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... no son las ideas de la ciencia las
que engendran pasiones. Son las
pasiones las que wtilizan a la
ciencia para respaldar su causa.
Frangois Jacob

INTRODUCCION

Dice Frangoise Jacob', que quizas el adelanto tecnoldgico no es fundamental para la
comprension de un problema, sino una forma diferente de abordar y tratar el asunto. Sefala
Jacob que esta condicién se convierte en posible cuando el objeto en cuestién se hace
accesible al analisis, el objeto ya delimitado se le interroga y se le aborda desde diferentes
puntos.

El proposito general de este trabajo es mostrar como el objeto “Genoma™ humano se
ha convertido en un objeto accesible. A pesar, de la limitacion tecnolégica para conocerlo.
Para abordarlo e interrogarlo se ha propuesto un proyecto tGnico en la historia de la biologia,
que ha llegado a tomar dimensiones internacionales y tiene como objetivos centrales
mapear y secuenciar la totalidad del genoma humano.

El concepto genoma® propuesto en 1931, entendiendose en un sentido amplio como el
material genético de un organismo, en este caso del ser humano, se ha convertido en una
piedra filosofal de las investigaciones de punta de la biologia molecular.

Desde luego el genoma humano no es un concepto que resulte facil de definir,
sobre todo si pensamos que es una entidad dinamica. Por otro lado, el proyecto que a
continuacién exponemos, el Proyecto Genoma Humano, sélo dard como resultado una
comprension estructural, que esta apenas al principio de la comprension funcional y que al
terminar el mapeo y la secuenciacién, las investigaciones entrardn en un segundo nivel.
Para esto seran fundamentales las investigaciones con genomas de organismos modelos.

Para abordar el genoma se han propuesto diferentes técnicas y estrategias,
acordando una cooperacidn internacional. Desde luego existiendo una asimetria notable,
tanto en el uso, como en la capacidad de mapear y secuenciar entre los paises desarrollados
y los paises en vias de desarrollo.

El proyecto Genoma Humano, en realidad mas que un proyecto formal representa
una “fiebre de oro™, en la que cada pais intenta conseguir los mapas y secuencias de genes
que han considerado como primordiales ; ya sea, desde un punto de vista médico o por las
ganancias econdmicas que pueden redituar. Esta situacién plantea serios problemas como el
problema de patentes de genes que deben discutirse ampliamente. A continuacién
presentamos el plan de trabajo.

' Jacob, F., “La logica de lo viviente”. (1986). Salvat Editores, S. A.
» http: /fwww.u-w.com/




En el capitulo I damos una breve introduccion sobre los avances de la ingenieria
gengtica y una breve informacidn sobre la naturaleza de la molécula del DNA sobre la cual
giran las investigaciones del Proyecto Genoma Humano.

En el capitulo I tratamos el nacimiento del proyecto, exponiendo las condiciones en
la que surgid la idea, destacando las causas que llevaron a la generacién del Proyecto
Genoma Humano, y las polémicas que se dieron en torno a su creacién. En dicha seccion,
intentaremos no limitarnos a enumerar datos en la linea del tiempo vy en las relaciones
espaciales, sino que pondremos en relieve la continua influencia de otras actividades
humanas en el desarrollo de la ciencia. Por otro lado, abordamos su organizacién v
mostramos por qué ha alcanzado la dimension de un proyecto internacional. Hacemos un
planteamiento general de los objetivos que pretende y de su agenda para lograrlo.
Senalamos la integracion de paises desarrollados y la participacion fundamental de
organizaciones internacionales como HUGO' y la UNESCO, en un intento por integrar a
paises en vias de desarrollo a las investigaciones del genoma humano.

En el capitulo I analizamos y discutimos, la naturaleza del proyecto, sus objetivos
y las estrategias utilizadas por los diferentes paises. Asimismo, centramos las discusiones
sobre las limitaciones de la informacion genética y el manejo de este tipo de informacion en
areas como: empresas, seguros, practica médica, etc. El uso de la informacion genética ha
dado origen a la necesidad de discutir sus implicaciones éticas, legales y sociales mismas
que ante la aplicacion de la informacion obtenida en el PGH requieren ser reglamentadas.
En este sentido se discuten los efectos potenciales que tendra en la practica médica,
principalmente en la diagnosis y el tratamiento de enfermedades. Resaltamos lo delicado
que es y la gran responsabilidad que se requiere para manejar adecuadamente este tipo de
informacion, sobre todo cuando se sabe que la elaboracion de un mapa genético o el
establecimiento de una secuencia son solamente un promedio estadistico, y no un total y
confiable conjunto de dotos.

En el capitulo IV analizamos ¢l uso de esta informacién cuando se lleva al terreno
social, ligada generalmente a tendencias discriminatorias y racistas, situaciones que surgen
ante la carencia generalmente de conocimiento o ante ciertas posiciones politicas.
Planteamos los limites de la manipulacion genética, un problema que no es tan inmediato,
pero que necesitara analizarse y discutirse ante los adelantos de la nueva tecnologia de la
manipulacion genética. Sefialamos la preocupacion educativa, que consideramos es
fundamental en la aplicacion del conocimiento sobre el genoma humano. En este capitulo,
pondremos un interés especial en apuntar la continua influencia entre los datos aportados
por la ciencia y como esta informacion va mas alla del mundo cientifico. En este sentido se
percibe que el proyecto genoma humano influira en muchos campos tanto del pensamiento,
como de la politica, de la economia, del arte, de la literatura y naturaimente de la medicina
y la biologia.

En el capitulo V, partimos del analisis del Proyecto Genoma Humano como una
empresa cientifica, tanto en sus objetivos como en la ideologia de su investigaci¢-:
destacando la importancia del conocimiento del genoma humano en la comprension de .z
naturaleza y evolucion del ser humano; abordamos el tema del polimorfismo humano, el
cual representa un problema serio en la estandarizacion de mapas y secuencias y la forma

! Human Genome Organization.



como se pretende resolverlo. Planteamos que el desarrollo de las investigaciones creara una
infraestructura en cuanto a las herramientas de andlisis, y los avances tecnologicos
abocados a la investigacién médica y bioldgica, principalmente a través del empleo de
organismos modelo.

En el capitulo VI. dividido en dos secciones. en la primera presentamos las ventajas
del proyecto: y en la segunda las conclusiones de nuestro trabajo. no es un fin en si mismo.
sino que se constituye en un elemento de reflexién. frente a conocimientos que conformaran
todo un esquema de practica médica y de infraestructura para nuevas investigaciones de
fendmenos biologicos.

Finalmente, en el apéndice A describimos brevemente las técnica v estrategias de la
ingenierfa genética utilizadas en el Proyecto Genoma Humano, para cumplir los objetivos
de mapear alrededor de 100 mil genes, y secuenciar 3000 millones de pares de bases.
Aclaramos también los conceptos de mapeo y secuenciacion, los cuales representan una
herramienta fundamental en estas investigaciones.



CAPITULO I
Ingenieria genética

Después de la década de los cincuenta, la biologia molecular se ha desarrollado en
una forma impresionante en cuanto a los conceptos v técnicas de estudio. Han surgido
nuevos avances principalmente en el drea de la ingenieria genética, disciplina que inicio en
la década de los setenta. Por la limitacion del trabajo; v en forma arbitraria, mencionaremos
solo algunos eventos importantes que conceptual y técnicamente llevaron a plantear el
Proyecto Genoma Humano como una tarea posible.

La motécula del DNA fue aislada por primera vez en 1889 por Miescher. mientras
que en 1900 se redescubrieron las leyes de Mendel. Sin embargo, entonces no se atribuyo
ninguna relacion entre la molécula del DNA y la herencia. Mas tarde, en 1910, se demostroé
que un gen en particular tiene un locus que puede ser asignado a un cromosoma particular y
quedaba claro que los genes contenian la informacion de la herencia; pero aun no se
encontraba alguna relacion entre el DNA y el fenémeno de la herencia.

Fue hasta 1944, que Avery demostré que es el DNA y no la proteina, el que
contiene la informacidr hereditaria; nueve afios mas tarde (1953) Watson y Crick
propusieron el modelo de la doble hélice basados entre otras teckes .. en los resultados
radiograficos de Franklin y Wilkins.

Los nuevos conocimientos adquiridos abrian un marco tedrico en cuanto a la
naturaleza de muchas enfermedades. A principios de los sesenta la genética moderna estaba
constituida como una ciencia, lo mismo que la biologia molecular, de esta forma el estudio
de las enfermedades humanas presentaba dos nuevos enfoques metodologicos de
investigacion. Por un lado, en 1a biologia molecular el estudio de ias mutaciones que
provocaban alteraciones en las secuencias de genes que causan enfermedades y por el otro.
en el campo de la genética, el enfoque estadistico en la blisqueda de patrones para la
prediccion de enfermedades hereditarias, basado principalmente en la elaboracién de mapas
de defectos. Con estos enfoques se daban nuevas redefiniciones del gen y de la naturaleza
de los mapas de genes, asi como de las secuencias de genes. En estos afios quedo claro, sin
ninguna duda que el DNA era la molécula hereditaria, que se encontraba en todos los
organismos, fundamentalmente de la misma naturaleza (constituido, por cuatro tipos de
moléculas; cuatro bases nitrogenadas, adenina. timina, guanina y citocina). Por otro lado se
comprendid que el DNA, controlaba el desarrollo, funcionamiento y estructura celular,
motivos por los cuales alrededor de estd molécula se dieron una serie de descubrimientos
fundamentales en su comprension.

En 1961 Marmur y Doty descubrieron la renaturalizacién del DNA, y abrieron la
posibilidad de realizar hibridacion entre diferentes tipos de acidos nucleicos, incluyendo
hibridacidn entre DNA de diferentes especies.

Un descubrimiento fundamental entre otros, en los métodos del DNA recombinante,
fue la existencia de enzimas que actian directamente sobre los acidos nucleicos. A las
primeras de estas clase de enzimas se les llama polimerasas (DNA polimerasa), y se
encuentran en grandes cantidades dentro de las células de todos los organismos. Las DNA
polimerasas copian los acidos nucleicos, adicionando los nucledtidos para formar una nueva
hebra complementaria, y en ocasiones participan en la reparacion de una hebra de DNA,



Estas polimerasas se encuentra muy activas cuando la doble hélice del DNA se replica. o
cuando el DNA se transcribe a RNA' mensajero (RNA polimerasa).

Hay otras polimerasas que transcriben en direccion opuesta. haciendo una copia de
DNA a partir de un RNA mensajero. a esta enzima se le llama transcriptasa reversa.

£n muchos laboratorios, en una serie de pequeiios descubrimientos se fueron dando
avances fundamentales, hasta que finalmente se encontrd un tipo de enzimas especiales con
las que se podia romper la hebra de DNA. En 1962, Arber proporciono la primera prueba de
la existencia de las enzimas que cortan el DNA, a estas enzimas, se les llamo enzimas de
restriccion del DNA (las cuales reconocen siempre regiones especificas de éste). Esto
condujo a su posterior purificacion y utilizacion en la caracterizacion de la secuencia del
DNA por parte de Nathans y H. Smith. Aproximadamente 100 de estas enzimas se¢ han
encontrado en bacterias y cada una reconoce y corta en diferentes sitios a la molécula (Haq,
1993).

En 1967 Gellert descubrié otra enzima, la DNA ligasa, esta enzima une los
fragmentos de DNA. Exitosamente ya se tenian dos tipos de moléculas con las que se podia
cortar y pegar el DNA. Estos descubrimientos proporcionaban las herramientas necesarias
para manipular la hebra de DNA.

Entre 1972-1973, con las nuevas herramientas de manipulacion del DNA se
desarrollaron las técnicas de clonacion de la molécula. Principalmente en el laboratorio de
Boyer, Cohen, Berg y colaboradores de la Universidad de Stanford y de la Universidad de
California en San Francisco. Se empezaron a usar bacterias, para insertar los segmentos de
DNA de eucariontes en pequefios anillos extras de DNA de pocos genes, llamados
plasmidos. Estas bacterias pueden intercambiar plasmidos entre ellas, de igual forma
pueden cambiar o traspasar parte de su cromosoma. También se aprendié a introducir
pedazos cortos de DNA, (de un gen o dos), de esta forma la bacteria podia multiplicarse
normalmente a pesar del DNA extrafio; con pocas copias de un segmento de material
genético de un organismo "superior”, se podia aumentar el numero de esos genes en
cantidades considerables. Los bidlogos moleculares tomaron el término clon de los
botanicos, que significa a multiplicacién idéntica de descendencia de una sola célula, para
describir, cémo, un cultivo de bacterias aumenta y multiplica la cantidad de genes
transplantados. Esta técnica proporcioné la capacidad de aumentar la cantidad de DNA
necesaria para su manipulacion. A finaies de los setenta se tenia ya un conjunto de técnicas
que recibié el nombre de DNA recombinante, y que mas tarde los periodistas llamaron
ingenieria genética (Freeland, 1993; p. 63).

Mientras se avanzaba en el estudio del DNA se presenté un nuevo problema, la
secuenciacién del DNA. Entre 1975 a 1977 Sanger, Barell, Maxan y Gilbert desarrollaron
métodos de secuenciacion rapida del DNA.

Después de resolver las secuencias de los aminoacidos de la molécula de insulina,
Sanger intentd resolver la secuenciacién de los acidos nucleicos (1975). Sanger escogio el
DNA de un bacteriéfago llamado = (phi-X 174), porque es uno de los mas pequefios,
con pocos genes y un DNA que no es una doble hélice, sino una sola hebra circular.
Actualmente sabemos que esta hebra tiene 5,375 nucledtidos.

' por sus siglas en inglés.



Dos afios mas tarde, Sanger hizo una simplificacion a su método. considerando que
los nucledtidos normales tienen un punto de crecimiento. un sitio en la molécula de DNA
donde la polimerasa se une a la proxima cadena. Creando nucledtidos artificiales consiguio
que los puntos de crecimiento se bloquearan. A estos nucleotidos los llamo didedxidos. De
esta manera. cuando la polimerasa se pega a dichos nucledtidos para aumentar la cadena, el
crecimiento de esta cadena cesa.

En los ochenta. Marvin Carruthers de la Universidad de Colorado. desarrolld un
método que comienza, con una sola base conocida. a esta se agregan nuevas bases en forma
guimica, una por una, cuantas veces se quiera. Con esta técnica se construyen fragmentos
de DNA de una secuencia predeterminada entre cinco y setenta y cinco bases de largo.
Carruthers v Leroy Hood, quienes estaban en el Instituto de Tecnologia de California,
inventaron instrumentos que hacen estos fragmentos en forma automatica (Freeland. 1993:
p. 73).

Durante el mismo periodo, Walter Gilbert y Allan M. Maxan, en Harvard.
desarrollaron un método de secuenciacién del DNA usando otros compuestos quimicos en
lugar de enzimas, pero con mayor simplicidad y direccionalismo. A partir de entonces los
dos métodos, uno conocido como método quimico y el otro como método enzimatico se
han estandarizado y se han vuelto mas rapidos y en gran parte automatizados.

En 1979 Salomon y Bodmer y en 1980 Botstien et a/, introdujeron un nuevo
concepto en la terminologia del DNA; los fragmentos de restriccidon de longitud polimérfica
"RFLPs"'. Este concepto estd basado en la variacion del DNA, el cual es un poco diferente
de un individuo a otro, de 1 a 500 nucleétidos aproximadamente, mostrando diferencias
entre dos individuos cuando el DNA es cortado con la misma enzima de restriccion.
Posteriormente fue muy facil trabajar con estos fragmentos gracias, a la introduccién de la
electroforesis de campo pulsado (pulsed-field electrophoresis) por Schwart v Cantor. Con
esta técnica se pueden separar fragmentos de DNA de cientos de pares de bases de longitud
(Engel, 1993).

En 1980 tuvo lugar otro avance técnico, basado en la hibridacion del DNA. Esta
nueva técnica se llama hibridacion in situ (in situ hybridization) del material genético; la
cual se explica con mayores detalles en el apéndice A. En este mismo afio, Mary Harper
agregé otro ingrediente a la técnica de hibridacion in situ, agregando Dextran, un
carbohidrato, que cuando se pone con la sonda’ , forma una aglomeracién, que hace que las
moléculas de la sonda se agrupen; y como resultado, el sitio de hibridacion® | tiene
suficiente radioactividad para mostrarse claramente. De esta manera, en 1981, Harper y dos
colegas mapearon el gen de la insulina. Prepararon una autorradiografia que mostraba una
mancha negra de la radioactividad en la punta del brazo corto del cromosoma 11. Mas
tarde, el mapeado por hibridacion in situ se convirtié en un método estandar.

En 1987, Maynard Olson, de la Untversidad de Washington en San Louis, y otros
colegas introdujeron un nuevo método. Consistia en introducir el DNA de otras fuentes al
cromosoma de levadura, creando un cromosoma artificial que podia ser reintroducido

' fragmentos de DNA que resultan al cortar la molécula de DNA con enzimas de restriccion y que se separan
por electroforesis.

? fragmento de DNA clonado v aislado que se utiliza para identificar y mapear genes y para localizar
secuencias de DNA separados en geles de electroforesis, bajo el principio de hibridacion.

¥ lugar donde las hebras de dos especies diferentes tienen secuencias de bases similares.



dentro de una célula de levadura. Las levaduras son eucariontes que tienen 17 cromosomas.
mdas o menos, dependiendo de la especie. Son organismos unicelulares v son mas simples
que muchos de los demads eucariontes. Estos organismos se dividen cada dos horas. Olson
llamé a su invento "yeast artificial chromosome" (cromosomas artificiales de levadura)
usualmente se abrevia como YACs. En el desarrollo de los cromosomas artificiales de
levadura (YACs) por Burke er al. se logré introducir un vector de clonacién. y proporciond
a los bidlogos una técnica para clonar largas piezas de DNA. de 100 a 10000 veces mas
grandes que los fragmentos que pueden ser clonados en bacterias (Engel. 1993). El método
de YACs es analogo al uso de plasmido bacterial para multiplicar segmentos selectos de
DNA en bacteria. Pero el segmento genético que se inserta en el plasmido bacterial es de un
orden de menos de 10 kilobases' de largo, los cromosomas de levadura tienen de 300 a 400
kilobases de largo. La maquinaria celular pude manejar cromosomas artificiales de mas de
100 kilobases o mas de 10 veces esto.

Finalmente, al mismo tiempo Salk et o/ y Kaly Mullis y colaboradores, en Cetus
Corporation en Berkeley, California, inventaron un método, llamado "Polymerase Chain
Reaction” o PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) que se usa para amplificar las
secuencias de DNA in vitro, sin la necesidad de poner la secuencia dentro de una célula.
haciendo a esta técnica facil, rdpida y precisa en la amplificacion de regiones pequefias de
DNA (Engel, 1993).

A mediados de los ochenta, los bidlogos moleculares, habian desarrollado las
herramientas esenciales para la manipulacién del DNA. Sin embargo, la idea de mapear y
secuenciar todo el genoma humano no aparecia como algo posible. a pesar de que estos
avances habian abierto la posibilidad de crear un proyecto como el Proyecto Genoma
Humano.

En 1985, en el campo de la genética humana varios grupos propusieron usar
marcadores de DNA interespaciados a través del genoma humano para localizar genes
estudiados en pedigries humanos, actividad que ha sido toda una tradicion. Pequefios
grupos a través del mundo trabajaban para encontrar marcadores por medio del analisis de
ligamiento. Dos grupos, uno el de Ray White en el Howard Hughes Medical Insritute de la
Universidad de Utah iniciaron un programa para mapear genes a gran escala; v el otro
grupo, el de Donis Keller en Boston publicaron un mapa de ligamiento en 1987,

Podemos resumir que, los métodos para clonar grandes fragmentos de DNA
desarrollados en los ochenta, el descubrimiento del DNA recombinante a mediados de los
setenta, la clonacién basada en la construccion de cromosomas artificiales de levaduras
(YACs), la electroforesis para separar fragmentos grandes de DNA y el descubrimiento de
la reaccion en cadena de la polimerasa, abrieron las puertas para mapear y secuenciar con
extraordinaria velocidad y precision; estableciendo las bases técnicas para la creacion del
Proyecto Genoma Humano (Watson y Cook-Deegan, 1991).

' Un Kilobase equivale a mil pares de bases.



Naturaleza y organizacion del DNA

El Proyecto Genoma Humano y otras investigaciones estdn relacionados para
avanzar en el entendimiento y comprension de las enfermedades genéticas. de la biologia
humana y del estudio del comportamiento de los genes. Para tener un panorama mejor de la
molécula con la que se trabaja en el Proyecto Genoma Humano daremos algunos datos de
la estructura y funcién de la molécula de DNA y de la anatomia general del genoma
humano.

DNA

El juego completo de instrucciones para hacer un organismo es llamado genoma, el cual
contiene el plan maestro para todas las estructuras celulares y su actividad durante todo el
tiempo de vida de todas las células de un organismo. El genoma humano consiste de un hilo
espiroidal de DNA (Acido desoxirribonucleico), el cual esta asociado con moléculas
proteicas, organizado dentro de estructuras llamadas cromosomas (Ver figura a). Para cada
organismo, los componentes de estos delgados hilos llevan en cddigo toda la informacion
necesaria para construir y mantener la vida, desde una bacteria hasta un ser humano

La elucidacién de la estructura del DNA por James Watson y Francis Crick en 19533
causo :~impwetes” - en todas las drea de la biologia y en particular, en la genética por dos
razones basica: La primera, sugeria que la estructura de la molécula de DNA podia
duplicarse o replicarse. La segunda, sugeria que tal vez la secuencia de pares de nucleotidos
en el DNA dictaban la secuencia de aminoacidos en la organizacion de la proteina por el
gen. Esto hizo pensar en la existencia de un codigo genético o un tipo de lenguaje que la
secuencia de pares de nucleétidos presentaba.

Dos trabajos importantes ayudaron a Watson y Crick a explicar como es la la estructura de
la molécula de DNA. La primera contribucion fue hecha por Rosalind Franklin y Maurice
Wilkins en 1952. En sus experimentos usaron la difraccion de los rayos X para obtener
informacién acerca de la estructura del DNA. La segunda contribucién fue hecha en 1930
por Erwin Chargaff quien habia trabajado por varios afios estudiando una gran seleccion de
DNAs de diferentes organismos. De esta manera pudo establecer empiricamente algunas
reglas acerca de la cantidad de cada componente de DNA. Establecié que del total de
nucledtidos de bases pirimidicas (T+C) hay siempre una cantidad igual de nucledtidos de
bases purinita(A+C). Ademas, que de la cantidad de T es siempre igual a la cantidad de A 'y
que la cantidad de C es siempre igual a la cantidad de G. Pero que la cantidad de A+T no es
necesariamente igual a la cantidad de G+C. Estas proporciones variaban entre diferentes
organismos. Estas dos pistas ayudaron a descifrar la enigmatica estructura que cambiaria la
vision de la biologia.
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Figuraa La figura ilustra los diferentes niveles de organizacion y empaguetamiento de la molécula de DNA. Tomada
de Freeland, 1995, p. 15.




Cuando Watson y Crick analizaron toda la informacién obtenida de la molécula del
DNA decidieron que Unicamente una estructura helicoidal doble cubria con todas las
caracteristicas y medidas resultado de la difraccion de ravos X v de la densidad del DNA.
De este brill. .ute analisis de datos pudieron llegar a siete importantes conclusiones acerca de
la doble hélice de DNA que son:

1) La doble hélice esta compuesta por dos polinucleétidos.

2) Las bases nitrogenadas (Ver figura b) estin empalmadas adentro de la hélice. mientras
que la columna vertebral de la molécula del DNA esta formada de un azucar
(desoxirribosa) v un fosfato.

3} Las bases de los das polinucledtidos interactuan por medio de puentes de hidrogeno.
formando pares de bases (pb), que confieren la unica fuerza de atraccién que mantiene la
estructura junta. El tamafio del genoma esta establecido como el numero total de pares
de bases, el genoma humano contiene alrededor de 3000 millones de pares de bases.
Estas bases siguen la regla de una base puriawey una base pirimidinica, es decir. la
combinacion Adenina v Timina formara dos enlaces de hidrégeno y la combinacion
Guanina y Citosina formaran tres enlaces de hidrégeno. El orden particular de las bases a
lo largo del esqueleto de azucar-fosfato es tlamado secuencia de DNA, que determina la
instruccidn genética exacta requerida para crear un organismo particular.

4) La doble hélice ejecuta una torsion o vuelta cada diez pares de bases.

El diametro de la hélice es de 20 Angstroms'. Una torsién de la hélice es de 34
Angstroms, mientras que el espacio entre bases adyacentes es de 3.4 Angstroms. La
doble hélice de DNA es empaquetada en una estructura llamada nucleosoma (Ver figura
¢). En 1974 estudios de difracciéon de neutrones mostraron que el nucleosoma en
solucién acuosa es un disco plano de un didmetro de 100 Angstrom y un grosor de 35 a
60 Angstroms con 1.7 vueltas de DNA enredado en la parte exterior del centro del
octamero con una torsion de 30 Angstroms. El nucleosoma esta formado de proteinas de
empaquetamiento llamadas histonas. Las histonas forman una estructura en forma de
barml llamada octdmero con dos unidades de cada histona H2A, H2B, H3 vy H4
(Griffiths, J. F. A et al, 1993, p. 470-474). En 1975, Robert Kornberg demostré que el
nucleosoma esta hecho de cantidades iguales de histonas excepto de la histona HI
(Brown, T.A, 1993, p. 268-271a). La histona H1 es una molécula elongada que contiene
dos brazos que se extienden en ambas direcciones a lo largo del DNA uniendo cada
nucleosoma (Ver figura d) (Sedivy M. ef al, 1992, p.1-8), y se cree que tiene una funcién
estabilizadora (Griffiths, J. F. A et al, 1993) o que pudiera servir como modulador en las
interacciones de alto rango asociadas con cambios reversibles en la estructura de los
cromosomas durante el ciclo celular (Los Alamos Science, 1992, p.172).

5) Las dos cadenas de polinucleétidos (hebras) de la doble hélice son antiparalelas, es decir,
que una hebra corre en direccién 5° a 3’ y la otra en direccién 3" a 5.

6) La doble hélice tiene dos diferentes acanaladuras una mayor y una menor confiriendo
una estructura regular. Esta caracteristica es importante en la interaccion de la hélice con
las proteinas involucradas en la replicacion del DNA y en la expresion de la informacion
genética. También se ha encontrado que las histonas entran en contacto con la

' Un Angstrom es igual a 10 ~'* metros.
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Figura b Estructura bioquimica de una molécula de DNA. Tomada de Los Alamos Science, 1992, p. 4041,



Figura ¢ La figura ilustra el modelo de un nucleosoma. El DNA gjecuta dos vueltas alrededor del octdmero
conformado por las histonas H2A, H28, H3 y H4. Tomada de Griffiths, et al, 1993, p. 471.



Figura d(a figura ilustra el modelo de un solenoide de 30nm de tamaiio. Los octédmeros de tas histonas aparecen en
forma de disco. La histona H1 se muestra corriendo hacia abajo en el centro de la estructura, posiblemente actuando
como un estabilizador. Tomado de Griffiths, et al, 1993, p. 471,



enervadura menor del DNA vy la enervadura mavor esta reservada para la interaccion con
otras proteinas que regulan la expresion de los genes y otras funciones del DNA (Los
Alamos Science, 1992, p. 170).

L R -. .~ 7. . Cuando Watson y Crick descubrieron la
estructura de la molecula del DNA va se habian descubierto por los trabajos de Rosalind
Franklin que existian dos formas cristalinas de esta: la forma A y la forma B. Elucidaron
estas dos formas de la cantidad de agua presente en la solucion de DNA durante la
formacion de los cristales. Las diferencias entre elias son menores, por ejemplo: la forma
A estd wascompactada que la forma B con 11 pares de bases por vuelta o torsién v con un
diametro de 23 Angstrom. Otras formas de DNA se han encontrado desde 1953 entre
ellas estdn la forma C, D, E y Z, cada una con pequefias diferencias de conformacion de
la doble hélice de DNA forma B usada como modelo por Watson y Crick. La
conformacion mas singular la tiene el DNA forma Z cuyo giro es hacia la izquierda,
mientras que el resto tiene el giro hacia la derecha.

Cada vez que una célula se divide en dos células hijas su genoma completo se
duplica. Esta duplicacion ocurre en el nicleo (Ver figura e). Durante la division celular,
la molécula de DNA se desenrotla y las uniones entre los pares de bases se rompen, en
seguida las hebras se separan, y cada hebra dirige la sintesis de una hebra nueva
complementaria. De esta forma cada célula hija recibe una hebra paternal y una nueva
hebra nueva de DNA; el seguimiento de la regla de una base purimmA se une a una base
pirimidisiaa T y una base pirimidinaC a una base plrneiaG. Esto asegura que la nueva
hebra sea una copia exacta de la hebra vieja, esto minimiza la incidencia de errores
(mutaciones) que pueden afectar los organismos resultantes o a su descendencia.

Cromosomas

Durante los veinte los estudios microscépicos acerca de los cromosomas revelaban
que durante la meiosis los cromosomas homélogos se alineaban lado a lado. Mas adelante
con los avances en la microscopia electronica y las disecciones morfoldgicas de los
cromosomas se pudo estudiar con mas detenimiento la arquitectura de los cromosomas. El
genoma humano diploide contiene alrededor de 6 x 10° pares de bases o 204 centimetros de
moléculas de DNA empaquetadas en 46 cromosomas humanos ( Los Alamos Science,
1992, p. 168), en donde cada juego de 22 cromosomas autosomas y un cromosoma sexual
X o Y es proporcionado por cada padre. Durante la meiosis o mitosis el tamafio en
promedio de los cromosomas en mamiferos es de 3 a 5 pm ' de largo y contienen
aproximadamente 150 millones de pares de bases de DNA (Sedivy M. er al, 1992, p.1-8).

En las células la estructura de cada cromosoma se encuentra altamente ordenado y
compactado por la interaccién con proteinas complejas de empaquetamiento. Al resultado
de la estructura DNA-proteina se le ilama cromatina (Ver figura f). La cromatina es una
fibra que tiene un diametro de 300 Angstréms. El DNA se encuentra siempre en forma de

' Un micrémetro es igual a 10°m
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Figura e La figura ilustra el mecanismo de replicacidn det DNA. Tomado de Griffiths, et al, 1993, p. 320.
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Figura f La figura ilustra el arreglo del DNA para conformar un cromosoma. Tomada de Griffiths, et af, 1993, p. 473.



cromatina en todas las etapas del ciclo celular excepto durante la meiosis y mitosis. La
cromatina es una estructura dinamica que se presenta parcialmente difusa y desenrollada
durante la transcripcion de los genes a RNAm y durante la replicacion del DNA, de esta
manera. este desenrollamiento local permite el acceso de las enzimas al DNA.

Entre 1977 v 1980, observaciones hechas bajo el microscopio electronico por
Aaron Klug mostraron un segundo nivel estructural de la cromalina. Esta fibra de cromatina
tenia un diametro de 30 nm' v la apariencia era mas compacta, arreglando los nucleosoma
individuales en paguetes,a esta estructura se le llamo solenoide (Ver figura d).

Cuando los cromosomas en metafase se tifien con reactivos quimicos que se pegan
al DNA como el reactivo de Feulgen, y son observados bajo el microscopio, se pue.'en
diferenciar dos regiones: una region densamente tefiida llamada heterocromatina y una
region menos tefiida llamada eucromatina. La eucromatina se tifie menos porque se
encuentra menos empaquetada y se tiene la idea de que este estado es €l mas compatible
con la transcripcion y la actividad de los genes. En cambio, la heterocromatina en muchos
organismos se ha encontrado en la regién centromérica de los cromosomas. Una excepcion
es en el caso de el cromosoma Y de la Drosophila, que es heterocromatinico Otro reactivo
que ha ayudado a visualizar diferencias en el patron de bandeo de los cromosomas es el
reactivo de Giemsa. Después de tefiirse los cromosomas se pude observar u . contraste de
bandas claras llamadas G y bandas obscuras llamadas G negativas. Se ha pensado que esta
diferencia radica en la relativa proporcién de bases, por ejemplo: las bandas claras G son
relativamente ricas en guanina y citosina, mientras que las bandas obscuras G negativas son
ricas en adenina y timina. También se ha encontrado que las bandas claras G se replican
tempranamente y contienen todos los genes que se encargan de mantener las funciones
esenciales de los genes (estos genes se mantienen activos en cada tipo celular). Por su parte,
las bandas obscuras G negativas se replican mas tarde y contienen genes especificos para
los tejidos (Griffiths, J. F. A et al, 1993, p. 474-476). Al analisis de las diferencias en
tamaifio y en los patrones de bandeo que distinguen a cada uno de los 24 cromosomas es
llamado cariotipo (Figural del apéndice A). Varios tipos de grandes anormalidades
incluyende pérdida o copias extras de cromosomas o rupturas y rearreglos (traslocaciones)
pueden ser detectadas por el examen microscépico. El sindrome de Down en el cual las
células contienen una tercer copia del cromosoma 21 es diagnosticado por esta clase de
andlisis.

Sin embargo, muchos cambios en el DNA son demasiado sutiles para ser detectados
por esta técnica y requiere de un andlisis molecular. Estas anormalidades de! DNA
(mutaciones) son responsables de muchas enfermedades hereditarias tales como : la fibrosis
cistica, anemia de células falciformes y enfermedades cardiovasculares.

! Un nanometro aquivale a 10~ metros.



Genes

Cada molécula de DNA contienen muchos genes ; la unidad funcional y fisica de la
herencia. Un gen’ es una secuencia especifica de bases en los nucledtidos que lleva la
informacién requerida para la construccion de proteinas; las cuales proporcionan los
componentes estructurales de las células y tejidos, asi como las enzimas para reacciones
bioquimicas esenciales, el genoma humano podria contener por lo menos 100 000 genes.

Los genes humanos varian ampliamente en longitud, a menudo tienen una extension
de miles de bases. Unicamente cerca del 10% del genoma tiene secuencias que codifican
para proteinas (exones). [nterespaciados dentro de muchos genes estan las secuencias
llamadas intrones. los cuales no tienen funciones codificantes. En general, se considera que
el genoma contiene otras regiones, tales como las secuencias de control y regiones
intergénicas, cuyas funciones son desconocidas. Mucho de este DNA llamado
desconsideradamente "basura" puede tener funciones fisiologica importantes ain no
desconocidas Este tema en la actualidad es muy polémico y las investigaciones sobre el
genoma abriran la posibilidad de resolver esta cuestion.

Todos los organismos entre sus compuestos tienen proteinas, los humanos pueden
sintetizar por lo menos 100 000 tipos diferentes. Las proteinas son moléculas grandes y
complejas de largas cadenas de subunidades llamadas aminodcidos (se encuentran 20 tipos
de aminoacidos esenciales en los seres humanos). Dentro de los genes, cada secuencia
especifica de tres bases de DNA (tripletes o codones) codifican para un aminodacido. Una
proteina codificada por un gen de 3000 pb (sin contar los codones de inicio y de término,
asi como los intrones) contiene 1000 aminoacidos.

Hay varios tipos de DNA que seran descubiertos y analizados con el Proyecto
Genoma Humano. Mencionamos anteriormente que se espera que seran encontrados unos
100 000 genes: Watson calcula que la cantidad podria ser mucho mayor. Otras
estimaciones van entre 50 000 a 60 000. Cualquiera que sea la cantidad de genes, se dividen
basicamente en cuatro tipos; el DNA que controla la funcion de los genes, el DNA que
controla el inicio y témino de la duplicacion y el DNA que se expresa en forma de
proteinas o enzimas. '

Las instrucciones para codificar proteinas, desde los genes, son trasmitidas
directamente a través de un mensajero, el acido ribonucleico (RNAm), una molécula
intermediaria, transitoria y muy similar a una de las hebras del DNA y complementaria de
la otra. Para que la informacion del gen pueda ser expresada se sintetiza una hebra de RNA
complementaria (un proceso llamado transcripcion) a partir de una hebra de DNA patron en
el nucleo celular. Este RNAm viaja del nicleo al citoplasma celular, donde sirve como
molde para la sintesis de proteinas. En el laboratorio, la molécula de RNAm puede ser
aislada para usarse como patron para sintetizar una hebra de DNA complementaria (DNAc)
la cual, a su vez, puede ser utilizada como sonda para localizar los genes correspondientes
en un mapa cromosomico, explicado con detalles en el apéndice.

' El concepto como algunos otros de la ciencia no es tan simple, al respecto existen algunos trabajos como el
de Carlson, E. (1966) The gene: A Critical History. Philadelphia: Saunders. y el de Kitcher Philip (1982)
“Genes” British Journal for the Philosophy of Science 33: 337-359. en donde se ha reflexionado sobre este
concepto.



CAPITULO I
Origen del Proyecto Genoma Humano

A principios de siglo, Morgan y sus colaboradores habian conseguido el mapeo de
genes y posteriormente en 1960 Sanger y sus colegas intentaron y consiguieron la
secuenciacion de algunos genes. A pesar de la secuenciacion de genes v de los esfuerzos de
mapeo relacionados principalmente con enfermedades (Bishop. 1992) en varias partes del
mundo. vy de las reuniones internacionales y conferencias, fa posibilidad de conocer
nuestro juego completo de instrucciones genéticas que en 1933 parecia un objetivo
cientifico insofiable” (Watson. 1990), empezd a ser una posibilidad que se vislumbrd a
mediados de los ochenta. La idea del Proyecto Genoma Humano (PGH) surgi¢ en los
Estados Unidos en 1984 en una conferencia en Alta Utah. realizada para evaluar el anélisis
directo de sobrevivientes de la bomba atdémica. Ahi un grupo de cientificos empezd a
pensar en secuenciar todo el genoma humano; la conferencia fue auspiciada por el
Departamento de Energia de los Estados Unidos (DOE' ) (Cantor, 1990; Engel. 1993). En
esa conferencia Robert Sinsheimer (bidlogo molecular y rector de la Universidad de
California en Santa Cruz) planteo la idea de fundar un instituto para secuenciar el genoma
humano. el cual estaria en Santa Cruz.’

Después de la conferencia de Utah, la idea de secuenciar y mapear el genoma
hur. v fue seriamente promovida por dos grupos independientes; el primero lidereado por
Charles De Lisi del DOE, con el interés de examinar los efectos de la salud ante ia
exposicion de la radiacién y la contaminacion ambiental (Watson, 1990; Engel, 1993). El
Departamento de Energia tenia gran interés en el estudio de los efectos biologicos de las
radiaciones, incluyendo los esfuerzos extensos para determinar la frecuencia de mutaciones
en los descendientes de Hiroshima y Nagasaki; tal programa parecia justificar, continuar y
expandir las investigaciones en genética en el DOE (Davis, 1992). El DOE tenia programas
de salud centrados en los cromosomas y genomas por lo que se ha pensado que el verdadero
origen del PGH son los programas de salud del DOE (Leder, 1990).

Por su lado, a partir de 1981 Japoén habia iniciado un plan modesto para mejorar la
tecnologia de secuenciacion del DNA humano. aprovechando la destreza japonesa.
Temiendo el triunfo japonés, cientificos y politicos estadounidenses se lanzaron a conseguir
el mismo objetivo (Suzuki vy Kudtson, 1991); ante esta situacién el DOE tomaba la
iniciativa pensando en utilizar las instalaciones y la infraestructura de informatica de sus
proyectos militares. Por otro lado, Robert Sinsheimer, quien estaba al frente de un segundo
grupo convocd a una docena de los mejores bidlogos moleculares de los Estados Unidos en
mayo de 1985, a una conferencia sobre genética molecular, esta conferencia fue la primera
ocasion en la que se propuso, la idea de secuenciar el genoma humano completo; de igual
forma, se consideraron los aspectos técnicos para su realizacién y se discutié [a manera de
llevarlo a cabo’ . Esta conferencia no dio el resultado para establecer un Instituto o campus
como pretendia R. Sinsheimer sino planteé la idea de un proyecto de grandes proporciones

' Department Of Energy.
? (Watson, 1990; Watson y Cook-Deegan, 1991; Barry, 1993; Engel, 1993).
* (Lewin, 1986a; Watson. 1990; Watson y Cook-Deegan 1991; Barry, 1993; Engel, 1993).



en la mente de algunos bidlogos moleculares como Walter Gilbert quien se convirtié en un
ferviente abanderado del proyecto.

En mayo 1986, el DOE organizo un taller en Santa Fe Nuevo México en la que el
primer dia Walter Gilbert dijo “que e/ total de la secuencia seria como el Santo Grial de la
genética humana’ (Lewin. l986a)f‘ip0r lo tanto vnm objetivo central. Durante esa misma
semana, Renatto Dulbecco (premio Nobel) y presidente del Salk Institute publico
independientemente un pequefio articulo en Science; defendiendo la secuenciacion del
genoma y argumentando que la secuencia podria ser Gtil en las investigaciones del cancer' .

Estas propuestas se formalizaron al mismo tiempo. en Cold Spring Harbor en 1986.
en un simposium sobre la biologia molecular del Homo sapiens (Molecular Biology of
Homo sapiens) en el que Walter Gilbert y Paul Berg coordinaron una sesion del “Proyecto
Genoma Humano™. En este encuentro hubo escepticismo entre algunos cientificos.
principalmente porque se penso. si era apropiado, que un programa de esa naturaleza fuera
dirigido por una agencia como el DOE’ . En la conferencia de Cold Spring Harbor. Fiichi
Soeda, sefiald los planes de su pais y de algunas compafiias como Hitachi y Fuji de invertir
junto con el Instituto Riken en Tokio, en los esfuerzos de automatizacién de la
secuenciacion; de esta forma los japoneses tenian a la vista un proyvecto de secuenciacion a
gran escala, que de realizarse colocarian a Japon en una posicion de ventaja biotecnolégica
(Lewin, 1986a). En este marco, el proyecto empezaba a tener un fuerte impulso por razones
de interés econémico.

Después de la conferencia de Cold Spring Harbor se celebraron varias conferencias
para discutir el proyecto genoma humano (Watson y Cook-Deegan, 1991). En ese mismo
afio de 1986, Charles De Lisi director de la OHER’ (Oficina de Investigacion Sanitaria) del
DOE, quien tom¢é la iniciativa de secuenciacion (Lewin, 1986a) propuso que el DOE
aumentara su participacién. principalmente porque llevaba mucho tiempo interesado en la
genética humana y las mutaciones. Por ello en 1987 el DOE inicio las investigaciones con
el objetivo de realizar mapas de todos los cromosomas humanos, intentando quedarse con la
direccién de estas, argumentando que contaba con mejores instalaciones para desarrollar el
proyecto. Sin embargo, los dirigentes del Instituto Nacional de Salud (NIH* ) reaccionaron
ante esa intencién, entre etlos Watson quien se habia convencido de que el proyecto era
posible, pero no podia dejarse en manos del DOE sino que tenia que estar dirigido por otro
grupo de cientificos. A Watson le parecia que el DOE estaba lleno de fisicos v pocos
bidlogos ocupando una baja posicion en la lista de prioridades del proyecto, le parecia que
el curso de las investigaciones podrian estar mejor en manos del NIH (Watson, 1990).

Ante estas discrepancias. el conjunto de ideas y propuestas llegé en agosto de 1986
al Consejo de las Academias de Ciencia e Ingenieria, el cual convocd a una reunién en
Wood Hole Massachusetts, de la que surgié un comité (Comité del Genoma Humano) con
plenos poderes para examinarlas y para decidir sobre las lineas de investigacion. Mientras
un grupo escogido de cientificos concluia su informe, el gobierno federal decidié financiar

! Dulbecco, Renato (1986) A Turning Point in Cancer Reseach: Sequencing the Human Genome. Science,
231: 1055-1056.

2 (Lewin, 1986a; Watson, 1990; Watson y Cook-Deegan, 1991; Cantor, 1999; Engel, 1993).

' Office of Health & Enviromental Research.

* NIH-National Institute of Health.



la investigacion del genoma humano a través del NIH. por lo que en diciembre de 1987
concedio a estas investigaciones 17.2 millones de ddlares.

En febrero de 1988 después de 14 meses de estudio, el comité de investigacion
nacional compuesto por los mejores cientificos de las universidades propusieron el
“Provecto del Genoma Humano™ en un reporte de 102 paginas titulado "Mapeo y
Secuenciacion del Genoma Humano" (Engel; 1993; Haq, 1993). Después de que el consejo
discutid las ideas. propuso iniciar primero con el mapeo de los cromosomas humanos, al
parejo de mapas de organismos modelo incluidos y la secuenciacion de éstos. y como parte
final. la secuenciacion a gran escala del genoma humano; recomendaba un presupuesto de
$200 millones de dolares por afo durante 15 afios. Asimismo, designaba un papel esencial
para el Instituto Nacional de Salud en Bethesda. Muchos bidlogos mostraron su oposicion
personal al proyecto debido a que muchos fondos nacionales serian desviados hacia el PGH
descuidando otras investigaciones biologicas (Weis, 1990).

En marzo de 1988 James Wyngaarden, director del NIH, anuncio la creacion de una
oficina del NIH para las investigaciones del genoma humano, el Centro Nacional para las
Investigaciones del Genoma Humano (NCHGR' )al mismo tiempo que invitaba a Watson a
asumir la responsabilidad de dirigir la investigacion y el primero de octubre de 1988
Watson fue nombrado director asociado del Centro Nacional de Investigaciones del
Genoma Humano en el NIH. Watson inici6 su funcidn en octubre de 1989 con un grupo de
asesoria para organizar el proyecto, ese mismo dia el DOE y el NIH firmaron un
memorandum de entendimiento en el que el DOE y el NIH se comprometian a cooperar en
la investigacion (Engel, 1993; Haq, 1993).

En 1989 representantes de NIH y del DOE y otros expertos se reunieron en Cold
Spring Harbor para elaborar un programa para el Proyecto del Genoma Humano. el
informe conjunto que sali¢ de aquella reunidn llegd al Congreso de la Nacion en febrero de
1990. en este se establecian objetivos concretos que la investigacion deberia cumplir en los
primeros 5 afios (Cantor, 1990). Ademds, se seiialaban las recomendaciones del comité; el
programa fue aprobado por el Congreso, destinandose $200 miliones de doélares por afio,
durante 15 afios a partir de octubre de 1990, fecha que fue sefialada como el inicio del
proyecto, fijandose la fecha de término el 30 de septiembre del afio 2005 (Engel, 1993;
Hagq, 1993).

A principios de 1990 el DOE y el NIH acordaron trabajar juntos en el programa del
genoma humano y de otros organismos. El plan de trabajo establecié varios centros para la
investigacion del genoma humano en laboratorios nacionales y universidades a través del
pais (Keleher, 1993). Entre éstos, se decidié integrar un centro del genoma en los
laboratorios Lawrence Berkeley, dirigidos por Anthoni Carreno y en los Alamos donde se
estaban mapeando los cromosoma 14 y 16. Los esfuerzos del DOE estarian encaminados a
mapear todos los genes expresados o DNAc, estrategia aprobada por Sydney Brennen en el
Medical Research Council en Inglaterra, en principio rechazada por el NIH, argumentando
que muchos genes importantes se dejaban fuera con la estrategia de DNAc, debido a su baja
expresividad (Leslie, 1991a). Sin embargo, el empleo de esta estrategia resolvia el
problema de 1 »ear y secuenciar a ciegas el genoma humano. También fueron incluidos el
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Howard Hughes Medical Institute. La Fundacién Nacional de Ciencias (NSF' ). sin un
programa en si mismo, pero aportando instrumentos e investigaciones en plantas y otros
organismos. v el Departamento de Agricultura que centraba sus estudios en plantas ¥
animales de granja (Watson y Cook-Deegan, 1991). Otros centros en los que se penso que
podia compartirse las investigaciones del genoma en E. U., fueron: la Universidad de
California en San Francisco dirigida por Richard Myers quien planed mapear el cromosoma
4. uno de los mas largos. En el MIT", Eric Lander. planeé mapear el genoma completo del
raton {Mus musculus). La Universidad de Washington dirigida por Schlessinger penso en
tres grandes provectos. entre ellos. mapear el cromosoma 7 v el cromosoma X. La
Universidad de Michigan. dirigida por Francis Collins, quien mas tarde seria director del
provecto junto con su director asociado. planearon mejorar v automatizar las etapas de
analisis de union y mapeo fisico. El Salk Institute donde Glen Evan y colegas continuarian
sus esfuerzos para mapear el cromosoma 11. Por Gltimo, entre los centros importantes
estaba Stanford, en donde David Botstein y Ron Devis propusieron un centro para
secuenciar el genoma de levadura (Leslie, 1990).

Finalmente, el “Proyecto Genoma Humano™ quedaba como una investigacion
coordinada con el objetivo de producir en detaile el mapa fisico y genético de cada uno de
los 24 cromosomas humanos, aproximadamente 3000 millones de pares de bases (Engel.
1993). Si se andloga esa informacion a una enciclopedia, vendrian a ocupar unos 1000
volimenes de mil paginas cada uno y cada pagina con mil palabras. Pensando en libros, el
trabajo del PGH equivaldria a hacer una copia de un solo libro, mientras que toda la
humanidad completa seria como “una biblioteca viviente” (Di Mauro;1996). En el “plan
maestro” del ser humano se encontrara la informacién de 100 000 genes y tres millones de
pares de bases que forman el genoma humano.

En 1990, 300 cientificos de 35 paises se reunieron en Paris, Francia en la sede
central de la UNESCO para discutir la intencidén de generar una cooperacion internacional
de! “Proyecto Genoma Humano™, en esa reunion, Watson aclardé que podian bajar los costos
si habia una cooperacion internacional, ademas de que no consideraba adecuado que los
datos se compartieran con naciones que no participaran en la medida de sus economias. Una
amenaza dirigida principalmente a cientificos japoneses (Coles, 1990a, 1990b).

Watson estuvo al frente como director del centro, desde el 4 de abril de 1988, hasta
su renuncia en abril de 1992. Watson renuncio después de que se vio involucrado en
problemas de patentes con industrias biotecnoldgicas que mds adelante discutiremos.
Michel Gottesman fungié como interino mientras Watson presentaba su retiro v se
designaba al nuevo director del proyecto, Francis Collins investigador de la Universidad de
Michigan. Cuando Francis Collins inicié como director, cargo que ocupa actualmente, dijo
que el programa tendria un fuerte apoyo en el enfoque del mapeo y secuenciacion, pero que
desde su nuevo laboratorio del NIH formaria una .- -. linea mas médica, priorizando las
investigaciones biomédicas principalmente hacia el desarrollo de métodos de diagnostico y
terapias para enfermedades genéticas (Marx, 1993; Blume, 1993).

Podemos darnos cuenta, que tanto el origen del proyecto, como el desarrollo del
mismo en los Estados Unidos y en los paises participantes (mencionados mas adelante), ha
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estado determinado por factores entrelazados que forman una relacion muy compleja entre
la economia, la investigacion cientifica y la practica médica. A pesar de que actualmente el
factor econdmico determina en gran parte las lineas de investigacion: podemos ver que los
conocimientos médicos y bioldgicos siguen formando parte de la realidad inmediata de los
seres humanos, y que como en el pasado y durante toda la historia de la especie humana
sigue existiendo la necesidad de una atencién médica eficaz para la poblacion, esa
necesidad es la que ha impulsado en gran medida el desarrollo del PGH y de igual manera.
el provecto retroalimentara muchas areas de la investigacion cientifica. asi como de la
aplicacion v del desarrollo tecnologico.

Objetivos y agenda del proyecto

Los siguientes objetivos representan tanto la Iniciativa del Genoma Humano
(Nombrada asi por parte del Departamento de Energia ) como el plan formalizado del
“Proyecto Genoma Humano™, Los objetivos generales son mapear y secuenciar el genoma
humano. Sin embargo, existen otros objetivos interrelacionados.

En seguida mostramos la agenda general del programa del Provecto Genoma
Humano, el cual esta destinado a cumplirse en quince afos. Fue tomada de Yager ef al.
publicado en TIB el 16 de diciembre de 1991.

Agenda y programa del Proyecto Genoma Humano

1990---1995 mejorar la tecnologia para mapear y secuenciar; asi como el area de la
informatica. Crear mapas genéticos vy fisicos de baja resolucion del genoma humano v del
genoma del raton (Mus musculus). Completar mapas genéticos y fisicos de organismos
simples: un nematodo (Caenorhabditis elegans), una bacteria (Escherichia coli). una planta
acuatica (Arabidopsis thaliana), la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster), y la
levadura (Saccharomyces cerevisiae).

1995---2000 continuar mejorando la tecnologia del genoma y perfeccionar el mapa genético
humano, perfeccionar el mapa fisico del genoma humano, terminar el mapa y la
secuenciacidn de los genomas de los organismos modelo.

2000---2005 secuenciar finalmente el 95% del genoma humano (excluyendo grupos de
DNA repetitivo), secuenciar regiones del genoma del ratéon que corresponda a las regiones
de importancia biomédica del genoma humano. Estudiar la importarcia del genoma. Crear
versiones de trabajo de base de datos integrados que contengan mapas genéticos y fisicos de
la secuenciacion del humano y de organismos modelo.

Esta agenda presenta una ampliacién de puntos en otras areas de investigacion:
Desarrollo de formatos de base de datos para los mapas.

Estudio sistematico de la funcion de los genes.

Definicion de patrones de RNAm,

Mapear y secuenciar mas organismos modelo.

Estudio de cuestiones é€ticas, sociales y legales de la investigacion del genoma humano.
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Para llevar a cabo esta agenda y programa hay una cantidad impresionante de
pequefios proyectos que puede verse en los reportes anuales del Proyecto Genoma Humano
(proyectos en Estados Unidos) que son publicados por el Department of Energy Office of
Health and Enviromental Research. Human Genome y el Department of Commerce.
Springfield, Virginia. Las referencias pueden encontrarse completas en la bibliografia.

En resumen. los objetivos principales son: localizar el sitio que ocupa cada uno de
los genes en cada cromosoma. en otras palabras, se intenta crear un mapa que relacione
entre si a todos los genes humanos y el segundo objetivo es averiguar la secuencia de 3000
millones de pares de bases que integran el genoma humano, aproximadamente 50 000 a 100
000 genes, con esta informacion se elaborara un mapa fisico que relacionara entre si las
secuencias conocidas del DNA.



Paises desarrollados

El esfuerzo de los Estados Unidos de mapear y secuenciar el genoma humano ha
sido seguido por otros paises del mundo desarrollado y en menor medida de acuerdo con las
posibilidades de sus economias, por los paises en vias de desarrollo; el tamafio del
presupuesto v los objetivos inmediatos difieren entre los paises participantes, reflejando
muchos factores, como su historia. cultura y estructura social. Entre estos pai s
desarrollados estan: el Reino Unido, Japon, Los Paises Bajos, Escandinavia, Rusia, Suecia.
Canadd, Francia, Italia. Alemania, Hungria. Suiza y Dinamarca, este ultimo pais ha
realizado una contribucién importante en la toma de muestras de DNA de varias familias de
diferentes poblaciones (Davis, 1992; Engel, 1993).

Con Estados Unidos a la cabeza. los europeos pensaron en asegurarse de no quedar
atras en las investigaciones, sobre todo por la desventaja biotecnolégica que esto implica
(Dickman y Aldhous; 1991). Ademas, era necesario hacer frente al control de las
enfermedades y a otras dreas de importancia cuitural y econdmica, en particular no
descuidar la industria farmacéutica. En 1991 Europa contaba con seis grandes iniciativas
del genoma humano dirigidas por la comunidad Europea; en la que se habia lanzado una
propuesta clara para este continente, buscando abatir el costo de las investigaciones, a
través de una mayor colaboracion, cooperacion y coordinacion. Para conseguir esto se
propuso que la Fundacién de Ciencia Europea (ESF') coordinara las investigaciones en
Europa.

La Comunidad Europea (CE) propuso en julio, la creacion de su propio proyecto
genoma humano; Alemania Occidental (antes de la caida del muro) se oponia al programa
de investigacion del genoma propuesto por la CE, el cual llevaba el desafortunado titulo de
"medicina predictiva”, con la objecidon de ver una tendencia eugenésica en el programa
original® .

Por otro lado, cada pais europeo contaba con programas propios, con cierto grado
de coordinacion. Entre estos grandes proyectos se encontraban La Asociacion Francesa de
Distrofia Muscular (AFDM’), quien financié un gran proyecto llamado “Généthon™.
disefiado para coordinar los mapas de genes de enfermedades a gran escala junto con la
secuenciacion genomica. Asimismo, gran parte de la actividad europea se encuentra en
Heidelberg, Alemania, en donde el Laboratorio de Biologia Molecular Europeo (EMBLY),
tiene una fuerte tradicion en el analisis y hace una contribucion especifica en la base de
datos de DNA. En particular, la Comunidad Europea apoya desde Bruselas, los programas
de participacion entre 20 o mas paises de la CE. Otro de los programas iniciales apoyado
por 25 laboratorios en 10 paises europeos fue Eurogen (Bodmer, 1992), que inicio los
trabajos en ¢l mapeo de los cromosomas 11, 17, 21 y X a través del intercambio de
genotecas de cosmidos’ , apoyados por el desarrollo tecnoldgico manejando bases de datos;
en este programa también fueron incluidas las cuestiones éticas y legales. Una prioridad del

' European Science Foundation.

! (Dickman y Aldhous, 1991; Kevles, 1993).

J French Muscular Distrophy Association.

? European Molecular Biology Laboratory.

5 Es un vector de clonacién usado para clonar fragmentos de mas de 40 Kb.



programa fue mejorar la accesibilidad a la base de datos del genoma "Genome Data Base"
(GDB) v a otros programas de secuenciacion y analisis de organismos modelo.

En seguida se revisaran brevemente la participacion de algunos paises v
organizaciones.

Inglaterra

La idea de mapear y secuenciar ¢l genoma a gran escala originada en los Estados
Unidos, fue difundida rapidamente por todo el mundo y el Reino Unido al igual que otras
potencias economicas no quisieron quedarse rezagadas en el campo de la biotecnologia v
decidieron iniciar su “Proyecto Genoma Humano™ El Reino Unido desarrollé una
propuesta a través de Walt Bodmer y Sydney Brenner (una de las principales figura de la
biologia molecular en Inglaterra), quienes estuvieron presentes en la conferencia de Cold
Spring Harbor y en otras conferencias realizadas sobre el tema, planearon un programa que
involucraba al Consejo de Investigacion Médica (MRC') y a la Fundacién Imperial para las
Investigaciones del Cancer (ICRF?). Al mismo tiempo., Sydney Brenner envié una
propuesta . la Comunidad Europea, que fue recibida en octubre 2 de 1986 en la que sugeria
un proyecto genoma de la Comunidad Europea (Watson y Cook-Deegan, 1991). Sydney
Brenner convencid al consejo inglés, de la necesidad de conseguir fondos para establecer un
programa especial de investigacién del genoma humano en el periodo de 1987-1988. Los
britanicos se dicron cuenta de que sus recursos no alcanzarian la magnitud del programa
norteamericano, y decidieron emplear la estrategia de concentrarse en la secuenciacion del
DNAc, por la ventaja de conocer genes funcionales. Por otro lado, también decidieron
secuenciar el genoma completo del nematodo (Caenorhabditis elegans), en el que han
estado trabajando durante muchos afios. Ademas establecieron proyectos con levaduras (S.
cerevisiae), bacteria (L. coli), la planta acuatica (Arabidopsis thaliana) y la mosca de la
fruta (Drosophila melanogaster) como organismos modelo. Finalmente, el programa
genoma del ICRF en conjunto con el MRC inicié en febrero de 1989, destinindose 21
millones de dolares para un programa de tres afios designado como el “Proyecto del Mapeo
del Genoma Humano™ (Davis, 1992).

Francia

Dos semanas después del inicio oficial del “Proyecto Genoma Humano™ en los
Estados Unidos, Franci.. decidid crear su propio programa de investigacion en el area del
genoma humano ante las palabras amenazantes de Watson, quien advertia que si la
comunidad internacional no participaba en los costos de secuenciacion del genoma no
podrian tener acceso a la informacién (Coles, 1990b). Francia ya tenia una participacion
importante en las investigaciones del genoma humano a través del Centro de Estudio del
Polimorfismo Humano (CEPH?), en colaboracién con Estados Unidos; en este centro, se
habian estado reuniendo muestras de cultivos celulares de diferentes familias;casi todo los
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mapas genéticos que existen en la actualidad se han consi aido utilizando el material
proporcionado por el CEPH (Watson y Cook-Deegan, 1991). En Francia. las discusiones se¢
dieron en varios centros de investigacion pero ninguna habia sido a nivel gubernamental:
ésta se dio por fin hasta junio de 1990. ™! ministro del Instituto Nacional de Salud e
Investigacion Médica (INSERM) junto cor. «lubert Curien trazaron un plan para un nuevo
programa nacional del genoma humano, anunciado el 17 de octubre de 1990 con una gran
participacton del CEPH, el cual como ya mencionamos habia sido un centro de
colaboracion para mapas genéticos de ligamiento (Watson v Cook-Deegan. 1991). El
programa fue preparado por Philippe Kouzilsky (Instituto Pasteur. Paris) v en ¢l se
proponian tres grandes opciones cientificas: 1} un enfoque en la secuenciacion de DNAc.
como una estrategia opuesta a la secuenciacion del genoma completo. 2) secuenciacion
completa de genomas pequefios tales como el de Bacillus subtilis, y el de Arabidopsis
thaliana (Grausz, 1993), como organismos modelo para investigaciones del funcionamiento
de los genes; 3) desarrollo de softwares relacionados a las investigaciones del genoma.

La investigaciones del genoma humano en Francia. han mostrado una fuerte
tradicion clinica y una expansion de metodologias de DNA recombinante, después de la
década de los setenta, particularmente a través de la experiencia de estudiantes de
posdoctorado provenientes de los Estados Unidos. Asi mismo la investigacion en Francia.
se realiza en varios laboratorios interesados en la genética de enfermedades humanas. Los
centros principales son: El Centro Nacional para la Investigacion Cientifica (CM'RS), por
sus siglas en francés) y el INSERM. Francia al igual que los demds paises europeos decidid
segutr la estrategia de investigacion del DNAc (Jordan, 1990).

Francia cuenta con una industria privada para secuenciar genes a gran escala. Uno
de estos centro privados es el CEPH. este centro tiene disponible para los investigadores del
mundo, un banco tnico de material genético de mas de 60 grandes familias (el proposito es
utilizar el material estdndar con mayor eficacia para localizar y secuenciar genes
responsables para cerca de 4 mil enfermedades hereditarias (Coles, 1990b). En 1989 el
gobierno francés decidid aportar 4 millones de ddlares por afio como contribucién al CEPH.
Mientras el proyecto francés del genorna era lanzado con Daniel Cohen como director, con
la participacion conjunta entre el gobierno, el CEPH y la AFM se fundé el laboratorio
Genéthon (Aldhous, 1992); como lo mencionamos anteriormente, el laboratorio Genéthon
es una gran industria de secuenciacion establecida cerca de Paris.

Italia

La discusion sobre el Proyecto Genoma Italiano, fue iniciada en 1987 por el
Consejo de Investigacion Italiano (CRNI); en respuesta al aumento de interés alrededor del
mundo del conocimiento del genoma humano. El proyecto italiano fue pensado para una
colaboracion de varias unidades del CRNI y diferentes universidades e institutos a lo largo
de Italia. Todas estas unidades poseen esencialmente toda la técnica y aparatos necesarios
para €l proyecto, pero ninguna podia hacer esto por si misma, por lo que se consideré en la
colaboracién como algo esencial. Se acorddé que la colaboracion podria consistir en el
intercambio tecnologico, de reactivos, cultivos celulares y seleccion de un objetivo general,
[.os objetivos comunes mas utiles podrian ser enfocados en un segmento especifico del
genoma humano, Los colaboradores propusieron trabajar con el cromosoma X y se acordé
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que este interés podria mantenerse. Fue determinado que un enfoque mas estrecho podria
ser utilizado para concentrar los pocos recursos en una forma eficiente y por una variedad
de razones practicas. El enfoque fue trabajar con la altima parte del brazo largo del
cromosoma X; esta area fue considerada biolégicamente interesante debido a su riqueza de
genes, aproximadamente Xq24 a Xqter' .

Renato Dulbecco fue designado como coordinador del proyecto junto con Paolo
Vezzoni. el “Proyecto Genoma Italiano™ presenta una serie de programas. con los que
dieron iuicio formal. las investigaciones del genoma en [talia (Dulbecco. 1990). Enire estos
programas estan:

Preparacién de lineas hibridas y preparaciones de clones de la region antes mencionadas
del cromosoma X.

Programa del Mapeo basado principalmente en dos tipos de vectores. los YACs que se
empezaron a realizar principalmente en Napoles v Roma, y los cdsmidos en Milan.

Estudio de caracteristicas sobresalientes. El Dr. D. Teniola en Pavia, continuaba
trabajando en la identificacion de genes. También en Pavia V. Sgazamella estaba
interesado en los telomeros del cromosoma X y estaba trabajando en la clonaciéon de
inserciones largas de estas regiones, para posteriormente realizar la secuenciacion.

Quimica de Proteinas. En el laboratorio del Dr. A. Fontana (Padua) y el Dr. A. Albertini
(Brescia) empezaron su trabajo con el aislamiento, caracterizacion y sintesis de péptidos, se
pretende colaborar con otros programas de investigacion ¢n problemas relacionados en el
analisis de productos de expresion de genes incluyendo la secuencia de proteinas, asi como
la produccion y el uso de anticuerpos monoclonales y anticuerpos antipeptidicos para el
aislamiento y analisis de proteinas.

Desarrollo tecnolégico. El Dr. C. Schneider y colaboradores (Trieste) empezaron
centrandose en técnicas de mayor velocidad de secuenciacion . DNA.

Bioinformacion y bases de datos. El Dr. C. Matesi y colaboradores (Pavia), estdn
interesados en descifrar la informacion contenida en la secuencia de bases de datos del
genoma humano. Por su parte El Dr. Sacien y colaboradores (Bari) también estan
interesados en reconocer el significado bioldgico de las secuencias.

El Dr. L. Milanissi y colaboradores (Milan) iniciaron su trabajo en la organizacidn de la
informacién contenida en la genoteca del DNA del EMBL? y el GenBank asi como la
informacion de bases de datos de proteinas (Dulbecco, 1990).

Rusia

Las investigaciones del genoma humano en Rusia’ tienen dos estrategias, una a
partir de un proyecto que surgié dentro de la estructura de la ex URSS propuesto por
Alexander Bayev y Andrei Mirzabekov' , quienes participaron en el Simposium sobre la
Biologia Molecular del Homo sapiens celebrada en Cold Spring Harbor en 1986. Estos

' los cromosomas se dividen en un brazo corto (p) y brazo largo (q), cada uno se divide en regiones v las
regiones en bandas. Las signos indican que la regién se encuentra en la banda 4 de la region 2 del brazo largo
de un cromosoma X a la region terminal del cromosoma X.
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cientificos rusos crearon un programa del genoma humano en Rusia que fue aprobado por
su gobierno, para el presupuesto de 1989 y fue extendido hasta 1990 (Watson and Cook-
Deegan, 1991) con posibilidades de extenderse.

La otra estrategia, es un proyecto conjunto firmado en Moscu (ef 8 de diciembre de
1994) entre Argonne' (Argonne es uno de los laboratorios cientificos mas grandes fundados
federalmente en Los Estados Unidos, opera bajo la Universidad de Chicago como parte de
los sistemas de laboratorios del DOE) y La Academia Rusa de Ciencia y El W. A
Engethardt Institute of Molecular Biology. Andrei D. Mirzabekov, uno de los cientificos
rusos mas distinguidos y director del Instituto Engelhardt. quien ademas es miembro de las
Academias de Ciencia Rusa y Europea, co-fundador del “Proyecto Genoma Humano Ruso™
y vicepresidente de la organizacion Internacional del Genoma Humano (HUGO). ha sido
nombrado para dirigir el Proyecto de Investigacion del Genoma Humano en el Laboratorio
Nacional Argonne, cerca de Chicago.

El proyecto conjunto esta destinado a desarrollar nuevos biochips supereficientes
para codificar el genoma humano y permitir una lectura més natural para construir y operar
el cuerpo humano. Si los biochips resultan exitosos, podrian permitir mejorar las formas
para diagnosticar algunas enfermedades genéticas, tales como el cancer, la enfermedad de
Alzheimer, la esclerosis multiple y podria también ayudar a codificar genomas de animales.
permitiendo mejorar los diagnésticos veterinarios y tratamientos. asi como una nucva
técnica de cria de ganado para obtener mayor cantidad de carne y menos grasa.

En septiembre de 1993, Argonne construy6 una nueva tecnologia y software de .
computadora para descodificar el genoma humano, para la compafiia biotecnologica Hyseq,
recién iniciada en California.

Alemania

A pesar de su oposicion inicial al proyecto, en la actualidad Alemania tiene una gran
participacién en las investigaciones del genoma humano, principalmente a través del Centro
de Investigacion del Cancer de Alemania® (DKFZ' ) en Heidelberg, fundado en 1964 como
el punto central de investigaciones bésicas en Alemaniu, actualmente tiene mds de 1500
empleados donde los bidlogos representan la mayor parte de los cientificos. En estos
laboratorios se realizan investigaciones interdisciplinarias’ como son: etiologia del cancer y
diferenciacion celular, factores de riesgo para el cancer, prevencion y diagnéstico del
cancer, terapia experimental, virologia e inmunologia de tumores.

El DKFZ ha desarrollado un amplio programa del genoma humano, con un interés
particular en la integracion y el desarrollo de bases de datos de las investigaciones del
genoma; de esta forma el DKFZ sirve como un nodo en la Red Europea para la Biologia
Molecular (EMBnet). En la EMBnet cerca de una docena de centros nacionales de
biocomputadoras incluyendo el Laboratorio de Biologia Molecular Europeo (EMBL?), que
es otro de los centro importantes de Alemania, colaboran con los datos y el intercambio de
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software, asi como en la comunicacion entre los paises curopeos; el trabajo con las
computadoras es aplicado al andlisis de secuencias del genoma y al mejoramiento de las
base de datos. De igual forma en el perfeccionamiento de paquetes de software para
aplicaciones quimicas y comerciales, como por ejemplo, la creacién de modelos por
computadoras de moléculas de DNA o para simular los efectos de drogas cancerigenas.

Japon

Japon ha trabajado desde principios de los ochenta en la fabricacion de tecnologia
de secuenciacion (Suzuki y Kudtson,1991), factor que probablemente sirvio como presion
para que el gobiemno estadounidense diera inicio al “Proyecto Genoma Humano”. Sin
embargo, fue uno de los ultimos paises industrializados en establecer un programa
coordinado de investigacion del genoma aumano a nivel nacional, debido en parte a que los
cientificos japoneses no mostraban mucho interés en una secuenciacion del genoma
humano a gran escala (Davis, 1992), y por otro lado, las industrias japonesas decidieron
invertir no tanto en la investigacion, sino en la tecnologia de secuenciacion del genoma
humano. Un cientifico japonés consejero del Instituto Chiba cercano a Tokio y Akiyoshi
Wada de la universidad de Tokio, lanzaron una proposicién para establecer una fabrica de
secuenciacion del DNA en Japén; la filosofia de Wada se basaba en “en que la
secuenciacion del DNA, no es una actividad apropiada para cientificos sino mds bien es
algo que puede ser realizado por técnicos y mecdnicos”(Swimbanks, 1991); desde luego
que tengan un entrenamiento adecuado.

Posteriormente el gobierno japonés intenté coordinar varios esfuerzos para
contribuir a los planes internacionales para secuenciar el genoma humano. En Junio de
1988, una comisién de biociencia fue organizada a través del consejo de ciencia. Esta
comision discutié las formas para iniciar el “Proyecto Genoma Humano Japonés” en las
universidades. En Julio de 1989 entregaron un reporte del desarrollo del PGH en las
universidades japonesas.

Por otro lado, un grupo de estudio, dirigido por el profesor Kenichi Matsubara de ia
Universidad de Osaka, inici6 un estudio preparatorio en las investigaciones del genoma por
dos afios a partir de 1989, como resultado de estas investigaciones se propusieron las
siguientes consideraciones:

1.- La cooperacion internacional era vital para el mapeo y secuenciacion de genes, al
mismo tiempo era necesario para Japén desarrollar de forma independiente un sistema de
investigaciones para contribuir al proyecto internacional.

2.- Era necesario desarrollar avances técnicos y sistemas para el analisis del DNA.

3.- Era necesario iniciar estudios en el desarrollo de bases de datos y formar vias
sistemdticas de registrar, anotar y almacenar los datos.

4.- Era necesario seleccionar varios organismos modelo, para conducir investigaciones del
genoma, el conocimiento obtenido de tales proyectos podria beneficiar el “Proyecto
Genoma Humano”, asi como también proporcionar datos valiosos de esos organismos.



E! Ministerio de Educacion, Ciencia y Cultura (MESC'),fue el primero que inici6
varios programas para realizar estos propdsitos (Matsubara y Kakunaga, 1992); entre éstos
se encontraban: el analisis del genoma humano. el mapeo cromosomico vy genético, la
construccién de genotecas de DNAc, el desarrollo de tecnologia, el estudio de organismos
modelo como Bacillus subtilis y Schizosaccharomyces pombe, estudios sobre problemas
¢ticos, legales y sociales relacionados con el analisis del genoma y la creacion de un nuevo
centro. establecido en la primavera de 1991 en el Instituto de Ciencias Médicas de la
Universidad de Tokio. el cual proporciona servicios de informacién entre las universidades.
También se consideré necesario participar en congresos y talleres internacionales y crear
programas especiales de entrenamiento para jovenes investigadores.

Mas de dos tercios de la investigacion de la ciencia basica en Japon. sc realiza en las
universidades y estd sostenida con fondos gubernamentales a través del MESC: este
ministerio ha lanzado un programa de investigacion del genoma en varias universidades
Japonesas.

En 1991 se realizé una conferencia por parte del Consejo de Ciencia y Tecnologia
patrocinada por la oficina del primer ministro. La discusién y el intercambio de informacién
en esta conferencia con representantes de varios ministerios, fue utilizada para iniciar el
“Proyecto Genoma Humano Japonés™.

Cada uno de los diferentes ministerios estd centrado en distintas investigaciones
relacionadas con el genoma, coordinadas por el Ministerio de Educacion, Ciencia y Cultura.

El Consejo de Ciencia y Tecnologia, es una agencia para planear, implementar y
coordinar actividades cientificas y tecnolégicas entre ministerios, en investigaciones
relacionadas a la informatica y al genoma; también inicid planes para expandir el
presupuesto en el desarrollo de maquinas secuenciadoras de DNA,

El Ministerio de Salud y Asistencia Social (MHWS) da prioridad a dos areas de
investigacion: (1) estudios de genes causantes de enfermedades y (2) el desarrollo de una
nueva tecnologia para conseguir este objetivo.

El Ministerio de Salud y Asistencia Social ha estado trabajando con otros
ministerios como el Ministerio de Agricultura, Forestal y Pesca, el cual mantiene interés en
desarrollar proyectos del genoma de otros organismos como el arroz, que esta incluido en
un programa planeado para desarrollarse de 1991-1997.

Por otro lado, la industria privada japonesa y las compaiiias privadas como Nippon
Steel Corporation, Kawasaki, Steel Corporation, Tokyo Electric, Power Company, Tokyo
Gas Company, Hitachi, Mitsui, Toatsu Chemicals y varios bancos locales, no han estado
muy interesada en el “Proyecto Genoma Humano” en si mismo, sino en la posibilidad de
desarrollar maquinas de diagndstico para el mercado médico (Swimbanks, 1990; 1991). De
esta forma podemos resaltar, que Japon se interesa principalmente en una participacion
dirigida hacia la creacién de equipos y mejoramiento de tecnologia.

CANADA

En 1988, mientras Estados Unidos elaboraba su programa "Proyecto Genoma
Humano" Canadd mostrd interés en las investigaciones y un afio mas tarde (1989) el

! http:/fwww.genome.adjp/brochure/english/Direction.html.
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Gobierno Federal a través del Departamento de Industria, Ciencia v Tecnologia acordd
proporcionar 22 miltlones de délares durante cinco afios para crear el “Proyecto del Genoma
Humano Canadiense”, centrado en las investigaciones del mapeo y secuenciacion del
genoma. El programa canadiense participa en la investigacion del genoma humano v de
genomas de otros organismos, asi como en el desarrollo de tecnologia y en el estudio de las
cuestiones €ticas, sociales legales y médicas ligadas a las investigaciones con un interés
especial en los genes relacionados con las enfermedades genéticas (Spurgeon. 1992:
Robinson. 1993).

HUGO

Para coordinar y facilitar el esfuerzo internacional, se ha creado una organizacién
internacional HUGO, quien junto con la UNESCO intentan organizar las investigaciones
que se realizan alrededor del mundo.

HUGO fue creada como un foro internacional en la primera conferencia de Cold
Spring Harbor sobre el mapeo y la secuenciacidn, en abril 29 de 1988. Algunos
investigadores como Victor McKusick, Sydney Brenner, Leroy Hood y James Watson
decidieron fundar la organizacion del genoma humano (HUGO), que se encargaria de
vincular los trabajos, procurando evitar repeticiones. HUGO estd formado por cientificos
para coordinar el mapeo y la secuenciacion alrededor del mundo. Actualmente cuenta con
varias oficinas en diferentes regiones. Tiene una oficina regional en los Estados Unidos
(Bethesda, Maryland); una oficina en Europa (Londres), una oficina en Moscu (la primera
en obtener un apoyo gubernamental)} y una en Japon (Osaka), las oficinas de HUGO son
financiadas por varias organizaciones, tanto de apoyo gubernamental como de capital
privado (Aldhous, 1991b, 1991c).

Los objetivos de HUGO incluyen :

Fomentar la colaboracion para evitar competencia innecesaria y duplicacidn de esfuerzos,
para coordinar las investigaciones del genoma humano con estudios de organismos modelo.
Coordinar el intercambio de datos relevantes y materiales.

Educar a investigadores y al publico en las cuestiones cientificas, éticas, sociales, legales y
comerciales de la investigacion.

Actuar como un coordinador para la informacién relacionada con el genoma, tales como
las conferencias relevantes, programas del genoma alrededor del mundo e investigadores,
disponibilidad de bases de datos y de material, asi como crear un programa de
entrenamiento para estimular la extension de una nueva y prometedora tecnologia.

HUGO tiene establecido un comité de expertos internacionales en talleres de mapeo
v bases de datos, informatica, ética, mapas del genoma del raton y propiedad intelectual.
Los talleres de cromosomas que HUGO realiza con frecuencia son unicos y fundamentales
para el “Proyecto Genoma Humano”. HUGO esta jugando un papel central en el . :sarrollo
coordinado de tales conferencias y ha asistido en la planeaciéon de talleres de los
cromosomas 2,3,13,16,19 y X.
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UNESCO

La UNESCO se ha propuesto la tarea de promover el interés de paises en desarrollo
a través de una coordinacién adecuada. por lo que en octubre de 1988. en Valencia Espafia.
el director general de la UNESCO, Dr. Federico Mayor reunié un grupo de asesores
cientificos para considerar el papel que la propia UNESCO tendria en ¢l “Proyecto Genoma
Humano™ -el cual considera la UNESCO- trata con ¢l patrimonio genético del género
humano. v en de febrero 1989 se celebro la primera conferencia de la UNESCO en Paris. en
la cual, los participantes acordaron que la UNESCO podia ayudar facilitando la cooperacion
internacional, particularmente hacia los paises en desarrollo. Para considerar los planes. se
celebro otra segunda conferencia en Moscu en junio de 1990. Entre las conclusiones que se
acordaron, estaba que la UNESCO estaria a disposicion para promover ¢l interés de los
paises en desarrollo en el “Proyecto Genoma Humano™.

El inicio de la participacion de la UNESCO fue un programa del genoma humano
aprobado para 1990-1991 en su 25" conferencia general; los asistentes concluyeron que el
conocimiento completo del genoma humano era de gran importancia y que la UNESCO
deberia influir simultidneamente en agencias y gobiernos para apoyar programas
coordinados (Grisolia, 1991).

En 1989, se cre6 un Comité de Coordinacion Cientifica (SCC' ), el Dr. Santiago
Grisolia fue invitado a asumir la presidencia del comité. Entre las funciones de este comité
destacan, la cooperacion internactonal para facilitar el trabajo conjunto entre distintas
organizaciones relacionadas con el genoma humano, facilitar el intercambio Norte-Sur. el
cual podria ser realizado a través de diferentes actividades como son: revision, evaluacion y
coordinacion de presupuestos para conferencias, trabajos institucionales. cursos, etc. en las
investigaciones del genoma humano. El Comité de Coordinaciéon Cientifica (SCC), esta
compuesto por trece cientificos (representantes de diferentes regiones geograficas y de
organizaciones internacionales del genoma. tales como HUGO), quienes implantaron un
programa con un presupuesto de 350 000 doélares para los primeros 5 afios. Los miembros
de la UNESCO y del SCC acordaron que podian concentrar sus actividades en el acceso y
el en uso de los datos obtenidos en las investigaciones de mapeo y secuenciacion del
genoma humano, asi como también en cuestiones éticas y sociales refacionadas.

La UNESCO enfatiza el uso de programas de entrenamiento. como uno de los
mejores medios para obtener cooperacion internacional, con lo que se piensa podria
disminuir la diferencia entre paises desarrollados y en vias de desarrollo. De esta forma la
UNESCO junto con la Academia de Ciencias del Tercer Mundo (TWA? Yhan propuesto un
programa de entrenamiento con becas para paises en vias de desarrollo, destinado a realizar
investigaciones en centros cientificos del primer mundo, con el fin de que los cientificos
aprendan las nuevas técnicas de investigacion, asi como la integracion de un directorio para
identificar las investigaciones del tercer mundo y sus necesidades. Actualmente el
intercambio se hace de manera informal entre la comunidad cientifica, principalmente a
través de becas, debido a que no existe una agencia o institucion destinada para
entrenamiento, intercambio y transferencia de tecnologia entre paises ricos y pobres. Uno

t Scientific Coordinating Committee.
* The Third Word Academy of Sciences.



de los intereses primordiales de la UNESCO es asegurar una entrada continua de la
naciones del tercer mundo en las investigaciones del genoma y en apoyar las conferencias
internacionales con el fin de promover el intercambio cientifico .

Parte de los trabajos de la UNESCO son las Conferencia Norte-Sur del Genoma
Humano, que ha promovido con regularidad desde 1992. en las que se ha reafirmado la
intencion del intercambio entre paises pobres y ricos. La primera conferencia Norte -Sur del
Genoma Humano fue realizada en 1991 en Caxambu, Brasil para incrementar la interaccion
entre cientificos de los paises desarrollados v los paises del tercer mundo (McKusik. 1992).
dos afios mas tarde en Beijing, China (1993), el afio pasado en Nueva Delhi, [ndia (1996). v
la ultima en Guadalajara, México (1997). El éxito de la primera conferencia. estimulé el
apoyo internacional de institutos y fundaciones dirigidas por la UNESCO para continuar el
patrocinio de las conferencias. Las conferencias han proporcionado un foro para los
cientificos (de paises en vias de desarrollo y paises desarrollados) y para las personas
interesadas, con la intencion de discutir los objetivos biotecnoldgicos; estas conferencias
también han facilitado un amplio intercambio de datos y puntos de vista, asi como talleres
que proporcionan un foro para discusiones interactivas e intercambio de ideas entre los
participantes que provienen de diferentes campos de investigacion del genoma humano.
tales como el anélisis del genoma humano, desordenes genéticos, terapia de genes y
patentes.



Paises en vias de desarrollo
Latinoamérica.

Debido a que la UNESCO no podria cubrir los programas de muchos grupos v
paises, se pensd que seria mejor agruparlos por regiones, en grandes programas. Fruto de
€sos esfuerzos por establecer programas regionales orientados a las necesidades iocales.
surgio el “Programa Latinoamericano del Genoma Humano™ (PLAGH' ) que fue fundado
bajo la iniciativa de la Red Latinoamericana de Ciencias Bioldgicas (RELAB?). durante un
simposium de "Genética Molecular y el Proyecto Genoma Humano: Perspectivas para
Amgrica Latina"; realizado en junio de 1990 en Santiago, Chile, financiado por la
UNESCO. Los objetivos principales fueron: A) promover las investigaciones en el genoma
humano, b) facilitar el entrenamiento en biologia molecular a cientificos jévenes y c)
favorecer la colaboracion de estudios que podrian permitir el fcil acceso a la informacion
en centros de referencias y redes. La principal fuente de financiamiento para el PLAGH ha
sido la UNESCO; en este programa estan integrados Chile, Brasil, México. Venezuela.
Costa Rica, Colombia, Cuba y otros paises de la region. Con este mecanismo de programas
regionales se evitan sobrelapamientos con otros proyecto del genoma; ademas, permite una
comunicacion més eficaz entre la UNESCO vy los paises en vias de desarrollo, asi como
conocer mejor las tendencias y esfuerzos regionales.

Parte de las actividades realizadas en Latinoamérica, como ya lo mencionamos. es
la realizacion de las conferencias entre el Norte y el Sur; la primera de estas conferencias
Norte -Sur del genoma humano fue realizada en 1992 en Caxambu Brasil. La conferencia
fue patrocinada principalmente por la UNESCO y la Sociedad Brasileia de Bioquimica v
Biologia Molecular, asi como por HUGO y la Academia de Ciencias del Tercer Mundo. En
esa conferencia se sefialé que més del 75% de los seres humanos viven en paises en vias de
desarrollo, por lo que estos paises deberian tener una mayor participacién. La conferencia
estuvo enfocada hacia el analisis de los problemas y las oportunidades para el intercambio y
acerca de cudl podria ser el papel mas apropiado de un area en desarrotlo, como lo es
Latinoamérica. En la conferencia, la diversidad bioldgica humana fue otro de los centro de
discusion, Cavalli-Sforza junto con Alberto Piazzi, participaron exponiendo el origen de las
diferencias genéticas de las poblaciones (McKusiK, 1992).

Del 16 al 19 de marzo de 1997 fue celebrada en México, la IV Conferencia Norte-
Sur del Genoma Humano, organizada por la Organizacién de la Educacién Cientifica y
Cultural de las Naciones Unidas (UNESCO) y el Programa Latinoamericano del Genoma
Humano (PLAGH), motivados por el rapido desarrollo de la tecnologia y el conocimiento
en la genética.

En esta conferencia también participaron personas integradas al PGH y HUGO, y
ya que existe un convencimiento en mejorar el intercambio entre ¢l Norte y el Sur. La IV
conferencia Norte-Sur estuvo dirigida a revisar el progreso en las investigaciones del
genoma humano, la contribucion de los cientificos de paises en vias de desarrollo y a
favorecer la cooperacion entre cientificos del Norte y del Sur.

' The Latin American Human Genome Program.
? The Latin American Network of Biological Sciences.

29



Existen otras actividades en cuanto a la region de América Latina, por ejemplo, la
reunion de los integrantes del PLAGH, realizada en octubre de 1994 en Puerto Vallarta.
durante el XI Congreso Latincamericano de Genética Humana. Asimismo se han
organizado diferentes cursos relacionados a la genética humana que han sido patrocinados
por el PLAGH en Argentina, Brasil, Chile, México y Venezuela. En 1993. fueron
patrocinados por la UNESCO varios cursos de genética molecular humana a través del
PLAGH (Cuba, Colombia, Chile). En este mismo tipo de actividades fue apoyado el
Primer Encuentro [ .atinoamericano de Bioética y el Genoma Humano en Manzanillo.
Colima, Mex1c6 fJn resultado exitoso en este campo fue la organizacion de la Red
[berpamericana de Bioética y el Genoma Humano.

A pesar de que América Latina trabaja en pequefios grupos y tiene un bajo nivel de
apoyo de sus gobiernos, y por otro lado, no existe una clara separacidon entre la genetica
clasica y la genética molecular v la investigacion médica (McKusik, 1992), se espera que
con el desarrollo de estas conferencias y otras actividades pueda incorporase y beneficiarse
del “Proyecto Genoma Humano™. En 1993 para determinar la contribucion de los genetistas
de América Latina en la comprension del genoma humano, fueron examinados los registros
de la décima edicion (1992) del “Catalogo de McKusick, de la herencia mendeliana en el
hombre' ” (Figuera et al, 1993). Se seleccionaron los genetistas que eran conocidos por los
autores o que tenian apellidos comunes en América Latina, contando unicamente la primera
serie de autores, se identificaron 228 citas de 93 genetistas, 47 de las cuales estan
relacionadas con estudios de caracteristicas mendelianas, descritas exclusivamente en la
region. En una revisién adicional de la literatura, se encontraron 10 entidades de genética
para América Latina que no estaban incluidas en el catalogo.

En 1995 se inicid la publicacion de un boletin (Gaceta del PLAGH) que sale cada 4
meses la cual continua a la fecha gracias al apovo de la Universidad de Auvergne en
Clermont-Ferrand (Francia). En ésta el profesor Paul Male ha estado ofreciendo
entrenamiento de citogenética molecular a cinco citogenetistas latinoamericanos con
financiamiento de transporte y alojamiento.

El Proyecto Genoma Humano (México)

En 1993, se celebrd en México una reunion del “Programa Latinoamericano del
Genoma Humano™ en la que participaron muchos genetistas mexicanos y de otros paises de
Latinoamérica, asi como cientificos europeos y norteamericanos y un aiio después el 7 de
junio de 1994 la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) realizo un taller
sobre las oportunidades y problemas de las investigaciones del genoma humano, en el que
participaron investigadores mexicanos y norteamericanos. En las discusiones. se resalt6 la
importancia que tiene para México y se analizé la posibilidad de participar en el proyecto
internacional sobre el genoma humano, considerando los recursos humanos y materiales
que se tienen en disciplinas como la genética y la biologia molecular; el 28 de noviembre de
1994, el coordinador de la investigacion cientifica de la UNAM, junto con un grupo de
directores de las escuelas e institutos de investigacion de la Universidad, autorizé el inicio

! The Mckusick Catalogue Mendelian Inheritance in Man.
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de labores de planeacion para la participacion organizada de la institucion en este proyecto,
el cual quedo ubicado en el Programa Universitario de Investigacion en Salud.

El “Proyecto Universitario del Genoma Humano' ™ esta conformado por distintas
dependencias de la UNAM y de la Secretaria de Salud (SSA), entre ellas. el Instituto de
Investigaciones Biomédicas, la Facultad de Medicina, el Centro Médico "La Raza" del
IMSS, el Centro de Investigacion Biomédica de Occidente del IMSS en Guadalajara (las
investigaciones de este centro las coordina el doctor José Maria Cantu, quien es presidente
del Programa Latinoamericano del Genoma) y el Departamento de Bioquimica de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Nuevo Le6n, Monterrey. Las investigaciones en
la UNAM son coordinadas por ¢l Dr. Antonio Velazquez Arellano, jefe de la Unidad de
Genética de la Nutricion del Instituto de Investigaciones Biomédicas (IIBM) de la UNAM.
con sede en el Instituto Nacional de Pediatria de la SSA.

En las investigaciones en México también participan, los doctores Bulmaro
Cisneros y Cecilia Montafiés, realizando investigaciones en el area de diagndstico
molecular de enfermedades como la distrofia muscular de Duchenne, la distrofia miaténica
y la hemofilia A entre otras, en las instalaciones del CINVESTAV de! Instituto Politécnico
Nacional (IPN) (Carrillo y Plaisant, 1997).

La participacion de los investigadores mexicanos no solo sera en el mapeo y
secuenciacion de genes. sino en el desarrollo de una infraestructura que permita identificar,
aislar y caracterizar en forma precisa los genes que intervienen en distintas enfermedades.
principalmente de aquellas que representan problemas de salud publica en el pais, como son
algunos tipos de diabetes y canceres.

En el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Nuevo Leon, Monterrey se iniciaron los trabajos en 1992, estableciendo, un laboratorio de
diagnostico de DNA, destinado principalmente al estudio de genética molecular y
epidemioldgicos de varias enfermedades hereditarias, como la fibrosis .€istica, la distrofia
muscular y la hemofilia, principalmente se practica la diagnosis molecular utilizando
métodos indirectos tanto transferencias de Southern como PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa) y por otro lado, se utiliza un método mas directo (detecciéon de mutaciones)
utilizando RFLPs. Con los estudios se pueden detectar portadores de estas enfermedades
hereditarias, asi como también se pueden dar consejos genético y aumentar la informacién
valiosa en el tipo y frecuencia de mutaciones asociadas a las enfermedades en nuestra
region (Barrera et al, 1992).

Otro de los grupos de ‘nvestigacién en México, es el de la Doctora Maria Teresa
Tusi€ Luna. investigadora de la Unidad de Genética de la Nutricion del IIBM. Este grupo se
enfoca a estudiar la Diabetes mellitus no insulino-dependiente tipo I, (0 Mody) en tres
generaciones de 30 familias, con un total de 165 miembros, de los cuales 31 han sido
afectados (16 mujeres y 15 varones). Este estudio es importante por la alta frecuencia de
esta enfermedad en la poblacidn mexicana, que es de 6.8 por ciento, en tanto que una
tercera parte de los mayores de 55 afios la padecen. Este tipo de diabetes es una enfermedad
poligénica y multifactorial, en la que probablemente mas de dos genes estan involucrados
en su desarrollo, ademas genéticamente es heterogénea, esto significa, que distintas familias
pueden tener diferentes combinaciones de genes alterados, resultando en un mismo cuadro

! hitp://tzetzal dcaa.unam.mx, zenoma/genoma. html
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clinico. Hasta el momento se sabe de la existencia de genes involucrados en el
padecimiento, pero se desconoce cuantos y cuiles son' .

En el proyecto, también participan otras instituciones como el Instituto de
[nvestigaciones Juridicas, que tiene como finalidad investigar sobre la importancia de un
manejo adecuado de la informacién genética.

En el campo de la Bioética participa el Dr. Rubén Lisker Yourkowitzky, miembro
del Comité Internacional de Bioética de la UNESCQ, quien también forma parte de la
comisidon cientifica designada por la Academia de Ciencias para el estudio de las
implicaciones bioéticas del PGH v las investigaciones sobre clonacién (Carrillo y Plaisant.
1997).

El proyecto universitario cuenta con el apoyo de la Direccion General de Asuntos
del Personal Académico (DGAPA) de la UNAM. También participan los Institutos de
Biotecnologia, de Matematicas Aplicadas y Sistemas y la Direccion General de Cémputo,
asi como el Instituto de Fisiologia de la UNAM vy el Centro de Nitrégeno con proyectos de
genomas de bacterias y levaduras que pueden servir como organismo modelo.

" El grupo de la Dra. Tusié, utiliza la estrategia de analisis genético por ligamiento. El analisis genético por
ligamiento, consiste en identificar los genes en un cromosoma, sobre todo los que causan enfermedad por

medio de marcadores ya identificados. En al apéndice A se explica con mas detalles.
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CAPITULO HI
El Proyecto

Como proyecto entendemos un conjunto de propuestas y metodologias empleadas
para conseguir un objetivo. En el caso del Proyecto Genoma Humano se intenta conseguir
un objetivo mapear y secuenciar el genoma humano. Sin embargo. debido a la complejidad
del genoma humano y considerando las limitaciones técnicas y metodologicas actuales. el
proyecto se ha fragmentado en programas nacionales y regionales a nivel mundial. En lugar
de ser un proyecto delineado por un protocolo de investigacion, se ha convertido en una
“fiebre del oro” y en el peor de los casos en una “cazeria de genes” realizadas por parte de
instituciones, laboratorios y centros involucrados en las investigaciones del genoma.

El Proyecto Genoma Humano costard aproximadamente de 3000 a 5000 millones
de délares; menos que otras iniciativas cientificas como la estrategia de defensa nacional de
los Estados Unidos que recibié en 1993 un presupuesto de 3800 millones de dolares, la
estacion espacial recibié 2100 millones dolares, los superconductores 517 millones de
délares en términos aproximados; mientras la designacion para el Proyecto Genoma
Humano en el mismo afio fue de alrededor de 171 millones de dolares (Engel, 1993).
También encontramos que se ha comparado este proyecto con otros grandes proyectos
norteamericanos, como ¢l proyecto Manhattan y el proyecto Apolo, sin embargo, tal
comparacion es equivocada, ya que mientras estos provectos tenian claramente objetivos
militares; el Proyecto Genoma Humano tiene otro objetivo, otro presupuesto, otra
administracion, una peculiar internacionalizacion y otras consecuencias {(dependiendo del
manejo de la informacion). Tanto las que ofrecen la oportunidad de un mundo mas o
menos mejor para todos, como las que podrian llevar a una mayor desigualdad social'.

En este capitulo, discutiremos los obietivos centrales del proyecto y algunos puntos
que han provocado polémicas en distintas areas de la actividad humana; discusiones que
han ido desde cuestiones econdmicas y técnicas, hasta cuestiones politicas y éticas.

Cuando ¢l proyecto empezd a surgir en la mente de algunos biélogos, parecia ser la
motivacién por la busqueda de la verdad y del conocimiento del universo, de la misma
forma en que hemos conocido la parte romantica de la ciencia tradicional, "podriamos
secuenciar el genoma humano porque "esta aqui” exactamente como exploramos el sistema
solar porque "esta aqui” o el mundo de los cuasares por que ellos "estan aqui”, en este
caso se trata de la herencia biologica completa de nuestra especie (Sinsheimer, 1990),
Sinshetmer no fue el Unico bidlogo que mostré este entusiasmo, entre otros también estuvo
Walter Gilbert quien llegé a comparar la secuenciacion del genoma humano como la
"busqueda del Santo Grial de la genética” (Lewin, 1986a; Gilbert, 1993). Sin embargo,
ante este entusiasmo rebosante surgieron opiniones mas mesuradas que estaban
encaminadas a la secuenciacion de genes como una herramienta de la practica médica como
por ejemplo, la opinién de Renato Dulbecco quien argumentaba, que un proyecto de tal
magnitud podria ser una fuente importante de investigaciones para combatir el cancer

t Kitcher Philip en su libro “The lives to come™ (1996) ; hace una reflexion y delinea una imagen de un futro
posible, partiendo de la realidad actual, de las esperanzas y los temores de las investigaciones sobre et
genoma humano.



(Dulbecco, 1986) y cuestiones relacionadas con la salud. Asi como también la oportunidad
que Charles De Lisi veia, de que ¢l DOE ampliara sus investigaciones de las mutaciones
provocadas por las radiaciones nucleares (principalmente de conflictos bélicos). Estas
opiniones de interés médico fueron generalizandose entre la comunidad cientifica y médica:
y de esta forma el proyecto que en su nacimiento pretendia una bisqueda de la verdad,
pasaba a un terreno que no es exclusivo de la ciencia de este siglo. sino a una vieja
hermandad entre la investigacion y la practica médica acompaiiada de un nuevo ingrediente,
el sistema capitalista. Este cambio de tendencia hacia la practica médica provoco
discusiones en cuanto a la estrategia de investigaciéon que mas adelante discutiremos; a
pesar de que el proyecto tenia una fuerte justificacién médica, fue criticado por carecer de
una base cientifica. hasta el extremo de ser considerado un proyecto que no era propiamente
cientifico, ya que no aportaria nada nuevo al conocimiento, sino que parecia una empresa
(principalmente para la comunidad cientifica japonesa) que deberia ser realizada por
técnicos (Swinbanks, 1991). En este sentido, una de las criticas mas fuertes en contra del
proyecto ha sido el analisis de Tauber y Sarkar, en el sentido de no tener una base cientifica
sino mas bien parece ser un oportunismo empresarial, "e/ PGH es manejado por una
tecnologia oportunista, una combinacion de avaricia y objetivos equivocados" (Sarkar y
Tauber, 1993). El proyecto como una empresa cientifica, lo discutiremos en el capitulo V.

Objetivos

Los objetivos principales del Proyecto Genoma Humano son: Construir un mapa
genético del genoma humano; para cuestiones practicas. La construcciéon de un mapa
genético significa localizar la posicidon que cada gen ocupa dentro de los 23 cromosomas
(figuras 1 del apéndice A) y en segundo, obtener la secuencia completa de los 100 000
genes del ser humano lo que significa saber la secuencia base por base de entre 50 000 a
100 000 genes que constituyen el genoma humano. Desde el inicio del proyecto parte de la
comunidad cientifica de los Estados Unidos se mostrd seriamente escéptica ante la validez
del gran objetivo de la secuenciaciéon completa del genoma humano, y condenaron los
procedimientos y las promesas usadas para la obtencién de fondos (Davis, 1992). Ante este
objetivo demasiado ostentoso, la critica mds fuerte estd encaminada hacia el
cuestionamiento de que st en realidad, la secuencia obtenida, representara la secuencia de la
especie humana, en el sentido de que si sera una secuencia “tipo”. Actualmente es dificil
concluir en que una so6la secuencia gendémica pueda representar "el genoma de la especie”,
debido principalmente al polimorfismo genético y a la variabilidad (Sarkar y Tauber, 1993).
El proyecto, a pesar de sus limitaciones, puede colocarse en un nivel mas modesto en el
consenso de que la informacién puede tener utilidad principalmente en el campo de la
medicina.

Los conceptos de mapa y secuencia, los cuales parecen ser conceptos inocentes ha
llevado a la reflexion a humanistas, filosofos, bioéticos, médicos, y cientificos, preocupados
¢ interesados por el manejo de la informacién que mas adelante detallaremos, asi como
también ha llevado a la tentacién a empresarios e industriales por la obtencion de ganancias
economicas. Estas situaciones nos plantean necesariamente, las siguientes discusiones.
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Estrategias de investigacion

Después de establecerse el proyecto a pesar de sus criticos, se enfrentd con un
problema en el intento de cumplir sus objetivos. Este problema fue, ;Cémo abordar la
investigacion?, pensando principalmente en los recursos, tanto econoémicos como humanos.
Desde el inicio, se dio una fuerte discusion en relacion a la estrategia de investigacion que
se utilizaria. Actualmente sigue cuestionandost, cual de esas estrategias, es la adecuada.

En los Estados Unidos desde el inicio del proyecto, se discutié la estrategia de
investigacion, motivados por los gastos economicos. El NIH abogaba por una
secuenciacion completa, de toda la informacién hereditaria, y en este sentido el intento de
hacer una secuenciacion total, representaba una estrategia para abordar el problema. Esta
posicion, fue y sigue siendo duramente criticada principalmente porque el enfoque. para
muchos criticos esta mal planteado, piensan que la secuenciacion a gran escala es un trabajo
a ciegas y lo han cuestionado de manera sistematica (Sarkar y Tauber, [993),
principalmente porque lleva a gastos innecesarios. El problema en cierta forma, esta
condicionado por cuestiones economicas, y es un hecho que ilustra bien, como en la
actividad cientifica actual, los intereses econdmicos estan sobre los objetivos romanticos de
la ciencia. Asimismo es irdnico cuestionar duramente esta estrategia, en el intento de
conocer nuestro genoma, cuando sabemos que el mundo moderno gasta grandes cantidades
de dinero con fines militares, principalmente en los Estados Unidos.

Mientras el NIH abogaba por una secuenciacion completa, el DOE propuso hacer
primero los diferentes mapas genéticos, (Ver apéndice A), para tener una localizacion
aproximada de los genes, principalmente de genes importantes que después podrian
secuenciarse. Esta estrategia, a pesar de cara, daria resultados mas efectivos en cuanto a la
comprension de genes relacionados con enfermedades genéticas.

Para conciliar estas posiciones, debido al convencimiento por parte de algunos
biodlogos moleculares y ante la noticia de que los japoneses estaban creando maquinas
secuenciadoras de alta velocidad, se convencid al congreso norteamericano para autorizar y
destinar presupuesto al PGH. La posicion conciliadora, incluia las dos estrategias, el mapeo
de genes y la secuenciacion completa; sugiriendo que el trabajo se hiciera en dos partes, los
mapas primero y la secuenciacion después. Actualmente (1998) los mapas genéticos estan
casi completos.

La tercera estrategia de investigacion, para ir comprendiendo el genoma humano y
reducir los costos de la investigacion, es el mapeo y secuenciacion del DNA
complementario. Esta estrategia es empleada por Canada y Europa principalmente, ya que
representa menos gastos economicos y se obtienen resultados mas especificos, debido a que
su propuesta es trabajar primero con genes que se identifican como importantes en las
funciones metabdlicas o que estan relacionados con enfermedades genéticas.

Una cuarta estrategia, para la comprension del genoma, es la que emplean los paises
en vias de desarrollo; en estos paises, las investigaciones se centran en el mapeo, analisis y
secuenciacion de genes responsables de enfermedades comunes en sus regiones, a partir del
analisis de arboles genealdgicos familiares.

El proyecto, como una empresa internacional, busca la integracion de la
informacion obtenida a partir de las diferentes estrategias.
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Comercializacion

Un segundo elemento de discusion, que creemos conveniente incluir y que esta
involucrado en las investigaciones es la comercializacion. La biologia molecular ha
mostrado un desarrollo casi lineal (Gros, 1992, 1993), desde el descubrimiento de la
molécula del DNA realizado en 1953 por Watson y Crick, especialmente en la década de
1953-1963. Este avance, que generalmente se nos ha presentado como un afan por conocer
nuestro universo, también puede verse como parte de la historia de la tecnologia y como la
necesidad de dominar la naturaleza (Sanmartin, 1987). De esta forma. la ciencia moderna
puede irremediablemente unirse a la historia del capitalismo. Por otro lado. la practica
médica ha condicionado la busqueda de conocimiento médico. primero con plantas v
animales medicinales y ya en este siglo con biomoléculas y genes. Sin embargo, a
diferencia de los antiguos métodos de adquisicion de conocimientos. la investigacion
moderna tiene un nuevo ingrediente. la fuerte tendencia a la comercializaciéon del
conocimiento que se va obteniendo. Tomando este marco de referencia, es claro ver que el
desarrollo de la biologia molecular, cémo de algunas otras areas cientificas, ha estado
apoyada fuertemente por el empuje capitalista en la busqueda de aplicacion practica del
conocimiento, entendiéndose lo practico como ganancia econdmica.

Podemos damos cuenta que el Proyecto en cuestion se nos presenta como
descendiente unico de las investigaciones en biologia molecular {(como lo expusimos
brevemente en el primer. . capitulo ). Todos esos avances en la ingenieria genética,
proporcionaron las bases para que surgiera el PGH; pero también podemos darnos cuenta
que social e historicamente hay otras condiciones que lo han hecho posible. Si analizamos
un poco estas causas, podremos vislumbrar un poco cuales podrian ser las consecuencias o
el futuro de la informacion obtenida por el PGH. Sabemos que una de estas causas, es la
fuerte presion econdomica de las investigaciones modernas y la marcada participacion de
industrias biotecnoldgicas en las investigaciones del PGH, una participacién que hizo surgir
un problema que aun no puede resolverse formalmente, el problema de patentar genes que
mas adelante abordaremos. El proyecto, desde sus inicios. ha estado impulsado
principalmente por la ideologia capitalista que ha llevado a la biologia molecular a tomar la
delantera en las areas de la biologia moderna.

Los propios investigadores se han visto envueltos en tendencias empresariales como
Walter Gilbert quien intenté buscar la creacion de su propia empresa, o Craig Venter quien
abandoné los laboratorios del NIH (Lindley, 1992) para dirigir una empresa de capital
privado' . De igual forma, muchos paises integrantes del Proyecto Genoma Humano, se
dieron cuenta de que quedarian rezagados en el plano biotecnologico y en la clara
desventaja comercial de no entrar al proyecto.

Un proyecto de enorme trascendencia como es el PGH, dificilmente puede decirse
que sea "investigacion cientifica neutra"; sin embargo, es pertinente aclarar que esa
ideologia capitalista ha dado buenos frutos y que sin duda proporcionard informacion que
sera valiosa, a pesar de que la preocupacion por el tiempo y por los fondos econdémicos
estan marcados por la inquietud de la rapida comercializacion, tanto de secuencias

! The Institute For Genome Research.
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importantes como la obtencién de patentes de secuencias y de productos farmacéuticos
obtenidos con la informacion de dichas secuencias.

Presupuesto

Las investigaciones sobre el genoma humano sin duda daran beneficios econémicos,
pero, ;Seran en principio para quienes proporcionan los fondos y presupuestos destinados a
la investigacion?.

Walter Gilbert frente a un auditorio en la conferencia de Cold Spring Harbor sobre
el genoma humano. expresaba que el costo de secuenciar el genoma humano completo base
por base (pb) seria de un délar por cada par de bases y secuenciar 3000 millones de pares de
bases costaria 3000 millones de ddlares. Sin embargo. contemplaba que el mejoramiento en
las técnicas bajarian los costos. Después de casi 8 afios y en la segunda etapa de las
Investigaciones los costos no han bajado. Por otra parte también se pensé (posicidn
duramente defendida por Watson) que si el proyecto se hacia en cooperacién con varios
paises. los costos se reducirian considerablemente para cada pais participante. Este
programa que actualmente se ha convertido en realidad, nos plantea un problema; un
proyecto de cooperacion internacional, nos hace suponer que no sera exclusivo de un pais,
(a pesar de que la estructura y la forma parecen mostrar que es exclusivamente de los
Estados Unidos). ;De quién es el proyecto? Un analisis de cada una de las posibles
consecuencias o fines del proyecto sin considerar de quién es el proyecto carece un poco de
sentido, sefialamos esto porque por un lado, la respuesta hace mas interesante el analiss. y
por otro pueden justificarse mejor algunas posiciones sobre otras. En el ambito capitalista
en que se desenvuelven las investigaciones, la respuesta necesaria debera ser que el
proyecto es de quién aporta el financiamiento, en estas lineas discutiremos quién o quiénes
aportan presupuesto, y qué posturas toman en la defensa de la propiedad de la informacion,
asi como también quiénes seran los mejores beneficiados.

El costo del mapeo y de la secuenciacion del genoma humano sera aportado
principalmente por presupuesto publico, tanto en los paises desarrollados como en los
paises en vias de desarrollo y en menor grado la iniciativa privada. Antes de que se iniciara
el proyecto surgieron alguna objeciones. en torno a que si el estado deberia sostener una
investigacion de este tipo, principalmente por la estrategia de secuenciar todo sin conocerlo.
Por otro lado, el temor de muchos bidlogos en Estados Unidos era descuidar otras lineas de
investigacion, debido al apoyo del PGH, entendiéndose el "descuido” como una desviacion
de fondos. ademds de que se pretendia centralizar la investigacién en lugar de mantenerla
descentralizada (Davis, 1992).

También se argument6 que el proyecto seria demasiado costoso y que podria traer
poco beneficio médico a fa sociedad.

A pesar de estas objeciones los gobiernos participantes decidieron dar sus
aportaciones, muchas de las instituciones participantes, son instituciones publicas que
trabajan con presupuestos publicos. Considerando esta informacién, podemos hilar la
relacion de los fondos con el proyecto y darnos cuenta, cémo a partir de investigaciones
financiadas en gran parte con presupuesto publico, tienen una tendencia a beneficiar
empresas comerciales.



Muchas discusiones se centran en el destino de fondos para investigaciones que "s¢
menciona no tendran ningin beneficio médico para la sociedad”. Sin embargo. en esencia la
discusién no deberia ser sobre la investigacion. sino en la mejor forma de su distribucion de
la informacién. Gracias al amarillismo de la prensa, la mala distribucion y mal manejo que
en ocasiones se da de la informacién cientifica, amplios sectores de la poblacion en
muchos paises, percibe a la ciencia, como una empresa a la que se le deben restringir
fondos econémicos. Las investigaciones del PGH se han visto envueltas en muchas
discusiones de este tipo. Algunos oponentes motivados por las investigaciones
biotecnoldgicas de los setenta' , intentaron oponerse a las investigaciones. La polémica.
sentimos debe centrarse en cémo hacer llegar los beneficios de los avances cientificos a
toda la poblacion; y creemos que la busqueda de esos mecanismos debe de formar parte de
los protocolos de proyectos de investigaciones financiados con presupuesto publico.

Hemos mencionado que el proyecto es internacional; cada pais participante aport
fondos, tanto del presupuesto publico como de empresas privadas. Desde luego, e
presupuesto de ningun pais se asemeja al presupuesto norteamericano, ¢l cual también esta
respaldado con fondos puablicos y privados. Ante esto cabe preguntar ;/Es el proyecto
exclusivo de la comunidad integrada por los paises participantes y de las empresas
farmacéuticas? ;Esta el proyecto planteado como una finalidad para el beneficio médico de
la sociedad, o quedara s6lo como una herramienta utilitarista de la hermandad capitalista
internacional?. Entre esta hermandad capitalista han surgido diferencias por el asunto de
patentar genes humanos. Ante esta situacion los paises que intentan integrarse al proyecto,
con unas cuantas secuencias de genes como México, y otros paises en vias de desarrollo,
(Podran participar de los beneficios del proyecto, una vez que éste haya terminado?, la
esperanza es que el beneficio médico sea para todos y que €l PGH no sea otro ejemplo
desafortunado de inversion publica cosechada por la industria privada.

Patentes

El problema de las patentes, es una muestra de la fuerte influencia comercial en el
Proyecto Genoma Humano; muchas empresas han suscrito acuerdos llamados CRADA’
con institutos nacionales como el NIH; dichas empresas financian parte de las
investigaciones académicas a cambio de derechos sobre las patentes. Estas relaciones de
sociedades de investigacion genética y empresas farmacéuticas han aumentado alrededor
del mundo y han llevado a desacuerdos entre los paises participantes (Dodet. 1994).

Actualmente se registran y se enumeran en las oficinas de patentes de paises
desarrollados, células, plasmodios y orgarismos modificados genéticamente; ante este
fenomeno de patentes relacionados con seres vivos, sectas religiosas, asociaciones
protectoras de animales, y otras asociaciones han calificado de inmoral, €l fenomeno de
patentar organismos. Este mismo sentimiento se¢ da en relacion con las intenciones de
patentar genes, situacion que es considerada en extremo como inmoral. La pregunta central
en esta polémica es, ;Se debe permitir que se patenten las secuencias humanas?.

' Cuando se empezo a hacer investigacion con bacterias y se pensaba que podian escaparse de los laboratorios
v acabar con poblaciones enteras.
? Colaborative Research and Developmment Agreements.



Ante este problema, el Proyecto Genoma Humano ha abierto un campo extenso a
bioéticos, legistas y cientificos y desde luego a empresarios que discuten y retoman viejos
temas como el de la naturaleza humana. Hasta 1991 no habia mucha preocupacién por
patentar genes humanos. Sin embargo, el 20 de junio de 1991 Craig Venter investigador del
NIH solicité la patente de 337 fragmentos de DNA' de genes humanos, eran secuencias de
DNAc, que habia secuenciado con secuenciadoras automaticas del NIH (Anderson. 1991).
Dichas secuencias formaban parte de mas de 600 clones de DNAc cerebral. Las 337
secuencias representan nuevos genes (de los cuales se desconocia su funcién bioldgica v no
se conocia la secuencia correcta de genes individuales), 48 de eilas presentaban similitudes
con genes de otros organismos (Adams, 1991). Ante esta situacion, la primera discusion en
torno a 337 secuencias parciales del genoma humano se realiz6 entre expertos en patentes v
la industria biotecnoldgica, la discusion se dié sobre si las secuencias eran patentables.
Después de un debate acalorado la resolucion fue que la patente para genes fue negada
(Anderson y Aldhous 1992). Por otro lado, el NIH fue acusado por el Medical Research
Council (MRC) por su intento de patentar genes, y plantear politicas de manejo al acceso de
las secuencias del mismo tipo de fragmentos de genes que ellos habian conseguido (Leslie,
1991c). Francia también protesté por esto. Ante esta situacion y debido a que el esquema de
patente podria desalentar la transferencia de tecnologia e inhibir el intercambio cientifico
{Leslie, 1991¢) se plantean nuevos problemas: cémo se protegeria el interés econémico de
cada nacidn, en la cosecha de los beneficios del proyecto y cémo se aseguraria el
intercambio abierto de la informacion cientifica. Por otro lado, a nivel nacional creaba un
problema entre la investigacién y la profesion académica, entre el investigador que trabaja
para una empresa y que al mismo tiempo tiene que ensefiar sobre los avances de sus
investigaciones.

La situacién de las patentes, pusieron en medio de un dilema al jefe del Proyecto
James Watson, quien fue acusado de plantear el proyecto como una empresa comercial. y
de verse envuelto en alegatos con las firmas comerciales, Amgen Inc. y Du Pont Merck
Pharmaceuticals. Sin embargo, Watson argumenté que esa intencién sélo era una trampa
que se le habia tendido para que renunciara al proyecto, ya que €l mantenia serias
diferencias con sus jefes, principalmente con Bernardine Healy directora del NIH quien
estaba de acuerdo en patentar genes identificados por investigadores del NIH? , ademads de
que tenia intenciones de encarrilar una compaiiia de secuenciacion de genes. sugerida por
Frederick Bourke, un rico empresario norteamericano’. Finalmente Watson renuncié ante
los conflictos por cuestiones econdmicas de varias compaiiias biotecnologicas, interesadas
en beneficiarse del proyecto y por su desacuerdo con Healy, sobre patentar secuencias de
DNAc. Este fue el desacuerdo maés aparente con miembros de la comunidad del genoma,
Watson defendia que la secuencias de DNAc no debia patentarse, por que para muchas de
ellas se desconoce cual es su papel biologico. La polémica que llevé a renunciar a Watson
en 1992, se habia iniciado cuando Craig Venter intenté patentar las secuencias de genes
obtenidas en laboratorios del NIH. Francis C llins, quien después ocupo el lugar de
Watson, se mostré confiado en que se diera una buena resolucion a los problemas de las

! Eran fragmentos conocidos como, Expression Sequence Tags (ESTs)(Ver apéndice A).
? (Leslie, 1992a; Marx, 1993).
* (Anderson, 1992b; 1992¢; Anderson y Aldhous, 1992).



patentes, ademas sefialaba que no ponia ninguna objecién a la idea de obtener patentes de
genes con funciones bioldgicas importantes (Anderson, 1992a; 1992¢; Marx. 1993).

Otros investigadores, como por ejemplo, Renato Dulbecco uno de los primeros
entusiastas del proyecto, sostiene que las investigaciones en ingenieria genética son
costosas. por lo tanto la posibilidad de obtener patentes es una condicién necesaria para el
laboratorio que consiga la secuencia (Dulbecco y Chaberge, 1989). Por otro lado. sefiala
que la salida de productos al mercado no se traduce en un abaratamiento de los precios al
publico, debido a que las empresas tienen que amortizar el inmenso esfuerzo financiero
para conseguir ese producto. Sin embargo, muchos de esos laboratorios utilizan recursos
publicos, por lo que ha creado un serio problema a la oficina de patentes que tiene que
poner una solucidén a los reclamos de patentes. yva que por un lado las firmas
biotecnologicas entusiasmadas en la caza de nuevos genes y fragmentos de DNA. han
hecho inundar tanto a la oficina de patentes como a la oficina de marcas comerciales con
muchos reclamos de secuencias de DNA. Ante esta ‘tuacion, la oficina ha puesto
condiciones que obligaran a las compatlias a buscar la patente, solo de sus mejores datos
{Bentley, 1996).

Otra propuesta es la de darle a las patentes una vigencia de 20 afios (como se hace
actualmente con muchas biomoléculas) periodo en el cual la empresa puede recuperar su
inversion econdémica. Sin embargo, ninguna propuesta de patentes solucionaria la
insistencia de la necesidad de libre y rapida circulacion de ia informacion de las secuencias
(Curien, 1991; Bentley, 1996); esto requiere desde luego la creacion de bases de datos de
facil acceso que puedan ser continuamente actualizados y consultados por los laboratorios
interesados alrededor del mundo. De esta forma, las patentes podrian perjudicar tanto a los
cientificos, como a la ciencia médica y consecuentemente al "beneficio publico" si se opta
por patentar el conocimiento del genoma humano. Esto por otro lado. podria aumentar
costos y repercutir fuertemente en las investigaciones de paises con economias fragiles, a
pesar de los esfuerzos de la UNESCO para integrar a paises en vias de desarrollo al
proyecto internacional. Para solucionar estos graves problemas de intercambio de
informacion entre los diferentes paises desarroliados y paises en vias de desarrollo, Francia,
Inglaterra y Japon lanzaron en 1992 una propuesta para un tratado internacional que prohiba
las patentes (Anderson, 1992d).

En la primera Conferencia Norte-Sur del genoma humano (1992) en la que
estuvieron presentes Craig Venter, Walter Bodmer y Nancy Wexler se discutid y analizo ¢!
problema de la patente de secuencias del genoma humano. en esa ocasion se tomé una
resolucion y se elabord una declaraciéon importante de que las secuencias como tal, no
deberian ser patentadas. Considerando, que la informacion, tiene un potencial enorme para
mejorar la salud de la humanidad, y que podria ser positivo que estuviera en posesion de
todos.

En la Conferencia Internacional sobre Estrategia para la Secuenciacion del Genoma
Humano realizada en febrero de 1996, se discutid sobre la proteccion comercial de la
empresas, sin llegar a ninguna resolucion, se acepté ampliamente que no se permitiera
patentar genes sin conocer sus funciones, y se mantuvo que la informacién libre asegura la
competencia y el desarrollo por ejemplo, de agentes terapéuticos y otros avances, por lo que
en la conferencia se proclamaba por una competencia sana para obtener mejores avances
que naturalmente se conseguiran evitando las patentes de genes (Bentley, 1996).
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Finalmente, el Acta de Patentes de los Estados Unidos, autoriza la proteccidn para
patentes de "algun proceso nuevo, mdquina, manufactura o composicion de materia”
(Einsemberg, 1997). Para que esta reglamentacion tenga efecto se requiere que la invencion
sea util, nueva y que no se encue e dentro de las publicaciones o de otras patentes. Desde
esta perspectiva, para quienes pretenden patentar genes, ven a las secuencias de DNA como
invenciones quimicas; como grandes moléculas de DNA que pueden ser patentadas. de la
misma forma como una composicién de materia y bajo los mismos principios que las
moléculas pequenas. Para quitarle la propiedad de "producto natural" se argumenta que en
la purificacién y aislamiento de secuencia de DNA se utilizan vectores y células
hospederas. todo ésto, da como resultado una nueva composicion de materia. Por ejemplo.
la secuencia del vector mas la secuencia de gen y quedando como resultado de la
intervenciéon humana, lo cual es coman con algunas moléculas como la adrenalina o la
vitamina B-12 y el dcido acetilsalicilico. Sin embargo, la descripciéon de una pequefia
secuencia de DNA o DNAc no es una invencion. es una parte del mundo natural que existe
independientemente de los cientificos, lo que podria patentarse son los procedimientos,
técnicas o aparatos, pero no la secuencia en si (Curien, 1991).

Manejo de la informacion

Otro de los asuntos fundamentales del PGH es la creciente preocupacion por el
manejo de la informacion obtenida en el proyecto, problema que se presenta principalmente
con el incremento en el numero de ténicas de pruebas genéticas para detectar enfermedades
y para otras caracteristicas biologicas humanas. El problema lo plantearemos sefialando
primero la forma en que se ha propuesto abordar esta cuestion y posteriormente los puntos
en los que el manejo de la informacidn se convierte en un tema delicado, debido a los
riesgos que existen ante el manejo inadecuado de mapas y secuencias de genes. Como
sefiala Tom Wilkie en el libro " El conocimiento peligroso™ (1993). “la informacion puede
representar un medio de poder, explotado por los grupos dominantes .

Ante este temor justificado, ha surgido un aspecto interesante y nuevo en un
proyecto de investigacidn, se podran estudiar los problemas que surjan en el manejo de la
informacion en forma paralela a la investigacién misma. Esta idea de realizar un estudio de
las cuestiones Eticas Sociales y Politicas del PGH fue concebida primero por el NIH y
posteriormente fue adoptado por el DOE, igualmente por los programas de los paises
participantes.

ELSI' (Cuestiones Eticas, Legales y Sociales)

Como ya lo mencionamos el Proyecto Genoma Humano esta proporcionando una
gran cantidad de informacion genética significativamente valiosa, esta informacién promete
avances tanto en la diagnosis, como en la prevencion y en un futuro mas lejano en la terapia
génica. Al mismo tiempo, el nuevo conocimiento puede intensificar problemas actuales y
complejos relacionados con valores éticos: la historia demuestra que la informacién
genética puede ser mal utilizada como lo sefialaremos en el préximo capitulo. Por ello el

| Ethical, Legals and Social Issues.
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NIH y el DOE han reconocido la necesidad de prepararse para el impacto social del PGH y
han creado como parte integral del proyecto. el programa ELSI para estudios de cuestiones
éticas, legales v sociales del proyecto. Para este programa el NIH aporta el 5% de su
presupuesto y el Departamento de Energia el 3 %. (Marshall, 1997).

ELL PGH. el programa ELSI se centrado su atencién . sobre todo, en estudios
soctales y educativos. asi como en el establecimiento de talleres para aconsejar a agencias
patrocinadoras v ofrecer consejos al Congreso Norteamericano. También tiene como
objetivo, determinar posibles centros donde pueda realizarse algln tipo de discriminacion.
tales como compaiiias aseguradoras, empresas, agencias gubernamentales, instituciones
educativas, instituciones militares etc., para evaluar la naturaleza de esa discriminacion, asi
como comprender si la discriminacion es por ignorancia o por algin planteamiento politico.

El programa ELSI tiene un apoyo federal. y ha sido impulsado por la propia
comunidad cientifica. Tradicionalmente la comunidad cientifica se han centrado en las
investigaciones y ha dejado que la sociedad interprete y use los resultados como se desee.
En este caso se espera que los problemas que origine este tipo de informacion, puedan ser
anticipados v discutirse adecuadamente. principalmente algunos aspectos como. la
privacidad de la informacidn genética, proteccion a la discriminacion basada en la genética:
y la bisqueda de un mecanismo para vigilar la introduccién segura de pruebas genéticas
dentro de la practica médica, en donde se espera que el PGH tenga un mayor impacto {Hagq,
1993).

El taller grupal de ELSI, que al inicio estuvo a cargo de Nancy Wexler, quien ha
dicho que la informacion genética en si misma no dafia al publico, sino lo que podria
dafiarlo es el maneujo inadecuado de la informacién; ha identificado cuatro objetivos
prioritarios para su estudio (Engel: 1993; Haq, 1993).

I. Justicia. En el contexto de la genética, la justicia significa evitar la discriminacion de
individuos basada en sus secuencias de DNA. por parte de compaiiias aseguradoras y
empresas, sin considerar el polimorfismo genético. Este problema de discriminacion
injustificada puede en principio resolverse con la legislacion.

II. Privacidad. La privacidad significa que exista un control individual de la generacion y
revelacion de la informacion genética: para evitar abusos de empresas y compailias de
Seguros.

III. Regulacion de la distribucién en instituciones de salud. La responsabilidad ética de no
divulgar la informacion genética, por parte de personas e instituciones como médicos y
laboratorios que generan esta informacion..

IV. Educacién. La educacion significa estimular las politicas de desarrollo profesional de
biologos, cuidadores de la salud y cientificos sociales, (con el objetivo de que exista la
disponibilidad de personas entrenadas adecuadamente para administrar e interpretar las
pruebas genéticas), principalmente en el desarrollo de la practica médica, para introducir
con responsabilidad nuevas pruebas genéticas, asi como también al piblico en general para
que llegue a darse cuenta del nuevo conocimiento y de los problemas y oportunidades que
representa.
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El programa ELSI, que fue planteado por Watson como una ocurrencia, actualmente
es el programa de bioética mas grande el mundo y ha llegado a representar "la conciencia
del programa genoma" (Marshall, 1996). De 1991 a 1995 ELSI ha fundado mas de 125
proyectos que resultaron en mas de 150 articulos y libros publicados. han cubierto un
amplio rango incluyendo una serie televisiva publica. En genética ha editado un libro por
Leroy Hood y Daniel Kevles (The Code of Codes. 1993), que contiene material educativo.
estudios de patentes y genética, investigaciones en como educar a los maestros y decenas de
estudios de pruebas genéticas. Uno de los proyectos mas novedosos ha sido un ambicioso
estudio, sobre el intento de introducir las nuevas prucbas genéticas con fines médicos: el
objetivo es examinar los riesgos y beneficios de pruebas para detectar genes susceptibles
det cancer del colon y mama. El proyecto es conducido por 7 investigadores en los Estados
Unidos y se ha centrado en ver el impacto social y psicoldgico de las pruebas genéticas. A
pesar de que se esperaba que las pruebas tuvieran una gran demanda, en realidad pocas
personas han mostrado interés en tomarlas (Marshall, 1996).

ELSI se ha pronunciado y ha recomendado al Congreso, que una persona que tenga
una prueba positiva para un gen de una enfermedad genética, pueda ser visto bajo la ley
como alguien que tiene una incapacidad, y sea protegido contra la discriminacion.

Empresas aseguradoras y empleo

El PGH ( y otras investigaciones genéticas) tiene ante todo objetivos cientificos que
pueden no ser positivos para los seres humanos, dependiendo de los usos que se hagan de
¢l, un mal manejo de la informacion puede causar discriminaciéon genética, que como
sabemos es un fendmeno que se percibe con demasiada frecuencia (Lapham er af, 1996).
Por su parte ELSI mantiene una seria preocupactdén por el uso de la informacidn en las
empresas y aseguradoras, para ello ha creado lineas de investigacidon en la busqueda y
creacion de politicas publicas en la aplicacion de pruebas genéticas (Engel, 1993). "n este
sentido surge el problema de abusos por parte de una empresa o aseguradora de accptar o
negar empleo © seguro a una persona cuya prueba genética revela informacion que pudiera
estar relacionada con enfermedades graves aunque finalmente esas enfermedades no se
desarrollaran.

Lu+ avances de la genética humana han resultado en la expansion de las pruebas
genéticas; estas pruebas son capaces de proporcionar informacion sobre portacion de
enfermedades incluyendo riesgos de discapacidad o muerte prematura, ademas de qué estas
pruebas pueden revelar informacion genética, no sélo de la salud individual sino también de
otros miembros familiares. A principios de los setenta varias compaiilias aseguradoras,
discriminaban a individuos portadores de anemia de células falciformes, ain cuando
estaban completamente sanos. La cuestion central de la discriminacion genética en las
empresas y las aseguradoras ha llegado a ser un tema central, debido al avance del PGH.
Todo lo relacionado a la confidencialidad y la privacidad relacionada a la informacion
genética, ha tenido mayor prioridad para ELSI con el objetivo de conseguir una legislacion
especifica, disefiada para proteger a las personas contra la discriminacién genética, basada
en el derecho de la libertad individual, por que nadie tiene derecho a conocer la secuencia
de otro individuo y a actuar en base a esa informacidn, sin tener clara la distincion, entre las
implicaciones de la enfermedad genética "desarrollada” y las condiciones en que cada



persona es afectada, o la condicidn de ser Unicamente portadora, asi como la discriminacion
genética de individuos y familias debido a una clara o dudosa diferencia en su constitucion
genética. '

Consideraciones legales

Una preocupacion fundamental al inicio de las investigaciones, era sobre quién
reglamentaria el uso de la informacion. Sin duda reglamentar el uso de la informacion es
una responsabilidad de la propia sociedad a través de sus representantes legales.

El reglamento de la informacion genética puede verse en dos niveles, el primero es
la reglamentacion de las investigaciones. En los altimos afios ha surgido una preocupacion.
sobre las investigaciones en algunas disciplinas bioldgicas; podemos encontrar sus
antecedentes en el cédigo de Asilomar (Monte Palomar) en 1973, en el que se resaltd la
preocupacién por la recién iniciada ingenieria genética y se intentd regular sus
investigaciones. En un segundo nivel, la legislacion en cuanto al manejo de la informacion
a nivel social. Estados Unidos ha sido pionero en legislar la aplicacion de la informacion
genética, seguido por Europa y recién iniciada por paises en vias de desarrollo. La busqueda
de reglamentacion de estas investigaciones estd en aumento en la mayor parte de los paises.

Desde 1975 hasta 1994 solo se di6 un proyecto de ley, que se presentd al Congreso
de los Estados Unidos y esta relacionado con la proteccion de los individuos respecto al uso
de la informacién genética. En contraste, en 1995 fueron inwoducidos al Congreso
norteamericano, por lo menos cinco proyectos. A partir de 1990 se han propuesto decenas
de intentos a nivel estatal, para regular el uso de la informacién genética. principalmente
dirigida hacia los seguros de salud. Actualmente aproximadamente 15 estados
norteamericanos han promulgado leyes, algunos de estos estados son Maryland, North
Carolina, New Jersey y California (Reilly er a/, 1997).

La ley federal mas importantes en los Estado Unidos que implicitamente prohiben
algunos tipos de discriminacion genética, es el Decreto de Incapacidad Americano (ADA')
de 1990 (Bassford y Hauck, 1993).

Esta Ley prohibe a los patrones practicas discriminatorias. Empezé a tener efecto en
julio de 1992 para compaiiias de 25 ¢ mas empleados. A pesar de que esta ley protege a
minusvalidos con desordenes genéticos, no proporciona proteccion a los portadores de
éstos, quiénes podrian tener hijos que necesiten atenciéon médica. El ADA no tiene previsto
consejos regulatorios en la aplicabilidad para personas con genes para enfermedades
latentes, por lo que es necesaria una extensioén del decreto para cubrir a personas con
predisposiciones genéticas. Una accion gubernamental importante en este sentido, se Jio en
1995 cuando se lanzé la Comisién de Igualdad y Oportunidad de Empleo (EEOC?), la cual
intenta proteger a las personas portadoras o susceptibles de presentar enfermedades
genéticas. Por otro lado ELSI ha mandado varias recomendaciones al Congreso acerca de la
necesidad de una proteccion legal contra la discriminacion en el lugar de trabajo basada en
un genotipo personal, asi como para defenderlos ante el temor comin de que las
aseguradoras requieran pruebas genéticas, o puedan obtener los resultados de pruebas y

' 'The Americans with Disabilities Act.
? Equal Employment Opportunity Commission.
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después negar la cobertura o cambiar la prima para aquéllos con enfermedades genéticas o
propensos a ellas. Esta proteccion a los individuos puede también poner en desventaja a la
aseguradora (si la hay), de que el cliente puede saber de una enfermedad genética y
aumentar la compra de seguros de vida. lo que podria incrementar la demanda de
reembolsos y de gastos de servicios de salud.

A pesar de que la informacion puede mantenerse entre ¢l médico v el paciente.
muchas personas creen que su registro genético podria ser obtenido por terceras personas.

Falta mucho por regular en lo que respecta a la informacion genética.
principalmente en cuanto al uso por parte de aseguradoras. patrones y otras agencias
gubernamentales. Algunos puntos importantes relacionados con las investigaciones e
informacién genética que se podrian estudiar v legislar podrian ser: 1) descripcion general
de la naturaleza de estudios relacionados con investigaciones genéticas. 2) identificacién vy
descripcién de equipo de investigacion. 3) directrices de privacidad para el estudio. 4)
reglamentaciéon de archivos 35) distribucion y otros usos del DNA. 6) desarrollo de
productos a partir del DNA de una persona con el interés de obtener una ganancia comercial
y 7} regulacton de otro tipo de informacion biologica (Reilly et al, 1997).

Practica médica

[.a medicina tradicionalmente se basa en la prevencion, deteccion y cura de la
enfermedad. y actualmente la medicina moderna esti encaminada a enfrentar las
enfermedades genéticas con la prediccion, en especial las enfermedades hereditarias. Una
de las promesas del PGH es mejorar la habilidad para comprender las enfermedades
genéticas humanas y obtener conocimientos para tratar pacientes con anormalidades
genéticas. En este sentido existen ya, algunos tratamientos que mencionaremos mas
adelante. Existe la posibilidad de una futura terapia de genes que puede clasificarse en:
terapia de genes de células somaticas (la intervencion se hace directamente sobre células
corpporales, no afecta a la descendencia, Ginicamente al individuo sobre quien se aplica la
terapia) que no encierra muchos problemas morales vy la terapia de genes en células de linea
germinal (esta se aplica directamente sobre células reproductivas, y afecta a la
descendencia), la cual presenta cuestiones polémicas. Ambas alternativas ain son
consideradas médicamente arriesgadas, debido a que la tecnologia, no esta al nivel tedrico.
Existen muchos problemas para introducir, eliminar o cambiar genes.

A pesar de que es en la medicina, donde se pueden aportar mejores beneficios, el
Proyecto Genoma Humano presenta quizds la mayor debilidad ante sus criticos,
principalmente cuando se ve al proyecto como una empresa que busca el beneficio de la
humanidad, en este sentido se ve al PGH como "una incomprension médicamente
irracional” (Rechsteiner, 1991), ya que una politica médicamente racional, procuraria curar
las grandes enfermedades prevalecientes en la sociedad (a nivel internacional).
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Uso médico

Desde comienzos del siglo XX, la biologia ha ganado influencia en la comprension
y entendimiento de las funciones vitales y ha demostrado tener una gran importancia. tanto
en la genética humana como en la prictica médica (Léther, 1990). Razon por la que
sabemos que uno de los usos fundamentales de la informacion obtenida del PGH sera en la
practica médica. y es uno de los usos fundamentales que espera la comunidad cientitica
internacional involucrada en el proyecto. El manejo de la informacion genética en la
practica médica presenta algunas limitaciones que analizaremos en tres breves
consideraciones: . La limitacién en la aplicaciéon del conocimiento. II. Los costos de la
nueva medicina en la distribucién y aplicacién y 111, La alternativa de cura que se ofrece.
Antes de discutir estas consideraciones aclararemos el significado de las enfermedades
genéticas.

Las enfermedades genéticas

El conocimiento y comprension de las enfermedades hereditarias, representan un
campo fundamental dentro de la biologia molecular, la cual permite la deteccién de los
genes responsables de algunos padecimientos, posibilitando el diagnostico prenatal o la
deteccion de portadores de enfermedades, tanto recesivas ligadas al sexo. Por ejemplo los
genes que determinan un tipo hereditario de ceguera, la hemofilia y el sindrome de FraX las
cuales por lo normal se manifiesta en individuos de género masculino' . lo que significa que
estin localizados en el cromosoma X; asi como las que se encuentran en los demas
cromosomas. La investigacion del genoma humano dara origen a nuevos métodos
terapéuticos. De igual forma, permitira conocer los factores de susceptibilidad a ciertos
padecimientos y permitird la prictica de una medicina preventiva, disminuyendo la
frecuencia de muchas enfermedades. El drea de la biologia molecular esta centrada de
acuerdo a Gelehrte y Collins’® en cuatro tipos de enfermedades que estan relacionadas con
alteraciones genomicas: 1. Alteraciones monogénicas. I[. Alteraciones poligénicas; IIL
Alteraciones cromosdmicas y ['V. Trastornos genéticos en células somaticas.

I). Alteraciones monogénicas. Ocurre cuando la alteracion se debe a una mutacion o
mutaciones sobre un gen especifico de una proteina o funcién, como el gen de la anemia
falciforme: o como el gen de la enfermedad de la corea de Huntington, que se encontré en
el cromosoma 4. que al parecer lo que provoca la enfermedad es el aumento en el nimero
de secuencias repetitivas de CAG (citocina-adenina-guanina), mientras mayor es el nimero
de repeticiones (mas de 50) mas severa es la enfermedad (Morell, 1993). Las personas con
la enfermedad de Huntington, sufren dafios nerviosos que causan una degeneracion
progresiva mental y fisica, inicidndose alrededor de los cincuenta afios. Los sintomas de la
enfermedad de Huntington, no aparecen hasta muy tarde en la vida, por lo tanto, la tnica
forma de saber si un nifio tendra la enfermedad, es determinar si hereda la copia mutada del

' Muy pocos hombres con estos problemas tiene descendencia, las mujeres portadoras son poco frecuentes en
la poblacién, no obstante estas circunstancias se han encontrado casos raros de hemofilia A, en mujeres.

* (Gelehrter, Thomas D. and Collins Francis 8 (1990) Principles of Medical Genetics. Edit. Williams &
Wilkin Baltimore U.S.A. pp 255-297).
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gen HD (Huntington’s Disease) o hereda la copia normal de los padres afectados (Keleher.
1993).

IT). Alteraciones poligénicas. Cuando una enfermedad tiene como causa una
anormalidad en la interaccion de varios genes, como algunas enfermedades mentales.

[II). Alteraciones cromosémicas. Estas alteraciones ocurren a nivel de uno o mds
cromosomas como por ejemplo el sindrome de Down.

[V). Trastornos genéticos en células somaticas. Alteraciones que ocurren en las
células del cuerpo, y se dan como resultado de la interaccién de factores ambientales v
predisposiciones genéticas. Uno de las mds comunes son los diferentes tipos de cancer. El
cancer resulta de uno o varios eventos genéticos en una célula somatica. Algunas
predisposiciones al cancer se trasmiten en linea germinal como el retinoblastoma que se
localiza en el cromosoma 13. ¢l gen de los polipos adenomatosos, precursores del cancer
del colon que se localiza en el brazo largo del cromosoma 5, el cancer de mama localizado
en la banda 21 en el brazo largo del cromosoma 17. Sin embargo, en muchos de estos tipos
de canceres, la sola predisposicién genética no basta, para desarrollar la enfermedad, sino
que ocurre en combinacidn con interacciones ambientales.

Limitacién en la aplicacion del conocimiento

El nimero conocido de genes relacionados a enfermedades y el numero de genes
candidatos a muchas otras enfermedades se incrementa, y hace necesario mejorar los
metodos de exploracidn del DNA, la aplicacion de este tipo de conocimiento que
tedricamente es simple, en la practica es muy compleja (Cotton, 1997). algunas de las
razones son: 1) el nimero de laboratorios en el mundo donde hay secuenciadores expertos
es muy limitado; 2) muchas aplicaciones requieren del andlisis de cientos de genes de una
sola enfermedad, debido a la existencia del polimorfismo en el genoma humano, v 3) la
secuencia precisa consume tiempo y es cara. Esta razones llevan a desarrollar v afinar un
gran numero de métodos de exploracion de DNA.

Otras de la limitaciones fundamentales de la utilidad de la informacién de mapas y
secuencias en el drea médica, es la comparacidn entre las secuencias de la poblacion y la
secuencia representativa del genoma humano. Puede resultar engaiioso llamar a una sola
secuencia 0 a un conjunto de secuencias como "normal"; un concepto que se considera que
va mds alla de la funcionalidad y que podria carecer de bases cientificas. No existe en la
actualidad nada que garantice que los mapas y secuencias obtenidas en el PGH representen
una entidad especifica que sea el genoma humano. Para Sarkar y Tauber (1991, 1992) no
hay una forma adecuada para promediar las secuencias y proporcionar una secuencia
representativa, debido al polimorfismo existente en el genoma humano, que analizamos con
mas detalle en el capitulo V. Sin embargo, se buscatios medios de encontrar una secuencia
“tipo” y las herramientas conceptuales que nos den un modelo del genoma humano.

La tendencia de la nueva prictica médica, estd enfocada a la prediccion de
enfermedades utilizando test o pruebas genéticas, ya que se prevé que habra un amplio
desarrollo de pruebas de diagndstico de enfermedades genéticas que podran estar
disponibles. Actualmente, estdn siendo desarroliadas o estdn siendo usadas, por lo menos en
investigaciones médicas, pruebas genéticas para enfermedades, como la fibrosis cistica,
cancer de mama, cancer del colon, y anemia de células falciformes (Marshall, 1996). La
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pregunta es, ;Como tener juicios concretos, basados en patrones y muestras que representan
solo una parte de un conjunto de posibilidades?. El tener el gen del cédncer de mama por
ejemplo, solo significa que el portador tiene una posibilidad entre el 5% y el 10% de
padecer la enfermedad, dependiendo del tipo de mutantes; los mutantes conocidos que
provocan el cancer de mama BRCA 1 (Breast Cancer 1) y BRCA 2 (Breast Cancer 2).
cuando se presentan juntos, juegan un papel unicamente de 2/3 de estas posibilidades. Esto
quiere decir que ni aun teniendo los dos mutantes se puede predecir que un portador
desarrollara la enfermedad. Los mecanismos de accion de los mutantes del cancer de mama
BRC1 y BRC2 son escasamente conocidas y por otro lado sabemos que un gen puede
presentar cientos de variaciones (Kahn, 1996). Otro ejemplo, es el caso de la fibrosis
. Listica, que presenta un comportamiento contrario a lo que uno podria pensar, por ejemplo
una mutacion puntual (cambio de una sola base) del gen provoca una enfermedad severa,
dos cambios provocan una enfermedad regular y tres mutaciones puntuales, no muestran
ningln sintoma.

En este sentido no hay ningun patron general en el desarrollo de una enfermedad;
para poder dar un consejo acertado y un diagnéstico adecuado, se deben tener un
conocimiento claro, entrenamiento y generalmente se deben evaluar los casos de la familia
en los que se conozcan sus variantes, severidad, y la frecuencia con la que se presenta.
Algunas enfermedades no representan mayores problemas porque se han estudiado durante
muchos afios, pero son pocos los especialistas que pueden hacer predicciones correctas en
cuanto a las enfermedades genéticas, y como lo sefialamos anteriormente, una limitacion
fundamental en la aplicacion de este tipo conocimiento es la carencia de especialistas.

Los médicos que practican actualmente, como los que practicaran después la nueva
medicina molecular, deberan tener cursos y conocimientos sobre genética y ser cuidadosos
en sus predicciones. Sabemos por ejemplo, que el método para diagnosticar una
enfermedad, era en base a la presencia de marcadores en arboles genealogicos completos,
(lo cual implica estudios completos de muchos individuos en una familia, durante varias
generaciones, actividad que toma una buena cantidad de afios) y sin embargo, este tipo de
prediccion no es muy confiable. Con el descubrimiento de los genes y su conocimiento
podran mejorarse los métodos de deteccion de enfermedades.

Finalmente, existe también una limitacién econdmica, el acceso a este tipo de
medicina incluso en los paises mas desarrollados, representa unicamente para la prediccion,
una actividad demasiado cara.

Los costos de la nueva medicina y la distribucién

La tevolucion genética en el umbral del siglo XXI influira profundamente en
relacion al hombre y sus enfermedades. Sin embargo, parece que estara marcada en dos
formas. Primero, la practica médica que se realizard en los paises desarrollados. sera
diferente a la practica médica que se espera en los paises pobres. En los paises pobres, en
donde no siempre se pide apoyo internacional para las investigaciones biotecnologicas, hay
un escaso apoyo gubemamental, para crear una infraestructura meédica, las unicas
oportunidades para éstos, son la cooperacién internacional y una mayor importancia a la
educacion.
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La medicina moderna ademas de sus avances espectaculares, también presenta
precios espectaculares, por lo que nos plantea un par de preguntas que consideramos
necesarias ;Medicina para quién? ;Qué parte de la poblacidon internacional sera beneficiada
con este proyecto internacional? A pesar de que la UNESCO vy otras organizaciones
muestran preocupacion por la participacion de paises en vias de desarrollo en el proyecto.
muchos de los cuales ya han planteado clara su participacion; los beneficios sin duda
(considerando la estructura del mundo actual) serd para pobladores de paises desarrollados
principalmente y dentro de esa poblucidn el beneficio sera para quien pueda pagar los altos
costos de la medicina moderna.

Sin duda, los beneficios existen. pero esta promesa de la ciencia y de la medicina
moderna aparece ante los pobres del mundo como la promesa biblica de la tierra prometida,
una promesa que parece demasiado lejos. Por ejemplo, una de las promesas al inicio de la
biotecnologia, era abaratar los costos de la produccion de la insulina, después de 20 afios la
insulina se produce industrialmente, pero los precios para la mayoria de las personas que
requieren insulina son excesivamente ¢aros,

La Mynad Genetics Inc. de Salt Lake City ha sido una de las primeras compaiiias
biotecnélogicas en obtener una invencién genomica para el mercado, llamada
(BRCAnalysis) que es capaz de mostrar mutaciones y genes susceptibles al cancer de mama
de los genes BRCA1 y BRCA2. Consiste en un andlisis de secuencias de aproximadamente
165000 pares de bases y podria tener en el mercado precios de 2400 dolares (Marshall,
1997; Kahn, 1996), actualmente (marzo, 1997), que son alrededor de 20 000 pesos
mexicanos. Resulta paraddjico que mientras en algunas zonas de la tierra (en paises
industrializados) se intenta aplicar una medicina moderna digna del siglo XXI, en el
tratamiento de enfermedades genéticas, en la mayor parte del planeta se recurre a la
medicina de drogas y calmantes y en el peor de los casos a curanderos y brujos. Por otro
lado, también resulta vergonzoso que a finales de un siglo que se glorifica de avances
cientificos y tecnologicos en muchas areas y principalmente en la medicina, existan lugares
de la tierra, donde los nifios se mueren de hambre, como en Somalia o se mueren de diarrea
como sucede en muchas zonas pobres de paises en vias de desarrollo.

Esta claro que los beneficios del genoma humano pueden darse, pero ain estan
demasiado lejos de un beneficio real de la humanidad, entendiendo la humanidad como el
conjunto de todos los seres humanos que habitamos la tierra, por una desigualdad que no
necesariamente surge de la ciencia o de la practica médica, sino de las estructuras sociales
que rigen la humanidad.

Otra limitacién en la prictica médica es la distribucion de la informacion. Ei
desarrollo de la tecnologia facilitard el acceso computarizado a los mapas genéticos,
informacion que podria influir en la practica médica y el conocimiento médico. Se ha
mencionado que la informacidn estarda disponible para todo el publico (tema que
abordaremos en el capitulo V con el nombre de informatica), sin embargo, existen algunas
limitaciones implicitas en la divulgacion de este tipo de informacion, como es la
infraestructura necesaria para conectarse en la red y tener acceso a la informacion, ademas
de que ain no exist¢ un acuerdo en la secuencia promedio. Algunos de estos problemas de
la distribucién de la informacidn estan ligados a cuestiones comerciales que atn no se han
definido formalmente.
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Tratamiento de enfermedades genéticas (alternativas de cura)

[Los diagnosticos de enfermedades hereditarias pueden hacerse tanto en una etapa
prenatal como en otras etapas de la vida del individuo. En cuanto a la primera opcidn, la
posibilidad es erradicar enfermedades hereditarias, evitando el nacimiento del nifio (aborto
terapéutico), debido a que no hay un tratamiento adecuado. Con una estrategia asi. podrian
eliminarse una gran cantidad de enfermedades hereditarias. Sin embargo. el aborto es un
tema que como sabemos es muy discutido y rechazado en nuestra sociedad. Esta prediccion
prenatal y la opcion del aborto, que finalmente debe ser una eleccion de parejas. no
representa un alternativa de cura, sino una eliminacion sistematica de posibles enfermos.
Los procedimientos de diagndsis prenatal requieren de conocimientos de genética
mendeliana, genética molecular y una interpretacion adecuada de la informacién genética' .

Por otro lado, la cura de enfermedades genéticas resulta en la actualidad dificil. En
el futuro existe la posibilidad de disponerse de una terapia génica en células somdticas v
posteriormente terapia génica en células germinales, esta Gitima cuestidon ha levantado
muchas controversias a pesar de que en la actualidad existen limitaciones técnicas (en el
siguiente capitulo discutiremos un tema relacionado con la terapia de genes, el cual
representa un tema muy polémico).

Algunas enfermedades genéticas representan serios problemas como por ejemplo la
enfermedad de Huntington de la que se conocen las causas. Sin embargo, falta conocer
como acta en las células nerviosas y lo que es mds importante como curar la enfermedad.

Las investigaciones incrementaran el conocimiento del namero de genes que causan
enfermedades hereditarias; de igual forma el acceso a la secuencia podrd mejorar la
capacidad para definir las causas precisas del defecto molecular que causa la enfermedad y
determinar las bases patofisiologicas. Tales conocimientos podrian facilitar la habilidad
para disefiar el tratamiento; el cual podria ir, desde el disefio de mejores agentes
farmacologicos, sintesis exdgena y deliberada de un producto de gen hasta la introduccion
de una forma normal del gen dentro de un paciente afectado (terapia de genes). El potencial
para tales avances terapéuticos podria ser mejorado con el desarrollo de organismos
modelo, que podrian mejorar la habilidad para estudiar los procesos relevantes de
enfermedades en animales, donde las intervenciones farmacologicas y protocolos de terapia
de genes pueden ser facilmente probadas y permitidas.

Mientras se perfeccionan nuevas técnicas para enfrentar las enfermedades genéticas,
existen algunos tratamientos, que incluyen manipulacion externa, mas que manipulacion
genética. Tratamientos como la restriccion, reemplazamiento y remocion de acuerdo a
Gelehrter y Collins (1990). Existen algunas proteinas terapéuticas, drogas novedosas, y
terapia génica limitada a una actividad de investigaciéon. Actualmente existen alrededor de
60 proteinas recombinantes para tratamientos clinicos.

Restriccion. La dieta es una parte importante de los tratamientos de varias
enfermedades metabolicas, por ejemplo la restriccion al consumo de la fenilalanina, puede
prevenir el desarrolio profundo de retardo mental, la restriccion del consumo de proteinas
en individuos con defectos de ciclos de urea, dietas para evitar el colesterol o restriccion a
drogas o toxinas, etc.

' Para un andlisis de! tema, vease: Ayala J. F. (1994) La naturaieza inacabada. _ Salvat. Madrid, Espaiia.
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Reemplazamiento. El reemplazamiento de productos deficientes o un organo puede
ser terapéutico y curativo, por ejemplo en la hemofilia el remplazamiento del factor VIII ha
sido una terapia Gtil en la gran mayoria de pacientes. el transplante de 6rganos ha sido
utilizado como una medida terapéutica, como el transplante de rifiones en la cistinosis (en la
cual el rifion se dafia por la acumulacién de cisteina intercelular), puede corregir los severos
problemas asociados con esa enfermedad. Sin embargo, existe el riesgo de rechazo de
organos. asi como también en los xenotrasplantes'. existen riesgos de contraer
enfermedades infecciosas.

Removimiento. El removimiento de sustancia o de 6rganos también ha sido util. La
plebotomia para remover el hierro en la hemocromatosis puede adecuadamente preverir el
dafio progresivo al higado. corazén, pancreas y otros 6rganos. Estas técnicas a menudo
incluyen la aplicacién de sustancias bioquimicas. Hasta el momento sélo se han tratado
enfermedades de un sélo gen, lo cual como vemos presenta problemas y €stos aumentan
cuando se enfrenta a enfermedades poligénicas.

Desde luego no todas las intervenciones a nivel molcular necesitan ser modelad*®on
los logros del pasado. Otras posibilidades no deberian estar mds alla de nuestra
imaginacidn, si pensamos que pueden exister muchas mas posibilidades ( Kitcher, 1996).

" transplante de 6rganos de animales, en el hombre.
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Asesoria psicoldgica

Nancy Wexler ha sefialado que en las investigaciones v aplicacion de pruebas
genéticas. surgen problemas emocionales en las personas con respuesta po ‘tiva a
determinadas enfermedades hereditarias, sobre todo cuando no hay una garantia de curacion
de la enfermedad. por lo que piensa que se deben considerar seriamente los efectos
psicosociales (Bassford, 1993), ya que la vida puede resultar diferente con una continua
ansiedad y temor a la muerte. Antes de aplicar las pruebas se deben constderar, los efectos
en ¢l empleo. en la seguridad y los ajustes emocionales. Esta situacion plantea la necesidad
de crear una drea destinada a la asesoria psicologica de las pérsonas que decidan optar por
pruebas genéticas. En la actualidad no se cuenta con un programa de asesoramiento
psicologico para las personas que presentan genes defectuosos y que de pronto se les
notifique que estan irremediablemente condenados a morir de una enfermedad genética,
cuando las técnicas preventivas sean confiables al 100%. Podran hacerse diagndsticos
confiables. pero ;Qué pasara con el tratamiento? ; Sera posible tener el remedio?.

Por otro lado, hay otra alternativa que se presenta como asesoria genética para
ayudar a parejas en la etapa de reproduccion. Sin embargo, esta situacion podria llevarnos a
una situacién de eugenesia positiva (menos drastica) o eugenesia negativa (drastica). El
primer tipo puede ser adecuado, cuando se sabe con certeza que una persona desarrollara
una enfermedad y la seleccidn del aborto se hace con el fin de evitar padecimientos graves
en una persona. La eugenesia negativa nuede darse, cuando la opcion del aborto se hace
tratando de eliminar una caracteristica indeseable, que no necesariamente lleve a un
padccimiento grave.

Sobre la desicion de las practicas eugenésicas Kitcher (1996), sefiala cuatro tipos de
desiciones: la primera es ingenieria eugenésica en la cual se selecciona un grupo de
personas con caracterisicas determinadas que podrian jugar un papel importante en
generaciones futuras. Segunda, las parejas tienen que determinar sus propias desiciones
reproductivas, independientemente de cual es la opinion del médico y cual es la politica
estatal impuesta. Tercero, las personas tienen que decidir si desean aumentar o disminuir la
frecuencia de ciertas caracteristicas y finalmente las persona deben decir hasta que punto
pueden confiar en la informacidn cientifica para tomar sus desiciones finales.
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CAPITULO 1V
Influencia del PGH en la sociedad

En el capitulo anterior. sefialamos algunos problema que trae el uso de la
informacion que aportara el PGH. En este capitulo, mencionamos problemas que no son tan
inmediatos. pero que en un futuro podrian influir en la forma de entender y comprender la
naturaleza del hombre, y por lo tanto plantear problemas que tengan un impacte social. La
informacién del genoma humano ha llamado la atencién en algunos aspectos filosoficos y
religiosos, tales como naturaleza humana, comportamiento. libertad moral v
responsabilidad; sin duda se intentara buscar nuevos conceptos teoldgicos o filosoficos para
asegurar la proteccion de la libertad personal.

Uno de estos problemas se origina. cuando la informacién bioldgica es extrapolada
del plano cientifico a los fenémenos sociales, y surgen riesgos de manejo inadecuado de la
informacién, en programas politicos y sociales. Una segunda cuestion, es 1a manipulacion
de genes humanos la cual estd relacionada con los valores éticos y morales. En un tercer
apartado indicamos la necesidad de una mayor educacidn de las cuestiones de! genoma
humano, que ha sido planteada como una alternativa a la soluciéon de muchos problemas
como los que se mencionan en este capitulo y en el anterior.

Extrapolacién del conocimiento bielégico, control social, eugenesia y racismo

La eugenesia es un problema no facil de resolver y en relacion a este asunto existen
alguno trabajos que discuten ampliamente este problema'. Francis Galton. el fundador de la
eugenesia, consiguid atraer la atencién publica por su propuesta de un sistema de seleccion
de los mas dotados. mediante casamientos promovidos por el estado. con el hn de
engendrar seres excepcionales; sus ideas llevaron a la formacion de la Sociedad Americana
de Eugenesia en 1926 y a la implementacion de programas de sanidad publica. La ideologia
racista que presentaba razas genéticamente nobles y razas genéticamentie viles no fue un
caso aislado. Sin embargo, sus mayores efectos fueron en los territorios coloniales
europeos, en Europa ( Inglaterra y Alemania) y en los Estados Unidos. Una de sus peores
formas fue la que caracterizo a la ideologia del fascismo y que acabd en una discriminacion
v persecucion racial v en un genocidio.

La pregunta es, ;Qué tan lejos estdmos de controles de natalidad. con fines
eugenésicos?, o como dice Kitcher (1996) ;Estamos en el comienzo de una profunda
aventura inmoral o estamos revirtiendo a los demonios del pasado eugenésico?.

Actualmente se da la conservacion de espermas ultracongelados, de donantes
considerados genéticamente valiosos y la inseminacidn artificial, métodos comprobados en
zootecnia y finalmente la reproduccidon clonal que se ha discutido fuertemente. Los

' D. Kevles (19835) In the name of eugenics. New York: Knofp.

P. Kitcher (1985) Vaulting ambition: socicbiology and the guest for human genome. The Massachusetts
Institute of Technology. Presenta un argumento en contra de la sociobiologia, definida por O. Wilson
como la diciplina que estudia la base genética del comportamiente. Estudios que han estado
estrechamente ligados a programas eugenésicos.

R. Proctor (1988) Racial Hygiene: Medicine Under The Nazis Cambridge, Mass.:Harvard.




gobiernos de los Estados Unidos y ¢l Reino Unido han prohibido que se realicen este tipo
de investigaciones con fondos publicos. Sin embargo, no se han restringido las
investigaciones financiada con fondos privados. A pesar de que tecnolégicamente todavia
no es posible, existe la tentacion hacia la aplicacion de procedimientos destinados a
modificar voluntariamente el sustrato genético humano.

Actualmente los conocimientos emanados de la biologia molecular han empezado a
influir en cuestiones sociales; por ejemplo, encontramos la aplicacién de un racismo
discreto, basado en la informacién genética, en algunos paises como Inglaterra. donde el
test genético sirve para clasificar a los inmigrantes {Dulbecco y Chaberge, 1989). De igual
forma existe el racismo académico surgido desde finales de los setenta y que ha vueito a
aparecer sobre todo en Estados Unidos ¢ Inglaterra. por medio de interpretaciones de los
resultados de test de inteligencia v de otros datos psicométricos que abusan del vocabulario
de la genética (Lother, 1990).

Existe un riesgo de discriminacién al usar los pruebas genéticas, basados solo por
diferencias percibidas del genoma normal, en la constitucion genética de un individuo, La
fuerza aérea norteamericana, por ejemplo prohibio a los heterocigotos con células de
anemia falciforme (que presentan una anormalidad en su composicion sanguinea, pero
pueden llevar una vida normal), a ser pilotos. por la creencia de que esas personas podrian
tener problemas en altitudes muy elevadas (Bishop, 1992); cuando sabemos que el oxigeno
y la presion estan controlados.

La carencia de conocimientos sobre el comportamiento de los genes, ha llevado a un
reduccionismo genético, el cual encierra la idea de que los genes predominan sobre el
ambiente. Esta posicion lleva al conservadurismo politico y a una denigracion de la
importancia social y cultural para manejar problemas como el alcoholismo y la pobreza.
mostrando el riesgo de un reduccionismo del ser humano a una mera secuencia de cuatro
digitos (Sarkar y Tauber, 1992). Luria ha sefialado, que existe el riesgo de convertir, lo que
fue el programa nazi para erradicar judios y otros tipos de genes de poblaciones
consideradas como inferiores, mediante el exterminio en masa, en un programa mas blando.
pensado para perfeccionar a los seres humanos, corrigiendo sus genomas conforme a un
genotipo ideal (Bishop, 1992; p. 364).

Finalmente, el hecho de que se dedique una gran cantidad de investigaciones
especializadas (incluidas cuestiones genéticas humanas) de caracter antropoldgico. a la
constitucion bioldgica del hombre y de las poblaciones humanas en todas sus fases
evolutivas, no implica, ni hay ninguna razdn para la transposicion de los conocimientos y
teorias establecidas en el terreno de la sociologia (Jahn, 1990).

Las investigaciones del genoma humano proporcionaran una gran cantidad de
informacion sobre la naturaleza quimica y fisica del ser humano, y como ya mencionamos
puede plantearnos la oportunidad de crear si no un mundo feliz, un mundo mejor para
todos, pero al mismo tiempo puede llevarnos a mayores desigualdades sociales o en el peor
de los casos a nuevos programas eugenésicos o bien a una situacién que esperemos tengan
una probabilidad muy remota, de desarrollar la escalofriante y descabellada idea de crear
"un mundo feliz" como lo ha descrito Aldhous Huxley, basada en la seleccidn y
clasificacion de una sociedad por su naturaleza genética.
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Los limites de la manipulacion genética y la terapia génica

Este tema no tendra repercusiones inmediatas, sin embargo la manipulacién
genética en seres humanos representa una preocupacion en el campo de la ética y la moral.
La tecnologia necesaria podria surgir de las investigaciones del genoma. De todos los
adelantos de la genética humana, la terapia génica es la que despierta mas temores, a pesar
de que las expectativas actuales de la terapia génica son muy limitadas. Sustituir un gen
defectuoso por uno bueno. es una de las maneras logicas de combatir una enfermedad
genética, Esto parece mostrar temores morales. a pesar de que algunas de las cuestiones son
comunes en la practica médica. En la terapia génica somatica (se realiza en células
corporales, y no afecta a la descendencia) se crean modificaciones semejantes a los
trasplantes de érganos, y su licitud no ofrece problemas morales. Mientras, se ha rechazado
al menos de momento la terapia en la linea germinal (se realiza en células germinales, y si
afecta en forma directa a la descendencia).

La palabra manipulacion viene del latin (manipulare) y quiere decir manejar con las
manos y por extensidon se entiende, manejar cualquier objeto sin necesidad de que las
manos intervengan directamente. El ser humano desde su nacimiento como especie y tal
vez un poco antes, ha manipulado objetos como palos y piedras; y posteriormente
utensilios hechos por €1 mismo, hasta llegar a manipular dtomos y substancias subatdmica.
En este largo camino de manipulacion de objetos se ha topado con algo sagrado, el cadaver
humano. En cierta forma superd esta etapa. Sin embargo, nuevamente la ciencia moderna
nos ha dado la oportunidad de ma,. pular un objeto fundamental, la molécula de la vida, el
DNA. Las primeras ocasiones que los hombres de ciencia manipularon genes, fue al inicio
de la ingenieria genética. Actualmente, se ha desarrollado tanto esta area de investigacion
que el Homo sapiens se ha convertido en un manipulador de genes (Newell, 1990). Les
Seves hu""y'"z? ha manipulado genes de microorganismo, plantas, animales y algunos genes
humanos, y ahora su intencion apunta hacia la futura manipulacion de genes humanos, tanto
de células somaticas como germinales, con la esperanza de establecer medidas terapéuticas.

Por otro lado, estas investigaciones se encuentran en la mira de grupos que estan en
contra de tendencias eugenésicas y en el centro de discusiones éticas y morales relacionadas
con la intimidad de la naturaleza humana.

Encontramos que el hombre en esa libertad de manipular que tiene, ha tropezado
con. los genes de células germinales humanas. Este tema delicado y dificil, lo plantearemos
con esta pregunta: ;Tenemos el derecho, la libertad o la calidad moral para modificar la
naturaleza genética de la especie humana?. La pregunta esta directamente relacionada con
la naturaleza del cuerpo humano. Podemos darnos cuenta que esta pregunta contemporanea
y propia del siglo XX, sin duda sera centro de fuertes discusiones en el siglo XXI; hace
recordar viejas polémicas sobre la naturaleza del cuerpo humano, principalmente polémicas
sobre la manipulacidn de cadaveres humanos.

El problema moderno al que nos enfrentamos presenta una diferencia fundamental,
el objeto sobre el que se manipulan los genes, estd vivo. ;Qué tiene de especial la
manipulacion de genes humanos?,;,Qué problemas presenta y por qué resulta ser un tema
dificil y polémico?, /Qué problemas implica, en cuanto al intercambio, eliminacién o
insercion de genes dentro del genoma humano?. Una de las mayores preocupaciones en este
terreno es que existe la posibilidad de alterar el genoma humano (Lee, 1994).
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Por un lado. tenemos que la terapia génica somadtica crea modificaciones
permanentes en el cuerpo, su licitud no ofrece reservas morales en virtud de los beneficios
del paciente; esta terapia incluye la insercion de genes buenos en células de tejido daiiados
o también incluye la posibilidad de despertar genes apagados, lo que podrd ser una
alternativa en el futuro. La terapia de genes de células somaticas se refiere a la insercion de
nuevo material de DNA en un tejido particular, en tal caso no entra en la linea celular
germinal y no se trasmite de generacion en generacion. Por otro. en cuanto a la terapia de
células germinales, un tipo de terapia que lleva a discusiones éticas, hay un consenso en que
no deberia estar destinada a usarse en seres humanos, sobre todo la referida al embrién en
una fase temprana, que presenta aspectos delicados. Las técnicas de terapias, han podido
hacerse exitosamente en planias y animales, obteniendo organismos transgeénicos.

La experimentacidn de inserciones celulares y la terapia de células somaticas y
germinales, presenta limitaciones, sobre todo de caricter técnico, por 1o que su uso esta
restringido a experimentos. En algunos paises, existe la alternativa de experimentar la
terapia de células somaticas con voluntarios que padecen enfermedades terminales, practica
que se hace en los Estados Unidos (Haq, 1993).

El problema fundamental como ya seiialamos, reside en {a manipulacion de genes
de células germinales y en la manipulacion de embriones, debido a que las alteraciones se
trasmiten a las siguientes generaciones.

"Manipulacién de genes y embriones humanos”, leer o escuchar esto. suena de una
forma esquizotrénica, espeluznante y al mismo tiempo tentador. La biologia moderna ha
desarrollado tanto la ingenieria genética, que la manipulacion de genes y embriones
humanos se encuentra permanentemente en el foco de la tentacién, con la continua
intencién de tratar las enfermedades humanas, como en su tiempo ocurrid con la
manipulacion de caddveres. Ante el desarrollo de las técnicas y el avance sobre el estudio
del genoma, se ha presentado como un suefio para muchos médicos y genetistas, poder
insertar un gen normal dentro del tejido apropiado de un individuo afectado con algun
desorden genético (Gelehrter y Collins, 1990).

La manipulacion de genes en células germinales, ha sido considerada como
medicamente innecesaria. En lugar de insertar genes normales en el huevo fertilizado, esto
supone por supuesto que el proceso de fertilizacion se realiza en el laboratorio. seria mucho
mas simple descartar los cigotos afectados (esto implica, desarrollar la tecnologia para
hacer un examen genético de la misma forma como se hacen actualmente los cariotipos) o
implantar embriones que posean una copia normal del gen obtenido mediante la
fertilizacion artificial (Lee, 1994). De esta forma la terapia génica en embriones, quedaria
unicamente considerada como un medio futuro para la introduccion de genes para aumentar
caracteristicas deseables y no como un medio curativo, ni como un medio de erradicacion
de enfermedades.

Mientras unos consideran innecesaria la manipulacién de embriones, en algunos
paises como Estados Unidos, empieza a ser legalizada. En otros estd prohibido y en la
mayoria ni siquiera esta contemplado en sus legislaciones.

A principios de los noventa se desarrollé un programa de investigacion clinica en el
continente europeo con el propdsito de estudiar esta cuestiones. En enero de 1992 se fundé
oficialmente el grupo europeo, dedicado a la transferencia de genes y a la terapia génica en
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el hombre' .Esta asociacion. dirige mas de doscientos grupos que trabajan en el tema. el
grupo trabaja con comisiones de la Comunidad Europea, encargadas de las investigaciones
en biologia y medicina, asi como de la actividad farmacéutica. La colaboracién también
consiste en establecer lineas de conductas comunes sobre cuestiones de ética y seguridad.
tanto para el paciente como para el medio ambiente en todas las fases de desarrollo de las
técnicas de transferencia de genes con fines terapéuticos (Cohen er ¢/, 1994). Sin embargo.
ante el esfuerzo de alguna naciones por tratar de reglamentar las investigaciones en esta
rea, es necesario preguntarse si ¢l mundo esta listo para un tratado internacional. que
regule las investigaciones del genoma humano, sobre todo, lo relacionado con la terapia
geénica.

En una conferencia realizada en el NIH en Bethesda Maryland en 1991, se
considerd que la humanidad aun no esta lista para la manipulacién y terapia de genes. En
esta conferencia, se manifestd la necesidad de un convenio internacional de ética del
genoma, pero con opiniones bruscamente divididas. Peter Singer de la Universidad de
Monash de Australia jefe de la recién formada Asociacién Internacional de Bioética
(formada aproximadamente por 25 naciones) cuestionaba el objetivo de lograr un tratado de
ética del genoma, formado por muchas naciones, mientras existan grandes diferencias en la
opinidn ética de un pais a otro (Aldhous, 1991a).

Estas diferencias son enormes; los congresistas alemanes sensibles a un posible
resurgimiento de la politica eugenésica nazi, votaron en 1990 para conceder seleccién de
embriones exclusivamente por doble riesgo en el transcurso de severos desordenes
genéticos ligados al sexo, tales come la distrofia muscular de Duchenne. Alemania, tiene
prohibida la manipulacidén en linea germinal, por voto unanime del congreso. Otros paises
europeos tienen leyes menos estrictas en seleccion genética (Aldhous, 1991a). En estados
Unidos estd permitido manipular embriones, que tengan un limite de 8 dias de desarrollo
{Marshall, 1994; Coperias, 1995). En la gran Bretafia. han prohibido las investigaciones en
linea germinal lo mismo que en Francia y Alemania; en Suecia se establecidé que cualquier
propuesta de terapia en linea germinal deberia someterse a un estricto examen ético. Esto
muestra, como la ética y la moral se flexibiliza, de la misma forma como se cedid ante la
manipulacion de cadaveres.

Actualmente, existen limitaciones técnicas en ¢l manejo detallado de los genes, a
pesar de que en las mismas lineas de investigacion del PGH estan desarrollandose las
técnicas, que podran traspasar esa barrera. El componente ético del Proyecto Genoma
Humano, esta destinado a desarrollar politicas por medio de conferencias y proyectos de
investigaciones sociales para considerar las cuestiones relevantes y enfrentar esta
problematica, asi como también intenta incluir actividades para promover el interés
publico

Finalmente, puesto que no es posible bloquear nada "como lo demuestra la memoria
historica, ni se pueden imponer moratorias, se teme que el prohibicionismo genérico no
tenga lugar" (Di Mauro, 1996). Lo que nos queda por hacer es desarrollar programas que
regulen las lineas de investigacion relacionadas con la terapia de genes, principalmente la
terapia en linea germinal.

! Europan Working Group on Human Gene Transfer and Therapy.
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Preocupacion educativa

La cuestion educativa, es una preocupacién mas de muchos investigadores
involucrados en el Proyecto Genoma Humano (Engel, 1993), debido a que actualmente. el
publico no sélo de los paises desarrollados, sino a nivel mundial tiene un conocimiento
rudimentario de genética {y en muchos casos ni siquiera rudimentario); ademas, carece de
medios para acceder al conocimiento y aprender mas, por lo que practicamente
constituimos una sociedad cientificamente analfabeta, a pesar de que el impacto social de la
ciencias y de la tecnologia es evidente. Sin embargo. lo que siempre interesa son los efectos
practicos de la investigacion.

El problema de la educacion genética refleja una deficiencia; por el fracaso para
comunicar la naturaleza de esta informacion. la capacidad y las limitaciones de esta drea
cientifica, por otro lado. también el fracaso para demostrar las implicaciones personales ¥
sociales del progreso de la medicina y de la tecnologia.

Ya vimos que alrededor del proyecto hay muchos temas que han causado fuertes
polémicas y que sin embargo, mas que problemas éticos representan problemas educativos
(Newell, 1990), como ocurre con muchas de las discusiones de genoterapia. Algunos
criticos del proyecto sostienen que el publico debe tener mayor voz en lo que los
cientificos hacen o les permiten hacer, alegando que debe haber una legislacion especifica
(este tipo de legislacidén ha estado en vigor en el caso de los transplantes de organos y
parece haber sido bien aceptado entre pacientes y meédicos) que abrjue los temas
controvertidos o de riesgos. Sin embargo, no puede haber discusién con ui piblico que no
conoce los temas.

En este sentido, y para proporcionar herramientas adecuadas al publico interesado.
desde la creacion del proyecto se delinearon esfuerzos de ELSI (capitulo anterior) que
incluian algunos proyectos educativos, que podrian ser lanzados como programas para
lograr una educacién a diferentes niveles, para educar a un publico mayor, a nifios, a
médicos y consejeros genéticos, al publico en general, asi como a quienes planean y
determinan las leyes (Lander. 1996), creando programas televisivos de divulgacion para
informar a los ciudadanos, con el objetivo de tratar la carencia de la informacion publica
acerca del PGH, y aumentar la comprension de las cuestiones éticas sociales y legales, a
través de talleres educativos para profesores de ciencia. y buscar una legislacion adecuada
para la proteccion de nuestra informacion genética.

En Estados Unidos, para cumplir esta intencién de una educacidn a mayor escala, la
Biological Science Curriculum Study (BSCS) y la American Medical Association (AMA)
en cooperacion con las comunidades de genética humana, desarroilaron un programa para
mejorar las deficiencias de educacién de los estudiantes y maestros de la escuela superior.
acerca del Proyecto Genoma Humano. del programa titulado "Mapeo y Secuenciacion del
Genoma Humano: Ciencia Etica y Politica Publica”, apoyado por el DOE, resulté una
distribucion libre de un mddule de 94 paginas, para cada uno de los aproximadamente 50
000 profesores de biologia de la escuela superior en los Estados Unidos. Esta publicacién es
interesante porque es un trabajo libre de derecho de autor, que puede copiarse y distribuirse
para fines educativos (Mclnerney, 1993). La intencion de este trabajo es explorar temas de
genética humana, asi como la naturaleza y la necesidad de analizar la relacion entre el
rapido progreso cientifico y tecnolégico y sus efectos en la sociedad.
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La ausencia de conocimientos en el drea de la genética humana engendra
generalmente incomprension, pasion, temor. y muchas ideas distorsionadas acerca de la
naturaleza de los seres humanos; esa naturaleza genética que nos hace diferentes. unos de
otros, lleva generalmente a un racismo irracional, emanado de un mal entendimiento de
esas diferencias genéticas. por lo que es necesario un enfoque educativo, que siente las
bases para una mejor comprensién del genoma humano. En este mismo sentido, existe la
necesidad de aclarar la importancia de la interaccion entre genes y ambiente para quitar del
publico la nocion de determinismo genético (en el sentido de que generalmente se piensa
que tanto. todas las enfermedades como el comportamiento son determinados por los
genes), que como lo mencionamos .n al apartado sobre el uso de la informacién {capitulo
I1I), puede llevar a una discriminacion injusta.

Existe la intencién general de mejorar la comprension de la variedad humana y
reducir el miedo irracional que se tiene a la tecnologia genética.

La mejor manera de evitar experimentos que atenten contra la vida humana. ¢s tener
un pueblo educado, con buenos principios éticos. Asuntos que finalmente no sélo son
responsabilidad de padres y maestros, sino también de los medios de comunicacidn. que a
veces actian con sensacionalismo para vender la informacion; de dirigentes que toman las
decisiones y de personas involucradas en la generacion de este tipo conocimiento. Muchas
publicaciones de los paises participantes recomiendan la educacién publica, como un medio
para aumentar la participacion ciudadana en forma efectiva, en la determinacion de politicas
que regulen por un lado, los proyectos como terapia de genes, clonacion y en general todos
los que tengan que ver con investigacion del genoma humano; y por el otro, politicas que
regulen el uso de la informacion.
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CAPITULO V
Influencia del PGH en la ciencia

En esta parte sefialaremos cuestiones que estan estrechamente relacionadas con la
practica cientifica, que sin duda serd beneficiada con la informacion del PGH. Los temas de
este capitulo son: el proyecto como 'na empresa cientifica y su ideologia; el problema del
polimortismo humano; la idea optunista de una mayor teorizacién de la biologia: la
integracion de organismos modelo como herramienta alternativa a la complejidad de
estudios y de investigacion de fendmenos bioldgicos; la innovacion de la informatica.
relacionada con el manejo de la gran cantidad de informacion obtenida por el PGH y su
relacidon con la ciencia biolégica moderna y finalmente, el entrenamiento de cientificos
Jovenes.

Empresa cientifica

En estos parrafos delinearemos brevemente al proyecto como una empresa
cientifica, centrandonos en su modelo de investigacion, el objetivo cientifico v su ideologia.
Se ha mencionado en ocasiones que ¢l proyecto es consecuencia del propio avance de la
ciencia, principaimente en el drea de la biotecnologia, la informatica y algunas areas de la
fisica y de la quimica. inclusive puede ser visto como necesario.

El Proyecto Genoma Humano, tiene actualmente una participacidon cientifica
mundial que rompe con los esquemas en la forma de hacer ciencia. La ciencia moderna
tiene tres distintos tipos de manejo de la estructura de investigacion de acuerdo a la
interpretacion Yager et al, {1992).; (1) muchas investigaciones son conducidas por grupos
que tienen menos de diez miembros, un director principal que dirige los objetivos vy
esfuerzos de 'a investigacién, (2) centros multidisciplinarios compuestos por 20-30
miembros, con diferentes centros cientificos y ocasionalmente ingenieros; estos proyectos
generalmente se centran en problemas de naturaleza tecnologica y, (3) la gran ciencia, que
incluye la creacion de un sélo y caro instrumento y se desarrolla en una localizacion y en un
periodo de tiempo determinado.

EL PGH en su modelo de hacer ciencia para cumplir su objetivo cientifico, presenta
un esquema que involucra a cientos de laboratorios y miles de personas alrededor del
mundo, actualmente representa un modelo de investigacion cientifica. A pesar de que en su
origen fue propuesto por una comunidad muy reducida de cientificos y médicos, inclusive.
algunos criticos del proyecto han llegado a considerar que el impulso del proyecto. no fue a
partir de la propia ciencia, sino una cuestion politica llevada al congreso por ¢l senador de
New Mexico. Pete V. Domenici, quien era presidente en el senado del Subccmite del
investigacion y desarrollo de energia, buscando una participacion fundamental del DOE,
cuyos Laboratorios principales, Los Alamos; se encuentran en Nuevo México (Leder, 1990;
Rechsteiner, 1991).

El objetivo cientifico es mapear y secuenciar el genoma humano. Sin embargo, a
este objetivo se le ha cuestionado su caracter cientifico, ya que se piensa que no aportara
ningun conocimiento esencial. “Mapear y secuenciar el genoma puede no ser en si mismo
la formacion de conocimiento biologico™ (Haq, 1993). Seria mas que nada, la aplicacion de
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técnicas ya desarrolladas y no en el sentido de que se hagan avances conceptuales o se
rompa conceptualmente con conocimientos que sostiene la biologia, como en su tiempo lo
hizo la teoria de Darwin. las leyes de Mendel o el propio descubrimiento de la doble hélice
por Watson y Crick. De esta forma el PGH se ve como una estrategia cientifica mediocre
(Rechsteiner, 1991). ya que la ciencia se ha caracterizado por hipotesis relevantes, probadas
con disefios elegantes y realizando experimentos competitivos; visto de esta forma el PGH
queda como una masiva coleccion de datos. ademas de que hay razones para esperar que la
coleccion de datos no se consiga con precision suficiente.

A pesar de estas criticas. el objetivo cientifico del proyecto puede en esencia ser
incontrovertible. Si hay controversia se debe a su relacion con la primacia y la ideologia
con la que se desarrollan las investigaciones (Lederberg, 1993).

El proyecto ha recibido criticas de acuerdo a Sarkar y Tauber (1993). por carecer de
una racionalidad cientifica, y presentar el reduccionismo, no solo como método si no
como ideologia cientifica. El reduccionismo como método ha sido la herramienta
tradicional de la investigacion de la biologia molecular, disciplina que ha llegado a
considerarse como la Revolucion Biologica del siglo XX.

En su origen el reduccionismo fue declarado como un programa especifico por
fisitlogos alemanes en 1840, como un intento deliberado para desacreditar el vitalismo en
biologia, deseando establecer un dominio de la fisica y de la quimica. como las ciencias
modelo para explicar los procesos organicos (Tauber, 1996). Actualmente el reduccionismo
puede ser dividido en tres categorias: ontoldgico, metodolégico y explicativo para
Francisco Ayala (1983) o constitutivo, explicativo y tedrico para Alfred Tauber (1996).

En relacién al reduccionismo ontoldgico o constitutivo la cuestion estriba en si las
entidades fisicoquimicas son la base de todos los fenémenos vivientes, no ser reduccionista
en este nivel implicaria ser vitalista y pensar en un é/an vital, entelequia o alguna fuerza
inmaterial para explicar los fenémenos de la vida. El reduccionismo ontolégico implica el
que las leyes de la fisica y de la quimica se apiiquen plenamente a los procesos bioldgicos a
nivel de atomos y moléculas.

En cambio el reduccionismo metodolégico o evplicativo abarca cuestiones
referentes a la estrategia de investigacion y a la adquisicion de conocimientos; en el intento
de comprender el total se deben descomponer sus componentes, a menudo es util en la guia
de investigaciones para mecanismos o0 constituyentes de un procesos. El analisis
bioquimico y la comprension de los procesos metabolicos son un resultado positivo del
reduccionismo metodolégico. De igual forma a partir de los aspectos mas reduccionistas de
la investigacion del DNA se ha llegado a comprender manifestaciones patoldgicas
fundamentales para la medicina (Lederberg, 1993).

Por ultimo.en el reduccionismo epistemoldgico o tedrico la cuestion general radica.
en si las teorias y leyes experimentales formuladas en un campo de la ciencia pueden
considerarse casos especiales de teorias y leyes formuladas en algin otro campo cientifico;
si tal es el caso, se dice que la primera rama de la ciencia ha sido reducida a la segunda
(Ayala. 1983).

Podemos ver que hay varios usos del término reduccionismo. Sin embargo, para
efectos de este trabajo podemos resaltar dos que resultan utiles, el reduccionismo como un
método préctico y el reduccionismo como una vision ideolégica. El primero como ya vimos
resulta util en las investigaciones de la biologia molecular y el segundo es un tema que no
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ha recibido mucha atencion por parte de historiadores profesionales y filésofos. Los
estudios principalmente se han centrado en la biologia evolutiva con una carencia de
enfoques filosdficos hacia la biologia molecular, carencia que ha sido notable durante los
debates que surgieron alrededor del Proyecto Genoma Humano vy que apenas en dos
conferencias celebradas en 1991 en Boston y 1993 en New York, se empezé a mostrar
interés en la historia de la biologia molecular desde una perspectiva filosofica (Sarkar.
1996).

Podemos ver que dos tipos de reduccionismo convergen para generar fo que
llamamos la ideologia del PGH, el primero es el reduccionismo metodolégico, v el segundo
el mismo tipo de reduccionismo convertido en una ideologia como un “reduccionismo
genético” en el intento de afirmar que todas las propiedades biologicas de un organismo
pueden ser explicadas y ser determinadas unicamente por sus genes. De esta forma las
explicaciones reduccionistas como un estrategia de investigacion han sido transformadas en
una ideologia por los proponentes del PGH. El reduccionismo genético. que es una de las
cuestiones mas crticadas al PGH, queda unicamente como una herramienta de
investigacion para elucidar la organizacion de los genes en los cromosomas, ignorando la
complejidad de la interaccién de la herencia y el ambiente y la dificultad de separar las
contribuciones relativas de cada uno (Sarkar y Tauber, 1993). Caben mencionar también
"los cambios internos" es decir la propia combinacién genética debido a interacciones entre
genes, que consecuentemente provoca cambios en la accion de los genes.

Vemos que el dominio del paradigma del DNA, ha sido un triunfo de la
interpretacion mecanicista de la biologia del siglo XX. Los éxitos en genética y biologia
molecular en afos recientes han contribuido a provocar la tendencia en biologia hacia el
reduccionismo. Ante esta situacion es comun encontrar la confusién del reduccionismo
como una tictica con el reduccionismo como una postura, la posicion extrema sugiere que
todas 0 muchas de las enfermedades y comportamiento humano puede ser atribuido a los
genes. La biologia molecular después de 1953 ha generado un ambiente en el cual el
enfoque reduccionista, para un amplio rango de investigaciones, como el mejoramiento en
las técnicas de secuenciacidon, el desarrollo del DNA recombinante, los sistemas de
clonacién y la manipulacién de hospederos. lo han convertido en un enfoque genético
infinitamente simple para un organismo incluyendo al ser humano. Sin embargo.
acompafiada de esa transformacién de la biologia. se ha llegado a una posicion
reduccionista extrema hacia la ciencia misma y hacia las aplicaciones sociales. El empleo
del reduccionismo en la ciencia ha sido traducido en una vision metafisica. Algunos
bidlogos moleculares han dicho que todo los problemas bioldgicos son mejor enfocados
con el estudio de los genes. Muchos dirigentes de la revolucion en biologia molecular han
reivindicado todo papel explicativo para la genética y muchos de estos dirigentes estdn
asociados con el inicio del PGH (Beckwith, 1996). En seguida mostramos algunas
afirmaciones tomadas de Beckwith (1996) de los dirigentes del PGH que resumen su
posicidn ideoldgica:

J. Watson " antes pensdabamos que nuestros dv  no estaba en las estrellas, ahora
sabemos en gran medida que nuestro destino esta en los genes”.

Norton Zinder llama la secuencia del genoma "la piedra de la Roseta".

Walter Gilbert llama a la informacion completa de la secuencia del genoma humano
"El Santo Grial de la genética humana".




Robert Sinsheimer dice que “la secuencia define un ser humano"

Charles De Lisi, tituld un articulo sobre el genoma humano como "e! plan maestro
de la vida".

Paul Berg cree que "muchas enfermedades son claramente el resultado de
mutaciones hereditarias”.

Francis Collins, sugiri6 que probablemente e/ PGH transformard la medicina del
siglo XXI en un modo preventivo, donde las predisposiciones genéticas sean identificadas y
tratadas antes de la enfermedad.

Daniel Koshlan supone que e/ PGH podria proporcionar soluciones a muchos de
nuestros problemas sociales.

Estas actitudes hacia el futuro de la biologia y su impacto en los problemas sociales.
refleja claramente la confusién del reduccionismo. El movimiento dentro de la biologia
centrandose en los genes como la base de todos los estudios biologicos es una vision
“miope”, existiendo un riesgo latente cuando esta vision pasa a problemas sociales.

No es posible dejar de lado la relacion de los genes y los ambientes biologico y
social en el que se expresan.

El reduccionismo del PGH destaca el nivel molecular a costa de todos los otros
niveles. Sin embargo, no indica que con el tiempo. no se pueda obtener una comprension
reduccionista de los organismos; el hecho de que el reduccionismo biologico valga la pena
depende del contexto cientifico, es decir, de que la investigaciéon haya progresado lo
suficiente para proporcionar comprension mediante la reduccidn (Sarkar, 1992). La
complejidad de un sistema hace imposible una explicacion reduccionista, En este caso, por
ejemplo, los procesos de las enfermedades ante multiples factores ambientales o la
susceptibilidad a ellas, asi como la interaccion de genes, se convierte en un sistema
complejo, dificil de explicar. Estas razones lleva a pensar que en muchos casos, la
informacion de la secuencias solo esta al inicio de las investigaciones (Lederberg, 1993).

Anailisis e interpretacion del genoma

El interés en analizar e interpretar las secuencias se ha hecho evidente en la
investigacion del genoma humano, un interés que se desprende como una consecuencia
inmediata de la ideologia cientifica del Proyecto Genoma Humano. Tom Wilkie en su libro
El experimento peligroso sefiala que * la verdadera importancia del PGH podria consistir
en culminar la revolucion iniciada por Darwin y Mendel, en forma parecida a la
revolucion de la fisica iniciada por Copérnico, Kepler y Galileo en el siglo XVI 'y que su
impacto sobre el resto de la sociedad, sobre la imagen que la humanidad ienia respecto a
su posicion en el cosmos no se hizo patente hasta después de Newlon, quien abric el
campo a una nueva imagen de éste.”, En ¢l sentido de que la interpretacion de la
informacion del genoma pude darnos una nueva imagen de la naturaleza humana.

Lo que directamente implica esto, es una busqueda de una mayor teorizacién en la
biologia; Walter Gilbert en 1991 publicé en Nature un pequeiio articulo titulado "Hacia un
cambio de paradigma en la biologia", en donde sefiala que el analisis del genoma podria ser
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el inicio de una biologia mas tedrica'. Sefiala que todos los genes seran conocidos. en el
sentido de encontrarse disponibles en bases de datos electronica. a través de redes alrededor
del mundo, y que podria facilitar el analisis, “quizds por un par de mentes brillantes que
puedan darle una interpretacion que nos presente, una nueva vision de la vida ™ (Gilbert.
1991). En este sentido el nuevo paradigma implicaria una nueva forma de hacer biologia.

El analisis que la comunidad internacional intenta, es a partir de la enorme cantidad
de datos de secuencias que se obtendran de la secuenciacion a gran escala.

Esta intencion de hacer una biologia mas tedrica, no es nada novedoso y el tema ha
sido tratado desde hace algunos afios y acapara cada vez mas el interés y la unanimidad
sobre la existencia de una teoria global de la biologia. Con el surgimiento del PGH. se ha
planteado el hecho de que habra mayores elementos para una biologia mas tedrica.
Consideraremos primero estos elementos y posteriormente las objeciones y limitaciones
implicitas en la biisqueda de una mayor teorizacion en la biologia.

Existen proyectos tanto en Estados Unidos, como en otros paises europeos y Japon,
destinados a la creacion de una infraestructura en informdtica y en la basqueda de
parametros de analisis. Por ejemplo, en Bari, Italia. el Dr. Saccone y colaboradores estan
interesados en reconocer el significado bioldgico de las secuencias, desde un punto de vista
lingiiistico y han desarrollado programas de computadora. Uno de los mayores intereses, es
el analisis de correlacion entre el diferente vocabulario ad sptado por dos o0 mas secuencias
con ¢l mismo papel biologico. Este enfoque puede ser 1til para clasificar nuevas secuencias
cuyo papel biolégico sea desconocido. Estos métodos estdn siendo aplicados a mitocondrias
de mamiferos y para algunas secuencias humanas. La aplicacion del método lingiiistico de
esos datos puede ser un primer paso hacia la clasificacién del vocabulario humano, de
acuerdo a las diferentes tipos biolégicos (Dulbecco, 1990).

En Japon, se establecid un programa del PGH. principalmente para la creacién de
herramientas de analisis del genoma.

En relacidn a este tema existen opiniones encontradas, algunas suaves como la de
Watson, quien considera, que quizas dentro de mil aflos podamos empezar a interpretar las
secuencias del DNA completo del genoma (Lee, 1994); posicion parecida a la de Chargaff.
quien piensa que aun no se esta al final y que el intento de construir una imagen total en
funcién de nuestros conocimientos actuales conduce al mayor pecado de la ciencia (Jahn,
1990).

Otras opiniones son mas duras. Algunos criticos consideran que el Proyecto
Genoma Humano sera al final sélo una larga lista de bases de DNA, conseguida tras un
arduo trabajo, y un costo excesivo, sin proporcionar mas que un vistazo al fugaz mundo de
los seres vivientes, sobre todo cuando sabemos la dinamica que se da entre los seres vivos,
con el cambio continuo e incesante de los genomas. Sarkar considera que seria engafiarnos
a nosotros mismos, el pensar que una vez que poseamos la secuencia comprenderemos todo
el significado de ta herencia de nuestra especie y que sélo representa prejuicios genetistas
de principios de siglo el pretender ver a los organismos desde la perspectiva de sus genes
(Sarkar y Tauber, 1993). Esto ha llevado a los humanistas a pensar que “al llegar al
momento de la interpretacion, para tratar de comprender la naturaleza humana, en base a

! usamos las palabras "biologia mas tedrica", porque en realidad gran parte de las investigaciones bioldgicas
tienen una carga tedrica, pero aqui nos referimos a una biologia que se alejada un poco de la experimentacién,

64



la interpretacion de secuencias y puisar que tener la secuencia serd una gran aventurd en
la biologia humana y la llave para comprender de qué estd hecho el ser humano, es caer en
un reduccionismo totalme. - absurdo y lleva la informacion del PGH a una estrategia de
investigacion radicalmente r. luccionista” (Rosemberg, 1992).

A pesar de que hay u.: gran consenso en analizar ¢ interpretar el genoma humano.
hay también un acuerdo respecto a la extraordinaria diferencia entre el nivel tedrico v el
grado de teorizacion en cada una de las diferenics dreas de la biologia. que plantea una
limitacién infranqueable. Por ejemplo, parece implicar que cuando tengamos la secuencia
de todos los genes de un organismo, tendremos virtualmente toda la informacién basica
requerida para explicar el fenémeno bioldgico; sin embargo, el factor limitante no es
unicamente conocer la estructura de los genes, sino también, la expresion de esos genes. la
cudl varia en forma muy compleja. "el nuevo paradigma” podria ser dirigido no solo por la
estructura de los genes, sino también por la elucidacion de la funcion integrada de genes.
enzimas, membranas y metabolismo en el organismo ¢ mpleto (Pirt. 1991), por lo que
resulta muy dificil una biologia mas integrativa, a partir de datos de secuencias. Estas
consideraciones también representan una limitacién cientifica criticada respecto al PGH
como una empresa cientifica y corno una herramienta hacia una biclogia mas tedrica.

La mayoria de los autores coinciden en que la vida se manifiesta en formas muy
vartadas y que puede ser analizada desde muchos puntos de vista de donde resulta una
multiplicidad de teorias biologicas particulares. Por otra parte, también la mayoria coincide
en que la mera adicion de todas estas teorias no llega a constituir una biologia mas tedrica
por lo que parece dificil establecer una teoria de la biologia o un andamiaje armonico de
teorias biologicas. Algunos campos de la biologia se han desarroliado diversamente en
cuanto a su contenido tedrico, como la biologia molecular, la citologia, la genética. la
biologia del desarrollo, la biologia de la evolucion y la ecologia. Sin embargo. todas estas
dreas muestran una disparidad de niveles, dificil de traspasar para alcanzar un desarrollo
hacia una biologia mas tedrica.

Intentar unificar los diferentes niveles en los que se mueven los seres vivos, si es
que ¢sto es posible, hard necesario buscar nuevos horizontes en la filosofia de la biologia,
asi como enfoques metodologicos novedosos en el analisis e interpretacion del genoma o
del conjunto de genomas. Finalizamos esta parte, centrando la atencidn en la siguiente
pregunta, ;Es necesaria una integracion o teoria global para entender y comprender los
fenémenos bioldgicos?. La respuesta a esta pregunta es que en realidad no lo sabemos.
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Polimorfismo humano

El polimorfismo definido en forma simple es la diferencia genética entre un
individuo y otro; por ejemplo. en el ser humano esa diferencia es del 0.1 al 1%. El
polimortismo no solo se encuentra presente en el genoma humano sino en todos los
Organismos.

La carga genética de cada individuo es igual y unica en todas las células que
componen a un individuo. En la poblacién humana existe una vasta diversidad genética.
con miles de alelos en muchos /oci genéticos, analogo a la huella dactilar, tnica de cada
individuo y cuya aplicacion puede ayudar a resolver o esclarecer delitos; en el caso del
genoma humano, estas huellas dactilares Unicas de cada individuo representarian como
mencionamos en un principio el polimorfismo entre los seres humanos; asi como en el caso
de las huellas dactilares se ha estudiado esta diferencia entre individuos a través de patrones
y medidas establecidas, en el caso del polimorfismo en ¢l genoma humano. se han utilizado
técnicas que se basan en la comparacion de datos obtenidos de los mapas de restriccion.

En el Proyecto Genoma Humano, el polimorfismo trajo consigo una serie de
inquietudes y preguntas entre la comunidad cientifica. Una de las preguntas planteadas fue
en torno al ideal de alcanzar una biologia. en un sentido mas integrativa, Asi como la
disponibilidad de mapas y secuencias patrones para usos médicos. Sin embargo. esta
diferencia genética entre individuos de una misma especie, impide la estandarizacion de un
mapa o secuencia patron que pudiera aplicarse a cualquier individuo sin importar su historia
étnica o geografica y cuya aplicacion seria mas facil para la practica médica.

LLa presencia de este polimorfismo, hace dificil la comprension y el conocimiento de
informacion obtenida.

Para resolver un poco este problema se ha planteado el uso del polimorfismo para
crear puntos de referencia en los mapas, es decir que se podria tomar ventaja de esta
diferencia genética para desarrollar marcadores genéticos polimdrficos, también llamados
RFLPs, como resultado en {a diferencia del tamaiio de los fragmentos generados de la
digestiébn con enzimas de restriccion entre individuos. Estos marcadores de DNA
polimorficos podrian ser usados junto con los analisis de coherencia en la localizacicn de
genes. Otro enfoque es crear una coleccion de catalogos de variantes comunes, que pucdan
transformar las investigaciones para genes susceptibles a través del uso de estudios
asociados (Lander, 1996).

Debido a que uno de los objetivos importantes en el analisis del genoma humano es
la determinacidn rapida de las variaciones y mutaciones en secuencias especificas entre
individuos, es necesario desarrollar lineas de investigacion para la creactdn de técnicas v
aparatos de analisis de variacién genética. Actualmente se han desarrollado algunos
avances. entre estos esta por ¢jemplo, un chip de un conjunto de DNA de alta densidad ,
que se ha usado para genes mitocondriales humanos (16.6 Kb). Una secuencia de largo L
fue probada por hibridacién para un comjunto que contenia cuatro sondas L de 13
oligonucledtidos. Las secuencias pueden ser leidas en minutos por comparacion de la
muestra (marcados con un solo tinte de color) el analisis polimérfico de secuencias podria
ser posible con este nuevo enfoque. Por ejemplo, el conjunto de oligonucleétidos de alta
densidad pueden ser utilizados para caracterizar el espectro de variacion de secuencias en
una poblacion y puede ser aplicado al analists de muchos genes en forma paralela; en el
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caso de DNA humano pueden ser analizadas simultaneamente las regiones de control. los
genes codificantes, y RNAt el método puede ser utilizado para identificar secuencias
polimérficas. Este método para secuencias polimdrficas puede detectar con una resolucion
de unas cuantas bases y una eficiencia sin precedentes (Chee ef al, 1996).

Ademas de la transmision de una mutacion y de la accion de los genes, el estudio de
la variacion individual es uno de los principales objetivos de la genética. Sin la variacion
normal y patologica, la informacion del genoma humano no seria valiosa: Pero para esto se
debe tomar en cuenta, el genoma del mayor numero de poblaciones posibles. de lo
contrario, las investigaciones quedarian centradas en el material bioldgico de los europeos y
el resto de la humanidad estaria siendo ignorada, al mismo tiempo se deben manejar con
cuidado los estudios en poblaciones nativas de diferentes regiones, evitando que las
investigaciones sobre sus genoma, sean una explotacion mas del hombre blanco (Kahn,
1994).

La variacion individual es una preocupacion obvia y encierra dos problemas: El
primero, plantea la importancia del conocimiento de la conservacion evolutiva de los
segmentos de DNA y el segundo la presencia de elementos altamente variables de DNA. La
inspeccién de la diversidad genética para solucionar el problema del polimorfismo y
esencialmente para otras investigaciones, se ha transformado en un objetivo central del
programa de antropologia de la Fundacion Nacional de Ciencia (NSF' ), a+' como el de
Luca Cavalli-Sforza quien piensa que una de las razones mas importantes €s comprender la
diversidad humana, tanto en la variacion normal como en la de las enfermedades
hereditarias’ .

Para resolver estos problemas, Luca Cavalli-Sforza propone una solucion simple,
tomar una muestra de genes mediante los cultivos de linfocitos de los grupos aborigenes de
diferentes partes del mundo (Cavalli-Sforza, 1990).

En 1991 varios cientificos propusieron un esfuerzo global para estudiar la
diversidad genética entre las personas del mundo. El proyecto, dijeron: " podria dar una
nueva luz de nuestra especie, desde los movimientos prehistoricos, la cultura y la lengua a
ravés de los continentes. asi como las bases genéticas de la susceptibilidad a
enfermedades . Esto fue tomado por los defensores de los indigenas como un colonialismo
genético. A pesar de las controversias, se llevo a cabo la creacion de un proyecto llamado el
Proyecto de la Diversidad Genética Humana; propuesto por Cavalli-Sforza y Ken Kidd de
la Universidad de Yale y Mary Claire Wilson, Charles Cantor de Berkeley en California.
Todos ellos acordaron formar lineas celulares tomadas de individuos de diferentes regiones
que podrian ser preparadas del DNA de sangre, del pelo y saliva. Esta coleccion podria
centrarse en poblaciones que han sido aisladas geograficamente o que tienen una distincion
cultural v lingiiistica; lo cual permitiria obtener una mayor cantidad de informacion (Weis,
1991; Kahn, 1994).

En tomo al Proyecto de la Diversidad del Genoma Humano, que inicié planes
formales en 1994, surgieron algunas dudas tanto en la comunidad cientifica como en
muchos de los grupos indigenas sobre sus repercusiones, quienes reaccionaron en contra de
éste, porque consideraron que la informacién podria ser utilizada contra las personas

! National Science Foundation.
* cavalli-Sforza et al, 1991; Leslie, 1991b; Wiess, 1991.
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indigenas; por ejemplo, para desarrollar armas bioldgicas especificas contra los grupos
indigenas, ain cuando actualmente ésto no sca cientificamente posible. Mientras que los
cientificos del HGDP argumentan que el proyecto es una arma poderosa contra el racismo y
contra las investigaciones del genoma humano.

Es facil comprender el temor debido a que las teorias genéticas han sido utilizadas
en este siglo para apoyar una ideologia biologista. Esto podria llevar a un inherente racismo
y podria llevar a una nueva definicion de raza basada en ciertas caracteristicas genéticas. a
pesar de que hav 'm consenso de que las razas no pueden ser genéticamente definidas
(Kahn, 1994).

A pesar de estas dudas, tanto en la poblacion en general como en la comunidad
ctentifica, el estudio del polimorfismo traeria benefictos, pues esta diferencia podria servir
para inferir los grados de relacion y construir arboles genealogicos. De igual forma. podria
ayudar también a comprender toda la variacion individual de la "secuencia” de referencia
que surgira del Proyecto Genoma Humano.

Mias de 50 antropdlogos, arquedlogos y lingiiistas del mundo se reunieron en
Pennsylvania con el objeto de identificar las 500 o mas poblaciones indigenas del mundo.
con la intension de cumplir con los objetivos del Proyecto sobre la Diversidad del Genoma
Humano, para obtener informacidn sobre la diversidad genética y como estan relacionadas
las poblaciones, de esta manera se podria sondear la historia evolutiva de la humanidad, se
podria encontrar el origen humano, las rutas o los patrones de migracién y expansion
(Leslie, 1992b).

Estudios de Biologia comparada

El polimorfismo que por un lado causa serios problemas, por el otro permite un
analisis de la historia evolutiva del hombre y de los organismos a nivel molecular. Se ha
creado un ideal en esta linea de investigacion, que podemos encuadrar con un fragmento de
Cien afios de Soledad de Garcia Marquez, que dice en la siguiente estrofa:

... porque entonces sabia que en los pergaminos
de Melquiades estaba escrito su destino. Los encontro
intactos, entre las plantas prehistoricas...y no tuvo
serenidad para sacarlos a la luz, sino que alli mismo, de pie sin la menor
dificultad, como si hubiera estado escrito en castellano
bajo el resplandor deslumbrante del mediodia, empezo
a descifrarlos en voz alta. Era la historia de la familia, escrita por
Melquiades, hasta en sus detalles mas triviales, con cien afios
de anticipacion. GGM

;Hace cuantos millones de afios que fuimos escritos?, ;Hace cudntos millones de
afios que empezd la impresion de la biblioteca humana? y qué relacion guarda con "la
biblioteca viviente" (Di Mauri, 1996). El ideal en este sentido es estar un dia, en forma
parecida a Aureliano Babilonia, el personaje de Garcia Marquez que encontrd los
manuscritos de Melquiades ; descifrando y entendiendo la historia evolutiva de nuestra
especie. Motivados por este ideal, muchas universidades del mundo estan trabajando en el
desciframiento del codigo hereditario del hombre para que quizas pronto, podamos leerlo
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como si fuera un gran libro que recoge el pasado y el futuro de nuestra especie (Dulbecco y
Chaberge, 1989). Al terminar el proyecto del genoma humano tendremos la posibilidad de
ider icar todos los gene que hacen al ser humano. y podremos comparar las secuencias del
ser humano con las secuencias del raton y determinar los genes que definen a un mamifero.
asimismo hacer la comparacién con las secuencias de los demds organismos modelo. El
enfoque a seguir serd en principio un analisis comparativo, similar a la vieja traicion de la
anatomia comparada, pero a un nivel molecular.

No solo se pueden hacer comparaciones con las secuencias, sino también con los
mapas y rearreglos cromosomicos (Nadeau er a/, 1997). Después de la divergencia de los
mamiferos hace uno 70 millones de afios, el arreglo de los cromosomas se ha alterado del
orden original de genes y en algunos casos se han intercambiado segmentos entre
cromosomas. Sin embargo, el nimero de ordenamientos ha sido suficiente para que los
restos de cromosomas ancestrales puedan ser encontrados en mapas genéticos, por
comparacion en la localizacion de genes homologos de diferentes especies; estos estudios
pueden asimismo revelar la organizacion y evolucion del genoma.

También podremos tener un andlisis comparativo entre nuestra especie, a partir del
conocimiento de todas las secuencias de todos los tipos de seres humanos (el Proyecto de la
Diversidad del Genoma Humano sera fundamental para lograr esto), podriamos reconstruir
mucho de la historia de las poblaciones humanas modernas en términos de migraciones
prehistoricas y los efectos del fundador, podriamos estudiar la estructura de poblaciones
humanas, las frecuencias y tipos de mutaciones, y la seleccién natural en humanos a lo
largo de gradientes ambientales, asi como también podriamos comprender nuestra
susceptibilidad genética a muchas enfermedades (Diamond, 1991).

De igual forma tendremos la oportunidad de hacer analisis entre el genoma humano
y otros organismos. Ya se han iniciado los trabajos comparativos, por ejemplo en el
Departamento de ecologia y evolucién de la Universidad de Nueva York, estdn trabajando
con secuencias de nucledtidos de 7 genes en especies vivas de 16 phyla, argumentando que
la tasa de sustitucién de nucledtidos es aproximadamente igual, los autores usan fosiles para
observar diferencias y sincronizar los datos, en las secuencias de genes entre especies
(Wray et al, 1996).

A pesar de que el estudio de las cuestiones evolutivas no estan incluidas
directamente en los objetivos del PGH, la informacién obtenida influird enormemente en el
estudio de la evolucién de los organismo involucrados, entre ellos como ya mencionamos el
ser humano y todos los organismos que se vayan incorporando como candidatos  ser
secuenciados, entre los que se encuentran plantas comerciales y animales domésticos.
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Organismos modelo

Entre los objetivos del Proyecto Genoma Humano esta el de mapear y secuenciar el
genoma de organismos llamados modelo. con el proposito de que sirvan como medelos de
estudio en la comprension de fenémenos bioldgicos. filogenéticos. evolutivos ¥y como una
herramienta para ayudar a interpretar el genoma humano. El estudio de estos organismos ha
sido incluido como un proyecto paralelo adicional al Proyecto Genoma Humano (Engel.
1993), con la intenciéon de mapear y secuenciar estos genomas antes de iniciar la
secuenciacién a gran escala del genoma humano. La idea primordial radica en tomar
ventaja de la conservacidn evolutiva a través de las diferentes especies de animales con el
fin de establecer correlaciones de éstos con el ser humano. Esta idea a sido encausada por
observaciones hechas acerca de ta homologia de muchos genes de organismos. con los
correspondientes genes humano. Esta homologia puede ser utilizada como sonda para aislar
genes, asi como para facilitar el desarrollo de tecnologias para el analisis gendémico. para
experimentar los efectos de nuevos tratamientos médicos, medicamentos, y para elucidar
funciones de los genes.

El mapeo y eventualmente la secuenciacién del genoma humano podra en principio
revelar toda la informacion necesaria para entender el desarrollo bioldgico de un ser
humano. Sin embargo, la habilidad para interpretar mucha de esta informacion dependera
de estudios de los organismos modelo, ya que la experimentacion en los seres humanos esta
estrechamente limitada por consideraciones éticas (discutidas en el capitulo [1[) que existen
en torno a este tema asi como por factores practicos. En contraste, los organismos modelo
tales como las bacterias, levaduras, nematodos. moscas y ratones pueden manipularse
genéticamente con facilidad. El conocimiento obtenido del mapeo de genomas de estos
organismos esta enfocado a comprender el genoma humano y muchos de los aspectos de la
biologia humana, tanto de los estados normales como de los anormales. Los organismos
modelo tienen otra caracteristica importante; muchos tienen genomas muchos mas
pequeiios que el humano. Esta caracteristica hace comprensible y mas sencillo el analisis
del DNA; el genoma de E. coli, de levadura, del nematodo, y de la mosca de la fruta son
mucho mas pequeilos en tamarfio que el genoma humano con medidas de 1/600, 1/200, 1/30,
1/20 respectivamente, comparados con el genoma humano. Con genomas mas pequefios
los métodos desarrollados pueden ser técnicamente manejables y probados con facilidad.
Fundamentalmente estos genomas pequefios en realidad contienen muchos de los mismos
genes que se encuentran en el genoma humano.

Desde el inicio de la biologia molecular. los estudios con Escherichia coli ha
revelado mucho de los procesos fundamentales de la vida. En 1987 fue terminado un mapa
fisico de su Gnico cromosoma circular, en forma de una coleccién de clones de
bacteriéfagos sobrelapados. El esfuerzo sistematico ha producido ya la secuenciacion de los
3 000 000 pb de nucleétidos que componen el genoma de E. coli. Con la secuencia del
DNA de este organismo simple en relacién a los demas organismos, podria ser posible
identificar muchas de las funciones esenciales y necesarias para mantener la vida en forma
independiente.

Los organismos eucariontes con su DNA empaquetado dentro del nucleo, estin
evolutivamente muy distantes de E. coli. La levadura Saccharomyces cerevisiae con un
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genoma de aproximadamente 15 000 000 bp de nucleétidos es el organismo mas simple con
nucleo. La comparacion entre estos genomas podria revelar las funciones bdsicas
adicionales que distinguen eucariontes de procariontes. Se han hecho grandes avances en el
estudio del genoma de la levadura Schyzosaccharomyces pombe. cuyo interés por su
estudio se debe a similitudes importantes en la estructura cromosomal y funcional entre este
organismo y los mamiferos. La conservacion evolutiva de genes homologos de diferentes
organismos es de interés tedrico y practico para estudios de genes con funciones similares v
analisis de distancia evolutivas. El genoma de la levadura S. cerevisiae ha sido secuenciado
en su totalidad, se identificaron 5885 genes codificantes de proteinas potenciales.
aproximadamente 140 genes de RNA ribosomal, 40 genes para pequeiias moléculas de
RNA nuclear v 275 genes de RNA de trasferencia. Estos datos proporcionan informacion
acerca del alto orden de organizacion de los 16 cromosomas que integran el genoma de S.
cerevisiae (Schuler et al, 1996).

La proxima etapa del proyecto del genoma de la levadura (S. cerevisiae). como de
todos los genomas modelo incluyendo al ser humano, es dilucidar la funcion biologica de
todos esos genes. El genoma de la levadura se consiguié a través de un esfuerzo
internacional que incluyd la participacion de 600 cientificos de Norteamérica. Japén y
Europa. La levadura tiene algunas ventajas sobre otros organismos modelo, es un
organismo unicelular (eucarionte), que puede desarrollarse en medios definidos, lo cual
permite un control experimental completo sobre su ambiente fisico v quimico, ademas
presenta un ciclo de vida ideal para llevar a cabo analisis genéticos. El siguiente paso podria
requerir de una participacion internacional como se ha hecho con la secuenciacién. En
Europa se ha establecido un programa Hamado EUROFAN' | con el proposito de emprender
el analisis sistematico de la funcidn de los genes de la levadura. Paralelamente otros paises
como Alemania, Japon, Canadid y Estados Unidos, estdn uniendo esfuerzos en el
desarrollando de actividades similares destinadas a comprender la funcion de una simple
célula eucarionte.

El esquema planteado de los organismos modelos abarca los cinco reinos. y estan
organizados en dos categorias: La primera categoria representa al ratdon como mamifero
estrechamente relacionado con el ser humano en términos de desarrollo, de tamafio del
genoma, de historia evolutiva y complejidad en el arreglo de genes en los cromosomas. En
la segunda categoria se encuentra aquellos organismos con los cuales se puede seguir la
evolucion de genes regulatorios. Estos organismos son la mosca « - la fruta Drosophila
melanogaster, €l gusano nematodo Caeanorhabditis elegans, ia planta unicelular
Arabidopsis thaliana, la bacteria gram-negativa Escherichia coli, 1a bacteria gram-positiva
Bacillus subtilis y las especies de mycobaterias causantes de lepra y tuberculosis ( Yager ef
al, 1991).

En combinacion con la capacidad mutacional, en el contexto de informacion
biologica detallada y debido a que los animales multicelulares comparten junto con los
mamiferos tipos celulares especializados en nervios, musculos, intestino y goénadas, el
nématodo Caenorhabditis elegans y la mosca de la fruta Drosophila melanogaster con
genomas de aproximadamente 100 000 000 pb (organizados en 6 cromosomas) y 160 000
000 pb {organizados en 4 cromosomas) respectivamente, han llegado a ser sistemas

! European Functional Analysis Network.

71



bioldgicos poderosos para estudiar el papel que juegan muchos genes en el desarrollo
embriolégico y en el comportamiento. Por esta razén, se ha desarrollado un modelo
experimental con C. elegans para trazar un mapa de genes durante el desarrollo del ciclo de
vida de éste organismo con la intencién de ver en que momento se encienden y se apagan
estos genes durante el ciclo de vida.

Entre los organismos modelo, el ratén (mamifero) es probablemente uno de los mas
importantes por la estrecha relacion con el hombre (tiene un genoma similar al humano) en
términos de programas de desarrollo de mamiferos, de fisiologia y complejidad biologica.
Ademas, este organismo es un sistema poderoso en términos de su potencial bioldgico para
la mantpulacién genética. La disponibilidad de lineas completas y el tiempo generacional
de pocos meses lo hace accesible a estudios de genética cldsica. Una ventaja mas es la
habilidad de manipulacién de la linea germinal del ratdn, incluyendo la capacidad para
adicionar o eliminar genes especificos en la creacidn de ratones transgénicos. Estos ratones
transgénicos han provisto el potencial para establecer la funcién de muchos genes presentes
en el ratén y en el hombre. Es también importante la estrecha homologia evolutiva en el
arreglo de segmentos de genes a lo largo de los cromosomas. Estas caracteristicas han
impulsado de una manera sistematica la construcciéon de mapas fisicos del genoma del
raton. Una manera comparativa de analizar con mayor precision la identificacion de genes y
sus elementos regulatorios es la colocacion de ambas secuencias en paralelo (Meisler,
1996).

Actualmente estan disponibles mapas de genes de aquellos organismos cuya
secuencia esta siendo terminada, incluyendo: 141 virus, 51 organelos, 2 eubacterias, una
arqueobacteria y un eucarionte, la levadura S. cerevisiae (Schuler et al, 1996), Ademas de
la terminacion de la secuencia de la levadura, ya se han determinado otros genomas
bacteriales como: Haemophilus influenzae y Mycoplasma genitalium. Ha sido fundamental
el uso de la tecnologia como la informatica y el uso de internet, para la coordinacion, la
adquisicion y el analisis (Goffeau e af, 1996). Otros organismos en el que se ha mostrado
interés y ya se esta trabajando en sus genomas, son algunas plantas y animales de valor
gcondmIco ¢omo trigo, maiz y arroz,

Con el desarrollo de la informatica se pueden usar programas que hagan
alineamientos de secuencias, abriendo un campo comparativo en el analisis de genomas de
genes homologos de diferentes ordenes y especies de mamiferos. La informacion obtenida
del alineamiento de regiones altamente conservadas, por ejemplo entre el raton, la vaca, el
gato y el hombre, revelan la cercania o lejania evolutiva entre estas especies.

Para facilitar la comparacion directa entre especies divergentes, es necesario que un
grupo de loci homodlogos (ATS) sean mapeados en cada especie para servir como
marcadores en el alineamiento de segmentos conservados. Los mejores marcadores podrian
ser las secuencias de DNA de genes expresados para establecer homologias entre especies
divergentes. Los mapas genéticos de mas de 30 vertebrados estdn en camino de
desarrollarse y los mapas de alta resolucién con marcadores como los microsatélites han
sido desarrollados para humanos, vacas, ovejas, puercos, peces y gallinas (Leslie et af,
1997).
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Informatica

Un componente fundamental del Proyecto Genoma Humano es la informatica, que
se encuentra contemplada en uno de los objetivos del PGH, en tres areas principalmente: 1)
En el manejo de los datos de laboratorio, 2) en la publicacion y divulgacion de los datos y
3) en la elaboracién de herramientas de analisis. La necesidad de desarrollar esta area es
debido a la enorme cantidad de datos e informacién que se estd generando en el estudio del
genoma con el fin incrementar la capacidad de almacenamiento y analisis de la
informacion.

Para cumplir con este objetivo. se han creado varias bases de datos que tienen una
gran utilidad para la comunidad cientifica interesada en el estudio del genoma. Entre estas
bases de datos se encuentra el Base de Datos del Genoma (GDB' ) el GenBank (Gene
Bank) el Banco de Genes, de la Herencia Mendeliana del Hombre en Linea (OMIM? ), asi
como las bases de datos en Europa y Japon.

La informacion sobre los genes mapeados y secuenciados se encuentra almacenada
principalmente en las siguientes bases de datos:

El GenBank o banco de genes. estd disponible tanto en linea (via mddem) y a través
de computadoras de acceso compatible. La informacién que se encuentra esta relacionada a
los loci genéticos humanos (su polimorfismo. alelos vy frecuencia alélica) y a otros agentes
quimicos (tales como cromosomas artificiales de levaduras, condiciones dptimas de PCR de
STSs (ver apéndice), mapas genéticos, mapas fisicos. desérdenes clinicos, citas
bibliograficas (incluyendo su resumen) y contactos (nombres direcciones, teléfonos, e-
mail).

El banco de datos de secuencias genéticas apoyado por el DOE y el NIH, el
GenBank se encuentra localizado en los laboratorios nacionales de los Alamos, en él se
colecta, se captura, se verifican y se anotan las secuencias. Este centro tiene gran
importancia como repositorio internacional de todos los reportes de secuencias de
nucledtidos (Pearson er al, 1991). El GenBank esta conectado a una base de datos similar
en el Laboratorio de Biologia Molecular de Europa en Heidelberg EMBL’, que compila la
informacion obtenida de la comunidad europea y de la base de datos del DNA de Japdn?
Los tres grupos comparten responsabilidades para coleccionar la informacion de las
secuencias atrededor del mundo. El objetivo de estas bases de datos es proporcionar un
sistema significativo viable de almacenamiento y comunicaciéon, de intercambio de
referencias y difusion de los datos de mapas y secuencias.

Otra base de datos que opera bajo los auspicios del DOE y del NIH, es el GDB en
Johns Hopkins University en el Welch Medical Library de Baltimore; que también ha
llegado a ser una base internacional de datos sobre el genoma (Pearson et al, 1991). El
GDB proporciona almacenamiento de toda la informacion relacionada con los mapas de
genes incluyendo informacion sobre: marcadores de DNA, sondas de informacién.
localizacidn de mapas, informacion sobre locus de enfermedades genéticas y citas de
referencias bibliograficas (Engel, 1993).

! Genome Data Base.

*On Line Mendelian Inhirent of Man.

* http://www.embl_heidelberg.de/

* hutp:/fwsd.niai.affrc.go.jp/dsearch2/jgbase himl
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El Genome Data Base(GDB) es la primer base de datos publica de informacién de
mapeo humano. Una forma de busqueda en red de la base de datos del genoma humano, se
puede hacer a través de la pagina de GDB' , la busqueda puede hacerse usando simbolos de
los genes (ejemplo, SOD1)o el nombre (&j. superoxide dismutasa) los resultados incluyen
otros nombres con los cuales el gen es conocido, ademas de incluir la localizacion
citogenética de los genes, con el proposito de ayudar a verificar si la informacion obtenida
es del gen apropiado. La pagina puede guiarnos hacia informacidén adicional como:
informacioén especifica del gen, lista de sustancias asociadas (agentes y reactivos),
informacién sobre condiciones dptimas de PCR para los pares de cebadores (primers) de
interés particular, informacion sobre clones, genes cercanos. marcadores genéticos.
localizacion de mutaciones y polimorfismos de los mapas. También se puede tener acceso a
otro tipo de informacién como la secuencia de DNA del gen. de genes homdlogos en
organismos modelo v desordenes genéticos.

Otra base de datos internacional que se ha creado, es el OMIM (Herencia
Mendeliana del Hombre en Linea). El OMIM ofrece textos de catalogos de enfermedades
genéticas y descripciones fenotipicas. Esta bases de datos es editada continuamente,
integrando bibliografia e informacién de textos compietos de datos sobre mapas
relacionados con las enfermedades hereditarias. Esta informacion se encuentra accesible a
través de interface y de internet a la comunidad cientifica sin costo alguno (Brandt. 1993).

El OMIM y el GDB proporciona acceso en linea alrededor del mundo al sistema en
Baltimore via internet (Network) y sprintnet (conexién telefonica via moédem). usando
tnicamente una emulacion terminal simple de software para interactuar con la base de datos
(Pearson et al, 1992). Actualmente también se esta trabajando en el desarrollo de software
especializado para analizar los datos obtenidos del mapeo y secuenciacion de genomas de
otros organismos. que en consecuencia han incrementado el nimero de bases de datos.
Desde la fundacion de la gran base de datos del GenBank en 1982 (Lewin, 1986b),
localizada en los National Laboratory en los Estados Unidos y del European Molecular
Biology Laboratory en Heidelberg ha crecido bastante en tamafio.

El almacenamiento y divulgacion de la informacidon presenta algunos problemas:
Craig Venter y uno de sus colegas Mark D. Adams, no estan de acuerdo en la colocaciéon
inmediata de la informacion, porque argumentan que puede haber un tremendo error en el
control de calidad, sugieren que los datos deben pasar por un riguroso control de calidad.
ser checados y ser anotados en la base de datos. Consideran que los sitios de [nternet le han
quitado el caracter serio que tienen las publicaciones cientificas. Ademas. sugieren que los
datos deberian incluir todo el protocolo cientifico de las publicaciones, incluyendo la
descripcion de los métodos utilizados para generar los datos. También hacen un llamado a
las revistas cientificas, a la comunidad cientifica, asi como a las agencias que aportan
fondos a las investigaciones para tolerar un formato especifico y a considerar una variedad
de enfoques en la generacion, en la interpretacion y en la publicacion de los datos (Adams
et al, 1996).

La informacion en el GDB, por ejemplo, entra de diferentes formas. Desde la
presentacion de la literatura de los investigadores y de los centros, hasta el proceso en el
que los empleados del GDB, apoyados por un grupo de asesores copilan los datos. Los

!http: //gdbwww.gdb.org/gdb-bin/fg/genes.
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investigadores pueden enviar los datos electrénicamente utilizando formas de papel
estandar, en los que necesariamente deberia haber un formato control para asegurar el valor
de la informacion (Pearson, et al, 1992),

Para resolver un poco este problema se han creado métodos y herramientas que
incluyen programas que ayudan a establecer la autenticidad de mapas genéticos y de
secuencia que compila datos primarios de grandes lineas de DNA y que detectan las
caracteristicas generales de genes dentro de las secuencias de DNA. por la similitud v por la
composicidn especifica de bases de secuencias codificadas, y por los limites de exones-
intrones v otras caracteristicas. Tales herramientas estan jugando un papel fundamental en
la definicién de secuencias similares entre diferentes organismos. ademas. estas
herramientas pueden ayudar a interpretar las nuevas secuencias de DNA (Brandt. 1993). A
pesar de ésto. desde el inicio del proyecto se penso en la disponibilidad de la informacion a
través de datos publicos con medios electronicos (bases de datos) y no a través de la palabra
escrita, ya que los archivos electrénicos podrian ser menos propensos a errores de
transcripcidn; ademas la comunidad médica, las compaiiias biotecnoldgicas, la comunidad
cientifica y otros grupos interesados en el proyecto, podrian ayudar a segurar la circulacion
rapida y el alcance a nivel mundial a través de genotecas médicas (Keleher, 1993).

Entrenamiento de investigadores

Una novedad mas, involucrada en el Proy-<to Genoma Humano y que se contempla
como parte de 'as objetivos del proyecto, es el entrenamiento de investigadores jovenes.
Esta preocupacidon proviene de la necesidad de entrenar nuevos cientificos con
conocimientos y destrezas para llevar a cabo los objetivos del proyecto. Debido a la
magnitud del Proyecto Genoma Humano y a la inmensa cantidad de informacion generada
por éste, es necesario entrenar cientificos y técnicos que mantengan una calidad homogénea
de los datos obtenidos del mapeo y la secuenciacién y participen activamente en la
interpretacion y ¢l analisis de esta informacion.

Programas de entrenamiento para estudiantes de pre y posdoctorado, se han iniciado
en varios paises del mundo, particularmente en Estados Unidos, donde se ha puesto un
énfasis particular en el entrenamiento multidisciplinario. para cubrir el hueco que se da
entre la biologia y otras areas del conocimiento, tales como las ciencias de la computacion,
matematicas e ingenieria. Por otro lado, también se estan desarrollando una gran variedad
de cursos y talleres especializados "ara la comunidad cientifica con el fin de tener acceso a
la nueva tecnologia (Yager et al, 1991; Marx, 1993).
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CAPITULO VI
Ventajas del proyecto

A continuacién sefialaremos algunas de las ventajas del Proyecto Genoma Humano :
las cuales encierran una esperanza para personas con dafios en la informacién genética v
que podra evitarles sufrimientos inevitables.

El proyecto a pesar de sus criticas y polémicas presenta algunas ventajas en general
que a continuacion sefialaremos:

Indudablemente tendra un impacto positivo en las lineas de investigacién cientifica
tanto bioldgicas como ya lo sefialamos reiteradamente, en la practica médica, asi como
también en las tnvestigaciones que pueden dar un giro a la industria biotecnoldgica con
aplicaciones en la agricultura de plantas de cultivo y la cria de animales de granja de
importancia econdmica. En este sentido, el proyecto estd creando la infraestructura
biologica (en cuanto a mayor cantidad de informacion sobre la naturaleza quimica y fiswa
de los seres vivos) para enriquecer y revolucionar tanto la biologia como la practica médica
y la medicina clinica.

Entre los beneficios en el campo cientifico, esta la comparacion entre secuencias de
DNA siguiendo un patron de conservacion, para estudiar los genes reguladores.

La determinacién de la furcién de los genes mapeados y secuenciados, para
comprender su papel dentro de los proceseos biologicos. Para esto serd fundamental el
mejoramiento de nuevos métodos y estudios en organismos modelo. El ratén de laboratorio
(por ser mamifero), presenta una ventaja para investigar la funcion de muchos genes
humanos.

La informacién sobre mapas y secuencias de genes, mediante analisis comparativos.
puede tener una importancia fundamental en estudios evolutivos. Ya sea entre la especie
humana y los organismos modelo o estudios evolutivos en la poblacién humana, que
podrian aumentar la comprension de nuestro origen y evolucion.

El PGH impulsara el desarrollo de la informatica para almacenar, organizar y
nropagar la informacién.

En la practica médica

La informacién de mapas y secuencias humanas influira en la practica médica en el
siglo XXI, principalmente en la prediccién, diagnostico prevencion y terapia

Prediccion. La informacion de los mapas puede ser utilizada para predecir el riesgo
individual de heredar una enfermedad genética.

Diagnostico. Desde la primera descripcion en 1903 de errores innatos del
metabolismo por Sir Archibald Garrod, un gran ntmero de enfermedades genéticas han
sido asociadas con muchos componentes genéticos. Se han reconocido aproximadamente
4000 desordenes genéticos que afligen a los seres humanos, asi como también muchas de
las enfermedades muitifactoriales en las cuales la predisposicidn genética juega un papel
importante (Friedman, 1990; Haq, 1993).

Se podran encontrar los genes que causan enfermedades, y se podran desarrollar
diagnosticos seguros para muchas enfermedades hereditarias, las investigaciones ya han
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identificado genes asociados con algunas enfermedades hereditarias como la fibrosis

Cistica, la distrofia muscular de Duchenne. distrofia miotomica, neurofibromatosis.
retinoblastoma, la enfermedad de Alzheimer. Otras investigaciones estin encaminadas a
identificar enfermedades causadas por varios genes o por una interaccion de genes con el
ambiente; la susceptibilidad genética ha sido aplicada en deficiencias y enfermedades
fatales. como las enfermedades del corazén, apoplejia, diabetes. varios tipos de cancer.
enfermedades neurosiquiatricas, degenerativas, enfermedades cardiovasculares, defectos del
desarrollo y muchas otras mas.

Terapia. La identificacion de estos genes que provocan enfermedades y sus
proteinas puede llevar a crear diferentes tipos de terapia. y podria haber grandes avances en
la biotecnologia molecular. tanto en los mapas como en el desarrollo de nueva tecnologia.
en el disefio de nuevos experimentos biologicos y en la sofisticacion en el tratamiento de
enfermedades (Engel, 1993; Lee, 1994}, algunas terapias se mencionan en el capitulo 1I1.
De la misma forma, el conocimiento de estos genes y sus proteinas puede ayudar a
perfeccionar las medidas preventivas; estas ultimas estaran basadas sobre todo en dietas o
administracion de sustancias que retarden o bloqueen los efectos de genes causantes de
enfermedades.

Con respecto a la aplicacion meédica los organismos modelo son de gran
importancia, pues la carencia de humanos como modelos experimentales son uno de los
factores limitantes en el estudio de muchas enfermedades humanas.

El Proyecto Genoma Humano proporcionara las herramientas necesarias para un
rapido aislamiento de genes, causantes de enfermedades hereditarias de tipo mendeliano, es
decir que son causadas por una sola mutacién en un solo gen. Sin embargo, hay muchas
otras enfermedades que presentan vias variables y no son mendelianas, ya que pueden ser
resultado de una interaccion compleja de genes y ambiente. A pesar de todos los avances
hechos en biologia molecular. las leyes de Mendel siguen siendo un método indirecto muy
usado. Hasta 1980 no habia un método practico que permitiera la localizacién de los genes
responsable de enfermedades mendelianas, pero una idea propuesta por David Botstein se
ha estado usando con éxito para el aislamiento de enfermedades de tipo mendeliano. Con
este método se ha podido localizar varios genes causantes de enfermedades mendelianas
dando gran impetu al Proyecto Genoma Humano. Este método se basa en la interferencia en
el orden y las distancias relativas entre genes que se encuentran a lo largo de un solo
cromosoma, llamado mapeo genético de enlace o mapeo genético (Los Alamos Science,
1992, p. 73). Cuando se cuente con mapas de enlace o genéticos con marcadores altamente
polimorficos y con los mapas fisicos ordenados, la clonacion de fragmentos de DNA para
buscar genes causantes de enfermedades se convertira en una rutina. En cierta forma, el
Proyecto proporcionara los mapas genéticos y fisicos que haran mas facil el estudio de las
enfermedades de tipo mendeliano y enfermedades complejas o multigénicas

Muchos de los avances que se haran en el campo de la medicina, seran los
instrumentos automatizados para examinar polimorfismo de DNA y crear la posibilidad de
identificar el polimorfismo de genes que causan enfermedades o predisposiciones a
enfermedades en forma rapida, eficaz y mas barata. Actualmente se cuenta con la habilidad
para reconocer una secuencia de DNA individual con una molécula complementaria entre la
sonda y el DNA, esto es conocido como diagndstico, esta técnica puede figurar en la
medicina como diagnosis de enfermedades genéticas de un sélo gen que va han sido
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identificados y posteriormente podrian mejorarse para diagnosticar la predisposicién a
enfermedades cardiovasculares y neuroldgicas que son poligénicas (resultado de dos o mas
genes) (Hood, 1993).

También tendra influencia en la medicina forense y cuestiones legales en el
esclarecimiento de identidad de individuos implicados en asuntos delictivos con avuda de la
ciencia forense. a través de tejidos, células, fluidos corporales como: el semen, tv -aliva, en
base a los estudios del polimorfismo existente en muchas regiones del genontu lumano.
Esto podria llevar a desarrollar y disefar pruebas sensibles y rapidas para distinguir
idiotipos en los cambios de bases de las secuencias.

El Proyecto, en resumen, creara una infraestructura, tanto para la medicina como
para las ciencias biologicas. Se espera que después de cumplidos los objetivos del Provecto
Genoma Humano (capitulo II) las investigaciones puedan moverse a un segundo nivel de
investigacion, principalmente dirigida hacia las relaciones entre genes y enfermedades. El
proyecto puede servir como estimulo para crear nuevas disciplinas académicas en biologia
aplicada, y puede ser la base para la organizacion de otros grandes proyectos. muchos de los
cuales podrian enfocarse en animales y plantas de importancia econémica; estos provectos
pueden hacerse probablemente en el sector privado. De esta forma. el impacto del PGH
podria extenderse en la industria biotecnolégica mas alla de su aplicacion médica ( Yager er
al, 1991, Cantor, 1991).
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Conclusiones

Cumplir los objetivos de mapear y secuenciar el genoma humano, lleva implicito
otras cuestiones relacionadas con el genoma.

En primer lugar sefialaremos que muchas de las instituciones que estan involucradas
en el PGH son instituciones relacionadas con la medicina. tanto las instituciones
gubernamentales como las empresas biotecnoldgicas. Razon por la que podemos darnos
cuenta que el Proyecto Genoma Humano no sélo es un esfuerzo aislado de la biologia
molecular, sino que se debe en parte. al desarrollo natural de la interaccion medicina-
conocimiento biolégico. En este sentido simple, la idea de la determinacion de los mapas y
secuencias, es por un lado un intento para definir todos los genes humanos, asi como
también un intento para tener herramientas novedosas para enfrentar las enfermedades.
como lo ha hecho el hombre a lo largo de su historia; pero al mismo tiempo, ese origen
polémico es el resultado de la ideologia capitalista de produccion. la ideologia de conocer y
entender la naturaleza para explotarla y obtener ganancias econdmicas. A partir de 1987
empezaron a crearse un mayor namero de empresas biotecnologicas'. Las empresas
biotecnolégicas tienen una fuerte participacion econémica en las investigaciones alrededor
del mundo. Ha llegado a ser tan grande el entusiasmo, que algunos empresarios como
Frederick Bourke han considerado a la industria biotecnoldgica como la segunda revolucion
industrial, "pienso que la habilidad para secuenciar DNA en el genoma podria ser la
préxima revolucion industrial";, sefialé al intentar una alianza entre las instituciones
publicas y privadas en la secuenciacion de genomas (Anderson y Aldhous; 1992).

El proyecto sobre el genoma humano es un producto del conocimiento de la ciencia
moderna. Con un objetivo ambicioso y con herramientas conceptuales y técnicas limitadas .
Estas limitaciones se han dado desde varios niveles. Empezando por su presupuesto que a
pesar de haberse considerado, ha sobrepasado el costo planeado: a pesar de haberse
convertido en un proyecto de cooperacion internacional.

Por otro lado, existe una limitacion técnica ; que tiene que depender del avance
tecnologico actual ; por lo que se carece de una estrategia ideal que pudiera acelerar el
avance en las investigaciones sobre ¢l genoma .

La construccién de mapas fisicos. es una actividad tediosa y con muchas
dificultades. Sin embargo, para muchos cientificos interesados en el estudio del genoma
humano vale la pena el esfuerzo. Cientificos como Bob Moyzis piensa que la organizacion
estructural del DNA humano es una pieza clave para entender su funcion. Maynard Olsons
est4 interesado en terminar el mapa fisico tan sélo por satisfaccion propia. Otros personajes,
como Nancy Wexler, se han dedicado al aislamiento de genes, causantes de enfermedades
en un esfuerzo por encontrar un tratamiento adecuado. qeovencior

Las investigaciones no dependen de una sola técnica para mapea11 todo el genoma.
Las técnicas por si solas tienen cierto rango de resolucién y cuando han alcanzado este
limite se vuelven técnicas insuficientes e inadecuadas. Por consiguiente, es necesaria la
combinacién de varias técnicas y métodos para hacer posibie los objetivos del proyecto, en

! como SEQ Ltd (Princeton); INCYTL Pharmaceuticals Inc. (Palo Alto CA); Myriad Genetics Inc. (Salt Lake
City U. T.); Mercator Genetics Inc. (financiada por Eli Lilly y Co. (San Francisco, CA); Human Genome
Science Inc.. (Rockville, MD); Genomyx Inc. (San Francisco); Genome Systems Inc. (st Louis MS); v
muchas mas tanto en los Estados Unidos, Europa y Japon (Anderson, 1993).
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el apéndice A pueden consultarse algunas de las técnicas de investigacion utilizadas en el
PGH. Por otro lado tenemos que los mapas v secuencias son representaciones promedio.
Los primeros son lugares probables de localizacion de genes y las segundas son secuencias
"patron” del genoma humano. El problema fundamental en este asunto ¢s la estandarizacion
de un mapa de genes. Para hacer esto, tienen que usarse los diferentes mapas (presentados
en el apéndice A), para dar un lugar estandar de la posicidn de un gen en el cromosoma. Lo
mismo sucede con la secuencia. Para tener una secuencia patron de un gen. del genoma
humano. deben encontrarse las variaciones en toda la poblacién. Estos problemas técnicos
de estandarizacion de mapas y secuencias, deben considerarse seriamente, para discutir en
forma adecuada los usos v aplicaciones de la informacion.

A pesar de estas limitaciones técnicas y de las criticas hacia la carencia de un
beneficio médico por considerar que de todo el genoma humano solo el 10% estd
compuesto de regiones codificadoras, es decir, regiones que contienen genes v el 90%
restante son regiones que no codifican' , "DNA basura”. El proyecto se terminara segun lo
planeado el 30 de septiembre del afio 2005.

Ante las limitaciones de conocimientos profundos sobre el genoma existen
preocupaciones por un mal manejo de la informacidn, ya sea en forma de beneficios
comerciales (capitulo IIT), o tendencias discriminatorias y racistas (Capitulo Iil v IV) la
UNESCO, ha considerado algunos puntos importantes (McKusik, 1992). Sefiala por
ejemplo: que todas las personas del mundo deben tener acceso a la informacion y al
conocimiento surgido de las investigaciones del genoma humano y deben tener una
oportunidad de beneficio. Ademas que todas las personas del mundo deben ser
representadas en las discusiones de cuestiones éticas y sociales de este conocimiento. La
resolucion de la UNESCO, es que el genoma humano debe ser considerado como un
patrimonio de la humanidad. y en base ha esto, plantear las discusiones y resolver los
problemas éticos y legales.

Se ha visto al Proyecto Genoma Humano de diferentes formas, entre ellas la de
considerarlo como una version del siglo 20 del descubrimiento y consolidacion de la tabla
periédica entre 1869 y 1889 (Lander, 1996), actividad que llevd a consolidarla como una
herramienta de investigacion en las ciencias quimicas. En este sentido. las investigaciones
en €l genoma humano y en otros organismos modelo podran cimentar una "piedra de la
Rosetta" para investigaciones futuras sobre la naturaleza quimica de los organismos.
Asimismo las innovaciones tecnolégicas pueden ser nuevos métodos de mapeo.
secuenciacion e informdtica que podrian tener un impacto profundo en la biologia.
principalmente en el incremento de la computacién para bidlogos, su adecuacion para
lograr una gran expansion en redes y bases de datos bioldgicos, como el GenBank.

' Bob Moyzis que ha pasado varios afios estudiando telémeros y centrémeros humanos. considera que los
telémeros no codifican para ninguna proteina. Sin embargo. son piezas importantes para dar estabilidad a los
cromosomas durante la replicacion del DNA. Los centrdmeros estan involucrados en la apropiada separacion
de los cromosomas durante la divisidén celular. Asi que por consecuencia una mala separacion da como
resultado una aneuploidia que es una de las mayores causas de anormalidades embrionarias (Los Alamos
Science, 1992, p. 80-81).
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Por otro lado, para continuar muchas de estas investigaciones sobre el genoma
después del afio 2003, se han creado areas interdisciplinarias de entrenamiento para jovenes
interesados.

Es importante remarcar que contar con el alfabeto del DNA no implica que
conoceremos la funcion del gen o de su interrelacion con otros genes y que la traduccion de
€stc gen a una proteina no servira de nada, si no sabemos que hace dicha proteina. Es
importante sefialarlo por el creciente interés en el andlisis e interpretacion del genoma
humano (Capitulo V) en un sentido reduccionista. Sin embargo. este enfoque reduccionista
(discutido el capitulo V) puede representar una herramienta y un paso hacia la comprension
de muchos fendmenos bioldgicos' y el inicio de una nueva era en la biologia. en la
medicina y en la comprensién de la naturaleza humana y de otros organismos.(Engel.
1993).

El 25 y 30 de mayo de 1953 Watson y Crick, con dos publicaciones cortas
revolucionaron la biologia del siglo XX. que en una forma acelerada desembocaria en la
medicina molecular, diagnosis a nivel genotipico. producciéon de productos terapéuticos.
comprension del cancer y otras enfermedades comunes a nivel molecular. asi como la base
tedrica de una terapia génica. En este sentido los frutos del Proyecto Genoma Humano (el
conocimiento de los 50 000 0’100 000 genes) son la culminacion de este enfoque de
investigacion y que en forma inevitable modificara radicalmente la medicina, nuestra forma
de vida, y quizds incluso el paisaje que nos rodea, todo gracias a los nuevos "brujos
genéticos”.

La medicina y el conocimiento de los seres vivos han estado estrechamente ligadas
y €l dominio del DNA, en cierta forma representa el triunfo del mecanicismo, en cuanto a la
interpretacion en el siglo XX de la biologia. Con este par de ideas podemos resumir la
intencioén planteada en el subtitulo del trabajo "una aproximacién historica” y en una forma
esquematica sefialar el desarrollo de las "inedicinas” (Cid. 1978), como tres periodos de
tendencias médicas. El primer, el de la medicina mégica ligada a los designios divinos. que
dur¢ desde el mismo origen de la humanidad hasta el siglo V antes de Cristo. en el que la
explicacién y la cura de las enfermedades estaban basadas en las concepciones religiosas de
los diferentes pueblos.

A partir del Siglo V antes de Cristo se inicié una nueva medicina con la concepcion
de la influencia de factores ambientales, que a partir de la observacion de la naturaleza de
las cosas y de ideas y reflexiones filosdficas se planted un esquema cuadripartito que durd
hasta casi finales del siglo pasado y que conformé un segundo periodo de la medicina.

El tercer periodo es el inicio de una nueva medicina con una fuerte influencia de la
naturaleza interna del organismo. Han pasado casi 53 afios después de que Avery, MacLeod
y McCarty (1944) descubrieran que el DNA es responsable de la informacion genética y 44
anos de que Watson y Crick elucidaran su estructura. La medicina, que en el mundo
occidental practicé durante mas de 2000 afios un esquema cuadripartito basado en los
primeros principios (cuatro elementos: tierra, aire, agua y fuego), ha entrado a una etapa de
un nuevo enfoque médico. Un esquema que curiosamente se asemeja a una versién
modernizada del viejo esquema basado en cuatro elementos. El principio de las cuatro bases
nucleotidicas (adenina (A), timina (T), citocina (C) y guanina (G)), es un sistema

' Davis, 1992; Rosemberg, 1992; Sarkar y Tauber, 1993: Beckwith, 1996.



cuadrinucleotidico basado en la naturaleza quimica de! DNA como causas fundamentales
de las enfermedades. Es notable esta tendencia a nivel internacional en el medio académico
de muchas universidades, principalmente entre médicos. bidlogos moleculares. genetistas y
muchas personas relacionadas con la practica médicg que tienen una concepcion
fuertemente arraigada; una nueva concepcion de ver en los genes y en las molécula del
DNA. el principio explicativo de la naturaleza del ser humano. Y naturalmente la base de
sus enfermedades hereditarias y la susceptibilidad de muchas otras que son determinadas
ante la interaccion con el medio.

Esta concepcion de ver a la molécula de DNA como principio regidor de la vida y la
creacion y realizacion del Proyecto Genoma Humano. puede llevar a la medicina moderna a
caer en un nuevo esquema "cuadripartito” que parece crecer en la comunidad médica y
cientifica. El esquema cuadripartito surgié a partir de una reflexion filoséfica, pero esta
nueva vison, esta surgiendo bajo una carencia total de ésta. Un esquema que no
necesariamente refleja la realidad. y curiosamente como si fuera una repeticion de la
historia, el esquema "cuadripartito”" (de cuatro partes) de la tradicidn médica griega.
hipocratica y galénica tomara 2000 afios después, una version, digna de la "edad del DNA".

Finalizamos sefialando que la discusion central de una secuencia “tipo” o patron”
realizada por necesidad mas que por conviccién debe recordarnos, por un lado, que el
genoma es una entidad dindmica y por otro que no podemos generalizar el resuitado de un
genoma patrén sobre ciento o miles de individuos con genomas un poco diferentes. Por
estas razones pensamos que €l proyecto genoma humano debe servir para conocer vy
comprender nuestra naturaleza y no para la destruccion de nuestra libertad.
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Apéndice A
Estrategias de Mapeo y secuenciacién del genoma humano

Un objetivo fundamental del Proyecto Genoma Humano es hacer una serie de
mapas descriptivos de cada uno de los cromosomas humanos incrementando su
resolucion. El mapeo incluye la division de los cromosomas en pequefios fragmentos
que puedan ser clonados, caracterizados y ordenados en sus localizaciones
correspondientes en los cromosomas. Después de que el mapa esta terminado. el
siguiente paso es determinar la secuencia de bases de cada uno de los fragmentos de
DNA ordenados. El ultimo objetivo de las investigaciones es encontrar todos las
secuencias de DNA de todos los genes y desarrollar herramientas para usar esta
informacion en el estudio de la biologia humana y la medicina, mejorando la
instrumentacién y las técnicas requeridas para mapear y secuenciar. Los objetivos
incluyen la automatizaciéon y optimizacién de técnicas para extraer el méximo de
informacion de los mapas y secuencias.

Un mapa genomico describe el orden de los genes y otros marcadores y el
espacio entre ellos en cada cromosoma. Los mapas del genoma humano son construidos
en diferentes escalas y niveles de resolucién; la resolucion ordinaria en los mapas
genéticos o de ligamiento, representa una localizacion relativa de marcadores de DNA
en ¢l cromosoma (genes de DNA y otras secuencias de DNA identificables) por sus
patrones de herencia. Un mapa fisico describe las caracteristicas quimicas de la
molécula de DNA. A continuacion describimos los diferentes tipos de Mapas, los cuales
se encuentran en forma esquematica en la Figura 2.

Mapas fisicos

El cariotipo es la primera representacion visual de los cromosomas (Figura 1)
que pueden revelar deleciones, rearreglos, translocaciones, u otras anormalidades
cromosomicas, que en algin punto sirven de herramientas para el aislamiento de genes
defectuosos como la distrofia muscular de Duchenne o el sindrome del cromosoma
fragi X (Green et al. 1992 ).

Después del cariotipo se dan los diferentes tipos de mapas fisicos, que varian en
su grado de resolucidn. El mapa fisico de mas baja resolucion es el de los cromosomas
(algunas veces llamado citogenético “Citogenetic map de la figura 2”), el cual se basa en
los diferentes patrones de bandeo observado por medio de la microscopia de luz de
cromosomas tefiiddos. Un mapa de DNAc muestra la localizacion de regiones de DNA
expresado (exones) en el mapa cromosomico. Los mapas mas detallados de contigs
(fragmentos sobrelapados de DNA clonado) de cosmidos o YACs representan el orden
de fragmentos de DNA sobrelapados extendidos sobre el cromosoma (Figura 3). Un
mapa de macrorrestriccion puede describir el orden y la distancia entre los sitios de
corte de endonucleasas de restriccion. El mapa fisico de mayor resolucién es la
elucidacion completa de la secuencia de pares de bases del DNA de cada cromosoma en
el genoma humano (Casey et al, 1989-1990; Rossite y Caskey, 1995). (Figura 2).
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Figura 1 Ejemplo de un carictipo humano. Los cromosomas en metafase fueron extraidos de un linfocito y tefiidos
con Giemsa. Pueden apreciarse claramente los 22 pares de cromosomas homélogos autosémicos y un par de

cromosomas sexuales. La falta de homelogia de los cromosomas sexuales indica que este cariotipo pertenece a un
hombre. Tomada de Los Alamos Science, 1992, p. 11.
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Figura 2 Mapas del cromosoma humano 16 hechos con diferepte_s técnigas y diferente-s‘grados de resolucién. La
figura muestra Unicamente algunos marcadores en cada mapa ¢ indica el nivel de resolucion de cada uno. Entre los
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contigs), conectados previamente gracias a clones dc-.t ‘{AC {Cromosoma Artificial de LeyaFIura), y la mas alta resoluc!on
del genoma humano que es la secuencia nucleotidica. Los $75s o marcado.res unicos en el genoma han sido
utilizados para crear los marcadores en el mapa fisico. Tomada de Los Alamos Science, 1992, p. 56.
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Figura 3 Representacion esquematica de un cromosoma humano en metafase (Las bandas obscuras indican
regiones ricas en Ay T). La figura muestra una porcién de un mapa de unién con sus respectivos marcadores de DNA
polimérficos. La posicién de un gen causante de la enfermedad D en el mapa, es determinada mediante el analisis de
unién y los correspondientes fragmentos clonados de un mapa fisico integrados para esa region. Las lineas
espaciadas conectan los loci en €l mapa fisico v el cromosoma en metafase. Las lineas resaltadas en rojo muestran
los clones que deben ser encontrados para localizar el gen causante de una enfermedad.Tomada de Los Alamos
Science, 1992, p. 99,



Mapa fisico de baja resolucion

Mapa cromoséomico

Los mapas cromosémicos o citogenéticos han jugado un papel importante en la
diagnosis y en el estudio de enfermedades de tipo genético.

En un mapa cromosémico los genes y otros fragmentos de DNA identificables
son asignados  sus respectivos cromosomas con distancias medidas en pares de bases
(pb). La resolucion de este tipo de mapas es de aproximadamente 5 000 a 10 000 Kb
(Rossite y Caskey. 1995). Hay marcadores que pueden ser asociados con bandas
particulares (identificadas con tinciones cromosomicas) primero con hibridacion in situ,
una técnica que incluye, DNA marcado con una sefia observable (con fluorescencia o
radiactividad), la localizacién de la sonda marcada puede ser detectada después si la
banda de DNA es complementaria en un cromosoma intacto.

Los mapas citogenéticos mas convencionales del genoma humano haploide (los
22 cromosomas autosdmicos y uno sexual) contienen aproximadamente, un total de 350
a 500 bandas en metafase, y cada banda contiene aproximadamente de 5 a 10 Mb de
DNA (el tamafio fisico de una banda puede ser facilmente observable en un
cromosoma). Con métodos sofisticados para detectar este patron de bandeo aumenta la
resolucion del mapa citogenético pudiendo identificar hasta 1 000 bandas en el genoma
humano (Green er al, 1992).

Como un mapa genético de ligamiento, ¢l mapeo cromosémico puede ser
utilizado para localizar marcadores genéticos definidos por rasgos observables; debido a
que los mapas estan basados en estimaciones de distancias fisicas. son considerados
como mapas fisicos, €l numero de pares de bases dentro de una banda puede solamente
ser aproximada.

Recientemente los mejores mapas cromosomicos pueden ser utilizados con
fragmentos de DNA en una region de aproximadamente 10 Mb. Mejorando los métodos
de fluorescencia de hibridacion in situ (FISH) se sigue la orientacion de las secuencias
de DNA que estdn tan cerca como entre 2 a 5 Mb. Las modificaciones para la
hibridacion in situ, usando cromosomas en un estado de division celular de interfase
(cuando los cromosomas estan menos compactados), incrementa la resolucion del mapa
aproximadamente a 100 000 pares de bases (pb). Ademas el refinamiento del bandeo
lleva a las bandas de los cromosomas a estar asociados con fragmentos de DNA
especificos amplificados, un avance que podria ser util en el andlisis de rasgos fisicos
observables asociados con anormalidades cromosémicas (Casey er af, 1989-1990).

Mapas genéticos de ligamiento (Genetic-linkage map)
Mostrado en la figura 2

El concepto de mapa de ligamiento genético fue introducido por Thomas
Morgan y su estudiante A. H. Sturtevant. Un mapa genético de unidon muestra la
localizacién relativa de marcadores especificos de DNA a lo largo del cromosoma
{alguna caracteristica fisica o molecular de la herencia que es diferente entre los
individuos) siguiendo patrones de herencia de un par de marcadores en una familia
(Keleher, 1993).



Si dos marcadores se heredan juntos con una frecuencia de 99% es muy probable
que se encuentren en el mismo cromosoma. en contraste. aquel par de marcadores con
una frecuencia de un 50% indicaria muy probablemente que ambos se encuentran muy
separados en un mismo cromosoma o simplemente que estan localizados en diferentes
cromosomas (Keleher, 1993). Por lo tanto, entre mas cerca se encuentren dos
marcadores tienen mas posibilidades de que se cohereden (Guyer y Collins, 1993),

La unidad de medida de los mapas de ligamiento genético es una recombinacion.
es decir, los marcadores separados a un centimorgan (cM) (aprox‘madamente un millon
de bases), presentan en promedio una recombinacion de uno en cien meiosis (Rossie v
Caskey, 1993).

En un mapa genético, la distancia entre marcadores es medida en términos de un
centimorgan (cM) llamado asi en honor del genetista norteamericano Thomas Morgan:
dos marcadores estan separados por un centimorgan (1 ¢M}) si la recombinacion es del
1% en un evento, una distancia genética de un cM es aproximadamente igual a una
distancia fisica de un millon de pb (1Mb)(un centimorgan equivale aproximadamente a
un millon de pares de bases) la resolucién comun de muchas regiones de un mapa
genético humano es aproximadamente 10 Mb (Casey ef al, 1989-1990; Keleher. 1993:
Guyer y Collins, 1993; Rossite y Caskey, 1995; Green et al, 1992). Los marcadores
pueden ser expresados en regiones de DNA (genes) o segmentos de DNA que no tienen
funciones codificantes conocidas sino que sus patrones de herencia pueden ser seguidos.
Las diferencias en las secuencias de DNA son especialmente marcadores ttiles debido a
que son abundantes y ficiles de caracterizar. Los marcadores deben ser polimorficos
para ser usados en el mapeo: esto significa que deben existir formas alternativas entre
los individuos para que puedan ser detectables entre diferentes miembros en estudios
familiares. Los polimorfismos son variaciones en las secuencias de DNA que ocurTen
una vez en un promedio de 300 a 500 pares de bases. La variacion dentro de la
secuencia de exones puede ser llevada a cambios observables, tales como la diferencia
de color, tipo de sangre y susceptibilidad a las enfermedades. Muchas variaciones
ocurren dentro de los intrones y tienen poco o ningiin efecto en la apariencia o funcién
del organismo. Sin embarg - son detectables a nivel de DNA y puedan ser utilizados
como marcadores (Casey e: ./, 1989-1990).

Las secuencias de variacion o polimérfismos, son las bases de la variabilidad
genética (Guyer y Collins, 1993). Los marcadores polimérficos generalmente usados
para la construccion de este tipo de mapa son los fragmentos de restriccion de longitud
polimérfica o RFLPs. Los RFPLs no estan asociados con las enfermedades, sino son
heredados con genes conocidos causantes de enfermedades y estan localizados
estrechamente juntos en los cromosomas, reflejando variaciones de secuencias en sitios
de DNA que pueden ser cortados por enzimas de restriccion de DNA (Figura 4) y un
numero variable de secuencias repetitivas tandem (Casey et al, 1989-1990). Las
secuencias repetitivas en tandem (Figura 5) como los microsatélites que son pequeias
secuencias que varian en el numero de unidades repetidas (dinucledtidicas,
trinucledtidicas o tetranucleétidicas), y en longitud (una caracteristica facil de medir)
por lo que pueden usarse para construir un mapa genético de ligamiento observando
como dos marcadores son heredados juntos (Guyer y Collins, 1993; Rossie v Casey,
1995).
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Figura4 Segmentos de DNA que cormponen el Jocus a en un par de cromosomas homdlogos de dos individuos. Esta
figura muestra el ejemplo de una region con variacion en una base nucleotidica, que pudiera ser utilizada como un
marcador de DNA (Por ejemplo: RFLPs o Fragmentos de restriccién de longitud polimérfica). La variacién detectable en
el cambic de una sola base puede resultar en la creacién o pérdida del sitio de anclaje de una endonucleasa de
restriccidn. En este ejemplo: la mutacidon de una A por una T resultd en la pérdida dei sitio de anclaje de la
endonucieasa de restriccion Mbo I. Nétese la variacién en tamario de los fragmentos obtenidos de la digestion con la
enzima Mbo |. Tomada de Los Alamos Science, 1992, p. 95.
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Tomada de los Alamos Science, 1992, p. 187.



Dos marcadores localizados uno cerca del otro en el mismo cromosoma pueden
pasarse juntos de padres a hijos durante la produccion normal de espermatozoides v
Ovulos. Las hebras de DNA ocasionalmente se rompen y se reinsertan en lugares
diferentes en el mismo cromosoma o en la otra copia del mismo cromosoma (en los
cromosomas homdlogos). Este proceso llamado recombinacion meidtica (Figura 6)
puede resultar en la separacién de dos marcadores originalmente en el mismo
cromosoma. En la cercania entre uno y otro - una union fuerte - tiene una baja
probabilidad de que en una recombinacion de eventos sean separados. de esta forma la
frecuencia de recombinacién proporciona una estimacién de la distancia entre dos
marcadores.

El valor del mapa genético radica en que una enfermedad hereditaria puede ser
localizada en el mapa, siguiendo la herencia de un marcador de DNA presente en
individuos afectados (pero ausente en individuos no afectados) (Green et a/, 1992). Sin
embargo, ni la base molecular de la enfermedad ni la identificacion del gen pueden ser
comprendidos. Los mapas genéticos de ligamiento han sido usados para encontrar la
localizacion cromosdmica exacta de varios genes de enfermedades importantes
incluyendo la fibrosis cistica, anemia falciforme, la enfermedad de Tay-Sachs, la
distrofia miotonica etc. (Casey ef a/, 1989-1990; Los Alamos Science, 1992).

En 1991, el NCHGR (National Center of Human Genome Research) distribuyé
una lista de 283 marcadores genéticos humanos altamente informativos, en los que 163
(58%) fueron microsatélites. Un afio mas tarde. el nimero de dichos marcadores se
incrementd a mas de 1100, incluyendo 1022 microsatélites (89%). Similarmente en
1992, Weissenbach y sus colegas publicaron un mapa de ligamiento genético del
genoma humano que contenia 814 microsatélites y para 1993, este mismo laboratorio
incrementd este numero a mas de 2000 (Guyer y Collins, 1993).

Durante casi todo el siglo XX se desarrollaron mapas de ligamiento genético
refinados en organismos como: la bacteria Escherichia coli, la levadura Saccharomyces
cerevisiae, el gusano redondo (nematodo) Caenorhabditis elegans y el raton Mus
musculus (Guyer y Collins, 1993). Las limitaciones hechas en los humanos se dieron
porque para la construccion de los mapas genéticos se requiere del aislamiento de
cientos de miles de diferentes mutaciones (Guyer y Collins, 1993).

A finales de los setenta y principios de los ochenta, los mapas de ligamiento
genético para humanos se fue haciendo mas practica por varios avances conceptuales y
técnicos. El mas importante fue el reconocimiento de pequefias diferencias en ciertas
secuencias de DNA (polimorfismos) entre individuos sin que presentaran un obvio
etecto bioldgico, pero que pudiera ser identificado facilmente en la construccion de
mapas de ligamiento genético (Guyer y Collins, 1993) y el otro es el mejoramiento de
las técmicas computacionales que permitieran la construccion de mapas por medio del
analisis hereditario de los marcadores en extensas familias en lugar de los datos
obtenidos de cruzas controladas (Guyer y Collins, 1993).

Uno de los objetivos del proyecto es desarrollar un mapa genético de alta
resolucton (2 a 5 ¢M de distancia genética) (Casey et al, 1989-1990; Keleher, 1993;
Rossite y Caskey, 1995). La resolucion del mapeo genético ha sido incrementada a
través de la aplicacion de la tecnologia del DNA recombinante, incluyendo radiacién in
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vitro, fragmentacion de cromosomas humanos especificos y variados (las dos copias de
un cromosoma deben ser distinguidos uno de otro por marcadores polimérficos).

Mapas de hibrides de DNA radiado

Se ha estado trabajando arduamente en el establecimiento de marcas relativas a
lo largo de los cromosomas. y para este propésito se ha tomado ventaja de una técnica
de mapeo llamada mapeo de hibridos de DNA radiado (Radiation Hvbrid Mapping).

Para la creacion de los hibridos se cultivan primeros lineas de células somaticas
de cromosomas de humanos y se fragmentan usando una dosis de radiacién letal. Los
fragmentos de cromosomas generados (el tamafio depende de la dosis de radiacion) de la
radiacion crean complejos rearreglos cromosomales (Stewart, et af, 1997), los cuales
son recuperados mediante la fusion con otra linea de células de roedor (hamster) no
radiada recobrando bajo condiciones especiales colonias de células somadticas de
hibridos viables (Stewart ef /. 1997). Aproximadamente son generados 100 hibridos de
lineas de células somaticas que contienen al azar fragmentos de cromosomas humanos.
De esta manera. cada linea de célula hibrida recuperada, es analizada usando marcadores
de DNA que ayudan a identificar cada fragmento de cromosoma, y a través del analisis
estadistico se pueden orientar y estimar las distancias relativas entre ellos, permitiendo
asi el ensamblado de mapas de hibridos de DNA radiado.

Esta técnica es eficiente y constituye una manera rapida de mapear un gen de
interés. So6lo basta con disefiar un STS (secuencia corta de DNA en la regidn candidata a
contener el gen de interés) que sea inico en el genoma humano y que no se presente en
el genoma del roedor (hamster) para mapear la posicion del gen estudiado. Otra posible
aplicacion. es en el mapeo de STSs y en el ensamblamiento de contigs (fragmentos
sobrelapados y clonados de DNA) (Figura 7) de YACs (cromosomas artificiales de
levadura) para orientar éstos con respecto al centrémero o al telémero (Green et al,
1993). En el Centro del Genoma Humano de la Universidad de Stanford en California
(The Stanford Human Genome Center), han terminado la construcciéon de un mapa
fisico del genoma humano mediante el uso de un panel de 83 hibridos llamado panel G3
de Stanford, en conjuncion de 10 478 STSs derivados de las secuencias al azar de DNA
genoémico (Stewart et al, 1997). En el andlisis al azar, de 322 DNAc se encontré que el
mapa cubre en una vasta mayoria ¢l genoma humano. Este mapa de hibridos de DNA
radiado puede ser la clave para cumplir con la meta planteada de crear un mapa fisico
que contenga 30 000 marcadores Unicos ordenados entre si en espacios intercalados de
100 Kb (Stewart ef al, 1997).

Mapa de DNAc.

Un mapa de DNA compiementario (DNAc) muestra la posicion de regiones
expresadas (exones) relacionadas a regiones particulares del cromosoma o bandas (las
regiones del DNA expresado son aquellas regiones transcritas en RNAm). El DNAc es
sintetizado en el laboratorio utilizando moléculas de RNAm ¢omo patron, si se siguen
las reglas de apareamiento de bases (en el RNA en lugar de timina se utiliza uracilo)
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fragmento 6-10. Este proceso de repite hasta que se enguentran todos los clones gue contengan el gen o el DNA de
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(Casey et al. 1989-1990). Debido a que éstas representan regiones gendmicas. el DNAc
es utilizado para identificar las partes de la localizacion cromosémica para genes. cuyas
funciones son cominmente desconocidas v para cazar genes de enfermedades humanas.
Los mapas también pueden sugerir un juego de genes candidatos a pruebas cuando la
localizacion aproximada de un gen de alguna enfermedad ha sido mapeado por técnicas
de higamiento genético.

Trabajar con DNAc es una actividad comun desde hace una década por su gran
valor para identificar la secuencia vecina regulatoria. Ademas juega un papel esencial
en la integracidn de la funcion del gen de'ro de la célula y del organismo. Para
localizar genes, pueden ser aislados miles de ®NAm de células. de tejidos. u drganos
como el cerebro de mamiferos y después ser utilizados por investigadores en el estudio
del desarrollo y funcion del cerebro. Parece ser mas eficiente para estos investigadores.
aislar el RNAm. obtener DNAc. clonar el DNAc. secuenciar v mapear el juego de genes
relacionados a una serie particular de funciones (Davis. 1992). Sin embargo como
sefialamos anteriormente hay muchos genes que tiene una expresion muy baja v muchos
genes regulatorios que pueden perderse durante el proceso (Casey ar al. 1989-1990).

Mapeo fisico de alta resolucion

Los dos métodos mas comunes para el mapeo de alta resolucion son lamados
“top-down™ (un mapa de macrorrestriccion) y “bottom-up”(un mapa de contig). Con
esta estrategia los mapas representan juegos ordenados de fragmentos de DNA que son
generados por cortes del DNA genoémico con enzimas de restriccidn, los fragmentos son
después amplificados por clonacién o por medio del PCR (Reaccién en cadena de la
polimerasa). Las técnicas de electroforesis en gel son después utilizados para separar
fragmentos de acuerdo al tamafio en diferentes bandas las cual:'s pueden ser visualizadas
por tincion directa del DNA o por hibridacién con sondas de .JNA de interés. El uso de
cromosomas purificados separados, por soluciones de flujo en lineas celulares humanas
o en lineas de células hibridas permite, que sea mapeado un sélo cromosoma.

Pueden utilizarse un gran nimero de estrategias para construir el orden original
de los fragmentos de DNA en el genoma. Muchas de ellas usan la caracteristica de una
sola hebra de DNA y/o RNA para hibridar a un segmento de doble hebra por puentes de
hidrogeno entre bases complementarias, la extension de la homologia de las secuencias
entre las dos hebras puede ser inferidas de la longitud del segmento de dobie hebra.

Un consorcio internacional de grupos de Norteamérica, Europa y Japon se
organizaron para coordinar un esfuerzo para la construccion de un mapa que integrara la
informacién actual. Como fruto de ese consorcio resulto la publicacion de un articulo en
Science llamado “A Gene Map of the Human Genome”. El trabajo se basa
principalmente en la secuenciacion de DNAc propuesta por Bredmen y seguida por C.
Venter y sus colegas centrados en la generacion de pequefios fragmentos de DNAc
llamados ESTs (expressed sequence tags o secuencias expresadas identificables) para
crear un catdlogo de genes humanos (Schulei, 1996), fue necesario cortar fragmentos de
€5as SECuencias en grupos que representaban distintos genes, un gen puede estar
representado por multiples ESTs. Para hacer un mapeo eficiente se acompaiia con de
RNA mensajeros cuyas secuencias pueden ser eficieniemente convertidas en STSs y
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después se realiza un alincamiento con secuencias parecidas por {o menos en un 97% de
identidad. Los mapas fisicos no son representaciones sino sobrelapamientos de
colecciones de DNA (Gilbert. 1993).

Tecnologia de secuenciacion

Han sido desarrolladas varias técnicas para determinar la secuencia precisa de
nucledtidos dentro de una hebra de DNA. Algunos de estos métodos son actualmente
utilizados para establecer grandes cantidades de datos de secuencias de DNA. mientras
que otros han quedado en etapas de desarrollo. La tecnologia de secuenciacion se ha
mejorado mucho en las dos décadas pasadas.

A principios de los setenta una persona podia bataliar mucho para completar 100
bases secuenciadas por afio. Dos técnicas similares de secuenciacién fueron
desarrolladas, una por Allan Maxam and Walter Gilbert en los Estados Unidos (método
quimico, en el que se usan compuestos diferentes de enzimas) y otra por Fredrick
Sanger (método. en el que se utilizan enzimas) v sus colegas en Inglaterra. Los dos
meétodos desarrollados de secuenciacion solo determinan la secuenciacion de una sola
hebra de la molécula de DNA y ambos involucran 3 etapas principales. Este evento en la
tecnologia de la secuenciacion ha hecho posible que una persona pudiera secuenciar
miles de pares de bases por afio.

Estas técnicas, por las que sus inventores ganaron juntos el Premio Nobel.
todavia forman las bases de toda las tecnologia de secuenciacion actual. La técnica
descrita por Sanger y colaboradores en 1977 llamado secuenciacion en cadena terminal
de deoxinucledtidos (dideoxi chain-termination sequencing), es el método mas utilizado.
Esta técnica incluye la sintesis in vitro de moléculas de DNA en presencia de
nucleotidos artificiales deoxinucleotidos (dideoxy' ). los cuales impiden la extensién de
la cadena cuando se han incorporado dentro de una hebra de DNA en sintesis. El
resultado de las moléculas de DNA las cuales terminan en diferentes posiciones de
nucleétidos. son después analizados por electroforesis en gel. La migracién relativa de
varios fragmentos de DNA puede ser utilizada para deducir el total de la secuencia
iniciada en ¢l DNA patrén. La deteccion de los fragmentos de DNA puede ser
acompaiiado por la incorporacion de radioactividad o mas recientemente por grupos
fluorescentes dentro del DNA. Las secuencias radiactivas migran dentro de la gel de
acrilamina y después la gel es deshidratada en un papel filtro para después exponerse a
una pelicula de rayos X y detectar las bases terminales (nucleétidos) de los fragmentos
generados del DNA patron. En contraste la secuenciacion fluorescente incluve la
automatizacién en la detecciéon por medio del rayo laser llegado a incrementarse
popularmente (Figura 8).

Se ha intentado refinar las técnicas de secuenciacién de DNA vy se apunta
principalmente a 1) Mejorar la seguridad, exactitud y eficiencia de los métodos de
secuenciacion de Sanger basados en la fluorescencia (incluyendo la implementacién de

un didedxido ¢s la contraparte de un dedxido (aucledtidos, Son andlogos. séio que en el didedxido el grupo hidroxiilo ha sido
reemplazade por un hidrégeno; es por elloque una vez agregado el didedxidonucieotido. la cadena se detiene porque no tiene un erupe
hidroxilo al que atacar para que se agregue el sigutente dioxinucledtido,

vii



QG 1500°Q° " GGCIGE i1 0gG

i

Figura 8

p. 159.

TRGC 110050 " T O00CTCC T 11ANG!: )

il l' L "

S GG18iCCICTIIITCCCC QUFCAGCANCG 00120 LI NGC L CCAA0A0 10001 2GiGIACTIGNC ACCAGRCCAI0aNC
“OQTOICCICTITI CeCOT00: A0 £C1AAI LCAT gOC S CCAA0ACTOCO! AATGALETIGcCACCAQCLATGOAD

! |
' 1

Loy

Resultado grafico de la Secuenciacidon Automatizada. Cada uno de las cuatro reacciones produce
fragmentos marcados con moléculas fluorescentes con diferente longitud de onda. Cuando los fragmentos
fluorescentes de las cuatro reacciones migran verticalmente en una gelatina de poliacrilamida, un rayo laser detecta
el paso de la molécula fluorescente. Una computadora autométicamente registra la sefial, y nombra cada base
terminal de los fragmentos basados en la longitud de onda que emite cada color fluorescente. Las ambigliedades en
las secuencias, pueden ser resultas mediante la observacion directa de la sefial fluorescente registrada en la
computadora. Los cambios pueden ser hechos por un téchico con experiencia. Tomada de Los Alamos Science, 1992,




més herramientas automatizadas) y 2} desarrollar radicalmente diferentes tecnologias de
secuenciacion de DNA que puedan mejorar la eficiencia en varios ordenes de magnitud
(Hunkapiller, 1991)

Para lograr el objetivo del Proyecto Genoma Humano sobre la secuenciacion de
todos los cromosomas en ¢l ser humano. es tundamental que cada paso en el proceso de
secuenciacion sean automatizados y finalmente integrados.

Secuenciacion de DNA

La secuenciacion es el proceso para obtener una informacidn detallada acerca de
un fragmento de DNA en su secuencia base por base. y es la mejor resolucion del mapa
fisico (figura 1. )(resolucidn, una base). Los mapas fisicos estan dirigidos a servir como
recursos interrelacionados en las investigaciones cientificas. principalmente para los
genes responsables de enfermedades hereditarias y para investigaciones bioldgicas
(estudios de genes, funcién y expresion de genes) (Engel. 1993), asi como para el
entendimiento de la estructura, la funcidn. e historia evolutiva del genoma humano. En
1990, cuando se hicieron los planes para el Proyecto Genoma Humano. el costo
estimado de la secuenciacién era de $2 a $5 dolares por base. Con la tecnologia del
momento significaba que una séla persona podia producir entre 20 000 vy 30000 bases
por afio, sin considerar que para reducir la tasa de error en la secuenciacidn se debe
secuenciar la region de interés varias veces. La tasa de error en la secuenciacion es muy
baja, de 1 base en 100 000.

Para cumplir con la meta de secucnciar todo el genoma humano el Provecto
Genoma Humano ha desarrollado una estrategia de secuenciacidon multifacética a gran
escala que considera los pasos esquematizados en la Figura 9.

El aislamiento del DNA gendmico de células y la clonacion de fragmentos
grandes de este DNA en vectores como YACs o cosmidos para la construccion de
mapas de contigs de la region que se quiere secuenciar. Es necesario que estos contigs
estén orientados y arreglados en base a una posicion relativa con respecto al genoma a
secuenciarse. Pero debido al tamaiio fisico que estos contigs presentan es necesario
romperlos en fragmentos relativamente pequefios y técnicamente manejables como el
M13 (Figura 10}, un bacteriéfago cuyo genoma es una molécula de DNA de una sola
hebra. Este vector puede aceptar fragmentos de DNA de entre 500 a 2000 pares de bases
de largo para su subsecuente propagacion en una célula huésped como la bacteria £
coli. haciéndose particularmente conveniente cuando se trata de usar el método de
secuenciacion de Sanger (Los Alamos Science. 1992, P. 152).Un mapa completo por
ejemplo, podria estar representado por 150 000 césmidos ( Little, 1990).

John Sulston director del centro Sanger en Cambridge y Robert Waterston
director del centro de secuenciacion del genoma en la universidad de Washington
propusieron en 1992 un plan para conseguir la secuenciacion del genoma completo a un
costo de $300 a $400 millones de délares consiguiendo ia secuencia total a principios
del afo 2003. Estos cientificos consideran que los directores de programas podrian
reorganizar su presupuesto y reordenar prioridades, ya que piensan que la tecnologia
actual es suficiente para realizar la secuenciacion. Las estrategias en los gobiernos han
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M13 vector in Human target DNA
replicating form

e
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2-kbp restriction
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+ + Because the target DNA is inserted
in either of two orientations, bath
strands of the insert will be
packaged into M13.

Figural0 Clonacién usando el bacteriofago M13. Una doble hebra circular de DNA del fago del genoma es recobrada
de las células infectadas de E. coli cortado con enzimas de restriccion. El vector resgltante se !.me'entonces con el
DNA blanco cortado con la misma enzima. La molécula recombinante entra a la bacteria como plasmido. Ya dentro de
la bacteria se autorreplican y producen la proteina del fago. Unicamente la -hebra _+ del genpma del fago es
empaquetada como una progenie viral. De cualquier manera, eventualmente cantidades |r_1$ertadas iguales de ambas
hebras sen obtenidas porque algunas de las inserciones se incorporan al DNA del fago orientados de tal manera que
una hebra del inserto se incorpora dentro del fago en la hebra +, Ademas otros insertos entran de forma que la hebra
complementaria sea incorporada dentro de la hebra +, Finalmente las hebras + son e_mpaquetadas dentro de las
particulas del fago y dejan la célula del hospedero sin dafiarla. Tomada de Los Alamos Science, 1992, p. 231.



sido extender las investigaciones en pequefios provectos. Las secuencias bioldgicamente
importantes podrian lograrse con las técnicas actuales con un 99.9% de exactitud.

~

La secuenciacion de los 3 billones de pares de bases de nucledtidos que
componen la molécula de DNA humano es una tarea ardua. delicada v de alto costo para
¢l Proyecto Genoma Humano. que se ha fijado una meta ambiciosa de reducir el costo a
por lo menos § 0.5 de déiar por base. Como mencionamos anteriormente los limites
técnicos se resumen a un alto costo econdémico por la mano de obra v el costo de los
reactivos. Por estas razones, una de las metas planteadas en los primeros cinco afios del
Proyecto Genoma Humano. fue el desarrollo de tecnologia automatizada que redujera
tos costos al midximo en un afto. Entre 1975 y 1992. el numero de pares de bases
publicadas crecid de 25 000 a casi 100 millones. Por ejemplo: En 1991 la secuencia mas
targa reportada fue de 229 354 pares de bases del genoma del citomegalovirus v para
1992 los britanicos secuenciaron todo el cromosoma Il de la levadura (S. cerevisiae)
reportando 315 357 pares de bases. Actualmente la lista se sigue incrementando a varios
millones de pares de bases (Los Alamos Science, 1992, p. 151).

PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa)

El PCR o Reaccion en Cadena de la Polimerasa es una herramienta
indispensable en la biologia molecular y para el Proyecto Genoma Humano. El PCR es
un método in vitro de sintesis enzimatica de una region con un rango de 60 a 6000 pares
de bases (Figura 11). El PCR ha jugado un papel importante en la identificacion de
marcadores en los mapas de los cromosomas. El PCR puede sintetizar miilones de
copias del fragmento de DNA escogido para ser amplificado. La mezcla de reactivos
necesarios para llevar a cabo la reaccion in vitro contenida en un tubo es la siguiente:

I} Un buffer que éptimice 1a funcion enzimética y que también facilite el anclaje
de las secuencias iniciadoras o cebador’ .

2) Dos secuencias iniciadoras (secuencias cebadoras) cortas de 13-22
nucleotidos de largo de una sola hebra. Estas secuencias cortas son también llamadas
ohgonucledtides y generalmente son sintetizados comercialmente. El propésito de estas
secuencias cortas de oligonucledtidos es de anclaje a la hebra de DNA complementaria
en la region de nuestro DNA genémico blanco. De esta manera, la polimerasa puede
guiarse para sintetizar e extenderse.

3) Una mezcla de deoxirribonucledtidos trifosféricos libres (dATP. dGTP, dCTP
vdTTP).

4) Una polimerasa de DNA termoestable que catalice la sintesis de la hebra de
DNA complementaria de la secuencia blanco y que pueda resistir altas temperaturas. La
polimerasa que se utiliza ha sido aislada de la bacteria Thermus aquaticus de las aguas
termales v se [lamada Taq I.

Hay 3 fases distinguibles involucradas en el PCR dependientes de la temperatura
que se repiten de 20 a 30 ciclos.

! Un cebador es una pequefia hebra de RNA la cual debe ser sintetizada en un templete de DNA antes de que 1a DNA polimerasa
comience la clongacion de una nueva hebra de DNA. ésta es posteriormente removida v el espacio se Ilena con DNA.
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Figura 11
Alamos Science, 1992, p. 129.
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La primera fase involucra la desnaturalizacion de la doble hélice de DNA a
95°C. con el propésito de romper los enlaces de hidrogeno que mantienen juntas las dos
hebras de DNA. El resultado por 16gica es obtener una sola hebra de DNA que servira
de patrén para llevar a cabo la sintesis del DNA.

La segunda fase también llamada fase de apareamiento complementario
contempla el enfriamiento de esta mezcla de reactivos a una temperatura de 55°C a 65°C
dependiendo del Tm de cada cebador (secuencias iniciadoras) en particular. El Tm es la
temperatura a la cual el cebador no se encuentra atado a su hebra complementaria.
Generalmente la temperatura éptima que se contempla para cada par de primer es 3°C
por debajo del Tm. A una temperatura dptima cada secuencia iniciadora se agarra o
hibridiza respectivamente a su hebra de DNA complementaria en los extremos 3 de
cada una de las hebras de DNA patron.

La tercera fase. también llamada fase de extension, involucra el calentamiento a
72°C para facilitar la sintesis o extension de la hebra del cebador por la accién de la
polimerasa de DNA. La polimerasa se pega en los extremos 3" de los cebadores
catalizando la adicion de nucledtidos a la hebra del cebador hasta que se termina el final
de la hebra de DNA patron o hasta que se pierde. La sintesis de la nueva hebra de DNA
complementaria a la hebra patrén se lleva a cabo en la direccion 5" a 37,

Durante el segundo ciclo de la reaccién tenemos exactamente una duplicacién de
cada hebra de la secuencia blanco. De esta manera cada ciclo subsecuente dobla el
namero de hebras. después de un numero de n ciclos. la reaccién contendra
aproximadamente 2n copias de cada hebra de la secuencia blanco.

Varios avances importantes se han logrado gracias al uso del PCR en las
investigaciones del genoma humano, entre estos se incluye: i) la purificacién de un buen
numero de DNA polimerasas termoestables (incluyendo la clonacion de algunos de los
genes correspondientes) que permite los ciclos repetitivos de la sintesis de DNA y
ocurren por un simple ciclo térmico. sin la necesidad de adicionar una enzima cada vez
que se haga la etapa de la desnaturalizacion; ii) el desarroilo de métodos mds eficientes
v automaticos para la sintesis quimica de los oligonucledtidos iniciadores: y iii) la
construccion de instrumentos perfeccionados que proporcionen ensayos eficientes de
PCR que puedan ser sujetos a ciclos térmicos. Como resultado el PCR representa una
técnica rutinaria utilizada virtualmente en todos los estudios genéticos. asi como en un
gran nimero de laboratorios clinicos. Ademas debido a su rapidez, su alta sensibilidad vy
su susceptibilidad a la automatizacion el PCR esta siendo usado para un amplio rango
de tareas inherentes en el estudio del genoma humano y de otros organismos modelo.



Sistemas de clonacion del DNA

Los sistemas tradicionales de clonacion del DNA se basan en células
procariéntes. generalmente en la bacteria £ coli. Durante los ultimos afios ha sido
posible hacer millones de copias idénticas de segmentos de DNA. clonando
(duplicando) cada segmento individualmente en una molécula de DNA recombinante en
la bacteria E. colli (Figura 12).Por ejemplo:

Plasmidos- son moléculas de DNA extracromosomales que se pueden manipular
genéticamente y pueden integrar pequefias piezas de DNA exogeno (entre 10 Kb)
(Figura 13).

Césmidos- son una forma modificada de plasmidos que pueden acomodar segmentos de
DNA de mas de 40 a 45 Kb en tamario (Figura 14).

Bacteriofagos- son virus que infectan bacterias y ciertos tipos como el fago lambda.
puede ser capaces de transportar 25 Kb de DNA ajeno a su genoma.

Debido a su capacidad como intermediario de la cantidad de DNA clonado los
cosmidos clonados (y en alguna extension los bacteridfagos) han jugado un papel
importante en el mapeo del genoma por muchos afios. por ejemplo: las estrategias de
utilizacion de cdsmidos para el aislamiento y el mapeo de extensos trozos de
cromosomas humanos han sido desarroliados ¢ implementados para diferentes regiones
en el genoma. Sin embargo, esos esfuerzos han resultado raramente en clones contiguos
que cubran extensiones de mas 100 a 200 Kb ( que representan una pequefia fraccion de
un cromosoma humano) no obstante los clones de cdsmidos y bacteriofagos tienen un
papel fundamental en el estudio del DNA humano y en el aislamiento de los genes de
interés (Green et al, 1992).

Cromosomas artificiales de levadura (YACs)

El sistema de clonacion de YACs fue desarrollado en 1987 v ha permitido el
aislamiento y el estudio de segmento de DNA que son significativamente mas grandes
que los que se clonaban en sistemas tradicionales basados en bacterias. En este caso. el
hospedero es la levadura Saccaromyces cerevisiae (una célula eucarionte) y el DNA
clonado esta contenido en un cromosoma lineal "artificial” (una molécula de DNA
extracromosomal) (Figura 15). El DNA clonado contenido en los YACs tienen un rango
de 1amario de menos de 100 Kb a mas de 1000 Kb, que son aproximadamente de 10 a 20
veces mas grandes que la capacidad de los sistemas de clonacion de bacterias.

Un nimero muy grande de genotecas (Conjunto de vectores que contienen todas
las secuencias de DNA de otro organismo) de YACs considerable han sido construidas
de DNA genémico humano y esos clones son usados para mapear varias regiones del
genoma humano. Las genotecas de YACs también son construidas para usarlas en
genomas de otros organismos como: el raton (Mus muscuius). el nématodo
(Caenorhabditis elegans), la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster), la planta
acudtica ( Aradipdosis thaliana) y muchas otras.

Xi
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Figura 13 Ejemplo de un plasmido. Los pldsmidos son pequenas moléculas de DNA circulares en el citoplasma de E.
coli y otras bacterias. Los plasmidos contienen un replicon, es decir, una secuencia de DNA que permite que la
bacteria hospedera los replique. El replicén incluye un origen de replicacién (ori). Muchos plasmidos contienen sitios
dedicados a una gran variedad de endonucleasas de restriccién, ademés de secuencias de DNA que codifican genes
resistentes a diferentes antibidticos. Las cualidades naturales de los plasmidos los convirtieron en los primeros
vectores usados en 0s sistemas de clonacion. Tomada de Los Atamos Science, 1992, p. 224,
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Figura 14  Clonacidn con césmidos de DNA de cromosomas humanos seleccionados. El césmido como vector de
clonacion contiene dos sitios cohesivos “cos” para reunir ta molécula lineal recombinante después de la transfeccion.
Ademas ndtese que el vector contiene dos marcadores selectivos como la resistencia a la ampicilina y a la neomicina,
sitios de restriccidn para endonucleasas, secuencias promotoras como T3 y T7 para seleccionar y localizar la molécula
recombinante deseada. El vector es cortado y linealizado con {a enzima de restriccién Xba | y BamH | creando dos
brazos de clonacion. EI DNA a ctonar es semicortado con Sau3A1. Después los fragmentos entre 35 a 45 Kb de largo
son unidos a los brazos del vector, asi la molécula recombinante producida es empaquetada dentro de la capside del
fago. Las particulas de fagos infecciosos insertan la molécula recombinante dentro de cada una de las células de E.
coli, donde la molécula reside como plasmido. Para prevenir el rapido crecimiento de las células de £, coli cada
colonia es transportada por separado en un plato con mdltiples pozos. Tomada de Los Alamos Science, 1992, p. 240.
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Figura 15 Ejemplo de un YAC (Cromosoma Artificial de Levadura) como vector en la clonacion. Los dos brazos del
YAC son manufacturados separadamente en E. coli como plasmides pJS97 v pJS98. Cada uno contiene un gen
resistente a la ampicilina, un replicén (ori) para propagarse como pldsmido y un origen de replicacién de la levadura
(ARS), un telomero de levadura y varios sitios de anclaje para enzimas de restriccion, incluyendo fa enzima Cla |
localizada en el extremo terminal del telémero. Unicamente pJS97 contiene un centromero de levadura y un gen de
supresion de pigmento que cambia el color de las colonias de las fevaduras. Los pldsmidos son linealizados y el DNA
blanco es fragmentado con la enzima Cla i. Los brazos del vector producidos tendrdn una secuencia de levadura
telomérica en la regién terminal y una cola de Cla | en el otro extremo. Los fragmentos de DNA humano blanco son
unidos al vector mediante la enzima ligasa para formar un YAC que pude transformar las c€lulas de levadura. Los
promotores para la polimerasa de RNA T7 estédn localizados cerca del sitio de anclaje de la enzima Cla I. Estas
secuencias son usadas en la generacion de sondas de RNA de los extremos del inserto. Tomada de Los Alamos
Science, 1992, p. 96.



La seleccion de genotecas de YACs para los fines de interés fueron inicialmente
hechos usando enfoques tradicionales de hibridacién de DNA-DNA con una sonda. Sin
embargo, han sido desarrolladas estrategias para identificar los YACs entre genotecas
complejas usando PCR y representan las formas mas comunes nara la seleccion de las
genotecas de YACs. Gracias a varias caracteristicas de clonaje de los YACs este sistema
de clonacidn es susceptible de ser usado en el aislamiento v mapeo de grandes regiones
de genoma humano. Primero. proporcionan una estrategia para obtener grandes piezas
de DNA clonado. que simplifican los procesos de construccién de mapas de regiones
extensas de cromoso.:.as v el aislamiento de genes muy grandes en forma intacta. de
numerosas regiones dei genoma humano con relevancia médica. incluvendo el gen de la
fibrosis cistica en el cromosoma 7. el gen de la distrofia en el cromosoma X: el
segmento de HLA en el cromosoma 6: el gen de la enfermedad de Huntington en ¢l
cromosoma 4 y muchas otras. Ademas, la clonacion de YACs se ha estado usando para
aislar y mapear los cromosomas humanos incluyendo en mayor proporcion el
cromosoma X y virtualmente los cromosomas Y vy 21 (Los Alamos Science. 1992).

Una segunda caracteristica importante de clonacion de YACs. es la habilidad
para usarse como hospedero de la levadura para la reconstruccion de grandes genes
humanos por medio de la hibridacion y recombinacion de pequefos YACs
sobrelapados.

Este procedimiento se ha venido utilizando para obtener YACs individuales que
contienen todo el gen de la fibrosis cistica de cerca de 250 Kb: dcl protogene BCL2 de
230 Kb y del gen de la distrofia muscular de Duchenne de 2.3 Mb. Finalmente como un
eucarionte, la levadura parece proporcionar un medio mas hospitalario para la
replicacion de algunos DNAs de otros eucariontes y ademas es capaz de clonar ciertos
segmentos de DNA que fueron previamente inclonables en bacterias. por varias razones
los sistemas de clonacién con los YACs actualmente representan el sistema mads
utilizado para el aislamiento y mapeo de grandes regiones de cromosomas humanos.

La clonacion con YACs, sin embargo, no estd exenta de problemas. Una
desventaja es la dificultad en la purificacion de grandes cantidades de DNA de YACs.
Por lo que es necesario la fragmentacién de un YAC y su subclonacioén en vectores
como plasmidos, bacteridfagos o clones de cdsmidos conteniendo pequedios fragmentos
de YACs, insertados previamente para realizar manipulaciones genéticas en la
identificacién genes y otros procedimientos rutinarios como la secuenciacion. Otro
problema serio con los YACs es la fuerte presencia de “quimeras de YACs™ (segmentos
de DNA de diferentes genes al azar en un sélo clon). Estas quimeras de YACSs
constituyen la mitad o mas de los clones de muchas genotecas hechas de DNA de
genoma humano.

Electroforesis en gel de campo pulsado

Una herramienta importante que ha jugado un papel fundamental en el desarrollo
de los YACs y otros grandes sistemas de clonacién es una técnica que consigue la
separacion de grandes moléculas. Un enfoque convencional de la electroféresis en gel
(tipicamente geles de agarosa) con una resolucidn arriba de los 50 Kb en tamafio son
incapaces de separar significativamente grandes fragmentos de DNA. Para superar esta
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limitacion ha sido desarrollado un método en el cual la direccién del campo eléctrico
aplicado al DNA dentro de un gel de agarosa es periédicamente alternado.

Esta técnica es llamada electroforesis en gel campo de pulsado (Figura 16).
puede separar fragmentos de DNA superiores a 10 Mb en tamafo. Numerosos
refinamientos y modificaciones basados en cl enfoque de electroforesis en gel de campo
pulsado se han hecho construyendo un método de rutina sencillo. La electroforesis en
gel de campo pulsado ha sido utilizado para estudiar el genoma de organismos tales
como la levadura, para establecer mapas de restriccion del ser humano utilizando
enzimas de restriccion de cortes raros, para caracterizar grandes inserciones en clones
tales como YACs y para detectar ciertos tipos de mutaciones causadas por enfermedades
genéticas humanas.

La electroforesis en gel standard no ordena fragmentos largos de DNA en forma
adecuada, las hebras largas con cerca de 30 000 bases (30 kilobases) tienen tendencia a
moverse con la misma velocidad. David Schwartz de la Universidad de Columbia, v
Charles Cantor, también de Columbia. (actualmente en la Universidad de California),
¢ncontraron que si cambiaban abruptamente la direccion del campo eléctrico podian
forzar a las moléculas a pausar y rearreglarse entre ellas antes de cambiar de direccién.
El segundo campo eléctrico puede tomar cualquier angulo deseado comparado con el
primero, y la duracion de cada pulsacion puede ser de segundos o minutos. El resuitado
de la pausa en respuesta a un nuevo campo hace el truco. El tiempo que una molécula
requiere para reorientarse varia con el tamaiio. asi la técnica puede separar moléculas
por el tamafio cuando éstas son de el orden de mil bases de largo. mas que aquellas del
orden de 10 millones de bases de largo. Cantor y Schwartz nombraron esta técnica
"Pulsed-field gel electrophoresis”, cuando la anunciaron en 1984. Los ultimos
instrumentos son hexagonales y tienen 24 electrodos arreglados alrededor de ellos: los
electrodos son controlados por computadora asi que el campo es siempre uniforme
puede cambiar de direccidn instantaneamente (Freeland, 1993. p. 74).

Hibridacion in situ

La técnica comienza con un fragmento de DNA que contiene un gen o un
pequefio pedazo de gen. Para la hibridacion in siru, se necesita aumentar el DNA
clonado con un marcador radioactivo. El resultado de este material genético marcado es
llamado sonda. Los cromosomas son esparcidos en la célula humana de tal manera, que
el DNA de estos cromosomas se abran y pueden formar pares de bases con secuencias
complementarias de DNA. Se agrega entonces la sonda en los cromosomas: de esta
manera la sonda formara hibridos con el DNA celular pero unicamente en los lugares
donde la secuencia de bases se aparean. Asi se consigue una autorradiografia de los
cromosomas esparcidos, produciendo en una pelicula una copia de los cromosomas con
puntos negros donde la radioactividad se marca son los puntos donde los genes se
localizan (Freeland, 1993 p. 71).
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Figura 16 Diferencias entre una electroforesis en gel convencional de fragmentos de DNA humano segmentados y
de una electroforesis de campo pulsado (Pulsed-field Electrophoresis) de moléculas de DNA intactas de
Saccharomyces cerevisiae. En la electroforesis convencional los fragmentos generados fueron resultados de la
digestidén enzimatica de las endonucleasas de restriccion para crear fragmentos de tamaiio manejable durante la
migracion de estos a través de la gelatina. Notese que el tamafio de los fragmentos en una electroforesis
convencional es de entre 500 pb a 23 kb. Con la electroforesis en gel de campo pulsadc cada molécula intacta de
DNA que compone el genoma de Saccharomyces cerevisiae es separada exitosamente. Con la electroforesis de
campo pulsado, se pueden resolver fragmentos de DNA con tamanos de hasta 5 millones de pares de bases
mediante el incremento de |a duracion de los pulsos. Tomada de Los Alamos Science, 1992, p. 56.



Fluorescencia de Hibridacién in situ

Un paso importante en la caracterizacion de segmentos clonados de DNA es la
identificacién de sitios aproximados en el genoma del cual es originado (por ejemplo su
localizacion en un cromosoma en particular) la ruta mas directa para obtener tal
informacion incluye la hibridacion de segmentos de DNA en preparaciones de DNA de
cromosomas intactos de células en metafase; utilizando herramientas que sigan las
caracteristicas estructurales de los cromosomas condensados para ser preservados. Si la
sonda del DNA estd marcada apropiadamente. el examen microscépico e los
cromosomas puede ser usada para identificar la posicion o las posiciones de hibt. .acidn.
siguiendo la tarea del DNA a una region subcrosomal particuilar. En estd drea han
ocurrido grandes avances en afios recientes y éstos han incluido el uso de “etiquetas™
fluorescentes para marcar las sondas de DNA y microscopia fluorescente para establecer
la postcion de la hibridacion, una técnica conocida como fluorescencia de hibridacion in
situ (Figura 17)(Green et al, 1992).

La fluorescencia de hibridacion in situ (FISH) ha tenido grandes avances en la
tecnologia. En general ¢l enfoque basico ha llegado a ser mas eficiente y fidedigno
haciéndolo facil de implementar. La ténica para identificar segmentos de DNA
estrechamente esparcidos ha sido también mejorada; por ejemplo: el andlisis standard de
FISH con preparaciones de cromosomas en metafase pueden ser usadas para discriminar
entre regiones separadas por 5-10 Mb. Sin embargo, con etiquetas fluorescentes de
diferentes colores y el uso de células en interfase (con sus cromosomas altamente
extendidos) mas segmentos de DNA estrechamente relacionados. apartados anicamente
unos 100Kb pueden ser resueltos en algunos casos. Ya que el andlisis de FISH tiene
significado para establecer la posiciéon de un segmento de DNA clonado. relativo al
cromosoma fuente. esta técnica estd jugando un papel importante en el mapeo del
genoma.

Microdiseccion de cromosomas

Una estrategia clave para aislar segmentos de DNA de regiones
citogenéticamente definidas de un genoma. es la microdisecciéon de cromosomas. En
este método las regiones de un cromosoma citogenéticamente distintas son
microscopicamente extirpadas y aisladas del DNA gendmico remanente. La
microdiseccidn fue inicialmente aplicada a cromosomas politénicos de la mosca de la
fruta Drosophila melanogaster. La aplicacion del PCR ha marcado el poder de este
enfoque siguiendo su uso con DNA humano. Por ejemplo, el DNA humano puede ser
microdisectado de una sola banda cromosdmica humana apropiadamente procesada y
amplificada por medio del PCR. El producto de DNA amplificado puede entonces ser
subclonado, y ostos clones individuales pueden ser utilizados como sondas de
hibridacién o como templetes (DNA patrén) de secuencias de DNA (ver generacion de
STSs abajo). Las estrategias de microdiseccion estan incrementando su usc en los
esfuerzos para aislar segmentos “blanco” del genoma humano, por ejemplo regiones que
estan pobremente representadas con marcadores existentes (Green er al, 1992).
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{n-Situ Hybridization on Human Chromosome 21

Four DNA probes labeled with a fiuorescent dye produce positive
hybridization slgnals at four locations along chromosome 21,
Because metaphase chromosomes are made up of two nearly
identical sister chromatids, each probe produces a pair of signals.

Figura 17 La figura ilustra la Hibridacién in situ det cromosoma humano 21, utilizando cuatro diferentes sondas de
DNA marcadas con moléculas fluorescentes. Tomada de Los Alamos Science, 1992, p. 112.



Células hibridas de linea somitica

Para mayor facilidad en el manejo de los cromosomas individuales o regiones
particulares se han creado varias lineas de células somaticas hibridas. Son células que
contienen el genoma completo de especies hospederas (genecralmente se utilizan
roedores como el hdmster) con alguna cantidad de DNA de otras especies en este caso
de DNA humano. Esta técnica ha sido de gran utilidad en la construccién de mapas de
hibridos de DNA radiado (ver mapa de hibridos de DNA radiado) (Green er al. 1992).

STSs (Secuencias cortas de DNA tinicas en el genoma)

Recientemente un marcador llamado STS (sequence tagged site) juega un papel
sobresaliente en el ensamblaje de los mapas fisicos de DNA humano (Figura 18). Los
STS estan definidos como pequefas hebras de ( 60-1000 pb de una secuencia Unica de
DNA que puede ser especificamente detectada por un ensayo de PCR).

En esencia, los STSs son los marcadores fisicos de DNA y el PCR es el método
experimental usado para detectarlos. Los mapas de STSs simplemente representan el
orden relativo y el espacio dentro ¢ . una region de DNA.

Los STSs han servido de lenguaje también de los mapas de enlace o genéticos
pues se han generado STSs para cada marcador de DNA polimérfico mediante la
secuenciacion de éste. La meta de los primeros 5 afios del PGH con respecto a los
mapas de enlace es lograr tener marcadores a distancias de 2 o 5 centimorgans
esparcidos a lo largo del genoma. Por lo tanto se necesitan cerca de 600 STSs
polimdrficos. Otra ventaja que tienen de los STSs es que no necesitan ser atmacenados
como los clones, sélo se necesita su secuencia para poder duplicarlos. La informacién
sobre los STSs puede ser almacenada en una base de datos como GenBank con
informacion sobre los primer que se deben usarse para amplificar un STS especifico.
Ademas se ha incluido informacion acerca de las condiciones de la reaccion en el PCR.
Para aquellos cientificos que se han convertido en cazadores de genes, es una
herramienta muy valiosa. Con ayuda del PCR se pueden generar muchas copias de STSs
que pueden ser usados para monitorear (screening libraries) genotecas de clones no
identificados para la identificacion de clones que contengan un marcador en particular.

Las etapas que se siguen para la elaboracion de un STS como marcador es la
siguiente:

1) Se puede mpezar por crear una genoteca de un cromosoma en particular.

2) Se secuencia cada extremo terminal del fragmento insertado en el césmido.
Solo se necesitan de 200 a 400 pares de bases para elaborar un STS.

3) Con la ayuda de programas computacionales a base de algoritmos complejos
se identifican regiones con una alta probabilidad de ser unicas.

4} De esta secuencia posiblemente unica, se disefian pares de cebadores con una
separacion entre ellos de entre 100 a 300 pares de bases. En el disefio de secuencias
iniciadoras se debe considerar la presencia de Gs and Cs en un porcentaje entre 45% a
55%. Otro parametro importante es la temperatura de fusion (melting point) de los dos
cebadores que no difieran menos de 5° C.

XV



Example of an STS

Rough Sequence—347 Bages (Jower case letters indicate uncertainty in the base call)

Primer A

Bt NN ULA TAUTGA TOLGUUCSITU | GCOTTTONC AMAGLGULGE
g G alae AATTUUUAC CACACUTIONE [ 1 2 LA GOTCTICTAAG
0 TCT AT L TUALLPACA L AAATTGUAGAT | ACANCU TUAT  AGAAULATTCG
141 ACWTATATTA 30 0T T AT e AR CARD DA TATAGOGA
RV COmeTe ey LU UUTACUICGAT  CATOCCCN NG O Oan TOGGaA
L AR SNTE RN ~ PN AL T URTGITACT A AT ICAG
i1 CTUCRUA G TCR T TORS CACTOATL LT ADGIGTCAD TOASATT -3

OCIACAAMITG FTGUOTACTT A & Primar B

Melling

Temperaturo
Primer A S OTE O TOC S0TT O AAC AGU AT a3 69.4°C
Primer B VOOTAC CCA T 0 eIe AAL ATC 4 68.7°C

The STS developed from the rough sequence shown above is 171 bases long. It
starts at base 162 and runs through base 332, Primer A is 21 bases long and lies on
the sequenced strand. Primer B is also 21 bases long and is complementary to the
shaded sequence toward the 3' end of the sequenced strand. Note that the melting
temparalures of the lwo primers are almost equal. A computer algerithm was used to
pick out the two primar sequences and lo calculate their melting temperatures,

Figura 18 Ejemplo de un STS (Sequence-Tagged Site) o secuencias cortas dnicas en el genoma humano. Los STSs
son 10s marcadores genéticos utilizados en la construccion de los mapas fisicos.Yomada de Los Alamos Science,
1992, p. 133.



5) Se sintetizan los cebadores v se usa el PCR usando DNA gendmico aislado de
c¢lulas humanas. Los productos de la amplificacion de DNA con el PCR se corren en
una electroforesis en agarosa para evaluar la especificidad de la reaccién.

6) S1 se encuentra un STS. el resultado serd observar en la electroforesis en gel
una sola banda que corresponda al tamafio esperado de la regién blanco.

Ademas de producir regiones tnicas en el genoma guc pueden ser usadas como
marcadores para la construccion de mapas fisicos. los STS-  umbién pueden servir de
marcadores para la construccién de mapas de enlace genético-. © vn los STSs se pueden
desarrollar regiones tnicas a lo largo del genoma humano que varian en tamafio de un
individuo a otro. Por lo tanto, un STS con una region variable es por definicion un
marcador polimdrfico de DNA. el cual en combinacién con otros marcadores de DNA v
siguiendo el patron hereditario a través de las familias se puede localizar el gen en el
mapa genetico o de enlace (Los Alamos Science, 1992, p.133-134),
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