w UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
: DE MEXICO U,

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES - E.n
CUAUTITLAN

“MIDNA EN LA EVOLUCION;
HAPLOGRUPOS NATIVO - AMERICANOS”

T E S [ S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA
P R E S E N T A

IXCHEL  MORENO  TORRES

ASESOR DE TESIS:
DR. JOSE FRANCISCO MONTIEL SOSA

CUAUTITLAN 1ZCALLI, ESTADO DE MEXICO 20087

wm, 340535



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

ixr;i )p UNIDAD DE LA ADMINISTRACION ESCOLAR

i N, Sy DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES

5y 4]

““‘ A ' . ASUNTO: VOTOS APROBATORIOS

DR. JUAN ANTONIO MONTARAZ CRESPO
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN i
PRESENTE

sanale

ATN: Q. Ma. del Carmen Garcia Mijare.
Jefe del Departamento de Examenes
Profesionales de la FES Cuautitlan

Con base en el art. 28 del Reglamento General de Exdmenes, nos permltlmos ‘comunicar a

usted que revisamos la TESIS:
" mtDNA en la evolucidn; haplogrupos nativo—americanos"

que presenta la pasante: Ixchel Moreno Torres
con numero de cuenta: _ 9754342-8 para obtener el titulo de :
Quimica Farmacéutica Bidloga

Considerando que dicho trabajo rene los requisitos necesarios para ser discutido en el
EXAMEN PROFESIONAL correspondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"

Cuautitian lzcalli, Méx. a _16 _de Marzo de 2004 )
PRESIDENTE Dr. José Francisco Montiel Sosa M{
VOCAL QFB. Idalia Avila Miyazawa VM MZ"

SECRETARIO QFB. Ma. Esther Revueltg Miranda \%)\é

e

PRIMER SUPLENTE Dra. Sandra Diaz Barriga Arceo

SEGUNDO SUPLENTE _QFB. Ana Laura Vézquez Martinez @pﬂéum%}é@ U3,




AGRADECIMIENTOS

A Dios...

A mi padre por el apoyo y la paciencia.

A mi madre por el amor.

A mi bro por su “guia espiritual” y la ioha por la ensenanza.

A mamaeva y la abol por su confianza.

A Paos y Joss por su empatia, por ser parte y testigos de mi vida.

A la tia y poncho por su soporte, a Angeles y Esme por estar y escuchar.
A Raquel y Carmen por convertirse en mi “familia temporal”.

Al prof. Montiel por su apoyo, amistad y gran paciencia!

A todos los que en gran o pequefia manera contribuyeron de forma
personal o academica a moldearme hasta llegar al hoy.

A los que ya no estan... FF+F++F



En el hecho se encuentra un todo;

y en gran parte de ese todo estas tu.
Ayudando a escribir palabras y pensamientos
Ayudandome a escribirme y pensarme.

En la sombra de la representacion
se encuentran realidades indescriptibles e inimaginables,
acciones fundamentales, decisiones trascendentales.
Donde la voluntad marca la transicion
entre e| existir y el ser y el somos.

Y es ahi y en donde continla, donde quiero estar...
Gracias por tanto
Te amo
Ivan



CONTENIDO



I. Antecedentes

........................................................................................ 5
I Justificacion ..o 8
TII. ObBJetivos. ..ot 10
IV, La MItocondria oo 12
4.1 Caracteristicas morfoldgicas ... 13

4.1.1 Antecedentes ..o 13

4.1.2 EStruCtura ..occooiiiiii e 14

4.2 Teorias evolutivas ... 18

4.3 Cadena Respiratoria ..o 20

4.3.1 Ciclode Krebs ... 22

432 Complejo I 27

4.3.3 Complejo T1 e 28

4.3.4 Poza de ublquinona ... 28

4.3.5 Complejo ITT ... 29

4.3.6 Citocromo C soluble ... 29

4.3.7 Complejo IV e 30

4.4 Fosforilacién Oxidativa (sistema OXPHOS) ..ooooveeoiiiei 31

4.4.1 Complejo V e 31

4.5 Estrés oxidativo oo .35

4.6 Apoptosis



V. DNA mitocondrial ... 43
5.1 0rganizaciOn ..o 44
5.2 Replicacidn ... 46
5.3 TranscripCliOn ..o e 48
5.4 TraducCClOn ... 53
5.5 Tipo de herencia y Transmisién de heteroplasmia ... 56
5.6 Efecto Umbral ... 58
VI. Patologia mitocondrial ... ... 59
6.1 AlLETaCIONES  ooooiiiiieiiiii e e 60
6.1.1 Alteraciones en nDNA ... 62
6.1.2 Alteraciones en nDNA y/o mtDNA ... 62
6.2 Mutaciones puntuales ... 64
6.3 DeleCiOnes ..o 66
6.4 DepleCiOones e 68
6.5 Enfermedades mitocondriales ... 69
VII. DNA mitocondrial y Evolucion humana - .................ccccoiiieiiene 72
7.1 Teorias acerca del origen del Homo sapiens — ............c..c..... 73
7.1.1 Hipdtesis Savana ... 80
7.1.2 Hipétesis Woodland-Mosaic  .........cooeiiiiiiiiin 81
7.1.3 Hipotesis Variable .. 81
7.2 MtDNA en la evoluciOn ... 85
T3 MIGracClONesS oo e 91
7.4 Haplogrupos mitocondriales ... 96

7.4.1 Fundamentos Generales en técnicas de Biologia Molecular

~a



TAL2PCR e 101
7.4.1.3 SecuenciaciOn ... 104
7.4.1.3.1 Sec. Enzimatica ..o 104

7.4.1.3.2 Sec. automatica por fluorocromos................ 105

7.4.1.3.3 Sec. Ciclica ... 106

7.5 Distribucién mundial ... 109
T5. L AMTICA o 109
T5.2AS1A oo 113

T.5.3 Buropa o 116

7.5.4 OCCANTIA oot e 120
VIII. Haplogrupos nativo-ameriCanos ............c...cecooioviiiiiiiie e 121
8.1 ADMETICA oo 122
8.1.1 Tribus de América del Norte ........cccooeviierieieiiiiienn 123
8.1.2 Poblacién amerindia latinoamericana .................... 125

8.1.3 Frecuencia de haplogrupos nativo-americanos en América

8.2 MEKICO oottt 137
8.2.1 Comunidad indigena en México ...........c.cccocvviievinen.. 139
8.2.2 Principales lenguas indigenas y su distribucién ........ 142

8.2.3 Frecuencia de haplogrupos nativo-americanos en México

IX. Conclusiones 154

X. Bibliografia



. ANTECEDENTES



En la actualidad se realizan diversos estudios relacionados con el DNA
mitocondrial (mtDNA). En general, se definen dos lineas de investigacién:
1. Asociado a patologias

2. Asociado a estudios sobre evoluciéon humana

Gracias a las diversas investigaciones hechas en los Gltimos afios alrededor
del mundo se ha podido estudiar la posible relacion que existe entre el fondo
genético mitocondrial y ciertos fenotipos de interés caracteristico de un
individuo y de una poblacién entera. Ya que se ha secuenciado en su totalidad
el genoma mitocondrial y se han asignado loci especificos para cada gen
funcional, ahora es mas facil localizar mutaciones y sus posibles consecuencias.
Se han observado alteraciones del mtDNA tales como grandes deleciones (de
cientos pares de bases) causando fenotipos como la Oftalmoplejia externa
progresiva aguda (CPEQ) y el sindrome de Kearns-Sayre (Zeviani 1988);
(Moraes 1989). En la ultima década se han caracterizado cerca se 100
mutaciones puntuales diferentes en el mtDNA, que afectan genes que codifican
tanto proteinas como RNA’s. Muchas otras mutaciones puntuales que
involucran genes de tRNA han sido descritas y asociadas con varios fenotipos
clinicos, incluyendo MERFF (Shoffner 1990) (Enriquez 1995), sordera (Guan
1998). La deplecién del mtDNA se ha asociado en nifios recién nacidos con
disfuncién renal, fallo hepatico y acidosis lactica lo que puede causar la muerte

en el primer afio de vida (Chinnery 2000).

En cuanto a la evolucién humana se han descrito haplogrupos bien
definidos por regién geografica, ya que el mtDNA tiene una herencia particular
de origen materno, su falta de recombinacién biparenteral hace que sus
mutaciones se conserven de generacién en generacién (Elson 2001) Los
estudios mas recientes acerca de haplogrupos nativo-americanos en México
revelan que son mas frecuentes los haplogrupos A y B y con menos frecuencia
el haplogrupo C y el D el menos frecuente.

Esto puede explicarse por las migraciones humanas que poblaron América

que cruzaron el estrecho de Bering desde Asia (donde éstos haplogrupos




aparecen con una frecuencia bastante considerable) (Torroni 1994). Se ha
observado que la frecuencia de estos haplogrupos se invierte al descender
geograficamente del continente Americano; asi encontramos en lugares como
Argentina que el haplogrupo més frecuente es el D y el menos el A, esto se
explica gracias a la teoria de que fueron 3 ondas migratorias y no una; la 1°
hace 34 000 afios, 2° hace 15000 afios y la 3° hace 9 500 afios (Wallace 1999)
aunque esta teoria es refutada con otras en las que se propone solo una onda

migratoria.

Abarcando estas dos lineas de investigacién ahora se estudia la relacién
entre los haplogrupos mitocondriales y patologias asociadas, en donde se trata
de explicar el por qué de la alta incidencia de algunas enfermedades en cierta

poblacion determinada.




Il JUSTIFICACION



Como se puede observar las lineas de investigacién actuales en el
mtDNA son: a) el estudio de la posible asociacién de alteraciones en el mtDNA
asignadas a clertos haplogrupos y fenotipos patoldgicos que presente un
paciente, con el propdsito de entender mejor la etiologia de la enfermedad,
prevencion y cura; b) las patologias relacionadas con alteraciones en el mtDNA
asignadas al haplogrupo perteneciente del enfermo, esto es para entender
mejor la etiologia de las enfermedades su prevencidén y cura; y al que
comprende el anilisis de las frecuencias de haplogrupos mitocondriales en
mutaciones de mtDNA en poblaciones nativas de las diferentes regiones para

su posible asociacion con fenotipos de interés.

Asl, observamos que los haplogrupos mitocondriales no han sido
ampliamente estudiados en poblaciones mexicanas, es por esto que el presente
trabajo pretende realizar una revisién que presente la situacién actual del
estudio de los haplogrupos nativo-americanos en -México, destacando los
principales grupos de investigacién, poblaciones estudiadas, y resultados
obtenidos. Entre los cuales destaca la frecuencia especifica de cada regién con

fines de analisis y comparacidn.



I OBJETIVOS



Revisar la situaciéon que guarda el actual estudio en el mtDNA con respecto a

los haplogrupos nativo-americanos a nivel mundial

Revisar los estudios realizados en México de los haplogrupos nativo-

americanos mitocondriales

Mostrar en relacién a la revisidn previa, los estudios de frecuencias de
haplogrupos nativo-americanos en México comparandolo con los observados en

el resto del continente americano.




V. MITOCONDRIA



4.1 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

4.1.1 Antecedentes

El término mitocondria proviene del griego mifos, filamento y chondros,
grano. Este nombre se acuiié como descripcién fiel a la morfologia de dicho
organelo que fue descubierto y descrito por primera ocasién en 1888 por
Kollinker como grdnulos con caridcter membranoso con un arreglo
caracteristico en el tejido muscular estriado de insecto. Desde la primera
observacion y gracias al avance de la tecnologia y técnicas de tincién se pudo
identificar de forma cada vez mas clara la morfologia de dicho organelo. El
avance en el aspecto bioquimico se origin6 desde 1936 donde Otto Warburg y
Walter Christian descubrieron al DPN (difosfopiridin nucleétido) o NAD
(nicotin adenin dinucleétido) como constituyente esencial de las reacciones de
transferencia de hidrégenos en la fermentacion, y asise empezaron a dilucidar
las reacciones en el proceso de fosforilacion y oxidacién. Afios més tarde se
empezaron a establecer las reacciones de oxido-reduccién realizadas por la
célula. Keilin, con un espectroscopio manual efectud observaciones
trascendentales que permitieron asignar a los citocromos como componentes
indispensables de la respiraciéon concluyendo que el citocromo actda como
catalizador respiratorio el cual, es funcional en estado oxidado y en forma

parcialmente reducida.

Los procesos de identificacion morfolégica y funcional de la mitocondria
ocurrieron de la mano ddndose uno después de otro en forma coordinada pero
no fue hasta Belitzer y Tzibacova que hicieron las primeras medidas
cuantitativas y establecieron la relacién del fosfato inorganico y el oxigeno
consumido (P/0) (Belitzer, Tsivakova 1939) en que mas del 90 % de la energia
utilizable de la oxidacién de la glucosa viene del proceso de fosforilacién

oxidativa.



Gracias a diferentes investigaciones definieron como sustratos oxidables
a intermediarios del ciclo de Krebs y como aceptores de fosfatos al acido
adenilico, a la creatina y a la glucosa. Calcularon el cociente de moléculas de
fosforo utilizado las cuales mas tarde se redefinieron como moles de ATP
sintetizados sobre Atomos gramo de oxigeno. Indiscutiblemente éstos
descubrimientos reflejaban la capacidad acoplante de la mitocondria, asi como
la capacidad del sustrato para proveer la energia para la sintesis de ATP y que
contribuye a las subsecuentes reacciones de oxido-reduccién en posteriores
transportes de hidrégeno. En consecuencia se estableci6 la importancia de la

mitocondria en la funcién celular y la relacién entre su fisiologia y su

estructura.

4.1.2 Estructura

La ultraestructura de la mitocondria fue descrita por Palade y Sjostrand
en 1952-1953 identificando que la mitocondria consiste de dos sacos
membranales uno metido en otro. El contorno de la membrana externa es liso y
la membrana interna presenta invaginaciones que forman crestas . En 1962
Fernindez Moran publicé su trabajo sobre subparticulas mitocondriales.
Actualmente se estudia los complejos dentro de la membrana interna en los

que se realiza la fosforilacion oxidativa (Vazquez 2002).

La mitocondria es un organelo celular que se distribuye dentro del
citoplasma, su numero es variable siendo més abundantes en tejidos con
mayores requerimientos energéticos como misculo cardiaco, rifién, etc. en los
cuales se encuentran entre 800 y 2500 mitocondrias por célula.



Existen en casi todas las células eucariotas (excepto eritrocitos y algunos

protozoos). Su forma tiene relacion directa con el tejido en donde se encuentran

pudiendo adoptar forma de grano, bastén o filamento (Geneser, 2002).

Figura 1.1.0 a) micrografia clectrénica de corte longitudinal de mitocondria de una célula
pancrefitica de murciélago (biologialmang.metrokglobal.com); b) corte longitudinal de

mitocondria en hepatocito (gaia.ibmc.up.pt/group/ngbm)

Con la microscopia electronica, se observa que la mitocondria muestra
una estructura rodeada por 2 membranas fosfolipidicas denominadas;
membrana externa y membrana interna, ambas con un grosor aproximado de
90 A. Se pueden observar puntos de contacto entre ellas por lo que se dice que
es una sola membrana o “membrana unitaria”. La membrana externa es lisa
continua y presenta una permeabilidad poco selectiva debido a la presencia de
proteinas “porinas” las que forman poros permitiendo el paso de sustancias de
hasta 10 kD. También contiene proteinas translocadoras aunque su

selectividad es debida principalmente al tamaiio de particula.
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Entre la membrana externa y la membrana interna se encuentra el
espacio intermembranal. La membrana interna en cambio tiene apariencia
rugosa, es altamente selectiva e impermeable a la mayoria de las moléculas y
iones ya que su selectividad depende de la presencia de translocadores y
acarreadores especificos. La funcionalidad de la mitocondria recae casi
principalmente en las caracteristicas fisico-quimicas de las membranas. La
membrana interna es rica en cardiolipina y forma plieges denominados
crestas, teniendo una relacién directa la cantidad de crestas por mitocondria
con el requerimiento energético de ésta, pudiendo cambiar drasticamente de
forma, tamafo o nimero. Esta membrana marca el limite externo de la matriz
mitocondrial que presenta finas granulaciones a las que se asocian
acumulaciones de iones en particular de calcio (VAzquez 2002) (Geneser 2002).
Para identificar la estructura de la membrana interna se realizaron diversos
experimentos pero el mas representativo fue el de Ferndndez Mor4n que aisld
pequefias esferas a las que llamé particulas elementales (después llamadas
particulas Fi) con un didmetro de 10 nm unidas a la membrana interna a
través de un tallo al que se le denomina Fy . El complejo formado por Fo que
fija a F1 aparecen en intervalos regulares de 10 nm y se ha demostrado que es
el asiento de la sintesis de ATP. Ahora con las técnicas recientes se ha
caracterizado que esta fraccién corresponde al complejo nimero V de la

fosforilacion oxidativa en la que se forma ATP.

Dentro de la matriz mitocondrial se encuentran diversos complejos
proteicos como el piruvato deshidrogenasa y enzimas del ciclo de Krebs asi
como de las rutas metabélicas de la degradacién de 4cidos grasos (B-oxidacién)
y de la oxidacion de aminoécidos - en general todas las rutas metabdlicas de
oxidacién ocurren dentro de la mitocondria excepto la glicdlisis que ocurre en el
citosol. La membrana selectiva interna segrega los intermediarios y las
enzimas de las rutas metabdlicas del citosol de aquellos que ocurren en la

matriz mitocondrial.



Sin embargo los transportadores especificos acarrean piruvato, acidos
grasos y aminodcidos. De manera similar ADP y P son transportados
especificamente dentro de la membrana y el nuevo ATP sintetizado es

transportado hacia fuera.

Se han descrito 5 complejos proteicos formados por diversas subunidades
de diferente naturaleza (ya sea provenientes del DNA nuclear o del DNA
mitocondrial) en las cuales se realizan las diversas reacciones de oxido-
reduccién y fosforilacién de la respiracién celular (Babcock 1992)(ver sistema
0OXPHOS).

En el siguiente esquema se observa la estructura interna mitocondrial

Figura 1.1.1 Esquema de los compartimentos mitocondriales.
(bio-cl.iespana.es/biocl/mitoc.htm)
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4.2 TEORIAS EVOLUTIVAS

El origen intracelular de estos organelos se ha explicado por la hipotesis
endosimbionte (Margulis, 1981), en la que se propone que la mitocondria es

descendiente de una bacteria endosimbiética que se integré a una célula

hospedera con nicleo.

Fundamentado en la hipdtesis que establece que las células eucariontes
en un principio eran organismos anaerobios, y que gracias a un aumento en los
requerimientos energéticos de ella junto con un aumento substancial en la
concentraciéon de oxigeno atmosférico, es factible inferir que se facilité el
establecimiento de una relacion simbidtica estable con una bacteria aerobia
con la capacidad para realizar las reacciones oxido-reduccién acopladas a la
sintesis de energia quimica como la fosforilacién oxidativa. Esta caracteristica
de la bacteria fue desviada hacia los requerimientos energéticos de la célula; a

cambio la bacteria recibié los nutrientes necesarios para su propia
subsistencia. (Montiel, 2002)

Sin embargo, existe otra nueva teoria en la que se supone que la
mitocondria surge de un ancestro comin al mismo tiempo que el nicleo de la
célula eucariota (Gray 1999). En la llamada “hipétesis” del hidrégeno para el
primer eucariota” (Martin y Muller, 1998) se establece que en una atmésfera
rica en Hidrégeno y Biéxido de carbono una bacteria autétrofa que utilizaba
éstos dos elementos establecié una relacién de simbiosis con un organismo
heterétrofo (a-proteobacteria) que era capaz de metabolizar carbohidratos
complejos y sintetizar hidrégeno y biéxido de carbono que el huésped
necesitaba para vivir.



Esta simbiosis dio origen a otro organismo el cual ya presentaba un
citoesqueleto (Doolitle 1998), gracias al ambiente oxidante que predominaba en
esos momentos y las rutas metabélicas que cada uno poseia, se logrd la
adaptacién bioquimica con el revertimiento de la bomba Sodic / hidrogeno
dependiente de ATP, y con ello la producciéon de ATP para la célula huésped
(Jansen 2000) (Montiel 2002). Ahora la mitocondria adaptada totalmente a la
célula es capaz de producir elementos necesarios para su funcion. Es decir, que
es un organelo semi-auténomo que conserva su propio DNA y su capacidad de
expresion. (Anderson 1981).Actualmente se han identificado procesos
anaerobicos ligados a mitocondrias en muchos organismos eucariéticos como
los encontrados en varios helmintos, estos estudios se enfocan directamente en
el rol bioquimico de la fumarato reductasa, la sintesis de rodoquinona y las
enzimas envueltas en la produccién de acetatos (acetato® succinato CoA-
transferasa y succinil CoA-sintetasa) como proteinas ligadas a la actividad

anaerobia primitiva de la mitocondria (van Hellmond 2003).

Otros estudios revelan que los hidrosomas que se encuentran en
diversos eucariontes anaerobios fueron alguna vez mitocondrias, estos
hidrosomas contienen genoma lo que supone una probable transformacion,
contando en sus enzimas: piruvatos, ferrodoxin oxido-reductasas e
hidrogenasas. La transformacién filogenenética de estas enzimas no se ha
podido describir todavia (Embeley 2003). En cuanto al genoma se cree que
varios genes bacterianos ancestrales se han transferido de la mitocondria al
genoma nuclear, esto debido a la presencia de genes homoélogos en el genoma
mitocondrial de algunas especies y el genoma nuclear de otras especies.
Aunque muchas proteinas mitocondriales son codificadas en el nicleo éstas no
presentan ninguna homologia con las proteinas bacterianas por lo que se cree
que se originaron dentro de la célula eucariota después del proceso
endosimbidtico. (Andersson 2003)



El proceso central de esta integracion en cuanto a las actividades
propias de la mitocondria y las celulares se describen como la transferencia de
un gran numero de genes mitocondriales al nicleo; esta transferencia de
material genético ha alterado la estructura y la composiciéon del genoma
nuclear, este proceso es la mayor influencia en evolucién en el equilibrio
energético de la célula eucariota. Asi, dos tipos de secuencia derivada del
mtDNA se pueden identificar en el nicleo; la primera se refiere a DNA nuclear
que codifica productos de genes que alguna vez fueron mitocondriales
exclusivamente, la segunda se refiere al DNA nuclear que es copia del mtDNA
existente. La caracterizacién de los eventos que dieron lugar a tal acomodo no

se han podido identificar del todo (Nang 2002).

4.3 CADENA RESPIRATORIA

La mitocondria es un organelo esencial para la funcion celular ya que
esta involucrado en procesos anabélicos y catabolicos de sustratos energéticos
como lo son : lipidos, proteinas y carbohidratos. En este compartimiento se
realiza la respiracion interna celular para la produccién final de energia
reutilizable en forma de ATP. Aqui se procesan diferentes rutas metabélicas
importantes como lo son: el ciclo de 4cidos tricarboxilicos (o ciclo del acido
citrico o ciclo de Krebs)-dentro de la matriz mitocondrial, la cadena
regpiratoria y la fosforilacion oxidativa — dentro de la membrana interna, asi
como el intervenir indirectamente gracias a sus enzimas en muchas otras

rutas metabdlicas como el transporte de sustratos, anabolismo lipidico, etc.
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Las principales rutas catabélicas se interrelacionan y concertan
mecanismos regulatorios que les permiten funcionar conjuntamente y de una
manera econémica y auto-regulable para la produccion de ATP y sus
precursores biosintéticos. Las concentraciones de ATP y ADP no solo controlan
los rangos de transferencia de electrones y la fosforilacién oxidativa sino
también el ciclo de Krebs, oxidacién del piruvato y glicolisis. Asi podemos
observar que si el consumo de ATP se incrementa, el rango de la transferencia
de electrones y fosforilacion oxidativa se incrementa. De manera simultanea, el
rango de oxidacidén del piruvato via ciclo de Krebs aumenta y esto incrementa
el flujo de electrones dentro de la cadena respiratoria. Estos eventos pueden
transformarse en un incrememto en la glicélisis aumentando la formacién de
piruvato. Cuando la conversién de ADP en ATP baja la concentracién de ADP,
el aceptor regula la baja en la transferencia de electrones y de la fosforilacién
oxidativa, La glicolisis y el ciclo de Krebs pueden disminuir en actividad ya que
el ATP es un inhibidor alostérico de la enzima glicolitica fosfofructocinasa-1y
de la piruvato deshidrogenasa (Hansford 1980).

Debido a esta interrelacién, casi todas las rutas metabélicas principales
tienen como fin la fosforilacién oxidativa y por consiguiente su transporte y

proceso dentro de la membrana interna mitocondrial.




4.3.1 Ciclo de Krebs

Una vez formado el Acetil CoA por medio de las diferentes rutas
metabélicas (no solo glucélisis o lipélisis), los destinos de esta molécula
generada en el compartimiento mitocondrial incluyen: a) la oxidacién completa
del grupo acetilo en el ciclo de acidos tricarboxilicos para la generacion de
energia, b) en el higado, la conversién de un exceso de acetil CoA en los cuerpos
ceténicos y ¢) la transferencia de las unidades acetilo al citosol y posterior
biosintesis de moléculas complejas como esteroles y icidos grasos de cadena

larga. Como se muestra en el siguiente esquema:
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figura 1.3.0 Funciones del Acetil CoA. (Thomas 2000)

Pero su destino principal es la oxidaciéon completa en una serie de ocho
reacciones ciclicas en el denominado ciclo de los acidos tricarboxilicos, y se
localiza en la mitocondria. Aunque algunas isoenzimas de las enzimas del ciclo
se encuentran en el citosol, la localizacién primaria se encuentra en la matriz

mitocondrial



Los productos principales de este proceso son:

+ dos moléculas de CO:
¢ un enlace de alta energia en forma de GTP
* cuatro moléculas reductoras (3 NADH y 1 FADH»).

En el siguiente esquema se pueden observar las reacciones que

conforman el ciclo de Krebs:
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figura 1.3.1 Reacciones dentro del ciclo de Krebs. (Bohinsky 1991)



El ciclo incorpora grupos de dos carbonos en forma de AcetilCoA que se
oxidan completamente a COz y H20. Se forman 4 equivalentes de reduccién
(como ya se menciond). La oxidacién de cada NADH + H* da lugar a la
formacion de 3 moléculas de ATP en la secuencia de la fosforilacién oxidativa,
mientras que la oxidacién de FADH: formado en la reacciébn de succinato
deshidrogenasa produce dos moléculas de ATP. En la reaccién de la succinil
CoA sintetasa también se genera un enlace de alto contenido energético en
forma de GTP. De ahi que el rendimiento neto de ATP y GTP para la oxidacion

completa de un grupo acetilo en el ciclo de Krebs sea 12.

Durante la oxidacién completa de la glucosa a CO2 y H20 se produce
una formacién neta de: 2 moléculas de ATP por glucosa en la conversion de
glucosa a 2 moléculas de piruvato; 6 moléculas de ATP por glucosa como
resultado de la translocacién y la posterior oxidacion de dos moléculas de
NADH + H* formadas en la reaccion de la gliceraldehido 3- fosfato
deshidrogenasa de la ruta glucolitica; 30 moléculas de ATP por glucosa a
partir de la oxidacién de dos moléculas de piruvato en la reaccién de la
piruvato deshidrogenasa y de la posterior conversién de dos moléculas de acetil
CoA a COzy H20 en el ciclo de Krebs. De aqui que el rendimiento neto de ATP

durante la oxidacién completa de glucosa sea de 38 moléculas de ATP (Velot
1997).

A los procesos de cadena respiratoria y fosforilacién oxidativa se les
relaciona dentro de la mitocondria por dos aspectos fundamentales: 1. todo el
proceso se lleva a cabo dentro de la membrana interna mitocondrial y 2.
involucra al mtDNA ya que parte de sus subunidades en los diferentes

complejos son codificadas y traducidas dentro del mismo organelo.



Se puede decir que la cadena respiratoria es el proceso subsecuente al
ciclo de Krebs, en los que hay dos tipos de reacciones acopladas: transferencia
electronica y oxidacién. Todo este proceso se lleva a cabo para la formacién de
ATP dentro de la fosforilacién oxidativa y su posterior uso como sustrato
energético (asi su degradacién en ADP + P) para su formacién nuevamente, es
decir es una bomba energética. Dentro de la transferencia electrénica hay 4
componentes ligados al sistema mitocondrial que son; deshidrogenasas ligadas
a NAD*, deshidrogenasas ligadas a flavina, proteinas ferrosulfuradas y
citocromos. Todos estos componentes actiian de manera coordinada en el
transporte de electrones, debido a sus diferentes propiedades. La cadena
respiratoria se procesa gracias a la actividad de los éstos acarreadores
electrénicos, muchos de ellos son proteinas con grupos prostéticos capaces de

aceptar y donar entre uno y dos electrones.

Dentro de la transferencia electrénica existen tres tipos de proceso: 1) la
transferencia directa de electrones, como en la reduccién de Fe*S a Fe*% 2)
transferencia por un Atomo de hidrégeno (H* + e ); y 3) transferencia por ion
hidronio (:H). Ya que se trata de un sistema de transferencia, sabemos que en
términos fisicoquimicos, la tendencia relativa de cualquier par (redox) a
reducirse se expresa en términos de un potencial estandar de reduccidn
electroquimica simbolizado por € medido en volts (V) (Lehninger 2000). El
valor de cada potencial se mide contra el par estandar de hidrégeno (2H*, Ho) a
concentracion , temperatura y presion establecidas. Como las recciones dentro
de la cadena son acopladas mientras un par se reduce otro se oxida, asi de cada

sistema se calcula el potencial neto:

B2 =g e+ £
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Dichos potenciales se presentan en el siguiente esquema con las

reacciones acopladas de manera sencilla :
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Figura 1.3.2 Representsciéon de la cadena respiratoria asociada con la oxidacion de
sustrato por una deshidrogenasa dependiente de NAD y por una deshidrogenasa dependiente
de favlina. No se presentan aqui las proteinas ferrosulfuradas portadoras. (Bohisnky 1991)

Como se podra observar la organizacion termodindmica es evidente en
que los portadores estdn dispuestos de tal modo que cada transferencia puede
ocurrir de modo espontineo y exerogonico. Donde AG® es un valor negativo y la
Keq>1 (Klotz 1961).(Como ya se menciond anteriormente este no es el dnico
proceso de transferencia electrdnica; los demas procesos se trataridn mas
adelante). Los acarreadores electronicos de la cadena respiratoria estin
organizados dentro de la membrana interna mitocondrial en complejos multi

enzimaticos que pueden ser separados fisicamente,
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Se han descrito 5 complejos distribuidos de manera secuencial (Babcock
1992), y éstos son :

Figura 1.3.3 Distribucién espacial de los complejos de fosforilacién oxidativa.. Montiel Sosa.

Complejo 1. NADH ubiquinona oxidoreductasa

Complejo 2. Succinato ubiquinona oxidoreductasa

Complejo 3 o complejo bey. Ubiquinol citocromo c oxidoreductasa
Complejo 4. Citocromo ¢ oxidasa

Complejo 5. ATP sintetasa

4.3.2 Complejo |

Cataliza la transferencia de electrones desde el NADH hasta la
ubiquinona. Su estequiometria es de 4H+* / 2¢" . El complejo contiene 1 flavin
mononucleétido, dos centros binucleares de hierro-azufre denominados N1, y
N1s, cuatro centros fierro-azufre tetranucleados N2, N3, N4 y N6 y dos
especies de ubiquionas fuertemente unidas (Beinert 1982). Se piensa que el
flujo de electrones ocurre de la siguiente manera: el NADH reduce al grupo
FMN y éste a los centros N3 y N1, en la misma subunidad. Después se reducen
los centros N1, y N4 seguidos del centro N2 y finalmente la ubiquinona.
(Vinogradov 1993). Esta compuesto por 41 subunidades por lo que se ha

denominado “el complejo mas complejo” (Pilkinton 1993).
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4.3.3 Complejo Il

La succinato deshidrogenasa tiene una funcién dual: participa como
enzima en el ciclo de Krebs y como complejo IT de la cadena respiratoria por lo
que lo coloca como un regulador importante del metabolismo. (Hagerhall 1997)
Cataliza la oxidacién de succinato a fumarato y transfiere directamente
electrones a la poza de ubiquinona. Este es el tnico complejo que no es una
bomba de protones. La enzima esta presente en la membrana como un
complejo formado por varias subunidades. Contiene un dominio hidrofilico
catalitico por varias subunidades que contienen una molécula de FAD unido
covalentemente a un polipéptido a través de una histidina y tres centros
hierro-azufre y un dominio membranal compuesto de dos subunidades que
contiene un grupo hemo # y que confiere reactividad (Ohnishi 1987). El
succinato es oxidado a fumarato por el grupo FAD quien recibe dos electrones.
El resto de la cadena no esta completamente establecida pero se piensa que los
electrones pasan desde FADH: hasta los centros de hierro-azufre 1y 3 y éstos

a su vez reducen a la ubiquinona unida al complejo (Yu 1987)

4.3.4 Poza de ubiquinona

Es una molécula hidrofébica constituida por un anillo de quinona unida
a una cadena de 10 unidades isoprenoides. Sus caracteristicas hidrofébicas le
permiten difundir rdpidamente en el interior de la capa lipidica permitiéndole
transferir los electrones de las dos deshidrogenasas (complejos I y II) hasta el
complejo be; (Kroger 1973).
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4.3.5 Complejo Il

Cataliza la oxidacion del ubiquinol y la reducecién del citocromo ¢ soluble.
Esta asociada a translocacién de protones de la matriz mitocondrial al espacio
intemembranal. Esta compuesto por 11 diferentes polipéptidos. Es un complejo
dimérico constituido de tres partes : una hidrofébica (citocromo b), una
hidrofilica (citocromo ¢ y a la proteina hierro-azufre) y que corresponde a las
proteinas estructurales (Leonard 1981).

4.3.6 Citocromo c soluble

Se trata de un grupo hemo unido covalentemente a una apoproteina.
Esta proteina se encuentra abundantemente en el espacio intermembranal y
transfiere los electrones desde el complejo III hasta la citocromo ¢ oxidasa.

(Gonzalez 1988). Esquema complejo 111 y citocromos:
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Figura 1.3.2 Complejo 111 con citocromos y proteinas ferro-sulfuradas. Lenhinger 2000.
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4.3.7 Complejo IV

La enzima transfiere electrones desde el citocromo ¢ reducido hasta el
oxigeno y contribuye a la generacion de gradiente electroquimico de protones.
Los cuatro protones que se requieren para la reduccién de oxigeno molecular

en agua se toman de la matriz mitocondrial de acuerdo a la siguiente reaccion -

de’ + 4H* + 02 —» 2H20

El complejo esta constituido por 13 subunidades. Los centros de éxido-
reduccién involucrados en la transferencia de electrones son dos hemos de tipo
a denominados a y as, asi como dos centros de cobre denominados Cua y Cus.
La subunidad I contiene al hemo a y al centro binuclear hemo a5 — Cus. En
este centro binuclear compartido por hemo y cobre, el oxigeno es reducido
hasta agua. También en este centro binuclear se une el inhibidor clasico de
esta enzima- el cianuro. (Kadenbach 1983). Una caracteristica interesante de
la citocromo c oxidasa es que presenta especificidad de tejido. Se ha
encontrado que las subunidades de origen nuclear VIa, VIla y VIII son
codificadas por distintos genes dependiendo si son de corazén o misculo

esquelético (Grossman 1997).



35

Esquema del complejo IV:
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Figura 1.3.6 Reacciones que se llevan a cabo en el complejo IV y sus subunidades. Lenhinger
2002

4.4 FOSFORILACION OXIDATIVA

4.4.1 Complejo V

La ATP sintetasa es la enzima que aprovecha el gradiente
electroquimico generado por la cadena respiratoria para fosforilar el ADP y
transformarlo en ATP. Consta de 2 segmentos funcional y estructuralmente
diferentes. Un segmento soluble o F; que contiene las propiedades cataliticas
del complejo hidroliza ATP con una actividad de 100pmol/min/mg de proteina.
Esta compuesto de seis subunidades diferentes: a3, B3, y, 8, € y proteina

inhibidora; como se muestra en la figura 1.4°
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El segmento Fo esta compuesto de nueve o mas polipéptidos a, b ,c, d, e,
F6, A6L, fy g. Todos ellos forman parte en la formacién del canal de H* yenla
unién con el segmento F; (De Gomez-Puyou 1998).

El proceso consiste en el acoplamiento entre el producto de la oxido-
reduccion de la cadena de transporte de electrones que genera un gradiente de
H* y de carga positiva del lado que se producen ( liberacién al espacio
intermembranal) y en el sistema que los utiliza. Asi los H *+ producidos son
transportados a través del segmento Fo de la ATP sintasa y su energia
utilizada por el segmento F, para la sintesis de ATP, estableciendo un circuito
cerrado de H *. El complejo F1 Fo es un motor rotatorio. La rotacién del
complejo y € se hace en tres pasos de 120 ° cada revolucién que hidroliza un
ATP en cada paso.(Noji H 1997)

PERIP1ASMA

CITOPLASMA

AT

ADP & P

Figura 1.4.0 Esquema tedrico de la composicion del complejo 5. Se muestran los componentes:
3P, 3a, 5, 2b, e, v, 2" y 12c (VAzquez 2002).
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En conjunto, la ATP sintetasa actia como un complejo que convierte
energia eléctrica del canal de H* en energia mecédnica en ye que actia como
resorte de torcién de las hélices paralelas del dimero b unidas arriba porlady
al canal por a constituyen un resorte que mueve la bisagra de B y que hace la

transformacion a energia quimica formando ATP( Sambongi 1999).

Caracteristicas del motor de la ATP sintetasa

Generador de fuerza Ab2 a3p3

Energia de rotacién Por fijacién de nucleétidos y salida de
ATP. Flujo de H* a través de Fo

Producto 3 ATP por rotacién
Trayectoria De 9 a 12 subunidades c a 3a3p
Distancia rotor estator 1nm

Fuerza mdxima generada 50 Pn

Frecuencia max de rotacion 10Hz

Flujo max de H* 1 000 por seg

Trabajo W 20 kT por ATP a 25°*

En el canal de Ay 3.36 keal por mol

* nota. 1ksT = 0.6 keal por mol
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El siguiente cuadro sintetiza parte de la composicién enzimitica

mitocondrial de los diversos compartimentos.

Membrana externa FEspacio Membrana interna Matriz
Intermembranal
Monoamino oxidasa Adenilato ciclasa Succinato Piruvato
dehidrogenasa deshidrogenasa
Quinureina Nucledsido difosfato Fi- ATPasa Citrato cintaza
hidroxilasa quinasa
Fosfolipasa A p-hidroxibutirato Isocitrato
deshidrogenasa deshidrogenasa
Acil graso CoA Citocromo b, ¢, a, 4, a-cetoglutarato
sintetasas & deshidrogenasa
Citocromo ¢ Carnitina Acontinasa
reductasa
Colina Translocasa de Fumarasa
fosfotransferasa nucledtidos de
adenina
Translocasa de mono- Succinil CoA
, di- y tricarboxilatos sintetasa
Translocasa de Malato
glutamato-aspartato dehidrogenasa

Sistema de oxidacién
de Acidos grasos
Glutamato
deshidrogenasa
Glutamato-
oxaloacetato
transaminasa
Ornitina
transcarbamoilasa

(Thomas 2000)
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4.5 ESTRES OXIDATIVO

El stress oxidativo es un proceso ligado a la oxidacién y reduccidn de
sustancias en el metabolismo y se caracteriza por la liberacion de radicales
libres (ROS). La importancia del estudio del stress oxidativo es su relacién con
el envejecimiento y con las deficiencias en el metabolismo. Se han estudiado
las fuentes que produzcan dichas sustancias como la exposicién a sustancias
ionizantes tales como la luz UV que es factor para el envejecimiento de la piel.
Estas especies reactivas también pueden derivarse de las reacciones que

generan al anién superédxido (Shigenaga 1998). Como :
Fet3 + Oz > Fe*2 + Oz
O las reacciones que generan al radical hidroxilo
Fet2 + Ho0 — Fet3 + OH-
Sin duda las reacciones de mayor importancia en la produccion de
superdxidos son las reacciones enziméaticas que participan en el transporte de

electrones como la cadena respiratoria. Las principales fuentes de radicales

superoxidos son el complejo I y III como se muestra en el esquema siguiente:
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Figura 1.5.0 Fosforilacion oxidativa y salida de radicales libres ROS. (Esquema modificado de
Wallace DC 1997)

La contribucién de las mitocondrias es la mds importante dentro de las
células debido a que consumen el 85% del oxigeno utilizado, dejando el resto
para la B-oxidacién de los peroxisomas y varias oxidasas citosolicas (Lenaz
1998).

El dafio se da como un desbalance entre el estado oxidado y estado
reducido dentro de la célula, que se manifiesta en la generacién de dafio
oxidativo acumulado a lo largo de toda la vida. Estas se manifiestan en
alteraciones estructurales en proteinas de la cadena respiratoria asi como en
proteinas sinipticas del cerebro (Shimohama 1998), asi como en
transportadores de nucletidos de adenmina (Yan Lj 1998) que influye
directamente en la deficiencia en la sintesis de ATP. Ademas se ha encontrado
que con el envejecimiento dado al stess oxidativo se deterioran los receptores
muscarinicos y adrenérgicos impidiendo el buen transporte de neuro-sefiales
(Joseph 1996).
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Este tipo de alteracion no solo afecta a las rutas metabdlicas por su
estructura sino también a su regulacion génica. Tanto mtDNA como el nDNA

tienen la propensién de aceptar bases hidrolizadas u oxidadas.

Asi han sido identificados el 8-hidroxi-desoxi-guanosina, la 8-ox0-2-
desoxi-guanosina, 5-hidroxi-2-desoxicitidina, hidoxi-2-desoxi-uridina y la 5,6-
dihidroxi-2-desoxi-uridina. (Wagner 1992). Kstas sustancias han sido
encontradas en los genomas celulares pero el deficiente sistema de reparacién
en el mtDNA aumenta el dafio potencial y permiten que se acumulen
rapidamente. El efecto de la 8-0x0-dG quedé de manifiesto al demostrar que
promueve las transversiones de guanina a timina (G—T). También se propone
que las mutaciones puntuales e insercibon y deleciones asociadas al
envejecimiento, ocurren como consecuencia directa de la formacién de bases
oxidadas.(Cunningham 1997).En el siguiente esquema se pude observar la
relacion entre el dafio oxidativo y el deterioro al material genético tanto

nuclear como mitocondrial:

Dado oxidative al DNA y el
clreulo vicloso del dstarioro

Transporie da elecirones desag 4 Produccié
=n ia cadena respiratoria mitocondrial de ATP
Produccién de Disminucion en la
/' estrés ouidntivo\- produccidon de ATP
Componentes I \
mitocondrisios Dafio al DNAmt Dafo al DNAR
deficienies

Dsficiencia en la regulacion
y la expresion génica

Figura 1.5.1 Dafio oxidativo al DNA y el circulo viciosa del deterioro. (Zentella 2002)
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4.6 APOPTOSIS

Otra funcibn en la que la mitocondria tiene una participacién
fundamental es en el proceso apoptético (por lo cual se aborda de manera breve
en el presente trabajo). El término apoptosis se deriva de la palabra griega que
describe las caidas de las hojas en otofio 0 al marchitar de una flor y se utiliza
para referirse la tipo de muerte celular distinta de la necrosis. Se le llama

“muerte celular programada” y sus caracteristicas son:

1. Reduccién del volumen celular
2. Condensacién de la cromatina nuclear
3. Creacién de los cuerpos apoptoticos

4. Fagocitosis de los cuerpos apoptdticos por las células vecinas

Se ha descrito que la muerte celular es programada dentro de la misma
célula; es decir que sufre de un control génico dentro de la misma célula
participando activamente en su destruccion. Esta destruccién se lleva a cabo
por medio de diferentes sefiales que regulan la muerte de células débiles,
innecesarias o dafiadas del organismo. Cada dia aproximadamente el 5% de las
células de un organismo entran en apoptosis y su espacio es ocupado por
nuevas células. Este proceso puede durar de 15 a 120 minutos (Kerr 1972).

Existen muchos factores por los cuales la célula se puede ir a un proceso
apoptético. La sensibilidad de las células pueden variar dependiendo de
factores como la expresién de proteinas pro- y anti- apoptoticas (Bcl-2 Y Bax),
la severidad del estimulo y la etapa en el ciclo celular. En algunos casos el
estimulo apoptotico depende de sefiales extrinsecas como el enlace “de la
muerte” a los receptores membranales de la célula o la induccién apoptética

por linfocitos T citotéxicos.
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Esto actian cuando las células T reconocen una célula dafada o
infectada por virus e inicia el proceso apoptético a razén de prevenir células
vecinas de adquirir dafio. En otros casos el proceso apoptdtico comienza por
seiiales intrinsecas producidas por estrés celular; como la radiacién, exposicion
a quimicos, infecciones virales, estrés oxidativo. En todos estos casos el inicio

de la apoptosis envuelve el funcionamiento de la mitocondria.

La mitocondria juega un papel muy importante en la regulacién de la
muerte celular. Por ejemplo las proteinas anti-apoptdticas de la familia de
proteinas Bcl-2, como Bel-2 y Bel-XL estan localizadas en la membrana
mitocondrial y actian promoviendo la supervivencia celular. Muchas de las
proteinas pro-apoptoticas de la familia Bcl-2 tales como Bad y Bax median su
actividad por medio de la mitocondria interactuando con Bel'2 y Bel-XL o a

través de interacciones con la membrana mitocondrial (Apopto 2003).

La mitocondria tiene la habilidad de promover la apoptosis por la
liberacién de citocromo C, que con Apaf-1 y ATP forman un complejo con pro-
caspasa 9 . Tras la activacion de caspasa 9 se inicia la cascada de las caspasas.
Es cocnocido que factores promuevan la liberacién de citocromo C de la
mitocondria. Bax y otras proteinas Bcl-2 muestran similitud estructural con
las proteinas formadoras de poros. Por ende se sugiere que Bax puede formar
un poro transmembranal que reduce el potencial membranal y libera
citocromo C y AIF (apoptisos inducing factor). Es conocido que Bel-2 y Bel-XL
actian previniendo la formacién de poros. Aunque se sabe que Bax y Bad
promueven la formacién de un poro de gran didmetro con la subsecuente
pérdida de citocromo C. Las caspasas son una familia de proteinas que son una
de las principales proteinas efectoras de la apoptosis. Las caspasas son un
grupo de proteinas cisteinicas que exiaten dentro de la célula de forma inactiva
o zymogena. Estos zymogenos pueden ser rotos para activar la caspasa y asi

comenzar el proceso apoptotico.
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La induccién de la apoptosis via “receptores de la muerte” resulta en la
activacion de caspasa 8 6 caspasa 10. Estas caspas pueden activar otras en
forma de cascada. Eventualmente surge la activacion de las caspasas efectoras
como caspasa 3 y caspasa 6. Estas caspasas rompen la proteinas clave que
desencadenan los cambios morfolégicos observados en células en proceso
apoptético. (apopto 2003)

Esquema de las sefalizaciones apoptdticas a la mitocondria y la

liberacion de citocromo C

/a.— e .
upstate

L e R

Figura 1.6.0 Seialea pro-apoptoticas
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Ademas del reconocimiento de los “enlaces de la muerte” con sus
receptores existen muchos mecanismos con cuales la cascada de las caspasas
se puede activar, Granzima B puede encontrarse dentro de los linfocitos T y
activa directamente las caspasas 3, 7, 8 y 10. La mitocondria puede liberar
citocromo C y activar caspasas 9 y 3. Este efecto es mediado a través de la
formacién de un apoptosoma; un complejo multi-proteico de citocromo C, Apaf-

1, pro-caspasa 9 y ATP

PRIVERA ETAPA DE LA FORMACION DEL APOPTOSOMA

RECLUTAMIENTO DE LA
PRO-CASPASA 9

PRO-CASPASA 8

ACTIVACION

Figura 1.6.1 Formacién del apoptosoma (sghmg.ac. uk/depts/immunology/dash/apoptosis/)
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El citocromo C que es liberado de la mitocondria se enlaza con la
proteina citosélica Apaf-1. Esta interaccién resulta en un cambio
conformacional en Apaf-1 que, después de estabilizarse gracias al enlace con
ATP, permite la unidén con otras moléculas Apaf-1. Esto provoca la formacién
de una estructura en forma de rueda que contiene 7 moléculas de Apaf-1,
citocromo C y ATP. El apoptosoma permite el reclutamiento de 7 moléculas de
pro-caspasa 9 al complejo. El mecanismo exacto de la activacién de las

caspasas no se conoce.
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V.DNAMITOCONDRIAL
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5.1 ORGANIZACION

La mitocondria es un organelo que posee DNA (Anderson et al 1981). En
humanos el DNA mitocondrial (mtDNA) es una molécula circular cerrada de
doble hebra y se encuentra de 1000 a 10 000 copias por célula. La hebra H
(heavy, pesada) y la hebra L (light: ligera). Kstas se separan por centrifugacién
debido a su gradiente de densidad dado por la diferencia de bases que se
encuentra en cada una de ellas ya que la cadena pesada es rica en guaninas y

la ligera rica en citocina (mtDNAred 2003), por lo que tenemos:

Cadena L :

Composicidn en bases (total bases:16569):5122 A; 5180 C; 2171 G; 4096 T
Peso molecular : 5.060.609 daltons

Cadena H :

Composicién en bases (total bases:16569):4096 A ; 2171 C ;5180 G ;5122 T

Peso molecular : 5.168.726 daltons

Figura 2.1.0 mtDNA aislado de mitocondrias de higado. El material se tratd de acuerdo al
método de Kleinschmidt. Se sombreé con platino-carbon por rotacion.

(www.uni.uiuc.ed/dstone/dis_genetic_test_methods.htmn)
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Posee 16 569 pares de nucledtidos incluido una regién no codificante
llamada bucle de desplazamiento (D-loop), que presenta 1123 bp de longitud y
contiene los elementos de control principales para la replicacién y la
transcripcién ademés de ser una regién hipervariable con alta tasa de
mutacién (Anderson, 1981). El mtDNA contiene 37 genes: 22 para tRNA, 2
para rRNA y trece que codifican proteinas que son subunidades de la cadena
respiratoria necesarias para generar ATP en la via de fosforilacidn oxidativa,
siete de ellas pertenecen al complejo I (ND1, ND2, ND3, ND4, ND5, ND6) una
proteina del complejo III citocromo b , 3 proteinas del complejo IV (CO1,COII,
COIID, y 2 polipéptidos del complejo V (ATP8 Y ATP6) (Anderson 1981)

Los genes carecen de intrones y algunos de ellos estan solapados por lo
que alguna alteracién o mutacién en uno o varios genes resulta muy
perjudicial y en muchos casos irreparable. Para la replicacion, transcripcion y
traduccién se requieren de muchas proteinas y enzimas codificadas en el
nucleo por lo que los genes tanto de rRNA y tRNA en combinacién los factores
codificados en el nicleo permiten a la mitocondria la traduccion de los genes
que codifican proteinas en los ribosomas mitocondriales. (Montiel 2002). A

continuacién se presenta un esquema del mtDNA :
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Figura 2.1.2 Genoma mitocondrial. Organizacion y estructura (Monticl 2002)

5.2 REPLICACION

La replicacidon del mtDNA esti asociada a la transcripcion ya que se
inicia con un solo promotor en la cadena ligera para los dos procesos. El
resultado para la replicacién son transcritos de un hibrido RNA:DNA que son
procesados por la enzima RNasa MRP. Esta enzima corta el RNA en
fragmentos que son luego utilizados como primers de replicacién para la

mtDNA polimerasa y y sintetizar DNA.
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La replicacién inicia en el sitio On que se encuentra dentro del D-loop
para la cadena pesada, gracias a la participacién de un promotor de la hebra
ligera (LSP) . Este es promovido a su vez por el factor de transcripcién
mitocondrial A (mtTFA). Una vez iniciada la replicacién en Oy se sintetiza un
fragmento corto de RNA; entre los bloques de secuencia conservada (CSB) Il y
IIT y se da una transicién de RNA en DNA 7S por medio de la participacién de
una endoribonucleasa codificada en el nicleo llamada RNAasa MRP la cual
permite la formacién de los fragmentos de RNA con extremo 3" libre para la
adicién de DNA (Chang y Calyton, 1987). Entre las dos cadenas madre se

encuentra la nueva hebra por lo que genera un estructura trimérica.

La replicacién de la hebra L inicia cuando se expone el sitio OL y procede
en sentido inverso a lo largo de la hebra H libre. Por tanto se considera un
proceso unidireccional y asimétrico con desplazamiento de hebra . La
replicacién es un proceso lento de > 1h para 16kb y es un proceso relajado
(Clayton 2002). Se sabe que la mayor parte de la sintesis del DNA 7S concluye
en la regién de las secuencias de terminacién (TASS) que son las mismas

secuencias de terminacion de la transcripcion.

El gen nuclear que codifica a la enzima y-polimerasa se localiza en la
regién del cromosoma 15q24-25. Esta enzima consta de 2 subunidades; una
subunidad catalitica mayor (125-140 kDa) que posee la actividad de
polimerizacién y de 3’-5’exonucleasa, y una subunidad pequefia (35-54 kDa) a
la que le atribuyen funciones de reconocimiento del cebador de RNA. Posee una
alta eficiencia en sustitucién de bases y en actividad exonucleolitica pero baja
fidelidad en secuencias de mas de 4 nucledtidos. Es una trancriptasa reversa y
es inhibida por azidotimina (AZT). Se han caracterizado 4 proteinas no

identificadas al cual esta asociada. (Yang 1998).
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De este proceso en realidad se sabe poco, actualmente se estudian los
mecanismos de regulacién para la replicacién y transcripcién ya que son
procesos ligados. Se cree que la replicacién involucra 20 proteinas que se
encuentran en la membrana interna en un complejo multi-enzimatico llamado

replisoma mitocondrial.

5.3 TRANSCIPCION

La cadena que por convenio se representa y sobre la que se realiza la
numeracién del genoma mitocondrial es la cadena L. La numeracién se realiza
de 1 a 16569 no existiendo intrones, al contrario de lo que ocurre en los genes
nucleares. Estos genes no se encuentran todos sobre la misma cadena
codificadora, sino que existen genes localizados sobre ambas cadenas (H y
L). (Montiel, 2002)

La mayor parte de los genes mitocondriales son transcritos utilizando
como molde la cadena H . Por lo tanto el RNA ser4 el transcrito de la cadena H
(cadena molde), mientras que la cadena codificadora de éstos genes sera la
cadena L. Asi como cada cadena tiene su propio origen de replicacién también
en la transcripcién se encuentran diferentes sitos de inicio. En la cadena H se
localizan dos Hj en la posicién 638 en el gen de tRNAFEN agdyacente al gen para
rRNA 12S y H: en el nucleétido 561 adyacente al gen tRNAFEN, mientras que
en la hebra L se encuentra solo uno en el nuclebtido 407, localizado en el
promotor LSP en la regién del D-loop a 150 pb de Hz (Clayton 1991) Cada
cadena se transcribe "en una sola pieza"; es decir, se produce una sola
molécula de RNA al que se denomina transcrito primario de esa
cadena.(Montoya 1982) ( Montoya 2003).



En el siguiente esquema se muestra el origen de transcripcién para la
cadena H en Ho:

promotor de la transcripcidnde la  formacion de laburbyja A FR
cade posiciones 531 - 568 de transcripcisn direccidn de la
transcripcion
WEe o W T e, y ' /_\\1 b .
S * W . o IS
5 o = “ = 2
A T, 2 R
.(h ’ :) - \‘J?, o
NG ¥ N A RN

Figura 2.3.0 Esquema general del inicio de la transcripcién mitocondrial.

El transcrito primario de cada cadena sufre un proceso de corte por

accidén de nucleasas ( RNAsas ) muy especificas codificadas en el nucleo, que
producen una coleccién de RNAs y no son funcionalmente activos.
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el transcrito primario es cortado por nucleasas los RNAs precurseres se
especificas duranie su formacion convierten en formas maduras
\)\‘f' "‘;"k AEARS
ot ., S Y R [
: . A J ¢ :
s . S N e
- o ' - v .
~ < ) -! - 0
. - . a ) ‘% -
b N RET - :
- N B RETRR b, v ,\L
RETIVA transcride primario
transcriie primario RNAs
o precurseres L
Iy
Y L
;L_ e
NI RNAs maduros

Figura 2.3.1 Formacion de los transcritos mitocondriales

Se ha descrito que la sefializacién para el corte de los transcritos
primarios por RNA nucleasas son las secuencias de tRNA ya que cada gen esta
separado por tRNA liberando moléculas de tRNA, rRNA y mRNA (Ojala 1981).
Estos RNAs precursores sufririn procesos de maduracién al instante que
consisten en transformaciones catalizadas enzimaticamente, y originaran las
formas maduras de los tRNAs, mRNAs, rRNAs y RNA-7s. Los mRNA’s
mitocondriales carecen de 7-metil guanosina en el extremo 5" y carece de
secuencia de ensamblaje a ribosomas mitocondriales aunque en su extremo 3’

se les agrega una cola poliadenilada esencial para la traduccién.
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Genes transcritos de la cadena H
Mt-mRNA y como consecuencia su producto final es una proteina :

NADH deshidrogenasa: subunidad 1 (MTND1) subunidad 2 (MTND2).
subunidad 3 (MTND3). subunidad 4 (MTND4). subunidad 4L (MTND4L).
subunidad 5 (MTNDS5)

Citocromo ¢ oxidasa : subunidad 1 (CO I). subunidad 2 (COII). subunidad 3
(COIID

ATPasa’ subunidad 6 (ATPasa 6) subunidad 8 (ATPasa 8)

Citocromos: citocromo b

Genes cuya transcripcién origina mt-rRNA
RNA ribosomal 125 . RNA ribosomal 165
Genes cuya transcripcién origina mt-tRNA

tRNA-Phe: tRNA-Val: tRNA-Leu (1 v 2)0 tRNA-Ile: tRNA-Met: tRNA-Trp:
tRNA-Asp: tRNA-Lys: tRNA-Gly: tRNA-Arg’ tRNA-His: tRNA-Ser ( 2 ): tRNA-
Thr '




56

Genes transcritos de la cadena L :

mt-mRNA

NADH deshidrogenasa: subunidad 6 (MTND#)
mt-tRNAs

tRNA-Ala: tRNA-Asn: tRNA-GInt tRNA-Cyst tRNA-Tyr: tRNA-Ser ( 1) tRNA-
Glu: tRNA-Pro

Gen que origina un pequefio RNA mitocondrial : RNA-7s

Se ha identificado una variacién dentro de la transcripcién de rRNA y
mRNA en la cadena pesada; esto se le ha atribuido a que el factor H; que
transcribe exclusivamente para rRNA terminando en tRNALEU y el factor Ha
que transcribe para todos los demas RNA’s (Montoya 2003) . Para el inicio de
la transcripcién es necesario la asociacién del mtTFA y al parecer induce
cambios conformacionales necesarios para el acceso de la RNA polimerasa y
dependiendo de su concentracién promueve la activacion de uno u otro sitio de
inicio siendo H; més fuerte que H:. Recientemente se ha propuesto la
participacion de un segundo factor de inicio de la transcripcién mtTFB. En
cuanto a la terminacién puede ser mediada por un factor llamado mTERF
(factor de terminacién de la transcripcién mitocondrial) (Kruse 1989) (Montiel
2002). Como se ha descrito anteriormente se estdn realizando diversas
investigaciones para describir la regulacién bioquimica de dichos factores y
promotores tanto de la replicacién como de la transcripcion. Los descritos
actualmente son NRF; (nuclear receptor factor) (que también activa la
expresién de 5-aminoleulinato sintasa, enzima limitante de la velocidad de la
sintesis de grupos hemo para los citocromos de la cadena respiratoria), NRF:,
mtTFA, mtTFB), mtTFBs, COLBP (proteina de enlace L de la citocromo

oxidasa).
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Esta regulaciéon indudablemente estd mediada por la misma célula y la
misma mitocondria controlada por los requerimientos energéticos del tejido; es
por eso que se propone la regulacién transcripcional y replicacional a la
concentracion de ATP. Es por eso que se requiere de sefializaciones
intergendmicas, nucleares y mitocondriales correspondientes al fenotipo y

genotipo mitocondrial.(Carreiio Marquez 2000)

5.4 TRADUCCION

En cuanto la traduccién mitocondrial en general se sabe poco; ésta se
realiza dentro de los ribosomas mitocondriales gracias a muchos factores
codificados en el nicleo. Como ya se ha mencionado los mRNA’s de mamifero
carecen de secuencias lider que faciliten la unidn al mito-ribosoma y carecen de
cap por lo que los mRNA’s mitocondriales presentan baja eficiencia
traduccional. El Gnico factor de iniciacidon de la traduccién identificando hasta
la fecha es el mtIF-2. (Liao y Spremulli, 1990). Participan en la elongacién tres
factores proteicos; mtEF-Tu (mapeado en el cromosoma 16q11.2), mtEF-Ts y
mtEF-G. Las secuencias de los tRNA’s mitocondriales en mamiferos son
diferentes a los citoplasméticos por el hecho de que carecen de varios de los
llamados nucleétidos poco comunes. También difieren en las dimensiones del
tallo y bucles y existe evidencia de que algunas mutaciones puntuales en los
tRNA afectan el proceso de aminoaclilacidn. Se ha encontrado que los codones
que se codifican para traducir el rRNA nuclear no son los mismos para
traducir el rRNA mitocondrial (Vizquez 2002) es decir, el patrén de
reconocimiento es diferente, el codon de UGA en lugar de la sefial de término
codifica para triptéfano, AUA codifica para metionina y CTn (n= cualquier
nucleétido) para leucina en lugar de treonina. Esto se conoce como el
mecanismo “dos de tres” que significa que solo los dos primeros nucledtidos

definen que amino4cido debe tomar el tRNA, el tercero ya no es importante.
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Figura 2.4.0 Cédigo mitocondrial. (www.mun.ca/biologia/scarr/mtDNA_code.htmn)

En resumen tenemos que las proteinas codificadas en el mtDNA son:

Complejo No. de subunidades |Subunidades codificadas en mtDNA
I >25 7
| 4 i 0 '
I 9 1
v 13 3 -
A% 12 2

Se acepta que el control de la traduccién representa el tercer nivel de
regulacién de la expresidn genética mitocondrial, en particular en la eficiencia
d la traduccién. Se ha sugerido que la recuperacién de una cadena respiratoria

funcional se puede deber a ésta eficiencia (Hanna y Nelson 1999).
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Es por-eso que se sugiere un mecanismo de sefializaciones bioquimicas
trans-gendémicas que se regulan entre si y asi pueden dar una eficiencia en los
procesos del mtDNA y de la cadena respiratoria en general; traduciéndose en
una efectiva formacion y almacenaje de energia en forma de ATP y por
consecuencia una eficacia en el funcionamiento celular y del organismo en
general. A continuacion se presenta el esquema general de regulacién inter.-

gendémica.

Figura 2.4.1 Esquema general de la regulacién trans-génica. (Carreiio 2003)
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5.5 TIPO DE HERENCIA Y TRANSMISION DE HETEROPLASMIA

Durante las primeras investigaciones relacionadas al tipo de herencia
mitocondrial llamé mucho la atencién el hecho de que las alteraciones en el
mtDNA se heredaran de forma atipica, luego se corroboré que es debido a que
se segregan por via materna. Si bien el espermatozoide contiene mitocondrias
en la parte media de cuerpo, en la fecundacién solo entra la cabeza donde se
localiza la informacidn genética asi, las mitocondrias que heredan los humanos
son provenientes del oocito, por lo que el mtDNA solo se hereda por via
materna. Asi, los hombres afectados con mtDNA mutado no pueden transmitir

su defecto genético (Jenuth 1996).

Existen de 2 a 10 copias de mtDNA por mitocondria y de 100 a 10 000
mitocondrias por célula dependiendo del tejido que se trate. Las copias del
genoma mitocondrial pueden ser iguales en un sujeto (homoplasmia) o ser
diferentes (heteroplasmia) en una fraccién variable. Esta variacién puede
presentarse en células de diferentes tejidos o del mismo tejido en un solo
individuo. (Lewin 1996). Una mujer con heteroplasmia presenta un patrén de
herencia altamente variable y parte de su descendencia puede ser sana y parte
alterada, en consecuencia los padecimientos que herede no siguen las leyes

mendelianas de la herencia.

Se propone que durante el desarrollo de la linea germinal femenina
existe una reduccién y una amplificacién en el mecanismo denominado “cuello
de botella”. En este se explica que el niimero de moléculas de mtDNA en cada
ovocito se reduce dramdticamente durante la division celular en una especie de
“dilucion” antes de la subsiguiente replicacion hasta alcanzar un numero final
de cerca de 100 000 en cada ovocito maduro; esto causa las principales

diferencias en heteroplasmia entre los ovocitos individuales. (Chen 1995).
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Gracias a diversos estudios se ha podido dilucidar que la mayor
variaciéon entre la descendencia de una mujer se presenta en sus ovocitos
primarios durante la embriogénesis temprana en donde esta etapa resulta

crucial en la determinacién de heterolasmia heredada (Jenuth 1996).

Otra variacién se encuentra en la relacién entre el nivel de mtDNA
mutado en una mujer con una mutacién patogénica en su mtDNA y el riesgo
de que su descendencia esté afectada, al menos para algunas mutaciones
(Chinnery 1998). Hay proporci6n significativa de mujeres con mutaciones en su
mtDNA que al parecer no transmiten el defecto a su descendencia (Montiel

2002).

80%
mutadas

50%
mutadas

20%
mutadas

Svulo fertiizado Células en
diferenciacion

I mitocondrias mutadas

l mitocondrias sanas

Figura 2.5.0 Transmisién de heteroplasmia. (modificada de

mdausa.org/publications/mitocondrial_myopathies. htmn)
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5.6 EFECTO UMBRAL

La proporcién minima de mtDNA mutado necesaria para alterar el
metabolismo oxidativo a un nivel suficiente que produzca la disfuncién de un
érgano o tejido se conoce como efecto umbral y depende de los requerimientos
energéticos de cada tejido. El corazén, cerebro, misculo esquelético tienen
grandes demandas de energia oxidativa y por tanto bajos umbrales. Esta
variabilidad es parte de la explicacién de la variacion en los fenotipos clinicos

en los pacientes con el mismo defecto de mtDNA (Castro-Gago 2000).

El mtDNA mutado puede segregarse en diferentes etapas durante la
embriogénesis, durante la diferenciacién celular y por la misma divisién
celular y replicacién en el mtDNA; el efecto de tales procesos puede ser
amplificado si existe un mecanismo de seleccién en contra o a favor del mtDNA
mutado. Por lo general los genomas mutados se pierden en tejidos de elevada
division celular como la médula ésea. Por el contrario células de diferenciacién
terminal como neuronas y musculos acumulan mtDNA mutado a través del
tiempo lo que puede contribuir con la manifestacién tardia y poca
manifestacién patolégica en algunos pacientes con alteraciones en mtDNA
(Montiel 2002).
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VI. PATOLOGIA MITOCONDRIAL
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6.1 ALTERACIONES

Como ya se ha mencionado el genoma mitocondrial, es un genoma
circular de 16 569 pb. Este reducido tamafio hace que los genes que carecen de
intrones se encuentren codificados en una alta densidad. La gran cantidad de
informacién codificada en ambas cadenas hace que cualquier tipo de alteracién
(tanto mutaciones puntuales, como deleciones o inserciones de secuencias)
tenga mas probabilidad de afectar a un gen. Ademés, el hecho de que se
considere un DNA “desnudo” o sea, a la falta de proteinas protectoras histonas
dentro del mtDNA contribuye a que las mutaciones se conserven y se
transmitan. En condiciones normales esta susceptibilidad mitocondrial se
contrarresta al considerar que una célula somatica tiene varios miles de

mitocondrias y a la heteroplasmia.

El mtDNA tiene una tasa de mutacién 17 veces mayor a la del genoma
nuclear. La fraccidon hipervariable o D-loop dentro del mtDNA es la parte del
genoma que muta con mayor frecuencia (Wallace DC 1992). La diferencia en
esta tasa de mutacién entre el mtDNA y el nDNA parece estar relacionada con
la elevada incidencia de dafio oxidativo que se estima es 10 veces mayor al
nDNA. Siendo la mitocondria el organelo encargado de realizar la fosforilacién
oxidativa asi como en la integracién de casi todas las rutas metabdlicas, el
stress oxidativo es una de las principales fuentes de mutacién en el mtDNA
(como se menciona en el capitulo 1: stress oxidativo) y es la razén por la cual
una mutacién especifica en la mayoria del mtDNA’s de un tejido con alta

demanda energética produce enfermedad es decir, una patologia mitocondrial.
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Las proteinas codificadas por el mtDNA representan solo el 10% de
todas las proteinas mitocondriales. La mayoria de las proteinas mitocondriales
son codificadas en el nDNA sintetizadas en el citoplasma y transportadas a la

mitocondria y su respectivo ensamblaje para realizar su funcién.

El doble control génico asi como la complejidad de los eventos
posteriores a la traduccidon requeridas para el transporte y correcto ensamblaje
de las proteinas sintetizadas en el citoplasma explican porqué la herencia de
las enfermedades mitocondriales puede ser debida a diferentes factores.(Schatz
1991). Debido a la gran cantidad de procesos que influyen en un éptimo
funcionamiento de las rutas metabodlicas y en general al funcionamiento de las
células, en todas estas etapas existe la propension al error y la consecuencia

falla de uno o varios de estos mecanismos.

La primera enfermedad clasificada fue en 1962 en una mujer con
hipermetabolismo (Luft 1962). Para 1980 los progresos en este campo fueron
tales que se hizo una clasificacién bioquimica de las enfermedades ya que se
describieron muchas mutaciones puntuales asociadas a enfermedades

mitocondriales, esta clasificacion es :

e Defectos en el transporte

e Defectos en la utilizacion del sustrato

e Defectos en el ciclo de Krebs

¢ Defectos en la cadena respiratoria

e Defectos en el acoplamiento oxidacién-fosforilacion
e Defectos en la ATP sintetaza

e Alteraciones en el nDNA
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6.1.1 Alteraciones en nDNA

1. Incluyen los defectos en el transporte de sustrato que alteran los
mecanismos de transporte activo necesarios para introducir metabolitos
del citoplasma a la mitocondria y viceversa. Por ejemplo: alteraciones en
el ciclo de la carnitina, en los acarreadores, transportadores y
translocadores. Estas alteraciones pueden ser cualitativas o
cuantitativas (Graham 1997).

2. Dentro de los defectos en la utilizacién de sustrato se encuentran las
alteraciones en enzimas de las vias metabélicas necesarias para el
procesamiento de sustratos a AcetilCoA, como el complejo de la B-
oxidacidén o de la piruvato deshidrogenasa. Se ha descrito que este tipo
de mutaciones tiene un tipo de herencia autosémica recesiva (Devivo
1996 )

»3. Los defectos en el ciclo de Krebs son raros y aislados , el mas comun es
la deficiencia de fumarasa y aconitasa que produce encefalomiopatia

graves (Haller 1991)

6.1.2 Alteraciones en nDNA 6 mtDNA

4. Estas alteraciones comprenden la cadena transportadora de electronesy
fosforilacién oxidativa. Como se ha descrito con anterioridad cada
complejo dentro de la cadena respiratoria esta compuesto por ninguna o
varias subunidades traducidas tanto mitocondria como en el nacleo; esto
da defectos en los complejos que se han caracterizado con varios
sintomas entre los que destacan: miopatias, ataxia, sordera , ceguera,
demencia, encefalomiopatias, convulsiones, intolerancia al ejercicio,

coma, vémito, hipotonia. (Morgan 1988)
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Los defectos patogénicos en el mtDNA afectan al menos a 1 de cada 15000
adultos de la poblacién (Chinnery 2000) y 1 de cada 8000 incluyendo nifios. Se
caracterizan porque todas son producidas por la deficiencia en la produccién de
energia es decir, de ATP. Las moléculas mutadas tienen mas eficiencia en
replicacién ya que predominan y se conservan por su pequefio tamafio. Estas
se caracterizan por ser de dificil diagndstico y afectan en mayor proporcién a
los infantes. Asi de 100% de nifios enfermos el 36% presentan la enfermedad a
edades menores de un afio, 44% de 1 a 2 afios y el 20% en edades mayores a 2
afios (Montoya 2003). Las patologias mitocondriales se pueden deber a

mutaciones puntuales, deleciones o depleciones en el genoma mitocondrial.

Las enfermedades mitocondriales son la mayoria casos de
encefalomiopatias y son muy variables tanto a nivel clinico como genético. El
mismo sindrome clinico puede ser causado por diferentes defectos genéticos
(genes nucleares o mitocondriales), pero el mismo defecto genético puede
presentarse en una diversidad de sintomas. Por lo general, los adultos que
presentan enfermedad mitocondrial tienen defectos en mtDNA mientras que

en los nifios es mas probable que tengan defectos en mtDNA 6 nDNA.

Como se muestra en la siguiente figura 3.0, el patron de herencia
mitocondrial es materna. L.a madre transmite la enfermedad a toda su
progenie y las hijas a su vez a la suya; mientras que el vardn no transmite la
enfermedad a su descendencia. Se han encontrado casos en diversas
investigaciones aisladas que el patrén de herencia puede ser paterna; no se

sabe mucho al respecto.
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Figura 3.0 Pedigree de enfermedades mitocondriales

6.2 MUTACIONES PUNTUALES

En la ultima década se han catalogado cerca de 100 mutaciones
puntuales. Una de las mas comunes son encontrar familias con LHON
(Neuropatia Optica hereditaria de Leber), las cuales usualmente se presentan
en hombres adultos entre los 18 y 30 afios de edad . Se caracteriza por dafio
subagudo en la visién bilateral causada por una atrofia dptica bilateral severa
(Wallace 1988) (Howell 1991). Los sintomas asociados son hiperreflexia, ataxia
cerebral, neuropatia periférica o anormalidaes cardiacas. Este sindrome esta
asociado con 12 mutaciones siendo las 3 principales por ser las cuales
presentan la pérdida de la visién: G3460A en NDI1, G11778A en ND4 y
T14484C en ND6 que codifican para proteinas de subunidades del complejo 1.
Las otras mutaciones estan asociadas con citocromo b y COX1 (Riordan-Eva
1995).
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El NARP (neuropatia, ataxia y retinitis pigmentosa) esta asociado con la
mutacién T8993G en el gen de la subunidad 6 de la ATPasa y se caracteriza
por una alteracién multisistémica que incluye retardo en el desarrollo, ataxia,

convulsiones, debilidad en extremidades superiores (Holt 1990)

El sindrome de Leigh de herencia materna (MILS) es la expresién
clinica mas severa de NARP. Se presenta en la infancia con retardo en el
desarrollo, hipotonia, ataxia. Hace algunos afios se creia que la diferencia
entre los sintomas de MILS y NERF se debia a la cantidad de heteroplasmia y
por ende al porcentaje de mtDNA mutado por tejido; en la actualidad esto no
se acepta del todo ya que se han presentado casos en los que hermanos
heteroplasmicos con el mismo porcentaje de mutacién no presentan los mismos

sintomas clinicos por lo que se asocian con otros factores (Santonelli 1993).

En el sitio A8344G en tRNALYS ge encuentra otra mutacion a la cual se
le atribuye el sindrome MERRF (Shoffner 1990). Los sintomas mas frecuentes
son contracciones musculares, ataques de epilepsia, ataxia cerebral y Miopatia,
también pueden presentar otros sintomas como demencia, pérdida del oido,
neuropatia. Se presenta generalmente en la infancia y se asocia a otras dos

mutaciones en la posicién 8356 (Silvestri 1992) y otra en 8363 (Ozawa 1997).

La enfermedad mitocondrial mas comun es el MELAS. Se ha observado
que la actividad del complejo I esti particularmente reducida. Los pacientes
con éste sindrome tienen la mutacién en A3243G en tRNALEU WUR y otros
presentan mutaciones en 3771 del mismo gen (Goto 1991). Otras pueden ser:
3252 (Morten 1993), 3271,(Kobayashi 1987) y 3291 (Goto 1999)
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6.3 DELECIONES

Las enfermedades producidas por deleciones se deben ala pérdida de
varios cientos de pares de bases. Una de éstas enfermedades se le conoce como
CPEO y se caracteriza por presentar a los pacientes Oftalmoplejia externa
progresiva, ptosis, debilidad severa variable en los miembros superiores. Se
presenta en la adolescencia y su curso es progresivamente lento. Se
diagnostica con wuna biopsia en musculo y existe una delecién de

aproximadamente 4972 pb en donde se afectan 12 genes (Moraes 1987).

Otro sindrome asociado con pérdidas en el mtDNA es el sindrome de
Kearns-Sayre (SKS) y esta definido por 3 caracteristicas constantes: aparece a
los 20 afios de edad, presenta Oftalmoplejia externa progresiva y retinopatia
pigmentaria. Ademés puede acompafarse de problemas cardiacos, sindrome
cerebral y una concentracién de proteina mayor a 100 mg/dL en el fluido
cerebro-espinal. El pronéstico para los pacientes que sufren esta enfermedad
es poco alentadora ya que es progresivamente lenta y la mayoria de ellos
muere a la tercera o cuarta década de vida (Zeviani 1990).

El sindrome de Pearson también se encuentra en este tipo de
alteraciones. Se presenta en la infancia y se caracteriza por una anemia
refractaria sideroblatica, vacuolizacién de los precursores de la médula y
alteracidén exdcrina pancreatica. No llegan a la adolescencia (Larsson NG
1990).

MINGIE (encefalomiopatia y alteracién mioneurogastrointestinal) es
otro sindrome gue presenta en los pacientes Oftalmoplejia externa progresiva,
debilidad de las extremidades, neuropatia periférica, gastroenteropatia con
diarrea crénica y pseudo obstruccién intestinal, leucodistrofia y acidosis

lactica.
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Otra alteracidén ligada a la delecién de parte de mtDNA se refiere al
envejecimiento ya que hay una regién de 4977 pb que se pierde con mayor
frecuencia en personas de tercera edad analizadas y que asociada al estrés

oxidativo y mal funcionamiento de receptores y funciones mitocondriales
(Wallace DC, 1997).

Como ya se menciond anteriormente, el estrés oxidativo y el
envejecimiento son factores muy importantes en la promocion de deleciones.
Asl, en el envejecimiento es comin encontrar una delecidon de 49997 bp en el
mtDNA dando como resultado muchas alteraciones en la cadena respiratoria y

fosforilacibén oxidativa. El esquema se muestra a continuacion:

ARNUGF) O ARNt (PT
ARNr, 125 \ lH Sl
ARNL (V)

ARNTr. 165
~
ARN1 (L}
S~

l <

ARN (IQM)—s

2 4336 13500 —

i

- =~

ARN! (WANCY) L
’ = ~ ARN! (R}

v \'
/lc \'V ARNL (G}

ARNt (SD) )
ARNI (K) ATP sintasa .
ATP sintasa Secuencia de 4977 pb

yue es eliminada con
la edad

Figura 3.1 Delecién en mtDNA, comin por envejecimiento. (Esquema modificado de Wallace
1997)
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6.4 DEPLECION

Estas alteraciones se caracterizan por la disminucién del nimero de
copias de mtDNA por mitocondria y por ende por célula. Esto se puede deber a
diversos factores que no se han descrito del todo incluyendo factores nucleares
como se ha descrito en la alteracion de los genes de desoxiguanosina kinasa
(dGK) y timidina kinasa (TK2) en la mitocondria lo que al parecer produce un
disminucién y pérdida de mtDNA. Los sintomas se pueden producir desde el
nacimiento hasta la adolescencia siendo antes de los dos afios la edad mas
comun de presentar este tipo de enfermedad. Se localiza en 2/3 de los casos
musculo y 1/3 de casos en higado. Se han caracterizado 3 mutaciones que se
asocian a esta enfermedad donde 2 se encuentran en secuencias de bases
conservadas del D-loop; region encargada del control de la replicacién ,
transcripcion del mtDNA. Estas mutaciones son: T119C y T408A. También se
han descrito disfunciones en citocromos (Barthélémy et al 2002). Como se ha
podido observar las enfermedades producidas por alteraciones en el mtDNA se
deben a muchos factores tanto nucleares, bioquimicos 0 mitocondriales y en
general se producen los mismos sintomas con diferencia de intensidad
dependiendo del porcentaje de heteroplasmia y del tejido afectado. El problema
que se presenta en la actualidad es que algunas enfermedades no dependen del
porcentaje de heteroplasmia ya que un miembro de familia con el mismo
porcentaje que otro presenta la enfermedad. Este como otros problemas se

plantean en la patologia mitocondrial.
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En el siguiente esquema se muestran los lugares de las mutaciones mas

comunes dentro de las enfermedades mitocondriales:

Parkinsonism Parkinsonism

) ——,

ND1[ Human miDNA

(16.6 kb)
<+— Dystonia
Amﬂa-fi' ND4L/ND4

A
B ccom
MND ccouf_lWM

MERRF

-

Figura 3.2 Enfermedades mitocondriales.

En el siguiente cuadro se resumen las mutaciones en mtDNA:

DNA nuclear

Afectan cadena respiratoria

Sindrome de Leigh: deficiencia en el complejo I (mutaciones en subunidad
AQDQ cromosoma 5), en complejo II (mutaciones en Fp subunidad SDH crom.
5)

Atrofia 6ptica y ataxia® complejo II (mutaciones en subunodad Fp SDH crom.

5)
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Afectan ensamblaje de subunidades de cadena respiratoria

S. de Leigh: complejo IV (mutaciones en gene codifica SURF 1 crom. 9q1
Cardioencefalomiopatia: complejo IV (mutaciones en gene que codifica SCO2)
Deleciones multiples en mtDNA

Oftalmoplejia externa autosomal dominante: cromosomas 10q24, 3p14-21, 4¢)
Encefalomiopatia mitocondrial neuro-gastrointestinal: deficiencia en timidina

fosforilasa (mutaciones en el gen especifico en cromosoma 22q13.32-qter)

Defectos en miDNA

Reordenaciones (deleciones y duplicaciones)
CPEO, S. de Kearns-Sayre, diabetes, sordera
Mutaciones puntuales

Genes que codifican proteinas:

LHON : G11778A; T14484C; G3460A
NARP/Sindrome de Leigh : T8993G/C
Intolerancia al ejercicio y mioglobinuria: mutaciones en citocromo b
Genes de tRNAs

MELAS: A3243G; T3271C; A3251G

MERFF: A8344G; T8356C

CPEO: A3243G; T4274C

Miopatia: T14709C; A12320G
Cardiomiopatia: A3243G; A4269G

Diabetes y sordera: A3243G; C12258A
Encefalomiopatia: G1606A; T10010C

Sordera sensoneural sin sindrome: A7445G
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Genes de TRNA

Sordera no sondromica inducida por aminolicosido: A1555G

(Montiel 2002)
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VIl. meDNA'Y EVOLUCION HUMANA
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7.1 TEORIAS ACERCA DEL ORIGEN DEL Homo sapiens

Los humanos hemos buscado nuestros origenes durante casi todo el
tiempo de la existencia misma. Actualmente existen diversas ramas del
conocimiento que tienen lineas de investigacion en donde se trata de dilucidar
lo que ocurrié en aquellos tiempos; antropélogos, historiadores, paleontélogos,
arqueblogos, lingiiistas y genetistas entre otros desarrollan nuevas teorias que
pueden explicar éste hecho desde su punto de vista aunque aiin ninguna teoria
a sido comprobada del todo. A la rama de la antropologia que se encarga de la
bisqueda y el estudio de fosiles antiguos y su andlisis para deducir el origen

del hombre moderno se le llama: paleo-antropologia.

En 1859 Darwin publicd el libro “El origen de las especies” donde
resume afios de investigacién acerca de la evolucién biolégica y postula
diferentes puntos que hoy son aceptados y otros refutados. Entre muchas cosas
postuld la seleccién natural como factor determinante en el proceso evolutivo;
hecho que hoy se acepta. Desde los tiempos de Darwin la ciencia y la tecnologia
han avanzado mucho lo que permite la remodelacién y recomposicién de
nuevas teorias, tal es el caso de teoria Shift (Darwin papers 2003) que engloba
el conocimiento de varias disciplinas como biologia, quimica y medicina, y

resume el proceso evolutivo en cuatro factores principales:

. Procesos selectivos
. Intermediarios hormonales

. Procesos heterocronicos

o

. Factores ambientales



78

Estos factores indiscutiblemente juegan un papel fundamental en la evolucién
de las especies y por ende en su adaptacién, asi se explica el origen de la
especie Homo sapiens sapiens. Dentro de los procesos selectivos hay que
mencionar a la seleccién natural darwiniana, en donde se postula que la
naturaleza elimina a los individuos incapaces de sobrevivir (débiles) y a los no
adaptados a reproducirse (Darwin 1871). Otro proceso selectivo es el sexual en
donde la posibilidad del macho al elegir “a la mejor hembra” para reproducirse,
asi como a la hembra elegir a su macho, constituye un factor determinante ya
que la progenie proviene de la mejor hembra y el mejor macho; discriminando
especies no adaptadas (Miller 1994, 2000). En cuanto a los intermediarios
hormonales ésta se refiere a la adaptacién del individuo en su medio una vez
que ya sobrevivié a los procesos de seleccién anterior; es decir relaciona al

individuo con su habitat por adaptaciones bioquimicas y fisiolégicas (Hassler
1992).

Los procesos heterocronicos son aquellos que incluyen el desarrollo y
maduracién del individuo para su posterior reproduccién ya que si no ocurre

este desarrollo integral no se puede conservar la especie, no se adapta y no se
reproduce (Gould 1977).

Los factores ambientales influyen en cada una de las etapas anteriores
significativamente. En cuanto “ambiente” significa tanto aspectos fisicos
(Geschwind and Galaburda 1987) como sociales; a la idiosincrasia de cada
especie e individuo ya que el medio dicta la via de adaptacién que la evolucién

tiene que ir tomando para conservar a la especie.



ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA ”

Todo esto se ha podido observar a través del tiempo gracias al récord de
fésiles que los investigadores han hallado a medida que el tiempo y la ciencia
avanzan, en donde se relaciona una especie y otra contra el tiempo que los
separa de un ancestro comun. En cuanto a la evolucién del Homo sapiens en
realidad no se sabe mucho y no se ha llegado a una conclusién , ni dentro de la

genética ni dentro la paleo-antropologia.

El descubrimiento de fésiles antiguos llevé a los investigadores a
formularse diferentes hip6tesis acerca de la evolucién de nuestra especie, ésta
tom6 méas fuerza a partir del siglo XX en donde se propuso que las
caracteristicas fisicas y biolégicas de los hombres modernos empezaron a
evolucionar hace 5 millones de afios. Al Homo sapiens se le clasifica dentro de
los Primates ya que comparten similitudes tanto fisicas como de
comportamiento. Se incluyen 280 diferentes especies, en donde se encuentran
mamiferos como: lemures, orangutanes, chimpancés, simios, etc. Algunas de
las caracteristicas que se comparten son: capacidad de adaptacion a un clima
especifico, vision estereoscopica, el sentido del olfato, el tamafio del cerebro
(aproximadamente), similitud morfolégica en manos y pies, viven en
sociedades complejas y con algunos compartimos el 98% de informacién

genética

Para poder entender el origen del Homo sapiens es facil inferir que
tendremos que tener un ancestro comin con los demas Primates. Asi siguiendo
adelante en la taxonomia el suborden es Antropoidea en donde se encuentran
chimpancés, simios y humanos; como la similitud entre los simios y los
humanos es méis cercana que con respecto a los chimpanzees juntos nos

encontramos dentro de la superfamilia Hominoidea.
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Los fésiles de antropoides mas antiguos encontrados se sitian entre 50 y 33

millones de afios. La vida de los antropoides se divide en dos épocas:

1. Del viejo mundo. denominados catarrhine encontrados en Africa y Asia

2. Del nuevo mundo. denominados platyrrhine encontrados en América

Esto se ha podido deducir de un f6sil de primate del viejo mundo
encontrado en Egipto en una regién al norte llamada Al Fayyun . Se cree que
durante la época del mioceno (entre 24 y 5 millones de afios antes de la
actualidad) los antropoides evolucionaron dando como resultado la especie
Proconsul el cual se dispersé a través de Africa llegando a Asia y a Europa.

Especies de Proconsul evolucionaron en Afropithecus el cual también se
dispersé dando como resultado tres géneros: Kenyapithecus en Africa hace 18
millones de afios, Griphopithecus en Asia hace 15 millones de afos y
Dryopihecus en Europa hace 12 millones de afos. En realidad se han
encontrado fosiles de cada uno de ellos pero no se ha podido comprobar de cual

género proviene el ancestro comin entre los simios africanos modernos y el

humano.

Otras especies que se ha encontrado son Australopitecus, Ardipithecusy
Paranthropus de los que se tiene referencia hace 5 millones de afios. Sus
caracteristicas son més parecidas al Homo sapiens ya que son los primeros
fosiles de los que se tiene evidencias de bipedalismo. Se han encontrado fésiles

de Australopitecusen Etiopia, Tanaania, Kenya, Sudéfrica y Chad.
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Se han caracterizado varias especies, en el siguiente cuadro se presentan:

Especie de Afio de Lugar de Millones de afios
Australopitecus descubrimiento descubrimiento antes de la
actualidad
Anamesis 1965 y 1994 Kanapoi, Kenya 42y3.9
Afarensis 1974 Hadar, Etiopia 44
Africanus 1924 Taung, Sudéfrica 3.6-2.5
Mis recientes:
Aethiopicus 1985 Turkuana, Kenya 2.7
Boisei 1956 Tanzania, Etiopia 2.3-1.2
Robustus 1938 Transvaal 1.8-1.3

NGS




Las  caracteristicas de los Kenya por un paleo-antropélogo
Australopithecus y por lo que se inglés llamado Mary Leakey.

les confiere la etapa de transicién
entre los géneros Kenyapithecus,
Griphopithecus y Dryopithecus al
Homo son:bipedos, tienen caninos
pequeiios, la forma craneal de 390
a 550 cu cm de espacio para el
cerebro, su peso se estima entre 27
a 49 kg, median de 1.1 a 1.5 cm,
tienen dimorfismo sexual, dedos
largos, entre otras. El tamafo
difiere segin la especie y otro
hallazgo importante que confirma
el bipedalismo de A. afarensis son

unas huellas ancestrales situadas

hace 3.6 millones de aifios

Figura 4.1.0 Huellas de A. aferensis

descubiertas en 1978 en Laetoli,

Los Australopithecus aethiopicus, boisei, robustus tienen
caracteristicas més parecidas a los Homo sapiens asi, algunos paleo-
antropdlogos los definen en otro género llamado Parantrophus . Atin con los
anteriores hallazgos no se ha podido confirmar si los Homo sapiens
provienen de los Paranthropus o de los Australopitecus, de hecho hay
diferentes teorias en los que se cree que los Parantropus no provienen de los

Australopitecus sino que evolucionaron de forma paralela.
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El género Homo se ha descrito hace 2 millones de afios, su evolucion se
divide en tres etapas; la tardia (hace 2 millones de afios); la media (de 2 a
1.8 millones de afios) y la reciente (hace 1.6 millones de afios). Existe mucha
controversia acerca de este hecho. Los fésiles encontrados en 1960 en
Tanzania contaban con 590 a 690 cm?® de didmetro craneal lo que
significaba que no pertenecian al género australopitecus (Olduvai). Con
estos restos denominaron un nuevo género llamado Homo habilis por su
relacién con el uso de artefactos o herramientas. Muchos cientificos
cuestionan este hecho ya que se tiene record de la utilizacion de
herramientas por otras especies antes de este tiempo, por lo que dicen que
no es suficiente hecho para definir otro género.

En el siguiente esquema se observan las caracteristicas fisicas de estas

tres diferentes especies :

Pigura 4.1.2 Diferencias fisicas entre Australopitecus aferensis (en el centro), Homo erectus
(izquierda) y Homo sapiens (derecha).
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Las especies de Homo del periodo tardio son: H habilis (encontrado
con artefactos y herramientas) y H rudolfensis; dentro del periodo medio se
distinguen H erectus, H heidelbergensis, H ergaster. También existe debate
en cuanto a éste hecho es decir, no se ha podido comprobar si cada especie
de Homo del periodo medio proviene uno del otro o evolucionaron de forma
paralela. El dato preciso de la primera existencia de Homo sapiens no se ha
encontrado, ni una especie de transicion entre Homo heidelbergensis y el
Homo sapiens. Ya que los fésiles encontrados son solo piezas de un
rompecabezas y en realidad no hay nada en concreto, se han descrito tres

hipétesis que explican la evolucion del género Homo (Pilbeam 1970):

7.1.1 Hipotesis Savana

El clima global se enfrié y por ende se volvié més seco durante el fin de la
época Mioceno que ocurrié entre 8 y 5 millones de afios. De acuerdo con la
hipétesis savana éstos climas destruyeron y cambiaron radicalmente los
bosques Africanos, asi los simios que vivian del lado oeste quedaron
separados del resto de las especies en donde todavia subsistian parte de los
bosques. Los simios de oeste se tuvieron que adaptar a un nuevo entorno;
grandes extensiones de savana. Esto favorecié el desarrollo de especies en
tierra y no en la copa de la arboles, asi es como los simios terrestres
mejoraron su capacidad de organizacion para defender territorio y en la

busqueda de alimento.

Sus habilidades pudieron desarrollarse en tal modo que les permitié
descubrir el uso de herramientas y que posteriormente esto se haya

reflejado en el desarrollo de cerebros més grandes y complejos.
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Critica: En 1994 un cientifico Francés descubrio fosiles de Australopithecus
en donde se puede inferir que el clima entre Africa del este no era muy
diferente al Africa del oeste. También se ha descrito que grandes
extensiones de savana no se produjeron en Africa si no hasta hace 2

millones de afos.
7.1.2 Hipotesis woodland- mosaic

Esta es muy parecida a la hipotesis anterior solo que aqui se sugiere que los
simios evolucionaron en un ambiente rico en arboles y pasto abundante; esto
favorecio el cambio de la vida en arboles a tierra y asi adaptarse al

bipedalismo y la posibilidad de encontrar mayor alimento.
7.1.3 Hipétesis variable

Propone que los australopitecus y todas las especies de Primates que
vivieron en ese tiempo experimentaron un serie de cambios ambientales;
abundancia de bosques, savanas, regiones secas etc. Por lo que su
adaptacion contribuyé a las habilidades de sobrevivir en todas las
circunstancias. Esto explicaria la habilidad del hombre actual a adaptarse

en diferentes ambientes.

En 1896 en la Cueva Felhober del Valle Neander, se descubrieron
restos fésiles de un nuevo espécimen al que llamaron Neandertal y lo
situaron hacia 200 000 afios. Las caracteristicas de esta nueva especie son -
capacidad craneal de alrededor 1500 cu cm, posicion erguida y contaban con
una sociedad es decir, hay evidencias de que practicaban rituales ademas de

sofisticadas herramientas de trabajo.
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A pesar de estas similitudes los neandertales difieren con el Homo
sapiens en : diferente proporcion entre craneo y cabeza, no tienen barbilla,
grandes dientes, cerebros méas largos, huesos m#s delgados y grandes
misculos, grandes cuerpos y cortas piernas entre otras. Se han encontrado
varios fosiles con estas caracteristicas dispersados por Europa y Asia en
donde se han situado entre 36 000 y 24000 afios (por lo que se cree que
migaron y algunas de estas caracteristicas se encuentran en hombres
modernos adaptados a climas frios). Debido a las diferencias entre el Homo
sapiens y los neandertales cientificos han propuesto que no se trata de un

género diferente y lo llaman Homo neandertalensis.(Hubin y Spur)

Figura 4.1.2 Diferencias craneales entre neandertal y Homo sapiens
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Los estudios fisicos que realizan los paleo-antropdlogos para reconocer
el afio promedio dentro de los cuales se encuentran los fésiles varian, se
utilizan técnicas como la de potasio-argén que se fundamenta en la
variacién del campo magnético de la tierra, ya que con el paso del tiempo se
han invertido; por ejemplo en el proceso de la erupcién de un volcan, el

centro magnético mds cercano a éste dictara la direccién de la lava.

Otro método bastante conocido es el de carbono 14 el que es confiable
para fésiles entre 10 000 y 40 000 afios BP; las muestras de hueso
analizadas con carbono 14 pueden presentar datos falsos si la muestra es
contaminada o si no cae dentro del rango establecido. El método de
racemizacion se basa en la propiedad de las proteinas y algunas moléculas a
migrar a través del tiempo dependiendo de ciertas condiciones como
temperatura, asi se puede inferir las condiciones climéticas que prevalecian
cuando el fosil fue depositado. Otro método es el Uranio que es soluble en
agua y se descompone en torium y protractirium los cuales no son solubles
en agua; asi cuando se mide la cantidad de uranio y sus productos se puede
inferir el tiempo en el cual se degrado y asi el tiempo en el que el fésil se
formé. AGn contando con este tipo de métodos de identificaciéon del tiempo
existen muchos huecos en las diferentes eras de 1a evolucidén de la tierra y
en particular en el Pleistoceno en donde se cree que el género Homo
evoluciond. Otro tipo de indicios se encuentra en los récords de civilizaciones
antiguas. (Tan Tattersall 1995).
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Gracias a todos estos elementos se ha propuesto diferentes arboles

evolutivos del Homo sapiens como el siguiente:

H. neandertalensis ‘ H. sapiens
Q-.' @R
-
@ | H. erectus
1,000,000 years .

P. boisei H. heidealbergensis

N
I ‘ H. ergaster
B, _rOb“st‘us H. rudolfensis q

@ 8
=
0_ @ H. habilis

ﬁ A. africanus
H. - Homo
z N A. - L
#. asthiopicus Australopithecus
P. - Paranthropus

. A, afarensis

htep://fuve.darvin, va/contradictions

Figura 4.1.3 Esquema teérico del origen del Homo sapiens
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7.2 miDNA EN LA EVOLUCION

Dentro de los procesos evolutivos también se ha modificado la genética a
través del tiempo. Se ha estudiado tanto el DNA nuclear como el mtDNA
para encontrar la relacién entre la informacién genética del pasado y la
actual (variacion genética) y asi poder encontrar nuestra linea evolutiva. En
este tipo de estudios el mtDNA se analiza con mayor frecuencia por su
sencillez en comparacion al nDNA, ya que es un DNA circular de solo 16569
pares de bases y no esta protegido con proteinas histonas, muta
rdpidamente (mas que el nuclear) y no se recombina; esta cualidad en
especial elimina la dificultad de analizar arboles genealdgicos enteros y solo

se enfoca en las madres e hijas dado a su particular tipo de herencia.

El mtDNA es més facilmente aislado de huesos antiguos ya que en
una célula existe solo un nDNA y varias copias de mtDNA por lo que se han
analizado fésiles de neandertales y de hombres modernos. La secuencia
analizada es una zona de 1 100 pb llamada D-loop que no codifica para

ninguna proteina y tiene una tasa de mutacién mas alta que el resto de
mtDNA.

El primer neandertal del cual se extrajo mtDNA fue del espécimen
encontrado en la caverna Feldhofer en Alemania y revela un edad de 40 000
(Schmitz 2002). Investigadores examinaron dos secuencias de la zona D-
loop y las compararon con cientos de secuencias (de la misma zona) en
hombres vivos y descubrieron grandes diferencias entre el mtDNA

neandertal y el nuestro (Krings 1999)



Figura 4.2.0 Fotografia hueso de fémur del neandertal de Felhober. Museo Lande. Bonn,
Alemania. (neandertal/modern.com/genetic2.htmn)

En los més recientes estudios se encontré un promedio de 35.3
diferencias entre neandertales y humanos vivos, comparados con los 10.9
diferencias de estas secuencias en la actualidad; lo que pone a discusion si

los neandertales han contribuido en nuestro pool génico.

Esto hace concluir que los neandertales son mas antiguos en nuestra
linea evolutiva sin que esto quiera decir que pertenecen a una especie
distinta ya que la diferencia entre genomas no es mucho mayor que la
encontrada en diferentes subespecies de chimpancés (Wolpoff 1999)
(Relethford 2001).

Si los neandertales son nuestros ancestros, se espera encontrar la
maxima relacién entre éstos y los hombres europeos actuales que ahora
ocupan su territorio. Pero el neandertal de Feldhofer no tiene estrecha
relacién con el moderno europeo por lo menos no més que con humanos de
otra regién; esto sugiere que al momento de migrar la secuencias de mtDNA

fueron fluyendo y cambiando a través del tiempo (Relthford 2001)
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Los andlisis hechos al neandertal Feldhofer encuentran sustento en
otra investigacién hecha a un hueso fechado hace 42 000 BP, situado en el
Paleolitico Medio encontrado en la cueva Vindija en Croacia (Krings 2000).
Solo 9 diferencias separan al neardental de Vindija y el de Feldhofer. Pero el
mtDNA de estos dos neardentales muestran una diferencia de 35 con los
humanos modernos. Otro estudio a un hueso de infante fechado hace 29 000
afios encontrado en la cueva Mezmaiskaya al norte de Rusia muestra solo 12
diferencias con Feldhofer y 22 diferencias con los humanos de hoy en dia.
Por este tipo de estudios se estima que las lineas de evolucién entre
neandertales y humanos modernos se ramifican entre 365 000 y 853 000
afios BP. Este tipo de estudio esta basado en el rango de cambio del mtDNA
a través del tiempo en la regién D-loop; y es derivado de las mutaciones que
se acumulan desde que las lineas de evolucién entre humanos y chimpancés
se separaron. Recientes descubrimientos en fosiles hacen estimar hace 6

millones de afios ocurrié esta divergencia (Brunet 2002).

Uno de los problemas que se encuentra en la utilizacién de este
método como dnico es que no es vdlido cuando dos lineas se inter-ramifican
es decir, cuando se comparan lineas entre especies se buscan dos especies
diferentes. Investigadores de mtDNA neandertal asumen que los
neandertales y los hombres modernos no se inter-ramifican, lo que no esta
comprobado. Otra diferencia radica en la secuencia de la region control en
donde algunos nucledtidos mutan lentamente y otros rapidamente llamados
“hotspots” (Stoneking, 2000). Algunos de estos hotspots generan mutaciones
somaticas y se presentan més cominmente en ancianos por lo que no pasan

a la siguiente generacién (Nekhaeva 2002).
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1 tamafio de una poblacién puede afectar el
rango de cambio. La seleccién natural puede alterar también este rango en

de mtDNA que concuerdan con humanos

trol tomadas de hombres modernos de la era Paleolitica en
enen secuencias

Y el problema mayor es que no hay un mtDNA control; del cual se

regiéon con

migraciones y expansiones en e

un locus especifico afectando el rango donde las mutaciones fueron
eliminadas o dispersadas en un pool génico (Jorde 1995).Secuencias de la

Inglaterra y Australia muestran que humanos modernos prehistéricos

pueda comparar (Lambert 2002). Aunado a factores demogréificos como
ti

menos 12500 afios. (Adcock 2001).

cmcx R e e cgae -

st veee UUUL - e

e ccctFouuuy e Y

<cex . wuuu Uk  WULU YLUU

c<c<S—cace aclas <z Y

. VL UV e — =

cxcx SOCD sudee TOGL czcx

P LRFL EL A coDD AA\AmnakAA

<<e< << €L _ UWN <<z«

o ho [ITNNT crsweF-—taete sLLU

soen oeon ctae E2TTO e

i <L SRV RV oo o od CRCE- R

cURL L <<FoLunl  RRRR <a2ca

Soon vty = VUUL MUl

bR Bocccn Lk e cxx

UMY mmmm <A< t ————

LWL —_——— tLLL <<< -

<< UULU Luwih wuUuF-caece

IR SU0T stes<_ LLUU SUUU

WUy — - —mm—FouLUU <t L

Ty . T ccae casa o <<a= LULY
SCe 2 it aa SSee Wiy TSt - =see
SSe T SSSS —_——— YLLUF-<are uuou << e
cce UDNE =k VLU UUVE WUV i
P o b cuvuF-puuy fusuiihe s d ttca
W e = e ..t P L4 L L L RIS
e IS S M vLuUY VLS < a ctc=
L T rLLE BT~ QU <% g tCrCNllliI
CEsrC R <L UDUVY Fmme=_ Lo SEOS
<<~ UTes Lt vULL cew<E-cczc SLVU
F-Uveu kel el wuuy YWwh o Ul RV
SCeT =<%x <<<< *SULY —p—— ..E <z<=
<€et AREUR LUUL  44<UL R 4000  <<<< -ki-
s VLU LU << ———— e -
T2 oo <t Btz [Py <t -
CGr T VUL, me= vy cea< YOoU <w<=
SEes ULULER-zBE Rk << SDEY YUY
un...um T E < Y <ot Fammem
EenkR-<tte UNUL YLy e S B2~
<c- € uuwyu <<<< <<<< +EEEEE-Lvovu  <<<=<
f-vuey wxc<cc B LLLy Uuvy  <e<a cac<
- <<<< SO56C v L VEVI VI SR V1729 <=<=<
= veuw T Ir‘-l.-_lﬁ‘-ﬂ.ﬁ YWYV Lol of o o
- il c<cxx <4t LUULY taca
ULl <e<<  <xt<f-<<<<  LULL  €<<=  LLLU
e I T P R UUUY << <<
m oEReR UbuuA-c<eo< R <c<ce *, <. < _ <SEEEN
-cosC FTII <zz< wLLLu <L FmeRE-ZCCC

Ym

5338

i

NCE
LV
INCE

REFH
Nand |
Nesmd
REFIERI
Nensd_lel

. '

Neasd_Fel
Meand_Mcr

i

KEFERIENCL

REFERENCE

|
TRENDS in Geretes

TAGLUG

TaGaa



93

Figura 4.2.1 Alineacion del mtDNA humano de referencia contra tres secuancias publicada

s de neandertal. Neander Fel (Neandertal Feldhofer), Neand Mez (Neandertal
Mezmaiskaya), Neand_Vin (Neandertal Vindija). Los asteriscos muestran posiciones en
nucleotides donde los neandertals muestran polimorfidmos en comparacion con la secuancia
de referencia. Los colores muestran la regién hipevariable I (HVRD como se muestra:

amarillo 2-3, naranja 3-4, rojo 4-5.

Ademas de las discrepancias ya mencionadas existen anormalidades
encontradas dentro del modelo “reloj molecular” de mtDNA utilizado en la
mayoria de las investigaciones para conocer el tiempo en que la mutacién
ocurrid. Una los errores existe entre los rangos de mutacion del mtDNA
observados en las escalas de tiempo en la evolucién (gj. Entre dos diferentes
especies y entre una familia) (Parson TJ 1997).

Si el mayor rango de mutacion observado en un pedigree se utilizara
para calcular la edad de la hembra mds reciente, ella habria vivido hace
6000 afios. Esto demuestra que las escalas se pueden aplicar solo con
diferentes relojes moleculares. Otras discrepancias en el reloj molecular de
mtDNA son atribuidas a la heterogenidad entre los sitios es decir, en las
diferencias en el rango de mutacién en diferentes posiciones del mtDNA
(Hasegawa M 1993) preferencialmente en la zona hipervariable incluyendo
los hotspots, variables de seleccién y hasta una posible recombinacion.
Estudios han sugerido la recombinacién de mtDNA biparenteral lo que
alteraria los resultados obtenidos hasta ahora; aunque la recombinacién
ocurriria en un porcentaje muy bajo si a través del tiempo ocurrié se podria
interpretar erroneamente como heterogenidad ( y viceversa) alterando los
arboles filogenéticos posibles (Wiuf C 2001). Con el paso del tiempo se han
hecho muchas investigaciones para reducir el rango de error y dilucidar

varias posibles respuestas.
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El primer articulo publicado acerca del origen de hombre utilizando al
mtDNA como marcador fue en 1987 por Cann. En é1 se analizaron 20 afro-
americanos utilizando RFLP y Southern blot. Aueque este procedimiento
haya permitido analizar solo del 2%-3% de la variacion de la secuencia del
mtDNA, revel6 que entre el 60% y el 100% del mtDNA de la poblacién del
sur del Sahara (sub-Saharan) eran caracterizados por el corte de la enzima
Hpal en el nucleétido 3592. En otros estudios se reveld que qu esta
alteracion se presenta en muy baja frecuencia fuera de Africa, mayormente
en las poblaciones que histéricamente se conoce tuvieron mezcla con
Africanos (como Arabes e italianos del sur). Es asi cuando se analizé mayor
cantidad de mtDNA se observé que éste contenia el mayor numero de
polimorfismos que el mtDNA de cualquier otra parte del mundo, por lo tanto
el mas divergente filogenéticamente de acuerdo con la genética de
poblaciones. Asi surgid la hipotesis del origen Africano del hombre moderno

u Homo sapiens. Y se le denomino: La Eva mitocondrial.

A partir de la publicacién de éste articulo numerosos investigadores
han rechazado o aceptado esta hipdtesis. La realidad es que atn con técnicas
de investigacién més avanzadas (mas de 1980) no se ha podido refutar la
hipétesis y con la secuenciacién completa del mtDNA se ha podido confirmar
la relacién directa entre el nimero y posicibn de las mutaciones y

polimorfismos-del mtDNA y el tiempo en el que se produjeron.

Ahora se secuencian mtDNA's de todo el mundo y se realizan arboles
filogenéticos entre ellos para encontrar su relacién y las posibles rutas que

tomaron desde Africa para poblar todo el mundo.
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7.3 MIGRACIONES

Los paleo-antropdlogos que estudian este tipo de fenémeno siempre se
encuentran en debate. Las diferencias recaen en el hecho en si la evolucién
del hombre se llevé acabo en un solo lugar dentro de Africa o dentro de una
basta regién de Africa y Eurasia; es decir las opiniones difieren en como
grupos de hombres modernos en Africa pueden ser los ancestros de todos las
especies antes de homo sapiens, las que eventualmente se
extinguieron.(NGS)

Para todos aquellos que piensen que los hombres modernos se
originaron solo en Africa y luego se distribuyeron alrededor del mundo
apoyan la hipdtesis “Fuera de Africa” y para todos aquellos que apoyen la
hipétesis de que los hombres modernos evolucionaron en diferentes lugares
se encuentran dentro de la hipotesis “multiregional”. Los investigadores en
diferentes disciplinas han estudiado genéticamente y antropolégicamente
los fosiles de los ancestros del Homo sapiens para aceptan o refutar
cualquiera de las dos teorias. El hecho es que con los datos obtenidos no se
puede rechazar ninguna de las dos y no se ha podido comprobar el origen de

las razas humanas.

De acuerdo con la hipétesis fuera de Africa los humanos modernos
salieron de Africa y poblaron regiones en donde existian humanos arcaicos;
estos son los neandertales y algunas especies de Homo erectus. Los
investigadores soportan esta hipdtesis en el hecho de encontrar fésiles de
humanos modernos relativamente modernos por lo que se infiere un
ancestro comun desde 200 000 afios ya que las similitudes fisicas entre los
humanos modernos y los pre-modernos son muy diversas, ademis de

encontrarse ya similitudes geogréaficas.
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En cuanto a la hipdtesis multiregional también conocida como la
hipétesis de la continuidad postula que los Homo erectus se dispersaron a
través de Eurasia hace 1 millén de afios. Especies se adaptaron de acuerdo a
su medio dando caracteristicas anatémicas Gnicas que se preservaron a
través del tiempo; también conocieron especies que compartian su regién por
lo que se relacionaron cambiando genes entre ellos. Este intercambio de
genes heredables se le conoce como fluidez génica o “gene flow”. Gracias a
esto los Homo erectus pasararon por diversas caracteristicas fisicas como el
cambio del tamafio del cerebro, gradualmente esto resulté en la evolucién de

el hombre modernos en Europa y Asia.

Otra teoria se ha postulado a falta de elementos para revocar o
afirmar las teorias anteriores a esta se ha llamado la teoria
“comprometedora”. En ella se dice que los humanos modernos pudieron
emerger de Africa; éstos grupos se dispersaron y eliminaron a las especies
humanas mdas arcaicas en ciertas regiones como Europa pero en regiones
como Asia la fluidez génica ocurri6 entre poblaciones locales resultando en

caracteristicas regionales permanentes.

Cualesquiera que sean las teorias acerca de las migraciones humanas
y de la evolucién de nuestra especie se sugiere la expansién de un ancestro
comin. En la hipétesis multiregional se dice que esto ocurrié hace cientos
miles de afios con la fluidez génica dentro de todas las especies que existian
en ege entonces. La hipdtesis fuera de Africa soporta el hecho que nuestra
especia resulta de un ancestro comin reciente y la teoria comprometedora
acepta las dos teorias como razonables y compatibles como posible

explicacion a los origenes del hombre moderno.
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En 1994 Aurora Martinez Nijera descubri6 fosiles en la Gran Dolina
al norte de Espaiia con una antigiiedad de 780,000 afios, siendo los fésiles de
humanos mas antiguos descubiertos en Europa. Incluyen cuatro individuos
entre los que se destaca -un nifio pequefio con el crineo intacto. Paleo-
antropdlogos creen que se puede tratar de un ancestro de humanos
modernos y de Neandertales, aunque otros dicen que son tan pocas

evidencias que no se puede asegurar.

En cuanto a lo que se refiere con migraciones, paleo-antropélogos
concuerdan con el hecho de que ocurri6 en la época del Pleistoceno dentro
del periodo Cuaternario de la era Cenozoica. En el siguiente cuadro se

muestra la clasificacién del tiempo en términos de evolucion de especies:

Eon Era

Proterozoic
Archean
* Beginning date for each period or epoch.

Figura 4.3.0 El tiempo en la tierra. Evolucién.
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El pleistoceno abarca de 1.6 mda (millones de afos) a 10 000 mda, y
se caracteriza por tener grandes periodos glaciales (con temperaturas de 5 a
7 C°) y periodos inter-glaciales con temperaturas parecidas a las actuales lo
que favorecié el crecimiento de plantas y animales cambiando asi los niveles
de metanos y de dioxido de carbono en la atmosfera. Un ciclo glacial
comprende un periodo glacial y un inter-glaciar. Se ha determinado que el
ciclo glacial mas largo durante esta época duré de 100 000 a 130 000 afios y
al menos 25 ciclos glaciales han ocurrido en 2 millones de afios. El cambio de
la orografia en el mundo fue inminente, aun en las areas que no fueron
cubiertas con hielo provocando densas lluvias y creado lagos que en la
actualidad son grandes desiertos en paises como Estados Unidos, Africa y
Australia. En Sudamérica el clima era mas frio y seco lo que generd bosques
lluviosos y grandes terrenos de pasto. El hielo cubrié principalmente parte
de Canada y Estados Unidos asi como casi todo el norte de Europa. Los
cambios climaticos originados obligaron a diversas especies de animales a
migrar o evolucionar y otras especies se extinguieron como el tigre dientes

de sable, el mamut, el oso gigante y el mastodonte.

En cuanto a los humanos los géneros Homo y Australopithecus
siguieron evolucionando teniendo datos de Homo sapiens hace 35 000 afios.
Es hace pensar que nuestra especie estuvo en contacto con los grandes
mamiferos que caracterizaron a la época del pleistoceno. Prueba de esto son
los dibujos mas antiguos encontrados en la cueva de Lascoux en Francia con
una antigiledad de 13 000 afos (al término de la dicha época del
pleistoceno). Otro indicio de Arte paleolitico, como se ha designado a la serie
de pinturas y esculturas encontradas principalmente en Francia, es la
prueba pintura llamada : “Fisica de la evolucién del hombre” y se le atribuye
al hombre de Cro-Magnon; el hombre moderno mas reciente que vivié al

oeste y al sur de Europa durante el altimo periodo glacial.



Se caracteriza por usar ropa y usar utensilios. En el siguiente mapa

se puede observar la tierra durante el Gltimo periodo glacial del pleistoceno:

Nartiy
Pae
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Figura 4.3.1 La tierra en el pleistoceno tardio

Dichos cambios climiticos favorecieron la migracion del hombre a
través de los continentes. Asi se proponen varias ondas migratorias en

diferentes periodos de tiempo, como se muestra:

Figura 4.3.2 Posibles rutas migratorias. (Modificado de client.henninger.com/.../maps/)



Estas teorias de ondas migratorias estdn basadas en restos de fésiles
y restos de acentamientos de individuos que pudieron ser de Homo sapiens.
Investigaciones que se muestran a continuacidén utilizando mtDNA, apoyan

esta hipotesis.

7.4 HAPLOGRUPOS MITOCONDRIALES

Como se ha descrito anteriormente el mtDNA es susceptible a sufrir
mutaciones por diferentes motivos. Asi andlisis moleculares han demostrado
que la mayor parte de las secuencias del mtDNA (y su variacién) son
acumuladas secuencialmente a lo largo del patrén de herencia maternal a
partir de sets de mtDNA fundadores, esto durante y después de los procesos
de colonizacion de las diferentes regiones geograficas. Esta es la razén por la
cual haplogrupos de mtDNA (grupos de mtDNA relacionados por que
comparten mutaciones antiguas y heredables) son geograficamente y

étnicamente especificas (Torroni 2003)

Los polimorfismos en el DNA nuclear: fueron las primeras
variantes que se identificaron; algunos de estos corresponden a
sustituciones de nucledtidos: identificables porque alteran el sitio de
reconocimiento de las endonucleasas de restriccifn, es decir, se modifica la
secuencia especifica de nucledtidos dando como resultado una variaciéon de

la longitud del tamaiio de los fragmentos de restriccién (RFLP’s).
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El primer estudio relacionado directamente con la identificacion de
haplogrupos de mtDNA en Europa se hizo utilizando la técnica de RFLP a
la regién hipervariable I y II (HVS I y II) del mtDNA a individuos
americanos con descendencia europea en una muestra al azar dentro de la
poblacién, asi se identificaron sitios especificos de corte en la regién.
Después se compard con patrones de corte de mtDNA que tenian otros
lugares del mundo. El estudio revelé cuatro haplogrupos especificos (nimero
estable de sitios polimorficos) en Europa: H, I, J y K. Después se
encontraron otros haplogrupos como: T, U, V, W y X, solo en el continente
europeo (Torroni A 2003). Estos anilisis se realizaron utilizando las
técnicas de RFLP, PCR y electroforesis principalmente, en la regién
hipervariable (HVS I y II) del D-loop en el mtDNA.

Desde entonces se han clasificado y caracterizado mas haplogupos
especificos de diferentes regiones. Conforme aumentaron las muestras de
mtDNA fue cada vez mas dificil su clasificacién y habian haplogrupos que
compartian haplotipos (alteraciones especificas). En la actualidad no se
secuencian solo las regiones hipervariables, ya que como se menciond
anteriormente puede estar sujeta a errores al realizar los 4rboles
filogenéticos por su gran tasa de mutacion y los hotspots que contiene, asi

que se secuencia todo el mtDNA.

Las técnicas empleadas para la clasificacion correcta de los

haplogrupos actualmente son : RFLP y/o secuenciacion, con amplificacién en
PCR.
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7.4.1 Fundamentos generales de técnicas en biologia molecular.

7.4.1.1 RFLP (Restriction Fragment Length Polimorphism)

Como es sabido, este método consiste en romper el mtDNA en
fragmentos especificos gracias a las enzimas de restriccién que reconocen
sitios de corte en las dos hebras de DNA. Generalmente cortan una seccién
entre 4 a 6 bp. Una vez obtenido el mapa de restriccién (identificacién de las
secuencias de corte dentro del DNA) se procede a determinar la secuencia de
DNA entre los puntos que est4n suficientemente cercanos (aprox. entre 300
bp). Esta secuencia tendra tanto al gen que codifica para cierta proteina
mds intrones, reconociendo la secuencia de polipéptidos se podra determinar
la longitud del gen y poder aislarlo de los intrones y asi purificarlo 6
amplificarlo.

En cuanto a las mutaciones, las enzimas de restriccién pueden cortar
o no una secuencia dependiendo si la mutacién se encuentra en ese sitio.
Para este proceso es necesario agregar a la muestra de DNA purificada un
Primer (cebador que reconoce la primera secuencia de bases antes de la
mutacién) y asi la endonucleasa se ancla en el lugar de corte. Si la mutacién
estd presente la enzima no va reconocer las bases de inicio y por
consiguiente no va a cortar la muestra, si por el contrario la mutacién no

estd presente la enzima cortara.

Este patrén dependeri del sitio de reconocimiento y la enzima
utilizada; asi tenderemos enzimas que corten cuando la mutacién este
presente y viceversa. En el capitulo siguiente se clasifican las enzimas de
restriccién utilizadas para romper el mtDNA en sitios de mutaciones firma

para cada haplogrupo.
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En el siguiente esquema se presentan ejemplos de los diferentes tipos

de enzimas de restriccién y el patron de corte:

1.5 . R =
G e— O P} e—
staggered NG AATTCN @
NCTTAA na- GN ¢
ends eARILAL v
2R fyEEy ITERT
ends  _NOTA . oulAGHG
& TTEREET ™ e -
S‘H?Q“"d eMC por o ICGAGH L8]
Enas

Figura 4.4.0 Clasificacién de enzimas de restriccién segiin el corte. (Técnicas en Genética

02/03. Tema 2: Enzimas ttiles en Biologia Molecular)

Las enzimas de restriccién son extraidas principalmente de bacterias,
en la actualidad diferentes laboratorios procesan estas enzimas y las venden

comercialmente como es el caso Promega.

En el siguiente esquema se muestran la enzimas de restricciéon que
comercializa Promega y son las méas utilizadas, también se muestra su

secuencia de corte.



Figura 4.4.2 Sitios de reconocimiento de algunas enzimas de restriccién

Una vez obtenidos los fragmentos de secuencia requeridos se pueden
pasar a diversos procesos, para su identificacién se pueden separar por su
tamafio o peso en un gel de electroforesis o para su amplificacién utilizando

la técnica de PCR.
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7.4.1.2 PCR (Polimerase Chain Reaction)

Como su nombre lo indica la reaccién en cadena de polimerasas se
refiere a un proceso en que las polimerasas sintetizan cadenas nuevas de un
DNA molde con variacién de temperatura obteniendose muchas replicas de
la secuencia deseada. Asi tenemos que se trata de un proceso ciclico en el
cual se varian temperaturas favoreciendo la sintesis di novo de DNA. En el

siguiente esquema se resume el proceso:

secuencia blanco
Ciclo 1 o i - __ doble
cadena
a4°C desnsturalizacion
— e Gadena
- - o sencilla
40"C-60°C | alineacion

* ¢ sz Primers

Ciclo 2

Figura 4.4.4 Representacion esquemitica del PCR. Técnicas en Genética 2002



La variacion en los diferentes parametros dentro de los ciclos del PCR
pueden optimizar o interferir con los productos finales, es por eso que se
realizan diferentes experimentos para entender los efectos que pueden
provocar los cambios. De acuerdo con la secuencia especifica a analizar se
varia la temperatura en cada ciclo, para mtDNA cada polimorfismo y su
especie amplificada tiene reportadas temperaturas base para cada ciclo. En
cuanto a las enzimas estas tienen que resistir los cambios de temperatura,

sin reducir efectividad.

De acuerdo con la secuencia especifica a analizar se varia la
temperatura en cada ciclo, para mtDNA cada polimorfismo y su especie
amplificada tiene reportadas temperaturas base para cada ciclo. En cuanto
a las enzimas estas tienen que resistir los cambios de temperatura, sin
reducir efectividad.

Las enzimas termoestables utilizadas en el PCR son:

Enzima |Eficiencia®| Rango de | Rango de 3’-- 5 §7=.8"

errord extensiéne

Tag 88 2x10-4 75 - Si
Th 70 4x10-8 67 Si 2
Pfo 60 7x10-7 nd Si LG
RTth Nd nd 60 = Si

*_ porcentaje de producto por ciclo
b frecuencia de errores por pares de bases incorporadas
<. promedio del no. de nucleétidos adicionados por seg

nd. no determinado
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En la siguiente tabla se presenta el parametro a medir la alteracién y

los posibles efectos que esto conlleva dentro de la reaccion:

Paradmetro

Alteracion

Efecto en la reaccion

Alineacién

DNA pol

(Mg ]

Pardmetros
ciclicos

Aumento de Temp.

Disminucién de Temp.

Concentracién

Tipo de DNA pol

Variando [ MgCL ]

Temp. de

desnaturalizacion

Tiempo de extensién

No. de ciclos

Aumenta la especificidad del primer por
desestabilizacion de los pares de bases
erroneos.

Aumenta la sensibilidad de la reaccién,
estabilizando bases de pares correctos.
Afecta la sensibilidad y la especificidad. Una
disminucién produce muy pocos productos y
un aumento reduce especificidad.

Tagq: muy eficiente pero con un alto grado de
error; Pfu’ eficiente con bajo rango de error.
Una disminucion, aumenta la especificidad y
un aumento estabiliza la primera alineacién
por lo que aumenta la sensibilidad.

Un aumento produce alta sensibilidad
especialmente para G+C, sin embargo Taq
pol disminuye su actividad por arriba de
93°C.

A mayor tiempo incrementa la sensibilidad
en cadenas largas.

Como la sensibilidad del ensayo depende de
la eficiencia enzimatica asi como del no.
inicial de moléculas de DNA a polimerizar;
es solo necesario incrementar el no. de ciclos
por arriba de 35 si la reaccion contiene <103

moléculas iniciales.

Técnicas en Genética 2002
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Existen mas de un método para realizar el PCR ya sea cuantitativo o

en tiempo real.

Una vez obtenido un gran nimero de copias de la secuencia requerida
se pueden utilizar diversos métodos de identificacion, ya sea electroforesis o
secuenciacién automéitica. En la actualidad se utiliza la secuenciacién
automatica por su eficiencia y rapidez, el problema es que no todos los
laboratorios cuentan con este tipo de equipo. La secuenciacién se puede
utilizar de manera directa en el mtDNA sin utilizar enzimas de restriccién

lo que facilita la experimentacién y lo hace méas especifico.

7.4.1.3 Secuenciacién

En la actualidad hay 3 métodos de secuenciacion. Estos son:
secuenciacion enzimaitica, secuenciacién automatica con fluorocromos y

secuenciacion ciclica.

7.4.1.3.1 Secuenciacion enzimatica

La secuenciacién enzimatica se basa en el uso de dideoxinucleétidos
utilizando una hebra molde, se sintetiza una nueva hebra en sentido 5™ 3",
La caracteristica de los dideoxinucleétidos es que tienen en la posicion 3° del
aztcar un hidrégeno en lugar del OH lo que impide la formacién de enlaces
fosfodiéster. Asi en la nueva sintesis, la catdlisis terminari al incorporarse
el dideoxinucleétido. Consta de 4 reacciones que se representan a

continuacién:



secuencia blanco FoaALTrdrEatAIOi
secuencia sintetizada - €TCACSASIATOACA" -

Reaccion 1 .
ddATP  emeeeeeeed )

Reaccidn 2
ddTTP

Reaccion 3
ddGTP

Reaccion 4
ddCTP

,..
o
Q
=
)

/

WO DFIN O PIDON

[ 6 A T @

Figura 4.4.5 secuenciacién enzimditica

74432 Secuenciacion automatica por fluorocromos :

dn@® <@ daNTPs con
wT@ ¢35 fluorescencia

Las bandas de fluorescencia pasan
a través del detector
Lectura:

CACCCCATCGAAAT TAACT ICCAAAGT | AALL1ICS

Figura 4.4.6 Secuenciacion por fluorocromos
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7.4.1.3.3 Secuenciacion ciclica
A . En el método de
PCR con un pi o, WD secuenciacion ciclica, se realiza un
solo primer PCR con solo 1 primer y un
PRSP dideoxinucleétido. El resultado es
TGRS un cimulo de cadenas terminadas

1A

- El no. de cadenas aumentara por
ciclo de PCR

Figura 4.4.7 Secuenciacion ciclica

en la base del dideoxinucleétido;
estas cadenas junto con los
productos de las reacciones de los
demas  dideoxinucledtidos  se

procesan en electroforesis.

Una vez encontrados sitios especificos y estables de polimorfismos

(mutaciones firma) los haplogrupos se clasifican de acuerdo al continente.

Mientras se avanzo en la clasificacién de mutaciones firma se encontraron

con mtDNA’s que compartian 2 0 mis mutaciones estables y fue necesario

secuenciar una regién mas amplia del D-loop (o de cualquier regién del

mtDNA) (Wilson 2002) o realizar una secuenciacién completa del mtDNA y

asi poder observar otro tipo de mutaciones o polimorfismos que clasifiquen

mejor la muestra. Con este tipo de andlisis surgen los “subhaplogrupos”.

También se ha encontrado haplogrupos relacionados filogenéticamente mas

estrechamente que otros atn dentro del mismo continente a los que se han

llamado “clados”.
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Con la informacién anterior es posible calcular la antigiiedad de cada
haplogrupo o subhaplogrupo utilizando el valor de p, que se refiere a la
distancia transicional promedio a partir de una secuencia fundadora
supuesta y estimada por un valor de la tasa de mutacién de 1 cada 20180

anos. Par el cilculo se utiliza la formula siguiente:

p=Znt/N

Donde t = nimero de mutaciones que presenta un haplotipo a partir
de una posicion preestablecida como origen, n = numero de muestras que
comparten el haplotipo y N = nimero total de muestras en el

subhaplogrupo investigado (Froster 1996).

Obteniéndose los afios aproximados a partir de cuando la mutacién o
polimorfismo fue heredable, se pueden realizar arboles filogenéticos que
relacionen haplogrupos , subhaplogrupos y clados de mtDNA. Existen
diversos softwares creados con tal motivo. Asi es posible identificar clados

fundadores y el gene flow que cada poblacién posee.

Tenemos que los haplogrupos de cada region son :

Africa: L (L1,L2,L3)

América: A, B,C,Dy X
Asia:A,B,C,D,N,M,F,Z, GyY
Europa:H,[,J, K, T, U, V, Wy X
Oceania: M, Fy B



De acuerdo con la informacion obtenida en relacién a la antigiiedad de
las alteraciones y mutaciones en la secuencia de mtDNA y haplogrupos, se

ha propuesto un mapa de migraciones humanas:

ye o 0"

f o AL g
7 @ rET S,
— Bl

(S ION

- S
D B
\ AC,D
O
M .
A\
0
A % B j A C,D
I ‘
L~ J ( o
- j o
EXPANSION TIMES (YEARS AGO) ‘ /
Africa 120,000- 150,000 .\(
Foheiiog - Family Tree DNA
AustralivPNG 40,000- 60,000 mtDNA Migrations Map
Eviropn AS5,000- 50,000
Americas 15,000- 35,000
Na-Dene/Esk/Aleuts 8,000- 10,000

Figura 4.4.8 Distribucién de haplogrupos en el mundo y posibles rutas migratorias.

(www._roprld.com.mtdna.htmn)

Greenberg, Turner y Segura proponen la hipotesis de las tres oleadas
migratorias mencionado que los pobladores de América llegaron del Noreste
de Asia en diferentes épocas, integrados en tres grupos. Esta hipotesis se
sustenta en la homogeneidad en los grupos lingiiisticos, datos genéticos,
morfologia dental y al variacién de proteinas sanguineas. De acuerdo a estos
autores, la primera oleada migratoria a América fue aproximadamente

15,000-30,000 aiios y dio origen a los Amerindios.
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Este grupo tiene una extensa diversidad lingiiistica y se distribuye en
todo Sur, Centro y parte del Norte de América; la segunda oleada se realiz
hace aproximadamente 10,000-15,000 afios por el grupo Na-Dene,
distribuidos actualmente al Norte de Canadd y el Sudeste de los EUA,
mientras que la migracién m4s reciente fue aproximadamente 6,000-9,000
afios y la realiz6 un grupo de Esquimales-Aleutianos, distribuidos
actualmente en la parte Norte de Canad4 y Groenlandia (Schurr 1990).

7.5 DISTRUBUCION MUNDIAL

La distribucién de haplogrupos en el mundo aparenta ser muy
especifica pero se ha visto que algunos continentes comparten los mismos
haplogrupos, como Europa con el este de Asia y América con el Oeste de
Asia. De aqui se derivan las teorias migratorias. A continuacién se
presentan los estudios méas recientes de frecuencias de haplogrupos en cada
continente, relacionando con migraciones y evolucién humana. (América se

estudiara en el capitulo siguiente)

7.5.1 Africa

Es uno de los continentes mas
estudiados y por ende se le ha
relacionado con el origen de la
“Eva mitocondrial”. El estudio e

identificacién de los haplogrupos

africanos es un campo bastante
amplio por la diversidad de

regiones y tribus.



114

En un articulo recientemente publicado se analizan muestras de
mtDNA de 74 individuos de dos poblaciones; Kung y Khwe al norte de
Sudéfrica. Estas rebelan la presencia del haplogrupo L y en particular de los
subhaplogrupos L1 y L2. También se analizaron los haplotipos de varios
individuos y en comparacion con otros datos, se revela que los pigmeos de
Biaka (estudiados anteriormente) presentan los polimorfismos més antiguos
seguidos por los Kung y Khwe. Por lo que se clasifican dentro de las
poblaciones més antiguas de Africa estimandose en 125 500 a 165 500 afios.
Esta fecha se sitiia dentro de un periodo de tiempo mas amplio del publicado
en 1995 en donde se sitian dentro de 98 000 a 130 000 afios afios. En este
articulo se muestran haplogrupos en poblacién Senegalese que no
pertenecen al haplogrupo L por lo que se infiere que los haplogrupos que no
presenten el sitio Hpal np 3592 podrian ser tipos de mtDNA ancestrales de
Europeos y Asidticos (Chen 2000). A continuacién se presentan los

subhaplogrupos y mutaciones firma caracteristicos de la poblacién africana:

Subhaplogrupo Mutaciones firma
L1 16390G
L2 16390°

Montoya, Montiel 2002
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Subbaplogrupo Nucleétido RFLP  Ubicaciéon Secuencia (5°-3°)

L1 16390G Hpal+3592 L3522 CTACCATCACCCTCTACATC
H3650 CACCCTGATCAGAGGATTG
L2 16390 Hpal+35692 L15988 TCTTTAACTCCATTAGCA

H16425 GATATTGATTTCACGGAGGAT

Montoya, Montiel 2002
Frecuencia de subhaplogrupos en algunos paises de Africa:

Figura 4.5.0 Frecuencia de haplogrupos africanos en Africa.

(mre.ac.za/annualreport/molecules.htmn)
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En 1995 el grupo de investigadores contituido por Chen, Torroni,
Excoffier, Santachiara-Benerecetti y Wallace publicé un articulo en el cual
confirman la antigiiedad de los polimorfismos africanos. La variacién en la
secuencia de mtDNA se examinaron en 140 africanos, incluyendo Pigmeos
de Zaire, la Reptblica de Centro Africa, Mandenkalu, Wolof y Pular del
Senegal. Mas del 76% de los mtDNA’s africanos (100% de Pigmeos y 67.3%
de Senegaleses) forman el haplogrupo L definido por el corte de Hpal.
Mutaciones adicionales subdividen el haplogrupo en dos (actualmente
reconoce la tercera® L3). Una insercién homoplasica en la regidén intergénica
entre tRNA®T y citocromo oxidasa 1 (COX I) se observa en el 17.6% de
Pigmeos. Esta insercién es una de las mayores observadas en mtDNA
humano. Otro 25% de Pigmeos mostré una delecion de 9bp entre los genes
citocromo oxidasa II (COX II) y Trna»s un polimorfismo que se ha
encontrado en haplogrupos americanos y asiiticos. Ademas del haplogrupo
L se observaron haplogrupos similares a los observados en Europeos y
Asiaticos.

Esto sugiere que los haplogrupos africanos sin el sitio Hpal en 3595

pueden ser tipos ancestrales de los cuales los europeos y asiaticos provienen.

Comparaciones entre las divergencias en las secuencias de africanos y
no africanos confirma que las poblaciones africanas exhiben la variacién
mas grande de mtDNA, resultado que soporta la hipdtesis que los Africanos
representan el grupo humano mas antiguo y que todos los humanos

modernos tienen un origen reciente y comun Africano.



7.5.2 Asia

importante por ser territorio clave para

confirmar o refutar las teorias migratorias, de
Africa para el resto del mundo y de Asia hacia
América. Su amplio territorio se divide en tres
regiones: Eurasia, Asia central y Asia del oeste.
En la actualidad se investigan gran cantidad de
tribus y poblaciones étnicas de todas las
regiones de Asia. Estas investigaciones
generalmente se realizan fuera de Asia ya que
por su economia no cuentan con el equipo
necesario para realizar sus estudios sobretodo

Este continente es

. del las regiones de Asia Central
especialmente

La Academia de Ciencia Rusa este afio realizé un estudio analizando 480
mtDNA’s de comunidades que comparten una lengua: el Altaico, como son:
Altainos, Khakassianos, Burianos, Sojots, Tuvinianos, Todjins y Tofalas que
se encuentran al sur de Siberia. El 81% revelaron tener haplogrupos
caracteristicos del Este de Asia ( M, M7, M8, M9, M10, C, D, G, Z, A, B, F,
N9a, Y) y 17% de haplogrupos del oeste de la regién Eurasia (H, U,J, T, [,
Nla, X).Se puede observar la gran influencia del ceste de Eurasia en
comunidades del este de Sayan y Altai (12.5% a 34%) mientras que en

comunidades Balkai es de menos del 10%.

El alto porcentaje encontrado de haplogrupo C y D les permitid
concluir que los Sibereanos del Sur cuentan con gran diversidad de genes y
gran heterogenidad que se le atribuyen a la geografia y se cree que esta

regioén fue colonizada en una fase “moderna” de Eurasia (Kong 2000)
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En otro estudio de la misma regién de Asia (oeste), el Colegio Dental
de Tokio identifico analizando 169 haplotipos mitocondriales definidos por
147 posiciones, y 145 tipos fueron observados en solo 1 individuo; los otros
24 tipos se comparten por 2 o mas individuos, de acuerdo con la diversidad
y con la comparaciéon entre haplotipos de Japoneses, Chinos y Coreanos se
encontraron 3 nuevos subhaplogrupos y varios haplotipos caracteristicos de
las comunidades Japonesas y Coreanas. Estos son : G4a, G4b y N9b.
(Maruyamas 2002)

En el Instituto de Biologia Celular de Estonia se analizaron muestras
de mtDNA de dos tribus de India, se secuenciaron las regiones
hipervariables y el cromosoma Y, los resultados revelaron que varias tribus
Indias derivan de habitantes del Pleistoceno que poblaron esa region por
migraciones desde Africa y recibieron muy poca influencia extranjera. Esta
poblacién provee el inoculo de la diferenciacion subsecuente de los genes

pool caracteristicos del este y el oeste de Eurasia. (Kivisild T 2003)

Un poco mas tarde de ser publicado este articulo el mismo Instituto
publicé el posible arbol filogenético de mtDNA del Este de Asia, utilizando el
método de secuenciacion completa, en donde se confirma que esta region del
mundo estd cubierta por dos superhaplogrupos M y N. A partir de ellos
surgen diferencias entre los pobladores del norte y de sur donde surgen
nuevos subhaplogrupos: M7, M8, M9, N9 y R9. El haplogrupo M7 es muy
frecuente al este de Asia mientras que los haplogrupos M7a y M7b2 se

encuentran en las poblaciones Japonesas y Coreanas.(Kivisild 2002)
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En el Departamento de Biologia de la Universidad de Turku en
Finlandia se analizaron 101 muestras de Coreanos. El 91% mostré que
pertenecen a los haplogrupos M, C, D, G, A, B y F. Ninguno de los
individuos pertenece al haplogrupo E. Sin embargo 3 individuos mostraron
la presencia simultanea de los haplogrupos E y G, para caracterizarlos
dentro de su haplotipo se secuencid la region hipervariable (HVS I) .
Estudios posteriores indican que posiblemente esta combinacién de
haplogrupos provenga de un ancestro comun al oeste de Asia ya que estos
polimorfismos se han encontrado en individuos japoneses. (Snall N 2002).
En el siguiente cuadro se resumen la secuencia de mtDNA analizada, la
temperatura de alineacion del primer en PCR, los polimorfismos asiiticos

especificos y las enzimas de restriccion utilizadas:

5--3" Polimorfismos Asiaticos

16435-16527,724-706 207h, 64i, 712

534-553,1696-1677 1403a,748b, 663e, 1463¢, 1536f, 712i

3281-3298,4508-4489 3537a, 4411a, 3315¢, 3842¢

4831-4847,5917-5898 5176a, 526 le, 5742i, 52601

5971-5988,7608-7588 6931¢g, 64091, 74611 o

7392-7410,8628-8608 8165e, 8250e, 839 1e,76 17€8150,7859),8592],74611

#829-8845,10107-10088 9009a, 10028a,9380f,9746k,97511

9911-9932,10728-107 12 10364e, 10689¢, 10725¢

11673-11691,12576-12557 10026h, 12407h

12861-12877,13950-13932 129904, 130684, 13031, 13103¢, 13268, 13004;.
13096k

13914-13930,15865- 15845 140154, 14322, 145098, 156062, 145671, 14279;,
14869;,15195j

15553- 15569, 16547- 16527 16254",16390b, 15883¢, 16398¢, 16517¢, 16000g,

16490¢g, 159251,16049k, 16089k, 16208k, 167181
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Los fragmentos de PCR son indicados por los coordinados de nucledtidos de avance (antes
de la coma) y de reversa (después de la coma) segiin Anderson 1981.Los sitios polimorficos
estan indicados por su nucleétido inicial y la letra que indica la enzima utilizada: a= A/ul:
b= Avall; c = Ddel: d = FnuDIl; e = Haelll; f = Hhal; g = Hinfl; h = Hpal; i = Hpall: j =Mbol
i k = Rsal; | = Taql. Modificado de Schurr 1990,

7.5.3 Europa

Gracias a su economia, este continente es
uno de los mas estudiados y se han analizado
mtDNA’s en casi todos lo paises de este
continente. Uno de los articulos publicados este

ano en donde relaciona migraciones de Africa a

Europa y de Europa hacia América es el
realizado por la Universidad de Madeira en

Portugal

En él se analizan 155 muestras de mtDNA de poblacion del
archipiélago de Madeira vy de la isla de Acores. Este archipiélago se
encuentra en el Océano Atlantico a 800 km de El Jadida, Marruecos y fue
colonizado por los Portugueses en el siglo quince. Este archipiélago es
importante para la historia de las migraciones ya que jugé un papel
principal en el intercambio comercial y de esclavos a través del Atlantico

desde Europa y desde Africa.



Los resultados rebelaron la alta frecuencia de haplogrupos africanos
como L1 y L3, por lo que se infiere que el pool génico de esta poblacion fue
donado principalmente por africanos del sur del Sahara y no via Portugal:
en comparacion con otro estudio realizado en las Islas Canarias (colonizadas
por Espaia) que se encuentran a 500 km al sur del archipiélago de Madeira
y a 330 km de El Aayun Marruecos (es decir, mas cerca del continente
Africano) presenta una alta frecuencia de haplogrupos europeos, en
particular el U6b1. Analizando los datos se puede corroborar la importancia
comercial y el flujo de poblacién que durante los siglos posteriores al quince
Madeira obtuvo.(Brehm 2003)

Diversos articulos han sido publicados comprobando la presencia de
siete haplogrupos en toda Europa, uno es el escrito por la Academia de
Ciencias en Rusia. En éste se analizaron 637 individuos, 436 polacos y 203
rusos (regién europea). Se encontrd que no existen diferencias significativas
entre las dos poblaciones que sugieran diferentes pool génicos y presenta
similar distribucién de frecuencias en los haplogrupos. Lo relevante del
estudio radica en la diferencia lingiiistica de la region, ya que Polonia y
Rusa se encuentran compartiendo fronteras pero no comparten el mismo
Idioma (Malyarchuk 2002). Caso contrario muestra el articulo presentado
por el Departamento de Biologia Molecular del Hospital de Toloun-La Seyne
en Francia. En él se describe el analisis de muestras de mtDNA de dos
poblaciones al norte de Italia, la primera Posia (situado en los alpes cerca de

Vicenza) y Barco di Pravisdomini ( cerca de Venecia).



Las dos poblaciones comparten la misma lengua: Veneto pero la
distribucién en la frecuencia de haplogrupos cambia de una regién a otra
siendo mas frecuente en Posia el haplogrupo T y en Barco di Previsdomini el
J. Teniendo en cuenta los resultados es facil suponer que la frecuencia de
haplogrupos depende mas de la distribucién geogréafica que de la lengua que
se domine (Mogentale-Profizi 2001)

De acuerdo con la distribucion de las frecuencias de haplogrupos
europeos una investigacién con la colaboracién de varios Institutos al Este
de FEuropa analizaron muestras de poblacién eslovena y bosnia
encontrandose la mayoria dentro de los haplogrupos caracteristicos de la
region pero cerca del 2% entraron dentro de los haplogrupos Africanos o de
Eurasia. Esto indica que los caldos que poblaron el centro y el este de
Europa como Alemania, Polonia, Rusia y Finlandia penetraron en territorios
del sur tan lejanos como los Balcanes. Sin embargo se observaron
diferencias entre bosnios y Eslovenos en cuanto haplotipos lo que sugiere
que al menos dos ondas migratorias se requirieron para poblar esta
peninsula (Malyarchuk 2003)



A continuaci6n se presentan los oligos para la identificacion de cada

haplogrupo:

Grupo 1715 4577 7025 8249 9052 10394 12308 13366 16065 16389
Ddel Nialll Alul Avall Heall Ddel Hinfl BamHl Hinl BamH1

H 0 0

1 0 1 1 1 1
J 1 1 0

K 1 0 i ]

T 1 0 1

u 1 0 1

v 0 1 0

W 1 1 0

X 0 1 0

1/0. Presencia/ Ausencia del sitio.
Modificada de Benedictis 1999
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7.5.4 Oceania

Antropologia de la Universidad de Temple,
Philadelphia publicé un estudio realizado en las
Islas Salomén. Estas se encuentran en entre
Polinesia y Malesia. Actualmente se cree que
estas islas (en particular Santa Cruz) fueron

pobladas por ancestros de malayo-polinesios

hace 3000 afios. Hechos arqueologicos
demuestran que las islas pudieron ser

colonizadas por poblaciones Austronesias tiempo
En 2002 el

Departamento de

méis tarde y de manera mas
complejos(Friedleander2002)

Se analizaton los haplotipos y se midieron filogenéticamete con
Bandlet median network y se obtuvieron 2 lineas filogenéticas ; unas que
contenian una deplecién de 9 bp en una regién del D-loop y otras no. Esto
indica dos diferentes origenes en dos diferentes poblaciones con diferente
divergencia en expansién. No es ficil deducir de donde y cuando surgieron
las migraciones hacia la isla. En otro estudio realizado en la regiones del
Norte de Australia se analizaron muestras de la poblacion Walbiri y se
encontraron 34 secuencias distintivas por haplotipo encontrados en 10
diferentes haplogrupos comunes en Asia. Aln asi muchos otros son unicos
de la poblacién, aparentemente éstas son divisiones de clados que incluyen
otros aborigenes australianos. La similitud de estos haplotipos sugiere que
los aborigenes de Australia y de Papa Nueva Guinea pertenecian a una solo
poblacidon que posteriormente se diversificé geogrificamente. Con este
estudio se pudo corroborar los haplotipos tinicos de la poblacion Aborigen de
Australia. (Huoponenk 2001)



VILEHAFLOGRUFOS NATIVO-AMERICANOS



126

8.1 AMERICA

Nativo-Americanos es el término que se refiere a la gente indigena u
oriunda del continente Americano. También se les conoce como Indios
Americanos y comprende a la gente del norte, centro y sur de América. La
poblacién nativo-americana antes del primer contacto con europeos se
estima en 90 millones; 10 millones en Norte América (sin abarcar
México),30 millones en México, 11 millones en Centro América, 445 000 en
las Islas del Caribe, 80 millones en la regiéon andina de Sudamérica y 9
millones en el resto de Sudamérica. Estas cifras son relativas porque cuando
los europeos empezaron a llevar un censo gran parte de la poblacion habia

muerto, ya sea en combate o por epidemias.

parecidos fisicamente a los pobladores asiiticos
que a los pobladores de cualquier otra region del
mundo. Esto se asume por el hecho de que
descienden de asiaticos que cruzaron el Estrecho
de Bering (Beringia) alrededor de 30 00 afios en
la Epoca del Pleistoceno. Sus caracteristicas

fisicas son' piel morena, ojos cafés o negros y

pelo lacio negro. Estas caracteristicas pueden

diferir actualmente por la adaptacién al medio o

Los nativo-
americanos son més por ser mezclas con europeos o africanos.
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La mayoria de estudios relacionados con nativo-americanos utilizando
mtDNA y el cromosoma Y, son realizados en los Estados Unidos de
Norteamérica. Actualmente algunas Universidades de las Islas del Caribe y
de Sudamérica en paises como Colombia, Buenos Aires y Brasil han
realizado estudios de frecuencias de haplogrupos en diversas tribus lo que
ha permitido tener una visién mas amplia de la frecuencia de los cinco
haplogrupos encontrados en el continente (A, B, C, D y X) (Torroni, 2002) y
asi poder suponer las rutas migratorias desde Asia y a través del Norte al

Centro y Sur de América.

En América existen o existieron tribus indigenas en casi todas las
regiones, solo en Norteamérica existen mas de 60 y en Latinoamérica mas
de 100. Muchas tribus que existieron en la antigiiedad se extinguieron y solo

se tienen record de ellas a través de cementerios o ruinas.

A continuacién se presentan las tribus conocidas que habitaron la

region norte de América (por orden alfabético, excluyendo México)

Abenaki USA Big Trout Lake CANADA
Achigo CANADA Caldwell First Nation CANADA
Acoma USA Cayuga USA

Afroamerican AMERICAS Cherokee USA

Aleut USA Cheslatia Nation CANADA
Algonquin CANADA Cheyenne USA

Anishinaabe CANADA Chicano USA

Apache USA Chippewa CANADA
Assiniboin CANADA Cree CANADA

Athabascan USA Dene CANADA

Atikamekw CANADA Dine USA
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Gitskan CANADA

Grassy Narrows First Nation CANADA
Haisla CANADA

Haudenosaunee* NORTH AMERICA - CANADA
- UNITED STATES

Hawaiian UNITED STATES

Hopi UNITED STATES

Innu CANADA

Inuit* CIRCUMPOLAR - CANADA
Kanaka Maoll UNITED STATES
Kitamaat CANADA

Kodiak UNITED STATES

Lac Seul First Nation CANADA
Lakota Nation UNITED STATES
LubiconCreeCANADA

Lummi UNITED STATES

Makah UNITED STATES

Manitoba CANADA

Me wuk UNITED STATES

Métis CANADA

Mikmaq CANADA

Mississauga CANADA

Mohawk CANADA

Moritagnais CANADA

Mushuau Innu CANADA

Muskogee Creek UNITED STATES
Nakoda CANADA

Navajo UNITED STATES

Nishnawbe Aski CANADA
Nunavut CANADA

Nuu Chah Nulth CANADA

Oglala Sioux UNITED STATES
Ojibwa CANADA

Oneida* CANADA - UNITED STATES
Onondaga UNITED STATES
Opatchust CANADA

Opetchesaht CANADA
Pottawatomi CANADA

Quinault UNITED STATES
Sachigo Lake CANADA

Saddle Lake Cree CANADA
Sagkeeng First Nation CANADA
Saulteaux CANADA

Seneca UNITED STATES
Shoshone UNITED STATES
Teton Sioux UNITED STATES
Treaty Six First Nations CANADA
Tuscarora UNITED STATES
Utah Navajo UNITED STATES
Washitaw UNITED STATES
Western Shoshone UNITED STATES
Wet suwel en CANADA

Yankton Sioux UNITED STATES
Yukon CANADA

Yup'iks UNITED STATES

Yupiaq UNITED STATES
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En Latinoamérica existe una poblacion de cerca de 48,959,838

Amerindios. Distribuidos de la siguiente manera:

Bolivia 4,283,200
Ecuador 3,340,000
Guatemala 4,200,000
México 23,500,000
Pert 10,288,850
Argentina 197,500
Brasil 220,000
Colombia 500,000
Costa Rica 32,000

Chile 925,000

Salvador
Honduras
Nicaragua
Panama
Paraguay
Venezuela
Antillas
Guyana

Suriname

293,000
245,000
152,000
126,480
66,662
331,929

215,000
38,367

4,850

Esta poblacién esta conformada por las siguientes tribus:

Afroamerican AMERICAS

Aguaruna PERU

Akurio SURINAME

Amarakaeri PERU

Arasaire PERU

Arawak® FRENCH GUIANA - SURINAME
Aschuar PERU

Ashaninka PERU

Asuai ECUADOR

Atacama CHILE

Ava Canoeiro BRAZIL

Awa Guaja BRAZIL

Aylilu BOLIVIA

Aymara* BOLIVIA - CHILE - PERU - SOUTH

AMERICA

Bribri PANAMA

Cakchiquel GUATEMALA

Canar ECUADOR

Carib SURINAME

Chane ARGENTINA
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Chorti HONDURAS

Collas ARGENTINA

Coya ARGENTINA

Cumanagoto VENEZUELA

Embera PANAMA

Enxel PARAGUAY

Garifuna® GUATEMALA - HONDURAS -
NICARAGUA

Genipapo Kanindé BRAZIL

Gnobe PANAMA

Guamblano* ARGENTINA - BOLIVIA BRAZIL -
COLOMBIA PARAGUAY

Guarani* ARGENTINA - BOLIVIA - BRAZIL -

Kayova Guarani BRAZIL

Kekchi GUATEMALA

Kogi Arzaria COLOMBIA

Kolla ARGENTINA

Kollagua PERU

Komlek ARGENTINA

Krikati BRAZIL

Kuna PANAMA

Laymi BOLIVIA

Lenca HONDURAS

Lokono® FRENCH GUIANA - SURINAME
Macuxi BRAZIL

Mapuche® ARGENTINA - CHILE

Marka BOLIVIA

PARAGUAY

Guayami PANAMA
Huambisa PERU
Huehuetenango GUATEMALA
Ingariko BRAZIL

Ishér PARAGUAY
Ilyojwaya ARGENTINA
Jibaro PERU

Kaiua BRAZIL

Kali'na FRENCH GUIANA
Kalinya SURINAME
Karaja BRAZIL

Karina* SURINAME - VENEZUELA

Maya* BELIZE - GUATEMALA
Mayagna NICARAGUA

Mbya Guarani* ARGENTINA - PARAGUAY
Miskitu* NICARAGUA - HONDURAS
Mocavi ARGENTINA

Nahuat EL SALVADOR

Naso PANAMA

Ngobe Bugle PANAMA

Niwakle ARGENTINA

Ona ARGENTINA

Oyana SURINAME

Paez COLOMBIA

Pahikweneh FRENCH GUIANA

Paraiba BRAZIL
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Pehuenche CHILE Toba ARGENTINA
Pilaga ARGENTINA Torrupan HONDURAS
Piro PERU Tremembé BRAZIL
Pitaguary BRAZIL Tric SURINAME

Potiguara BRAZIL Tucajana SURINAME

Puquina PERU Pataxé BRAZIL
Qaqachaka BOLIVIA Pech HONDURAS
Quechua* ARGENTINA - BOLIVIA - PERU Pehuenche CHILE
Queuco CHILE Pilaga ARGENTINA
Quiché GUATEMALA Piro PERU

Rama NICARAGUA Pitaguary BRAZIL
Ranquel ARGENTINA Potiguara BRAZIL
Rapa Nui CHILE Puquina PERU
Shipibo PERU Qagachaka BOLIVIA
Shuar PERU Quechua*® ARGENTINA - BOLIVIA - PERU
Shuar Achuar ECUADOR Queuco CHILE

Solola GUATEMALA Quiché GUATEMALA
Sumu NICARAGUA Rama NICARAGUA
Suyu BOLIVIA Ranquel ARGENTINA
Tairona COLOMBIA Rapa Nui CHILE
Tapeba BRAZIL Shipibo PERU

Tapite ARGENTINA Shuar PERU
Taurepang BRAZIL Shuar Achuar ECUADOR
Tawahka HONDURAS Solola GUATEMALA
Tehuelche ARGENTINA Sumu NICARAGUA
Teko FRENCH GUIANA Suyu BOLIVIA

Terena BRAZIL
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Para encontrar la relacién entre la poblacién americana con la
asidtica, se realizo un estudio de la variacién de la secuencia de mtDNA en
167 amerindios (norte, centro y sur) y 7 poblaciones de Asia con un nimero
total de 153 asiaticos. Se utilizaron 14 enzimas de restriccién encontrandose
un total de 67 sitios polimorficos, que definieron 50 combinaciones de alelos

y una delecién de 9pb.

Las combinaciones se agruparon en cuatro grandes grupos, que se

definieron como se muestra®

Haplogrupo Nucleétido RFLP Ubicaciéon Secuencia

A 16290T  Haelll+663 L396 CCAGCOTAACCAGATTTCAA
16319 H1067  GGGGTATCTAATCCCAGTTT

B 16189C Delecion L8192 GCTCTGAAATCTGTGGAG
16217C 9pb H8361 TATTTAGTTGGGGCATTTCAC

C 16298C  Alul+13262 L12978  CAAGCCTCACCCCACTACTA
16327T H13773 GGTAGAGGGGATTGTTGTT

D Alul-5176 L5042 CCCACATAGATGAATAATA

H5442 GCGATGAGTGTGGGAGGAA




Asi se caracterizan las mutaciones firma que definen cada haplogrupo:

Haplogrupo Mutacion firma
A 16290T,16319"
B 16189C, 16217C
C 16298C, 16327T

Presentando los siguientes subhaplogrupos:

Subhaplogrupos Mutaciones o polimorfismos
Al 16517,663+ Haelll, 13259+ Hincll, 5176+ Alul
A2 663+ Haelll, 13259+ Hincll, 5176+ Alul
B1 663-Haelll, 16517+Haelll
B2 663-Haelll, 16517-Haelll
C1 663,16517+ Haelll, 13259-Hincll, 5176+Alul
Cc2 663,16517- Haelll, 13259-Hincll, 5176+Alul
D1 663-Haelll, 16517+Haelll, 13259+Hincll, 5176-Alul

D2 663+Haelll, 16517+Haelll, 13259+Hincll, 5176-Alul
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Al encontrar los porcentajes de frecuencias de haplogrupos en casi
todas las regiones de América, se ha podido discutir posibles teorias acerca
de la migracion asiatica a este continente. En Nortemérica se han realizado
diversos estudios analizando cementerios antiguos donde yacian restos de
indios americanos como el de la regién de Great Basin al oeste de Nevada.
Los restos datan de 350 a 9200 afios BP y en comparacién con las
frecuencias de la gente que ocupa actualmente esa regidn, resulta muy
divergente; sugiriendo que existe una discontinuidad entre los pobladores

antiguos y los modernos.

Este hallazgo comprueba una hipétesis anterior en la que se postula
que la gente que habit esa regidn se expandié recientemente y no desde la
antigiiedad. Las frecuencias de los pobladores antiguos muestran mayor
semejanza con la presentada actualmente en California (por lo que
probablemente migraron para el oeste y no al suroeste de la regién) (Kaestle
2001). Otro cementerio analizado es el no. 36 Norris Farm al centro de
Illinois con muestras que datan hace 700 afos. Aqui se encontraron
frecuencias de haplogrupos parecidas a las actuales obteniéndose los 5
haplogrupos caracteristicos de América en donde el més frecuente es el A
(Stone and Stoneking 1999).

Para analizar las teorias migratorias la Universidad Federal de Rio
Gl;ande del Sur en Porto Alegre Brasil, analiz6 720 muestras nativo-
americanas en donde el resultado analizando polimorfismos, diétribucién.
arboles filogenéticos, simulaciones computarizadas sugieren que los 4

haplogrupos provienen de Asia.
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En el Estrecho de Beringia se formo una especie de “cuello de botella”
donde solo ciertos haplogrupos cruzaron hace 30 000 o 40 000 afios y luego
se expandieron contribuyendo al pool génico y luego al gene flow que
precedid a las siguientes rutas migratorias (Bonatto 1997). Asi la diversidad
génica surgio de diferentes migraciones y donde la expansion génica se pudo
dar no entre los primeros pobladores sino entre la descendencia de ellos.
(Lorenz 1997). Otra diferencia se observa comparando tribus de Siberia y
del norte de Norteamérica. Pueblos como Koryaks, Altaians del norte y Kets
(Siberia) presentan frecuencia de haplogrupos A, C y D pero solo los
Altaians del norte presentan A, B, C y D. Esto sugiere que durante la
primera migracion Asidtica solo regiones donde habitaban tribus como
Koryaks y Kets poblaron América mientras que el centro y este de Asia
estaban parcialmente deshabitadas y a través del tiempo se poblaron y

migraron hacia América. (Sukernik 1996).

Asi como existen investigaciones que comprueban oledas de
migraciones a través de América, existen otras que lo refutan. En la
Universidad de Sao Paolo se analizaron 30 muestras en individuos nativo-
americanos por un método inusual. Descartando los errores que pueden
surgir al analizar el D-loop, decidieron secuenciar una region continua de
8.8 kb fuera de la region control. La similitud entre secuencias de los

diferentes haplogrupos suponen un origen comun (Silva 2002).

Las muestras obtenidas al norte de América no son suficientes para
suponer afios probables de migraciones Asiaticas, las investigaciones
realizadas en Centroamérica, Sudamérica y el Caribe son pieza fundamental
en la comprension de las rutas que siguieron las tribus para poblar América
de Norte a Sur.
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José Martinez Cruzado, Genetista de la Universidad de Puerto Rico
comparé la frecuencia de haplogrupos encontrados en huesos antiguos y
pobladores que decian tener descendencia indigena. Los tainos fueron una
tribu que ocupd la regién del Caribe desde Puerto Rico hasta Republica
Dominicana. Segun la historia antigua este pueblo se extinguié poco
después de la llegada de los europeos a lag islas. De acuerdo con la
investigaciéon hecha por Cruzado la mayoria de la poblacién boricua
presenta haplogrupos nativo-americanos y no africanos o europeas como la
historia de las migraciones de ese pais harian pensar. Solo que las
frecuencias son diversas a las encontradas en Norte América. En el Caribe
los haplogrupos C y D son los mds frecuentes mientras que el A y B se

presentan en mucha menor proporcion (Martinez 2001)

En Centroamérica se ha caracterizado polimorfismos especificos como
el de la tribu de Chibcha de Costa Rica y Panama. Estas poblaciones
presentan una delecién de 6pb que abarca los nucleétidos 106-111 y se
pierde un sitio de reconocimiento para la enzima Mspl en el nucleétido 104.
Esta delecion ha sido denominada como “delecién de Huetar” por pertenecer
a la poblacion de Huetar del Centro de Costa Rica. Se sugiere que es origind
en una poblacién ancestral Chibcha y de éstas se derivaron las poblaciones
modernas. Después se encontré que la delecibn esta asociada a los

haplogupos A y D y se han encontrado en otras tribus (Santos 1994)

En Colombia se analizaron muestras de 25 tribus que comprenden
casi todo el territorio de ese pais. Las frecuencias obtenidas varian de una
regién a otra; al suroeste los haplogrupos més frecuentes son el Ay D

-mientras que el haplogrupo C es el mds frecuente al noreste.
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El haplogrupo B tiene una frecuencia alta solo algunas tribus
dispersas, por lo que se sugieren diversas ondas migratorias del Norte al
Sur de América (Keyeux G, et al ., 2002). De acuerdo con los datos obtenidos,
se puede suponer que la alta frecuencia de haplogrupo C y D en Puerto Rico
se deba a migraciones desde Sudamérica y la poca frecuencia de haplogrupo

A se deba a migraciones desde México o Norteamérica (Martinez 2001).

En la Universidad de Barcelona se analizaron 233 muestras de 8
tribus de la regiéon Beni de Bolivia, obteniendo los siguientes haplogrupos

mas frecuentes:

Aymara = A Trinitario =A, By C
Quechua =B Ignaciano=A, By C
Moseten=AyB Movina=C

Yuracare=A, By C

Se puede notar la falta de haplogrupo D en la regién siendo A y B los
mas comunes (semejante a Norteamérica) (Bert 2001). En otra investigacién
realizada en Peru de la tribu Quechua que ocupa actualmente una amplia
region de ese pais, confirmé que el haplogrupo mas frecuente en esa tribu es
el B con el 54% (Rodriguez-Delfin 2001).

Brasil en un pais de amplio territorio y de una historia llena de
invasiones y migraciones de todas partes del mundo. En él convergen 3
razas’ 1) nativo-americanos, 2) africanos (esclavos) y 3) europeos (colonia).
Es uno de los pises con mas diversidad cultural actual del continente. Se
analizaron 247 muestras de individuos de 4 de las 5 regiones mayoritarias
dentro de Brasil. Se obtuvo que un 33% de la poblacion muestreada

presentaron haplogrupos nativo-americanos, 28% africanos y 39% europeos.
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Lo que confirma la gran diversidad génica dada por migraciones
ancestrales y recientes. Dentro de los haplogrupos nativo-americanos el 30%
pertenece al haplogrupo A, el 29% al B, el 24% al C y el 16% al D (Alves-
Silva 2000)

Otro pais sudamericano en muestrear parte de su poblacion es Chile
y se obtuvieron datos interesantes; haplogrupos C y D se encontraron en
proporciones bajas al norte y en muy alta frecuencia al sur, mientras que el
haplogrupo B tiene un gran porcentaje al norte pero casi es nulo al sur
(Rocco P 2002). Datos que confirman lo anterior surgen de un estudio
realizado por la Universidad de Barcelona a 60 muestras tomadas de huesos
y dientes de tribus extintas en Tierra del Fuego-Patagonia. Estas son:

Selknam, Yamana, Kaweskar y Aonikenk.

Los estudios rebelaron la completa ausencia de dos de los 4
haplogrupos primarios nativo-americanos; A y B. En contraste haplogrupos
C y D se encontraron en todas las muestras con porcentajes del 38% y 60%.
Con estos resultados en conjunto con la desaparicién del haplogrupo A y B
argumenta que los primeros pobladores de América entraron hace 21 000 -
14 000 afios (Carlos Lalueza, 1996).

El mtDNA de 141 individuos de tres comunidades; Mataco, Toba y
Pilaga fueron analizadas por RFLP. Estas comunidades se encuentran en la
region del Gran Chaco. Este se localiza al norte de Argentina colindadndo
con Bolivia y Paraguay. Los resultados rebelan que existe una alta
frecuancia de haplogrupos B y D y en muy bajo porcentaje haplogrupos A y
C. En cuanto a la diversidad es interesante notar que las tribus del Gran
Chaco presentan la mayor variacién intra-grupal y la menor diversidad

inter-grupal en comparacién con otras regiones de Sudamérica.
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Esto se puede deber a muchos factores. La region se encuentra entre
el limite de la selva amazénica y las pampas argentinas en un terreno de
dificil acceso; gracias a ello el pool génico no presenta mucha variacién
(Demarchi 2001)

Con estos datos, la frecuencia de haplogrupos nativo-americanos en América

es:

Figura 5.1 Distribucién de frecuencias de haplogrupos nativo-americanos en América
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Como se puede observar la frecuencia de haplogrupos cambia del
norte a sur. Siendo en el Norte y Centro mas comin los haplogrupos Ay By
en el Sur C y D. Esto se puede explicar infiriendo que hubo més una onda
migratoria a través de América, al menos tres. Asi la diversidad génica fluyé
a través del tiempo y las zonas geograficas dispersando ciertos haplogrupos
a regiones especificas. Greenberg, Turner y Segura proponen la hipétesis de
las “tres oleadas migratorias”, mencionando que los pobladores de América
llegaron en tres grupos. La primera oleada ocurriéo hace aproximadamente
15,000-30,000 aifios y dio origen a los Amerindios. Este grupo tiene una
extensa diversidad lingiiistica y se distribuye por toda América; la segunda
oelada se realizd hace 10,000-15,000 afios por el grupo de los Na-Dene,
distribuidos actualmente al norte de Canada y el sudeste de EUA, mientras
que la més reciente migracién fue aproximadamente hace 6,000-9,000 aiios
y la realizé un grupo de los Esquimales-Aleutianos distribuidos en la parte
norte de Canada y Groenlandia. Esta teoria soporta la hipétesis de dos
migraciones para los pobladores que cuentan con la delecion de 9pb que
define al haplogrupo B. Este haplogrupo no se encuentra en Siberia pero si
en la Polinesia y América por lo que se supone al menos 2 ondas migratorias
(Merriwether 1996)
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8.2 MEXICO

El territorio mexicano ocupa un area de 1,964,382 km? Dentro de él
la poblacién mexicana esta compuesta mayormente por mestizos en un 60 %,
indigenas en un 30%, 9% de europeos (mayormente espaiioles) y 1% de
poblacién de diversos origenes. Los africanos han contribuido con la mezcla
inter-racial mexicana, ya que entre 1519 y 1650 fueron traidos cerca de
120,000 esclavos y durante la colonia llegaron aproximadamente 200,000
africanos més que se situaron en las costas del Golfo de México
principalmente en Veracruz (Beltran 1944). Ya en el México independiente
gente de Asia en su mayoria chinos y coreanos han llegado al pais para
establecerse dentro del comercio. Existe mucha poblacion flotante, esto se
debe a gente de centro y Sudamérica que radica temporalmente dentro del
pais antes de ingresar a los Estados Unidos de Norteamérica. Otro
fenémeno migratorio atenuado en los ultimos 10 afios, es que gran parte de
la poblacién mexicana campesinos e indigenas de estados como Michoacan,
Oaxaca y Veracruz se desplazan a EUA junto con centroamericanos por
mejores oportunidades de trabajo. Esto ha disminuido en forma considerable

la poblacién indigena del pais.

En la antigiiedad las tribus indigenas se establecieron en pequeiias
comunidades y con el descubrimiento de la agricultura (8000 a.c) se empezé
a cultivar maiz, frijol y calabaza. Con el paso del tiempo las comunidades se
convirtieron en grandes pueblos y posteriormente en grandes civilizaciones.
La region que comprende a los cuatro grandes imperios en México y que se
extendid hasta Cost,a Rica y Honduras es conocida como Mesoamérica. Y el

tiempo en el que se divide ésta es:
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Prehistoria/ 33 000 a 2500 a.c
Preclasico/ 2500 a 200 d.c
Clésico/ 200 2 900 d.c
Postclasico/ 900 a 1550

Cuatro grandes imperios surgieron en diferentes etapas: Zapoteca,
Olmeca, Azteca y Maya. En general las matematicas y el comercio fueron
factores determinantes en la evolucién de todos. Una de las primeras
grandes civilizaciones es la Olmeca, su poblacién habitd el territorio de
Veracruz y Tabasco entre 1500 y 600 a.c, fueron los primeros en desarrollar
las matemdticas y en el uso de un calendario gracias a la observacion
planetaria. Los Zapotecas habitaron Oaxaca en el afio 500 a.c., desarrollaron
uno de los sistemas de escritura mas utilizados en toda América e hicieron

uso de los jeroglificos para plasmar ideas simples.

Los Mayas florecieron en el sur de México y Centroamérica entre los
afios 200 y 900 d.c (dentro del periodo cldsico). Construyeron centros
religiosos que incluian casas, templos, cortes, etc. Desarrollaron la notacion
jeroglifica, y el récord de la historia, guerras, rituales y mitologia en estelas.
Su matemitica era avanzada y su religién politeista se basaba en gran
namero de dioses determinados por climas y por su visién del tiempo.
Elaboraron su calendario; el mas exacto antes del calendario Gregoriano que
nos rige actualmente. Después del afio 900 los mayas migraron a la
peninsula de Yucatdn y sobrevivieron hasta la llegada de los espaiioles; sin
el esplendor de su periodo cldsico. El Imperio Azteca surgié después de la
destruccién de los Toltecas que sucumbieron ante la falta de alimento,
migraron del norte (Hidalgo) al centro (Ciudad de México). Los mexicas (la
tribu principal) eventualmente domind otras tribus y constituyeron aiios

mas tarde el Imperio Azteca.
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Alcanzaron gran nivel en organizacién intelectual, econdmica y
artistica. En el siglo trece se establecieron en el valle de México y

sobrevivieron en esplendor hasta la llegada de los espafioles.

Durante el periodo colonial la mayoria de las poblaciones indigenas
adoptaron costumbres europeas lo que contribuyo a una mezcla de culturas.
Pero existen poblaciones como la Lacandona y los Huicholes que debido a la
dificultad geogréifica para explorar sus territorios, no fueron alcanzados por
los europeos. Algunas de estas regiones indigenas conservan en buen
porcentaje su pureza génica. Por lo que en la actualidad existen tribus
indigenas que sobrevivieron relativamente a la fusién cultural y provienen

directamente de alguna tribu o civilizacién antigua (Museo Na-Boolum,
1940).
8.2.1 Comunidad Indigena en México

Acaxee Extinto
Amuzgo 25,000
Aztec 1,000,000
Chatino 21,000
Chinantec 63,000
Chocho' 2,500
Chol (Maya) 80,000
Chontal 60,000
Chuj (Maya) 16,000
Cochimi  Extinto

Cocopa 900

Cora 8,000

Cuicatec 16,000
Cuitlatec  Extinto
Huastec (Maya) 80,000
Huave (ltsmo de Tehuantepec) 20,000
Huichel 8,000

Ixcatec Casi extincto
Jova  Extincto
Jumanos Extincto
Kanjobal (Maya) 50,000
Kiliwa Casi extincto
Lacandon (Maya) 200

Mam (Maya) 250,000
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Matlazinca 2,200

Maya (Yucatan) 540,000

Mayo 30,000
Mazatec 108,000
Mixe 63,500
Mixtec 218,500
Opata Desconocido
Otomi 250,000
Papago Desconocido
Pima 1,000 +
Popoloca 23,500
Popoluca 26,000
Seri 400

Suma Extinct

Tarahumara 53,000

Tarascan 60,000
Teco (Maya) 5,000
Tepehuan 19,000
Tipai 600

Tlapanec (Maya) 40,000
Tojolobal(Maya) 14,000
Totonac 174,000
Trique 13,500

Tubar 100

Tzeltal (Maya) 45,000
Tzolzil (Maya) 111,000
Yaqui 18,000
Zapotec 309,000

Zoque 5,352
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Figura 5.3 Tribus Indigenas en México

Para el estudio genético de las diversas poblaciones se toman en
cuenta diferentes criterios de selecciéon, uno de ellos es el estudio de las
lenguas o Idiomas que hablan, ya que grupos que hablan lenguas similares o
que provengan de la misma raiz podrian exhibir similitudes génicas (Lorenz

1996).



En 1987 Greenberg propuso una clasificacion de las tribus

americanas en base a la raiz de lengua que se habla. Asi en nuestro pais se

hablan m#s de cincuenta lenguas indigenas, con mayor nimero de

hablantes se encuentra el nadhuatl, hablado por mas de un millén de

personas, el maya por casi 777 mil, el zapoteco por mds de 415 mil y mixteco

por casi 390 mil.

8.2.2 Principales lenguas indigenas y su distribucion

1. Cochimi
. Pai-pai
. Kiliwa

T

. Kumiai

5. Cucapa

6. Seri

7. Pima

8. Mayo

9, Yaqui

10. Cahita

11. Kikapti

12. Tarahumara

13. Huichol

14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

24.
25.
26.

Cora

Tepehuan

Hiia hfiu
Chichimeca-Jonaz
Néhuatl

Huasteco
Purépecha
Mixteco

. Mazahua

. Totonaca

Zapoteco
Mixe

Zoque

27. Chinanteco
28. Chontal
29. Tzotzil
30.Tzeltal
31. Chol

32. Tojolabal
33. Mame
34. Maya
35. Kekchi
36. Ixil

37. Quiché
38. Popoluca
39. Tepehua



FFigura 5.4 Distribucién de Lenguas a través de México

Por lo que se puede observar una lengua se comparte en muchas
regiones y por diferentes tribus, por lo que se puede inferir que provienen de
una sola comunidad. Los estudios en mtDNA se realizan entre tribus que
comparten una sola lengua y entre otras. Es por eso que la lengua es un
parimetro bastante importante para ser tomado en cuenta y estudiar
poblaciones que provienen de lenguas madre y asi observar su patrén de

variacién génica, asi como sus migraciones.
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8.2.3 Frecuencia de haplogrupos nativo-americanos en México

El estudio de la frecuencia de haplogrupos nativo-americanos en
México es realizado principalmente por EUA. ha participado en gran
manera el Departamento de Antropologia de la Universidad de California y
el Departamento de Genética y Medicina Molecular de la Universidad
Emory de Medicina en Atlanta. En la ciudad de México han participado la
Escuela Nacional de Antropologia e Historia y el Departamento de Biologia
en la Facultad de Ciencias, UNAM. Actualmente se realizan estudios de
frecuencias de haplogrupos en Centro Médico Nacional Siglo XXI y el

Instituto de Fisiologia Celular.

El primer articulo publicado en el cual se estudié la frecuencia de
haplogrupos nativo-americanos en México fue en 1994 por el American
Journal of Human Genetics en un articulo compartido entre Torroni A,
Chen YC y Wallace DC entre otros. En él se examinan 60 nativo-americanos
de la region Mixe; mixteca alta y baja y del valle Zapoteco (que comprenden
el estado de Oaxaca y Guerrero) por medio de PCR/RFPL. Los resultados
obtenidos muestran una alta frecuencia de haplogrupo A (66%) , una
relativa frecuencia de B (18%) y muy ligeramente de C (16%). El haplogrupo
D no se present6 (Torroni 1994). En otro estudio reciente de frecuencias de
haplogrupos en los mismos grupos indigenas se muestra que el haplogrupo
A efectivamente es el mas frecuente, pero hay evidencia de la presencia de

haplogrupo D2 de manera muy ligera ( tesis maestria ).
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Poblacién No.de Al A2 C1 c2 D1 D2  Otros

muestras
Mixteca 16 (3) (3) A (1) A A (9)
alta 18.76 18.75 6.25 56.25
Mixteca 11 (D (6 A (1 A (D (2
baja 9.09 54.54 9.09 9.09 18.18
Mixteca ' A (2) A (2) A (1) (2)
costa 28.57 28.27 14.28 28.27

A.- ausente; Otros.- No se hizo la determinaciéon del haplogrupo B por lo que se puede

incluir en este grupo

De acuerdo con los resultados se puede observar que la frecuencia de
haplogrupos ¢s muy heterogénea. Aun asi existe la presencia de los cuatro
haplogrupos fundadores. Estas poblaciones comparadas con la Pima de

Arizona y la Maya de Yucatdn entre otras.

Los Pima de Arizona, relacionados linguisticamente con los
anteriores, presentaron los mismos haplogrupos, al igual que el Mixe,
sugiriendo un posible ancestro comin. Los Mayas fueron mas parecidos a los
Paleo-indios del Norte de América. Estos resultados sugieren que los Mayas

y los Aztecas han sido derivados de poblaciones diferentes (Torroni 1994)
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En 1996 se estudiaron 500 muestras de nativo-americanos de EUA
incluyendo algunas comunidades del centro y noreste de México. Se analizo
la frecuencia de haplogrupos en relacion a lengua que se habla. Se
obtuvieron diferentes resultados, entre ellos la frecuencia de haplogrupos de
las comunidades mexicanas es como se espera siendo la de mayor porcentaje
el haplogrupo A aunque en otras es el haplogrupo D. Existe
correspondencia entre las afiliaciones lingiisticas y las frecuencias de
haplogrupos de mtDNA en ciertas tribus, mientras que la proximidad
geografica parece ser la responsable de similitud génica entre otras tribus.
Con esto se explica que poblaciones indigenas que hablan una lengua comun
o una derivada de ésta no presenten frecuencias de haplogrupos similares. Y
tribus que hablan lenguas diversas por la proximidad geografica pueden

tener frecuencias de haplogrupos similares. (Lorenz 1996).

En un articulo publicado este afio se examinan mtDNA ‘s de
diversos pobladores que segin la historia son descendientes de los Hokoman
y Anasaki, asi como de los Uto-Aztecan y Athapaskan del Sur. Estas
comunidades comparten un gran territorio que va del Suroceste de EUA

hasta Baja California incluyendo los estados de Sonora y Chihuahua.

Los Yumans habitaron el surceste de EUA llegando a México. Sus
lenguas se dividen en 4 ramas: 1)Kiliwa,2)Pai,3)River, 4)Delta. Kiliwa es la
rama mas divergente y Cochimi la mas cercana aunque no se clasifica
dentro de la familia Yuman. Los Seris habitaron Baja California y Sonora
pero hablan una lengua diferente. La relacion entre los Seri y los Yuman no
esta bien definida aunque se sugiere que vienen de un ancestro comin. Se
cree que los proto-Yuman (Kiliwa y Cochimi) dieron origen a la poblacion del
Norte por expansion. El origen de las lengua Uto-Aztecan (3500-2500 BP) no
se ha definido.
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En el siguiente mapa se muestra la localizaciéon geografica de las

tibus del noroeste de México:

Figura 5.5 Pueblos Indigenas al Noroeste de México

Las comunidades que comparten el idioma se extienden desde Centro-
América hasta el estado de Nevada , EUA. Se argumenta que su origen pudo
ser en Baja California o México Central. El grupo Pueblo se estableci6 en el
norte (hace 3000 BP) y en sociedades compactas y no comparten el idioma
pero su vision del mundo es més parecida a los Athapaskan aunque su
aparicion es mucho mas reciente hace unos 500 afios. De acuerdo al estudio

de frecuencias de haplogrupos se obtuvieron los siguientes resultados:



152

Comunidad Lenguaje N A B C D
Zuni Zuni 26 0.154 0.769 0.077 0
Jemez Taonan 36 0 0.889 0.028 0
Akimal Uto-Aztecan 43 0.047 0.535 0.395 0
Taono Uto-Aztecan 37 0 0.568 0.78 0.054
N. Paiute  Uto-Aztecan 94 0 0.426 0.096 0.479
Nahua Uto-Aztecan 31 0.613 0.323 0.065 0
Pai Yuman 27 0.074 0.667 0.259 0
River Yuman 22 0 0.636 0.364 0
Delta Yuman 23 0 0.565 0.435 0
Kiliwa Yuman 7 0 1 0 0
Cochimi Yuman 13 0.77 0.462 0.462 0
Seri Yuman 8 0 0.125 0.875 0
Navajo Athapaskan 64 0.516 0.406 0.047 0
Apache Athapaskan 38 0.632 0.132 0.184 0.053

Los resultados muestran una inusual falta de frecuencia de

haplogrupo A en casi todas las comunidades menos en Apache y Navajo. El

haplogrupo D se presenta solo en dos comunidades (Taono y Paiute) de las 5

analizadas que comparten la misma lengua. En general todos presentan el

haplogrupo B y solo los Kiliwa no presenté el haplogrupo C.
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De acuerdo al analisis de distribucidn este reveld que el gene flow que
surgi6 a través de las comunidades con el paso del tiempo es debida
mayormente a la forma de vida o a la geografia mas que al lenguaje. Se
realizaron las secuenciaciones de los haplogrupos B y se realizé un arbol
filogenético de acuerdo a los haplotipos. Se identificaron 46 haplotipos para

el haplogrupo B y 9 para el haplogrupo A.

De acuerdo con los resultados las hipdtesis son las siguientes: La gran
frecuencia de haplogrupo B se debe a que la region fue colonizada por tribus
con alto porcentaje de haplogrupo B (explicada por la segunda oleada
migratoria) luego estas poblaciones se diversificaron. De acuerdo a la
distribucién genética la regién en donde se expandieron los Yumans se
sitha en Nuevo México y no en Baja California. Dentro de las comunidades
que comparten la lengua Uto-Aztecan se encuentra mucha heterogenidad y
deacuerdo a la distribucién de los haplotipos para el haplogrupo C, se
sugiere que la expansion de los Uto-Aztecan no fue resultado de una
expansion de las comunidades causada por el desarrollo del cultivo de maiz
en Mesoamerica. La expansion del pueblo gracias a la agricultura hubiera
involucrado la migracién de mujeres (por lo que las frecuencias de
haplogrupos serian mas homogéneas); por el contrario la distribucién pudo
ser causada por una expansiéon en el lenguaje y cultura mis que por

migracién humana o por una migracién predominantemente masculina
(Malhi 2003).

Para entender un poco mdas acerca de las migraciones dentro del
territorio mexicano la Universidad de Texas examind 223 muestras de las

ciudades de Juarez (123) y Ojinaga (100).
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Las muestras fueron tomadas de la region cosmopolita para observar
la frecuencia de haplogrupos nativo-americanos en el norte del pais en la

actualidad. Se obtuvieron os siguientes resultados:

Ciudad Americana Europea Africana Desconocida
Ojinaga 91 (91%) 3 (3%) 5 (5%) 1 (1%)
Judrez 108 (87.7%) 9 (7.3%) 5 (4.1%) (1%)
TOTAL 199 (89.1%) 12 (5.4%) 10 (4.5%) 2 (1%)

Dentro de los haplogrupos nativo-americanos se obtuvo un 756% de
haplogrupo A, 26.5% de haplogrupo B, 23.3% pertenecen al haplogrupo C y
el 5.8% al haplogrupo D. Se realizo la secuenciacién de las muestras
identificando varios haplotipos. Estos fueron utilizados para realizar un

arbol filogenético (presentado dentro del articulo).

De acuerdo con los resultados, se argumenta que la poca frecuencia de
haplogrupos europeos dentro de la poblacion mexicana se debe a la
colonizacién (la mayor migracién europea) y fue realizada mayormente por
machos. Una alta frecuencia de haplogrupos africanos se debe observar en

las regiones del Golfo de México.
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La alta frecuencia de haplogrupos nativo-americanos y la baja
frecuencia de haplogrupos de otro continente se debe a que las migraciones
se han realizado principalmente por hombres (esclavos y conquistadores) por
lo que no se refleja en el mtDNA (Green 2000) . Seria muy util estudiar al

cromosoma Y.

En el sureste mexicano se encuentran las ruinas de una de las cuatro
grandes civilizaciones antiguas de Mesoamerica. Se analizaron restos de 25
individuos que pertenecen al periodo post-cldsico de la civilizacién Maya
localizada en Xcaret, Quintana Roo. Los resultados se compararon con los
estudios hechos por Torroni en la Mixteca y por Merriwether que analizd
restos de individuos Mayas del periodo cldsico en la regi6on de Copéan,
Honduras.

Comunidad N A% B (%) C (%) D (%) Otras

Xcaret 25 84 4 8 0 4
Copéan 9 0 0 89 11

Mayas actuales 27 51 22.2 14.8 7.4 3.7
Mixe 16 62.5 31.3 6.2 0

Mixteca Alta 156 73.4 13.3 13.3 0

Mixteca Baja 14 92.9 7.1 0 0

Zapoteca 15= 33.3 33.3 33.3 0




El alto porcentaje de haplogrupo A concuerda con el presentado por
dentro de las comunidades nativo-americanas del Norte y Centroamérica.
Los Zapotecas presentan una disminucion en la frecuencia del haplogrupo B
y C tanto el haplogrupo D esta ausente. Desde esta perspectiva el pueblo
maya de Xcaret aparenta estar mas relacionado con lo Mayas actuales en
comparacion con los mayas de Copén. Esto no muestra una ruptura en la
continuidad génica entre los pobladores de la peninsula de Yucatan aunque

una mezcla con las regiones del sur mexicano no puede ser descartado.

En cuanto a Copan, se conoce que esta ciudad es frontera y estaba
rodeada de tribus no-mayas lo que pudo favorecer una mezcla. Sin embargo
es notable que las tribus centroamericanas actuales presentan un alta
frecuencia en haplogrupos A y B, una muy baja frecuencia de haplogrupo D
y la ausencia del haplogrupo C. Esto se puede explicar a que se tomé muy
poca muestra (solo 9 individuos) o es posible concluir que Xcaret y Copin
pertenecen a grupos distintos de Mayas aunque més datos se necesitarian
para argumentar dicha suposicién. Ain asi es sorprendente la ausencia del

haplogrupo mas frecuente en esta regién (Gonzalez-Oliver A 2001)

Golfo de
México

Mar Coribe

Figura 5.6 Territorio ocupado por la civilizacion Maya
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Con a la informacién obtenida podemos realizar un mapa con la
frecuencia de haplogrupos de acuerdo con las publicaciones hechas en

revistas internacionales hasta el momento, estas son:

Figura 5.7 Frecuencias de haplogrupos nativo-americanos en México
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IX- CONCLUSIONES
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Las investigaciones del mtDNA no solo han contribuido a ampliar el
conocimiento de éste sino el entender su relacién con la evolucién humana y
patologia asociada. El descubrimiento y clasificacién de polimorfismos
especificos (haplotipos) y su distribucién mundial abrieron un amplio campo
de estudio para entender la relacién del Homo sapiens y los diferentes
hominidos (actuales y ancestrales) y las migraciones humanas. Esto permite
formular hipétesis de las variables que afectan la evolucién génica con

respecto al tiempo y a la region geografica.

Estas investigaciones complementan los estudios realizados
anteriormente con DNA nuclear y los hechos con marcadores metabdlicos
como albimina, también complementa estudios realizados con otras ramas

del conocimientos como son paleo-antropologia y lingiiistica .

La realidad es que el vasto conocimiento que se ha obtenido no es
suficiente para arrojar una ley o teoria acerca de la evolucién humana
(comprobable y repetible); sin embargo mientras mis campos de estudios
tengamos, mas estaremos cerca de dilucidar que fue lo que ocurrié hace
tanto tiempo. El mtDNA es una de éstas herramientas ttiles gracias a sus
caracteristicas; herencia exclusiva via materna, no se recombina (0 en muy
poco porcentaje), es facilmente medible (en comparacién con el nuclear) y
presenta una alta tasa de mutacién. Esto facilita su experimentacién y
presenta nuevos problemas a resolver.

Lamentablemente existen muy pocas investigaciones de haplogrupos .
en México, ya sea nativo-americanos o de otro tipo; y publicaciones

internacionales (hechas en su mayoria por extranjeros) existen ain menos.
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Las investigaciones realizadas en México de haplogrupos nativo-
americanos se basan principalmente en su relacion con la patologia y no en
si con la evoluciédn. Asi, que el paso a seguir después de la informacién
bibliografica que recabada, seria realizar una experimentacién que de como
resultado la frecuencia de haplogrupos nativo-americanos en diferentes
regiones del pais, ya sea de pueblos indigenas o de la poblacion en general y
su relacién con los haplogrupos en Norteamérica y Centroamérica.
Analizando los resuitados podriamos entender un poco méas las migraciones
de nativo-americanos del norte al sur de América y la diversidad génica con

la que cuenta el pais.

Una caracteristica principal de las poblaciones humanas es que se
mueven (migran). Una de las més antiguas migraciones de las que se tiene
evidencia, es la expansién que sufrieron nuestros ancestros hominidos fuera
de Africa, probablemente hace 1.8 mda y la segunda es la expansion fuera
de Africa de los hombres modernos, probablemente hace 100,000 afios
(Shwiser 1994). Recientemente la atencién se ha centrado en posteriores

migraciones

Para entender la especie humana se requiere del conocimiento del
porque , cuando y en donde ocurrieron dichos movimientos. Sin embargo, los
estudios de reconstruccion de migraciones pasadas basados en su evidencia
genética o fésiles es dificil y compleja. Las limitaciones en obtencidén de
muestras debido a regiones o un mal anilisis de los resultados obtenidos
dificulta el analisis global de frecuencias de haplogrupos y su interpretacion.
Es asi que surgen varios cuestionamientos acerca de los datos obtenidos y
hay serios debates en cuando y cuantas migraciones se dieron fuera de

Africa y fuera de Siberia.
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Los numerosos estudios acerca de pueblos aborigenes, han
demostrado que las ramas del 4rbol de mtDNA (compuestas por haplotipos o
haplogrupos relacionados) son especificas de cada continente,
aparentemente con muy poca mezcla de haplogrupos de mtDNA entre ellos
(Wallace 1999). En Africa, los 3 haplogrupos mds antiguos (LO,L1 y L2),
quienes forman el macrohaplogrupo L, son especificos del sur del Sahara y
se disgregaron formando el subhaplogrupo L3 (también especifico de Africa).
Los haplogrupos M y N se alojaron al noreste de Africa y con el paso del
tiempo migraron para colonizar Europa y Asia (Quintana-Murci 1999). En
Europa, los haplogrupos H, I, J, N1b, T, U, V, W y X conforman el 98% de
todos los mtDNA’s y derivan del macrohaplogrupo N.

En Asia los haplogrupos N y M contribuyeron en radiacién génica con
la formacién de otros subhaplogrupos. Sin embargo, en Siberia cerca de las
montafias Altai y el Rio Amur, solo seis haplogrupos (A, C, D, G, Zy Y)
forman el 75% de todas las muestras, en contraste, en sur del Tibet y Corea
los haplogrupos A, C y G representan solo el 14%; por lo que se deduce que
tuvo que haber un enriquecimiento de estos haplogrupos a través del Centro
de Asia a Siberia. En cuanto los haplogrupos nativo-americanos, solo 5
haplogrupos (A, B, C, D y X) forman el 100% de la variacién génica.
Haplogrupos A, C y D representan el 58% de los haplogrupos siberianos que
cruzaron por el estrecho de Beringia para poblar América. El haplogrupo B
posiblemente arrivb mas tarde, ya que este haplogrupo es realmente escaso
en Siberia y no se encuentra al norte de Norteamérica. En Asia, B es
encontrado principalmente a lo largo de da costa Asiatica y en el Pacifico.
Esto hace suponer que probablemente llegé a América por la costa (Schurr
2002).
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Asi, en el siguiente cuadro se resume el haplogrupo étnicamente

especifico, las mutaciones firma, el no. de haplotipos que contiene cada

haplogrupo, la divergencia entre secuencias y la divergencia en tiempo

estimado de antigiiedad de los haplogrupos més representativos de cada

continente:
Haplogrupo Polimorfismos No. de Divergencia Divergencia tiempo
haplotipos secuencia
Africa:
L +3592 Hpal 55 .285 98,310-129,591 (2
Asia:
M +10397 Alul 85 .161 55,517-73,181
Europa:
H -7025 Alul 45 .090 31,034-40,909
I -1715 Ddel 9 25,517-33,636
-4529 Haell
+10028 Alul
+8249 Avall
+16389 BamHI
J -13704 BstNI 9 074 14,483-19,091
-16065 Hinfl
K -9052 Haell 6 .039 13,448-17,727
América:
A +663 Haelll 24 .075 25,862-34,091
B 9-bp-deletion 19 034 11,724-15,456
C +13262 Alul 25 .096 33,103-43,636
D -5176 Alul 16 .053 22,414-29,445

?. Tiempo estimado altamente debatido

Modificado de Torroni 1994
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