poco informativo de aproximadamente 1 millón de fragmentos obtenidos por ac - ción de las enzimas de restricción. Así, la técnica de transferencia Southern, desarrollada a mediados de los años setenta, es el método estándar para analizar fragmentos de DNA generados a través de la digestión con enzimas de restricción. En este procedimiento, primero se aísla el DNA de una fuente accesible (fig. 4-6). Cualquier célula del cuerpo puede utilizarse como fuente de DNA, excepto los eritrocitos maduros, que carecen de núcleo. Para analizar muestras de DNA de un paciente, generalmente se prepara DNA genómico de linfocitos obtenidos mediante punción venosa. Una muestra de 10 ml de sangre periférica contiene cerca de 108 células sanguíneas de la serie blanca y proporciona más de 100 μg de DNA, suficiente para realizar docenas de digestiones con enzimas de restricción. Sin embargo, el DNA genómico también puede ser preparado a partir de otros tejidos, como los fibroblastos de la piel en cultivo, las células del líquido amniótico o de las vellosidades coriales obtenidas para el diagnóstico prenatal (v. cap. 15), o las biopsias de cualquier órgano (p. ej., hígado, riñón, placenta). Los millones de fragmentos distintos de DNA generados a través de la digestión de un DNA genómico con enzimas de restricción son colocados en primer lugar en un pocillo en la agarosa de la parte superior del gel. Después son separados por su tamaño mediante electroforesis en gel de agarosa, en la que los fragmentos pequeños se mueven a través de un campo eléctrico con más rapidez que los grandes. Cuando el DNA digerido se ha separado y teñido con un colorante fluorescente, como el bromuro de etidio, los fragmentos de DNA genómico aparecen como una extensión uniforme de material fluorescente en uno de los carriles del gel, con los fragmentos más pequeños en la parte inferior y los más grandes en la superior. El DNA aparece como una extensión debido a que hay demasiados fragmentos como para separarse unos de otros (fig. 4-7, izquierda). En primer lugar, los fragmentos de DNA de doble cadena son desnaturalizados con una potente base para separar las cadenas complementarias de DNA (v. fig. 4-5). Las moléculas de DNA, ahora de cadena simple, son transferidas desde el gel a un trozo de papel de filtro por transferencia y capilaridad (de aquí el nombre de transferencia Southern).
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Figura 4-6 Procedimiento de transferencia Southern para el análisis de secuencias específicas de DNA en una mezcla compleja de secuencias distintas, tal como secuencias de DNA genómico. En este ejemplo, una muestra de DNA es digerida con tres enzimas de restricción diferentes. Los fragmentos son separados según su tamaño en un gel de agarosa y bajo un campo eléctrico (los fragmentos que contienen una secuencia de interés sólo se muestran por motivos de ilustración, en forma de bandas azules en cada banda de DNA). Tras la electroforesis, los fragmentos son convertidos en cadenas únicas y trasladados a una membrana por acción capilar. La sonda de cadena única marcada se aplica a la membrana y, después, se permite que la sonda presente hibridación con sus secuencias complementarias de DNA. Después del lavado de la sonda no hibridada, la membrana se coloca sobre una placa de rayos X. Así, se revela el patrón de los fragmentos que contienen la secuencias complementarias a la sonda generada con cada enzima de restricción.
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Figura 4-7 Detección por transferencia Southern de una deleción en el gen del receptor androgénico ligado al cromosoma X. Izquierda: Cuando el DNA genómico de los miembros de una familia es digerido con una enzima de restricción, y el DNA se tiñe con técnica de DNA fluorescente (como el bromuro de etidio), tras electroforesis todas las muestras parecen iguales. Derecha: Tras una transferencia Southern e hibridación con una sonda de cDNA para el gen del receptor androgénico humano, puede observarse que el individuo con síndrome de insensibilidad androgénica (v. cap. 6) presenta una deleción en ese gen (banda media). El individuo con insensibilidad androgénica tiene un cariotipo 46,XY, pero presenta un fenotipo femenino. Cortesía de R. Lafreniere, Stanford University, Stanford, California.





Para identificar uno o más fragmentos de interés entre los millones de fragmentos del filtro, se incuba con el filtro una sonda de cadena única marcada, en condiciones que favorecen la formación de emparejamientos de moléculas complementarias de DNA de doble cadena (tal como se puede observar en la fig. 4-5). Después del lavado para la eliminación de la sonda que no ha presentado unión, el filtro (con la sonda radiactiva fijada) se expone a una placa de rayos X para revelar la posición del o los fragmentos con los que se ha hibridado la sonda. Así, en la placa de rayos X se pueden detectar bandas radiactivas específicas de cada banda del DNA humano existente en el gel de agarosa original (fig. 4-7, derecha).


La capacidad de la transferencia Southern para identificar la presencia de mutaciones es limitada, debido a que una sonda sólo puede detectar mutaciones que dan lugar a un efecto apreciable sobre el tamaño de un fragmento, tal como pueden ser una deleción o una inserción de tamaño grande. Una mutación que modifica una única base o inserto, o bien que da lugar a la deleción de un número pequeño de bases, escapa a su detección a menos que la mutación dé lugar a la destrucción o la creación de un sitio de restricción, de manera que se altera sustancialmente el tamaño del fragmento detectado por la sonda. No obstante, hay otras muchas técnicas distintas de la transferencia Southern que permiten la detección de mutaciones que afectan a tan sólo uno o a unos pocos pares de bases de un gen; algunas de estas técnicas se exponen en el capítulo presente y en el capítulo 19.









Análisis con sondas de oligonucleótidos con especificidad de alelo


En algunas enfermedades génicas, una misma mutación que afecta a tan sólo uno o a unos pocos pares de bases es responsable de una proporción significativa de casos de la enfermedad. Son ejemplos de ello la mutación que causa la anemia de células falciformes, en la que la modificación de una sola base convierte un glutamato en valina en la β-globina (v. cap. 11) (Caso 37), y la deleción en marco de tres bases en el gen que codifica el regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quística (gen CFTR), que constituye aproximadamente el 60% de todas las mutaciones que dan lugar a la fibrosis quística grave en las personas de raza blanca (v. cap. 12) (Caso 10). En otras situaciones se plantea el estudio de una mutación menos habitual en un familiar de un paciente en el que ya se ha definido la presencia de la mutación. En estos casos, el análisis del DNA se puede realizar para determinar si en una persona concreta hay o no hay una mutación específica. La sonda de elección a utilizar para la detección de una mutación que afecta a una sola base, o bien que resulte en una pequeña inserción o deleción, es un oligonucleótido sintético debido a que su menor longitud lo hace mucho más sensible, siendo posible incluso llegar a detectar el cambio de un solo par de bases entre la sonda y la muestra analizada. Así, una sonda de oligonucleótidos sintetizada para corresponder de manera precisa con la secuencia normal del DNA de un gen (un oligonucleótido con especificidad de alelo [ASO,allele-specific oligonucleotide]) presenta hibridación únicamente con la secuencia complementaria normal, pero no con una secuencia complementaria imperfecta en la que pueden existir una o más bases desapareadas entre la secuencia diana y la de la sonda (fig. 4-8). De la misma manera, un ASO creado para corresponder a la secuencia de un gen mutante presenta hibridación únicamente con la secuencia complementaria mutante, pero no con la secuencia de un gen normal.
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Figura 4-8 Detección de la mutación de un par de bases único en el gen de la β-globina que causa la anemia de células falciformes, mediante el uso de sondas de oligonucleótidos con especificidad alélica (ASO, allele-specific oligonucleotide). Parte superior izquierda: La sonda βA «normal» sólo se une a pares de bases de las secuencias de cadena que son idénticas a la propia sonda. Parte inferior derecha: La sonda βS «mutante» sólo se une a pares de bases de secuencias de DNA que contienen la mutación de la hemoglobina falciforme y que difieren de la secuencia normal en una mutación en un único par de bases específicos. La sonda βA no presenta emparejamiento con la secuencia de la βS-globina, y viceversa. Bajo cada secuencia aparece un esquema de la hibridación de cada sonda marcada con muestras de DNA obtenidas de individuos con los tres fenotipos. La intensidad de la hibridación diferencia a cada uno de los tres fenotipos.





Es importante reconocer la distinción entre el análisis ASO y el análisis de transferencia Southern convencional con sondas de DNA. En la mayor parte de los casos, los genes mutantes debidos a modificaciones de bases únicas o a cambios pequeños en el DNA (p. ej., deleciones o inserciones pequeñas) son indistinguibles de los genes normales cuando se realiza el análisis de transferencia Southern con sondas de DNA clonado estándar. Únicamente las sondas ASO pequeñas tienen capacidad para detectar fiablemente modificaciones en nucleótidos únicos.


El análisis con sondas ASO permite la identificación precisa de una determinada secuencia de DNA y puede distinguir entre individuos portadores de la secuencia normal de DNA en ambos cromosomas, portadores de la secuencia mutante en ambos cromosomas, e individuos portadores de la secuencia normal en un cromosoma y de la secuencia mutante en el otro (v. fig. 4-8). Sin embargo, los resultados del análisis con ASO deben interpretarse con cuidado, ya que no todos los genes mutantes en un locus determinado comparten exactamente la misma alteración en la secuencia de DNA. Por tanto, un fallo en la hibridación con el gen mutante ASO no necesariamente significa que el gen del paciente sea normal a lo largo de toda su secuencia: podría existir una mutación en otro lugar del gen que no sea el examinado por el ASO utilizado.









Transferencia Northern o de RNA


La técnica de análisis de muestras de RNA equivalente a la transferencia Southern es la denominada transferencia Northern o transferencia de RNA. La transferencia Northern es el método estándar para determinar el tamaño y la abundancia de un mRNA derivado de un determinado gen en una muestra de RNA. El RNA no puede ser cortado con las enzimas de restricción utilizadas en el análisis del DNA. No obstante, los diferentes transcritos de RNA son de distinta longitud, dependiendo del tamaño y número de exones existentes en los distintos genes (v. cap. 3). Por tanto, el RNA celular total (o el mRNA purificado) obtenido de un determinado tipo celular se separa según su tamaño mediante electroforesis en gel de agarosa. Aunque el RNA tiene de forma natural una sola cadena, puede ser necesaria su desnaturalización antes de la electroforesis en gel para prevenir el emparejamiento de bases entre segmentos cortos de bases complementarias dentro de la misma molécula; el emparejamiento de bases da lugar a una estructura secundaria que hace que la molécula presente una migración aberrante en el gel. Tras la electroforesis, el RNA se transfiere a un filtro. Igual que en la transferencia Southern, el filtro se incuba con una sonda desnaturalizada y marcada que se hibrida a uno o más de los transcritos de RNA. Tras la exposición del filtro lavado a una película de rayos X, pueden aparecer una o más bandas que revelan la posición y la abundancia del transcrito de interés. A pesar de que la transferencia Northern desempeña todavía una función en el análisis de los transcritos de mRNA, ha sido sustituida en algunas de sus aplicaciones por técnicas fundamentadas en la reacción en cadena de la polimerasa, una técnica que se describe a continuación.












Reacción en cadena de la polimerasa


La reacción en cadena de la polimerasa (PCR, polymerase chain reaction) es una alternativa a la clonación para generar cantidades ilimitadas de una secuencia de interés (v. fig. 4-1). La PCR puede amplificar selectivamente una sola molécula de DNA o RNA varios miles de millones de veces en pocas horas, y ha revolucionado el diagnóstico y el análisis molecular de las enfermedades génicas. La PCR consiste en una amplificación enzimática de un fragmento de DNA (la diana) localizado entre dos oligonucleótidos «cebadores» (fig. 4-9). Estos cebadores están diseñados de forma que uno de ellos es complementario a una cadena de una molécula de DNA en uno de los lados de la secuencia diana, y el otro es complementario a la otra cadena de la molécula de DNA en el lugar opuesto de la secuencia diana. Por tanto, los oligonucleótidos cebadores flanquean la secuencia diana y sus extremos 3’ están dirigidos hacia la secuencia diana a amplificar. Después, se usa la DNA polimerasa para sintetizar dos nuevas cadenas de DNA usando como plantilla la secuencia que se localiza entre los cebadores. Las cadenas recién sintetizadas de DNA son en sí mismas complementarias y pueden formar una segunda copia de la secuencia diana original (fig. 4-9). Repetidos ciclos de desnaturalización con calor, hibridación de los cebadores y síntesis enzimática de DNA dan como resultado una amplificación exponencial (2, 4, 8, 16, 32... copias) de la secuencia diana de DNA (v. fig. 4-9). El resultado es la generación de un número asombroso de copias del segmento de DNA existente entre los cebadores, hasta que desaparecen por completo los sustratos (cebador, desoxinucleótidos). Utilizando termocicladores «o máquinas de PCR» diseñados al efecto, una ronda de amplificación requiere sólo unos minutos. De este modo, en pocas horas pueden crearse muchos billones de copias de una molécula de DNA.
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Figura 4-9 Reacción en cadena de la polimerasa. Mediante repetidas síntesis de una región de DNA localizada entre dos cebadores de DNA, esta región es amplificada selectivamente de forma exponencial. Se muestran tres rondas sucesivas de amplificación que producen ocho copias de la secuencia sondeada. Tras 30 rondas de amplificación se generan más de mil millones de copias de la secuencia. Tomada de Eisenstein BI: The polymerase chain reaction. A new method of using molecular genetics for medical diagnosis. N Engl J Med 322[3]:178-183, 1990.





La rápida amplificación mediante PCR de secuencias específicas puede utilizarse para facilitar la clonación de genes a partir de muestras de DNA y para analizar sus mutaciones (v. fig. 4-1). Pueden amplificarse determinadas porciones de un gen (generalmente los exones) utilizando cebadores específicos del gen normal. Después, el gen mutante puede ser secuenciado con facilidad (v. más adelante) o analizado mediante métodos de hibridación con ASO. El análisis del DNA generado mediante PCR se puede llevar a cabo en menos de 1 día, facilitando en gran medida el desarrollo y la aplicación clínica de muchas pruebas diagnósticas de DNA.


La PCR puede aplicarse también al análisis de muestras pequeñas de RNA, un método denominado PCR con transcriptasa inversa (RT-PCR,reverse transcriptase PCR). Primero se sintetiza un cDNA de cadena única a partir del mRNA de interés con la misma transcriptasa inversa utilizada para preparar genotecas de clones de cDNA (v. fig. 4-5). Después se añaden cebadores de PCR y DNA polimerasa, como en el caso de la PCR para DNA. Uno de los oligonucleótidos ceba la síntesis de la segunda cadena de cDNA que, en su forma de doble cadena, sirve como diana para la amplificación con PCR.


La PCR es una técnica extraordinariamente sensible, que además es más rápida, barata, sensible y sencilla que cualquier otro método de análisis de los ácidos nucleicos. Permite la detección y el análisis de determinadas secuencias de un gen en una muestra de un paciente sin necesidad de clonación ni de transferencias Southern o Northern. Pueden efectuarse análisis incluso a partir de las pocas células obtenidas de un enjuague bucal, de una única célula obtenida en un embrión de 3 días constituido por 4-8 células, del esperma recuperado de la vagina de una víctima de violación o de una gota de sangre seca en la escena de un crimen. De esta forma, la PCR ha eliminado la necesidad de preparar grandes cantidades de DNA o RNA a partir de muestras de tejidos. La PCR se está convirtiendo rápidamente en un método estándar para el análisis de muestras de DNA o de RNA en laboratorios de investigación, de diagnóstico clínico molecular y forense. En el capítulo 19 se muestran ejemplos de su utilización para la detección de mutaciones en determinados trastornos genéticos.






PCR cuantitativa


La PCR también se puede utilizar como una técnica cuantitativa para determinar la cantidad de una secuencia de DNA concreta existente en una muestra. En las fases iniciales de una reacción PCR, el número de moléculas de la región de DNA que está siendo amplificada se duplica con cada ciclo de desnaturalización, hibridación de los cebadores y síntesis del DNA. Si realizamos un seguimiento de la cantidad de material sintetizado en las fases iniciales de la reacción PCR, se obtiene una línea recta en una gráfica semilogarítmica cuando la cantidad del producto se duplica en cada ciclo (figura 4-10). El número de ciclos necesarios para alcanzar un umbral arbitrario es una medida de la cantidad de partida que existía inicialmente al comienzo de la reacción PCR: cuantos menos ciclos son necesarios para alcanzar un umbral dado, más material de partida tiene que haber existido desde el comienzo. Esta técnica, denominada PCR en tiempo real, se utiliza con mayor frecuencia para cuantificar cantidades pequeñas de un DNA o un RNA concretos existentes en una muestra (muestra A), en relación con la cantidad de un RNA o un DNA control existentes en otra muestra (muestra B). Es importante que sea comparable la eficiencia de la amplificación de las muestras A y B; es decir, los dos segmentos lineales rectos deben ser paralelos.
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Figura 4-10 PCR cuantitativa. El número de ciclos de PCR necesarios para alcanzar un umbral arbitrario seleccionado en la porción exponencial de la amplificación PCR es una medida de la cantidad de plantilla presente inicialmente cuando se inicia la reacción PCR. En este ejemplo, la muestra experimental alcanza el umbral de 1,5 ciclos después que la muestra control, lo que significa que al comienzo de la reacción PCR hay una cantidad 1/(21,5) (29%) mayor de la muestra experimental que de la muestra control.















Análisis de secuencias de DNA


La técnica más utilizada para el análisis de secuencias de DNA es la secuenciación Sanger (por Fred Sanger que, con Walter Gilbert, recibió el premio Nobel en 1980 por desarrollar la secuenciación de DNA). En la actualidad puede determinarse la secuencia de cualquier segmento de DNA purificado, tanto si es un fragmento clonado como si se trata de una secuencia diana amplificada por PCR. El método de la secuenciación Sanger aprovecha ciertos análogos químicos de los cuatro nucleótidos conocidos como dideoxi nucleótidos (ddA, ddC, ddG y ddT) debido a que carecen de un grupo hidroxilo 3’ terminal en su desoxirribosa (además del 2’-hidroxilo que normalmente no existe en el DNA). Si se incorporan en una cadena creciente de DNA, los nucleótidos dideoxi no permiten que la enzima DNA polimerasa se una a la siguiente base complementaria al DNA molde original que está siendo secuenciada, interrumpiendo así la cadena de DNA en formación (fig. 4-11).
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Figura 4-11 Método Sanger para determinar la secuencia de nucleótidos de un fragmento clonado de DNA. Con objeto de definir la localización de los residuos C (p. ej., en un segmento de DNA), se incluye en la reacción un análogo dideoxiG, de manera que una parte de las moléculas individuales no presenta ampliación cuando la DNA polimerasa incorpora el análogo. Las cantidades relativas del nucleótido G normal y del análogo G en esta reacción están ajustadas de manera que la polimerasa incorpora el análogo de G en algunas de las cadenas recién sintetizadas la primera vez que incorpora un nucleótido G, mientras que en otras cadenas se incorpora un análogo G en el segundo nucleótido G, en el tercero, en el cuarto, etc. Cuando la electroforesis separa los fragmentos de tamaño diferente, se observan muchos fragmentos; cada uno de estos fragmentos se corresponde con la localización de cada residuo G en el que se ha incorporado un análogo dideoxiG, lo que da lugar a una terminación de cadena. Las reacciones similares respecto a los residuos A, T y G proporcionan series correspondientes de fragmentos. Los fragmentos generados con las cuatro reacciones constituyen una serie de fragmentos que sólo se diferencian en una base. Después, los fragmentos se separan según su tamaño mediante electroforesis y el nucleótido dideoxi concreto que es responsable de la terminación de cada fragmento se identifica a través de la longitud de onda de la emisión luminosa emitida por el colorante fluorescente correspondiente a dicho nucleótido dideoxi. La secuencia se lee en forma de una serie de fragmentos, cada uno de los cuales finaliza con una base dideoxi en su extremo 3’. Modificada de una figura original de Eric D. Green, National Human Genome Research Institute.





En la secuenciación Sanger, un fragmento de DNA que va a ser secuenciado se usa como plantilla para la síntesis de DNA cebado por un oligonucleótido corto, y la DNA polime rasa sigue la secuencia de la plantilla, ampliando el cebador e incorporando nucleótidos. Para obtener información de la secuencia, en primer lugar, se añaden a las reacciones de secuenciación análogos dideoxi junto con los cuatro nucléotidos normales. Cada análogo se marca con un colorante fluorescente diferente que presenta su propia emisión lumínica distintiva. La polimerasa incorpora un nucleótido normal, de manera que sigue extendiendo la cadena, o bien una base dideoxi, lo que interrumpe la síntesis. Las cadenas finalizadas son separadas mediante electroforesis y el nucleótido dideoxi concreto que fue responsable de la terminación es identificado a través de la molécula concreta del colorante fluorescente que es incorporada. Se han diseñado máquinas para automatizar el procedimiento de la secuenciación del DNA.





Análisis molecular de una mutación humana


¿Qué procedimiento se sigue para identificar una mutación de un gen del que se sospecha que causa el trastorno genético que sufre un paciente?


Consideremos un paciente con diagnóstico de β-talasemia, un defecto autosómico recesivo en el gen de la β-globina (v. cap. 11) (Caso 39). El diagnóstico inicial suele efectuarse basándose sólo en los hallazgos clínicos y hematológicos. Sin embargo, es importante examinar el gen, primero para confirmar el diagnóstico clínico y, segundo, para determinar la mutación específica en el locus de la β-globina. Esto último es importante, tanto para detección de portadores como para diagnóstico prenatal en miembros de la familia del paciente. Además, identificar la mutación incrementa nuestro conocimiento de la relación entre mutaciones específicas de un gen y la fisiopatología resultante.


Inicialmente pueden utilizarse varias pruebas para examinar de forma grosera la integridad del gen de la β-globina y de su mRNA. ¿Tiene el paciente las dos copias del gen y su estructura es normal, o una o las dos copias del gen presentan una deleción como la descrita en algunos casos de β-talasemia? La transferencia Southern del gen de la β-globina puede contestar a grandes rasgos a la pregunta sobre si el gen está presente y si su estructura es groseramente normal. Con este método pueden detectarse grandes defectos moleculares (p. ej., deleciones, reagrupamientos) que se sitúan muy por debajo de la sensibilidad del análisis cromosómico. Sin embargo, la transferencia Southern no puede detectar la mayoría de las mutaciones puntuales, como los cambios de un par de bases o deleciones muy pequeñas de sólo unos pocos pares de bases, a no ser que se hayan producido en un sitio de acción de una endonucleasa de restricción.


Si el gen mutado está presente, ¿se ha transcrito? Para saber si un determinado transcrito está presente, se utiliza la transferencia Northern. Este método también permite detectar cambios importantes en el mRNA o en la estructura del gen, pero no alteraciones pequeñas (p. ej., una mutación que altera un codón de un exón).


Una vez contestada la pregunta sobre si existen grandes cambios en el gen o en su mRNA, puede procederse a examinar con más detalle la estructura y la expresión génicas. Actualmente sabemos que la β-talasemia, como otros muchos trastornos genéticos, puede estar producida por muchas mutaciones (v. fig. 11-11). Para determinar si un caso particular de β-talasemia es producido por una de las mutaciones conocidas, se puede utilizar la técnica de los oligonucleótidos con especificidad de alelo (ASO,allelespecific oligonucleotides), que permite detectar mutaciones específicas de un solo par de bases (v. fig. 4-8). Si el análisis con ASO no revela una mutación conocida, puede ser necesario comparar la secuencia del gen mutante de la β-globina (o su cDNA) del paciente con un gen normal de β-globina mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para generar múltiples copias de un fragmento específico de un gen y secuenciarlo. De esta forma, puede identificarse la mutación responsable del trastorno genético del paciente y se pueden desarrollar pruebas de cribado para esa mutación en la familia del paciente.





La información ofrecida por la secuencia de DNA es esencial para determinar la secuencia de aminoácidos codificada por un gen, para la detección de mutaciones individuales en las enfermedades génicas y para el diseño de las sondas ASO o de los cebadores para PCR utilizados en los procedimientos de diagnóstico molecular. La secuenciación automatizada se ha utilizado mucho en el contexto del Proyecto Genoma Humano para obtener la secuencia de nucleótidos de los 3.000 millones de pares de bases del genoma humano (v. cap. 10), así como para determinar la secuencia completa de otros organismos de interés médico y científico, tal como E. coli y otras bacterias patógenas, la levadura Saccharomyces cerevisiae, el parásito de la malaria y el mosquito Anopheles que lo transporta, el helminto Caenorhabditis elegans, la mosca de la fruta Drosophila melanogaster, diversas especies de peces, el pollo, la rata y el ratón, el chimpancé y un buen número de organismos que ocupan diferentes ramas y subramas del árbol evolutivo. Se están compilando con una gran rapidez catálogos de similitudes en las secuencias de estos organismos que codifican y que no codifican proteínas. La secuencia de un genoma completo, con el catálogo detallado de los genes existentes en el organismo del que proceden los datos de dicha secuencia, es una fuente clave de información para comprender los sistemas metabólicos completos de las células y también para detectar puntos de vulnerabilidad en los microorganismos patógenos, lo que se puede utilizar para destruirlos mediante vacunas y antibióticos. Además, la comparación del 99% de la secuencia genómica humana no codificante con las secuencias de otras especies (con objeto de detectar similitudes en los segmentos de DNA conservados a lo largo de cientos de millones de años de evolución) es una herramienta importante para identificar elementos funcionales clave existentes en el genoma humano.









Técnicas avanzadas con métodos de captura de imagen digital de los nucleótidos marcados con fluorescencia


Los métodos de hibridación Southern y Northern son técnicas útiles para el estudio simultáneo de un pequeño número de genes o de transcritos de genes. Sin embargo, en la actualidad se han desarrollado nuevos métodos más potentes fundamentados en la hibridación de los ácidos nucleicos y que permiten el estudio de genoma completo o de grandes cantidades de transcritos de mRNA en un solo experimento. Estos nuevos métodos están fundamentados en los avances que han tenido lugar en dos áreas de la tecnología. El primero es la detección y el procesamiento de señales fluorescentes e imágenes de alta resolución. Con esta tecnología, se pueden determinar los niveles de fluorescencia emitidos por cada parte de una imagen, pixel a pixel, en un campo microscópico completo. La segunda área en la que se han producido avances rápidos es la correspondiente a la tecnología de micromatrices(microarrays). Utilizando como modelo las técnicas que se aplican en la industria de semiconductores, los investigadores han diseñado y producido placas o micromatrices multigénicas (genochips) en miniatura sobre los que se fijan cantidades pequeñas de ácidos nucleicos en una micromatriz bidimensional densa con cientos de miles de pocillos en un área que, como mucho, tiene unos pocos centímetros cuadrados. El ácido nucleico de cada pocillo puede tener desde oligonucleótidos de tan sólo 25 bases hasta corresponder a clones BAC con insertos de hasta 350 kb. Tras la hibridación de secuencias específicas de sondas marcadas con colorantes fluorescentes, cada zona de la micromatriz se examina con un microscopio de fluorescencia y se cuantifica la luz emitida por la sonda unida a cada una de estas zonas. Si la sonda contiene una mezcla de dos colorantes fluorescentes que emiten luz con longitudes de onda distintas, es posible determinar el grado de brillo de cada longitud de onda y las contribuciones relativas de cada colorante a la luz total emitida, lo que permite que los investigadores determinen las contribuciones relativas al espectro de emisión global de cada uno de los colorantes fluorescentes existentes en la sonda.






Hibridación in situ fluorescente en los cromosomas


De la misma manera que las sondas de hibridación de ácidos nucleicos se utilizan para identificar fragmentos de DNA en la transferencia Southern, los especialistas en citogenética pueden hibridar sondas marcadas con colorantes fluorescentes con el DNA contenido en los cromosomas e inmovilizado en portaobjetos de microscopio para la visualización de aberraciones cromosómicas (v. caps. 5 y 6). Esta técnica se denomina hibridaciónin situfluorescente (FISH,fluorescence in situ hybridization) debido a que el DNA de los cromosomas en metafase fijados en los portaobjetos es desnaturalizado allí mismo (de aquí la denominación «in situ») para exponer las dos cadenas de DNA, lo que permite que una sonda marcada se hibride con el DNA cromosómico. La sonda hibridada emite fluorescencia cuando los cromosomas son visualizados con una luz cuya longitud de onda estimula el colorante fluorescente. A continuación, la localización de la señal de hibridación y, por tanto, la localización del segmento de DNA con el que la sonda presenta hibridación, se determina al microscopio.


Una clase de sondas utilizadas con mucha frecuencia para la FISH es un fragmento de DNA procedente de una localización específica de un cromosoma. Estas sondas dan lugar a hibridación con marcaje del sitio en cada cromosoma homólogo correspondiente a la localización normal de la secuencia que constituye la sonda. Una sonda de FISH también puede ser una mezcla compleja de DNA obtenido de todo o parte de un brazo de un cromosoma, o incluso de un cromosoma completo. Según la constitución de la sonda, se producirá la tinción de todo o parte de un cromosoma con la sonda hibridada fluorescente. Estas sondas mezcla se denominan sondas de «pintado» cromosómico (hay ejemplos de ello en los capítulos 5 y 6). Finalmente, se pueden combinar 24 sondas de pintado cromosómico distintas, una por cada uno de los 24 cromosomas humanos; cada una de estas sondas está marcada con una combinación diferente de colorantes fluorescentes que emiten luz con distintas longitudes de onda. Cualquier cromosoma humano puede ser marcado con una sonda que emite fluorescencia con su propia combinación característica de longitudes de onda luminosas. Después, se pueden combinar las 24 sondas correspondientes a los cromosomas humanos para aplicarlas en la FISH de los cromosomas en metafase, una técnica que se denomina cariotipado espectral (SKY,spectral karyotyping; v. fig. 5-B, láminas en color). Dado que cada sonda específica de cromosoma emite su propia combinación de longitudes de onda de fluorescencia, con la SKY es fácil detectar los cromosomas anómalos constituidos por fragmentos de cromosomas diferentes, y también se pueden identificar fácilmente los cromosomas implicados en el reordenamiento. La FISH con aplicación de una única secuencia genómica contigua, de una sonda de pintado cromosómico específica o de una SKY con sondas de pintado para la combinación de todos los cromosomas, es una técnica que se utiliza con mucha frecuencia en citogenética clínica diagnóstica para la detección de aberraciones cromosómicas como deleciones, duplicaciones y translocaciones (v. caps. 5 y 6).









Hibridación genómica comparativa


Las deleciones y duplicaciones de los segmentos individuales de DNA que son demasiado pequeños (inferiores a aproximadamente 1 a 2 Mb) como para ser observados en las preparaciones habituales de cromosomas en metafase son aberraciones importantes que pueden dar lugar a síndromes de malformaciones congénitas y a cáncer. Estas pequeñas modificaciones en el número de copias de un segmento de DNA se pueden identificar y caracterizar mediante otra técnica de imagen fluorescente, la hibridación genómica comparativa (CGH,comparative genome hybridization; fig. 4-12). La CGH se utiliza para determinar la diferencia entre dos muestras de DNA distintas en cuanto a su número de copias, o dosis, de un segmento de DNA concreto.
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Figura 4-12 Hibridación genómica comparativa. El DNA del paciente, marcado con un colorante verde (en la imagen aparece en azul) y el DNA control marcado con un colorante rojo (en la imagen aparece en negro), se mezclan en proporciones iguales y se hibridan en una matriz de secuencias de DNA genómico específicas que se colocan en grupos individuales sobre una superficie. Los grupos que contienen una secuencia presente en cantidades iguales en el paciente y en el control emiten una señal amarilla (en la imagen aparece en gris), que indica que en estos grupos ha tenido lugar la hibridación de cantidades iguales del DNA del paciente y del DNA control (v. Igualdad). Cualquier grupo correspondiente a las secuencias que están incrementadas en el paciente, en comparación con el control, muestra una hibridación desproporcionadamente mayor del DNA del paciente en la sonda, en comparación con el DNA control, lo que hace que el grupo correspondiente presente una coloración más verde (en la imagen aparece en azul) (v. Ganancia). Por el contrario, cualquier grupo correspondiente a secuencias que están disminuidas en el paciente, en comparación con el control, presenta una hibridación desproporcionadamente menor del DNA del paciente en comparación con el DNA control, lo que hace que el grupo correspondiente presente una coloración más roja (en la imagen aparece en negro) (v. Pérdida).





Una técnica que está adquiriendo una gran popularidad y que permite una CGH de alta resolución es la denominada CGH con matrices(array CGH). En este método, el DNA total de una de las muestras (la muestra de prueba) se marca con un colorante fluorescente rojo y la otra muestra (la de control) se marca con un colorante verde. Las dos muestras marcadas de DNA se mezclan en cantidades iguales y se hibridan con una micromatriz multigénica que contiene aproximadamente 100.000 o más oligonucleótidos dispuestos en cadenas cortas y únicas, cada uno de ellos correspondiente a una secuencia diferente y específica del genoma humano. Estas secuencias específicas se seleccionan de manera que quedan distribuidas uniformemente en todo el genoma, y separadas por menos de 30 kb. El cociente de fluorescencia rojo:verde emitido por la sonda en cada localización de oligonucleótidos es una medida de la cantidad del segmento concreto del DNA representado por dicho oligonucleótido que está presente en la muestra de prueba, en comparación con la cantidad existente en la muestra control.


Cuando el DNA de una región concreta de un cromosoma está representado por igual en las dos muestras que constituyen la sonda CGH, el cociente de fluorescencia rojo: verde en la señal fluorescente será 1:1. Sin embargo, si –por ejemplo– el DNA marcado con la fluorescencia verde procede de una línea celular normal, al tiempo que el DNA marcado con la fluorescencia roja procede de células que sólo muestran una copia única o bien tres copias de una región genómica, el cociente de fluorescencia rojo:verde en todos los oligonucleótidos correspondientes a la secuencias que proceden de la región de dosificación anómala pasa de 1:1 a 0,5:1, en el caso de una sola copia, y de 1:1 a 1,5:1, en el caso de que existan tres copias de dicha región (v. fig. 4-12).


La CGH es especialmente útil para detectar modificaciones en la dosis génicas existente en los tejidos neoplásicos, en comparación con los tejidos no neoplásicos del mismo individuo (v. cap. 16). La CGH también se está utilizando con buenos resultados para detectar deleciones y duplicaciones que no se pueden observar mediante técnicas citogenéticas, en algunos pacientes atendidos en consultas de genética y que sufren cuadros malformativos o retraso mental de origen desconocido, y cuyo análisis cromosómico es aparentemente normal en el análisis citogenético convencional (v. cap. 5). Esta técnica también ha revelado una variación normal en el número de copias de ciertos segmentos de DNA que previamente era desconocida en poblaciones humanas, y que se denominaba polimorfismo en el número de copias (v. cap. 9).









Matrices de expresión de RNA


Tal como ya se ha señalado, el análisis de transferencia Northern permite a los investigadores evaluar el tamaño y la abundancia de uno o un pequeño conjunto de transcritos detectados mediante una sonda con especificidad para dichos RNA. Sin embargo, las enfermedades como el cáncer o los trastornos autoinmunitarios sistémicos pueden presentar alteraciones en la abundancia de cientos de mRNA o de microRNA reguladores, al tiempo que el análisis Northern de un pequeño número de genes no ofrece una información suficientemente detallada de estas situaciones. Por el contrario, las micromatrices de expresión del RNA sí ofrecen dicha información y constituyen una poderosa herramienta para el análisis (en un solo experimento) de la abundancia de un elevado número (quizá todos) de los transcritos elaborados en un tipo concreto de células, tejido o estado patológico, en relación con los elaborados por otros tipos de células, tejidos o estados patológicos. Las muestras de RNA a analizar pueden proceder de pacientes y de controles, de muestras de diferentes tipos histológicos de cáncer o de líneas celulares tratadas o no tratadas con un fármaco concreto.


En lo que se refiere al análisis de la expresión del RNA con uso de matrices, el RNA se obtiene en primer lugar de las células o el tejido a evaluar y también de una fuente estándar de RNA. Cada RNA es sometido a una transcripción inversa en cDNA. Las muestras de cDNA de prueba y estándar se marcan de manera distinta con colorantes fluorescentes rojos o verdes, se mezclan en proporciones iguales y se hibridan en un genochip utilizando para ello la misma estrategia de hibridación comparativa que la ilustrada respecto a las muestras de DNA genómico. Sin embargo, en este caso, la matriz de expresión contiene secuencias de nucleótidos que se corresponden de manera específica con cada RNA. La secuencia específica de un RNA concreto puede ser un oligonucleótido de 25 bases (25-mer) o bien un clon de cDNA parcial o completo. El cociente de intensidad de la fluorescencia de los dos colorantes distintos en cada punto de la matriz es una medida de la abundancia relativa en cada una de las dos muestras del transcrito de RNA representado por la secuencia en la matriz (fig. 4-A; v. láminas en color).






Aplicaciones clínicas de las micromatrices de expresión para la fenotipificación y el análisis de vías funcionales


La aplicación más sencilla de los datos obtenidos mediante las matrices de expresión es el abordaje del patrón de cambios en una muestra de RNA de prueba, en comparación con una muestra estándar, como si fuera una huella dactilar característica de la fuente del RNA de prueba, sin prestar demasiada atención a la identidad o función de los genes concretos cuyos transcritos están aumentados o disminuidos, o se mantienen sin modificaciones, en comparación con la muestra de RNA estándar. Estos patrones de expresión de genes son fenotipos moleculares que pueden caracterizar diferentes estados patológicos. La fenotipificación molecular de los mRNA y los microRNA (v. cap. 3) se está utilizando en la actualidad en oncología para diferenciar tumores histológicamente similares y para conseguir una predicción más precisa de las características clínicamente relevantes, tal como la tendencia a la producción de metástasis o la respuesta a los tratamientos (cap. 16). También se está intentando un análisis más sofisticado de las matrices de expresión en el que las proteínas codificadas por transcritos específicos que muestran modificaciones en un proceso patológico se colocan (inicialmente de manera teórica y después con una experimentación real) en vías funcionales. De esta manera, los investigadores pueden empezar a establecer inferencias relativas a la patogenia molecular de la enfermedad en función del conocimiento de la manera con la que los transcritos de los genes de una función conocida o sospechada quedan alterados por dicha enfermedad. El uso de las matrices de expresión de RNA está revolucionando el estudio del cáncer y, en la actualidad, esta técnica se está aplicando de manera genérica a todas las áreas de la enfermedad humana.















Análisis de transferencia western de las proteínas


El análisis de la función normal y patológica de los genes requiere a menudo el estudio de la proteínas codificadas por un gen normal o mutante de interés. En la mayor parte de los casos se pretende conocer no solamente el defecto molecular existente en el DNA sino también la manera con la que dicho defecto altera la proteína codificada y da lugar a un fenotipo clínico concreto. La técnica más utilizada para la evaluación de una o más proteínas en una muestra de células o tejidos es la transferencia Western.


Para la transferencia Western, las proteínas aisladas en un determinado tipo de células son separadas en función de su tamaño o su carga mediante electroforesis en gel de poliacrilamida, y después son transferidas a una membrana. La membrana que contiene las proteínas separadas se incuba después con anticuerpos que reconocen específicamente la proteína que va a ser analizada. Un segundo anticuerpo dirigido contra el primero, y marcado con una sustancia que se puede detectar por medios histoquímicos, fluorescentes o radioactivos, puede poner en evidencia después la interacción específica entre el primer anticuerpo y la proteína objetivo. Por ejemplo, se puede utilizar la transferencia Western para detectar la presencia y el tamaño de la proteína muscular distrofina en pacientes con los cuadros de distrofia muscular de Duchenne o Becker ligados al cromosoma X (fig. 4-13).
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Figura 4-13 Transferencia Western que demuestra la presencia o ausencia de la proteína muscular distrofina (flecha) en extractos de proteínas de pacientes con distrofia muscular ligada al cromosoma X en sus formas grave de Duchenne y leve de Becker. Véase el capítulo 12 para más detalles. Fotografía original cortesía de P Ray, The Hospital for Sick Children, Toronto, Ontario, Canadá.
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PROBLEMAS







1. Considere las siguientes situaciones diagnósticas. ¿Qué método o métodos de laboratorio serían más apropiados?




a) Diagnóstico prenatal de un feto varón con riesgo para distrofia muscular de Duchenne (DMD). Estudios previos en esta familia han mostrado una deleción génica completa.


b) Desea calcular la cantidad de mRNA de distrofina presente en una muestra de músculo de un portador obligado de DMD levemente afectado.


c) Diagnóstico prenatal de un feto varón con riesgo para DMD. Estudios previos han documentado un cambio de nucleótidos en un par de bases que es responsable del defecto en esta familia.





2. Enumere algunas de las ventajas y desventajas de la PCR para el diagnóstico de defectos genéticos comparada con la transferencia Southern y con las pruebas bioquímicas de valores de enzimas para diagnosticar deficiencias enzimáticas.


3. ¿De cuáles de los siguientes tejidos puede obtenerse DNA para procedimientos diagnósticos?: biopsia de tejido, linfocitos, cultivo de líquido amniótico, eritrocitos.


4. ¿Por qué se considera la clonación génica un importante avance para la genética médica?, ¿qué permite la clonación de un gen que no podíamos hacer antes?


5. Un paciente con una enfermedad génica tiene una mutación (T por C, subrayada) en el exón 18 de un gen. La secuencia normal es:




CTGTGCCGTATGAAAAGACCAATCCGAGA


AGTTCCTGTTACCAAACTCATAGAC













La secuencia en el paciente es:




CTGTGCCGTATGAAAAGACCAATCTGAGAAGTT


CCTGTTACCAAACTCATAGAC




a) ¿Qué consecuencia tiene esta mutación en la función génica? (Los primeros tres nucleótidos de cada secuencia constituyen un codón del gen.)


b) Necesita hacer una técnica con ASO para detectar la mutación en el DNA genómico. ¿Cuál de los siguientes oligonucleótidos sería útil en un ASO para la secuencia normal?, ¿y para la secuencia mutante? Explique las razones para elegir o rechazar cada oligonucleótido.




1. 5’ GCCGTATGAAAAGACCAATCTG


2. 5’ GACCAATCCGAGAAGTTCC


3. 5’ GACCAATCTGAGAAGTTCC


4. 5’ GGAACTTCTCAGATTGGTC


5. 5’ ATCTGAG





















Capítulo 5


Principios de citogenética clínica


La citogenética clínica consiste en el estudio de los cromosomas, su estructura y su herencia, aplicado a la práctica de la genética médica. Desde hace casi 50 años sabemos que los cambios microscópicamente visibles en el número o la estructura de los cromosomas pueden producir trastornos clínicos, que –por esta razón– se denominan trastornos cromosómicos. Al dirigir su atención básicamente al conjunto completo del material cromosómico, la citogenética fue la primera de las ciencias en ofrecer una perspectiva de la genética médica basada en el genoma completo. En la actualidad, el análisis cromosómico –actualmente con una mejora espectacular en su resolución y precisión a niveles citológico y genómico– es un procedimiento de importancia creciente en numerosas áreas de la medicina clínica.


Los trastornos cromosómicos constituyen una entidad propia dentro de las enfermedades génicas. Representan una gran proporción del conjunto de problemas reproductivos, malformaciones congénitas y retraso mental, y desempeñan un importante papel en la patogenia del cáncer. Las anomalías cromosómicas específicas son responsables de cientos de síndromes identificables que, en conjunto, son más frecuentes que todos los trastornos monogénicos mendelianos juntos. Los trastornos citogenéticos están presentes en cerca del 1% de los nacidos vivos, en alrededor del 2% de las gestaciones de mujeres mayores de 35 años que se someten a diagnóstico prenatal y aproximadamente la mitad de todos los abortos espontáneos del primer trimestre de la gestación.


En este capítulo se van a exponer los principios generales de la citogenética clínica y los diversos tipos de anomalías numéricas y estructurales observadas en cariotipos humanos. Algunas de las anomalías más frecuentes y mejor conocidas de los autosomas y de los cromosomas sexuales se abordan en el capítulo siguiente.






Introducción a la citogenética


En los capítulos 2 y 3 se introdujeron la estructura y organización generales de los cromosomas humanos, así como su composición molecular y genómica. Para el análisis cromosómico sistemático que se lleva a cabo por motivos clínicos, las células tienen que ser capaces de crecer y dividirse rápidamente en cultivo. Las células más accesibles que cumplen estos requisitos son los leucocitos de la sangre, en especial los linfocitos T. Para preparar un cultivo a corto plazo de estas células que permita su análisis citogenético, se obtiene una muestra de sangre periférica, en general por venopunción, y se mezcla con heparina para impedir su coagulación. Después, se recogen los leucocitos, se colocan en un medio de cultivo tisular y se estimulan para que se dividan. Al cabo de unos cuantos días, las células en división se detienen en la metafase mediante la aplicación de agentes químicos que inhiben el huso mitótico; más tarde, se recogen y se tratan con una solución hipotónica para liberar los cromosomas. Entonces se fijan los cromosomas, se extienden sobre un porta y se tiñen con una de las técnicas disponibles, según el procedimiento diagnóstico concreto que se vaya a realizar. En este momento los cromosomas ya están listos para su análisis.


Un aspecto interesante es que el análisis sistemático del cariotipo a nivel citológico está siendo complementado por lo que podríamos denominar cariotipado molecular, es decir, la aplicación de las técnicas genómicas para la evaluación de la integridad y las características del cariotipo a nivel del genoma completo. La determinación de las estrategias más apropiadas para los distintos objetivos diagnósticos o de investigación concretos es un área en evolución rápida y cada vez son mayores los niveles de resolución, sensibilidad y facilidad del análisis de los cromosomas y del genoma.






Indicaciones clínicas para el análisis cromosómico


El análisis cromosómico está indicado como un procedimiento diagnóstico sistemático para la evaluación de una serie de fenotipos que se presentan en medicina clínica y que se describen en este y en el capítulo 6. Además, existen una serie de situaciones clínicas y hallazgos inespecíficos en los que conviene efectuar un análisis citogenético:




• Problemas en el crecimiento y desarrollo tempranos. Los problemas de crecimiento, el retraso del desarrollo, la dismorfología facial, las malformaciones múltiples, la baja estatura, los genitales ambiguos y el retraso mental son hallazgos frecuentes en niños con anomalías cromosómicas, aunque no sólo se observan en este tipo de alteraciones. A menos que ya exista un diagnóstico no cromosómico definitivo, debería realizarse un análisis cromosómico en los pacientes que presentan cualquier combinación de estos problemas.


• Nacidos muertos y muerte neonatal. La incidencia de anomalías cromosómicas es mucho mayor entre los nacidos muertos (hasta el 10%) que entre los nacidos vivos (alrededor de 0,7%). También es elevada entre los niños que mueren durante el período neonatal (alrededor del 10%). Es necesario el análisis cromosómico en todos los casos de nacidos muertos y de muerte neonatal para identificar su causa o, en caso contrario, para descartar las anomalías cromosómicas como causa de la pérdida. En estos casos, el cariotipo es esencial para un consejo genético adecuado, y puede proporcionar información importante para el diagnóstico prenatal en gestaciones futuras.


• Problemas de fertilidad. Los estudios cromosómicos están indicados en mujeres con amenorrea y en parejas con antecedentes de infertilidad o de aborto recurrente. En una proporción considerable (del 3 al 6%) de los casos con infertilidad o de dos o más abortos, uno de los dos miembros de la pareja sufre una anomalía cromosómica.


• Antecedentes familiares. En determinadas circunstancias, la detección o la sospecha de una anomalía cromosómica en un familiar de primer grado es una indicación para realizar el análisis cromosómico.


• Tumores. La práctica totalidad de los cánceres está asociada a una o más anomalías cromosómicas (v. cap. 16). La evaluación cromosómica genómica en una muestra del tejido apropiado (del mismo tumor o de médula ósea en casos de tumores malignos hematológicos) puede proporcionar información útil sobre el diagnóstico y el pronóstico.


• Embarazo en una mujer de edad avanzada. Existe un incremento en el riesgo de anomalías cromosómicas en fetos concebidos por mujeres con edades superiores a los 30-35 años (v. cap. 15). En estas gestaciones se debe ofrecer un análisis cromosómico fetal como parte de la asistencia prenatal.





Aunque idóneos para el análisis clínico rápido, los cultivos celulares preparados a partir de sangre periférica tienen la desventaja de que su duración es breve (3 a 4 días). Hay varios tejidos que se mantiene en cultivo a largo plazo, lo que permite su almacenamiento y la realización de estudios moleculares. La biopsia de piel, que es un procedimiento quirúrgico menor, puede proporcionar muestras de tejido que en cultivo producen fibroblastos. Estas células pueden utilizarse para varios tipos de estudios bioquímicos y moleculares, así como para los análisis cromosómicos y genómicos. Los leucocitos de la sangre pueden transformarse en cultivo formando células linfoblastoides, que son potencialmente inmortales. La médula ósea sólo se puede obtener mediante biopsia, una técnica relativamente invasora que, sin embargo, tiene la ventaja de que contiene una elevada proporción de células en división, de manera que requieren poco o ningún cultivo. Su utilidad principal es el diagnóstico en los casos de sospecha de tumores malignos hematológicos. Su desventaja es que las preparaciones cromosómicas que se obtienen son relativamente pobres, con cromosomas cortos de baja resolución, más difíciles de analizar que los de las células de la sangre periférica. Las células fetales obtenidas del líquido amniótico (amniocitos) o mediante biopsia de las vellosidades coriales también pueden cultivarse para análisis citogenéticos, genómicos, bioquímicos o moleculares. Las células obtenidas mediante biopsia de las vellosidades coriales pueden ser analizadas directamente sin necesidad de cultivo (hay una exposición más detallada en el cap. 15).


El análisis molecular del genoma se puede llevar a cabo sobre cualquier material clínico apropiado, siempre y cuando sea posible obtener DNA de buena calidad para este objetivo, no es necesario que las células estén en fase de división, por lo que es posible realizar pruebas sobre muestras de tejidos y tumores, así como también sobre muestras de sangre periférica.









Identificación de los cromosomas


Los 24 tipos de cromosomas existentes en el genoma humano se pueden identificar fácilmente a nivel citológico mediante diversas técnicas de tinción. Hay tres métodos de tinción muy utilizados que pueden diferenciar los distintos cromosomas humanos En el capítulo 2 nos hemos referido a los cromosomas examinados en función de las bandas que muestran al ser teñidos con el método de Giemsa (bandas G), que es el más común de los utilizados en los laboratorios clínicos. Otros métodos empleados en algunos laboratorios o para otros propósitos son los siguientes:









Bandas Q


Este método utiliza la tinción con mostaza de quinacrina o compuestos similares, y las preparaciones se visualizan con microscopia de fluorescencia. Los cromosomas se tiñen con un patrón específico de bandas brillantes y oscuras (bandas Q). Las bandas Q brillantes se corresponden casi exactamente con las bandas G oscuras. Las bandas Q, así como las bandas C (v. apartado siguiente), son particularmente útiles para detectar variantes ocasionales de la morfología o la tinción de los cromosomas denominadas heteromorfismos. Estas variantes son generalmente benignas y reflejan diferencias en la cantidad o el tipo de secuencias de DNA satélite (v. cap. 2) en una determinada localización del cromosoma.









Bandas R


Si los cromosomas reciben un tratamiento especial (p. ej., calor) antes de la tinción, las bandas oscuras y claras resultantes son las inversas de las obtenidas mediante los métodos de bandas G o Q. Cuando se examinan regiones que se tiñen mal con las bandas G o Q, las bandas R ofrecen un patrón más fácil de analizar. Éste es el método estándar en algunos laboratorios, sobre todo de Europa.


Existe un sistema uniforme de clasificación de los cromosomas que está aceptado internacionalmente y que sirve para identificar los cromosomas humanos teñidos con cualquiera de los tres procedimientos de tinción mencionados. En la figura 5-1 se expone un esquema del patrón de bandas de un conjunto de cromosomas humanos en metafase que ilustra la distribución de bandas claras y oscuras alternas utilizadas para la identificación cromosómica. El patrón de bandas de cada cromosoma se numera en cada brazo desde el centrómero hacia el telómero, tal como se observa con detalle en la figura 5-2 respecto a varios cromosomas. Cuando se usa este sistema de numeración pueden describirse de forma precisa y sin ambigüedad la localización de cualquier banda concreta, las secuencias de DNA y los genes, así como su implicación en las anomalías cromosómicas.
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Figura 5-1 Esquema de los patrones de bandas G de los cromosomas humanos en metafase, con aproximadamente 400 bandas por cariotipo haploide. Los cromosomas se representan con las cromátidas hermanas juntas y no se visualizan como estructuras separadas. Los centrómeros se representan en color gris y separan los brazos p y q. Por conveniencia y claridad sólo se han numerado las bandas G-positivas. En la figura 5-2 aparecen numeradas todas las bandas. Redibujada de ISCN, 2005.
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Figura 5-2 Ejemplos de patrones de bandas G para los cromosomas 5, 6, 7 y 8 en el estado de condensación de 550 bandas. La numeración de las bandas permite la identificación sin ambigüedad de cada banda G clara y oscura; por ejemplo, la 5p15.2 o la 8q24.1. Redibujada de ISCN, 2005.





Según la posición de su centrómero, los cromosomas humanos se clasifican a menudo en tres tipos claramente distinguibles en la metafase (v. fig. 5-1 ): metacéntricos, con el centrómero más o menos central y los brazos de una longitud más o menos similar; submetacéntricos, con el centrómero desplazado hacia un lado y los brazos de longitud claramente desigual, y acrocéntricos, con el centrómero cerca de un extremo. Un posible cuarto tipo, el telocéntrico, con el centrómero en un extremo y sólo un brazo, no existe en el cariotipo humano normal, pero se observa en algunas reordenaciones cromosómicas y es frecuente en otras especies. Los cromosomas humanos acrocéntricos (cromosomas 13, 14, 15, 21 y 22) poseen pequeñas masas de cromatina, denominadas satélites, unidas a sus brazos cortos por estrechos pedículos (constricciones secundarias). Los satélites de estos cinco pares de cromosomas contienen cientos de copias de genes que codifican RNA ribosómico (el componente principal de los ribosomas; v. cap. 3), así como una cierta variedad de secuencias repetitivas.












Técnicas citológicas especiales


En determinadas circunstancias se utiliza una serie de técnicas específicas.






Bandas C


Esta técnica tiñe específicamente la región centromérica de cada cromosoma y otras regiones que contienen heterocromatina constitutiva, es decir, las secciones de los cromosomas 1q, 9q y 16q adyacentes al centrómero y la parte distal de Yq. La heterocromatina es el tipo de cromatina que permanece en estado condensado y que se tiñe de oscuro en las células en interfase.









Bandas de alta resolución


Este tipo de bandas (también denominado bandas de prometafase) se obtiene con técnicas de bandeo G o R en etapas más precoces de la mitosis (profase o prometafase), cuando los cromosomas todavía están en un estado relativamente descondensados (v. cap. 2). Las bandas de alta resolución son especialmente útiles cuando se sospecha que existe una pequeña anomalía estructural en un cromosoma; no obstante, algunos laboratorios realizan la técnica de las bandas de prometafase sistemáticamente, tal como se muestra en las figuras 2-11 y 2-12. Los cromosomas en prometafase revelan entre 550 y 850 bandas, o más, en una serie haploide, mientras que las preparaciones metafásicas estándar sólo muestran alrededor de 450. En la figura 5-3 se recoge una comparación de los patrones de bandas del cromosoma X en tres niveles de resolución. Es evidente el incremento de la precisión diagnóstica que se consigue con estos cromosomas más largos.
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Figura 5-3 El cromosoma X. Dibujos y fotomicrografías en metafase, prometafase y profase (de izquierda a derecha). Redibujada de ISCN, 2005; fotomicrografía cortesía de Yim Kwan Ng, The Hospital for Sick Children, Toronto.












Sitios frágiles


Los sitios frágiles son lugares que no se tiñen y que ocasionalmente se observan en determinadas localizaciones de varios cromosomas. Para visualizar estos sitios suele ser necesario exponer las células a condiciones de crecimiento o químicas que alteran o inhiben la síntesis de DNA. Muchos sitios frágiles son variantes heredables. El que tiene más importancia clínica se localiza cerca del extremo de Xq, tanto en los hombres que sufren una forma específica bastante común de retraso mental ligado al cromosoma X (v. la exposición del síndrome del cromosoma X frágil, en el cap. 7 y en el (Caso 15) como en las mujeres portadoras de este mismo trastorno genético. La detección de este sitio frágil en el cromosoma X es un método diagnóstico específico para el síndrome del cromosoma X frágil, aunque en la mayoría de los laboratorios ha sido sustituida (o complementada) por el análisis molecular para detectar la expansión de la repetición CGG en el gen FMR1, característica de este síndrome (v. cap. 7).















Hibridación in situ fluorescente


Según ya se ha mencionado en el capítulo 4, el desarrollo de las técnicas de hibridación in situ fluorescente (FISH, fluorescence in situ hybridization) para examinar la presencia o ausencia de una determinada secuencia de DNA, o para evaluar el número o la organización de un cromosoma o de una región cromosómica, ha revolucionado tanto la investigación citogenética como la citogenética clínica. Esta confluencia de los enfoques genómico y citogenético (citogenética molecular) ha aumentado de manera sustancial tanto el rango como la precisión de los análisis cromosómicos sistemáticos.


En la FISH pueden utilizarse sondas específicas de DNA para cromosomas, regiones cromosómicas o genes con las que identificar reordenamientos o diagnosticar rápidamente la existencia de un número anómalo de cromosomas en el material clínico (fig. 5-4). Pueden prepararse sondas apropiadas mediante cualquiera de las técnicas descritas en el capítulo 4. Se pueden usar sondas específicas de genes o de locus para detectar la presencia, la ausencia o la localización de un determinado gen, tanto en cromosomas en metafase como en células en interfase. Las sondas de DNA repetitivo permiten la detección de DNA satélite u otros elementos repetitivos del DNA en loci cromosómicos específicos, tal como centrómeros (v. fig. 5-4), telómeros o regiones de heterocromatina. Las sondas de DNA satelite, especialmente las que pertenecen a la familia de satélites α de las repeticiones centroméricas (v. cap. 2), son muy útiles para determinar el número de copias de un determinado cromosoma (fig. 5-A; v. láminas en color). Por último, las sondas para cromosomas enteros o para brazos de cromosomas contienen una mezcla de secuencias de DNA de copia simple que hibridan a lo largo de todo un cromosoma (o de un brazo). Estas sondas «pintan» el cromosoma diana (tanto en metafase como en interfase), según se puede observar en la figura 5-4, en la que se documenta de manera visual la naturaleza dinámica de la condensación y descondensación cromosómica durante el ciclo celular, que se describe en el capítulo 2 (compárese con la fig. 2-13).
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Figura 5-4 Hibridación in situ fluorescente de cromosomas humanos en metafase e interfase, utilizando tres tipos de sondas de DNA diferentes. Superior: Una sonda de copia simple de DNA específica para el gen del factor VIII en el cromosoma X. Central: Una sonda de DNA repetitivo α satélite específica para el centrómero del cromosoma 17. Inferior: Una sonda de «pintado» de todo un cromosoma específica para el cromosoma X. Imágenes cortesía de Karen Gustashaw, Case Western Reserve University.





Una de las aplicaciones más importantes de la tecnología FISH en citogenética clínica implica el uso de fluorocromos para detectar múltiples sondas de manera simultánea. De forma sistemática se utilizan aplicaciones de dos, tres o incluso cuatro colores para diagnosticar deleciones, duplicaciones o reordenamientos en preparaciones en prometafase, en metafase o en interfase. Mediante sofisticadas técnicas de tratamiento de imágenes es posible detectar y distinguir simultáneamente hasta 24 colores distintos mediante cariotipado espectral (SKY, spectral karyotyping; v. cap. 4), lo que permite un análisis muy detallado del cariotipo en una sola vez (figs. 5-B y 5-c; v. láminas en color).









Análisis cromosómico y genómico mediante micromatrices


A través de la disponibilidad de los recursos derivados del Proyecto Genoma Humano, el análisis cromosómico también se puede llevar a cabo a nivel genómico mediante el uso de métodos basados en matrices en los que se utiliza la técnica de hibridación genómica comparativa (CGH, comparative genome hybridization; v. cap. 4). Para la evaluación del número relativo de copias de secuencias de DNA genómico de una manera global y en todo el genoma, las micromatrices contienen una representación completa del genoma o una serie de fragmentos clonados que aparecen a intervalos diferentes en todo el genoma y que pueden ser clonados con muestras control y pertenecientes al paciente (fig. 5-5). Esta estrategia, que se está aplicando en un número cada vez mayor de laboratorios clínicos, complementa el cariotipado convencional y puede facilitar una evaluación del genoma con niveles mucho mayores de sensibilidad y resolución. Sin embargo, los métodos de CGH fundamentados en matrices determinan el número relativo de copias de secuencias de DNA, pero no si estas secuencias han presentado translocación o reordenamiento con respecto a su posición normal en el genoma. Por tanto, la confirmación de las posibles alteraciones cromosómicas mediante cariotipado o FISH es importante con objeto de determinar la naturaleza de la alteración y su riesgo de recidiva, tanto en el individuo como en los miembros de su familia.




[image: image]


Figura 5-5 Análisis mediante CGH sobre matrices en dos individuos, con uso de matrices de BAC. Las intensidades de las señales de hibridación se representan de forma habitual como el cociente sobre una escala logarítmica en base 2 (log2), en la que un cociente de 1,0 indica una señal equivalente a la de la muestra control. La trisomía de un autosoma va a dar lugar a una intensidad media de señal de 1,5 (es decir, un cociente casocontrol de 3:2); la monosomía va a dar lugar a un cociente medio de 0,5 (es decir, un cociente caso-control de 1:2). Las muestras son hibridadas sistemáticamente con un control del sexo contrario, de manera que una muestra procedente de un individuo masculino muestra un cociente reducido para los BAC del cromosoma X y un cociente elevado para los BAC del cromosoma Y (en comparación con un control 46,XX). La muestra de un individuo femenino presenta un incremento del cociente relativo a los BAC del cromosoma X y una disminución del cociente correspondiente a los BAC del cromosoma Y (en comparación con un control 46,XY). Parte superior: Muestra de una mujer normal. Parte inferior: Muestra de un hombre con trisomía 18, en la que se observan cocientes aumentados respecto a los BAC del cromosoma 18. Datos originales cortesía de Emory Genetics Laboratory.





El análisis genómico y cromosómico de alta resolución puede revelar la existencia de variantes, en concreto, de diferencias pequeñas en el número de copias entre las distintas muestras, cuya significado clínico es incierto. Incluso en la población fenotípicamente normal se está documentando y catalogando un número cada vez mayor de estas variaciones. El tamaño de las variantes genómicas puede oscilar entre unos pocos pares de kilobases y varios millones de pares de bases, y –a pesar de que se pueden encontrar en todo el cariotipo– son especialmente frecuentes en las regiones subteloméricas y centroméricas de los cromosomas. Posiblemente, muchas de las variantes genómicas son polimorfismos o variantes en el número de copias, lo que, en conjunto, indica la naturaleza específica de cada genoma individual (v. cap. 9) y subraya las dificultades diagnósticas en la interpretación de lo que se considera un cariotipo «normal» y de lo que posiblemente es un genoma patológico.












Anomalías cromosómicas


Las anomalías de los cromosomas pueden ser numéricas o estructurales, y pueden afectar a uno o a más autosomas, cromosomas sexuales o a ambos simultáneamente. El impacto clínico y social de las anomalías cromosómicas es enorme. Con mucha diferencia, el tipo más frecuente de anomalía cromosómica con repercusión clínica es la aneuploidía, un número de cromosomas anormal debido a un cromosoma extra o ausente, que siempre se asocia con una deficiencia en el desarrollo físico, mental o ambos. Las translocaciones recíprocas (un intercambio de segmentos entre cromosomas no homólogos) son también relativamente frecuentes, pero en general no tienen efecto fenotípico aunque, como se explicará más adelante, pueden suponer un incremento del riesgo de que la descendencia presente problemas. En la tabla 5-1 se exponen las frecuencias relativas de las anomalías numéricas y estructurales observadas en abortos espontáneos, en fetos de madres mayores de 35 años analizados mediante amniocentesis y en nacidos vivos.




Tabla 5-1


Incidencia de alteraciones cromosómicas en diferentes fases de la vida fetal o posnatal


[image: image]


*Estudiados mediante amniocentesis; los datos representan un resumen de Hsu LYF: Prenatal diagnosis of chromosomal abnormalities through amniocentesis. En: Milunsky A (ed.): Genetic Disorders and the Fetus, 4.a ed. Baltimore, Johns Hopkins University Press, 1998, págs. 179-248.





Las anomalías cromosómicas se describen utilizando una serie de abreviaturas y una nomenclatura estandarizada que indican la naturaleza de la alteración y (en el caso de los análisis realizados mediante FISH o micromatrices) la tecnología utilizada para detectarla. Algunas de las abreviaturas y ejemplos de los cariotipos anómalos y de las alteraciones que se pueden descartar se recogen en la tabla 5-2.




Tabla 5-2


Algunas abreviaturas utilizadas para la descripción de los cromosomas y de sus alteraciones, con ejemplos representativos
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Abreviaturas tomadas de ISCN, 2005: An International System for Human Cytogenetic Nomenclature. Basilea, Karger, 2005.





Las consecuencias fenotípicas de una alteración cromosómica dependen de su naturaleza específica, del desequilibrio resultante de las partes implicadas del genoma, de los genes específicos contenidos o afectados por la alteración y de la probabilidad de su transmisión a la generación siguiente. La predicción de la evolución puede constituir un reto de enorme dificultad en el contexto del consejo genético, especialmente en lo que se refiere al consejo genético prenatal. Muchos dilemas diagnósticos de este tipo se presentan más adelante en este capítulo y también en los capítulos 6 y 15, pero hay varios principios generales que deben ser tenidos en cuenta a la hora de evaluar los tipos específicos de alteraciones cromosómicas (v. recuadro).






Anomalías en el número de cromosomas


Un complemento cromosómico con un número de cromosomas que no sea 46 se dice que es heteroploide. Un múltiplo exacto del número haploide de cromosomas (n) se dice que es euploide y cualquier otro número es aneuploide.






Triploidía y tetraploidía


Además del número diploide (2n) característico de las células somáticas normales, en ocasiones se observan en el material clínico otros complementos cromosómicos euploides: el triploide (3n) y el tetraploide (4n). Tanto la triploidía como la tetraploidía se han observado en fetos y, aunque los niños triploides pueden nacer vivos, no llegan a sobrevivir mucho tiempo. La triploidía se observa en el 1-3% de las fecundaciones reconocidas y, entre los embriones que sobreviven hasta el final del primer trimestre de la gestación, la mayor parte es el resultado de una fecundación con dos espermatozoides (dispermia). No obstante, una cierta proporción de casos se debe a fallos en una de las divisiones meióticas, que producen un óvulo o un espermatozoide diploides. La expresión fenotípica de un cariotipo triploide depende de la fuente del conjunto cromosómico extra; los triploides con un conjunto extra de cromosomas paternos





Cariotipos desequilibrados en nacidos vivos: directrices generales para el consejo genético


Las monosomías son más perjudiciales que las trisomías.




• Las monosomías completas no suelen ser viables, excepto la monosomía X.


• Las trisomías completas son viables respecto a los cromosomas 13, 18, 21, X e Y.





En las aneusomías parciales, el fenotipo depende de:




• El tamaño del segmento desequilibrado.


• El hecho de que el desequilibrio sea una monosomía o una trisomía.


• Las regiones afectadas del genoma, así como los genes implicados.





En un cariotipo mosaico, no es posible hacer predicciones.


Los cromosomas en anillo dan lugar a un fenotipo específico de la región genómica afectada, pero habitualmente son mosaicos.


Inversiones:




• Pericéntricas: el riesgo de malformaciones congénitas en la descendencia aumenta con el tamaño de la inversión.


• Paracéntricas: riesgo muy bajo de alteraciones en el fenotipo.








tienen anomalías de la placenta y se clasifican como molas hidatidiformes parciales (v. apartado siguiente), pero los que tienen un conjunto extra de cromosomas maternos son abortados precozmente de forma espontánea durante la gestación. Los tetraploides son siempre 92,XXXX o 92,XXYY, lo que sugiere que la tetraploidía es el resultado de un fallo en la finalización de una división temprana del cigoto.









Aneuploidía


La aneuploidía es el trastorno cromosómico humano más común y el de mayor importancia clínica, y tiene lugar en al menos el 5% de todas las gestaciones reconocidas. La mayoría de los pacientes aneuploides presenta una trisomía (tres copias de un cromosoma en lugar del par normal) o, con menos frecuencia, una monosomía (una sola copia en lugar del par normal). Tanto la trisomía como la monosomía pueden ocasionar consecuencias fenotípicas graves.


Puede producirse trisomía de cualquier parte del genoma, pero la trisomía de todo un cromosoma suele ser incompatible con la vida. La trisomía más frecuente en nacidos vivos es, con mucho, la trisomía 21 (cariotipo 47,XX o XY, +21), la constitución cromosómica existente en el 95% de los pacientes con síndrome de Down (fig. 5-6). Otras trisomías observadas en nacidos vivos son la trisomía 18 (v. fig. 5-5) y la trisomía 13. Es notable el hecho de que estos autosomas (13, 18 y 21) son los tres con un número menor de genes en su interior (v. fig. 2-8); presumiblemente, la trisomía de los autosomas portadores de un número mayor de genes es letal en la mayor parte de los casos La monosomía de todo un cromosoma es casi siempre letal, aunque una importante excepción es la monosomía del cromosoma X, que causa el síndrome de Turner. Estos trastornos se describen con mayor detalle en el capítulo 6.
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Figura 5-6 Cariotipo de un hombre con trisomía 21 en el que se muestran las tres copias del cromosoma 21. Cortesía del Center for Human Genetics Laboratory, University Hospital of Cleveland.





Aunque no se conocen bien las causas de la aneuploidía, sí sabemos que el mecanismo implicado con mayor frecuencia es la no disyunción. Se trata de un fallo en la separación de un par de cromosomas durante una de las dos divisiones meióticas, en general durante la meiosis I. Las consecuencias de la no disyunción durante la meiosis I o la meiosis II son diferentes (fig. 5-7). Si se produce un error durante la meiosis I, el gameto con 24 cromosomas contiene los miembros paterno y materno del par cromosómico. Si ocurre durante la meiosis II, el gameto con el cromosoma extra contiene ambas copias del cromosoma paterno o ambas del materno. (En sentido estricto, la consecuencia de un error en meiosis II se refiere sólo al centrómero paterno o materno, ya que en general se ha producido recombinación entre cromosomas homólogos en la meiosis I precedente que produce diferencias entre las cromátidas y, por tanto, entre los correspondientes cromosomas hijos; v. cap. 2.) La tendencia de un par cromosómico a la no disyunción se ha asociado con alteraciones de la frecuencia o del lugar de las recombinaciones en meiosis I. Un par cromosómico con pocas recombinaciones o con recombinaciones demasiado cercanas al centrómero o a un telómero puede ser más susceptible a la no disyunción que un par con un número y una distribución de los acontecimientos de recombinación más comunes.
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Figura 5-7 Las diferentes consecuencias de la no disyunción en la meiosis I (centro) y en la meiosis II (derecha), comparadas con la disyunción normal (izquierda). Si el error se produce en la meiosis I, los gametos contienen un representante de ambos cromosomas del par 21 o carecen por completo de un cromosoma 21. Si la no disyunción ocurre en la meiosis II, los gametos anormales contienen dos copias de uno de los cromosomas 21 parentales (y no tienen copia del otro) o no tienen cromosoma 21.





Además de la no disyunción clásica, en la que como resultado de errores en el emparejamiento, en la recombinación o en ambas se produce una inadecuada segregación de los cromosomas, existe otro mecanismo que implica una separación prematura de las cromátidas hermanas en meiosis I en lugar de meiosis II. Si esto ocurre, las cromátidas separadas pueden segregar por azar a un óvulo o a un corpúsculo polar, produciendo un gameto desequilibrado.


Se han observado formas más complicadas de aneuploidía múltiple. En ocasiones, un gameto es portador de un representante extra de más de un cromosoma. Se puede producir no disyunción en dos divisiones meióticas sucesivas o, por azar, en ambos gametos, masculino y femenino, de manera simultánea, lo que origina cigotos con un número de cromosomas extremadamente raro, excepto para los cromosomas sexuales (fig. 5-D, v. láminas en color). También se puede producir una no disyunción en una división mitótica tras la formación del cigoto. Si ocurre esto en una etapa temprana, puede dar lugar a un mosaicismo clínicamente significativo (v. apartado siguiente). En algunas líneas celulares de tumores malignos y en algunos cultivos celulares, la no disyunción mitótica puede ocasionar cariotipos extremadamente anormales.


La aplicación de la FISH multicolor a células en interfase ha supuesto un importante avance en el diagnóstico de aneuploidías, en especial en el diagnóstico prenatal (fig. 5-E, v. láminas en color). Este método permite un diagnóstico rápido sin necesidad de cultivar las células. Muchos laboratorios que hacen citogenética prenatal están utilizando este análisis prenatal con células en interfase para detectar las aneuploidías de los cromosomas 13, 18, 21, X e Y, que son los cinco cromosomas que aportan la inmensa mayoría de aneuploidías en nacidos vivos (v. caps. 6 y 15).












Anomalías de la estructura de los cromosomas


Las reordenaciones estructurales se producen como consecuencia de roturas cromosómicas seguidas de reconstitución en una combinación anómala. Se pueden producir muchos tipos de reordenaciones que, en conjunto, son menos frecuentes que las aneuploidías; en total, las anomalías estructurales afectan a uno de cada 375 nacidos vivos. El intercambio de material cromosómico se produce de forma espontánea con una frecuencia baja y también puede ser inducido por agentes externos (clastogénicos), como la radiación ionizante, algunas infecciones víricas y muchos productos químicos. De la misma manera que las anomalías numéricas, las reordenaciones estructurales pueden estar presentes en todas las células de una persona o en forma de mosaico.


Las reordenaciones estructurales se denominan equilibradas si se mantiene el complemento cromosómico normal, y desequilibradas si existe pérdida o ganancia de material. Algunas reordenaciones son estables, capaces de pasar por las divisiones mitóticas y meióticas sin alterarse, mientras que otras son inestables. Para ser estable, un cromosoma reordenado debe contener elementos estructurales normales, incluidos un centrómero funcional y dos telómeros. En la figura 5-8 se muestran algunos tipos de reordenaciones estructurales observadas en cromosomas humanos.
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Figura 5-8 Reordenamientos estructurales de los cromosomas descritos en el texto. A: Deleciones terminales e intersticiales que generan fragmentos acéntricos. B: Entrecruzamiento desigual entre segmentos de cromosomas homólogos o entre cromátidas hermanas (los corchetes indican los segmentos duplicados o delecionados). C: Cromosoma en anillo con dos fragmentos acéntricos. D: Generación de un isocromosoma del brazo largo de un cromosoma. E: Translocación robertsoniana entre dos cromosomas acrocéntricos. F: Inserción de un segmento de un cromosoma en un cromosoma no homólogo.









Reordenamientos desequilibrados


El fenotipo en los reordenamientos desequilibrados suele ser anormal debido a la existencia de deleciones, duplicaciones o (en algunos casos) ambas. La duplicación de parte de un cromosoma origina una trisomía parcial, mientras que una deleción produce una monosomía parcial. Cualquier cambio que distorsione el equilibrio normal de genes funcionales puede ocasionar un desarrollo anormal. La existencia de deleciones o duplicaciones que conllevan el desequilibrio de al menos unos pocos millones de pares de bases se puede detectar mediante las técnicas de bandeo cromosómico convencional, incluyendo el cariotipado de alta resolución. La detección de deleciones o duplicaciones más pequeñas requiere generalmente el uso de técnicas más sofisticadas, como el FISH (fig. 5-F; v. láminas en color) o el análisis con micromatrices (fig. 5-9).
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Figura 5-9 Análisis de las alteraciones cromosómicas mediante análisis CGH sobre matrices. A: Detección de una duplicación parcial del cromosoma 12p en un paciente con un cariotipo aparentemente normal en el estudio sistemático y con sintomatología de síndrome de Pallister-Killian. (No se muestran los cromosomas sexuales.) B: Detección de una deleción terminal del cromosoma 1p mediante CGH sobre matrices en un paciente con retraso mental. C: Detección de una deleción de novo de aproximadamente 5 Mb del cromosoma 7q22, mediante CGH sobre matrices, en un paciente con un fenotipo anómalo complejo; esta deleción no fue detectada originalmente en el estudio sistemático del cariotipo. Datos originales cortesía de Arthur Beaudet, Baylor College of Medicine; Hutton Kearney, Duke University Medical Center; Stephen Scherer, The Hospital for Sick Children, Toronto, y Charles Lee, Brigham and Women’s Hospital, Boston.





Un importante tipo de reordenamientos desequilibrados implica cambios submicroscópicos en los telómeros de muchos cromosomas en pacientes con retraso mental idiopático. Se han detectado pequeñas deleciones, duplicaciones y translocaciones en un cierto porcentaje de estos pacientes. En casos de retraso mental sin causa aparente puede estar indicado un análisis citogenético o genómico dirigido de las regiones teloméricas y subteloméricas mediante FISH, dadas las importantes implicaciones de un resultado positivo para el consejo genético.






Deleciones


Las deleciones suponen la pérdida de un segmento de un cromosoma, lo que origina un desequilibrio (v. fig. 5-8A). Un portador de una deleción (con un homólogo normal y el otro con la deleción) es monosómico para la información génica del segmento correspondiente del homólogo normal. Las consecuencias clínicas suelen reflejar haploinsuficiencia (literalmente, la incapacidad de la copia única del material genético para llevar a cabo las funciones que normalmente efectúan las dos copias) y, cuando son evaluadas, parecen depender del tamaño del segmento delecionado, así como del número y las funciones de los genes que contiene. Las deleciones autosómicas citogenéticamente visibles tienen una incidencia aproximada de 1/7.000 nacidos vivos. Las deleciones submicroscópicas más pequeñas detectadas mediante análisis con micromatrices son mucho más frecuentes, pero –tal como ya se ha señalado– aún no se ha determinado el significado clínico de muchas de estas variantes.


Una deleción puede producirse en el extremo de un cromosoma (deleción terminal) o a lo largo de uno de sus brazos (deleción intersticial). Las deleciones pueden originarse por una simple rotura cromosómica y pérdida del segmento acéntrico. En algunos casos, las deleciones son el resultado de un entrecruzamiento desigual entre cromosomas homólogos o cromátides hermanas mal alineados (v. fig. 5-8B). Según se describe más adelante, las deleciones también pueden producirse por segregación anormal de una translocación o una inversión equilibradas. En el estudio de pacientes dismórficos y en el contexto del diagnóstico prenatal se han detectado numerosas deleciones, y el conocimiento de los genes funcionales perdidos en los segmentos delecionados y su relación con las consecuencias fenotípicas se ha incrementado en gran medida a través del Proyecto Genoma Humano. En el capítulo 6 se presentan ejemplos específicos de estos síndromes.


Tanto las técnicas de bandeo de alta resolución como la FISH pueden detectar deleciones que son demasiado pequeñas para ser detectadas en extensiones metafásicas. Para ser detectada por bandeo de alta resolución, una deleción debe afectar al menos a varios millones de pares de bases, mientras que la FISH (figs. 5-F y 5-H; v. láminas en color) y las técnicas de micromatrices (v. figs. 5-9B y C) pueden detectar deleciones cariotípicamente indetectables o deleciones dudosas con consecuencias fenotípicas utilizando para ello sondas específicas de la región de interés.









Duplicaciones


Las duplicaciones, de la misma manera que las deleciones, pueden ser debidas a un entrecruzamiento desigual (v. fig. 5-8B) o a una segregación anormal en la meiosis en un portador de una translocación o una inversión. Sin embargo, generalmente las duplicaciones parecen menos peligrosas que las deleciones. Una duplicación en un gameto produce un desequilibrio cromosómico (una trisomía parcial) y, teniendo en cuenta que las roturas cromosómicas que generan puede alterar genes, las duplicaciones se acompañan a menudo de algunas anomalías fenotípicas.


Aunque se han descrito muchas duplicaciones, hasta el momento han sido pocas las que se han estudiado en profundidad. No obstante, ciertos fenotipos parecen asociarse con duplicaciones de determinadas regiones cromosómicas. Por ejemplo, la duplicación de todo o parte del cromosoma 12p (v. fig. 5-9A) da lugar al síndrome de Pallister-Killian, en el que los pacientes muestran características craneofaciales típicas, retraso mental y una amplia gama de otras malformaciones congénitas posiblemente relacionadas con la trisomía o tetrasomía de genes específicos localizados en la región duplicada.









Cromosomas marcadores y en anillo


En ocasiones pueden verse, en las preparaciones cromosómicas, unos cromosomas muy pequeños no identificados denominados «marcadores», que suelen presentarse en forma de mosaico. En general, constituyen un elemento extra en un complemento cromosómico por otra parte normal, por lo que se denominan cromosomas supernumerarios o cromosomas extra estructuralmente anómalos. A los citogenetistas les cuesta identificar estos marcadores, incluso con técnicas de alta resolución, porque suelen ser tan pequeños que el patrón de bandas es ambiguo o inaparente. Para lograr una identificación precisa con frecuencia se utiliza la FISH con varias sondas; los cromosomas marcadores diminutos consisten en poco más que heterocromatina centromérica que puede identificarse con varias sondas FISH satelitales o de «pintado» de cromosomas específicos.


Los cromosomas marcadores más grandes contienen algún material de uno o ambos brazos de un cromosoma que crea un desequilibrio para los genes que contienen. La frecuencia prenatal de cromosomas marcadores supernumerarios de novo se ha estimado en aproximadamente 1 en 2.500. Debido al problema de identificación, es difícil evaluar la importancia clínica de un marcador, y el hallazgo de uno en un cariotipo fetal puede originar un serio problema en la evaluación y el consejo genético. Dependiendo del origen del marcador, el riesgo de que ocasione una anomalía fetal puede variar entre muy poco y el 100%. Una proporción relativamente alta de estos marcadores deriva del cromosoma 15 y de los cromosomas sexuales. Determinados síndromes se asocian con marcadores de material repetitivo bisatélite derivado del cromosoma 15 y con marcadores derivados de la porción centromérica del cromosoma X (v. cap. 6).


Una curiosa subclase de cromosomas marcadores carece de secuencias de DNA centromérico identificables, incluidos los satélites alfa, a pesar de ser mitóticamente estables. Estos marcadores son pequeños fragmentos de brazos de cromosomas (a menudo de regiones situadas a cierta distancia del centrómero) que, de alguna manera, han adquirido actividad centromérica. Se dice que estos marcadores contienen neocentrómeros.


Muchos cromosomas marcadores carecen de secuencias teloméricas identificables, por lo que es probable que se trate de pequeños anillos. Los cromosomas en anillo se forman cuando un cromosoma sufre dos roturas y los extremos rotos se unen en una estructura anular (v. fig. 5-8C). Los cromosomas en anillo son bastante raros, pero se han descrito para cada cromosoma humano. Si el anillo contiene el centrómero, se espera que el cromosoma en anillo sea mitóticamente estable. Sin embargo, muchos anillos presentan dificultades en la mitosis, cuando las dos cromátidas hermanas del cromosoma en anillo se enredan en su intento de separarse (disyunción) en la anafase. Puede producirse rotura del anillo seguida de fusión, y entonces se genera un anillo más grande y otro más pequeño. Debido a esta inestabilidad mitótica, no es infrecuente encontrar cromosomas en anillo en sólo una proporción de células.









Isocromosomas


Un isocromosoma (v. fig. 5-8D) es un cromosoma en el que se ha perdido un brazo y el otro se ha duplicado de forma especular. Por tanto, una persona con 46 cromosomas portadora de un isocromosoma tiene una sola copia del material genético de un brazo (monosomía parcial) y tres copias del material genético del otro brazo (trisomía parcial). Una persona con dos homólogos normales y un isocromosoma es tetrasómica para el brazo cromosómico implicado en el isocromosoma. Aunque no se ha determinado de forma precisa cómo se forman los isocromosomas, se han descrito al menos dos mecanismos: a) un error de división del centrómero en la meiosis II, y –con mayor frecuencia– b) un intercambio en un brazo de un cromosoma y su homólogo (o su cromátide hermana) en la porción proximal del brazo adyacente al centrómero. (Estos últimos isocromosomas son cromosomas dicéntricos aunque, en general, los dos centrómeros no pueden distinguirse citogenéticamente porque están muy juntos.)


El isocromosoma más común es el del brazo largo del cromosoma X, i(Xq), en algunas mujeres con síndrome de Turner (v. cap. 6). También se han descrito isocromosomas para varios autosomas, como el del brazo corto del cromosoma 18, i(18p), y el del brazo corto del cromosoma 12, i(12p). Asimismo se pueden observar isocromosomas con cierta frecuencia en cariotipos de tumores sólidos y de tumores hematológicos malignos (v. cap. 16).









Cromosomas dicéntricos


Un cromosoma dicéntrico es un tipo infrecuente de cromosoma anómalo en el que dos segmentos cromosómicos (de cromosomas diferentes o de dos cromátidas de un solo cromosoma), cada uno con un centrómero, se fusionan extremo con extremo y se pierden sus fragmentos acéntricos. A pesar de tener dos centrómeros, los cromosomas dicéntricos pueden ser mitóticamente estables si uno de los dos centrómeros se inactiva o si los dos centrómeros coordinan sus movimientos hacia uno de los polos durante la anafase. Estos cromosomas se denominan seudodicéntricos. Los cromosomas seudodicéntricos más comunes son los relacionados con los cromosomas sexuales y con los cromosomas acrocéntricos (translocaciones robertsonianas, v. más adelante).












Reordenamientos equilibrados


En general, los reordenamientos cromosómicos no tienen efectos fenotípicos, si están equilibrados, porque está presente todo el material cromosómico, aunque organizado de forma diferente. Es importante diferenciar en este punto entre reordenamientos verdaderamente equilibrados y reordenamientos que, aunque parezcan equilibrados citogenéticamente, en realidad están desequilibrados a nivel molecular. Además, dada la elevada frecuencia de polimorfismos relacionados con el número de copias en todo el genoma (v. cap. 9), lo que en conjunto introduce diferencias de muchos millones de pares de bases entre los genomas de individuos genéticamente no relacionados, el concepto de lo que está y no está equilibrado es, en cierta medida, arbitrario y depende en todo momento de las investigaciones que se van realizando.


Incluso cuando están verdaderamente equilibrados, los reordenamientos estructurales pueden suponer un riesgo para la siguiente generación, debido a que los portadores pueden producir una elevada proporción de gametos desequilibrados y presentar un riesgo incrementado de tener descendencia anormal con cariotipos desequilibrados; según el tipo de reordenamiento, el riesgo puede variar entre el 1 y el 20%. También existe la posibilidad de que una de las roturas cromosómicas afecte a un gen y produzca una mutación. Ésta es una causa bien documentada de enfermedades ligadas al X en mujeres portadoras de translocaciones equilibradas X: autosoma (v. cap. 6), y estas translocaciones pueden ser una pista útil para localizar el gen responsable de una enfermedad génica.






Inversiones


Una inversión se produce cuando un cromosoma sufre dos roturas y vuelve a reconstituirse con el segmento entre las dos roturas invertido. Las inversiones son de dos tipos (fig. 5-10): paracéntricas (no incluyen el centrómero), en las que las dos roturas se producen en el mismo brazo, y pericéntricas (incluyen el centrómero), en las que existe una rotura en cada brazo. Dado que las inversiones paracéntricas no modifican la relación entre los brazos del cromosoma, sólo pueden identificarse, cuando se logra, por bandeo o FISH con sondas específicas de locus. Las inversiones pericéntricas son más fáciles de identificar citogenéticamente porque, además del patrón de bandas, pueden cambiar la longitud de los brazos del cromosoma.
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Figura 5-10 Entrecruzamiento entre los bucles de inversión en meiosis I en portadores de un cromosoma con el segmento B-C invertido (el orden es A-C-B-D en lugar de A-B-C-D). A: Inversión paracéntrica. Los gametos que se forman tras la segunda división meiótica suelen contener una copia normal (A-B-C-D) o equilibrada (A-C-B-D) del cromosoma, ya que los productos acéntricos y dicéntricos del entrecruzamiento son inviables. B: Inversión pericéntrica. Los gametos que se forman tras la segunda división meiótica son normales, equilibrados o desequilibrados. Los gametos desequilibrados contienen una copia del cromosoma con una duplicación o una deleción del material que flanquea el segmento invertido (A-B-C-A o D-B-C-D).





En general, una inversión no causa un fenotipo anormal en portadores debido a que se trata de un reordenamiento equilibrado. Su importancia médica está en relación con la descendencia; un portador de cualquier tipo de inversión tiene un riesgo de producir gametos anormales que pueden originar descendientes con desequilibrios debido a que, cuando existe una inversión, se forma una asa cromosómica en el momento en que los cromosomas se aparean en la meiosis I (v. fig. 5-10). Aunque de alguna forma se suele suprimir la recombinación en la asas cromosómicas, cuando se produce puede originar gametos desequilibrados. Dependiendo de la localización de las recombinaciones, se producen gametos con complementos cromosómicos equilibrados (normales o portadores de la inversión) y gametos con complementos desequilibrados. Cuando la inversión es paracéntrica, los cromosomas recombinantes desequilibrados son típicamente acéntricos o dicéntricos y pueden originar descendencia no viable (v. fig. 5-10A), aunque existen raras excepciones. Por tanto, el riesgo de que un portador de una inversión paracéntrica tenga un hijo vivo con un cariotipo anormal es muy bajo.


Por otra parte, una inversión pericéntrica puede originar gametos desequilibrados con duplicación y ausencia de segmentos de cromosoma (v. fig. 5-10B). Los segmentos duplicados o ausentes son los distales a la inversión. Globalmente, el riesgo empírico de que un portador de una inversión pericéntrica tenga un hijo con un cariotipo anormal es del 5 al 10%. No obstante, cada inversión pericéntrica tiene su propia cifra de riesgo. Así, las inversiones pericéntricas extensas tienen más probabilidades de tener descendencia recombinante viable que las pequeñas porque los segmentos desequilibrados en la progenie recombinante son más pequeños en el caso de las inversiones extensas. Hay tres inversiones que se han estudiado con detalle y que ilustran este punto.


Una inversión pericéntrica en el cromosoma 3, originada en una pareja de Newfoundland que se casó a principios de 1800, es una de las pocas de las que existen suficientes datos para efectuar una estimación de la segregación del cromosoma con la inversión en la descendencia de los portadores. La inv(3)(p25q21) se ha comunicado desde varios centros de Norteamérica en familias cuyos antecesores han podido ser trazados hasta las provincias marítimas de Canadá. Los portadores del cromosoma inv(3) son normales, pero algunos de sus hijos tienen un fenotipo anómalo característico (fig. 5-11) asociado con un cromosoma 3 recombinante, en el que se encuentran una duplicación del segmento distal a 3q21 y una deleción del segmento distal a 3p25. Se sabe que nueve individuos portadores de la inversión tuvieron 53 gestaciones. El elevado riesgo empírico (22/53, es decir, >40%) indica la importancia de los estudios cromosómicos en familias para identificar portadores y ofrecer consejo genético y diagnóstico prenatal.
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Figura 5-11 Niño con un cariotipo anormal, hijo de un portador de una inversión pericéntrica. La descripción en el texto. Tomada de Allderdice PW, Browne N, Murphy DP: Chromosome 3 duplication q21-qter, deletion p25-pter syndrome in children of carriers of a pericentric inversión inv [3] [p25q21]. Am J Hum Genet 27:699-718, 1975.





Otra inversión pericéntrica asociada con un grave síndrome de duplicación/deleción en descendientes recombinantes es la inv(8)(p23.1q22.1), originaria de hispanos del sudoeste de Estados Unidos. Estudios empíricos han demostrado que los portadores de esta inv(8) tienen una probabilidad del 6% de tener un hijo con el síndrome del cromosoma 8 recombinante, un trastorno letal con graves anomalías cardíacas y retraso mental. El cromosoma recombinante tiene unas duplicaciones de la región distal a 8q22.1 y una deleción de la secuencia distal a 8p23.1.


La inversión observada con mayor frecuencia en cromosomas humanos es una pequeña inversión pericéntrica del cromosoma 9, que está presente en el 1% de todos los individuos evaluados en laboratorios de citogenética. La inv(9)(p11q12) no tiene efectos deletéreos en portadores y no parece estar asociada con un riesgo significativo de aborto espontáneo o descendencia desequilibrada, por lo que suele ser considerada como una variante normal.


Aparte de las inversiones citogenéticamente visibles, en los estudios genómicos se está detectando un número cada vez mayor de inversiones pequeñas. Muchas de estas inversiones parecen ser benignas desde el punto de vista clínico, sin efectos negativos sobre la reproducción.









Translocaciones


Las translocaciones consisten en un intercambio de segmentos entre dos cromosomas, generalmente no homólogos. Existen dos tipos principales, las recíprocas y las robertsonianas.






Translocaciones recíprocas


Este tipo de reordenamiento se produce como consecuencia de rotura de cromosomas no homólogos con intercambio recíproco de los segmentos desprendidos. En general, sólo hay dos cromosomas implicados, y como el intercambio es recíproco, el número de cromosomas no cambia (fig. 5-12A). (Las translocaciones complejas entre tres o más cromosomas son raras.) Las translocaciones recíprocas son relativamente frecuentes y se encuentran en uno de cada 600 recién nacidos. En general, estas translocaciones son inocuas, aunque son más comunes en individuos con retraso mental y atendidos en centros para enfermos crónicos que en la población general. Al igual que ocurre con otros reordenamientos estructurales equilibrados, se asocian a un elevado riesgo de gametos desequilibrados y progenie anormal. Suelen detectarse en el diagnóstico prenatal o cuando se realiza un cariotipo de los progenitores de un niño anormal con una translocación desequilibrada. Las translocaciones equilibradas son más frecuentes en las parejas que han tenido dos o más abortos espontáneos y en varones infértiles que en la población general.
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Figura 5-12 A: Diagrama de una translocación equilibrada entre el cromosoma 3 y el cromosoma 11, t(3;11)(q12;p15.5). B: Formación de un cuatrivalente en meiosis y segregación 2:2 en un portador de la translocación t(3;11) que produce gametos equilibrados o desequilibrados. La descripción en el texto.





Cuando los cromosomas de un portador de una translocación recíproca equilibrada se aparean en meiosis, se forma un cuatrivalente (una figura en forma de cruz), tal como se muestra en la figura 5-12B. En anafase, los cromosomas en general segregan de una de estas tres maneras: segregación alternante, adyacente-1 y adyacente-2. La segregación alternante es la segregación meiótica usual, y produce gametos con el complemento cromosómico normal o con los dos cromosomas recíprocos: ambos tipos de gametos son equilibrados. En la segregación adyacente-1, los centrómeros homólogos van a diferentes células hijas (tal como ocurre normalmente en la meiosis I), mientras que en la adyacente-2 (que es rara) los centrómeros homólogos van a la misma célula hija. Las dos segregaciones adyacentes producen gametos desequilibrados (v. fig. 5-12B).


Además de los ejemplos mencionados de segregación 2:2 (es decir, dos cromosomas a cada polo), los cromosomas de translocaciones equilibradas pueden segregar en 3:1, lo que produce gametos con 22 y gametos con 24 cromosomas. Aunque la monosomía en un feto se observa, en raras ocasiones, sí puede detectarse trisomía. Este tipo de segregación 3:1 se observa, dependiendo de los cromosomas y de la longitud de los segmentos implicados, en el 5-20% de los espermatozoides de portadores de translocaciones equilibradas.









Translocaciones robertsonianas


Este tipo de translocación implica dos cromosomas acrocéntricos que se fusionan cerca de sus regiones centroméricas y pierden los brazos cortos (v. fig. 5-8E). El cariotipo equilibrado resultante tiene 45 cromosomas con el cromosoma translocado que, de hecho, está compuesto por los brazos largos de dos cromosomas. Como los brazos cortos de los cinco pares de cromosomas acrocéntricos tienen múltiples copias de genes de RNA ribosómico, la pérdida de dos de estos brazos cortos no es perjudicial. Las translocaciones robertsonianas pueden ser monocéntricas o seudodicéntricas, dependiendo de la localización del punto de rotura en cada cromosoma acrocéntrico.


Aunque se han detectado translocaciones robertsonianas de todas las combinaciones de cromosomas acrocéntricos, hay dos que son relativamente frecuentes: 13q14q y 14q21q. La 13q14q se encuentra en alrededor de una de cada 1.300 personas, y por tanto es, con mucha diferencia, el reordenamiento cromosómico más común en nuestra especie. Se han descrito casos infrecuentes de homocigotos para la translocación robertsoniana 13q14q; estos individuos con fenotipo normal sólo presentan 44 cromosomas y carecen de los cromosomas 13 o 14 normales, que han sido sustituidos por dos copias de la translocación.


A pesar de que un portador de una translocación robertsoniana sea fenotípicamente normal, existe el riesgo de que produzca gametos desequilibrados y, por tanto, de que tenga descendencia anormal. El riesgo de que la descendencia esté afectada varía en función de la translocación robertsoniana concreta y del sexo del progenitor portador; en general, las mujeres portadoras muestran un riesgo mayor de transmitir la translocación a su descendencia. La situación clínica más significativa en este tipo de translocaciones se da en los portadores de una translocación robertsoniana que implique al cromosoma 21, ya que tienen riesgo de tener un hijo con síndrome de Down por translocación (se expone con mayor detalle en el cap. 6).









Inserciones


Una inserción es un tipo de translocación no recíproca que ocurre cuando un segmento desprendido de un cromosoma se inserta en otro cromosoma en su orientación usual o invertido (v. fig. 5-8F). Las inversiones son relativamente raras porque requieren tres roturas cromosómicas. La segregación anormal en un portador de una inserción puede producir descendencia con duplicación o deleción del segmento insertado, así como descendencia normal y portadores equilibrados. El riesgo promedio de tener un hijo anormal es bastante elevado, hasta del 50%, y está indicado el diagnóstico prenatal.


















Mosaicismo


Cuando una persona tiene una anomalía cromosómica, ésta suele estar presente en todas sus células. Sin embargo, a veces se hallan en un mismo individuo dos o más complementos cromosómicos diferentes, y esta situación se denomina mosaicismo. El mosaicismo puede ser numérico (el tipo más común) o estructural. El mosaicismo se detecta característicamente mediante cariotipado convencional, pero también se puede sospechar según los resultados del análisis FISH en interfase y según los datos ofrecidos por la CGH sobre matrices.


Una causa frecuente de mosaicismo es la no disyunción en una división mitótica poscigótica temprana. Por ejemplo, un cigoto con un cromosoma 21 adicional puede perder este cromosoma extra en una división mitótica y continuar desarrollándose como un mosaico 46/47, +21. Con frecuencia es difícil evaluar la importancia del hallazgo de un mosaicismo, en especial si se identifica prenatalmente. Los efectos del mosaicismo sobre el desarrollo prenatal varían dependiendo del momento de la no disyunción, de la naturaleza de la anomalía cromosómica, de las proporciones de los diferentes complementos cromosómicos y de los tejidos afectados. Un problema adicional es que las proporciones de los diferentes complementos cromosómicos que se analizan (p. ej., amniocitos o linfocitos en cultivo) pueden no reflejar las proporciones presentes en otros tejidos o en el embrión durante sus etapas tempranas de desarrollo. En los estudios de laboratorio, los citogenetistas intentan diferenciar entre el mosaicismo verdadero, presente en el individuo, y el seudomosaicismo, que probablemente surge en cultivos celulares después de que las células han sido obtenidas del individuo. Distinguir entre ambos no es siempre fácil ni seguro. El mosaicismo se observa con relativa frecuencia en estudios citogenéticos de cultivos de biopsia coriónica y puede originar dificultades de interpretación en el diagnóstico prenatal (v. cap. 15).


Los estudios clínicos de los efectos fenotípicos del mosaicismo tienen dos inconvenientes. En primer lugar, es poco frecuente que la gente se haga un cariotipo sin ninguna indicación clínica, es decir, las personas clínicamente normales con mosaicismo no suelen ser detectadas; en segundo lugar, existen pocos estudios de seguimiento de mosaicismos diagnosticados de manera prenatal en fetos. No obstante, se suele aceptar la idea de que los individuos con un mosaico para una trisomía, como el mosaico de síndrome de Down o el de síndrome de Turner, están menos afectados que los individuos sin un mosaico.









Incidencia de las anomalías cromosómicas


En varios estudios poblacionales se ha determinado la incidencia de diferentes tipos de alteraciones cromosómicas (tablas 5-3 y 5-4). Los trastornos numéricos más frecuentes son tres trisomías autosómicas (las trisomías de los cromosomas 21, 18 y 13) y cuatro tipos de aneuploidías de los cromosomas sexuales: el síndrome de Turner (generalmente 45,X), el síndrome de Klinefelter (47,XXY), 47,XYY y 47,XXX (v. cap. 6). La triploidía y la tetraploidía se observan en un reducido porcentaje de casos, sobre todo en abortos espontáneos. La clasificación y la incidencia de los defectos cromosómicos medida en estos estudios poblacionales se puede utilizar para resumir la evolución de 10.000 embriones, tal como se muestra en la tabla 5-5.




Tabla 5-3
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agacgaatgattgcatcagtgtagaagtctcaggatcgttttagtttcttttatttgctgttcataacaattgttttc
tttgtttaattcttgctttctttttttttcttctccgeaatttttactattatacttaatgccttaacattgtgtat
aacacaaggaaatatctctgagatacattaagtaact taaaaaaaaactttacacagtctgectagtacattactatt
tggaatatatgtgtgcttatttgcatattcataatgtecctactttattttcttttatttttaattgatacataatea
ttatacatatttatgggttaaagtgtaatgttttaatatgtgtacacatattgaccaaatcagggtaattttgcatt
tgtaattttacaaaatgctttcttcttttaatatacttttttgtttatcttatttctaatactttccctaatetettt
ctttcagggcaataatgatacaatgtatcatgectetttgcaccattctaaagaataacagtgataatttctaggtta
aggcaatagcaatatttctgeatataaatatttctgcatataaattgtaactgatgtaagaggttteatattgctaa
tagcagctacaatccagetaccattetgcttttattttatggttgggataaggctggattattctgagtccaagetag

LeuLeuGlyAsnValLeuvalCysValLeuAla
geccttttgctaatcatgttcatacctettatcttcctcccacagCTCCTGEGCAACGTGCTGGTCTGTGTGCTGGCC

HisHisPheGlylysGluPheThrProProValGlnAlaAlaTryGlnlysValValAlaGlyValAlaAsnAlaLeu
CATCACTTTGGCAAAGAATTCACCCCACCAGTGCAGGCTGCCTATCAGAAAGTGGTGGCTGGTGTGGCTAATGCCCTG

AlaHisLysTyrHisTer
GCCCACAAGTATCACT AAGCTCGCTTTCTTGCTGTCCAATTTCTATTARAGGTTCCTTTGTTCCCTAAGTCCAACTAC

TAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATARAAAACATTTATTTTCATTGCaatgat:
gtatttaaattatttctgaatattttactaaaaagggaatgtgggaggtcagtgcatttaaaacataaagaaatgaty
agctgttcaaaccttgggaaaatacactatatcttaaactccatgaaagaaggtgaggctgcaaccagetaatgcaca
ttogcaacageccctaatacctatgccttattcatecctcagaaaaggattcttatagadacttaa.... 3
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