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RESUMEN

El presente trabajo, es una revision bibliografica de algunos de los mas importantes
mecanismos de recombinaciéon y aunque no de manera exclusiva, éste se enfocd
principalmente en el estudio de estos procesos en eucariontes.

Para ello, se plantearon los siguientes objetivos 1: analizar documentalmente las caracteristicas
de la recombinaciébn como mecanismo de reparacion del dafio al ADN y su asociaciéon con el
desarrollo de cancer. 2: integrar la informacion para establecer diferencias y semejanzas de la
recombinacién como proceso de cambio y como mecanismo de conservacion de la informacion
genética.

Durante el desarrollo de este documento se realizé una revisién, mencionando los temas y
poniendo los elementos necesarios, que permiten llegar a la discusion de este trabajo,
revisando, analizando y cuestionando algunos aspectos de la recombinacion, como las
condiciones del grado de condensacion del ADN, el momento del ciclo celular en que sucede
ésta y la funcion y participacion de estructuras como el Complejo Sinaptonémico en la
recombinacién mei6tica en eucariontes.

Se revisé la importancia de los mecanismos de reparacién en los dafios en el ADN como
mecanismo para detectar, arreglar, disminuir y conservar integro al material genético. Uno de
los mecanismos de reparacion es la recombinacién, que por medio del entrecruzamiento, hay
corte, rompimiento y nueva uniéon entre moléculas de ADN, permitiendo el intercambio y
formacion de nuevas combinaciones genéticas en los genomas de organismos procariontes y
eucariontes, dando lugar asi a la recombinaciéon. Por lo tanto, la recombinacion es un
fenémeno que contribuye a la posibilidad de generar variabilidad, siendo al mismo tiempo parte
de uno de los mecanismos de reparacion de dafios al ADN, contribuyendo al proceso de
conservacion del material genético en todos los seres vivos.

El cancer esta relacionado con la acumulacién de una serie de mutaciones resultado de fallas
en la eficiencia de los sistemas de reparacion del ADN entre los cuales esta la recombinacion.
Particularmente cuando, como resultado de alguno de estos mecanismos, se pierde o modifica
la secuencia y el orden de genes relacionados y regulados entre si, debido en algunos casos a
inadecuados rearreglos genéticos y cromosomicos. Ademas, cuando llega a haber pérdida o
mutaciones en genes reguladores o segmentos de éstos, 0 en genes supresores de tumores,
cuya funcidén es detener o inhibir la divisién celular, o en los protooncogenes, que promueven la
division celular. Al mutar algunos de estos genes, particularmente estos Ultimos y convertirse
en oncogenes, quedan permanentemente activos, y entonces se da una divisién celular
permanente, alterando los mecanismos de regulacion, division, puntos de control y regulacion
del ciclo celular. Asi, al estarse dividiendo de manera continua sin control ni regulacién, aunado
a la propiedad de que estas células tengan la capacidad de viajar a través del torrente
sanguineo e invadir a otros tejidos del organismo (metastasis), estamos hablando de
caracteristicas tipicas que definen la aparicion y desarrollo de procesos cancerosos.

Finalmente, es importante el continuar estudiando para tener una mejor y mayor comprensién
sobre los mecanismos de recombinacion, tanto como proceso de cambio que puede
generar variabilidad al producir nuevos arreglos genéticos, pero sobre todo, como proceso de
reparacion de dafio al ADN y por ende, como evento de conservacién de la integridad del
material genético. Todo ello, como parte de los importantes procesos genéticos que se llevan
a cabo normalmente en la biologia celular en todos los seres vivos.
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1 JUSTIFICACION

La recombinacién como parte de los mecanismos de reparacion del dafio al ADN es
fundamental para el mantenimiento de la informacion genética. La recombinacion en las
células soméaticas se asocia con la reparacion de lesiones al material genético y, de
manera indirecta con el inicio de procesos cancerosos. Por lo anterior, es fundamental
profundizar en las semejanzas, diferencias e implicaciones de la recombinacién como
mecanismo que contribuye a la variabilidad y como proceso de reparaciéon del dafio al
ADN.

2 OBJETIVOS
a) Analizar documentalmente las caracteristicas de la recombinacidn como mecanismo

de reparacion del dafio al ADN y su asociacion con el desarrollo de cancer.

b) Integrar la informacién para establecer diferencias y semejanzas de la recombinacion
como proceso de cambio y como mecanismo de conservacion de la informacién

genética.

3 DESCRIPCION DEL TEMA

La recombinacion se ha estudiado como uno de los mecanismos que proporciona
variabilidad a los seres vivos, al ser uno de los eventos de reparacion de dafios al ADN,
ademas se ha establecido una asociacion entre recombinacion y cancer. La
recombinacion mitotica, descrita en el primer tercio del siglo pasado establece la
existencia de intercambio genético en las células somaticas mediante recombinacion;
aungue ésta fue descrita como un evento regular en pocos organismos, desde entonces

se han documentado evidencias de que ocurre en multiples organismos.



4 IMPORTANCIA DE ESTE TRABAJO

La recombinacion como un mecanismo de conservacion y como elemento primordial de
mecanismos de reparacion de la informacidn genética tiene una gran relevancia en la
sobrevivencia, tanto a nivel celular como del organismo y al mismo tiempo la
recombinacion homdloga es un mecanismo que proporciona variabilidad a los seres
vivos. El estudio de organismos deficientes en reparacion del dafio al ADN, a través del
estudio de sus mecanismos de recombinacién, han aportado elementos que asocian a

este evento con el desarrollo de cancer.

La relevancia de estos temas en relacion con la practica profesional, es la comprension
de estos importantes fendmenos genéticos en la biologia celular de los seres vivos,
como parte de los mecanismos de conservacion y procesos de cambio, que
permanentemente se llevan a cabo en el material genético de todos los organismos, y
gue forman parte de su ciclo de vida, supervivencia, variabilidad y evolucién en el

tiempo.



5 INTRODUCCION

El acido desoxirribonucleico (ADN) es el material genético que se encuentra en el

interior de las células de todos los seres vivos y de algunos virus.

El ADN almacena, duplica, transporta informacion y es susceptible de ser modificado.
Una célula se reproduce mediante una serie ordenada de eventos en que duplica su
ADN y demas contenido celular y posteriormente se divide en dos nuevas células. A

este continuo ciclo de duplicacion y division celular se le conoce como ciclo celular.

El ciclo celular se compone de cuatro etapas principales: fase de multiplicacién y
division celular o mitosis fase (M) y otras tres (G;, S y Gz) que en su conjunto
comprenden la interfase o periodo entre una fase (M) de division celular y la siguiente.
En la mitosis se lleva a cabo la divisién nuclear que es seguida por la divisiéon celular
para producir 2 nuevas células hijas, idénticas genéticamente a la célula parental que

les dio origen.

El otro tipo de division celular es la meiosis, que se lleva a cabo en las células
germinales de un organismo. La meiosis es el tipo de divisién celular nuclear mediante
la cual una célula germinal con dos dotaciones equivalentes de cromosomas homologos
(2n), se divide dos veces para dar cuatro productos meidticos, cada uno de los cuales
contiene una sola dotacion de cromosomas (n). De estos 4 productos meioticos, todos

son genéticamente diferentes entre siy de las células parentales que les dieron origen.

El ADN es susceptible de tener cambios que pueden llegar a ser permanentes,
conocidos como mutaciones. Las mutaciones pueden ser espontaneas, generalmente
como resultado de errores efectuados en el proceso de duplicacion del ADN y/o
mutaciones inducidas causadas por distintos tipos de agentes mutagénicos que pueden

ser fisicos, quimicos o biolégicos.

Las células tienen una serie de mecanismos para eliminar, 0 en su caso corregir los
errores y reducir el nimero de mutaciones que pueda llegar a tener el ADN. A estos

procesos se les conoce como mecanismos de reparacion del ADN.



Algunos de los mecanismos de reparacion utilizan la maquinaria celular que participa en
la recombinacion, es decir, cortes, rompimientos y nuevas uniones entre moléculas de
ADN, procesos por los que segmentos de cadenas de ADN dafiado pueden ser
reparados con base en la otra cadena que tenga la misma polaridad, lo cual puede
conducir a nuevos arreglos del material genético a nivel individual. Este tipo de

reparacion se presenta en todo tipo de células.

Las mutaciones en el ADN y sus mecanismos de reparacion y recombinacion pueden
llegar a modificar a ciertos genes, el orden de las secuencias de los mismos o de
ciertos segmentos del ADN. Como resultado de esos cambios, genes o regiones en el
ADN originalmente relacionados y regulados entre si, pueden quedar fuera de control.

Este tipo de alteraciones se ha asociado con algunos procesos cancerosos.

El cancer es una enfermedad que afecta al ADN y a todo tipo de células, como
consecuencia de la acumulacion de multiples tipos de mutaciones con el paso del
tiempo, debido también al incorrecto funcionamiento de los mecanismos de reparacion

del ADN vy a fallas en los puntos de control y regulacion del ciclo celular.

Las células cancerosas tienen dos importantes caracteristicas: una anormal y continua
division celular no controlada y la otra, la capacidad de algunas de estas células de
extenderse, viajar, e invadir a otros tejidos por medio del torrente sanguineo, propiedad

conocida como metastasis.

En este trabajo se hace una revision bibliografica poniendo los temas y elementos
necesarios que permiten llegar a la discusion y andlisis de algunos de los aspectos de
la recombinacidbn como mecanismo que puede generar variabilidad al producir nuevos
arreglos genéticos y sobre todo como un mecanismo de reparacion de dafio al ADN y
por ende como proceso de conservacion en la integridad del material genético. Aunque
no de manera exclusiva, este trabajo se enfoco principalmente en el estudio de estos

procesos en eucariontes.



6 MARCO TEORICO
6.1 CAPITULO |

CARACTERISTICAS DEL ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (ADN)
Y CONDENSACION DEL ADN.

ADN Yy Cromosomas

Entre otros factores la sobrevivencia de un ser vivo depende de la capacidad de sus
células para conservar y expresar su material genético. Esta informacién hereditaria se
transfiere de una célula a sus células hijas y de una generacion de organismos a la
siguiente. Estas instrucciones se almacenan en los genes, los cuales son los elementos

gue contienen la informacion que determina las caracteristicas de una especie.

Los genes determinan las caracteristicas genéticas, asi como la manera en que los
cromosomas se transmiten a los individuos descendientes (de una generacion a la
siguiente) a través de los gametos o células sexuales. La informacion genética esta
codificada en el acido desoxirribonucleico ADN (o por sus siglas en inglés DNA), en el
cual la secuencia de bases contiene las instrucciones hereditarias de la célula que se
codificaran principalmente para la formacién de proteinas (Alberts et al, 2006; Klug y
Cummings, 1999).

Los nucleétidos son las piezas que forman a los acidos nucleicos (ADN y ARN)

Los nucledtidos son las piezas que forman todas las moléculas del acido nucleico.
Estas unidades estructurales constan de tres componentes esenciales: una base
nitrogenada, un azucar ribosa o desoxirribosa y un grupo fosfato. Hay dos tipos de
bases nitrogenadas: las purinas y las pirimidinas. En los &cidos nucleicos se
encuentran generalmente dos tipos de purinas: adenina (A) y guanina (G) y tres tipos

de pirimidinas, citosina (C), timina (T) y uracilo (U).

El nombre de acidos nucleicos viene dado por el azicar que presentan. Los &acidos
nucleicos ribonucleicos (ARN) contienen ribosa, mientras que los acidos nucleicos

desoxirribonucleicos (ADN) contienen desoxirribosa (Klug y Cummings, 1999).



Una molécula de ADN consiste en dos cadenas complementarias de nucleétidos.

Cada molécula de ADN estd compuesta por cuatro tipos de bases. Las bases estan
unidas a través de los azucares y fosfatos, que por lo tanto forman un “esqueleto”
fosfato-azlcar-base-base-azlcar-fosfato, dispuestos alternativamente, una encima de

otra.

Las dos cadenas de polinucleétidos en la doble hélice de ADN se mantienen unidas por
medio de enlaces de hidrogeno entre sus bases. El gran nimero de este tipo de
enlaces quimicos débiles entre las cadenas complementarias, hace a la doble cadena
muy estable en condiciones fisiolégicas. Todas las bases estan en consecuencia en el
interior de la hélice y el esqueleto azucar-fosfato en el lado externo del ADN. Sin
embargo, las bases no se aparean al azar: una A se aparea o une con T y una G con
una C. En cada caso, una base de dos anillos (purina) se une o aparea con una base
de un solo anillo (una pirimidina). Este apareamiento o0 union de bases
complementarias permite a las bases colocarse en la disposicion energéticamente

mas favorable en el interior de la doble hélice del ADN (Avers, 1991).

En esta disposicion, cada par de bases presenta un tamafio similar y mantiene de este
modo el esqueleto azucar-fosfato a una distancia semejante a todo lo largo de la
molécula de ADN. Los dos esqueletos de azucar-fosfato se enrollan entre si para formar
una doble hélice que contiene 10 pares de bases por giro de la hélice de ADN. Los
miembros de cada par de bases pueden unirse entre si dentro de la doble hélice de
ADN si las dos cadenas son antiparalelas. Una consecuencia de estas caracteristicas
de apareamiento de bases es que cada cadena de una molécula de ADN contiene una
secuencia de nucledtidos que es complementaria de la secuencia de nucleétidos de la
otra cadena (Alberts et al, 2006).

Caracteristicas mas importantes del modelo de la estructura del ADN
El ADN tiene varias propiedades importantes: 1) almacena la informacion genética
donde se especifican las caracteristicas de las células de los seres vivos; 2) el ADN

tiene la capacidad de duplicarse, 3) es susceptible de tener cambios o0 mutaciones.



La mutacion, es decir la aparicion de cambios subitos, heredables en las propiedades
de una célula u organismo, con frecuencia implica un cambio en la secuencia de bases
del ADN que puede efectuarse de forma espontanea o ser provocado por mutdgenos o
agentes fisicos, quimicos o biolégicos. A menos que el cambio sea detectado y
corregido mediante algunos de los mecanismos de reparacion, dichos cambios se
podran propagar de la misma manera en las siguientes generaciones. 4) La informacion
genética se almacena en forma codificada en el ADN y se transfiere por medio de las
copias del ARN mensajero producidas en la transcripcion. Después estos ARN
mensajeros transcritos guiaran la sintesis de las proteinas codificadas durante la

traduccioén en los ribosomas (Avers, 1991).

En 1953, James Watson y Francis Crick propusieron un modelo para la estructura del

ADN (Watson y Crick, 1953). Este modelo tiene las siguientes caracteristicas (figura 1):

e Dos cadenas de ADN antiparalelas (5" frente a 3") de polinucleétidos estan
enrolladas alrededor de un eje central, formando una doble hélice enrollada hacia
la derecha.

e Las bases de las dos cadenas forman estructuras planas y perpendiculares al eje;
estan puestas una sobre otras, separadas entre si por 3.4 A° (0.34 nm), y se
encuentran en el interior de la estructura (figura 1)

e Las bases nitrogenadas de las dos cadenas complementarias estan apareadas o
unidas entre si por medio de puentes de hidrégeno. En el ADN los
emparejamientos o uniones entre bases son A-T y G-C.

e Cada vuelta completa de la hélice del ADN contiene 10 pares de bases y tiene
una longitud de 34 A° (3.4 nm).

e En cualquier segmento de la molécula del ADN, se observan un surco mayor y un
surco menor alternados a lo largo del eje del ADN.

e La doble hélice mide 20 A° (2.0 nm) de didmetro (Watson y Crick, 1953; Klug y
Cummings, 1999).



Durante la duplicacién, las cadenas se separan Yy cada una de ellas sirve de molde

para que se sintetice la cadena complementaria (Pefia et al, 1990).

En el articulo publicado en 1953 por Watson y Crick, sugirieron un posible mecanismo
de copia para el material genético. Dos meses mas tarde en un segundo articulo estos
autores sugirieron un modelo especifico de duplicacion del ADN: el modelo
semiconservativo. En este segundo articulo los autores mencionaron dos nuevos
conceptos: el almacenamiento de la informacién genética en la secuencia de bases, y la
mutacion o cambio genético que resultaria de la alteracion de las bases. Estas ideas
han recibido respaldo experimental desde 1953, y en la actualidad son aceptadas
mundialmente (Watson y Crick, 1953; Klug y Cummings, 1999).
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Figura 1 Caracteristicas y componentes de la estructura del ADN (imagen de Snustad
et al, 1997).



Teoria cromosomica de la herencia

Hacia 1910, la correlacion entre el trabajo de Mendel y el comportamiento de los
cromosomas en la meiosis proporcioné las bases para la teoria cromosdmica de la
herencia, tal como lo postularon Walter Sutton y Theodor Boveri en 1902 (Klug y
Cummings, 1999).

Un avance importante en el desarrollo de la Genética fue la nocion de que los genes, tal
como habian sido definidos por Mendel, quien los llamara “factores hereditarios”,
forman parte y estan en los cromosomas. Este concepto simple pero importante llegé a
ser conocido como la teoria cromosémica de la herencia en la que se dedicé gran
esfuerzo al estudio de las relaciones entre los genes y los cromosomas. De acuerdo

con esta teoria los genes estan localizados en los cromosomas (Griffiths et al, 2002).

Las bases de la teoria cromosOmica de la herencia se enuncian en los siguientes
cuatro puntos:

1.- En las células sométicas surgidas de un huevo fecundado o cigoto, los cromosomas
provienen de dos origenes, uno materno y otro paterno. Cada nucleo somatico contiene
pares de cromosomas semejantes (homadlogos), siendo el nimero de pares igual al
namero haploide de un gameto. Por consiguiente, al igual que los factores mendelianos,
los cromosomas estan representados dos veces en las células somaticas de los

organismos y una sola vez en los gametos (Puertas, 1991).

2.- Los cromosomas mantienen su individualidad estructural y su continuidad a traves
de todo el ciclo de vida de un organismo, de igual manera los factores mendelianos
mantienen su individualidad y continuidad, aun en los casos en que los caracteres que
determinen no se expresen.

Los cromosomas son el vehiculo con entidad fisica por el cual los factores hereditarios

se continlian de generacion en generacion celular e individual.

3.- En la meiosis, tras el apareamiento de los cromosomas homodlogos, se produce su

segregacion o separacion en células diferentes. La segregaciéon de los cromosomas
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establece el mecanismo citolégico tanto para la segregacion de los factores
mendelianos, como para su combinacion independiente.

La segregaciéon de los cromosomas aportan la base fisica de la segregacion o
separacion de los factores hereditarios y su combinacion independiente, como

proponen las reglas mendelianas.

4.- En el Gltimo punto de la teoria cromosomica de la herencia se comprobd que las
alteraciones en el nimero o la estructura de los cromosomas, iban acompafadas de
aberraciones en el desarrollo de los individuos. De estos resultados se concluy6 que
cada cromosoma o par de cromosomas homdlogos tienen un papel especifico en el

desarrollo de los individuos (Puertas, 1991).

Lo anterior significa que si los genes determinan caracteres bioldgicos y los genes estan
en los cromosomas, la falta o la alteracién de algin cromosoma provocara aberraciones

en el desarrollo de los organismos o en la expresion de sus caracteres hereditarios.

El nimero de genes debia ser mucho mayor que el nUmero de cromosomas, por tanto,
debia haber varios genes situados en un mismo cromosoma. Los genes situados en el
mismo cromosoma han de tener un comportamiento diferente en su segregacion y
combinacién que los genes situados en distinto cromosoma, puesto que, obviamente,
los genes localizados en distintos cromosomas pueden combinarse
independientemente al segregar al azar, mientras que los que estan situados en el

mismo cromosoma no pueden hacerlo, puesto que segregan juntos.

En resumen, en cada generacion de formacion de células sexuales se producen nuevas
combinaciones de genes mediante dos procesos diferentes: los genes situados en
diferentes cromosomas se segregan al azar y los genes ligados se recombinan por

medio del entrecruzamiento (Puertas, 1991).
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Organizacion gendémica del ADNy su proceso de condensacién o compactacion

El material genético adopta diferentes estados durante el ciclo celular.

Un gen se define en general como un segmento de ADN que contiene las instrucciones
para producir un producto especifico. Aunque esta definicion es valida para la mayor
parte de los genes, algunos dirigen la produccion de una molécula de ARN, en lugar de

una proteina como su producto final (Alberts et al, 2006).

La organizacion del genoma y sus genes individuales es distinta en procariontes y
eucariontes y estas diferencias explican en gran parte los diferentes procesos por los
cuales se regula la expresiéon de genes en los dos grupos de organismos. En los
procariontes, todos los genes estan contenidos en una sola molécula de ADN sencillo o
doble. Practicamente todo el genoma de los procariontes estda formado por copias
Unicas de genes, mientras una gran cantidad del genoma de los eucariontes puede
consistir en multiples copias de segmentos de ADN repetitivo y hay secuencias
repetidas que no codifican proteinas. Es decir, en el genoma de los procariontes el gen
esta organizado como una secuencia codificadora ininterrumpida que se corresponde y
es equivalente con la secuencia de aminoacidos del producto del gen, mientras que en
los eucariontes los genes estan separados en secuencias de ADN en los cromosomas,
que pueden variar en nimero desde dos a cientos en un solo cromosoma. Ademas los
genes en los eucariontes estan organizados en secuencias codificadoras (exones) y

no codificadoras (intrones) (Avers, 1991; Klug y Cummings, 1999).

Una vez que se comprendié que el ADN albergaba la informacion genética, fue
importante determinar cémo se organizan los genes en los procariontes y en los

eucariontes.

El ADN se organiza en forma similar aunque con algunas variaciones de organizacion
de acuerdo con el grado de complejidad de la estructura del huésped al que esta
asociado. Los virus, las bacterias, las mitocondrias y los cloroplastos contienen una
molécula corta de ADN, a menudo circular. Se ha reportado que en las bacterias las

DNA girasas podrian participar en la compactacion del ADN. En tanto que en los
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eucariontes, el ADN esté asociado a proteinas, histonas y no histonas que participan

en su condensacion (Klug y Cummings, 1999).

Los cromosomas estan formados tanto de eucromatina y heterocromatina

Se conoce como cromatina al complejo de ADN y proteinas.

Aunque se asumid que la organizacion de la cromatina en los cromosomas es uniforme
en toda su extension, a principios del siglo pasado se observéo que algunos
cromosomas o algunas partes del cromosoma permanecen condensadas y otras no. En
1928 se designaron los términos heterocromatina y eucromatina (verdadera
cromatina). En ésta ultima, se encuentran las secuencias de ADN que si se codifican,
expresan y traducen en proteinas. Por su parte, las areas de heterocromatina son
genéticamente inactivas porque no contienen genes o porque los genes que contienen
son inactivos. Ademas, la heterocromatina se duplica posteriormente a la eucromatina
durante la fase de sintesis (S) del ciclo celular. El descubrimiento de esas regiones de
la heterocromatina proporciond los primeros indicios de que partes de los cromosomas
eucariontes no siempre codifican proteinas. Se considera que algunas regiones
cromosOmicas estan implicadas en el mantenimiento de la integridad estructural del
cromosoma Yy en otras funciones como la migracion de los cromosomas durante la

division celular (Klug y Cummings, 1999).

Hay cromosomas que se expresan durante un corto periodo de la vida embrionaria y
posteriormente se inactivan, como los cromosomas X de mamiferos. A este tipo de
cromatina se la ha llamado, tradicionalmente, heterocromatina facultativa, o también

eucromatina que se heterocromatiniza facultativamente (Puertas, 1991)

Organizacion del ADN: Cromatinay Cromosoma
Los genomas eucariontes se encuentran en el ndcleo celular. Cada cromosoma
mantiene su individualidad durante el ciclo celular y ocupa un determinado espacio y

volumen, conocido como territorio cromosomal o cromosoma (Meaburn y Miteli, 2007)
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Durante la interfase, el material genético y sus proteinas asociadas se dispersan por el
nacleo en forma de cromatina. Cuando empieza la mitosis, la cromatina se condensa
gradualmente (profase | de la primera division meidtica) hasta formar cromosomas
reconocibles. Esta condensacion representa una contraccion en longitud de
aproximadamente unas 10,000 veces para cada fibra de cromatina (Klug y Cummings,
1999).

En la transcripcion, toda la secuencia del gen se transcribe en el ARNm en el ndcleo,
sin embargo, antes de que entre al citoplasma, los intrones son eliminados y los
exones se rednen en una secuencia continua la cual se traducird y producira una
proteina (Avers, 1991; Alberts et al, 2006).

La cromatina es una estructura dinamica. Esta se condensa formando cromosomas
pero también durante la interfase diferentes regiones se relajan y favorecen el acceso a
secuencias de ADN especificas para la duplicacion, reparacion o su expresion genética.
La condensacion de los cromosomas, por lo tanto, debe ser lo bastante flexible como
para hacer posible un rapido acceso al ADN o la facil localizacion de una region
especifica del material genético en un determinado momento (Konberg y Lorch, 2007;
Alberts et al, 2006).

Condensacion del ADN

La longitud del ADN que comprende el genoma es mucho mayor que el tamafio de la
estructura en la cual reside. Por lo tanto, el ADN debe ser condensado para caber en el
reducido y limitado espacio del interior celular en donde se encuentra. El desafio de la
compactacion es particularmente notable en el nucleo. Por ejemplo, una célula humana
tipica, contiene aproximadamente cerca de 2m de ADN que se encuentra comprimido
en un ndcleo cuyo didmetro suele ser de aproximadamente de apenas 5a 8 um. En
este espacio, el material genético se duplica, transcribe y repara. En general, la
condensacion del ADN depende de su union a proteinas histonas y no histonas
(Wanner y Formaneck, 2000; Avers, 1991).
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En la etapa G; del ciclo celular, el material genético se encuentra relajado y se
sintetizan las proteinas necesarias para la etapa S, en que se lleva a cabo la
duplicacion del ADN. Posteriormente, G, es la etapa de preparacion previa a la division
celular en la mitosis. Durante la interfase, el material genético se encuentra relajado o
poco condensado formando hebras de menos de 300 nm de diametro, por lo que no
pueden distinguirse como hebras individuales al microscopio éptico. En tanto que en el
estado de mayor compactacion, asociado con la etapa metafasica de la fase (M), este si
es visible al microscopio de luz, los cromosomas adoptan la conocida forma en X
teniendo aproximadamente unos 1400 nm de didmetro entre las dos cromatidas del

cromosoma (figura 2).

Condensacion del ADN eucarionte.

En Eucariontes: Nucleosomas: Unidades de la estructura de la cromatina

En los eucariontes, el genoma esta organizado en cromosomas independientes, cada
uno con varios niveles de complejidad en su condensaciéon. El nivel mas simple o
sencillo es el nucleosoma, un octamero de cuatro tipos de proteinas histonas, en
pares, alrededor de las cuales estan enrollados 146 pares de bases de ADN. Este
empaquetamiento reduce aproximadamente seis veces la longitud del ADN, y en el
microscopio electrénico tiene un parecido a un collar de cuentas de 11 nm de

diametro (figura 2).

Las histonas son las responsables del primer nivel de compactacién de la cromatina, el
nucleosoma (figura 2), el cual fue descubierto por Roger Kornberg en 1974, quien
observé a pequefias particulas llamadas nucleosomas. Ahora se sabe que la fibra de
cromatina del cromosoma eucariontico esta organizada como una serie de unidades de

nucleosoma repetidas regularmente (Avers, 1991).

En la estructura de los nucleosomas cada una de sus particulas esta constituida por un

complejo de ocho histonas, dos moléculas de cada una de las histonas H2A, H2B, H3
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y H4 y una doble cadena de ADN de cerca de 146 pares de nucleétidos que se

enrollan alrededor de este octamero de histonas (Alberts et al, 2006).

En un siguiente nivel de compactacion, los nucleosomas se enrollan, seis por vuelta, en
la fibra de 30 nm, condensando el ADN. En el siguiente nivel, las proteinas no histonas
constituyen un armazon sobre la cual las fibras de 30 nm forman dominios con asas,
(300 nm), posterior a este hay otro nivel de plegamiento de asas llegando a 700 nm, el
cual es la estructura que alcanzan los cromosomas en interfase. En tanto que el
méaximo plegamiento que alcanza un cromosoma, es de 1400 nm en la metafase de la
mitosis (figura 2) (Avers, 1991).

En los cromosomas eucariontes, el modelo general de la estructura de la cromatina se
basa en que las fibras de cromatina estan compuestas por ADN y proteinas histonas y
no histonas, todo lo cual hace posible un gran enrollamiento y plegamiento del ADN al
condensarse dentro del ndcleo celular (Holde y Zlatanova, 2007; Klug y Cummings,
1999).

También hay otras proteinas diferentes de las histonas asociadas al ADN que
desempefian una funcién en la organizacion de la cromatina en la célula. Ejemplo de
esto es la enzima topoisomerasa. Su presencia proporciona la organizacion hacia el
siguiente nivel de plegamiento o empaquetamiento del ADN, asociados a la formacion
gue tiene 300 A° (30 nm) de diametro (figura 2). Con excepcion de las polimerasas,
fosfatasas y algunas otras enzimas, se sabe poco acerca de la diversidad de proteinas
cromosOmicas no histonas y de su organizaciéon (Klug y Cummings, 1999; Avers,
1991).

En la transicién de la fibra de cromatina completamente relajada al estado condensado
del cromosoma debe alcanzar un gran nivel de condensacién (relacion entre la longitud
de ADN vy la longitud de la estructura que lo contiene). La fibra debe doblarse y
enrollarse mas para empaquetarse de manera ain mas condensada en su nivel

maximo, durante la formacion del cromosoma metafasico (Klug y Cummings, 1999).
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6.2 CAPITULO 1I
CICLO CELULAR (MITOSIS Y MEIOSIS).

Ciclo Celular ( Mitosis y Meiosis).
Una célula se reproduce mediante una serie ordenada de eventos en los que duplica su
ADN vy posteriormente se divide para formar dos nuevas células. A este continuo ciclo

de duplicacion y divisién celular se le conoce como ciclo celular (Alberts et al, 2006).

Para producir dos células genéticamente idénticas es necesario la duplicacién del
material genético en cada cromosoma, asi como la separacion, distribucion de los
cromosomas duplicados en dos nuevas células hijas, de manera que cada célula reciba

una copia completa del genoma.

El ciclo celular en las células eucariontes esta regulado por un sistema de control que
responde a sefiales intracelulares y extracelulares, asi como también a una serie de
“interruptores” proteinicos que interactian a nivel molecular con otras moléculas
(Alberts et al, 2006).

El ciclo celular se compone de cuatro etapas o fases principales (figura 3): la mitosis o
en su caso la meiosis (M), y otras tres etapas: sintesis (S), G;, y G2 que en su
conjunto estas tres Ultimas constituyen a la interfase o periodo entre una mitosis y la
siguiente. La fase de sintesis (S) es la etapa en que se duplica el material genético
celular. Sin que se haya completado correctamente esta etapa, no se lleva a cabo la
division celular. La fase de sintesis es precedida por G; y seguida por G,. La fase Gy,
comprende el periodo entre el final de la mitosis (M) y el inicio de fase de sintesis. La
fase G,, es el periodo que sigue a la etapa de sintesis y precede al inicio de la mitosis.
Finalmente, en la fase de mitosis (M), se lleva a cabo la division nuclear, que es
seguida por la division del citoplasma o citocinesis para formar 2 nuevas células hijas

idénticas genéticamente a la célula que les dio origen.

En la metafase los cromosomas alcanzan el maximo grado de compactacion. También

se van condensando cada vez mas los cromosomas durante la profase meiotica. En
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tanto que durante la interfase del ciclo celular en G; y G, el material genético se
encuentra relajado en preparacion a las fases S y M respectivamente (Alberts et al,
2006; Griffiths et al, 2002).

Punto de Control de M
Profase
meiotica

mitosis o0 meiosis
Division celular

/ #J/ Fase de Reposo
/ Las células dejan
# de dividirse

\ =
‘*"i ("’_ Punto de Control de G1

5

Duplicacitn
del ADN

Figura 3 Ciclo Celular (imagen modificada de Watson et al, 2006)

Las células eucariontes han desarrollado mecanismos para controlar la manera de
proliferar de las células; hay una serie de controles en casi todas las etapas del ciclo
celular, los cuales estan integrados y dependen de una continua evaluacion del estado
en gque se encuentra la célula y de la permanente comunicacién entre células vecinas y
de otros tejidos. Hay una serie de mecanismos que mantienen una coordinacion entre
las diversas etapas del ciclo celular, todo lo cual hace posible una secuencia en las
etapas del ciclo celular, siempre y cuando se cumplan una serie de condiciones

adecuadas para ello (Griffiths et al, 2002).

Las etapas de cada una de las fases del ciclo celular (figura 3) tienen una secuencia, la
cual normalmente se preserva. Por ejemplo, cuando se completa la duplicacion del
ADN se inicia la sintesis de proteinas que participaran en la segregacion de

cromosomas. El ADN se ha duplicado antes de que el nacleo comience a dividirse.
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Asi también, si el ADN llega a tener algun dafio, el ciclo se interrumpe o detiene en G; o
G, para que la lesién de su material genético pueda llegar a ser reparada, antes de que
se duplique el ADN y/o antes del inicio de la division celular en la mitosis. Es decir, hay
un sistema de control que puede aumentar o detener el ciclo celular en diversos puntos
o fases. Por ejemplo, este sistema de control del ciclo celular garantiza que la
duplicacion del ADN comience y no se produzca mas de una vez por ciclo celular. Sélo
se iniciara la mitosis después de que se haya duplicado la totalidad del ADN y la
division celular se realizara una vez que se haya completado la mitosis. Si uno de los
pasos se llega a retrasar, el sistema de control puede llegar a retrasar la activacion de
la siguiente etapa del ciclo celular a fin de mantener l|a secuencia normal. Esta
capacidad autorreguladora de la célula garantiza que si la sintesis de ADN se llegara a
demorar, la célula no avanza en el ciclo celular. Este mecanismo de control interno
celular, es capaz de detener al ciclo celular en alguno de los puntos de control
especificos, hasta que se completan o corrijan las causas que han alterado el ciclo
celular (Alberts et al, 2006).

En las fases G; y G, hay en cada una un punto de control del ciclo celular. El punto de
control G; evalla la masa de la célula y la integridad del ADN antes de pasar a la
siguiente fase que es la sintesis. La proliferacion celular depende de nutrientes y de
moléculas de sefializacion especificas del medio extracelular, si las condiciones
extracelulares no son favorables, las células pueden retrasar el progreso a través de G;
e incluso pueden ingresar en una etapa de “reposo” conocida como Gg. Por su parte el
punto de control G, detiene a las células que no han duplicado su ADN o éste esta
alterado en su integridad (Alberts et al, 2006). En la fase M también hay otro punto de

control del ciclo celular entre la metafase y la anafase.

La fase G; tiene gran interés en el estudio de la proliferacion celular y de su control. En
un momento tardio de G;, todas las células siguen uno de los dos siguientes caminos: o
abandonan el ciclo celular y entran en una fase de “reposo” llamada fase Gy, 0 bien
inician camino y estado de todo o nada, es decir, continlan hasta completar el ciclo
celular. EI momento y punto en que sucede esto se conoce como punto de control de

G1 que se encuentra al final de la fase G; del ciclo celular.
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Cuando las células alcanzan la diferenciacion entran a la fase Gy son viables y activas
metabodlicamente, pero no se dividen. Mientras una célula no ha completado su
diferenciacion, una vez que se han completado exitosamente G;, S y G,, puede

dividirse (Klug y Cummings, 1999).

Regulacién del Ciclo Celular:

A finales de 1980, se hizo evidente que los procesos moleculares que regulan los dos
acontecimientos importantes del ciclo celular, la duplicacion y la segregacion de los
cromosomas, son esencialmente similares en todas las células eucariontes (Lodish et
al, 2005).

Estos estudios revelaron que el control de la division celular es la regulacion del
momento de la duplicacion del ADN y la mitosis. Los controles principales de estos
acontecimientos son un numero pequefio de proteincinasas que contienen una
subunidad reguladora (ciclina) y una catalizadora (cinasa dependiente de ciclina). Estas
cinasas regulan la actividad de numerosas proteinas involucradas en la duplicaciéon del
ADN y la mitosis por fosforilacion de sitios reguladores especificos, activando algunos e

inhibiendo otros para coordinar sus actividades.

Las concentraciones de las ciclinas, las subunidades reguladoras de las proteincinasas
heterodimeras que controlan los acontecimientos del ciclo celular, aumentan vy
disminuyen a medida que las células avanzan en el ciclo. Las subunidades
catalizadoras de estas cinasas, llamadas cinasas dependientes de ciclina (CDK), no
poseen actividad de cinasa a menos que se asocien con una ciclina. Cada CDK puede
asociarse con diferentes ciclinas y la ciclina asociada determina qué proteinas seran

fosforiladas por un complejo ciclina-CDK determinado.

El progreso de una célula a través del ciclo celular es regulado por puntos de control

cuya actividad tiene como consecuencia, que los cromosomas mantengan su integridad
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y que en cada fase del ciclo celular se complete antes de comenzar la siguiente (Lodish
et al, 2005).

La mitosis
La mitosis es la divisién celular que da lugar a dos células hijas, cada uno de las

cuales contiene idéntico material genético que la célula que les dio origen (figura 4).

Los dos procesos fundamentales de la mitosis son la duplicacion del ADN seguido de la

segregacion o separacion, de sus dos cromatidas hermanas.

La mitosis para su estudio y comprensién, se divide en las siguientes fases: profase,
metafase, anafase y telofase (Klug y Cummings, 1999). La mitosis es la division
asociada a la proliferacion celular. La consecuencia de la duplicacion del ADN es que
todos los cromosomas estén compuestos por cromatidas hermanas. Estas cromatidas
no son visibles durante la interfase, pero si se pueden observar durante la profase | de
la primera divisién de la mitosis, durante la cual los cromosomas se contraen en una
serie de estructuras espirales. La siguiente etapa es la metafase, en la cual cada
pareja de cromatidas hermanas se sitla en la parte media o plano ecuatorial de la
célula. En la anafase las cromatidas hermanas son dirigidas y movidas hacia los polos
opuestos de la célula mediante microtubulos que se unen a los centrémeros. Los
microtUbulos forman parte del huso acromatico, es decir, una serie de fibras paralelas
gue se extienden algunos de un polo a otro de la célula. El proceso de segregacion o
separacion de las cromatidas se completa en la telofase, durante la cual la membrana
nuclear se restaura alrededor de cada polo o punto extremo de la célula y la célula
finalmente se divide en dos nuevas células. Cada una de ellas, hereda una cromatida
de cada pareja de cromatidas hermanas, obteniendo asi una copia de cada
cromosoma. Por tanto, este tipo de division produce dos nuevas células genéticamente
idénticas, a partir a una Unica célula progenitora que les dio origen (figura 4) (Griffiths et
al, 2002).
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Meiosis
La meiosis es un tipo de division celular que reduce el nivel de ploidia en los
organismos eucariontes que se reproducen sexualmente. Asi también es un

mecanismo en el cual se lleva a cabo la recombinacion.

En la meiosis el ADN se duplica solamente una vez durante su primera division meiotica
y posteriormente hay dos divisiones celulares sucesivas sin nueva duplicacién de su

material genético (figura 5).

Las versiones paterna y materna de cada cromosoma son similares pero no idénticas,
se denominan cromosomas homadlogos o simplemente homélogos (Alberts et al,
2006).

Antes de dividirse la célula por meiosis primero se duplican todos sus cromosomas.
Las copias idénticas o duplicadas de cada cromosoma ya duplicado se mantienen
unidas por el centrémero y se llaman cromatidas hermanas (figura 8) (Alberts et al,
2006).

La meiosis es la division celular mediante la cual una célula reproductora con dos
dotaciones equivalentes de cromosomas homologos, se divide dos veces para dar
cuatro productos meioticos, cada uno de los cuales contiene una sola dotacion de

cromosomas (Griffiths et al, 2002) (figura 5).

Cada individuo que se forma por reproduccién sexual, recibe informacion genética de su
madre y de su padre empaquetada en forma de n cromosomas maternos y n paternos,
adquiriendo, por tanto, 2n cromosomas (2 juegos de cromosomas, uno paterno y otro
materno). Existe un mecanismo reductor de este nimero 2n, de manera que cuando
dicho individuo actia, a su vez, como parental aportara s6lo n cromosomas a sus
descendientes. Este mecanismo es la meiosis, cuya finalidad es la reduccién del
namero de cromosomas de 2n a n. Si no existiera meiosis, el nimero cromosémico

cambiaria de una generacion a la siguiente.
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Tradicionalmente la meiosis se divide para su estudio en una serie de fases.

Se distinguen citolégicamente dos divisiones: la primera divisibn meiética consta de:
profase | (con sus subfases: (leptoteno, cigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis),
metafase |, anafase | y telofase |. Posteriormente, sin duplicacion de los cromosomas,
comienza la segunda divisibn meidtica con la profase Il seguida de metafase I,
anafase Il y telofase Il (figuras 5y 6) (Puertas, 1991).

Al inicio de la meiosis, los cromosomas de la célula diploide estan duplicados, las
células tienen dos juegos, es decir, 2n cromosomas, la mitad de origen materno y la
otra mitad de origen paterno. Los cromosomas maternos y paternos (cromosomas
homodlogos) se aproximan, atraidos entre si, en un proceso que se denomina
apareamiento o sinapsis de los cromosomas homoélogos. En este punto en los
organismos eucariontes se forma una estructura proteica conocida como Complejo
Sinaptonémico (figura 7) (Puertas, 1991).

Cada cromosoma paterno duplicado se aparea con su homélogo materno duplicado.
Este apareamiento asegura la segregacién o separacion correcta de los homadlogos
durante las divisiones celulares siguientes, de manera que cada uno de los gametos
resultantes recibe un juego completo de cromosomas haploides. Al cabo de dos
divisiones celulares sucesivas, llamadas meiosis | y meiosis Il, se distribuye un juego
completo de cromosomas entre cada una de las cuatro células haploides resultantes.
Los homoélogos se asignan a cada célula de manera aleatoria, al formarse los gametos
a partir de estas células haploides, los cromosomas de origen materno y paterno dan

lugar a nuevas diferentes combinaciones en los gametos (Alberts et al, 2006).

En la primera division meidtica, en la profase, los cromosomas duplicados se
condensan, en tanto que en la metafase se alinean en el ecuador del huso meidtico; y
en la anafase se separan hacia los polos. El apareamiento fisico de los homadlogos es
importante ya que permite la segregacion de los cromosomas homélogos paterno o
materno hacia las células hijas. Como resultado de ello, cada gameto que se forma al

finalizar el proceso adquirird regularmente, una copia materna o una copia paterna de
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cada cromosoma pero no ambas. La asignacion de un homélogo materno o paterno a
los gametos es azarosa, por lo cual los cromosomas materno y paterno con sus
distintos grupos de alelos se reordenan en distintas nuevas combinaciones en cada
gameto (Alberts et al, 2006).

La meiosis a diferencia de la mitosis, reduce la cantidad de material genético. Mientras
que en organismos diploides la mitosis da lugar a células hijas idénticas genéticamente
a la célula que le dio origen y con una dotacion diploide completa, en meiosis se

producen gametos con solo una dotacion haploide particular (figura 5).

Se ha descrito que el fenbmeno de entrecruzamiento y por lo tanto de recombinacion en
la meiosis da lugar al intercambio genético entre cada uno de los miembros homaélogos
de una pareja de cromosomas. Se ha considerado que este proceso constituye la forma
mas importante para combinar informacion genética dentro de una misma especie, lo
cual da lugar a la evolucién propia de cada especie a través del tiempo (Klug vy
Cummings, 1999).

Subdivisiones de la profase de la primera division de la meiosis

La profase meiotica no coincide con la mitotica, esta primera es muy larga y durante ella
los cromosomas homoélogos se aparean intimamente, al tiempo que se acortan y se ha
propuesto que intercambian material genético. Las etapas en que se desglosa este
proceso son leptoteno, cigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis (figura 6) (Paniagua
et al, 2007).

Preleptoteno

A veces se observa una concentracion de los cromosomas hasta el punto de que se
observan individualizados, y luego hay una desespiralizacion. En general, en el
preleptoteno los cromosomas son todavia muy delgados y dificiles de observar
(Paniagua et al, 2007).
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Leptoteno (figura 6)

Los cromosomas son mas delgados y largos. A veces pueden contarse, aunque con
mucha dificultad. En ellos se observan varios engrosamientos densos, denominados
cromomeros. Corresponden a regiones de condensacion del ADN e histonas, mediante

plegamientos no muy bien conocidos (Paniagua et al, 2007).

Cigoteno (figura 6)

Comienza un apareamiento entre cromosomas homologos. Algunas veces los
cromosomas homadlogos empiezan a unirse por sus extremos polarizados y continlan
apareandose hasta el otro extremo. Otras veces, la union tiene lugar simultdneamente
en varios puntos a lo largo del cromosoma. Con el microscopio electrénico se aprecia
qgue los cromosomas homologos apareados no se fusionan, pues queda entre ellos un
espacio de aproximadamente unos 150 nm. En este espacio se forma la estructura
denominada Complejo Sinaptonémico (figura 7). Estas estructuras participan en el
apareamiento de los cromosomas homologos. Se extienden en toda la longitud del par

de homologos, aunque el intercambio sélo se producira en algunos puntos.

Cada cromatida de un cromosoma esta unida por un Complejo Sinaptonémico a otra
cromatida de su cromosoma homologo. Hay, por lo tanto, dos Complejos

Sinaptonémicos por cada par de homélogos (Paniagua et al, 2007).

Paquiteno (figura 6)

En esta etapa se completa el apareamiento entre homélogos. A medida que avanza el
proceso tiene lugar una contraccion longitudinal de los cromosomas, que se hacen mas
cortos y gruesos. En ese momento se aprecia la constitucion doble (dos homélogos) de

cada cromosoma, que ahora se designa con el término bivalente.

Con el microscopio electronico el paquiteno se reconoce, ademas de por la peculiar
estructura del nucléolo, por la presencia de gruesos grumos de cromatina.

El paquiteno suele ser la etapa mas larga de la profase de la primera division meiotica
(Paniagua et al, 2007).
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Diploteno (figura 6)

En esta etapa se denomina asi porque con el microscopio Optico se pone en evidencia
que cada homologo de cada bivalente esta constituido por dos croméatidas
perfectamente individualizadas, por lo que cada bivalente constituye una tétrada. El
inicio de esta etapa viene marcado por el comienzo de la separacion de los
cromosomas homologos de cada bivalente, como si se repeliesen.

Su ndamero es muy variable pero, incluso en cromosomas pequefios, hay al menos uno

por bivalente (Paniagua et al, 2007).

Diacinesis (figura 6)
Es dificil distinguir cuando empieza este periodo. En él se observan y producen la
terminacion de los quiasmas (entrecruzamientos), es decir, los quiasmas se van

desplazando hacia los extremos del bivalente (Paniagua et al, 2007).

Leptoteno Cigoteno Paquiteno

Diploteno Diacinesis

Etapas de la profase |
de la meiosis

Figura 6 Etapas o subfases de la profase | de la primera divisién de la meiosis (imagen
de Cooper, 2007)
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La relacién entre mecanismos de recombinacion y de evolucion

Se ha visto que las secuencias de ADN de las células se mantienen, de generacion en
generacién con muy pocos cambios. Sin embargo, también se pueden reordenar. Esto
altera tanto la combinacion particular de genes de un genoma como el momento y nivel
de expresion de estos genes. En una poblacion, este tipo de variacion es crucial para

permitir su evolucidon en respuesta a un ambiente cambiante (Alberts et al, 2004).

La recombinacion durante la meiosis es una de las principales fuentes de la variacion
genética en las especies que se reproducen sexualmente, aunque no es exclusiva de la
reproduccion sexual. Al mezclar la constituciébn genética de cada cromosoma en los
gametos, el entrecruzamiento ayuda a producir individuos con combinaciones nuevas
de genes. La recombinacion genera combinaciones nuevas de genes maternos y

paternos en cada cromosoma.

La redistribucién de cromosomas durante la meiosis, junto con la recombinacion de
genes en el entrecruzamiento, proporciona una fuente casi ilimitada de variaciéon
genética en los gametos formados por un solo individuo. Si se considera que cada
organismo con reproduccién sexual surge por la unién de dos gametos, uno del padre y
otro de la madre, no sorprende la riqueza de variacion que vemos a nuestro alrededor
(Alberts et al, 2006).

Algunas importantes semejanzas y diferencias entre los mecanismos de mitosis y
meiosis (tabla 1)

En resumen, algunas de las semejanzas y diferencias entre los mecanismos de mitosis
y meiosis se presentan en la tabla 1. Mitosis y meiosis son dos procesos de division
celular que se llevan a cabo después de haberse duplicado el ADN. La mitosis produce
dos nuevas células genéticamente idénticas; mientras que la meiosis da como
resultado cuatro células haploides diferentes. La mitosis se presenta tanto en las células
de organismos procariontes y eucariontes. En tanto que la meiosis solo se presenta en
los eucariontes que tienen reproduccion sexual. Asi, las células que tienen mitosis

pueden ser haploides o diploides en tanto que la célula que va a tener meiosis es
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diploide y al final de este proceso termina como haploide. La mitosis se presenta tanto
en células somaticas como germinales, aunque solo en estas Ultimas se presenta
meiosis. En células somaticas y germinales se presentan procesos de reparacion y de
entrecruzamiento y por ende de recombinacion. Otra diferencia, es que mientras en la
meiosis participa el Complejo Sinaptonémico, éste esta ausente en la mitosis. Por su
parte, la segregacion de los cromosomas homologos sélo sucede en la meiosis. En
cuanto a eventos de recombinacién, se presentan tanto en mitosis y meiosis. La
segregacion de cromatidas hermanas, se presenta tanto en procesos mitéticos y
meiodticos. Finalmente, otras semejanzas en los mecanismos mitéticos y mei6ticos es
que la maquinaria enzimatica necesaria que interviene en los procesos de reparacion y
de recombinacion es la misma o muy similar con la participacion de nucleasas para el
corte y eliminacion de segmentos de ADN dafiados, DNA polimerasas para la
polimerizacion de segmentos de ADN vy, finalmente, ligasas para al unién de los
segmentos de ADN reparado.
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Tabla 1 Algunas importantes semejanzas y diferencias entre mitosis y meiosis

Mitosis Meiosis
En procariontes Si No
En eucariontes Si Si
Tipos de células Somaticas y germinales Germinales
Nivel de ploidia Haploide y diploide Diploide
Modificacion en el nivel de Se conserva Se reduce
ploidia
Complejo Sinaptonémico No presenta Si presenta
(CS)
Segregacion de Si Si
cromatidas hermanas
Segregacion de No Si
cromosomas homologos
Division celular Una fase S por Una fase S para

division celular 2 divisiones celulares

Presenta entrecruzamiento Si Si
Eventos de reparacion Si No se conoce
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Figura 7 Complejo Sinaptonémico (imagen de Cooper, 2007)

Cromosoma 1

Cromosoma 1
paterno materno
replicado replicado

J _—

-

Crométidas
hermanas

Bivalente

(B)

Quiasma

Figura 8 Quiasmas durante en el entrecruzamiento en la recombinacion (imagen de
Alberts et al, 2006)
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6.3 CAPITULO I
DANOS AL ADN (MUTACIONES).

La mutacion es un fendbmeno biolégico natural que sucede desde el mismo comienzo

del ciclo de vida de un ser vivo (Griffiths et al, 2002).

Se denomina mutacién a todo cambio repentino y permanente en la secuencia de bases
del ADN de un organismo (Avers, 1991; Solari, 2004)

Las mutaciones pueden producirse de forma espontanea mediante diferentes
mecanismos que incluyen errores en la duplicacion del ADN, lesiones azarosas en el

material genético, elementos genéticos transponibles, etc (Griffiths et al, 2002).

A pesar de que la célula normalmente tiene mecanismos para proteger al ADN, se
llegan a presentar dafios o errores, los cuales originan cambios o0 mutaciones que
modifican, dafian al ADN o pueden afectar a la informacion que contiene.
Ocasionalmente, ésto puede llegar a perjudicar o beneficiar a organismos en los que se
produce una mutacién. La acumulacion de cambios en el ADN durante millones de
afos ha proporcionado una variedad en el material genético de una especie que la
hace distinta de otra. También, las mutaciones causan pequefias variaciones en la que
se basan las diferencias entre los individuos de una misma especie que se pueden ver

facilmente en los seres humanos, los animales, etc (Alberts et al, 2006).

Un cambio permanente en el ADN puede tener diferentes consecuencias. La mutacion
que afecta solo a un par de nucle6tidos puede poner en peligro la salud de un individuo
si el cambio es causado en una posicion vital en la secuencia de ADN. Lo que llevaria a
la produccion de una proteina con una secuencia alterada que podria no funcionar, o

funcionar ineficientemente (Alberts et al, 2006).

Una o mas mutaciones en las células germinales serian transferidas a todas las células
sométicas en los organismos multicelulares que se desarrollan a partir del cigoto
formado por esa célula, incluyendo a las propias células germinales para la produccion

de la siguiente generacion.
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Las células tienen una serie de mecanismos para reducir y reparar las mutaciones en
su ADN, de manera que éste se mantenga, preserve, y duplique sin cambio, de
generacion en generacion (Alberts et al, 2006).

Las mutaciones pueden provocar la pérdida de funcion de un gen o la aparicion de

una nueva funcién (Griffiths et al, 2002).

Las mutaciones se pueden clasificar de varias maneras, una de las cuales es
dependiendo del tipo celular al que afecten. Dentro de esta clasificacion, podemos
encontrar mutaciones tanto en células somaticas y en células germinales. Las
mutaciones tanto en las células sométicas como en las células germinales pueden
transmitirse a las células descendientes, con la diferencia de que en estas Ultimas,
pueden transmitirse a los nuevos organismos, descendientes de las células germinales.
Las células somaticas Unicamente actian afectando al individuo que las posee (Klugy
Cummings, 1999; Griffiths et al, 2002).

Mutacion en células somaticas

Las posibles consecuencias de una mutacion somatica en una célula o un organismo
completamente desarrollado serian las siguientes. La mutacién somética su efecto sera
mayor, si se produce pronto en el desarrollo, donde las células indiferenciadas originan
diversos tejidos y o6rganos diferenciados. Si la mutacion sucede en una célula concreta
de un tejido somatico en desarrollo, sera la progenitora de una poblacién de células
mutantes idénticas, descendientes todas ellas de la célula que muté. Incluso si fuera
una mutacion dominante que provocara un error celular grave, podria dar como
resultado la pérdida de funcion, la cual seria compensada por las células normales del
tejido o en caso de ser grave, se podria provocar la muerte celular (Griffiths et al,
2002).

Mutacidn en células germinales
Son las mutaciones que actian en los gametos, las cuales se llevan a cabo en las

células germinales. Si esta célula tiene una mutacién y participa en la fecundacion, la
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mutacion pasard a la siguiente generacion de organismos que implican a todas las
células somaticas incluyendo a las propias células germinales (Klug y Cummings,
1999).

Mutaciones espontaneas e inducidas (figura 9)

Las mutaciones pueden producirse de forma espontanea y también pueden inducirse.
Las mutaciones espontaneas se producen de forma natural por causas no
identificadas y su frecuencia es baja. Las mutaciones inducidas se producen cuando

un organismo es expuesto a un agente mutagénico (Griffiths et al, 2002).

Las mutaciones inducidas son aquellas que surgen como resultado del efecto de un
agente mutagénico fisico, quimico o biologico (figuras 9 y 10). Los mutagenos son
agentes cuyo efecto biologico es provocar mutaciones a una mayor tasa de frecuencia

de mutacion que la basal o espontanea.

Los agentes fisicos son una amplia gamma de radiaciones de distintas fuentes, la
mayoria de los organismos estamos expuestos a ellas como por ejemplo los rayos
gamma, rayos X Y las radiaciones ultravioletas (UV) emitidas por el sol, que inducen la
formacion de dimeros de pirimidina en el ADN (Griffiths et al, 2002; Klug y Cummings,
1999).

Entre los agentes quimicos que son mutagénicos, se encuentran el acido nitroso, la
hidroxilamina, los agentes alquilantes y los analogos de bases; todos ellos, provocan
cambios quimicos en los nucleétidos que alteran sus afinidades de emparejamiento

provocando distintos tipos de mutaciones (Klug y Cummings, 1999).

Algunos de los mutagenos, actuan imitando o alterando las bases del ADN que no

emparejan correctamente.

Los mutagenos, pueden reemplazar una base del ADN por otra, alterar una base de

modo que se empareje errbneamente de forma especifica con otra base, o dafiar una
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base de modo que ya no pueda emparejarse con ninguna otra base (Griffiths et al,
2002).

También estan los agentes biologicos, que pueden causar alteraciones en el ADN
como por ejemplo las causadas por virus, bacterias y hongos, siendo ejemplo de estos
tltimos los dafios a la salud e incluso la muerte que pueden llegar a causar las

aflatoxinas de algunos hongos.

Alquilacion
r ] Desaminacion
Espontaneas: Normales y naturales Despurinacion
Inserciones

Mutaciones :
< Deleciones

Fisicos
Quimicos
Bioldgicos
Figura 9 Tipos de agentes causantes de mutaciones en el ADN.

Inducidas: Provocadas por agentes

Rayos Ultravioleta dimeros (T-T, C-C, T-C)

Agentes Fisicos Radiaciones | Rayos X transiciones, transversiones
lonizantes Rayos gamma rompimiento en doble cadena

fAnéIogos de Bases ej 5-Bromouracilo, 2-Aminopirina (transiciones)
Agentes reaccionan con el ADN ej Acido Nitroso (Apareamientos incorrectos)

Agentes | Agentes Alquilantes ej. Etil metano sulfonato (EMS), N'- metil -
Quimicos N’-nitro-N’-nitrosoguanidina (NTG) (Apareamientos incorrectos)

Agentes intercalantes ej. Bromuro de etidio, Naranja de acridina,
etc (se insertan entre bases, provocando inserciones y
\. deleciones, corrimiento del marco de lectura, etc

Agentes Bioldgicos Vlrus_, bacterias, hongqs, compuestos tdxicos como
por ejemplo las aflatoxinas de algunos hongos, etc.

Figura 10 Mutaciones inducidas causantes por agentes fisicos, quimicos y biolégicos.
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La importancia de las mutaciones con relacion a eventos celulares como los
mecanismos de reparacion y de recombinacion, es que algunos tipos de dafios, pueden
causar no solo rompimientos en segmentos de la doble cadena del ADN en uno o mas
genes, sino también en algunos casos pueden provocar rompimientos en los
cromosomas. Con todo lo cual, el material genético llega a tener importantes y graves
dafios, que en el menor de los casos pueden volver inestable al ADN, pero que en
casos severos, pueden dafarlo irremediablemente con posibles graves e irreversibles
consecuencias e incluso con la propia muerte celular y/o del organismo que contiene a

estas mutaciones.

Tipos de mutaciones:
Las mutaciones pueden clasificarse de varias maneras por ejemplo, con un criterio

morfoldgico o de acuerdo con un criterio funcional (Solari, 2004).

| De acuerdo a su morfologia las mutaciones pueden ser: (figura 11).

| a) Puntuales: (afectan a una Unica base, es decir, un par de bases complementarias
del ADN). Las mutaciones puntuales son sustituciones de bases de una por otra sin
ganancia o pérdida neta de material cromosomico. Las mutaciones puntuales pueden
producirse por errores de la duplicacion del ADN, de la reparacion que sigue al dafio del
ADN o con mayor frecuencia como resultado de deaminaciones espontdneas de

citosina metilada a timina (Solari, 2004; Manson, 2003).

Las sustituciones se clasifican en:

Transiciones: Cambio de una base purica por otra purica o una base pirimidica por
otra pirimidica

Transverciones: Cambio de una base puarica por una pirimidica o viceversa.

| b) De extensién variable o segmentarias (cuando pueden afectar mas de una base).

Estas mutaciones pueden ser deleciones, inserciones o expansiones de repeticiones de

tripletes (Solari, 2004). La insercion es la ganancia y la delecion es la pérdida de
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material cromosémico que va desde uno a varios pares de bases (Solari, 2004;
Manson, 2003).

Il Desde el punto de vista funcional las mutaciones pueden ser: (figura 11).

Il a) Silenciosas: En este caso no se observa ningun efecto sobre el fenotipo.
Corresponden a cambios de bases en regiones no codificantes que tampoco contienen
secuencias de control, por ejemplo en ADN satélite, en la parte media de intrones, etc
(Solari, 2004).

Il b) De cambio de lectura (por delecion o insercion). En este caso se produce un
cambio en el marco de lectura de los tripletes por la pérdida o la adicion de una o dos
bases, o por la insercion de una o dos (o multiplos de dos). Dado que el efecto de la
delecion de una base puede ser compensado por la insercion de otra (y viceversa),
existen mutaciones “compensadoras” (Guizar, 1994).

Il ¢) Sin sentido: Corresponden al cambio de una base que convierte un triplete
codificante en uno sin sentido, que al ser reconocido por los factores de terminacion

produce el rompimiento o termino de la cadena polipeptidica (Guizar, 1994).

No todas las mutaciones en una proteina se traducen en un cambio de aminoécidos,

esto es debido a dos hechos:

e Como para algunos aminoacidos existen varios tripletes, si la mutaciéon cambia, de
uno de estos tripletes a otro que codifigue el mismo aminoacido, el efecto no se
aprecia en la estructura final de una proteina. La mutaciéon no se hace evidente o
permanece “silenciosa”, ya que la secuencia de aminoacidos en la proteina no se
altera.

e El otro hecho es que la mutacién se presente en regiones que no se expresan en
secuencias de aminoacidos como las regiones conocidas como intrones o en
regiones previas o posteriores a la region donde se encuentra codificada la proteina
(Guizar, 1994).
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Il d) De cambio de sentido (limitado a un triplete). Se trata de las sustituciones

Il e) De elementos de control. Estas mutaciones afectan secuencias tales como un

promotor, un intensificador u otras secuencias reguladoras (Solari, 2004).

En todos los tipos de mutaciones, el error presente en la secuencia debe ser
autorreproducible en cada division celular, porque de lo contrario quedaria limitado a la
Unica célula en la que se origing, la que podria morir sin consecuencias mayores para
un organismos multicelular. Por otra parte, al hablar de mutaciones se sobreentiende
gue la mutacion afecta la linea germinal, para ser transmitida a la proxima generacion
(Solari, 2004).

Transiciones

I\PALT:]?S;I)QSS Sustituciones | Transverciones
De acuerdo a
sumorfologia | De extension | Inserciones
variable Deleciones
Tipos
de
mutaciones Silenciosas
De acuerdo al De cambio de lectura
punto de vista Sin sentido
funcional De cambio de sentido

De elementos de control
Figura 11 Tipos de mutaciones en el ADN.

Anormalidades o alteraciones cromosomicas: (figura 12).

Estas son de dos clases:

1) alteraciones numéricas (aneuploidias, poliploidias,etc.)

2) alteraciones estructurales (deleciones, duplicaciones, inversiones, y translocaciones
etc.) (Manson, 2003; Salamanca, 1993).

Cariotipo: Constituciébn cromosémica de un individuo. El cariotipo humano normal es
46 XY (varones) o0 46 XX (mujeres) (Manson, 2003).
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1A) Alteraciones numéricas: (figura 12).

Las alteraciones en el nimero cromosdomico de las células pueden originarse como
resultado del fendmeno denominado no disyuncion o no separacion cromosomica, de
un rezago anafésico en la migracion de los cromosomas hacia los polos celulares o por
cambios en el nimero de cromosomas de los gametos que implican la repeticion de
varios conjuntos haploides de cromosomas. Las fallas pueden originarse en la division
de meiosis, tanto en la primera como en la segunda division de la meiosis o en ambas,

o presentarse durante la division de tipo mitético (Manson, 2003; Salamanca, 1993).

2) Alteraciones estructurales: (figura 12).

Los cromosomas estan expuestos a la accidn de numerosos agentes ambientales
mutagénicos que los dafian y les ocasionan fracturas o rompimientos. Estos agentes
pueden ser de naturaleza fisica, como las radiaciones, quimicas como mutagenos tales
como por ejemplo agentes alquilantes, o0 bioldgicos, como los virus (Manson, 2003;
Salamanca, 1993).

Las alteraciones estructurales incluyen enfermedades debidas a: translocaciones,
inversiones, duplicaciones y deleciones de fragmentos cromosomicos que implican

muchos genes.

2A) Si un cromosoma pierde un segmento de su estructura se dice que tiene una

delecion pérdida de material genético.

2B) Se dice que hay una duplicacion cuando un segmento o una misma secuencia de

genes aparece repetida en el mismo cromosoma.

2C) Hay inversion cuando se producen dos rompimientos en el cromosoma y los
segmentos de ADN implicado tienen una rotacién de 180° grados, es decir, se colocan
en el cromosoma en forma invertida, quedando la secuencia de genes alterada
(Manson, 2003; Salamanca, 1993).
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2D) Se denomina translocacion, a la transferencia o intercambio de segmentos entre
cromosomas o de un cromosoma a otro. La translocacion puede ser reciproca o no, y

puede involucrar cromosomas homologos o no homologos, normalmente sucede entre
cromosomas distintos.

~ Aneuploidia

Numeéricas Monosomia
Poliploidias (ej: trisomias)
Alteraciones

cromosoémicas Deleciones

Estructurales DUp“C_aCIOneS
~ Inversiones
Translocaciones

Figura 12 Alteraciones cromosomicas.
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6.4 CAPITULO IV
MECANISMOS DE REPARACION DEL ADN

El ADN estd continuamente expuesto a distintos tipos de agentes que pueden ser
internos 0 externos, que pueden dafarlo produciendo mutaciones. Los agentes
internos, son por ejemplo metabolitos, los cuales pueden provocar en el ADN
rompimientos durante el empaquetamiento del ADN en los cromosomas. Por su parte,
los agentes externos, pueden ser fisicos, quimicos o bioldgicos todos ellos son
mutagenos susceptibles de provocar mutaciones. El ADN repara la mayor parte de

estos dafios por medio de sus mecanismos de reparacion (Alberts et al, 2006).

De manera constante todo el tiempo existen amenazas potenciales para la fidelidad en
la copia y duplicacion del ADN. No solo hay una tasa de error inherente a la duplicacion
del ADN, sino que también suceden lesiones espontaneas que afiaden nuevos errores.
Ademas, los mutagenos presentes en el ambiente pueden dafar el ADN y aumentar la

tasa de mutacion.

Los mecanismos de reparacion del ADN se han estudiado tanto en procariontes como
en eucariontes. Todos ellos son esenciales para la supervivencia de los seres vivos.
(Puertas, 1991; (Klug y Cummings, 1999).

Las enzimas de los mecanismos de reparacion presentes en las células vivas minimizan
en gran medida el dafio genético, evitando asi muchas mutaciones. Las células que
carecen de sus mecanismos de reparacion, o funcionan ineficazmente, tienen
frecuencias de mutacion mas altas que los de organismos eficientes en reparacion. En
la especie humana, los errores en los sistemas de reparacion son la causa de una gran
variedad de enfermedades y de una mayor susceptibilidad a desarrollar cancer, todo lo
cual puede reducir considerablemente la calidad y esperanza de vida (Griffiths et al,
2002; Klug y Cummings, 1999).

Los cambios genéticos permiten a los organismos adaptarse a las condiciones
cambiantes del lugar en el que viven. Sin embargo, a corto plazo, y desde la

perspectiva de un organismo individual, el cambio genético puede llegar a ser
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perjudicial. Para sobrevivir y reproducirse, los individuos requieren ser genéticamente
estables. Esta estabilidad se alcanza a través del preciso mecanismo de duplicacion
del ADN, asi como también mediante eventos para corregir errores de copiado durante
la duplicacion del ADN y para reparar el dafilo accidental que se pueda producir sobre
éste. La mayor parte de los cambios en el ADN son temporales porque tienden a ser
corregidos inmediatamente por procesos denominados en su conjunto mecanismos
de reparacion del ADN (figura 13). EI ADN puede ser reparado con facilidad por el

hecho de que una cadena puede ser corregida utilizando a la otra cadena como molde.

Los errores de copiado poco frecuentes en la maquinaria de duplicacion del ADN son
corregidos por medio de proteinas que reparan los errores de apareamiento, las cuales
revisan el ADN recién duplicado y reparan los errores de copiado. La DNA polimerasa
en general es bastante precisa y tiene capacidad de autocorreccion, es decir, puede
corregir sus propios errores. Antes de que agregue un nuevo nucleétido a la cadena de
ADN en crecimiento, verifica si el nucledtido agregado antes esta apareado
correctamente a la cadena molde. Si es asi, la polimerasa agrega el siguiente
nucleotido; de lo contrario, la polimerasa libera al nucleétido apareado erroneamente
mediante el corte del enlace fosfodiéster que habia hecho y nuevamente lo vuelve a
sintetizar. Por su parte, la DNA polimerasa tiene actividad de polimerizacion de 5" a 3’

y actividad de exonucleasa de 3" a 5" (Alberts et al, 2006).

El mecanismo basico general en los mecanismos de reparacidon para arreglar el
dafio al ADN comprende los siguientes tres puntos o etapas: eliminacion, nueva
sintesis y unién.

1.- Primera etapa (eliminacion del dafo). EI ADN dafiado es reconocido y eliminado por
una de las diferentes nucleasas (endonucleasas), que rompen los enlaces covalentes
de unién de los nucledtidos dafiados del resto de la molécula de ADN, dejando un
pequefio espacio o hueco en la cadena de la doble hélice de ADN en esa region.

2.- Segunda etapa (nueva sintesis). Una DNA polimerasa de reparacion se une al
extremo 3" del hidroxilo de la cadena de ADN cortada o rota y luego llena el espacio al

hacer una copia complementaria de informaciéon almacenada con base en la otra
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cadena que no estd dafiada. Aunque es una enzima diferente de la DNA polimerasa

que duplica el ADN, la DNA polimerasa de reparacion sintetiza las cadenas de ADN del

mismo modo, llenando el espacio creado en la primera etapa de la eliminacién. Sintetiza

las cadenas en direccion 5” a 3" y tiene el mismo tipo de actividad de correccion para

asegurar que la cadena es copiada correctamente.

3.- Tercera y Ultima etapa (unién). Una vez que la DNA polimerasa ha reparado y

llenado el espacio, se mantiene el rompimiento en el esqueleto azlcar-fosfato de la

cadena reparada, la cual es unido y sellado por la DNA ligasa, volviéndose asi a

generar el enlace fosfodiéster roto entre los nucleétidos adyacentes (Alberts et al,

2006).

Tipos de Mecanismos de Reparacion del ADN

Los tipos de mecanismos de reparacion del ADN los hay por rompimiento en cadena

sencilla y en doble cadena. Entre algunos de los de cadena sencilla estan los

siguientes: por emparejamientos erroneos, por fotoreactivacion, por escision de bases,

escision de nucledtidos y el SOS. Por su parte entre los mecanismos de reparacion del

ADN de doble cadena esta el mecanismo de reparacion por recombinacion homologa.

Por rompimiento en
una de las cadenas
del ADN

- . . p
Por emparejamientos erroneos

Por luz (fotorreactivacion)
Por escision de Bases

Por escision de Nucledtidos
De emergencia o (SOS)

\Recomblnauon

fi Homologa
Por rompimiento | racombinacion { g

en las dos

No homéloga

cadenas del ADN | Por unién de extremos{ Homélogos

No homdlogos

Figura 13 Tipo de mecanismos de reparacion.
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Mecanismo de reparacion de los apareamientos incorrectos

El sistema de reparacion de emparejamientos erréneos (figura 14), detecta los
emparejamientos erroneos que se producen durante la sintesis; es decir, cuando se
esta realizando la duplicaciéon del ADN. Al suponer un sistema que pueda reparar los
errores de la duplicacién, este sistema debe ser capaz de hacer lo siguiente:

1.- Reconocer pares de bases mal o incorrectamente emparejadas

2.- Determinar cudl de las dos bases del emparejamiento erréneo es la incorrecta

3.- Separar y eliminar la base incorrecta y realizar la sustitucion y sintesis de

reparacion correcta (Griffiths et al, 2002).

La DNA polimerasa Il tiene la funcion de autocorreccién. Cuando se inserta un
nucleétido incorrecto durante la polimerizacién, el complejo enzimatico tiene la
capacidad de reconocerlo y corregirlo, cortando el nucledtido incorrecto y

remplazandolo.

Para hacer frente a los errores que quedan después, puede activarse el mecanismo
denominado reparacion de emparejamientos erroneos. lgual que las otras lesiones
del ADN, una vez detectada la alteracibn o emparejamiento erréneo, se elimina el
nucleétido mal emparejado y es remplazado por la base correcta. Pero hay un
problema especial con este tipo de mecanismo de correccion, en como puede
reconocer el sistema de reparacion qué cadena es la correcta (la cadena molde) y cual

es la que contiene la base mal apareada.

El proceso se ha dilucidado al menos en algunas bacterias, como en E. coli. Este se
basa en el proceso de metilacion del ADN. Esta bacteria contiene una enzima, la

adenina metilasa (Klug y Cummings, 1999).

La adenina metilasa, es la enzima que afiade grupos metilo en las adeninas de la
cadena de ADN. No obstante, la enzima tarda varios minutos en reconocer y modificar
las secuencias recién sintetizadas. El sistema de reparacion de emparejamientos
erroneos actla durante ese periodo de tiempo, en que se puede distinguir las cadenas

viejas de las nuevas por el patrén de metilacion (ADN hemimetilado). La metilacion de
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la adenina, no afecta al emparejamiento de las bases, aunque proporciona una etiqueta
apropiada que puede ser detectada por otros sistemas enzimaticos. Inmediatamente
después de la duplicacion del ADN la Unica cadena que esta metilada en sus bases es
la vieja cadena. Para reconocer la cadena vieja molde de la cadena recién sintetizada,
el sistema de reparacion de emparejamientos erréneos de las bacterias aprovecha el
retraso normal en la metilacion posterior a la duplicacién del ADN (figura 14) (Griffiths
et al, 2002).

Una vez que se ha identificado el sitio mal emparejado, el mecanismo de reparacion de

emparejamientos erroneos corrige el error.
La reparacion de emparejamientos erroneos también se produce en organismos

eucariontes, por un proceso similar al descrito anteriormente por metilacion de la

adenina en procariontes (Klug y Cummings, 1999).
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TN

Corte

Figura 14 Mecanismo de reparacion de emparejamientos erroneos
(imagen de Watson et al, 2005)

Reparacion por fotorreactivacion.

Una forma simple y directa de reparar una lesion, una vez que ha ocurrido, es eliminarla
directamente, o revirtiendo ésta. No siempre es posible la reversion, ya que algunos
tipos de dafios son esencialmente irreversibles. Sin embargo, en algunos casos las
lesiones se pueden revertir. Un ejemplo es el fotodimero mutagénico causado por la luz
ultravioleta (UV). El fotodimero de pirimidina-ciclobutano (figura 15) puede ser reparado
por medio de la enzima fotoliasa (figuras 15 y 16), la cual se ha reportado en bacterias

y eucariontes. La enzima se une al fotodimero y lo rompe en presencia de ciertas
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longitudes de onda de luz visible, regenerando las bases originales (figuras 15 y 16)
(Griffiths et al, 2002).

El proceso de reparacion por fotorreactivacion depende de los mecanismos
inducidos por la luz visible solar los cuales implican una reaccién quimica controlada
enzimaticamente. La luz visible parece inducir el proceso de reparacion del ADN

dafiado por la radiacion ultravioleta (figuras 15y 16).

Estudios posteriores de fotoreactivacion han revelado que en el proceso participa una
proteina llamada enzima DNA-fotoliasa, la cual, captura la energia de la luz del sol y la
utiliza para romper los enlaces covalentes que unen los dimeros de timina contiguos. En
otras palabras, las bases dafiadas se reparan de manera directa revirtiendo asi el
efecto de la radiacion UV en el ADN. Dejando finalmente a las dos timinas que
normalmente estan apareadas con las adeninas de la hebra complementaria del ADN
(figuras 15 y 16). Este mecanismo de reparacion se considera libre de error ya que no
implica sintesis adicional (Klug y Cummings, 1999; Watson et al, 2005; Puertas,
1991).
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Figura 15 Mecanismo de reparacion por fotorreactivacion
(imagen modificada de internet:
www.biol.unt.edu/molecular/Genetics%20LEctures/BIOL3451%20Ch15%20Lect.ppt)
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Figura 16 Mecanismo de reparacion por fotorreactivacion (imagen de Watson et al,
2005)
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Mecanismo general de la reparacion por escision
En la reparacion por escision se elimina el segmento de ADN dafiado, se reemplaza
mediante la sintesis de un nuevo ADN para el cual la cadena de ADN no dafada sirve

como cadena molde para la DNA polimerasa.

Hay dos tipos de mecanismos de reparacion por escision: de bases y de nucleétidos. El
primero comprende la eliminacion de Unicamente la base dafada, en tanto que el
segundo es la eliminacién del segmento de ADN que contiene a la lesién (Watson et
al, 2005).

Mecanismo de reparacion por escision de bases

Las enzimas llamadas glucosilasas detectan bases anormales y las eliminan
separandolas del azlicar, mientras que el esqueleto azucar-fosfato permanece intacto.
Es decir, las glucosilasas de ADN rompen los enlaces glucosidicos (base-azucar),
liberando la(s) base(s) dafiada(s) o modificada(s) generando un hueco en el ADN, es
decir, un sitio denominado como sitio AP (sitio sin base purica ni pirimidica). A
continuacion, el sitio AP resultante es reparado por la enzima endonucleasa AP (figura
17) la cual corta unos cuantos nucledtidos al lado del dafio. Después de que el
nucleétido dafiado se eliminé por completo de la columna, una DNA polimerasa
polimeriza y rellena el hueco, y finalmente las ligasas unen los huecos del ADN
reparado, es decir, restauran la integridad de la cadena (Griffiths et al, 2002; Watson et
al, 2005; Puertas, 1991).

Se ha demostrado que el proceso de reparacion por escision puede activarse en
respuesta a cualquier dafio que deforme la estructura de la hélice del ADN. Esta
deformacion es reconocida por el sistema de reparacion por escision, que se activa

para corregir el error (figura 17) (Klug y Cummings, 1999).
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Reparacion por escision de bases
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Figura 17 Mecanismo de reparacion por escision de bases
(imagen de Alberts et al, 2006)

Reparacion general por escision de nucleétidos

Este sistema funciona por medio del reconocimiento de distorsiones en la forma de la
doble hélice, como las causadas por un dimero de timina o por la presencia de un
aducto quimico o abultamiento en una base. Estas distorsiones desencadenan la
eliminacion de un segmento corto de ADN de aquella cadena que contiene a la lesion.
Esta eliminacion crea un espacio de una sola cadena en el ADN, que la DNA
polimerasa rellena, utilizando y tomando como base a la cadena no dafada y asi

restaura la secuencia de nucleétidos (Watson et al, 2005).
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Este mecanismo de reparacion por escision de nucleétidos (figura 18), implica el
rompimiento de dos enlaces fosfodiéster sobre la misma cadena, uno a cada lado de la
lesion, lo que da lugar a la escision de un oligonucleotido. Esta escision deja un hueco
que se sustituye mediante una sintesis de reparacion que queda finalmente sellada y
unida por la DNA ligasa.

Reparacién por escisidon de nucleédtidos
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Figura 18 Mecanismo de reparacion por escision de nucleétidos
(imagen de Alberts et al, 2006)
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El mecanismo de reparacion de emergencia o (SOS).

Llamado también sistema de reparacion propenso a errores. El nombre de SOS
proviene de que este sistema se induce como una respuesta de emergencia que
impide el bloqueo o interrupcion de la duplicacion del ADN, sin que se muera la célula
en el caso de que se produzca un dafio no significativo en el ADN. La induccién de SOS
es un ultimo recurso, que permite la supervivencia de la célula a cambio de un cierto
grado de error. Por medio de este mecanismo de reparacién se insertan bases y/o

nucleotidos al azar, aunque no necesariamente son complementarios.

Cuando el avance de una DNA polimerasa en duplicacion se bloquea por bases
dafadas, una polimerasa de translesion especial copia a través del sitio de la lesion de
una manera que no depende del apareamiento de las bases de la cadena de ADN
plantilla, mecanismo conocido como reparacion SOS o sintesis de translesion. Este
mecanismo es un sistema de ultimo recurso, porque este tipo de sintesis es llevada a
cabo por DNA polimerasas capaces de realizar la sintesis de ADN de una manera
propensa a cometer errores, debido a que integra bases al azar, como emergencia, sin
ser un mecanismo fino, con tal de que el ADN no quede interrumpido (Watson et al,
2005).

No esta claro como funciona exactamente el sistema de reparacion SOS, aunque se
sabe que la enzima RecA esta implicada en este sistema de reparacion. Se conoce
también que en E. coli depende al menos de tres genes: RecA (que también esta
implicado en el mecanismo de recombinacién general), UmucC y UmuD. Los modelos
actuales para el sistema SOS sugieren que las proteinas UmuC y UmuD interaccionan
con el complejo de duplicacién de la DNA polimerasa Ill, permitiendo asi la duplicacién
del ADN (Griffiths et al, 2002).

En la reparacion SOS las enzimas implicadas se diferencian de otros mecanismos de
reparacion porgue no se encuentran presentes habitualmente en la célula, sino que se
induce su sintesis cuando son necesarias. Por ejemplo, en una lesion del ADN que ha
escapado a los demas mecanismos de reparacion, cuando se esta llevando a cabo otra

nueva duplicacién, ésta se queda normalmente detenida, debido a que no puede
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proseguir, debido a un rompimiento, un hueco, un dimero de timina, etc. en el ADN. En
cambio el mecanismo de reparacion SOS “repara” el ADN por un sistema en el que se
colocan nucleétidos en la zona dafiada del ADN sin seguir estrictamente las normas de
apareamiento de bases dictadas por la hebra parental. Debido a lo anterior, esta
reparacion puede producir mutaciones, debido a que las nuevas bases que se han
colocado no son necesariamente bases complementarias pero, en cualquier caso, salva
una situacion de emergencia del dafio al ADN, porque la DNA polimerasa puede
proseguir la sintesis; es decir, el ADN pueda proseguir su duplicacion y, por tanto, la

célula se podra dividir y asi completar su ciclo celular (Puertas, 1991).
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6.5 CAPITULO V
RECOMBINACION

Concepto general

La recombinacion es el proceso de intercambio entre moléculas o cadenas de ADN
después de su ruptura y reunion subsecuente, para dar como resultado un nuevo
arreglo diferente de las moléculas parentales de ADN que le dieron origen (Avers, 1991;
Griffiths et al, 2002).

La combinacién particular de genes presentes en cualquier genoma individual es a
menudo modificada por reordenamientos del ADN, causados por uno de los

mecanismos de reparacion conocido como recombinacion (Alberts et al, 2006).

Reparacion por recombinacién
Aunque la recombinacién se ha considerado un mecanismo para explorar nuevas
combinaciones de secuencias, también participa como uno de los mecanismos de

reparacion de dafio al ADN (Watson et al, 2005).

Cuando ambas cadenas estan dafadas y/o cuando el ADN esta roto. En esta situacion
una cadena no puede servir como base para la reparacion de la otra cadena. Asi en la
reparacion por recombinaciéon, también conocida como reparacidon de rompimientos
bicatenarios, la informacién de la secuencia se toma del otro cromosoma no dafiado, es

decir, se usa como base al cromosoma homalogo.

La reparacion por recombinacién homaologa es el proceso por el cual dos moléculas
de ADN de doble cadena de similar secuencia de nucleétidos pueden entrecruzarse
para crear nuevas moléculas de ADN con una nueva secuencia y por ende con un
nuevo arreglo genético distinto de su ADN parental que les dio origen (figura 24)
(Alberts et al, 2006).
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Niveles de Recombinacion

Existen dos niveles de apareamiento, el primero es el apareamiento general, por el
gue se ponen en contacto los cromosomas homologos en toda su longitud. El segundo
nivel es el apareamiento especifico que permite el contacto, a nivel molecular, de
segmentos cortos de ADN de cromatidas homoélogas; en ellas es donde sucede el
entrecruzamiento, es decir, la recombinacion reciproca normal. Para que esto se lleve a
cabo, en las zonas de apareamiento especifico, las moléculas de ADN deben relajar su
compactacion, desenrollarse formando hebras simples y posteriormente reasociarse
formando moléculas de hebra doble en las hebras de las cromatidas de los

cromosomas homologas (Puertas, 1991).

Evidencias citologicas de la recombinacion

Entrecruzamiento y recombinacién

En general el entrecruzamiento (figuras 5 y 8), se ha considerado el intercambio fisico
resultado del rompimiento y reunién entre segmentos de ADN de cromosomas
homdlogos cuando se aparean o tienen sinapsis. Como consecuencia del
entrecruzamiento, se obtiene una mezcla o recombinacion de los alelos entre los
cromosomas homologos. Los alelos son las formas alternativas en que se puede

presentar un gen (Alberts et al, 2006).

Morgan propuso el término entrecruzamiento para describir el intercambio fisico que

da lugar a la recombinacion (Klug y Cummings, 1999).

Hacia 1911 Thomas Morgan ya habia sugerido que se podrian producir
recombinaciones alélicas por intercambios entre cromosomas homélogos en un
proceso que llamo entrecruzamiento. Pasaron varios afios antes de que se obtuviera
la evidencia convincente de los intercambios fisicos conducentes a la recombinacion y
otros mas antes de que el mecanismo de estos intercambios fisicos fuera finalmente
verificado (Avers, 1991).
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El entrecruzamiento es el intercambio entre cromosomas homadlogos en la meiosis, es
la base de la recombinacion genética. Este intercambio es un proceso de rompimiento
fisico y reunién de segmentos de ADN que sucede durante la meiosis. Este intercambio
de segmentos cromosOmicos proporciona un gran potencial de variacion genética en
los gametos formados por cada individuo. Este tipo de variacion, asegura que todos los
descendientes tengan una mezcla diversa de alelos paternos y maternos (Klug vy
Cummings, 1999).

En realidad no se sabe cdmo los cromosomas homadlogos se reconocen entre si. En
muchos organismos se cree que la asociacion inicial es un proceso llamado
apareamiento, el cual es mediado por la interaccion entre pares de bases de ADN
complementarias en numerosos sitios muy dispersos del cromosoma. La estructura que
se forma cuando se aparean los cromosomas duplicados se llama bivalente y contiene

cuatro cromatidas (Alberts et al, 2006).

Janssens observé que los cromosomas homélogos en sinapsis en la meiosis se

entrecruzaban entre si, originando quiasmas (figura 8) (Klug y Cummings, 1999).

La pregunta es, ¢son los quiasmas las manifestaciones citolégicas de los
entrecruzamientos?. La teoria clasica dice que el entrecruzamiento es el resultado de
tensiones fisicas impuestas por los quiasmas, cuya presencia y localizacién se dan al
azar. Aunque no es necesaria una relacion uno a uno, un quiasma puede o no inducir el
rompimiento y reunion que da lugar al entrecruzamiento, esta teoria dice que los
guiasmas son los responsables del entrecruzamiento y claramente le preceden. Se
conoce que los quiasmas se ven por primera vez en la profase | tardia de la primera
division celular de la meiosis | (figuras 5 y 8), la teoria clasica predice que el
entrecruzamiento sucede antes de que los cromosomas se separen en la anafase de la

primera division de la meiosis, probablemente en el paquiteno (figura 6).
La otra teoria, la quiasmatica, propuesta por F.A. Janssens a principios del siglo XXy

modificada posteriormente por John Belling y C.D. Darlington alrededor de 1930,

predice que el entrecruzamiento se lleva a cabo antes de la formacién de los quiasmas
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y se da al principio de la profase | de la meiosis (figuras 5 y 8). En consecuencia, los
quiasmas se forman en los puntos en donde hubo intercambio, entrecruzamiento y por
lo tanto recombinacién. Asi, a los quiasmas se les ha atribuido, que probablemente
puedan ser la consecuencia de un entrecruzamiento y, por lo tanto, la manifestacion
citologica de que hubo recombinacion por medio de un intercambio cromosOmico. La

teoria quiasmatica ha ido ganado apoyo (Klug y Cummings, 1999).

Durante la meiosis, cuando los cromosomas homologos duplicados se aparean entre
si, @ menudo dos cromatidas no hermanas aparecen entrecruzadas. La estructura
cruciforme resultante recibe el nombre de quiasma (figura 8). La existencia de los
quiasmas se le ha atribuido como la visualizacién del concepto de entrecruzamiento
propuesto por Morgan con lo cual se relacioné directamente con éste. Hay que tomar en
cuenta que los quiasmas parecen indicar que el entrecruzamiento tiene lugar entre

cromatidas y no entre cromosomas no duplicados.

Algunos de los trabajos de Thomas Morgan y Alfred Sturtevant sobre
recombinacion y ligamiento

Los genes que son transmitidos juntos son llamados genes ligados y ellos se
encuentran en un mismo cromosoma. Morgan llamé a esto ligamiento (Tamarin, 1996;
Avers, 1984).

Morgan utilizo varias cepas mutantes en cruzamientos involucrando dos o mas genes
ligados. El y sus colaboradores, particularmente Sturtevant realizé una cuidadosa
argumentacién y analisis del patron hereditario de los genes ligados. Ellos estudiaron y
realizaron el analisis de genes en el mismo cromosoma los cuales tienen tendencia a

ser transmitidos juntos durante la formacién de gametos (Avers, 1984).
Alfred Sturtevant, estudiante de Thomas Morgan, en la Universidad de Columbia, fue el

primero en darse cuenta de que la propuesta de su maestro podia también utilizarse

para cartografiar la secuencia de genes ligados (Tamarin, 1996; Avers, 1984).
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En 1923 Morgan y Sturtevant habian demostrado claramente que el ligamiento no esta

restringido a los genes ligados al cromosoma X (Tamarin, 1996; Avers, 1984).

Mapa somatico o mapas de ligamiento

Conforme Morgan estudido mas genes, observé que la proporcion de la descendencia
recombinante variaba considerablemente, dependiendo de qué genes ligados estuviera
analizando, estas variaciones en la frecuencia de entrecruzamiento podian indicar de
alguna manera las distancias reales que separaban unos genes de otros en los

cromosomas (Griffiths et al, 2002).

La idea basica es la siguiente: imaginar a dos genes especificos situados a una cierta
distancia uno de otro; ahora imaginemos que los entrecruzamientos suceden al azar a
lo largo de los cromosomas homologos apareados. Sturtevant propuso que, con una
cierta aproximacion, se cumplia la siguiente relacion: cuanto mayor es la distancia entre
genes ligados, mayor es la probabilidad de que tenga lugar un entrecruzamiento en la
region comprendida entre los genes y, por tanto, mayor sera la proporciéon de
recombinantes que se obtengan. Asi se puede obtener una medida de la distancia entre
los genes, mediante la determinacion de la frecuencia de recombinacién obtenida a
partir de los hijos. La conclusion de todo esto es que la distancia en el mapa de
ligamiento se corresponda con la distancia fisica a lo largo del cromosoma, ésta fue la

idea a la que llegaron Morgan y Sturtevant (Tamarin, 1982; Tamarin, 1996).

Se puede utilizar el porcentaje de recombinacién como una estimacion de la distancia
entre loci en un cromosoma: 1% de recombinacion es referido o equivale a una unidad
de mapa o centiMorgan. Esta unidad es una distancia relativa y por lo tanto hace
posible conocer el orden y la separacion relativa de los loci en un cromosoma (Tamarin,
1982; Tamarin, 1996).

El primer mapa cromosOmico que se publicé con seis loci del cromosoma X de

Drosophila melanogaster fue publicado en 1913 por Alfred Sturtevant. Su trabajo fue

especialmente importante porque sus resultados respaldan varios conceptos basicos,
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entre los que estaba la ordenacion lineal de los genes, que apoya la localizacion de los

genes en los cromosomas (Tamarin, 1996).

En resumen, ademas de lo antes mencionado, los trabajos de Morgan y Sturtevant
proponen que debia existir algin mecanismo y momento mediante el cual genes
originalmente juntos en los progenitores, después se presentan separados uno del otro
en la progenie.

Més adelante se propuso que los quiasmas eran la evidencia citolégica de la existencia

de un mecanismo de intercambio.

Complejos Sinaptonémicos y Nédulos de Recombinacion.

Se considera que el proceso activo de recombinacion es mediado por nodulos de
recombinacion que contienen proteinas y se encuentran en los Complejos
Sinaptonémicos (figura 7). Los nddulos contienen enzimas y otras proteinas que
ayudan a reunir las asas de cromatina no hermana.

Durante el paquiteno se observan unos pequefios nédulos de recombinacion de
composicion proteica, situados en el Complejo Sinaptonémico (figura 7). Se asume
gue en estos nodulos de recombinacion, estan las proteinas necesarias para que se
lleve a cabo el entrecruzamiento y también se ha asumido que esto sucede durante el

paquiteno de la profase | de la primera division meidtica (Puertas, 1991; Avers, 1991).

Los quiasmas probablemente son muestras de restos de segmentos del Complejo
Sinaptonémico cuando las cromatidas de los cromosomas homoélogos estuvieron
cercanas o juntas, pero conforme el Complejo se va degradando y desapareciendo en
etapas posteriores, se alcanzan a observar esas estructuras en forma de cruz llamadas

quiasmas.

Se ha considerado que una vez iniciada, la sinapsis se debe mantener sin interrupcién
para que pueda suceder el entrecruzamiento. El proceso de apareamiento no se inicia
antes de la formacion del Complejo Sinaptonémico (CS). El Complejo (figura 7) es una

estructura proteica exclusiva de la meiosis. La idea general que se tiene es que los CS
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forman una estructura, la cual permite y facilita el acercamiento a todo lo largo de los
cromosomas homélogos duplicados después de sintesis del ciclo celular, y organiza la
cromatina para facilitar el entrecruzamiento. El Complejo Sinaptonémico estabiliza los
cromosomas apareados en estructuras bivalentes después de completar la sinapsis,
incrementando asi las oportunidades para que suceda el entrecruzamiento. La
presencia de un Complejo Sinaptonémico por si mismo no asegura que se realizara el
entrecruzamiento ni la recombinacién; sélo hace mas probable que se realicen estos
eventos en bivalentes apareados establemente. EI Complejo participa en la separacion

de los cromosomas homologos y en la reduccion del nivel de ploidia (Avers, 1991).

El ADN en la interfase del ciclo celular no es visible al microscopio 6ptico hasta etapas
posteriores de la meiosis, cuando los cromosomas se encuentran condensados. El
material de los complejos se disgrega al final del paquiteno en la meiosis, observandose
por el microscopio electrénico segmentos de complejo cada vez mas pequefios hasta

su desaparicion en la fase del diploteno en la profase | de la meiosis (Puertas, 1991).

El entrecruzamiento requiere del corte y la reunién de cromatidas de cromosomas
homologos, tiene que ser un fino y preciso mecanismo, ya que en caso contrario, se

producirian todo tipo de anomalias en los cromosomas.

Recombinacién en hongos. Neurospora crassa

En algunos hongos las tétradas permanecen ordenadas y aisladas como en el
caso de Neurospora crassa

Estudios realizados entre las décadas de 1930 y 1940 utilizaron al hongo Neurospora
crassa como importante organismo experimental debido a la ventaja de poder
facilmente analizar sus ascas o tétradas ordenadas. Este ascomiceto retiene sus
cuatro productos haploides de cada meiosis en una especie de saco 0 vaina llamada
asca, dentro de la cual se encuentran las ascosporas haploides de este hongo. El ciclo
de vida de este organismo (figura 19) generalmente existe como haploide. Este hongo
proporciona una buena oportunidad para estudiar en su interior los productos de la
meiosis (Tamarin, 1982; Avers, 1984).
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Neurospora, después de la fecundacion, entra inmediatamente a meiosis en la que se
forman cuatro productos haploides, quedando todos ellos dentro del asca.
Posteriormente se da una division mitdtica de cada producto, dando lugar a ocho
células haploides llamadas ascosporas. En el asca se mantienen las ascosporas
haploides en el orden en que se formaron en la meiosis (figura 20) (Klug y Cummings,
1999; Tamarin, 1996).

En N. crassa existen dos alelos A y a, que determinan los dos tipos sexuales, que se
llaman A y a, respectivamente. Las hifas de uno y otro sexo no se distinguen
morfolégicamente, sino por la capacidad de reaccionar entre si formando cuerpos
fructiferos sexuales. Es decir, el contacto entre hifas de sexo A con A, o de sexo a con
a no produce cuerpo fructifero, y si lo produce el contacto de A con a. Tras la fusion de
los ndcleos de ambos sexos, se forma un nucleo diploide que contiene 14 cromosomas.
El cigoto es el momento del ciclo vital en el que existen ndcleos diploides en
Neurospora, ya que inmediatamente después comienza la meiosis. La meiosis del
cigoto sucede dentro del asca, que es una estructura alargada, situada en el interior del
cuerpo fructifero, que encierra los productos meioticos en el mismo orden en que se
formaron. Los cuatro productos meidticos tienen después una tercera division, ahora
mitGtica, que da lugar a ocho ascosporas que permanecen encerradas dentro del asca.
Cada asca puede ser manipulada y aislada, obteniéndose a partir de ella las ocho

ascosporas en el orden en que se formaron (Puertas, 1991).

Entre las caracteristicas que se pueden estudiar y analizar de este organismo se
encuentran las siguientes. Una es el color de los conidios, que pueden ser sin color
(albinos) o de color anaranjado en el tipo silvestre. Otra posible caracteristica es la
morfologia de las colonias, para la cual se conocen dos fenotipos diferentes, uno
normal de apariencia esponjosa y otra mas compacta, denominada colonial (Griffiths et
al, 2002).
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Segun estudios realizados en Neurospora crassa, Si se entrecruzan un cultivo
esponjoso y anaranjado con otro colonial y albino de tipo sexual contrario y se aislan y

cultivan 100 ascosporas, se encontro lo siguiente.

En total, la mitad de la descendencia es esponjosa y la mitad colonial. Por tanto, esta
diferencia fenotipica debe estar determinada por dos alelos de un mismo gen y en el
mismo cromosoma que han segregado igualmente en la meiosis. A estos se les puede
llamar alelos col” (esponjoso) y col (colonial). Lo mismo es cierto para el otro caracter,
la mitad son de color (anaranjado) y la otra mitad no tienen color son albinos, de modo
gue la diferencia fenotipica en el color estd también determinada por una distinta pareja

de alelos que se le puede llamar al* (anaranjado) y al (albino) (Griffiths et al, 2002).
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Figura 19 Ciclo de vida de Neurospora crassa (imagen de Tamarin, 1996)
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Andlisis de tétradas. Ligamiento y Recombinacion
Neurospora es un organismo el cual muestra que los entrecruzamientos suceden en
dos de las cuatro cromatidas en la meiosis (figura 21). De manera natural las esporas

de Neurospora son ordenadas (Tamarin, 1982).

El orden en el cual las esporas estan arregladas linealmente provee la evidencia que

postula los eventos de entrecruzamiento cromosomicos (Avers, 1984).

Después de haberse estudiado las teorias de tipo de ligamiento cromosémico:
completo, incompleto e independiente, se tiene evidencia de que el ligamiento es
incompleto debido a que si fuera completo siempre se tendria el mismo arreglo
genético de padres a hijos y al ser incompleto, nos permite tener nuevos arreglos
geneéticos, unos iguales a los parentales y otras nuevas combinaciones, diferentes, con

lo que se prueba el tipo de ligamiento incompleto.

Los estudios de Neurospora han confirmado que en cada evento de entrecruzamiento
participan dos de las cuatro crométidas de los cromosomas homoélogos, es decir, en la
etapa de cuatro cadenas o 4 cordones (figura 21). Esto significa, que para que en
Neurospora se puedan encontrar ascas conformadas con esporas 50% de tipo parental
y 50% de tipo recombinante, la recombinacion tuvo que suceder después de la

duplicacion del ADN o de la etapa de sintesis del ciclo celular.
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Figura 21 Analisis de tétradas que proporcionan evidencias que el entrecruzamiento
sucede en la fase de 4 filamentos (4 crométidas) (imagen de Klug y Cummings, 1999).

Andlisis de locus de tétradas con esporas ordenadas

En anafase | puede haber dos tipos de orientacion: el cromosoma que lleva A puede ir
hacia arriba o hacia abajo; si va hacia arriba, los dos ndcleos de arriba en anafase Il
llevardn Ay, por lo tanto, las cuatro ascosporas de arriba serdn A y las de abajo seran
a. Si va A hacia abajo sucedera lo contrario. En la figura 22 se representan en obscuro
las ascosporas de tipo A y en claro las de tipo a. Estos dos tipos de tétradas, en los
gue hay una segregacion 4:4 se llaman tétradas directas (D) (figura 22-a) (Puertas,
1991).

Cuando se ha dado un entrecruzamiento entre el centromero y el locus considerado, los
dos cromosomas que se separan en anafase | son parecidos: llevan A en una
cromatida y a en la otra, pero esos dos cromosomas pueden separar sus cromatidas en
anafase Il de cuatro formas diferentes, produciéndose los cuatro tipos de ascas. Estas
ascas de segregacion 2:2:2:2 o 2:4:2 se llaman tétradas inversas (figura 22-b) (Puertas,
1991).
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Figura 22 Patron de segregacion de esporas en Neurospora. Dependiendo de la
primera o segunda division de la meiosis resultado de la ausencia (22 a) o del hecho de
un entrecruzamiento (22 b) (imagen de Snustad et al, 1997).

Andlisis de dos loci en tétradas con esporas desordenadas
En el andlisis de dos loci en tétradas se encontrd que en un entrecruzamiento AB * ab
en un organismo que forma tétradas se observaron los tres tipos de ascas que pueden

generarse (Tamarin, 1996).

Considerando el supuesto de que ambos loci estuvieran situados sobre cromosomas

diferentes, y que no se diera entrecruzamiento entre el centromero y ninguno de los loci
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considerados. Se pueden presentar tres tipos de patrones. El primero de ellos, es aquel
en el que se forman dos tipos de tétradas; el ditipo parental (DP), que contiene esporas
AB y ab que son idénticas a la composicion genética de las esporas parentales
haploides. La segunda clase llamada ditipo no parental (DNP), que contiene dos tipos
de esporas Ab y aB, diferentes al genotipo de los parentales. La tercera clase llamada
tetratipo (T) en que se forman tétradas que tienen los cuatro tipos posibles de
combinaciones de esporas genéticamente diferentes entre si AB, Ab, aB y ab (figura 21)
(Puertas, 1991;Tamarin, 1996; Klug y. Cummings, 1999).

En una tétrada tetratipo dos de los cuatro productos meiéticos son recombinantes (Ab y
aB) y dos parentales (AB y ab), mientras que en la tétrada DNP todos los productos son
recombinantes (Aby aB) (Puertas, 1991).

En el caso de que ambos loci estén ligados en el mismo cromosoma, se observa que
las tétradas son de ditipo parental (DP) cuando no hay entrecruzamiento entre los dos
genes. Las tétradas de ditipo no parental (DNP) aparecen cuando hay un
entrecruzamiento sencillo en la etapa en la que participan dos de la cuatro croméatidas.
Las tétradas tetratipo (T) se pueden originar de dos formas posibles. Aparecen cuando
s6lo hay un entrecruzamiento en uno de los cromosomas o0 cuando sucede un tipo
alternativo de doble intercambio entre los dos genes (figura 21) (Puertas, 1991; Klug y
Cummings, 1999).

En resumen, la importancia de los estudios realizados con Neurospora crassa
demostraron lo siguiente: al realizar un entrecruzamiento de este hongo AB (paterno) *
ab (materno) y relacionando el tipo de asca con la etapa del ciclo celular, se encontré
que solo después de duplicado el ADN se hallo el tipo de arreglo tetratipo (T) (AB, Ab,
aB, ab). En el cual, de las cuatro ascas, dos son ditipo parental (DP) (AB, ab) y las otras
dos son ditipo no parental (DNP) (Ab, aB) es decir, éstas ultimas son recombinantes.
Con lo cual se demostré que la recombinacion se lleva a cabo después de sintesis (S)
del ciclo celular. Pues antes de S en G; del ciclo celular, solo se obtuvieron ascas con
arreglos DNP (Ab, aB) (figura 21) .
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Trabajos de Stern (en la mosca de la fruta: Drosophila melanogaster), Creighton,
y Mc Clintock (en maiz: Zea mays), como algunos ejemplos de evidencias
citoldgicas de los intercambios de cromosomas en el entrecruzamiento.

La propuesta de Morgan de que los intercambios de cromosomas conducen a la
recombinacion genética fue probada y verificada en posteriores estudios, trabajos y
articulos publicados. Ambos estudios demostraron que los individuos genéticamente

recombinantes poseian cromosomas homologos fisicamente intercambiados.

Para determinar si los intercambios fisicos suceden en realidad, los cromosomas
homologos tuvieron que ser alterados fisicamente de tal manera que cada homdélogo

fuera facilmente reconocible y relacionado con los alelos que llevaba.

El analisis citologico de Curn Stern en Drosophila melanogaster, y de Harriet Creigthon
y Barbara Mc Clintock en Zea mays, demostraron de manera independiente, mediante
pruebas visuales, que el entrecruzamiento es un intercambio fisico entre los

cromosomas homaologos (Klug y Cummings, 1999).

La correlacion entre cromosomas intercambiados fisicamente y nuevas combinaciones
alélicas proporcionaron pruebas claras en apoyo a la hipétesis de que el
entrecruzamiento implica un intercambio fisico de segmentos de cromosomas
homodlogos y que este intercambio es el mecanismo de la recombinacion genética que

implica a los genes ligados (Avers, 1991).

En 1931, Harriet Creighton y Béarbara Mc Clintock estudiaron dos genes ligados o loci
en el cromosoma 9 del maiz: uno de los loci afectaba al color del endospermo de la
semilla (C coloreado; c incoloro) y el otro locus afectaba a la composicion de
carbohidratos del endospermo de la propia semilla del maiz (Wx almidonoso, wx
ceroso) (Griffiths et al, 2002; Klug y Cummings, 1999).
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La recombinacion deberia implicar un intercambio de partes fisicas de los cromosomas
homologos. Esto se puede demostrar si podemos distinguir los dos cromosomas

homologos entre si, un método utilizado por primera vez por Creighton en el maiz .

Se obtuvo una planta de maiz heterocigética para ambos loci. La clave del experimento
fue que uno de los homdlogos tenia dos marcadores citolégicos especiales. Los
marcadores consistian en un abultamiento en un extremo del cromosoma, que se tefia

fuertemente y en el otro extremo de un trozo translocado de otro cromosoma (figura 23).

Este cromosoma traslocado y con abultamiento era claramente distinguible de su
homodlogo normal. También era portador del alelo dominante (C, coloreado) y del
recesivo (wx, ceroso). En los estudios cartograficos se establecié que C estaba muy
proximo al abultamiento y Wx estaba cerca de la porcion afiadida de cromatina,
Creighton y Mc Clintock llevaron a cabo el entrecruzamiento. La planta dihibrida con
cromosomas heteromérficos se cruz6 con una planta homomorfica normal (solo con
cromosomas normales) que tenia el genotipo ¢ Wx/c wx (fenotipo incoloro vy
almidonoso). Si durante la meiosis del heteromorfo se diese un entrecruzamiento en la
region entre C y wx, habria también un entrecruzamiento fisico, visible citol6gicamente
(con el microscopio): el abultamiento pasaria a estar asociado a un cromosoma normal
en el otro extremo y la porcidbn de cromatina extra iria a parar a un cromosoma sin

abultamiento (figura 23) (Tamarin, 1996).

Crieghton y Mc Clintock cruzaron esta planta con una homocigotica para el alelo para
color (c) y heterocigbtica para el tipo de carbohidrato de la semilla. Entre los
descendientes obtuvieron una serie de fenotipos distintos, aunque su interés principal
fue en uno que se daba como consecuencia del entrecruzamiento entre los
cromosomas con los marcadores citolégicos. Se examinaron los cromosomas de esta
planta, de fenotipo incoloro y ceroso para ver los marcadores citologicos. Tal como se
esperaba, si el entrecruzamiento va acompafado por intercambio fisico entre los
homodlogos, se observaria el cromosoma translocado, pero no el abultamiento. Y eso
fue lo que se observd. En otra planta de maiz, el fenotipo coloreado y almidonoso

puede ser el resultado bien de gametos sin recombinar o de gametos recombinados. Si
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fuera asi, algunos de los casos deberian tener cromosomas con el abultamiento, pero

sin el cromosoma translocado (Klug y Cummings, 1999).

Creighton y Mc Clintock concluyeron lo siguiente: “Se demostr0 que cromosomas
apareados heteromorficos en dos regiones intercambian segmentos a la vez que

intercambian genes asignados a estas regiones” (Tamarin, 1996).

Las evidencias en los trabajos de Creighton y Mc Clintock apoyaron la conclusiéon de
que habia tenido lugar un intercambio fisico entre segmentos de ADN de algunos
genes. Hechos similares encontré Stern utilizando a Drosophila melanogaster (Klug y
Cummings, 1999).

Estos estudios experimentales de Mc Clintock tienen relacion con el posterior modelo
de recombinacién propuesto por Holliday en el sentido de que entrecruzamiento que da
lugar a la recombinacién, efectivamente es un intercambio fisico de diferentes
segmentos de ADN, que dan como resultado una nueva molécula recombinante

diferente genéticamente de la parental que le dio origen.
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Figura 23 Fenotipo y estructura de los cromosomas observados en el experimento de
Creighton y Mc Clintock que demuestran que el entrecruzamiento es un proceso fisico
de rompimiento y union de segmentos de ADN (imagen modificada de Tamarin, 1996).

Genes ligados del cromosoma 9 del maiz
C Gen cuya expresion de proteina esta relacionado con el color del endospermo de la
semilla
c Gen cuya expresion de su proteina no produce color (incolora) del endospermo de
la semilla
Wx Composicion de carbohidratos del endospermo de la semilla de tipo almidonoso
wx Composicion de carbohidratos del endospermo de la semilla de tipo ceroso
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Algunos importantes tipos de recombinacién son:
1.- Recombinacion Homéloga (Meiosis) (Modelo de Holliday).

2.- Recombinaciéon Mitética.

Recombinaciéon Homodloga

De los mecanismos de reparacion del ADN, la recombinacion homologa, es uno de
los mas importantes. Este es el proceso por el cual dos moléculas de ADN de doble
cadena de cromosomas homélogos, pueden entrecruzarse para crear moléculas de

ADN con un nuevo arreglo genético (figuras 24, 25-a 'y 25-b).

Las siguientes caracteristicas son probablemente comunes a la recombinacion

homdloga en todas las células (Alberts et al, 2006).

Las moléculas de ADN pueden entrecruzarse, ambas cadenas de cada doble hélice
tienen un rompimiento y los extremos rotos se vuelven a unir a los extremos de las

moléculas de ADN opuestas para formar dos dobles hélices.

Estos sitios de intercambio donde una doble hélice se rompe y se vuelve a unir a otra
doble hélice, pueden producirse en cualquier lugar en la secuencia de nucleétidos

homodloga de las dos moléculas de ADN que participan.

La recombinacién homodloga entre moléculas de ADN se basa en un grupo de
enzimas que pueden cortar, realinear y unir a sus cadenas. Durante el proceso de
sintesis de ADN, la doble hélice se desenrolla y se forma una horquilla de duplicacion
en la que se inicia la sintesis. Hay proteinas que estabilizan la hélice desenrollada y
ayudan a relajar la tension del enrollamiento que se produce por delante de la

actividad de duplicacion del ADN.
La recombinacién homdloga comienza con dos duplex (cadenas de ADN)

emparejadas homologas, cada uno de ellos con un corte en una de las cadenas en los

mismos sitios o lugares de las cadenas de ADN llevados a cabo por endonucleasas.
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Estas enzimas pueden cortar una o simultaneamente ambas cadenas en la doble
hélice y crean una fractura completa en la molécula de ADN. Los extremos 5 son
luego digeridos por una exonucleasa y se forman extremos 3" de cadena simple que
sobresalen. Cada una de estas cadenas simples se asociard con una hélice de ADN
complementaria homologa y luego llevara a la formacion de nuevas moléculas de ADN.
La DNA polimerasa comienza la accion de polimerizacion afadiendo nucle6tidos
libremente para hacer cadenas sencillas y finalmente aquellos espacios o huecos en
los nucleétidos son unidos nuevamente por medio de DNA ligasas de modo que las dos
moléculas de ADN se mantienen juntas fisicamente mediante el entrecruzamiento de
cada una de sus cadenas. En la recombinacion homologa hay una especie de
intermediario o0 mas bien hay un intercambio cruzado o unién de Holliday (25-a y 25-b)
(Avers, 1984; Klug y Cummings, 1999; Alberts et al, 2006).

La posicion de estos puntos de interseccion pueden moverse a lo largo de la molécula
de ADN, proceso al que se conoce como desplazamiento del punto de interseccion.
Esto sucede como consecuencia de un efecto de cremallera por el que los puentes de
hidrégeno se rompen y se vuelven a formar entre bases complementarias de las

cadenas separadas de cada duplex (Klug y Cummings, 1999).

Posteriormente, la estructura de intercambio cruzado o union de Holliday puede
experimentar una serie de movimientos de rotacion de tal manera que las dos cadenas
originales que no se entrecruzan llegan a hacer entrecruzamiento, y viceversa. Si las
cadenas entrecruzadas son cortadas después de la rotacién, una seccién de cada
hélice de ADN original se unird a una seccion de la otra hélice de ADN; es decir, las
dos moléculas de ADN han experimentado un entrecruzamiento y se han producido dos

nuevas moléculas con nuevas secuencias de ADN.

El entrecruzamiento cromosomico (figuras 24, 25-a y 25-b) que se lleva a cabo
cuando los cromosomas homologos se unen, lleva a que se intercambien fragmentos
de ADN, lo cual genera nuevas combinaciones de secuencias de ADN en cada
cromosoma. El beneficio de esta mezcla génica es grande para la descendencia de los

organismos y en la redistribucién de genes mediante recombinacion. La recombinacién
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no esta limitada a los organismos eucariontes de reproduccion sexual, también se
presenta en los organismos que se reproducen asexualmente, como por ejemplo las
bacterias (Alberts et al, 2006).

Resumido mecanismo prototipo para la recombinacion genética (por rompimiento
en una de las cadenas del ADN) (figura 24)

a) Se muestran dos dobles hélices del ADN. Cada pareja representa una cromatida y
las dos parejas representan dos cromatidas no hermanas (homologas). Las hélices
estan alineadas de forma que la cadena 2 de la primera hélice de ADN (en claro) tiene
la misma polaridad que la cadena 3 de la segunda hélice (en obscuro). b) Se cortan las
dos cadenas paralelas de la misma polaridad. c) Los extremos libres se asocian con las
cadenas complementarias de la doble hélice homologa. c¢) La union produce dobles
hélices parcialmente heteroduplex, la estructura de Holliday. d) La migracién del punto
de interseccibn se produce por intercambio continuo entre las dos cadenas
polinucledtidicas que forman parte en el entrecruzamiento. e) Finalmente se obtienen
cadenas de ADN con un nuevo arreglo genético (recombinantes) (figura 24) (Griffiths
et al, 2002).

Cadenas de ADN con un

Dos hélices de ADN nuevo arreglo genético

homologas (recombinantes)
AN VAN
Corte en una Ligacion
Corte en una cadena de las cadenas
- cadena e intercambio cortadas
e intercambio Pl i —_—
— e
Sitio del s = g
siguiente corte

1 2 3 4
(a)

Figura 24 Resumido mecanismo prototipo de recombinacién genética (por rompimiento
en una de las cadenas de ADN) (imagen modificada del Griffiths et al, 2002)

(b) (c) (d) (e)
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Modelo de Recombinacién Homdéloga de Holliday

Existen varios modelos que intentan explicar la recombinacion homéloga, aunque
todos ellos tienen como base las propuestas iniciales de Robin Holliday y Harold
Whitehouse (Klug y Cummings, 1999).

Holliday y Whitehouse propusieron en 1964 su modelo de recombinacion (figuras 24,

25-a y 25-b) el cual actualmente es unos de los mas aceptados.

Holliday propuso el modelo molecular de conversion génica que actualmente es el mas
aceptado como modelo general de recombinacién. El intermediario de recombinacion se
llama intermediario de Holliday en su honor. Los estudios teéricos sobre el modelo de
Holliday demostraron que con algunas modificaciones, incluyendo las realizadas
posteriormente por el propio Holliday, el modelo tedricamente es valido. Los modelos
experimentales que confirmaron la aceptacion general del modelo de Holliday fueron las
obtenidas por Potter y Dressler en 1976 al observar los intermediarios de Holliday en el

microscopio electronico (Puertas, 1991).

Algunas de las caracteristicas mas importantes del modelo de recombinacion
Homoéloga de Holliday (figuras 24, 25-a y 25-b) son la formacién de un ADN
heteroduplex, la creacion de un punto de interseccion, su desplazamiento a lo largo de
las dos cadenas de ADN, fenédmeno denominado migracion del punto de interseccion, la
reparacion de emparejamientos erroneos y la posterior resolucion o empalme de la
estructura intermedia para dar lugar a diferentes tipos de nuevas moléculas
recombinantes (figura 25-b) (Griffiths et al, 2002).

Modelo Basico de Recombinacion Homologa de Holliday (por rompimiento en
una de las cadenas del ADN) (basado en figuras 24, 25-a 'y 25-b).
El ADN de cada uno de las 2 moléculas de ADN homdlogas se indican en distintos

colores. Posteriormente hay alineacion y rompimiento (endonucleasas) en una cadena
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de cada una de las 2 moléculas de ADN homologas, en las mismas posiciones
(participan Ssb, helicasas, topoisomerasas, etc). Después hay intercambio con la
cadena homodloga de la otra molécula de ADN y hay también unién o apareamiento de
bases entre 2 moléculas de ADN homologas que se recombinan teniendo la misma
polaridad (DNA polimerasa). El intercambio forma un punto de interseccion o estructura
de Holliday. El intercambio de cadenas entre los ADN ocurre a lo largo del ADN. En un
punto especifico, las cadenas intercambiadas se rompen nuevamente. Finalmente se
unen y resellan (por DNA ligasas), completando el intercambio y la recombinacién de
los fragmentos de ADN y/o genes, dando como resultado cadenas de ADN con un

nuevo arreglo genético.
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Figura 25-a Modelo de Recombinacion de Holliday (por rompimiento en una de las
cadenas del ADN) (imagen de Watson et al, 2005).
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Figura 25-b Modelo de Recombinacién de Holliday (por rompimiento en una de las

cadenas del ADN) (imagen de Watson et al, 2005).
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Recombinacién por rompimiento en la doble cadena de ADN

Algunos mutagenos como la radiacién ionizante producen rompimientos de doble
cadena en el ADN. Una célula que tuvo un rompimiento particular de la doble hélice
contiene casi siempre también otros rompimientos. Estas son lesiones muy severas
porque la accion de reconexion de las dos cadenas de ADN puede conducir a
peligrosos reordenamientos cromosoémicos y translocaciones como las que producen
un gen hibrido o someten un gen regulador del crecimiento al control de promotores
diferentes. Las células B y T del sistema inmunolégico son particularmente susceptibles
a los reordenamientos del ADN producidos por rompimientos bicatenarios, creados
durante los reordenamientos de sus genes de inmunoglobulinas o de receptores de
células T, lo que explica la frecuente participacién de éstos loci genéticos en leucemias
y linfomas (Lodish et al, 2005).

Dos sistemas han evolucionado para reparar los rompimientos en las dos cadenas del
ADN: recombinacién homéloga y unidén de extremos de ADN. El primero se emplea
durante la duplicaciébn del ADN y después, cuando la cromatida hermana esta
disponible para utilizarse como patron para reparar la hebra de ADN dafiada; la
recombinacion homoéloga es libre de errores. EI mecanismo alternativo, la unién de
extremos de ADN, es propenso a errores puesto que invariablemente se pierden varios
nucleétidos en el punto de reparacion. Se cree que este y otros sistemas de reparacion
amortiguan gran parte, aunque no todos, los efectos carcinogénicos de mutagenos

guimicos y las radiaciones (Lodish et al, 2005).

En la década de 1990, por medio de técnicas bioquimicas sensibles para determinar la
estructura real de los intermediarios de la recombinacion que se forman en los
cromosomas de levadura en diferentes etapas de la meiosis, revelaron que la
recombinacion general incluyendo a la recombinacion por doble rompimiento de la
cadena del ADN se inicia mediante una endonucleasa especial que corta
simultineamente  ambas cadenas de la doble hélice de ADN, generando un
rompimiento completo en este. A continuacién una exonucleasa genera dos extremos
3" en cada cadena sencilla. Son precisamente esos extremos de cadena sencilla los

gue buscan una hélice de ADN homodlogo con el que aparearse, llevando a la
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formacion de una “molécula de union” entre el cromosoma materno y el paterno. La
molécula de union que se forma puede resolverse posteriormente por cortes selectivos
en la cadena, produciendo dos cromosomas que se han entrecruzado (figura 26)
(Alberts et al, 2004).

Recombinaciéh por rompimiento
de doble cadena del ADN

~cromosoma A paterno

. THHET |'IIIIIIlIHIIIII-lI\IlIIl ITRIHRT TN LAY JTHTTTEITT g:

Rompimiento en la
doble cadena del ADN

Degradacion limitada
a partir de extremos 5’

5

Apareamiento de un
extremo con el
cromosoma materno

1

cromosoma materno B
\l/ Sintesis de ADN

5

Apareamiento de los
otros extremos;
R RN sintesis de ADN

molécula Resolucion
de unién i mediante el corte
de la cadena
PO TR TTETR IR A TR T T
+
e T T

entrecruzamiento meiodtico
entre los cromosomas
paterno y materno

Figura 26 Recombinacién por rompimiento en doble cadena del ADN
(imagen de Alberts et al, 2004).
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Reparacion por rompimiento de doble cadena del ADN mediante la unién de
extremos

En los organismos multicelulares, el mecanismo predominante para reparar
rompimientos bicatenarios implica reconectar los extremos no homologos de dos
moléculas de ADN. Aun si los fragmentos de ADN unidos provienen del mismo
cromosoma, el proceso de reparacion lleva a la pérdida de varios pares de bases en el
punto de union. La formacion de tal delecién posiblemente mutagénica es un ejemplo
de cémo la reparacion del dafio del ADN puede introducir mutaciones. EI movimiento
del ADN dentro del denso nucleo celular con la presencia de gran cantidad de proteinas
es practicamente minimo, los extremos correctos casi siempre se reconectan, aunque
con la pérdida de pares de bases. Sin embargo, en ocasiones los extremos rotos de
diferentes cromosomas se conectan y se produce la translocacion de pedazos de ADN
de un cromosoma a otro. Tales translocaciones pueden generar oncogenes o colocar
un protooncogen junto a un promotor de otro gen y, por tanto, bajo el control
inapropiado de éste. Los rompimientos de doble hélice del ADN se pueden llegar a
convertir en peligrosos, y de igual manera también sus resultados y consecuencias
(Lodish et al, 2005). La reparacion de los rompimientos de doble hebra mediante la
via de union de extremos puede unir segmentos de ADN de diferentes cromosomas y

formar posiblemente una translocacién oncogénica (Lodish et al, 2005).

Existen dos mecanismos cuando las dos cadenas de ADN se rompen, la unién de
extremos para mejorar este dafio potencial. EI més sencillo es la union de extremos
no homoélogos (figura 27-A), en el cual los extremos rotos se yuxtaponen y se vuelven
a unir mediante la unién del ADN, generalmente con la pérdida de uno o mas

nucleétidos en el punto de union.

En la reparacion por rompimiento de doble cadena del ADN mediante la union de
extremos no homodlogos sucede lo siguiente: En general se confrontan secuencias
nucleotidicas que no se yuxtapusieron en el ADN intacto. Estos extremos de ADN
suelen pertenecer al mismo locus cromosémico y cuando se conectan se pierden varios

pares de bases. En ocasiones, se unen accidentalmente los extremos de cromosomas
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diferentes. Un complejo de proteinas se une a los extremos de un rompimiento de la
doble cadena. Después de la formacion de una sinapsis, los extremos son procesados
mediante nucleasas, lo que lleva a la eliminacion de unas cuantas bases y las dos
moléculas bicatenarias se ligan entre si. Como consecuencia, el rompimiento de doble
cadena queda reparada, pero varios pares de bases en el sitio del corte se han
perdido (figura 27-A) (Lodish et al, 2005).

Otro tipo de reparacion de rompimientos de la doble hélice todavia mas efectivo
aprovecha el hecho de que las células diploides contienen dos copias de cada doble
hélice. En la unién de extremos homdélogos (figura 27-B) se recurre al mecanismo de
recombinacion general para transferir la informacion de la secuencia de nucleétidos
desde una doble cadena de ADN intacta al lugar del rompimiento de la otra doble
cadena. Esto requiere proteinas de recombinacidbn que reconozcan areas de la
secuencia de ADN que coincidan en los dos cromosomas y que las acerquen. A
continuacién, se repara el cromosoma dafiado sin que se haya producido ningun
cambio en la secuencia de ADN, mediante un proceso de duplicacion del ADN en que
se utiliza el cromosoma no dafiado (cromosoma homadlogo) como patron para transferir
la informacion genética al cromosoma roto. En las células que han duplicado su ADN
pero que aun no se han dividido, este tipo de reparacion del ADN puede darse
rapidamente entre las dos moléculas hermanas de ADN en cada cromosoma (Alberts et
al, 2004).
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Reparacion de rompimiento en doble cadena del ADN
por unién de extremos

Rompimiento
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Figura 27. Reparacion por rompimiento en doble cadena del ADN por union de
extremos homoélogos y no homdélogos (imagen de Alberts et al, 2004).

Recombinacién mitética: Entrecruzamiento soméatico
Se sabe que el entrecruzamiento tiene lugar no solo en la meiosis sino también en la

mitosis en las células somaticas.

El entrecruzamiento mitético es relativamente poco comun. En el hongo Aspergillus
nidulans, el entrecruzamiento mitdtico sucede en una de cada 100 divisiones

celulares.

En 1936, Curt Stern demostré6 que no siempre se produce la mitosis, debido a un
fendmeno de no disyuncion, es decir, la no separacién de los cromosomas durante
este proceso, y por lo tanto a la falta de un mosaico. Este ultimo término se refiere a
aquel individuo constituido por tejidos con dos o mas genotipos distintos, que suelen

reconocerse por presentar fenotipos diferentes.

84



Al realizar Stern estudios y diferentes tipos de cruzamientos con Drosophila
melanogaster, como se esperaba, la progenie presentaba una apariencia normal,
aunque algunas otras tenian sectores del tejido de las alas de las moscas de color
amarillo o con cerdas cortas y rizadas, que podrian explicarse por falta de disyuncion o
por pérdida cromosomica. Sin embargo, algunas moscas presentaban sectores
gemelos. En este caso un sector gemelo estaria constituido por dos manchas
adyacentes, de tejido amarillo y la otra de tejido con cerdas cortas y rizadas, en un
tejido silvestre. Stern pensd que las dos manchas de cada sector eran adyacentes y
sucedian con una frecuencia muy elevada como para ser yuxtaposiciones casuales de
manchas individuales, los sectores gemelos deberian ser productos reciprocos de un
mismo suceso. Por lo tanto concluyé que este suceso deberia haber sido la
produccién de un entrecruzamiento en un determinado locus y el centromero durante
una division mitética en la que los cromosomas parentales homologos se encontraban

accidentalmente apareados.

También se han observado sectores gemelos en otras células diploides, incluyendo a
las de plantas. Todas estas observaciones pueden ser explicarse por recombinacion
mitGtica, que parece ser un fenomeno generalizado aunque poco frecuente (Susuki,
1992).

En términos generales, la definicion de recombinacion mitética es similar a la de
recombinacion meidtica. La recombinacién mitética es aquel proceso que genera una
célula hija diploide con una combinacion de genes diferente de la presente en la célula
diploide parental (Susuki, 1992).

La recombinacion mitGtica fue descubierta en 1936 por Stern, quien demostré que,
aunque en raras ocasiones, también se llevan a cabo intercambios similares al
entrecruzamiento en la mitosis (entrecruzamiento somatico), en la mosca de la fruta
Drosophila melanogaster. Stern observé la presencia de manchas gemelas en las
células somaticas del ala de este insecto. Un par de manchas gemelas lo explicé e

interpretd como un entrecruzamiento mitdtico. Este descubrimiento, el primero en
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demostrar la recombinacion mitética, se considerd raro debido a que los cromosomas
homodlogos normalmente no se aparean en la mitosis en la mayoria de los organismos.
Sin embargo, tal sinapsis parece ser la regla comun en Drosophila. Desde el
descubrimiento de Stern, se ha demostrado que el intercambio genético en la mitosis
también es un hecho comun en algunos organismos como los hongos: Aspergillus

niger y Aspergillus nidulans (Tamarin, 1982).

En 1958, Pontecorvo describié la recombinacién mitdtica en el hongo Aspergillus
nidulans. Aunque el estadio vegetativo es normalmente haploide, algunas células y
sus nucleos se fusionan, dando lugar a células diploides que se dividen mitdticamente.
Ocasionalmente hay entrecruzamiento en la mitosis entre genes ligados en este

estadio diploide (Klug y Cummings, 1999).

En algunos hongos como Aspergillus nidulans, el entrecruzamiento mitético es la mejor

fuente de informacién para el andlisis del ligamiento (Puertas, 1991).

En general podemos decir que si hay recombinacién mitética en algunos organismos.
Mientras que hay al menos un intercambio por tétrada en la meiosis, el intercambio
mitotico sucede en aproximadamente 1% o menos de las divisiones mitoticas en los

organismos que lo presentan (Avers, 1991).
Los estudios de recombinacion genética revelan que las células mitdticas realizan
entrecruzamiento, pero sélo irregularmente y con menor frecuencia que las células

meidticas (Avers, 1991).

A diferencia de la meiosis, en la recombinacion mitdtica no se conoce que haya

Complejo Sinaptonémico y de cualquier manera es exitosa este tipo de recombinacion.

No se ha observado una estructura tipo Complejo Sinaptonémico en la profase mitotica

Normalmente los cromosomas homélogos no se aparean 0 no tienen sinapsis en las

células somaticas (Drosophila se ha considerado una excepcion). Sorprendentemente,
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se ha demostrado que entre cromatidas hermanas se dan intercambios reciprocos

similares al entrecruzamiento.

Sin embargo, se considera que la recombinacion en las ceélulas somaticas es
consecuencia de la reparacion de lesiones a través de mecanismos que implican

recombinacion.

Algunas importantes semejanzas y diferencias entre los mecanismos de
recombinacién mitoticay meidtica (tabla 2)

Como importante mecanismo general de la biologia y especialmente de la genética de
los seres vivos, la recombinacién se lleva a cabo en todos los organismos (procariontes
y eucariontes). Aunque hay algunas importantes semejanzas y diferencias entre los
mecanismos de recombinacion meidtica y mitética, las cuales son las siguientes: para
empezar ambos son procesos de recombinacién en las cuales existen evidencias de
ello, es decir, de rompimiento y de reunién entre diferentes segmentos de ADN. En
ambos tipos de recombinacion se presentan mecanismos de entrecruzamiento. La
recombinacion homologa meidtica se presenta en células germinales mientras que la
recombinacion mitética se presenta tanto en células somaticas y germinales. Entre las
diferencias estan que la recombinacion meidtica so6lo se realiza en los eucariontes que
tienen reproduccién sexual. Asi también en la recombinacion homoéloga meiédtica
participa el Complejo Sinaptonémico ausente en la recombinaciébn mitGtica, o

simplemente en ésta Ultima no se conoce y no participa.

Tanto la recombinacién homologa meidtica como la recombinacién mitética se llevan a

cabo en los cromosomas homaologos de organismos eucariontes.
Finalmente lo mas importante es que tanto la recombinacion homologa meidtica como

mitGtica involucran mecanismos de reparacion del ADN, es decir, de conservacion en la

integridad del material genético (tabla 2)
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Tabla 2 Algunas importantes diferencias y semejanzas de la recombinacion
como mecanismo de cambio y de conservaciéon del ADN

Recombinaciéon Homologa

Recombinacién Mitotica

Meiética
En procariontes No hay Si
En eucariontes Si Si

Tipos de division celular

En células germinales

En células sométicas y

recombinacion

en gue se presenta germinales
Cromosomas homalogos Si Si
Cromatidas hermanas No Si

Complejo Sinaptonémico Si presenta No hay
Presenta Si Si
entrecruzamiento

Productos de la 50% de productos Productos parentales y

parentales y
50% de productos
recombinantes
en cada tétrada

productos
recombinantes
en cada tétrada

Mecanismo de reparacion
del ADN (conservaciéon en
la integridad del ADN, y
en el genoma de un
organismo)

Si

Si

Mecanismo que
proporciona variabilidad o
cambio en el material
genético

Si

Si
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6.6 CAPITULO VI
EL CANCER

El cancer es un conjunto de enfermedades multifactoriales que pueden afectar a un
conjunto de células y tejidos en un organismo. También es considerada principalmente
una enfermedad genética que aunque afecta a todo tipo de células lo hace
principalmente en las células sométicas. Los mecanismos de vigilancia y control
responsable de mantener el numero de células en equilibrio con las necesidades del
organismo fallan en las células cancerosas y entonces éstas proliferan sin control como
resultado de mdultiples mutaciones en las células somaticas. Generalmente la presencia
y desarrollo del céncer se debe a la acumulacion de varias mutaciones en diferentes
genes en una o varias células, que en casos eventuales pierden el control en la
regulacion y control de su ciclo y proliferacion celular. La mayoria de las mutaciones son
en células somaticas. Otras mutaciones estan presentes en la linea germinal (formas
hereditarias de cancer) y predisponen al individuo a ciertos tipos de cancer (Passarge,
2001). En una asociacion peligrosa, las mutaciones somaticas pueden combinarse con
mutaciones hereditarias para causar cancer (Klug y Cummings, 1999; Lodish et al,
2005).

Tanto las mutaciones en oncogenes, como en genes supresores de tumores,
contribuyen al desarrollo de células cancerosas mediante la alteraciéon o fallas en los
puntos de control (cheks points) que regulan el ciclo celular y la apoptosis, asi como en
la pérdida de algun gen regulador o de un segmento importante de este (Griffiths et al,
2002). Los tumores pueden evolucionar de benignos a malignos (cancerosos) a medida

gue poblaciones de células adquieren y acumulan mutaciones (Manson, 2003).

Las alteraciones gendmicas asociadas con el cancer pueden implicar distintos tipos de
mutaciones o cambios en el (ADN) como sustituciones, ganancia o pérdida de
nucleédtidos, etc. Las mutaciones que alteran el genoma de un organismo se
consideran un rasgo comun y caracteristico de los diferentes tipos de canceres. Las

células cancerosas son genéticamente inestables y presentan una elevada tasa de
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mutaciones, asi como también tienen anomalias o alteraciones cromosomicas (Klug y
Cummings, 1999).

Una mayor tasa de mutacion facilita o propicia el desarrollo del cancer. Esto se puede
ver en que en las células cancerosas hay mutaciones en genes clave reguladores del
crecimiento y del ciclo celular incluyen inserciones, deleciones y mutaciones puntuales,
al igual que translocaciones. La mayoria de las células cancerosas carecen de uno o
mas sistemas de reparacion del ADN, lo cual explica la gran cantidad de mutaciones
gue acumulan. Mas aun, algunos mecanismos de reparacion introducen por si mismos
errores en la secuencia nucleotidica. La incapacidad de las células tumorales para
mantener la integridad gendmica lleva a la formacién de una poblacidon heterogénea de

células malignas (Lodish et al, 2005).

La mayoria de las células cancerosas humanas no solo tienen muchas mutaciones sino
gue también son inestables genéticamente. La inestabilidad genética es resultado de
mutaciones que 1) interfieren en la duplicacién precisa del genoma y, en consecuencia,
aumentan la tasa de mutaciones, 2) disminuyen la eficiencia de la reparacion del ADN y
aumentan los cortes y reordenamiento en los cromosomas, que produce un genoma

anormal e inestable (Alberts et al, 2006).

Cualquier organismo pluricelular tiene la posibilidad de desarrollar cancer en cualquier
etapa de la vida, particularmente la probabilidad de algun tipo de cancer se incrementa
cuando se tienen edades avanzadas en el ciclo de vida de un ser vivo, como por
ejemplo en el ser humano, debido a la posible acumulacion en forma gradual durante un
prolongado periodo de tiempo de una gran cantidad de mutaciones en su genoma a lo

largo de su vida.

El cancer es la consecuencia de alteraciones genéticas. Entre los agentes ambientales
gue provocan mutaciones, es decir, cambios en la secuencia de nucleétidos en el ADN,
estan la exposicion a distintos mutagenos o agentes fisicos, quimicos o biolégicos. Los
cancerigenos quimicos causan cambios locales en la secuencia de nucleétidos, las

radiaciones ionizantes como los rayos X, causan rompimientos de cromosomas y
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translocaciones y los virus introducen ADN ajeno en el interior de las células (Alberts et
al, 2004).

Aln sin tomar en cuenta a los agentes mutagénicos externos, se producen también
naturalmente mutaciones internas en cualquier organismo y tipo de ceélula en forma
espontanea, como resultado de algunos errores que se producen durante los procesos

de duplicacion y reparaciéon del ADN (Alberts et al, 2006).

Por lo tanto, los procesos de formacion de cancer, denominados oncogénesis, son una

interaccion entre la genética y agentes en el medio ambiente (Lodish et al, 2005).

Las células cancerosas suelen distinguirse y diferenciarse de las células normales en
gue tienen una serie de cambios especificos como por ejemplo una rapida y continua
tasa de division celular, la invasion a nuevos territorios y una morfologia anormal (Klug y
Cummings, 1999; Griffiths et al, 2002).

Las células cancerosas tienen las siguientes propiedades principales en comun:

a) Una multiplicacion y divisidbn celular continua. Esto se debe que las células
cancerosas son deficientes y/o han perdido sus puntos de control y regulacion del ciclo
y division celular y/o han perdido también algan gen regulador o algin segmento
importante de este.

b) El Cancer ademas de una acumulacion gradual de mutaciones con el paso del
tiempo, es resultado de ineficaces procesos en los mecanismos de reparacion del ADN.
c) Las células cancerosas tienen capacidad de extenderse, migrar, invadir y colonizar
hacia otras células y tejidos del organismo a traves del torrente sanguineo en los seres

humanos. A esta propiedad se le conoce como metastasis (Klug y Cummings, 1999).

Estas propiedades caracteristicas de las células cancerosas dan como resultado una

peligrosa combinacion que puede llegar a ser mortal.

Las células cancerosas, han perdido la capacidad para regular su propio crecimiento y

division celular. Por ello, pueden desarrollarse dando lugar a tumores malignos que
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invaden a otros tejidos como por ejemplo a los tejidos vecinos. Normalmente la
mayoria de estas células muere; sin embargo, aquellas que logran sobrevivir, colonizan
e invaden a otras células y tejidos, para comenzar a dividirse y formar un nuevo tumor

maligno.

Las alteraciones en la estructura de los cromosomas estan asociadas con diversas
formas de cancer. En algunos casos el reordenamiento de los cromosomas esta

relacionado con cancer (Klug y Cummings, 1999).

La probabilidad de la progresién de cancer aumenta conforme se incrementa el
namero de células con capacidad de mutacion. Asi también las mutaciones que hacen
que las células no respondan a los controles normales en la regulacion de la division y
ciclo celular son una caracteristica muy coman en el cancer. En los tejidos adultos
normales las células pueden proliferar continuamente y su nimero permanecer estable,

debido a que la produccion celular se equilibra con la muerte celular.

Una de las propiedades importantes de las células cancerosas es que han perdido su

capacidad de muerte celular por apoptosis.

Los tejidos en general son renovados por células nuevas a partir de células madre
(figura 28). En promedio, cada division normal de una célula madre genera una célula
hija, la cual a su vez generard a otra célula que tendra una diferenciacién terminal, asi
como también la suspension de su division celular y finalmente su muerte (figura 28). Si
la célula madre se dividiera mas rapidamente, se producirian mas células totalmente
diferenciadas que se descamarian mas rapidamente, con lo que se seguiria
manteniendo el equilibrio entre produccion de nuevas células y su muerte. Por lo tanto,
para que una célula madre transformada se mantenga en un crecimiento constante, es
necesario que las pautas basicas estén alteradas o bien el proceso de diferenciacion ha
de estar descontrolado de manera que las células hijas retengan cierta capacidad de

dividirse indefinidamente, evitando su muerte celular (figura 28) (Lodish et al, 2005).
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La divisidon celular esta regulada de manera general de dos formas:
a) por genes supresores de tumores

b) por protooncogenes

Los primeros son los llamados genes supresores de tumores, los cuales normalmente
acttan deteniendo, controlando o inhibiendo la divisién celular. Estos genes inactivan o
reprimen el progreso del ciclo y la division celular. Estos genes y/o sus productos
génicos deben estar ausentes o inactivos para que tenga lugar la division celular. La
mutacién, pérdida o inactivacion de estos genes, puede tener como consecuencia, el
gue se puede perder el control sobre la division celular y la célula comienza a proliferar
de una manera descontrolada pudiendo llegar a convertirse en una célula cancerosa
(Alberts et al, 2006; Klug y Cummings, 1999).

Por su parte en el segundo caso los genes conocidos como protooncogenes,
funcionan normalmente promoviendo la division celular. Estos genes también tienen
como funcién promover el normal crecimiento, proliferacién, division y diferenciacion
celular (Rivera, 2002). Los protooncogenes codifican para proteinas necesarias en sitios
especificos a lo largo de la célula en la que regulan la progresién ordenada de el ciclo
celular (Passarge, 2001). Estos genes pueden activarse o desactivarse y cuando estan
activos promueven la division celular. Para poder detener la division celular, estos
genes y/o sus productos génicos, tienen que inactivarse. Si los protooncogenes
guedan permanentemente activos, entonces se da una division celular continua, sin

control alguno, dando lugar a la formacién de algin tumor.

Cuando un protooncogen tiene una mutacién, éste se transforma en un oncogen. Los
oncogenes actian de forma dominante; es decir es suficiente la mutacién de un solo
alelo en un cromosoma del par de homologos para que el oncogen actie (Paniagua et
al, 2007). Por lo cual los oncogenes estan intimamente relacionados con el desarrollo

de procesos cancerosos (Klug y Cummings, 1999).
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célula madre
que se divide
¥y renueva

dafio celular
sin reparamon//

¢ 1

tumor

(B) LAS CELULAS MADRE FRACASAN EN
LA PRODUCCION DE UNA SOLA CELULA
QUE NO SEA CELULA MADRE EN CADA
DIVISION, POR LO QUE PROLIFERAN

(A) RUTA CELULAR NORMAL FORMANDO UN TUMOR

Figura 28 Ruta de célula normal y de célula tumoral maligna cancerosa (imagen
modificada del Alberts et al, 2004)

células maduras especializadas
gue no se dividen mas y después
mueren

Las mutaciones con ganancia de funcién convierten protooncogenes en
oncogenes

Un oncogén es cualquier gen que codifica una proteina capaz de transformar células
en cultivo e inducir cancer. Los oncogenes pueden ser identificados por su capacidad
de transformar una linea celular en células con proliferacion cancerosa (Alberts et al,
2004).

De los numerosos oncogenes conocidos, la mayoria excepto algunos derivan de genes

celulares normales (protooncogenes) cuyos productos promueven la proliferacion
celular (Lodish et al, 2005).
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Los oncogenes (genes inductores de tumores) podrian transformar las células y generar
un estado alterado del control de la proliferacion celular, para producir un tumor
(Passarge, 2001).

Un oncogen celular inactivo, puede activarse cuando se mueve mediante translocacion
cromosoémica a la vecindad de un gen activo. En el linfoma de Burkitt, un gen inactivo
se translada a una regién de un gen activo de una inmunoglobulina. En otros casos, el
punto de ruptura de la translocacién cromosémica puede estar dentro de un oncogen
celular y en consecuencia puede afectar su expresion. Un ejemplo es el cromosoma
de la translocacién de Filaldelfia. La multiplicacion (amplificacion) de un gen, es otro
mecanismo que puede conducir a la expresion alterada (por lo general aumentada)
(Passarge, 2001).

A continuacion se analizan algunos de los posibles mecanismos mas frecuentes para
la activacion o conversion de un protooncogen a un oncogen son las siguientes:
(Rivera, 2002).

e Mutaciones puntuales (es decir, cambio de bases) en un protooncogen que deriva
de un producto proteico activo.
El ejemplo clasico de la activacion de los oncogenes por mutaciones puntuales son

la familia de genes conocidos como ras (Lisker, 2001).

e Translocacion cromosomica que ubica un gen regulador del crecimiento bajo el
control de un promotor diferente que causa la expresion inadecuada del gen. En
multiples ocasiones los rearreglos cromosomicos en leucemias y linfomas son
translocaciones que involucran genes de inmunoglobulinas o de receptores para

células T y protooncogenes (Rivera, 2002; Lodish et al, 2005).
e Rearreglos genéticos dentro de la secuencia codificadora

El mejor ejemplo es la leucemia granulocitica cronica en la que mas del 90% de los

enfermos tienen cromosomas Filadelfia. La formacién de este cromosoma implica
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gue el oncogen c-abl, normalmente ubicado en la banda g34 del cromosoma 9,

pasa a la regién q11 del cromosoma 22 (Lisker, 2001).

e Rearreglos genéticos fuera de la secuencia codificadora
El mejor ejemplo es el linfoma de Burkitt. La mayoria de esos tienen una

translocacion reciproca entre los cromosomas 8 y 14 (Lisker, 2001).

¢ Amplificacion génica que conduce a la generacion de numerosas copias, de
oncogenes lo que conduce a la sobreproduccion de la proteina codificada (Rivera,
2002; Lodish et al, 2005). EI aumento en la velocidad de transcripcion y en el
namero de copias de un gen, puede hacer que ese gen se exprese en forma
excesiva. El aumento en el nimero de copias denominado amplificacion genética
parece ser frecuente en las células tumorales. Ejemplo de ello es el neuroblastoma
(Lisker, 2001).

Mutaciones genéticas en el desarrollo del cancer
En la aparicion del cancer se han implicado mutaciones en dos clases de genes: los

protooncogenes y los genes supresores de tumores (Lodish et al, 2005).

La proliferacion y la supervivencia de las células normales estan controladas por
protooncogenes promotores de la divisibn celular y por genes supresores de
tumores inhibidores de la division celular. Mutaciones o lesiones en estos genes, tanto
adquiridas de modo somatico como heredadas, o ambas, pueden producir cancer, el

cual se caracteriza por un crecimiento y proliferacion anormales (Manson, 2003).

Las mutaciones en genes supresores de tumores generalmente son recesivos: no se
produce una pérdida del control hasta que han sido inactivadas las dos copias del gen
(Alberts et al, 2004).

Los genes supresores de tumores cuya actividad normal es fundamental para las

células porque actuan para regular el ciclo celular. Estos genes codifican proteinas de
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una u otra forma inhiben la proliferacion celular. Las mutaciones con pérdida de

funcién en uno o mas de estos frenos contribuyen al desarrollo de cancer.

Los genes supresores de tumores se definen como elementos genéticos cuya pérdida
0 inactivacion permite la transformacion celular. En condiciones normales estos genes
participan en las vias celulares como reguladores, controlando el balance entre la

proliferacién, la diferenciacion y la muerte celular (Rivera, 2002).

Lo tipico es que estos genes solo expresan su falta de funcion en estado homocigotico,
esto es cuando ambos genes estan alterados, es decir, que actlan como recesivos.
Su funcion normal, es la regulacion del ciclo celular, evitando el desarrollo de un
tumor maligno. Por consiguiente los genes de este tipo se han denominado supresores
de tumores (Solari, 2004).

Los genes supresores de tumores se conocen también como antioncogenes, dado
gue normalmente inhiben la generacion tumoral. Los tumores se desarrollan si existe
pérdida de ambos alelos normales, de modo que los genes supresores de tumores son
recesivos desde el punto de vista celular. La alteracibn en genes supresores de

tumores tiene que producirse en ambos cromosomas homélogos.

Los genes supresores de tumores son recesivos desde el punto de vista celular. Por
tanto, si un individuo hereda una mutacion en una alelo, cada célula del organismo
dependera del producto del alelo normal para regular el crecimiento celular. Suele
bastar una copia de un gen supresor de tumores para controlar la normal proliferacion
celular, ambos alelos de un gen supresor de tumores deben perderse o inactivarse para
estimular el desarrollo tumoral. Dado el numero de células del organismo, es
estadisticamente probable que el alelo normal experimente una mutacibn somatica en
al menos una célula en algun momento. De este modo, las mutaciones heredadas en
los genes supresores de tumores suelen heredarse de modo dominante. Este fenémeno
en el que se pierde un unico alelo funcional es decir, la pérdida de ambos alelos
normales se denomina “pérdida de la heterocigocidad” (figura 29) (Lodish et al, 2005;
Manson, 2003).
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A diferencia de los oncogenes celulares, para los que un cambio de un alelo alterara la
funcion normal, ambos alelos de un gen supresor de tumor deben perder su funcion

antes de que se desarrolle un tumor (Passarge, 2001).

Es posible heredar una propensiéon al cancer si se recibe un alelo dafiado de un gen
supresor de tumores de uno de los padres; es decir, se es heterocigoto para la
mutacién. Esto por si mismo no causa cancer, puesto que el alelo normal restante evita
el cancer, el cual es recesivo. La pérdida o inactivacion posterior del alelo normal en
una célula somatica, denominada pérdida de heterocigocidad, es un prerrequisito

para la aparicion del cancer (figuras 29 y 30).

Hay mecanismos para la pérdida de heterocigocidad de los genes supresores de
tumores como los siguientes: por lo general, una célula que contiene un alelo normal y
uno mutante de un gen supresor de tumores es normal desde el punto de vista
fenotipico. Si hay una no disyuncién o no separacién o hay una separacion errénea de
los cromosomas portadores de un gen mutante durante la mitosis o la pérdida de un
cromosoma, el cual es debido a un error en el ciclo de division celular (figura 29)
entonces los cromosomas duplicados portadores de los alelos normal y mutante se
pueden separar en una relacion 3:1. Una célula hija que recibe tres cromosomas de un
tipo casi siempre perdera uno, restableciendo asi el nimero de cromosomas 2n. A
veces, la célula resultante contendra un alelo normal y uno mutante, pero otras sera
homocigética para el alelo mutante (OO). Hay que notar que tal aneuploidia
(constitucién cromosémica anormal) suele ser dafina o letal para las células que tienen
que desarrollarse de las numerosas y complejas estructuras de un organismo, pero a
menudo puede ser tolerada en clones de células que tienen tareas y destinos limitados
(figura 29) (Rivera, 2002; Lodish et al, 2005).

Otro mecanismo posible es la recombinacion mitética entre la cromatida portadora del
alelo de tipo silvestre y una cromatida homologa portadora de un alelo mutante (figura
29) seguida por segregaciéon cromosémica que puede producir una célula que contiene

dos copias del alelo mutante (OO) (figura 29) (Lodish et al, 2005). La segregacion
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cromosomica posterior puede generar una célula hija que es homocigética para el alelo
mutante. Asi también este proceso puede suceder después de la segregacion, dando
lugar a una célula que conserva su heterocigocidad en los loci préximos al punto de

recombinacion (Rivera, 2002).

Un tercer mecanismo es la delecién o mutacion de la copia normal del gen supresor de
tumores; dicha eliminacion puede comprender una extensa regiébn cromosémica y no
necesita ser una delecion precisa de solo un gen supresor de tumores (Lodish et al,
2005).

Asi también mutaciones de tipo puntual, como el caso en el cual un cromosoma normal
sufre una mutacion puntual en el locus homdlogo al del cromosoma mutado puede

causar la pérdida de la heterocigocidad (Rivera, 2002).

Las mutaciones en los genes supresores de tumores, al igual que las mutaciones en los
protooncogenes, actian directa o indirectamente, activando o inactivando los puntos de

control del ciclo celular y/o inhibiendo la apoptosis (Griffiths et al, 2002).

Las diferencias entre los canceres ocasionados por oncogenes y genes supresores

estriban en que estos ultimos pueden ser hereditarios (Rivera, 2002).

Entre los genes supresores de tumores estan el que codifica la proteina del

retinoblastoma RB y el que codifica la proteina p53 (Solari, 2004).

La proteina p53 (llamada asi por su peso molecular de 53 KDal.) Es una
fosfoproteina, indispensable en el control del ciclo celular. Se une a secuencias
especificas del ADN y regula la expresion de diferentes genes reguladores involucrados

en el crecimiento (Passarge, 2001).

La proteina p53 juega un doble papel, regulando tanto la progresién a través del ciclo
celular estimulando o promoviendo la apoptosis, cuando el dafio de la célula no puede

repararse, asi como también enzimas que participan en la reparacion del ADN. La
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inactivacion de p53, es peligrosa al permitir a las células senescentes y con lesiones

genéticas continuar duplicando su ADN,

incrementando las lesiones y eludir la

apoptosis. p53 codifica proteinas de control de puntos clave que detienen el ciclo celular

si el ADN esta dafiado o los cromosomas son anomalos. La pérdida de la funcion de

p53 puede contribuir a la inestabilidad genética de muchos tumores metastasicos

(Alberts et al, 2004: Lodish et al, 2005).
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Figura 29 Dos mecanismos para la pérdida de heterocigocidad de los genes
supresores de tumores (imagen de Lodish et al, 2005).
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Retinoblastoma

El retinoblastoma es el tumor intraocular maligno que afecta a nifios menores de cinco
afos y que es curable con radioterapia si se diagnostica a tiempo. El cual se presenta
con una frecuencia de 1 en cada 20,000 nacimientos. El retinoblastoma representa
entre el 1% al 3% de los canceres pediatricas (Salamanca, 1993; Cameron, 1995). Este

cancer es ocasionado por mutaciones en el gen RB* (Cameron, 1995; Solari, 2004).

Este tumor es consecuencia de la pérdida de funcion de ambos alelos del gen de

retinoblastoma RB* (Passarge, 2001).

El retinoblastoma se puede presentar en uno 0 ambos ojos. El tumor progresa con
rapidez. Las proporciones relativas de los tipos genéticos del retinoblastoma son
alrededor del 60% de mutaciones somaticas (forma no hereditaria) y el 40% de
mutaciones en la linea germinal, transmitidas como un rasgo autosémico dominante
(forma hereditaria, en cerca del 10 al 15%, por trasmision de uno de los padres; el resto

por una nueva mutacién) (Passarge, 2001).

Asi también el tipo de mutaciones en el retinoblastoma hereditario involucra deleciones

(26%) inserciones (9%) y mutaciones puntuales (65%) (Passarge, 2001).

En la forma hereditaria del retinoblastoma tiene la caracteristica de ser dominante. Esta
mutacion se debe a la pérdida del gen RB* en el cromosoma 13914, el cual codifica a
la proteina RB”. Las células del tumor han perdido la funcién del alelo normal. El
producto del gen RB*, su proteina RB*, desempefia un papel regulador en el ciclo
celular y, por consiguiente, merece ser ubicada entre las proteinas de este ciclo y no
como una proteina anormal. Los casos restantes suceden de manera esporadica
(Solari, 2004).

El tumor se origina en las células progenitoras de los receptores de la retina durante su
maduracion final posnatal. Cuando un paciente ha sido tratado de manera exitosa con

radioterapia y se ha logrado la curacion definitiva del retinoblastoma, se debe tener en
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cuenta la significativa propension de los casos hereditarios al desarrollo de otros tipos
de tumores a causa de la deficiencia del gen del retinoblastoma (RB™), que actiia en

forma general como supresor tumoral (Solari, 2004).

Una vez que se presenta la primera mutacion la célula es heterécigota, con una alelo
RB" normal y otro mutado (RB*/RB"). Cuando sucede la segunda mutacion, la célula se
hace homocigota (RB/RB’); ésta pérdida de heterocigocidad fisiologicamente se
traduce en pérdida de la funcién del gen, proceso necesario para el desarrollo del tumor
(Cameron, 1995) (figura 30).

Esta enfermedad se caracteriza por tumor en la retina que surgen de células que
portan dos alelos mutantes RB'". (a) En el retinoblastoma hereditario, un nifio hereda un
alelo normal RB* de un progenitor y un alelo RB™ mutante del otro progenitor. Una sola
mutacion en una célula somatica heterocigética de la retina que inactiva el alelo normal
producird una célula homocigotica para dos alelos mutantes RB/RB". (b) En el
retinoblastoma esporadico, los nifios heredan dos alelos normales RB*. Son necesarios
dos mutaciones somaticas separadas en una célula retiniana en particular o su

progenie para producir una célula homocigoética RB/RB" (figura 30) (Lodish et al, 2005).
Debido a que la pérdida de dos copias del gen RB" (figura 30) es mucho menos
probable que la pérdida de una, el retinoblastoma esporadico es infrecuente, se

desarrolla a edad avanzada y por lo general sélo afecta a un ojo.

Varios tumores humanos (no solo de la retina) contienen alelos mutantes, varios de

éstos se originan como resultado de mutaciones somaticas (Lodish et al, 2005).
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(a) Retinoblastoma hereditario
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(b) Retinoblastoma esporadico
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Figura 30 Funcidon de la mutacion somética en el retinoblastoma. Pérdida de la
heterocigocidad del gen del retinoblastoma RB* por RB/RB" (homocigosidad) (imagen
de Lodish et al, 2005).
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Algunas caracteristicas importantes de las células cancerosas (Alberts et al,
2004; Alberts et al, 2006).
Algunas de las caracteristicas mas relevantes que tienen las células cancerosas en

contraposicion a las células normales, son las siguientes:

1.- Las células cancerosas dependen menos de sefiales provenientes de otras células
para crecer, sobrevivir y dividirse. Con frecuencia esto se debe a que contienen
mutaciones en componentes de las vias de sefializacion y comunicaciéon celular.
Las células cancerosas ignoran las sefiales internas y externas que regulan la

proliferacion celular.

2.- Las células cancerosas tienen menos probabilidades de autodestruirse por
apoptosis.

Esto se debe a mutaciones en genes que regulan el programa de muerte celular.

3.- A diferencia de la mayoria de las células normales humanas, las células cancerosas
en general pueden proliferar de manera ilimitada. Casi todas las células sométicas
humanas normales solo se dividen en una cantidad limitada de veces en cultivo y
luego dejan de dividirse, esto no sucede asi en las células cancerosas, las cuales
pueden continuar dividiéndose ilimitaday descontroladamente (figura 28). Es decir,
las células cancerosas tienen alterado o no funcionan eficientemente sus

mecanismos de control y regulacion del ciclo celular.

4.- La mayoria de las células cancerosas son genéticamente inestables, con una tasa

de mutacion mucho mas elevada que las células normales.
5.- Las células cancerosas tienen la propiedad de desplazarse e invadir tejidos

(metastasis). Este tipo de células pueden sobrevivir y proliferar en cualquier tejido
como resultado de la metastasis.
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La progresion de los tumores implica rondas sucesivas de mutacion y seleccion
natural

En general los canceres aparecen por un proceso en el cual una poblacion inicial de
células ligeramente anormales, descendientes de una sola célula mutante, evoluciona
a través de ciclos sucesivos de mutaciones y seleccion natural. En cada etapa, una de
las células adquiere una mutacién adicional que le proporciona una ventaja selectiva
sobre sus vecinas, capacitandola para sobrevivir mejor en el entorno que, en el interior
del tumor (Alberts et al, 2004).

¢Porqué son necesarias varias mutaciones? En primer lugar porque los procesos
celulares estan controlados de forma compleja e interconectada. Por lo tanto, se han de
alterar distintos mecanismos para que una ceélula pueda salir de sus restricciones

normales y comportarse como una célula cancerosa tumoral.

Entre las alteraciones a las células cancerosas estan las siguientes: alteraciones en las
vias de sefalizacién celular, para ignorar las sefiales que proceden de su entorno y
gue normalmente mantienen la proliferacion celular bajo un estricto control. Ademas,
también como parte de su proceso de evolucion, las células cancerosas ignoran las
sefiales de muerte celular programada (apoptosis) y eluden las limitaciones
programadas de proliferacion incluyendo la senescencia y las rutas normales de
diferenciacién, que de lo contrario impediran su capacidad de crecer y de proliferar
(Alberts et al, 2004).

Puesto que son necesarias varias mutaciones para proporcionar este gran conjunto de
propiedades dafinas, quizds no sorprenda que casi todas las células cancerosas
dispone de propiedades adicionales que las transforman en muy mutables, ya que han
tenido que adquirir uno o varios defectos en distintos aspectos del metabolismo de su
ADN (Alberts et al, 2004).
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Alteraciones cromosomicas y cancer.
Los sindromes de inestabilidad cromosOmica no sOlo se caracterizan por la
susceptibilidad al cancer, sino también porque los afectados muestran un crecimiento

en las alteraciones cromosémicas (Salamanca, 1993).

Factores genéticos en el proceso de transformacion maligna constituyen la presencia
de aberraciones o alteraciones cromosomicas en las células cancerosas. Casi desde
inicios del desarrollo de la citogenética se conoce que los pacientes con anomalias
cromosomicas constitucionales presentan una elevada frecuencia al cancer. Los nifios
con Sindrome de Down (trisomia 21), tiene una frecuencia de 10 a 15 veces mayor a
desarrollar algun tipo de cancer que la que se presenta en las personas normales de la

misma edad (Salamanca, 1993).

Las células cancerosas presentan alteraciones tanto en el nUmero como también en la
estructura de sus cromosomas y algunos canceres se acompafian de alteraciones o
aberraciones cromosémicas especificas del tipo de la translocacion o de la delecion.
(Salamanca, 1993).

Entre 54% y 75% de los pacientes con leucemia mieloblastica aguda o algun otro tipo
de leucemia tienen alteraciones cromosémicas tanto numéricas como estructurales

(translocaciones) (Lisker, 2001).

Es caracteristico encontrar en las células tumorales: aumento (hiperdiploidia) o
disminucion (hipodiploidia) en el numero de los cromosomas; en células
pseudodiploides, las cuales son aquellas que contienen un ndmero cromosémico
aparentemente normal pero contienen aberraciones o alteraciones estructurales.
También suele observarse el fendmeno de la endorreduplicacion, es decir, cuando los

cromosomas se duplican pero no se separan (Salamanca, 1993).

El aporte mas significativo de la citogenética lo constituye el haber demostrado

alteraciones cromosémicas especificas en las células cancerosas. Estas alteraciones
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no solo se han descrito en las leucemias y los linfomas, sino también en los tumores y
resultan de utilidad para establecer el diagnéstico y para pronosticar el desarrollo del

cancer (Salamanca, 1993).

Leucemias y Linfomas

Las enfermedades hematolégicas cancerosas son las mas estudiadas
citogenéticamente.

La primera alteracion descrita fue el denominado cromosoma Filadelfia, por Nowell y
Hungerford en 1960. El cromosoma Filadelfia puede encontrarse en algunas
leucemias agudas (leucemia linfocitica aguda y/o leucemia granulocitica cronica). Este
cromosoma ha sido hallado en cerca del 85 % al 95% de los casos con leucemia

mieloide cronica (Passarge, 2001; Lisker, 2001).

Esta enfermedad en el cromosoma Filadelfia es una translocacion reciproca entre los

cromosoma 22 y 9 (Passarge, 2001).

Cerca del 50% de los pacientes con leucemia aguda no linfocitica presentan
alteraciones cromosoémicas identificables. En esta enfermedad son frecuentes estas

aberraciones, tanto numéricas como estructurales (Salamanca, 1993).

Otro ejemplo es el linfoma de Burkitt en el que hay intercambio de material genético
entre los cromosomas 8 y 14. La anormalidad cromosdmica se reencuentra en todos

los pacientes con ese tumor (Lisker, 2001).

Inestabilidad cromosémica

La otra linea de evidencia que une los factores genéticos y las aberraciones
cromosémicas con el cancer lo constituyen lo que se conoce como inestabilidad
cromosémica. Son personas afectadas que muestran alteraciones cromosémicas
estructurales que presentan en la nifiez o en la adolescencia diferentes tipos de cancer
(Salamanca, 1993).
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7 DISCUSION GENERAL

El material genético es susceptible de tener modificaciones que pueden llegar a ser
permanentes, conocidas como mutaciones en el ADN de los seres vivos, las cuales
generalmente suceden al azar y pueden ser espontaneas o inducidas. Las mutaciones
pueden llegar a ser en algunos casos perjudiciales e incluso mortales para la
sobrevivencia de un organismo, por lo cual los seres vivos cuentan con distintos
mecanismos de reparacion del ADN que eliminan errores y mutaciones en el material
genético cuidando de mantenerlo en fidedignas y 6ptimas condiciones durante el ciclo

celular y el ciclo de vida en todos los organismos.

La recombinacion es uno de los mecanismos importantes que tienen las células para la
reparacion del dafio al ADN que tiene como base al entrecruzamiento. Este dltimo, es
un proceso que involucra el intercambio fisico por medio de la ruptura y union de

moléculas de ADN tanto en los genomas procariontes y eucariontes.

Es importante el estudio tanto de los procesos de reparacion y de recombinacion, ya
gue son importantes eventos genéticos en la biologia celular de los seres vivos, que de
manera permanente se llevan a cabo en el material genético de todos los organismos,

como parte de su ciclo de vida, de su supervivencia, conservacion, variabilidad, etc.

La recombinacion sucede en la mitosis y la meiosis. En la mitosis en células somaticas,
en tanto que en la meiosis, en células germinales. La recombinacién se ha estudiado
como un evento importante en la biologia de los seres vivos que genera nuevas
combinaciones de secuencias genéticas que dan variabilidad a los organismos, al ser la
recombinacion un mecanismo por el que la informacion genética se redistribuye
suministrando una fuente de variacion y seleccion en la evolucion de los seres vivos.
Otra funcién relevante en la que estad implicada la recombinacién es la de ser un
mecanismo de reparaciéon del dafio al ADN y, en consecuencia, €s un mecanismo de

conservacion de la integridad del material genético.
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El mecanismo de recombinacion no estd limitado a los eucariontes ni tampoco a los
organismos de reproduccién sexual, la recombinacion también sucede en los
procariontes que se reproducen asexualmente, como por ejemplo las bacterias. Es
decir, la recombinacion se puede llevar a cabo en todo tipo de células y de organismos.
Algunas de las condiciones y elementos esenciales para que se pueda llevar a cabo el
proceso de recombinaciéon son los siguientes: primero que haya un intercambio entre
segmentos de ADN cercanos entre si. Segundo, que las moléculas de ADN tengan la
misma polaridad, y tercero, que la célula tenga la maquinaria enzimatica necesaria de
nucleasas que identifican y/o rompen el ADN dafiado, DNA polimerasas que
polimerizan el o los segmentos de ADN alterados o rotos y DNA ligasas que reparan y

unen a esos segmentos de ADN reparado.

El entrecruzamiento se lleva a cabo después de que los cromosomas se han duplicado,
en la etapa conocida como de 4 cadenas. Se ha utilizado al hongo Neurospora crassa
como principal organismo experimental debido a la ventaja de poder facilmente analizar
Sus ascas Yy sus esporas ordenadas de manera natural. El orden en el cual las esporas
estan arregladas linealmente provee la evidencia que postulan los eventos de

entrecruzamiento cromosomicos y reflejan el origen de las esporas durante la meiosis.

La meiosis del cigoto sucede dentro del asca, que es una estructura alargada, situada
en el interior del cuerpo fructifero, que encierra los productos meioéticos en el mismo
orden en que se formaron. El orden en el cual las esporas estan arregladas linealmente
provee la evidencia que postula los eventos de entrecruzamiento cromosémico
(Tamarin, 1982; Avers, 1984).

Los estudios realizados con Neurospora crassa demostraron que al realizarse un
entrecruzamiento de este hongo AB (paterno) * ab (materno) y relacionando el tipo de
asca con la etapa del ciclo celular, se encontré que solo después de duplicado el ADN
se hall6 el tipo de arreglo tetratipo (T) (AB, Ab, aB, ab). En el cual, de las cuatro ascas,
dos son ditipo parental (DP) (AB, ab) y las otras dos son ditipo no parental (DNP) (Ab,

aB) es decir, éstas ultimas son recombinantes. Con lo cual se demostr6 que la
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recombinacion se lleva a cabo después de la sintesis (S) del ciclo celular (Klug y
Cummings, 1999; Griffiths et al, 2002)

Neurospora es un organismo el cual muestra que en cada punto y evento de
entrecruzamiento, participan 2 de las 4 cadenas de ADN, crométidas de los
cromosomas homologos en la meiosis. Asi, también se producen 50% de gametos que
son parentales y 50% son recombinantes o no parentales (Avers, 1984; Tamarin, 1982).
Morgan y Sturtevant, propusieron el intercambio fisico entre cromosomas aunque no
especificaron ni el momento ni lugar del intercambio. Para ello, los cromosomas deben

estar cercanamente apareados (Avers, 1984).

Morgan propuso en 1911 nuevas combinaciones de genes ligados por intercambios
entre cromosomas durante la meiosis. Posteriormente, Morgan y Sturtevant dijeron que
en algun momento del ciclo celular deberia de haber alguna evidencia fisica o citologica
del entrecruzamiento. Lo cual varios afios después, cuando se descubrieron los
guiasmas y las formas en cruz de los cromosomas en la profase de la primera division
de la meiosis, se relaciond y supuso que ésta era la evidencia del intercambio entre
segmentos de ADN que se buscaba y se relacion6 con lo planteado por Morgan y
Sturtevant, aunque ellos no mencionaron el momento del ciclo celular en que sucedia

ésto.

La propuesta de Morgan de que los intercambios de cromosomas conducen a la
recombinacion tuvo la evidencia experimental en 1931 cuando se publicaron dos
articulos independientemente, que mostraron evidencias de intercambio fisico entre
cromosomas homologos. Debido a que estas estructuras se aprecian durante la profase
meiotica, se consider6 que este era el momento del ciclo celular en el que se llevaba a
cabo el intercambio. Estos estudios, fueron los trabajos de Curt Stern, utilizando a
Drosophila melanogaster en tanto que Nerriet Creighton y Barbara Mc Clintock utilizaron

la genética de la planta del maiz (Avers, 1984).

Morgan y Sturtevant realizaron estudios del patrén hereditario de genes ligados.
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Sturtevant propuso que, con una cierta aproximaciéon, se cumplia la siguiente relacion:
“cuanto mayor es la distancia entre genes ligados, mayor es la probabilidad de que
tenga lugar un entrecruzamiento en la region comprendida entre los genes y, por tanto,
mayor serd la proporcion de recombinantes que se obtengan” (Tamarin, 1982;
Avers,1991; Tamarin, 1996).

Tanto los estudios de Stern como los de Mc Clintock demostraron que los individuos
genéticamente recombinantes poseian cromosomas homodlogos fisicamente

intercambiados.

Para determinar si los intercambios fisicos suceden en realidad, los cromosomas
homologos fueron alterados fisicamente de tal manera que cada homodlogo fuera

facilmente reconocible y relacionado con los alelos que llevaba.

En la década de 1930 el andlisis citologico de Curt Stern en Drosophila melanogaster, y
de Harriet Creighton y Barbara Mc Clintock en Zea mays, demostraron de manera
independiente, mediante pruebas visuales, que el entrecruzamiento es un intercambio

fisico entre segmentos de ADN de los cromosomas (Klug y Cummings, 1999).

La recombinacion deberia implicar un intercambio de partes fisicas de los cromosomas
homologos. Esto se puede demostrar si podemos distinguir los dos cromosomas
homologos entre si, un método utilizado por primera vez por Creighton en el maiz (Klug

y Cummings, 1999).

Creighton y Mc Clintock concluyeron lo siguiente: “Se demostr6 que cromosomas
apareados heteromorficos en dos regiones intercambian segmentos a la vez que

intercambian genes asignados a estas regiones” (Tamarin, 1996).

La hipétesis del rompimiento y reunion para explicar el entrecruzamiento postulado por
John Belling en 1931; aunque en un principio fue una posibilidad, posteriormente se
consider6 que habia sido corroborada directa y experimentalmente por Stern y Mc

Clintock, asi como ampliamente aceptada. En 1961 Matthew Meselson y Jean Weigle
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aportaron evidencias de rompimientos y subsecuentes nuevas uniones de moléculas de
ADN como el mecanismo responsable para intercambios por entrecruzamiento de

segmentos de cromosomas homologos (Avers, 1984).

Los estudios de Mc Clintock tienen relacion con el posterior modelo de recombinacion
propuesto por Holliday en 1964 en el sentido de que el entrecruzamiento que da lugar a
la recombinacion, es en efecto un intercambio fisico de segmentos diferentes de ADN,
que dan como resultado una nueva molécula recombinante diferente genéticamente

de la parental que le dio origen.

Un importante modelo que explica la recombinacién fue el presentado en 1964 por
Robin Holliday el cual ha tenido base experimental y cumple con las condiciones y
elementos necesarios para que se pueda llevar a cabo la recombinacion, requisitos

antes mencionados.

Este modelo ha tenido modificaciones desde que se presentd, las cuales han sido
introducidos en el propio modelo de Holliday. A pesar de lo anterior, los postulados
basicos de este modelo se han conservado y continlan vigentes, siendo éste,

actualmente uno de los modelos mejor aceptados y mas conocidos (Avers, 1984).

Gracias a la asociacion del ADN a una serie de proteinas histonas y no histonas, éste
acido nucleico se condensa lo cual da lugar a estructuras de cromatina cada vez mas
compactas. Los cambios en la estructura y condensacion del ADN en el nucleosomay
asas de cromatina permiten el acceso al ADN, de acuerdo con la etapa del ciclo
celular en que se encuentre la célula. Pasando desde los primeros y sencillos niveles
de condensacion del ADN en el nucleosoma con fibras de ADN de 30 nm de didmetro
hacia cada vez mayores niveles de compactacion de 300, 700 y hasta un maximo nivel
de condensacion del ADN de 1400 nm de diametro en la metafase de la mitosis (Avers,
1991).

En la profase | de la primera division de la meiosis se descubrieron y han visto a los
quiasmas y la formacion del Complejo Sinaptonémico, participantes en la

recombinacion. Por ello se ha atribuido que el proceso de entrecruzamiento y de
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recombinacion se llevan en esa etapa. Sin embargo, como es posible que se pueda
llevar a cabo el proceso de recombinacion, precisamente cuando el material genético
esta condensado y, por tanto, esta estrechamente asociado con varias proteinas
histonas y no histonas en esa etapa del ciclo celular. Conociéndose que para que se
pueda realizar el proceso de recombinacion, el ADN debe estar relajado para que sus
cadenas se puedan separar, y quedar libres de las histonas y otras proteinas que lo
condensan, para que el ADN este en un ambiente favorable en el que se pueda llevar a

cabo el entrecruzamiento y por lo tanto la recombinacion.

Una posibilidad que se propone en este trabajo, es el tiempo que se llevan a cabo los
eventos de entrecruzamiento y por lo tanto de recombinacién, durante la interfase del
ciclo celular, después de duplicado el ADN, y antes de que se inicie la siguiente division
celular, probablemente en G,, debido a que en este momento el ADN se encuentra
duplicado y relajado, presentando asi las condiciones ¢6ptimas para que se puedan
llevar a cabo los eventos de entrecruzamiento y por lo tanto de recombinacion. También
se conoce que algunos procesos de reparacion se llevan a cabo después de la fase de
sintesis del ciclo celular, en G,, ademas de que en otras fases también se llevan cabo

otros mecanismos de reparacion.

Por su parte, en los procariontes y virus, se lleva a cabo exitosamente la recombinacion
sin haber algin Complejo Sinaptonémico (CS) ni estructura equivalente. Por lo que
gueda la interrogante de ¢cudl es la verdadera funcion y/o ventaja del Complejo
Sinaptonémico en el nucleo de las células eucariontes durante la meiosis? Algunas
posibles respuestas son las siguientes: se tiene conocimiento que el CS es una
estructura exclusiva en la meiosis, que tiene un importante papel durante este evento,
en los eucariontes, se conoce que su funcion es la de acercar y asociar a los
cromosomas homologos duplicados, por lo que se ha pensado es una estructura que
facilita la recombinacion. EI Complejo participa en la separacion de los cromosomas
homdlogos y contribuye a la reduccion del nivel de ploidia. Asi también, los quiasmas
probablemente sean restos de los puntos de unibn o acercamiento entre los
cromosomas homologos en el CS, el cual se va degradando poco a poco. Sin embargo,

no necesariamente cuando se observa ésto, en la profase de la primera division de la
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meiosis es cuando se realiza el entrecruzamiento y por lo tanto la recombinacion. Estos
eventos podrian haberse realizado anteriormente en la interfase del ciclo celular

después de la fase de sintesis, probablemente en G,.

Aunque no se conocen las causas precisas por la cuales exactamente se produce la
aproximacion de dos moléculas de ADN homologas, es decir, la causa por la que se
produce el apareamiento y entrecruzamiento (Barzel A. y Kupiec M., 2008), en los
eucariontes, se sabe que los cromosomas homoélogos se mantienen apareados,
gracias al Complejo Sinaptonémico (CS); sin embargo, esta estructura quizas no sea la
causa del apareamiento ni de la recombinacion (Avers, 1991; Kleckner N., 2006). A
diferencia de los eucariontes, los procariontes no cuentan con CS, o al menos no se
conoce hasta ahora y, sin embargo, estos organismos si tienen recombinaciones

exitosas.

Una de las tantas interrogantes de la biologia que siguen siendo una incognita hasta la
fecha es: ¢cOmo se encuentran entre si los cromosomas homadlogos entre una enorme
cantidad de informacién genética en el genoma de un organismo? Para intentar dar
algunas posibles respuestas se han ideado algunos modelos que han intentado explicar
ésto, al postular dos modelos: por una parte, un modelo llamado Modelo Nulo, en el
cual Barzel y Kupiec mencionan que la recombinaciéon de los homodlogos es
completamente azarosa aunque los propios autores reconocen al Modelo Nulo como
poco probable, debido al enorme numero de posibles candidatos que se tendrian que
probar para identificar ¢cual es la molécula homdloga?, ademas de realizar el
entrecruzamiento y, por consiguiente, la recombinacion homéloga, todo ello en el
reducido y muy breve tiempo celular en que se realiza este mecanismo. En tanto que el
otro modelo que no es el Nulo y que no tiene un nombre, menciona que los
cromosomas homaologos tienen una especie de prearreglo genético interno, en el nucleo
celular, en el que el mecanismo no es totalmente azaroso y que ese arreglo de alguna
manera permite que los homélogos tengan un arreglo previamente establecido, el cual
les permite estar juntos o muy cercanamente entre si, faciltando asi el
entrecruzamiento y como resultado la recombinacion entre moléculas homodlogas

(Barzel A. y Kupiec M., 2008). Efectivamente esto explicaria e implicaria que en el
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ndcleo celular en interfase, los cromosomas con dos cromatidas se encuentren juntos o

cercanamente entre si.

Este arreglo permitiria a los cromosomas tener una determinada posicion en el nucleo
interfasico, lo cual le permitira finalmente tener una recombinacion exitosa. De cualquier
manera, aunque las aportaciones de estos autores no responden completamente a la
incégnita del encuentro entre homélogos antes planteada, dan luz para tratar de
comprender al fendmeno de recombinacién homoéloga y sentar asi algunas bases para
mayor numero de presentes y futuras investigaciones en esta materia (Barzel A. y
Kupiec M., 2008).

Hay importantes semejanzas y diferencias entre los mecanismos de recombinacion
meiodtica y mitdtica, entre las que estan las siguientes: ambos son procesos de
recombinacion en las cuales hay rompimiento y nueva unidn entre diferentes
segmentos de ADN. En ambos tipos de recombinacién se presentan mecanismos de
entrecruzamiento. La recombinacion homoéloga meidtica solo se presenta en los
eucariontes con reproduccion sexual. En tanto que la recombinacion mitGtica se

presenta tanto en células somaticas y germinales.

En organismos eucariontes se presentan tanto la recombinacion homologa meiotica

como también la recombinacién mitética.

Los cromosomas homdlogos participan tanto en la recombinacion meidtica y mitética.

Asi también hay participacion del Complejo Sinaptonémico en la recombinacion
meiotica y no en la mitética 0 no se conoce éste aqui ni tampoco alguna otra estructura

similar.

La recombinacion es un proceso y herramienta primordial entre los mecanismos de
reparacion de dafios al ADN, es decir, de conservacion en la integridad del material
genético, que tiene una gran importancia en la sobrevivencia, tanto a nivel celular como

del organismo. El estudio de organismos que o no llevan a cabo o son deficientes en los

115



procesos de reparacion de la informacion genética a través de mecanismos de
recombinacion han aportado elementos que asocian a este evento con el desarrollo del

cancer.

Cuando un conjunto de genes tienen un cierto orden y estos estan regulados y
relacionados entre si, y en algin momento se pierde alguno de estos genes, se altera
o modifica el orden en la secuencia de ciertos genes o segmentos del ADN, como por
ejemplo la pérdida de un gen regulador, todo ello como resultado de procesos de
reparacion y de recombinacion. Este hecho, puede hacer que en algunas ocasiones
probablemente esos genes o regiones en el ADN relacionados y regulados entre si,
puedan ser susceptibles de perder sus mecanismos de control y regulacion del ciclo

celular.

Ejemplo de lo antes mencionado es el resultado de translocaciones cromosomicas
reciprocas entre cromosomas no homologos en un evento de recombinaciéon no
homologa, que pueden poner un gen regulador de crecimiento bajo el control de un
diferente promotor que cause una inadecuada expresion de un gen determinado,
alterando su expresion y por lo tanto la regulacion de ese gen o grupos de genes. Esto
llega a suceder en multiples ocasiones en los rearreglos genéticos y cromosomicos en

el caso de leucemias y linfomas que son causadas como resultado de translocaciones.

Los genes supresores de tumores normalmente tienen como mision el detener e inhibir
la division celular. Si estos genes llegan a tener alguna mutacion, se puede perder el
control de la division celular y la célula sigue dividiéndose de manera continua. A su vez
esto tiene relacion con los protooncogenes que promueven la normal division celular. Si
estos genes llegan a tener alguna mutacion convirtiéndolos de protooncogenes a
oncogenes y/o se sobreexpresan, la alteracion de ambos tipos de genes pueden dar
lugar al desarrollo de procesos cancerosos. Las mutaciones en los genes supresores
de tumores, y en los protooncogenes, actlan directa o indirectamente, activando,
inactivando, modificando y alterando los puntos de control y regulacién del ciclo celular

y/o inhibiendo la apoptosis.
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En el caso de mutaciones en los oncogenes, basta el cambio de un solo alelo, para que
se altere la funcion normal del protooncogen. En cambio los dos alelos de ambos
cromosomas homoélogos de un gen supresor de tumores deben perder su funcion para

gue posteriormente se desarrolle un proceso canceroso.

También se puede tener propension a desarrollar un cancer por via hereditaria en el
caso de recibir un alelo dafiado de un gen supresor de tumores de alguno de los
padres, es decir, si se es heterocigoto para la mutacion. Unicamente esto por si mismo
no causa cancer, puesto que el alelo normal evita el cancer. Sin embargo, la pérdida o
inactivacion posterior del alelo normal restante deja de evitar el desarrollo de cancer.
Esta pérdida o inactivacién posterior del alelo normal en una célula somatica se le
conoce como pérdida de la heterocigocidad el cual es una especie de requisito previo
en este caso para la aparicion de cancer. Un posible mecanismo para que esto suceda
es la no disyuncion o la incorrecta separacion de los cromosomas que contienen algun
gen supresor de tumores todo lo cual se debe a un error en el ciclo y divisién celular. Un
ejemplo de lo antes mencionado es el caso del retinoblastoma, el cual se genera por
pérdida de la heterocigocidad en el gen supresor de tumores del retinoblastoma RB* en
las células sométicas de la retina, provocando como consecuencia el desarrollo de

tumores en la retina del 0jo, en nifios menores de 5 afos de edad.

Finalmente, es importante el continuar estudiando para tener una mejor y mayor
comprension sobre los mecanismos de recombinacién, tanto como proceso de
variabilidad, y seleccion en la informacion genética en la evolucion de los seres vivos,
pero sobretodo, como proceso de reparacién de dafio al ADN y por ende, como evento
de conservacion de la integridad del material genético. Todo ello como parte de los
importantes procesos genéticos que se llevan a cabo normalmente en la biologia

celular en todos los seres vivos.
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8 CONCLUSIONES

e La recombinacién por medio del entrecruzamiento es el mecanismo de corte,

rompimiento y union entre segmentos de moléculas de ADN.

e La recombinacién se puede llevar a cabo en todo tipo de células y organismos.

e La recombinacion es uno de los mecanismos de reparacion de dafos al ADN, que

permite la conservacion e integridad del material genético.

e La recombinacion es un mecanismo que por medio del entrecruzamiento puede

proporcionar nuevos arreglos genéticos.

¢ Algunas de las siguientes son condiciones favorables para que se lleve a cabo la
recombinacion:

a) Cercania entre si de las cadenas de ADN

b) Cadenas de ADN que tengan la misma polaridad

c) Que se cuente con las enzimas necesarias (nucleasas, DNA polimerasas y DNA

ligasas) para que se lleve a cabo la recombinacion.

¢ Resultado de la recombinacion como uno de los mecanismos de reparacion del ADN
ante mutaciones. La recombinacién puede provocar rearreglos genéticos o
cromosoémicos que pueden ser en algunos casos no favorables para un organismo
en un momento dado, al alterar la regulacion y expresion de ciertos genes,
(protoncogenes y genes supresores de tumores) incrementando asi las

condiciones favorables para la aparicion y desarrollo de procesos cancerosos.
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