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Prologo

La Genética, una disciplina ligada de modo esencial a la vida, a su origen y
evolucion, es una ciencia joven que ha irrumpido en todos los drdenes de la medicina
y de la ciencia del siglo XXI.

Su impacto, a veces mediatico y otras insensible, se debe a dos causas
fundamentales: al abaratamiento de la biotecnologia de gran precision y al gran
avance del conocimiento originado por la publicacion de la secuenciacion del genoma
humano (borrador en 2001, secuencia completa en 2003), y por los proyectos
internacionales que le siguieron, HapMap, Encode, Proteoma Humano, Genoma del
Cancer, Genomas de multiples organismaos, entre otros.

La informacion cientifica derivada de la labor colectiva desarrollada por esos
programas ha arrojado luz sobre numerosos campos de interés: la evolucion, las
migraciones de las poblaciones humanas y de otros seres vivaos, y en el campo de la
biomedicina no solo han ayudado a comprender la base biolégica de procesos tales
como el desarrollo o el envejecimiento sino también las causas y procesos
patolégicos de numerosas enfermedades hereditarias o comunes.

La medicina del siglo XXI es predictiva, en cierto modo personalizada y desde
luego genomica.

La Genética ha permitido el descubrimiento de medicamentos dirigidos contra
mutaciones, variantes geneticas en los individuos que les hacen sensibles o
resistentes a los farmacos o que les predisponen a padecer o les protegen contra
ciertas enfermedades.

Un amplio grupo de la sociedad, hasta un 6 a 8% padece o padecera una
enfermedad genética, o rara (minoritaria), que estara completamente determinada
geneticamente. Estas enfermedades ademas producen una gran mortalidad vy
morbilidad y un alto grado de discapacidad, ademas de impactar no solo socialmente
sino medicamente, afectando con frecuencia a varios miembros de la familia. Los
programas de cribado pre y postnatal y el estudio de las personas y familias con
enfermedades genéticas son el primer paso para la prevencion, diagnostico y
eventual tratamiento de estos problemas

Por otra parte el conocimiento de la base genética de una poblacion tan
variada demograficamente como es la ecuatoriana es del mayor interés por sus
connotaciones historicas y sociales. Pero ademas, el estudio mutacional que permite
la caracterizacion precisa de las enfermedades en esta poblacion resulta
imprescindible para implementar programas comunitarios de prevencion o
establecer pautas diagnosticas ajustadas a la realidad clinica genética en Ecuador.

Asi, el presente texto que se inicia con un repaso de la historia de la Genética
(Capitulo 1) desarrolla numerosos aspectos teérico-practicos de la Genética Médica y
también revela caracteristicas importantes genéticas en el Ecuador, derivadas de los
registros de malformaciones y de estudios genético-epidemioldgicos, y otros que todo
medico que practique la medicina en este pais debiera conocer.

Entre ellos cabe destacar el Capitulo VIl acerca de las causas genéticas de las
discapacidades en el Ecuador, con diferencias importantes en la prevalencia
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de discapacidad intelectual, psicomotora, auditiva o visual entre las distintas regiones
ecuatorianas, asi como la frecuencia de las causas ambientales prenatales mas
frecuentes (hipertensian, infecciones fetales, alcoholismo e hipertermia).

A modo de ejemplo, algunos datos geneéticos caracteristicos de interés en la
pablacion ecuatoriana son (Capitulo XV) la elevada frecuencia de mosaicismos de
trisomia 21 entre los pacientes ecuatorianos con sindrome de Down (10%)], la baja
prevalencia de la fibrosis quistica en Ecuador asi como de su mutacion causante
AF508, que por el contrario es muy frecuente en las personas con fibrosis quistica
en poblaciones de origen centro europeo.

Esta informacion es de un gran valor no solo demografico, al caracterizar el
espectro mutacional propio de la poblacion ecuatoriana, y de sus distintas etnias y
provincias, resulta imprescindible para aplicar en el futuro la llamada medicina
individualizada o estratificada

Debido al grado de penetracion que tiene hoy en dia la Genética en la practica
medica, existe en estos momentos una gran necesidad formativa por parte de la
sociedad en el area de la Genética. Para adquirir los conocimientos esenciales que
permitan distinguir los grandes retos y capacidades reales de esta ciencia de
fantasias inalcanzables o riesgos desmedidos e inexistentes. Al mismo tiempo,
debemos reflexionar en profundidad para dotar a los sistemas sanitarios y a los
paises de los recursos necesarios en un ambiente de equidad y de justicia que
permita acercar estos logros a los ciudadanos, de un modo racional y sostenible,
acorde a sus necesidades.

Una parte esencial de este proceso radica en la formacion de los cientificos y
medicos que han de poder usar la tecnologia y el conocimiento para mejorar la salud
de la poblacion.

Es por ello de la gran importancia en la publicacion de un texto como el
presente, en el que se combinan la actualizacion cientifica y médica en genética,
adaptandola al entorno geografico y temporal del pais en el que se publica, Ecuador.

El cumplimiento de esta responsabilidad por parte sus autores y del equipo de
colaboradores que han participado en esta obra, practica pero rigurosa, da
respuesta a esta necesidad formativa y sera con certeza acogida con el mayor
interés por sus lectores.

Carmen Ayuso MD, PhD.

Meédico Genetista

Jefe del Area de Investigacion

Jefe del Departamento de Genética Clinica
Hospital Universitario Fundacion Jiménez Diaz
Madrid - Espana
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Resumen

El libro Genética Molecular y Citogenética Humana se encuentra conformado
por diecisiete capitulos que explican los fundamentos tedricos de la Biomedicina, las
aplicaciones de las técnicas moleculares, y las investigaciones de varias enfermedades
genéticas analizadas durante |os Ultimos veinte afios en el Ecuador.

Los primeros siete capitulos son tratados con un enfoque genético, siendo los
siguientes. Historia de la Genética en el Ecuador. Impacto social de los trastornos
genéticos. Conceptos basicos de la Genética Molecular. Poblacién de riesgo genético.
Nociones sobre Genética de poblaciones. Patrones de la herencia. Origen genético de
las discapacidades en € Ecuador. En estos capitulos se explica la estructura del ADN
nuclear y mitocondrial, €l origen y tipo de mutaciones, las malformaciones congénitas;
el diagndstico genético, las herencias mendelianas y no mendeianas, la herencia
poligénica multifactorial, los sindromes de genes contiguos, el mosaicismo, laimpronta
gendmica, y los factores genéticos y epidemioldgicos de las discapacidades en €
Ecuador.

Los siguientes cinco capitulos se enfocan en las diferentes investigaciones
realizadas por nuestro grupo de trabajo sobre |a asociacién de genes con el desarrollo de
enfermedades: Biologia Molecular y caracterizaciéon de poblaciones humanas.
Investigaciones moleculares en € Ecuador: Enfermedades neurodegenerativas.
Investigaciones moleculares en el Ecuador: Enfermedades congénitas. Investigaciones
moleculares en € Ecuador: Inmunologia. Investigaciones moleculares en el Ecuador:
Genotoxicologia. Estos capitulos profundizan la concepcion de los polimorfismos del
ADN, la estructura, funcion y regulacion de los genes; la inhibicion de la expresion
génica, las técnicas de biologia molecular aplicadas a estudio del genoma y varioma
humano; de igua forma, se analizan enfermedades como Alzheimer, Huntington,
Hirschsprung, fibrosis quistica, distrofia muscular, hemocromatosis, y patrones
carcinogénicos como € glifosato, los hidrocarburos y la radiacion.

Los ultimos cinco capitulos son: Citogenética. La genética de la diferenciacion
sexual. Aspectos genéticos del crecimiento y desarrollo. Aspectos bioéticos en la
investigacion. Biodiversidad y bioseguridad en la Genética. Estos capitulos explican la
organizacion, estructuray compactacion de los cromosomas, € andlisis de los cariotipos
en el diagndstico de las enfermedades genéticas, citando casos clinicos analizados con
tecnologia molecular de punta.

Este libro reflga el perseverante trabajo en equipo gercido por genetistas,
bidlogos, médicos, biotecnélogos y bioquimicos, comprometidos a lo largo de los
altimos viente afios, con la investigacion de los factores genéticos, clinicos y
ambiental es asociados al desarrollo de diversas enfermedades genéticas. De igual forma,
este libro es un valioso aporte que nuestro grupo de investigacién brinda a la sociedad
ecuatoriana, para que se involucre en el ambito de la Biomedicinay comprenda que la
investigacion es un pilar fundamental para el desarrollo cientifico, cultural y socia del
Ecuador.
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Summary

The current book Molecular Genetics and Human Cytogenetics is made up of
seventeen chapters which explain the theoretical basis of biomedicine, the applications
of molecular techniques, and the research in several genetic disorders that have been
analyzed over the last twenty yearsin Ecuador.

The first seven chapters are focused on Genetics, such as the following: History
of Genetics in Ecuador. Social Impact of Genetic Disorders. Basic Concepts of
Molecular Genetics. Population with Genetic Risk. Knowledge in Populations Genetics.
Inheritance Patters. Genetic Origin of the Disability in Ecuador. These chapters explain
the structure of the nuclear and mitochondrial DNA, the origin and types of mutations,
the congenital malformation, the genetic testing, the mendelian and non-mendelian
inheritances, the multifactorial polygenic inheritance, the contiguous gene syndromes,
mosaicism, genomic imprinting, and the genetic and epidemiologic factors for disability
in Ecuador.

The following five chapters focus on the different research in gene association
with the development of diseases that have been conducted by our working group:
Molecular Biology and Characterization of Human Populations. Molecular Research in
Ecuador: Neurodegenerative Diseases. Molecular Research in Ecuador: Congenital
Diseases. Molecular Research in Ecuador: Immunology. Molecular Research in
Ecuador: Genotoxicology. These chapters delve into the concept of DNA
polymorphisms, the gene structure, function, and regulation, the inhibition of gene-
expression, the techniques of molecular biology applied to the analysis of human
genome and variome. Likewise, diseases such as Alzheimer, Huntington, Hirschsprung,
cystic fibrosis, muscular dystrophy, and hemochromatosis are analyzed, as well as the
carcinogenic patterns such as glyphosate, hydrocarbon, and radiation.

The last five chapters are: Cytogenetics. Genetics of Sex Differentiation. Gene
Aspects of Growth. Bioethics in Research. Biodiversity and Biosafety in Genetics. These
chapters deal with chromosome organization, structure, and compaction, the analysis of
the karyotypes while testing the genetic disorders, citing clinical cases that have been
analyzed with state-of-the-art molecular technology.

To conclude, this book captures the persistent team work carried out by
geneticists, biologists, doctors, biotechnologists, and biochemists that are committed to
the research in genetic, clinical, and environmental factors associated with the
development of several genetic disorders over the last twenty years. Additionally, this
book is a valuable work that our research team contributes to the Ecuadorian society, so
that it can have some knowledge in biomedicine, and it can understand that research is
an essential base for Ecuador’ s scientific, cultural, and social development.
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Abreviaturas

pL Microlitro

UM Micromolar

pm Micrometros

A Adenina

AA Antes de la actualidad

aa Aminoécido

ACE Aberracion cromosomica estructural

ACN Aberracion cromosdmica numeérica

ADI Organizacién Internacional de la Enfermedad de Alzheimer

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNCc ADN complementario

ADP Adenosin difosfato

AEP Acido etileicosa pentandico

AFP Alfafeto proteina

AMPc Adenosin monofosfato ciclico

ApoE Apolipoproteina E

AR Proteina receptora de andrégenos

ARN Acido ribonucleico

ARNds ARN de doble cadena

ARNhm ARN heterdlogo nuclear

ARNi ARN deinterferencia

ARNmM ARN mensgero

ARNDpi ARN piwi

ARNr ARN ribosomal

ARNs ARN de interferencia peguefio

ARNLt ARN transferencia

ATC Agangliogénesistotal del colon

ATP Adenosin trifosfato

AU-K Aurora quinasa (Aurora kinase)

BCE Banco Central del Ecuador

BCS Rotura cromosomica

BCT Rotura cromatidica

BDNF Factor neurotrdfico derivado del cerebro (Brain-derived neurotrophic factor)

C Citosina

CAP Colegio Americano de Pat6logos

CD Enfermedades comunes

CDs Células dendriticas

CECC Comité Estadounidense Conjunto sobre el Cancer

CEEA Comision Ecuatoriana de Energia Atémica

CF Creatinafosfoquinasa

CFTR Gen regulador transmembranal de la fibrosis quistica (Cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator)

CGH Hibridacién genémica comparativa

CH Corea de Huntington

CHFR Checkpoint with forkhead and ring finger domains

CHR Cromosoma

CIR Crecimiento intrauterino retardado

Cl Cloro

cm Centimetro

CK Creatinafosfoquinasa
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CODIS
cov
CcpP

Cp
CST3
Ct
CTSD
Ccv

Da
ddNTP
DE
DHT
DMB
DMD
dNTP
E
ECLAMC
EGFR

END
EPA

F

FAH
FDA
FISH
FL
FLb
FLP
FLu
FP

FQ
FW

G
GCS
GCT
GJB2
GJB6
G6PDH
GPX-1
GSTP1
Gy
H>0,
HAP
Hb
HCAM
HCI
HIP
HL
HLA
HPB
HPSP
HSCR
HTT
HUGO

Sistema de indice de ADN Combinado

Compuestos organicos volatiles

Céncer de pulmoén

Punto de cruce (Crossing point)

Cistatina 3

Ciclo umbral (Cycle threshold)

Catepsina D precursor

V ariaciones comunes (Common variations)

Daltons

Di-desoxinucledtido trifosfato

Desviacion esténdar

5a-dihidrotestosterona

Distrofia muscular de Becker

Distrofia muscular de Duchenne

Desoxinucledtido trifosfato

Exén

Estudio Colaborativo Latinoamericano de Malformaciones Congénitas
Receptor del factor de crecimiento epiderma (Epidermal growth factor
receptor)

Endorreduplicacién

Agenciade Proteccion Ambiental (Environmental Protection Agency)
Fenotipo

Fumarilacetoacetato hidrolasa

Agenciade Drogasy Alimentos (Food and Drug Administration)
Hibridacién in situ con fluorescencia (Fluorescent in situ hybridization)
Fisuralabia

Fisuralabial bilateral

Fisuralabia palatina

Fisuralabial unilateral

Fisura palatina

Fibrosis quistica

Cebador sentido

Guanina

Gap cromosodmico

Gap cromatidico

Proteina de unién gap, conexina 26 (Gap junction protein, connexin 26)
Proteina de unidn gap, conexina 30 (Gap junction protein, connexin 30)
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

Glutation peroxidasa 1

Glutation S-transferasapi 1

Gray

Peroxido de hidrégeno

Proteinas asociadas a huntingtina (Huntingting associated proteins)
Hemoglobina

Hospital Carlos Andrade Marin

Acido clorhidrico

Proteinas que interaccionan con huntingtina

Hormona luteinizante

Antigenos leucocitarios humanos (Human lymphocyte antigen)
Hiperplasia prostética benigna

Hipospadia pseudovaginal periescrotal

Hirschsprung

Huntingtina

Organizacién del Genoma Humano (Human Genome Organization)
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I
IASCL
ICPEMC

IH
1B
INEC
IP
IRC
ITQ
Kb
KClI
Kg
LD
LINE

LLA
LMC
MAPK
MED
Mb
MgClZ
MHC
MiARN
Mn
MPTE
MSME
n

Na
NADH
NCBI

ng
nm
NOR
NS

nv
OMIM

OMS
ONG
OPS
OR
PAH
pb
PCR
PDGH
PGH
PI3K
PLK
PMAP

POEA

Intron

Asociacion Internacional parael Estudio del Cancer de Pulmon

Comision Internacional parala Proteccion Contra Mutagenos y Cancerigenos
Ambientales (International Commission for  Protection against
Environmental Mutagens and Carcinogens)

i ndice de homocigosidad

Instituto de Investigaciones Biomédicas

Instituto Nacional de Estadisticasy Censos

indice de paternidad

Insuficienciarena cronica

Inhibidores de tirosina quinasa (Tyrosine kinase inhibitors)

Kilobases

Cloruro de potasio

Kilogramo

Dosisletal

Elementos nucleares intercalados en largas distancias (Long interspersed
nuclear element)

Leucemialinfoblastica aguda

Leucemia mieloide cronica

Proteina quinasa activada por mitdgenos (Mitogen-activated protein kinase)
Dosis minima para eritema

Megabases

Cloruro de magnesio

Complejo mayor de histocompatibilidad (Major histocompatibility complex)
Micro ARN

Manganeso

Madre portadora de transl ocacién equilibrada

Misién Solidaria Manuela Espejo

Individuos

Sodio

Nicotinamida adenina dinucledtido reducido

Centro Naciona de Informacion Biotecnolégica (National Center for
Biotechnol ogy | nformation)

Nanogramos

Nanometros

Regiones organizadoras nucleolares (Nucleolus organizer region)
Estadisticamente no significativo

Nacidos vivos

Enfermedades mendelianas de humanos en linea (Online Mendelian
Inheritance in Man)

Organizacién Mundial de la Salud (World Health Organization)

Organizacién no gubernamental

Organizacién Panamericana de la Salud (Pan American Health Organization)
Oddsratio

Hidrocarburos arométicos policiclicos (Polycyclic aromatic hydrocarbons)
Pares de bases

Reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase chain reaction)

Proyecto de Diversidad del Genoma Humano

Proyecto del Genoma Humano (Human Genome Project)

Fosfatidilinositol 3 quinasa

Polo-like kinase

Patrones moleculares asociados a patdgenos (Pathogen-associated molecular
patterns)

Polioxietileno amina
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Poli
PPi
ppm
PPTE
PUCE
PVH
gPCR
Rad
RFLP

RISC

RLC
RNCAVCH

ROS

RV

S

S.

SEGH
SENESCYT
SH,

SIDA

SINE

SNC
SNP
SO,
SO4H>
SOD
SRD5A2
SSCP

STR

t

T

Taq
TDF
TGF a
TGS
TLR
UDLA
UVA
uvB
uv
Va

Vc

Vg
VIH
VNTR
Vp
VPH

Poliploidia

Pirofosfato inorganico

Partes por millon

Padre portador de trand ocacion equilibrada

Pontificia Universidad Catélica del Ecuador

Proyecto del Varioma Humano (Human Variome Project)

PCR cuantitativa (Quantitative PCR)

Unidad de radian

Polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion (Restriction
fragment length polymor phism)

Complejo inductor del silenciamiento del ARN (RNA-induced silencing
complex)

Receptores de lectina

Registro Nacional Colaborativo de Alteraciones y Variantes Cromosdmicas
Humanas

Especies Oxido reactivas (Reactive oxygen species)

Cebador antisentido

Coeficiente de seleccion

Sindrome

Sociedad Ecuatoriana de Genética Humana

Secretaria de Educacién Superior, Ciencia, Tecnologia e Innovacion

Acido sulfhidrico

Sindrome de inmunodeficiencia adquirida

Elementos nucleares intercalados en distancias cortas (Short interspersed
nuclear element)

Sistema nervioso central

Polimorfismo de nucledtido simple (Single nucleotide polymor phism)
Dioxido de azufre

Acido sulfarico

Superéxido dismutasa

Sa-reductasatipo 1

Polimorfismo en la conformacién de la cadena simple (Sngle-strand
conformation polymor phism)

Repeticiones cortas en tandem (Short tandem repeats)

Translocacion

Timina

Thermus aquaticus

Factor de determinacion testicular (Testis-determining factor)

Factor de crecimiento transformante a (Transforming growth factor o)

Lugar anivel transcripcional

Receptores similares atoll (Toll-like receptors)

Universidad de las Américas

Ultravioleta A

Ultravioleta B

Ultravioleta

Variabilidad ambiental

Variabilidad correlacionada

Variabilidad genética

Virus de inmunodeficiencia humana (Human immunodeficiency virus)
Repeticiones en tdndem de nimero variable (Variable number tandem repeat)
Variabilidad fenotipica poblacional

Virus del papiloma humano (Human papillomavirus)

Adaptabilidad
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WAOQOPD Organizacién Mundial parala Prevencién de Defectos del Nacimiento (World
Alliance of Organizations for the Prevention of Birth Defects)

Wt Tipo salvaje (Wild type)

Zn Zinc

1 Chi-cuadrado
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CAPITULO I

HISTORIA DE LA GENETICA EN EL ECUADOR

Lo més importante al estudiar la historia de una ciencia es entender con rapidez
el nivel que esta ha alcanzado y apreciar los conocimientos en su verdadera dimension,
dentro de los contextos de desarrollo de la sociedad y de la ciencia en general. Ademas,
este estudio permitira dilucidar los intrincados caminos filosoficos a los que nos
enfrenta el conocimiento. Asimismo, el estar a tanto de los hechos cientificos nos
algjara de teorias caducas, previniéndonos de repetir ensayos o “descubrimientos’ ny
brindandonos la posibilidad de romper con mitos o acabar con lo pseudocientifico. La
historia de la ciencia nos ayudara a apreciar sus interrelaciones y a concatenar hechos,
nos introducird a terminologias nuevas que se convertiran de por si en aprendizajes y
nos llevardn a profundizar la propia ciencia. En especial, nos permitira descubrir a
personas egregias, que con su trabgjo constante han contribuido al bienestar de la
humanidad, cuyos nombres serviran no solo de estimulo y gjemplo, sino que aportaran a
la valoracién de la humildad frente a nosotros mismos y a la grandeza del saber. Si €
lector o lectora concuerda con ello, estara preparado para sumergirse en el maravilloso y
apasionante mundo de la Genética Humana.

En la actualidad, €l interés por la Genética Humana se ha acrecentado en forma
acelerada, debido a los sorprendentes descubrimientos e investigaciones que esta
aportando, y que revolucionan las concepciones que con anterioridad han dominado el
guehacer cientifico. En la presente época, las ramas de la Genética Humana se han
diversificado atal punto que existe una verdadera superespecializacion. Asi, se habla de
Citogenética y Genética Clasica, Citogenética y Genética Molecular,
Micromanipulacion, Ingenieria Genética, Biotecnologia, Nanotecnologia Gendmica,
Protedbmica y Transcriptdbmica. En este contexto, € Ecuador se ha desarrollado con
mayor lentitud frente a otros paises de la region, ocupando lastimosamente puestos muy
retrasados. Si se revisa la historia del trabagjo cientifico genético en el Ecuador, se
aprecia que no ha existido una linea de investigacion conformada o con tradiciéon. Los
aportes han sido escasos y mas bien provienen de estudios aislados y de temas muy
puntuales, que los autores han informado alrededor de uno u otro problema “ genético”
observado. Nos proponemos, por lo tanto, explicar de forma globa los fundamentos
tedricos, los avances cientificos y los resultados de investigaciones ecuatorianas
relacionadas a la Genética Humana.

De los documentos histéricos existentes se puede recuperar valiosa informacion
sobre Biopatologia Genética en el Ecuador, lo cual indica que, a parecer, los autores
coinciden con unavision particular de la Genética; esto es, la de una ciencia que estudia
pluralidad de niveles de organizacion de la realidad, desde moléculas hasta organismos
complegjos, pasando por organismos celulares, comportamiento social de las células e
incluso enfermedades. Es que lo fascinante de la Genética radica en que su estudio no
excluye a estructura alguna: virus, bacterias, plantas, animales y seres humanos. Todos
han sido y son idéneos para la investigacion, y en cuaquiera de los niveles de
organizacion de la materia, los frutos y avances siguen siendo sorprendentes. De ahi
que, alaluz de los conocimientos actuales, incluso hasta cabria presumir que los seres
vivientes son tan solo una expresion “caprichosa” del acido desoxirribonucleico (ADN)
en interaccion armonica con el medio natural.
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Nos toca pues, alos seres humanos, estudiar y tratar de entender |os complicados
mecanismos de la evolucion biol égico-genética, sus leyes'y caminos, precisamente por
estar, de manera circunstancial, en €l nivel superior de la escala biol 6gica.

1. ETAPAS DEL DESARROLLO HISTORICO DE LA GENETICA HUMANA

L os origenes empiricos de la Genética son tan antiguos como el hombre mismo.
Desde que a los primeros Homo sapiens les preocupd la existencia y organizacion del
entorno, se empezo6 a sacar conclusiones sobre las similitudes entre diferentes especiesy
dentro de la propia descendencia. Los celtas y egipcios se ocuparon del cuidado de las
especies vegetales y animales, los érabes de la busqueda de |a pureza de sangre en los
caballos, los griegos de la eugenesia, las monarquias e imperios antiguos guardaron
celosamente sus genealogias y, en Ameérica, se celebraban matrimonios entre el Incay
su hermana en busca del primogénito puro. Todas estas son muestras de la inquietud
universal y milenaria por la herencia.

Por otra parte, la Paleogenética es una valiosa ayuda para la revision de la
patologia malformativa precolombina. En esta &rea, Hermida ha analizado la Venus
dicephalus de la cultura Valdivia (7000 afios antes de la actualidad (AA)), polidactilia,
ectrodactilia y posiblemente un malformado de la cultura Chorrera (1500 afios AA);
examina los enanos y gigantes de la cultura La Tolitay Jama-Coaque (500 afios AA),
entre otros. En estas piezas arqueoldgicas se evidencia € interés que sobre las
malformaciones tuvieron nuestros antepasados (Hermida, 1986; 1991; 1992).

En la historia de la humanidad, el estudio de los seres vivos ha inquietado a
muchos fil6sofos como Aristoteles, Descartes, Diderot, Spencer, Bergson o como en la
actualidad, por gemplo, al tratadista Bunge. Asi, se han conformado teorias por demés
interesantes con relacion ala esenciade lo vivo, asu dinamicay sus interrelaciones.

En un principio, €l desarrollo de las ciencias estuvo siempre supeditado a falsas
creencias dominadas por el animismo, la falta de sistematizacion y de conocimientos. Se
especulaba més aléa de la realidad. Pese a ello, hasta fines del siglo XVII, las ciencias
naturales, con una concepcion materialista, se abrieron paso en medio del idealismo, la
metafisicay el agnosticismo. A partir de este siglo, la Biologia, y la Genética como tal,
avanzaron por tres revoluciones cientificas conocidas como: 1) Teoria Celular, 2) Teoria
Evolucionistay Mendeliana, 3) Genética Molecular y Biotecnologia. Las tres dan como
resultado la siguiente periodizacién del desarrollo de la Genética cientifica:

1.1. Periodo antiguo o precitogenético

Va desde e descubrimiento de la célula por Hooke, en 1666, y finaliza con la
publicacion de la famosa obra de Wilson, La célula en € desarrollo y la herencia, en
1896. En este periodo la ciencia estuvo influenciada por muchos mitos; se pensaba que
los fendbmenos bioldgicos se producian a azar y que su estudio era imposible. El
método cientifico eramuy incipiente y existian pocas sistematizaciones de larealidad.

La Genética como ciencia se desarroll6 muy tardiamente. La modernizacion de

la sociedad y sus exigencias industriales, agroalimentarias, farmacéuticas, economicas y
militares, gercieron influencias determinantes en la potenciacion de la Biologia. El
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avance de la Genética estuvo ligado a los coleccionistas y observadores. Las tendencias
vitalistas de Uesekull, Driesch y Wenzl, quienes sostenian que los organismos se
adaptaban fatalmente a medio por poseer animas, estuvieron fuertemente presentes
hasta muy avanzado el siglo XVIII.

Para emprender las investigaciones hiogenéticas se debié adelantar en la
clasificacion de las especies. El descubrimiento del Nuevo Mundo cuestiond muchas
creencias pseudocientificas e hizo reclasificar las especies. Recién en e siglo XVIII,
Linneo propuso una clasificacion rigurosamente cientifica y esto fue trascendental, ya
gue posibilitd saber con certeza la especie o familia que se estaba estudiando.

El desarrollo de la Morfologia y la Anatomia Comparada, marcd diferencias
esenciales entre 1o normal y lo patoldgico. La construccién del microscopio y la
observacion de la célula por Hooke, dieron inicio ala Teoria Celular.

Con una nueva vision filosofica del mundo, los naturalistas profundizaron el
estudio delos lingjesy arboles geneal 6gicos. En 1739 Buffon destaco |as interrelaciones
de los organismos antes clasificados. Y estos fueron los cimientos fundamentales para
el criterio actual acerca del mismo origen molecular de las especies (hoy se sabe que €l
codigo genético es Unico y universal). En 1809 el naturalismo de Lamarck, con su teoria
de que una especie proviene de sus antecesoras, pone las bases de la revolucion
biol6gica de Darwin. En 1771 la Teoria Celular de la herencia queda totalmente
conformada con los trabajos de Bichat, quien inicié la Patologia Celular. Con los
estudios de Embriologia hechos por Von Baer (1792), quien observdé que los
organismos se desarrollaban a partir del cruce de un espermatocito con un évulo; y, con
los trabajos de Amici (1827) sobre Histologia que dan una globalidad perfecta a esta
teoria, pues hasta ese momento era poco objetivay no demostrable.

A partir de aqui, las teorias empiezan a polarizarse. El fijismo preformista de
Weismann (1834), la teoria del homunculo (el fenotipo completo del hombre esta
almacenado como un ser minusculo en el espermatozoide), y la teoria metafisica de De
Vries sobre la evoluciéon por saltos catastroficos (aparicion de nuevas especies por
accidentes, sin evolucion), se contraponen a las tendencias naturalistas y evolucionistas
de Darwin y sus seguidores.

En e Ecuador, €l desarrollo cientifico biogenético estuvo vinculado a las ideas
biolégicas del padre Solano (1839), sobre las especies zooldgicas de nuestro territorio.
Aparecio la primera obra de Anatomia microscopica de Sotomayor (1896). Se
describieron ciertas malformaciones cardiacas y se hicieron presentes las ideas de
proteccion de la descendencia, mediante la promulgacion de varias leyes de divorcio
justificadas por causas biolégicas que atentaran contra la salud y bienestar tanto de la
madre como de sus hijos (1899).

1.2. Periodo de la Genética y Citogenética clasica

Se inicia con €l redescubrimiento de las leyes de Mendel por Tschermak, De
Vriesy Correns (recuérdese, que Mendel postul 6 sus leyes en 1865 y debieron pasar 45
afos para que fuesen valorizadas en su verdadera dimensién), contindia con el surgir del
darwinismo y €l evolucionismo. Darwin introdujo criterios nuevos acerca de la
adecuacién de los organismos a medio; sostenia que el medio influye en la variacion de
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las especies (neolamarckismo), sin que experimentalmente lo pudiera demostrar; pero,
la seleccion natural, la variabilidad, la supervivencia del mas apto, marcan las bases
tedricas materiales de la adecuacion de las especies a medio. EI mérito de Darwin al
implantar la teoria evolucionista fue expulsar de la ciencia a las teorias metafisicas y
vitalistas. La controversia con los postulados de Lamarck, Michurin y Lisenko, son
notables en este periodo.

Los trabgjos de Mende, con guisantes, hicieron posible que se determine
matematicamente las leyes basicas de la herencia, hoy aplicables a la herencia
monogeénica: autosomica dominante, recesiva y ligada a sexo. Mendel inaugur6 los
conceptos de herencia de los caracteres unitarios, cuya consecuencia fue la Teoria
Genética de la Herencia. Lo estudiado por € fue corroborado citol6gicamente en 1910
por Morgan, quien observé gque en nucleos celulares se presentaban |os cromosomas y
sus alteraciones estaban relacionadas con alteraciones del fenotipo del individuo, con lo
cua se conforma la Teoria Cromosdmica de la Herencia. A partir de entonces, la
Citogenética tiene un gran avance como ciencia objetivay experimental, poniéndose de
manifiesto la interrelacién dialéctica de la unidad entre causay efecto. El desarrollo de
la Citogenética se debi6 al descubrimiento de técnicas y a la readecuacion de otras ya
existentes, asi:

/a] Desarrollo de las técnicas de cultivo celular por suspension, perfeccionamiento de D
teécnica directa para preparar cromosomas e introduccion de los agentes mitéticos, como
la fitohemaglutinina.

b) Introduccién de blogueadores del huso acromatico [colchicina), descencadenando un
bloqueo de la mitosis.

c) Pretratamiento de las células cultivadas en soluciones acuosas hipoténicas, cuyo efecto
osmotico separa los cromosomas Yy los hace observables al microscopio.

\d] Técnica de extension de cromosomas. /

Tras décadas de discusion, en 1956, Tjio y Levan asignaron € nimero
cromosdmico humano en 46. Pocos afios después, Lejeune describe las primeras
ateraciones cromosdmicas: € sindrome de Down y e sindrome de Turner. En este
periodo son importantes ademas:. el descubrimiento de la técnica de cultivo de linfocitos
estimulados con fitohemaglutinina, por Nowell, en 1960; y el desarrollo de las técnicas
de diagndstico prenatal citogenético en el liquido amnidtico, que permiten la prevencién
de enfermedades genéticas y cromosomicas, por Breg y Steel, en 1966.

Aunque €l periodo citogenético continla en la actualidad con aportes
importantes, fue trascendental el descubrimiento de las técnicas de bandeamiento
cromosomico hechas por Caspersson en 1970, con las cuaes fue posible la descripcion
de sindromes por reestructuraciones cromosomicas y la citogenética del cancer. Otros
hechos importantes en este periodo fueron el ensayo de técnicas nuevas de tincién de los
cromosomas y de sus diferentes porciones teloméricas, centroméricasy satélites.

Este periodo tiene aportes interesantes en e Ecuador: Los cientificos
influenciados por e darwinismo (Darwin llega a las islas Galapagos en 1835) retoman
diferentes temas como la persistencia en € impedimento de matrimonios con linges
aberrantes y se daimportancia alas anomalias anatdmicas. Gracias a Torres, en 1921, y
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aHidalgo, en 1915, la Embriologia toma un gran auge, y se empieza a discutir sobre los
problemas de la herencia patol 6gica.

Existen referencias sobre la herencia, |os dermatoglifos, |0s grupos sanguineos y
los efectos de los rayos X sobre las células sanguineas. En 1931 Garzon propone
“Ligeras anotaciones sobre la herencia’. En 1939 Arauz habla sobre la “Célula y la
Teoria Celular”. En 1940, se discute |los mecanismos de la determinacion del sexo, su
evolucion y sus modificaciones. En 1945 Herdoiza escribe sobre “La herencia
consanguinea’. En 1946 Espinosa publica “Significado de la Genética y posibles
aplicaciones de esta ciencia’. En 1949 se cobra importancia €l estudio del feto, y se
empieza a debatir temas que en la actualidad abarca la Bioética, tales como la eugenesia
y esterilizacion.

L os estudios sobre biologia del cancer se hacen presentes en 1947. En el mismo
afo, se publica e primer libro de genética denominado La genética y € hombre, de
Hoffstetter. Por otra parte, en 1954, Endara y Espinosa hablan de la patogénesis del
mongolismo. Arias dedica algunos trabaos a las malformaciones congénitas como la
fisura labio-palatina y malformaciones del tubo digestivo. Hay publicaciones acerca de
las malformaciones congénitas del corazon. En 1962, Amen y Weilbauer informan,
respectivamente, sobre la herenciay en torno a la herencia de los trastornos sanguineos.
En 1965 Pérez habla del estudio cromosdmico en médula ésea para diagnéstico de
leucemias. En 1967, Semiglia se informa sobre un caso de sindrome de Klinefelter;
mientras que, en 1968, Torres realiza un estudio sobre el sindrome de Down.

En esa década se desarrolla la Biologia y la Genética experimental en las
facultades de Biologia de las universidades del pais, con €l trabajo de Arcos. A partir de
1984 se potencia la citogenética médica en el Ecuador con la experiencia de Paredes,
Santillan, Paz-y-Mifio, Chaw y Moreta. En 1986 se hace e primer diagnostico prenatal
en liguido amnidtico. Varios hospitales de Quito incluyen la Genética en servicios
asistenciales. En 1987 Paz-y-Mifio inicia los estudios cromosdmicos en cancer y realiza
la primera biopsia corial para diagnéstico prenatal. En 1990 Varas rediza e primer
estudio de incidencia de malformaciones congénitas en € que se incluye el estudio
cromosdmico de los polimalformados.

A partir de aqui, la discusion médica en torno a la Genética se establece;
empiezan a presentarse investigaciones y resultados interesantes sobre variantes y
anomalias cromosdmicas, malformaciones y citogenética del cancer. En 1990 Paz-y-
Mifio organiza € Registro Nacional Colaborativo de Alteraciones y Variantes
Cromosomicas Humanas (RNCAVCH). Por consiguiente, €l quehacer cientifico en
Genética logra tener alguna representacion con publicaciones nacionales,
internacionales, y participaciones en congresos, talleres, cursosy conferencias.

La Genética irrumpe en € campo de la mutagénesis, analizando los efectos de
los genotoxicos en los seres humanos. radiaciones, pesticidas, metales pesados,
luminoterapia, antibidticos, y se procuran los primeros pasos en la Genética de
poblaciones con estudios de frecuencias génicas de marcadores sanguineos.

En & 2002 se desarrollan los primeros ensayos con varias técnicas de

citogenética molecular. La hibridacién in situ fluorescente (FISH) es la prueba con la
cual se empezo a detectar alteraciones cromosomicas pequefias, sindromes y patologias
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gue antes no eran detectables. También se hizo posible evidenciar las aberraciones
mediante la tincion de los cromosomas, cobrando auge el concepto de sindromes por
mi crodel eciones de cromosomas.

1.3. Periodo moderno, Genética Molecular y Biotecnologia

Se inicia con las pruebas de transformacion bacteriana hechas por Griffit en
1928, que son la base de la Teoria Molecular de la Herencia. En 1953, Watson, Crick y
Wilkins, postulan la estructura en doble cadena del material hereditario (ADN); en 1963
Nieremberg describe el codigo genético. En 1970 Khorana hace la primera sintesis de
un geninvitroy Kan, en 1979, el primer diagnostico genético por medio del andlisis del
ADN. En 1979 Goeddel produce por primera vez la insulina mediante ingenieria
genética. Todas las técnicas moleculares como la secuenciacion del ADN, la
hibridizacion celular y del ADN, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la
manipulacion biotecnol dgica contintan con gran impetu en la actualidad. Se ha llegado
a formar importantes convenios internacionales para el estudio del genoma humano.
Existe un estrecho vinculo entre la Genética Molecular y la Citogenética,
desarrollandose la llamada Citogenética Molecular, que introduce tinciones selectivas
de porciones de genes presentes en cromosomas 0 de genes precisos.

Tanto la Teoria Genética de la Herencia como la Teoria Cromosomica de la
Herencia conforman la llamada Genética Cualitativa, para la cual los caracteres
cumplen laley del todo o nada; es decir, que la alteracion de un gen o de un cromosoma
produce un efecto discernible (sindromes). Se dan |os primeros pasos para relacionar un
fenotipo especifico con un gen especifico.

En el Ecuador, Beadle y Froehlich publicaron sobre e ADN en 1967, pero
debieron pasar casi tres décadas hasta que existiera un creciente interés en la tecnologia
del ADN humano. Gutiérrez, bajo e titulo Milagros de la Genética, hace una
interesante revision de | os aspectos actuales de la Genética Molecular.

En 1995 Paz-y-Mifio inicia, de forma pionera en el Ecuador, € Laboratorio de
Genética Molecular y Citogenética Humana en el Departamento de Ciencias Biol6gicas
de la PUCE, y se comienza €l trabajo en técnicas de Genética Molecular Humana, con
la extraccion de ADN de células sanguineas, tumores solidos y leucemias, para andlisis
de mutaciones de genes especificos, como e gen de la hemocromatosis, genes
reparadores, €l gen de lafibrosis quisticadel pancreas, etc. Se utilizalaPCR y latécnica
de polimorfismo en la conformacion de la cadena simple (SSCP), para e estudio
indirecto de mutaciones genéticas. A partir de 1999 se trabaja con las técnicas de
secuenciacion manua y automética de genes. Para €l estudio de dafios del ADN se
desarrollan técnicas de inestabilidad cromosdmicas y determinacion de la fragmentacion
del ADN, como €l ensayo cometa.

En e afio 2005 se formaron varios laboratorios que operaron ya con técnicas
moleculares para diagndstico de enfermedades como acondroplastia, distrofia muscular
de Duchenne y Becker, corea de Huntington, sindrome de X fragil, entre otras. Asi
mismo, los conocimientos del ADN han permitido desarrollar las técnicas de Genética
Forense para identificacion de individuos y pruebas de paternidad (Hospital
Metropolitano y Cruz Roja Ecuatoriana de Quito). Estas pruebas se realizan a través del
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estudio de marcadores moleculares denominados repeticiones cortas en tandem (short
tandem repeats) (STRs), seleccionados segun 1os estdndares internacional es.

El Instituto de Investigaciones Biomédicas (II1B) de la Universidad de las
Américas (UDLA) seinici6 en octubre del 2008. El grupo de investigadores del 11B ha
efectuado un considerable nimero de publicaciones cientificas mediante libros y
articulos, ha organizado las conferencias cientificas BioScientis y ha brindado
asesoramiento y diagndstico de enfermedades genéticas. El |1B lidera en el Ecuador 1os
estudios del genoma asociados a diversas patologias como el cancer, enfermedades
neurodegenerativas, enfermedades infecciosas, sindromes malformativos y alteraciones
cromosdmicas; ha contribuido con el pais caracterizando genéticamente a la poblacion
ancestral ecuatoriana y a varias especies de animales como €l tapir, la vizcacha y €
condor; de igual forma, ha analizando |os efectos de genotdxicos en poblacion expuesta
a pesticidas, hidrocarburos y radiacion ionizante (Paz-y-Mifio et a., 2008a; 2012a).

En e afio 2013, €l 1B expande sus éreas de investigacion, trazandose como
objetivo el entendimiento de enfermedades relevantes para e Ecuador, mediante €
andlisis de la expresion de cascadas genéticas, 1a aplicacion de microarreglos de ADN,
de vectores y de la secuenciacién gendmica. Gracias a esfuerzo de los miembros del
[1B, este laboratorio es un referente de lainvestigacion biomédicaen € pais.

>. VISION EPISTEMOLOGICA

Lo mencionado anteriormente indica que e Ultimo siglo ha sido el de mayores
aportes cientificos en e érea de la Genética Humana, y esto favorece algunos
comentarios desde planos fil oséficos.

La Genética inicial se fundamentd, entre otros, en Galton y Pearson, que
introdujeron los andlisis matematicos y estadisticos. Asi mismo, se inicia la Genética
Cuantitativa con las tesis del efecto umbral en las patologias genéticas y la acumulacion
de riesgos individuales, familiares o étnicos, y la [lamada herencia de caracteres de
grado, continua o multifactorial.

En 1908 se postula la ley de Hardy-Weinberg sobre la Genética de Poblaciones,
tomando en consideracion las variables de endogamia, migracion, mutacion y seleccion.
Hoy en diaestaley se aplica ampliamente en el asesoramiento y consejo genético.

En e Ecuador, bgjo una concepcion neodarwinista, Sykes y Blum retoman el
tema de la eutanasia 'y en los escritos aparecen argumentaciones con tintes racistas. En
1971, influido por e biologismo social, Amarista habla de los factores genéticos y el
origen de ladelincuencia.

Los postulados de la Genética de poblaciones inquietaban a los cientificos.
Existian serias dudas sobre el comportamiento de los genes, sus cambios, estabilidad,
etc. En 1901, De Vries descubrié las mutaciones. En 1927 Muller demostro la
produccion de las mismas con agentes fisicos (rayos X); de ahi en adelante, muchos
quimicos, farmacos y agentes biolégicos han estado implicados en la induccion de
mutaciones que han acarreado efectos malformativos. Histéricamente han existido
varios eventos que han desencadenado enfermedades genéticas, como las bombas
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atomicas en la Segunda Guerra Mundial, la talidomida, €l sindrome de rubeola
congénita, la catéstrofe de Cherndbil, el sindrome de SIDA fetal. En nuestro medio se
pone atencion a los problemas de los rayos X y sus efectos en los cromosomas
humanos, y su evaluacién con e ensayo cometa.

Descubiertas y confirmadas las mutaciones, los trabajos cientificos pronto
[lamaron la atencién sobre fendmenos muy interesantes relacionados con los cambios
del material hereditario, como la tendencia de las especies a mantener las mutaciones en
sus genomas, primero mediante los polimorfismos genéticos o cromosdmicos
(hemoglobinas, haptoglobinas, regiones heterocrométicas de los cromosomas) y luego
por la manera en gque estos se integran a la especie para ser posteriormente heredadas.
Con estas bases, € estudio comparativo de las especies en e ambito de la Genética
Molecular, Bioguimicay Citogenética demuestran y reafirman la Teoria Cromosomica
y Genética de la Evolucion.

En 1909, acerca de la Teoria Cromosdmica de la Herencia, Johannsen postulé
que los genes, que son la unidad de la herencia, ocupan lugares especificos en los
cromosomas. En 1915 Morgan denomind loci alas regiones especificas de los genes en
los cromosomas, denominando alelos a las variantes del mismo gen. La diferente
combinacion de estos alelos posibilita la presencia de individuos homocigotos o
heterocigotos. Con tal concepcion, Haldane y Penrose construyeron 1os primeros mapas
genéticos, en los cuales asignaban diferentes genes a sitios cromosomicos especificos.

Sobre la base de los trabajos de Garrod, que demostraron que las enfermedades
bioguimicas son producto de alteraciones genéticas, en 1902 se conformo el concepto
de que un gen es una enzima. Los organismos se consideraron sistemas biol 6gicos
cerrados y los genes la Ultima unidad, indivisible, del material hereditario,
autoperpetuables y poco modificables en cuanto a su relacion con € medio, lo que se
denominé la Teoria Autogenética de la Herencia. Asi, e avance de la Genética
Molecular hizo que los conceptos genéticos se afinaran. En 1957 Benzer lanza el
concepto del cistrén, y se modifica el anterior concepto estatico del gen. El cistron es
una secuencia de ADN con capacidad de produccion de un polipéptido.

Los conceptos genéticos, bajo influencias filosoficas nuevas, adquieren otras
dimensiones. Se demuestra que el gen es “divisible” y, aln mas, se descubre gque un
mismo gen puede codificar dos y posiblemente mas proteinas (un cistrén varios
polipéptidos), mediante el empalme aternativo de exones (secuencias codificables) e
intrones (secuencias no codificadoras) (Krebs et al., 2009). En la actualidad se presta
atencién a ciertos patrones de herencia atipicos o raros, no mendelianos, agrupados en
lo que se denomina herencia mitocondrial y herencia por impresion génica (genomic
imprinting).

Con la finalidad de conocer todo €l patrimonio genético de los seres humanos,
seinicié aescalainternacional el Proyecto Genoma Humano en 1988. La secuenciacion
del genoma humano fue fruto de un consorcio estatal y privado comandado por Estados
Unidos y la empresa Celera Genomics, apoyado por Alemania, Francia, Japon,
Inglaterra, Brasil, entre otros. Este conocimiento determiné que la Genética Humana
cambiara drasticamente, incluyendo en sus propésitos los experimentos de terapia
génica, clonacion de individuos, células madres, manipulacion de embrionesy seleccion
genética; aspectos nuevos para la tendencia investigativa, alrededor de los cuales ha
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cobrado un valor importante la discusion bioética de las nuevas tecnologias, se han
conformado comitésy se han abierto foros para expertosy no expertos.

Lo curioso es que pese a despliegue informativo dado sobre dicho proyecto y
sus logros, los estudios que hemos realizado en poblacion urbano-marginal y en los
chamanes del Ecuador, hacen ver que los avances mas bien son limitados en el campo
dela Genéticay que ala poblacion general |legan muy pocos o mal interpretados. Puede
consultarse mas sobre este asunto en e articulo titulado Genetics and congenital
malformations: Interpretations, attitudes and practices in suburban communities and
the shamans of Ecuador publicado en la revista Community Genetics, en e afio 2006
(Paz-y-Mifio et a., 2006a).

A principios del presente siglo, la aplicacion mecanica del materialismo
histérico hizo que Michurin y Lisenko desarrollaran €l concepto de que la herencia
génica no era la responsable del fenotipo y atribuyeran a medio ambiente un valor
primordial en la génesis de los caracteres. Con sus experimentos neolamarkianos,
postularon que la manipulacion del ambiente resultaba en fenotipos deseados; es decir,
gue las “mutaciones eran controlables’. La Genética moderna demuestra que la
capacidad de adaptacion a las condiciones adversas del medio se debe ala seleccidn de
genes favorables “ preexistentes’ en las especies, en funcién de la presién de mutacién
(valor preadaptativo de la mutacion), lo cual se sustentd en los experimentos de Avery
en 1944, que mostraron €l rol primordial del ADN en la herencia. Actuamente, se sabe
que las caracteristicas sométicas o fenotipo son e resultado de la relacion sumatoria de
las caracteristicas genéticas més la influencia ambiental (epigenética). En esta formula,
el genotipo proporcionala base fisica paralas funciones y reacciones organicas frente al
medio.

A la luz de nuevas concepciones cientifico-filostficas, los organismos se
congtituyen en sistemas biol égicos abiertos al medio, de existencia integral y armoénica
del ADN, ARN vy proteinas; ademés, son individualizados, autoregulados, con
propiedades de reproducir formas de informacion compleja (genes) y de perpetuar esa
informacion que esta sujeta a presiones y cambios en € desarrollo individual, social, e
histérico. Se inaugura asi la tendencia ecogenética, que se refuerza més e imprime su
influencia en la mayoria de tendencias en Genética General y Humana. Muchos de los
movimientos ecologistas y personalidades cientificas, abanderan sus posiciones en la
defensa del patrimonio genético de las poblaciones y del mantenimiento de la
biodiversidad.

La experiencia en Genética Médica nos muestra que muchos de los conceptos y
bases filosoficas de la ciencia son descuidados en la actividad profesional ecuatoriana.
Existe una mezcla de razones: por un lado, € criterio individualistay comercial de la
medicina ha descuidado €l trabgjo cientifico sistematizado y mas bien consumimos
conocimientos antes que producirlos. Por otro lado, las exigencias de la poblacion de
enfermos son diversas a las de otras geografias y €l criterio de curacién prima sobre €
de prevencion, por lo tanto, a un enfermo le interesa poco una prueba genética de
deteccion temprana, pues esta no le servira para curarse de su mal. En este marco, las
acciones preventivas de la Medicina Genética tienen poco espacio en la sociedad, a lo
gue se agregan escasa formacion cientificay limitaciones de acceso o preferencia por €l
conocimiento.
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Entre los antiguos objetivos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se
observaba el eslogan “La salud paratodos en € afio 2000”, es decir, €l acceso de toda la
poblacion a la salud, empezando por los grupos prioritarios. nifios, mujeres en edad
fecunda e impedidos. En e momento actual esto no ha ocurrido, @ menos no en el
Ecuador. Los problemas de salud se han mantenido en muchos aspectos de similar
forma que hace veinte afos. Igualmente, la Organizacion Panamericana de la Salud
(OPS), en su reunion en Washington (1982), estimd necesario que en América Latina se
inicien actividades en el campo de la Genética, con un enfoque particular en los
defectos congénitos (OPS, 1984). Es importante subrayar los planteamientos que las
méximas autoridades han mencionado hace décadas y analizar larealidad de la salud en
cada uno de los paises, ya seaen €l &rea de la Genética o en otras.

Se conoce que del total de recién nacidos, las enfermedades genéticas y defectos
congénitos representan e 5%. Estos defectos constituyen una de las diez causas de
mortalidad infantil; oscilan entre 2'y 27%, segun laregion. Adicionalmente, los defectos
congénitos y genéticos son la causa del 10 a 25% del total de hospitalizaciones. Por
otro lado, las anomalias cromosdmicas representan entre e 0,5 a 1% del total de
nacimientos, mientras que estudios en abortos tempranos revelan que e 50% de estos
casos presentan alguna anormalidad cromosomica (OPS, 1987).

Los problemas de infertilidad y esterilidad son explicables entre el 0,59 a 5,3%
de los casos, por cromosomopatias. Otras enfermedades de clara predisposicidn genética
manifestadas en los adultos representan un 15%. Gran proporcion de impedimentos
fisicos y mentales, como retraso, sordera, ceguera, problemas motores y de lenguaje,
son de origen genético en € 11% de la poblacion de América Latina. Algunos estudios
llegan a la conclusién de que al menos € 7% de concepciones humanas tienen
cromosomopatias, de estas, e 90% no sobreviven luego del nacimiento; del 10% que
sobrevive, la mitad padece de gonosomopatias (afeccion de los cromosomas sexuales).
Un dato digno de tomar en cuenta es que e 2% de embarazos que cursan sin
complicacionesy gque llegan a término sin problemas obstétricos, resultan en un hijo con
anomalias (Paz-y-Mifio, 1991).

Estudios poblacionales indican que 1 de cada 500 individuos posee una
alteracion cromosomica estructural balanceada, es decir, translocaciones e inversiones.
Si bien no producen alteraciones fenotipicas en el portador, pueden originar alteraciones
en la descendencia (Ballesta & Baldellou, 1971), debido a que s las alteraciones
cromosomicas se asocian con un cambio en la lectura del ADN, esta informacion
dteraria la sintesis de proteinas, y por ende se desencadenarian problemas a nivel
fisiologico en los diferentes sistemas del cuerpo humano.

En e Ecuador las anomalias congénitas estan comprendidas entre las 17
primeras causas de mortalidad referente a enfermedades, con una tasa de 4,9 por cada
100000 habitantes. Las causas de mortalidad con los mas altos porcentajes son las
enfermedades hipersensitivas (7%), la diabetes mellitus (6,5%), lainfluenzay neumonia
(5,4%), y las enfermedades cerebrovasculares (5,3%) (Tablall.1).
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Tabla II.1. Causas de mortalidad referente a enfermedades

Enfermedades Porcentaje (%) del total de defunciones

Enfermedades hipertensivas 7

Diabetes mellitus 6.5
Influenza y neumonia 54
Enfermedades cerebrovasculares 5,3
Enfermedades isquémicas del corazon 3.2
Cirrosis y otras enfermedades del higado 3.1
Insuficiencia cardiaca 3

Enfermedades sistema urinario 2,6
Neoplasia maligna del estdmago 2,9

Enfermedades cronicas en vias respiratorias
Neoplasias en tejido linfatico

Neoplasia maligna de préstata

Septicemia

Enfermedad virus VIH

Neoplasia maligna en Utero

Neoplasia maligna pulmon

Malformaciones congénitas y anomalias cromosémicas

[ L G N |G
S, who

Ademas, en Ecuador los datos de malformaciones son variables a pesar de que
todos se encuentran dentro de las cifras aceptadas para incidencia y frecuencia de estas
patologias (Varas, 1989; Romero & Carrion, 1990) (Tablall.2), asi:

Tabla Il.2. Estudios sobre frecuencias de malformaciones en Quito

Malformaciones (%) Casos (nacidos vivos)
1,08 25125
4,90 54079
0,82 7527
2,12 12112
1,7 66843~

(*] Se registraron en los 12 hospitales ecuatorianos de la red ECLAMC, 66843 nacimientos de los
cuales: 7 hospitales se localizan por encima de los 2000 msnm, con 41218 nacimientos y 5
hospitales por debajo de los 2000 msnm, con 25625 nacimientos.

La investigacion realizada por Varas en 1989 establece que e 1,5% de casos
analizados presentaron malformaciones congénitas. Tuvimos la oportunidad de seguir
de cerca este estudio y congtituye el Unico informe en e cual constan resultados de
cromosomopatias. Este estudio, siguiendo los criterios de clasificacion del Estudio
Colaborativo Latinoamericano de Malformaciones Congénitas (ECLAMC), constituye
una contribucién sobre frecuencias e incidencias de malformaciones congénitas. Las
cifras informativas son las siguientes: sobre los 12112 nacidos vivos estudiados, 257
(2,12%) presentaron malformaciones; de estas, 144 (56,0%) corresponden a varones;
112 (43,6%) a mujeresy 1 caso (0,4%) a sexo indeterminado (razén sexual H:M = 1,3)
(Varas, 1989; Paz-y-Mifio, 1993a; ECLAMC, 2013).

Con respecto a las malformaciones por sistemas en nacidos vivos en Quito, se
realizd un andlisis por sistema afectado, obteniendo como resultado que de los 211
nifios estudiados, € 22,8% presentd afectado el sistema esquelético, el 20,9% presentd
problemas en el sistema auditivo, y € 14,2% presentd cromosomopatias. Estos datos se
losdetallaenlaTablall.3.
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Tabla I1.3. Distribucién de malformaciones por sistemas en nacidos vivos en Quito

Sistema afecto Casos (%) Frecuencias
Sistema esquelético 48 (22,8) 0,40
Sistema auditivo 44 (20,9) 0,36
Cromosomopatias 30 [(14.2) 0,25
Sistema maxilofacial 19 (9,0) 0,16
Sistema nervioso 16 (7.8) 013
Sistema digestivo 15 (7.1) 012
Sistema génito-urinario 13 (6,2) 0,11
Sistema circulatorio 10 (4,7) 0,08
Sistema epitelial y anexos 6 (28] 0,05
Tumores 9 (24 0,04
Sistema respiratorio 3 (1,4) 0,03
Aparato ocular 2 (09 0,02
Total 211 (100]

Uno de los estudios mas importantes en Ecuador, sobre malformaciones fue el
realizado por el ECLAMC, coordinado por e Hospital del Seguro Social Carlos
Andrade Marin. El registro aglutind por primeravez en el Ecuador a doce centros con la
misma metodologia. El estudio de malformaciones hace referencia a 60 diferentes tipos
de problemas, contemplados en la clasificacion internacional de enfermedades. Los
centros que aportaron a este estudio se detallan en laTablal1.4 (ECLAMC, 2013).

Tabla 11.4. Centros que conforman el ECLAMC en Ecuador

Hospital Provincia Ciudad Altitud Nacidos/ afio
(msnm)

Andrade Marin Pichincha Quito 2880 3500
Isidro Ayora Pichincha Quito 2880 12000
Rodriguez Zambrano Manabi Manta 13 2200
Napoleon Davila Manabi Chone 110 1600
Miguel Alcivar Manabi Bahia de Caraquez 3 1200
Luis Martinez Canar Canar 3050 600
Fundacién Mano Amiga Cafar Canar 3050 600
Verdi Cevallos Balda Manabi Portoviejo 36 2800
Isidro Ayora Loja Loja 2310 2900
San Vicente de Paul Imbabura Ibarra 2215 3000
Homero Castanier Cafar Azogues 2520 1500
Teofilo Davila El Oro Machala 6 1900

Con respecto a los resultados del estudio, las 15 mayores frecuencias de
malformaciones en el ECLAMC (Ecuador) se presentaen laTablall.5.

Un aspecto fundamental del estudio del ECLAMC es que, a hacer una revision
de los problemas mas frecuentes, en términos generales se observa una baja frecuencia
de onfalocele, gastrosquisis, anencefalia, espina bifida, hidrocefalia, cefalocele, defecto
conotruncal, defecto septal, persistencia de ductus, otras cardiopatias, hipospadias,
agenesia renal, hidronefrosis, pie equinovaro, pie talovalgo, polidactilia postaxial,
polidactilia preaxial, artrogriposis, sindrome de Down, sindromes etiologicos,
sindromes patogénicos. Hay una ata frecuencia de an-microtia y labio leporino
anotialmicrotia es el Unico tipo de maformacion mas frecuente en hospitales
ecuatorianos (10,68/10000) que en €l resto del ECLAMC (5,08/10000). Posiblemente
esta diferencia sea alln mayor de no existir las deficiencias de registro mencionadas
anteriormente. Este dato confirma la observacion realizada en el afio 1970, cuando se

booksmedicos.org



IMPACTO SOCIAL DE LOS TRASTORNGS GENETICOS [l 18

participo en €l inicio del ECLAMC y que ubicé al Ecuador como uno de los paises con
mas alta patologia a nivel de oido externo (seis veces mas alta). Situacion similar
ocurrio con la dislocacion congénita de cadera, que el ECLAMC de aguella época
detect6 cuatro veces més ata en Ecuador que en €l resto de América Latina, y que €
ECLAMC (Ecuador) también la ubico como tres veces mas alta, a compararla con €l
resto del registro. La observacion fue realizada a més de los 2000 msnm (Tabla I1.5)
(Paz-y-Mifio et a., 2002a; Montalvo et al., 2005; ECLAMC, 2013).

Tabla II.5. Frecuencias de malformaciones del ECLAMC en el Ecuador

Malformacion Frecuencia <2000 msnm > 2000 msnm
Labio fisurado mas paladar hendido 18,84 11,08 20,18
Subluxacion de cadera 14,44 3,08 15,41
Sindrome de Down 13,50 11,70 13,94
Pie varo 11,62 9,85 9,54
Polidactilia 11,62 9,85 12,85
Hidrocefalia 7,94 2,46 8,70
Espina bifida 4,71 493 477
Paladar hendido 440 6,16 2,94
Atresia esofagica 4,08 2,46 3,30
Hipospadias 3,77 1,23 3,67
Anencefalia 3,77 1,23 440
Defectos septales 345 0,00 4,40
Microftalmia 3,14 2,46 2,94
Defectos conotruncales 2,571 0,62 2,94

(Montalvo et al., 2005)

Actuamente se discute mucho la relacion entre la altura geografica y la
variabilidad de las patologias, y muchos estudios relacionan la atura con enfermedades.
En relacion a la atura, existe alguna evidencia interesante sobre esta asociacion, los
estudios de tumor de cuerpo carotideo hablan de un umbral de activacion a partir de los
1800 msnm.

La influencia de la atura ha sido estudiada desde muchos puntos de vista:
fisiologicos, fenotipicos, adaptativos, enzimaticos, bioquimicos, inmunoldégicos, entre
otros. Estudios en lugares atos como los Himalayas, los Andes, algunos sitios altos de
Europa y otros de Asia postulan hipétesis bien respaldadas, pero no logran descifrar
satisfactoriamente qué y cuales ventgjas son clave para entender 1os mecanismos de la
adaptacion a la atura (Moore, 2000; Rupert & Hochachka 2001). La discusion
actualmente, se centra en si los hallazgos son simplemente adaptaciones naturales o
genéticas y se aborda las limitaciones de los diversos estudios y su metodologia
(Brutsaert, 2001).

Por otro lado, hay que considerar que las enfermedades también tienen
comportamientos diferentes segin e grupo poblaciona, lo que se denomina
heterogeneidad geografica. Por eemplo, variaciones en el complegjo mayor de
histocompatibilidad (MHC) se asocian a una mayor predisposicion a edema pulmonar
en poblacion de altura (Hanaoka et a., 1998). Estudios sobre alelos del beta-
fibrindgeno en poblaciones nativas de atura revelan polimorfismos del gen, asociados a
una mejor adaptacion a la altura, especificamente a mayores concentraciones de
fibrinbgeno (Rupert et al., 1999), asi mismo, estudios de polimorfismos de los
receptores beta 2 adrenérgicos, en poblaciones que viven entre 3200 y 4200 metros
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sobre e nivel del mar, muestran un polimorfisno mayor asociado a un mejor
funcionamiento bronquial (Rupert et al., 1999). Las maformaciones a nivel
latinoamericano muestran diferentes incidencias segin los paises. La microtia y la
dislocacion congeénita de cadera tienen un mayor indice de presentacion en poblacion de
altura, especialmente en Quito (Castilla & Orioli, 1986). Los estudios de la distribucién
del cancer por grupos poblacionales muestran que existe diferente incidencia segun
sexo, region geografica y grupo poblacional con caracteristicas genéticas comunes.
Estudios realizados en Haiti, Bolivia, Rusia'y Ecuador muestran que la incidencia del
cancer es mayor en la poblacion de montafia (Rios-Dalenz et al., 1981; Akhtiamov &
Kairakbaev, 1983; Mitacek et al., 1986). Fendmeno similar con relacion a la atura,
ocurre con los tumores, como el del cuerpo carotideo.

1. MALFORMACIONES CONGENITAS

Dentro del concepto de malformaciones se debe incluir también los trastornos
funcionales, por lo que se puede definir una maformacién congénita como una
anormalidad de estructura, funcion o metabolismo, ya sea genéticamente determinada o
por €l resultado de la interferencia ambiental durante la vida embrionaria, fetal o
postnatal, y que puede manifestarse en el momento del nacimiento o posteriormente.
Otros autores prefieren llamarlas anomalias congénitas, porque esta denominacién
incluye tanto las malformaciones como las alteraciones cromosomicas y metabdlicas,
englobando toda irregularidad o discrepancia en el desarrollo normal. Las
anormalidades funcionales son ejemplificadas por errores innatos del metabolismo,
hemoglobinopatias, o retraso mental.

El estudio de las malformaciones congénitas suele designarse como Teratol ogia,
pero es preferible utilizar el término Dismorfologia, que se refiere a estudio de las
anormalidades del desarrollo morfolégico, incluyendo las pequefias malformaciones.

La frecuencia de las malformaciones congénitas es bastante elevada; si se tiene
en cuenta los nacidos muertos, |os nifios que mueren en el periodo neonatal y los que
sobreviven més alla del primer afio de vida, se obtiene una cifra de un 6% de los recién
nacidos. Colectivamente, todos los desordenes genéticos y defectos del nacimiento
tienen una predominancia minima de 50 por 1000, en el nacimiento. La predominancia
promedio de malformaciones congénitas, en €l nacimiento, en los paises en desarrollo es
aproximadamente del 2 al 3%, dato similar a de los paises industrializados (Lian et al.,
1987; Mutchinick et al., 1988). Algunas malformaciones muestran amplias variaciones
geogréficas. Por jemplo, los defectos del tubo neural, a nacer, son muy prevalentes en
Egipto, China, México y América Centra (Lian et a., 1987; Mutchinik et al., 1988).
Mientras que las fisuras labial y palatina son frecuentes en las poblaciones amerindias y
asifticas, y microtia en Ecuador (Castilla & Orioli, 1986). Las interacciones entre €l
ambiente y los factores constitucionales fundamentan las variaciones observadas en la
frecuencia entre poblaciones. Sin embargo, los factores ambientales también cumplen
un rol importante, tal como el sindrome de alcoholismo fetal en Africadel Sur.

Se entiende por etiologia € punto de partida de la cadena de acontecimientos
gue llevaran finalmente a la aparicién de uno o varios defectos congénitos en un feto. La
cadena de acontecimientos es la patogeniay el cuadro final serala manifestacion clinica
del proceso.
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Los defectos congeénitos se dividen en tres grandes grupos segun su etiologia:
genética 13% (monogénica 3% o cromosomica 10%), ambiental 5% Yy desconocida
82%. Aproximadamente 6 de cada 1000 nv tiene anormalidades cromosomicas que
conducen a maformaciones congénitas, retraso mental y desordenes de la
diferenciacion sexual. Aunque la mayoria de cuadros dismorficos de etiologia genética
se producen como consecuencia de errores no reparados en la replicacion del ADN, se
debe considerar también gue la etiologia de algunos casos producidos por la presencia
de un gen o un cromosoma dterado puede ser también ambiental (agentes
mutageénicos). En estos casos, la alteracion genética es € inicio de la patogenia.

Existe heterogeneidad tanto etiolégica como clinica en e proceso
dismorfogénico: un factor etiolégico puede dar lugar a cuadros clinicos diversos
(dependiendo de la dosis y la susceptibilidad genética del embrion), y un cuadro clinico
puede ser producido por la accién de factores etiol 6gicos distintos. El esfuerzo conjunto
de la teratologia y la embriologia estd ayudando a la comprension del fendmeno
dismorfogénico. Este conocimiento, importante desde €l punto de vista biomédico,
puede abrir nuevas vias en el reconocimiento de agentes teratogénicos desconocidos.

1.1. Factores maternos
Existen factores maternos relacionados ainfecciones y a enfermedades crénicas.
1.1.1. Infecciones

Rubéola (aborto, malformaciones mdiltiples, ceguera, cardiopatias, prematuridad).
Citomegalovirus (retardo mental, microcefalia, calcificacion intracraneal,
corioretinitis, pérdida de laaudicion, dificultad del aprendizaje).

Parvovirus (edemafetal).

Poliovirus (abortos espontaneos, en algunos casos malformaciones congénitas, peso
bajo, nifios prematuros).

Toxoplasmosis (abortos, infeccion congénita severa con efectos teratogénicos,
crecimiento anormal, en algunos casos se presenta calcificacion intracerebral,
corioretinitis, hidrocefalia o microcefaia, fluido espina anormal, anemia,
esplenomegalia, ictericia, fiebre, linfoadenopatia, convulsiones y vémito, retraso
mental, deficiencias visuales y auditivas, atagques).

VIH (microcefalia, retardo del crecimiento, dismorfismo craneofacial).

Herpes simple (abortos espontaneos, nifios con una enfermedad localizada no muy
severa, mientras que otros nifios experimentan una enfermedad frecuentemente fatal
afectando a multiples érganos).

Papiloma virus humano (papilomatosis fetal de la laringe asociado con tracto genital
materno condilomatoso).

Varicela-zoster (lesiones de la piel, hipoplasia de los miembros, atrofia cortical,
retardo mental, microcefalia, corioretinitis, microftalmos, nistagmusy cataratas).
Sifilis (infeccidén congénita, muerte neonatal, hepatoplenomegalia, linfoadenopatia,
pseudopardisis).

Paperas (abortos espontaneos).

1.1.2. Enfermedades cronicas

Diabetes mellitus.
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1.2.

1.2

Fenilcetonuria.
Hipotiroidismo.
Hiperplasia suprarrenal.

Factores externos

Existen factores externos como agentes fisicos, quimicosy habitos.

.1. Agentes fisicos

Radiaciones ionizantes (infertilidad, microcefalia, retraso mental, aberraciones
estructurales cromosdmicas, mosaicismo, mutaciones génicas, predisposicion a
cancer, nausea, vomito, dafo a la vejiga o a tracto gastrointestinal. En dosis altas:
destruccion del sistemainmune, del tejido nervioso y del cerebro).

Rayos ultraviol eta (mutaciones puntuales, cancer de piel).

Hipertermia (en organismos experimentales se ha revelado embriotoxicidad durante
el estadio de preimplantacion, efectos fisicos similares a aquellos de fiebre altay la
induccion de cataratas).

Fuerzas mecanicas.

Ultrasonido (puede afectar material bioldgico por hipertermia; cavitacion, que puede
dafar estructuras subcelulares; o estrés mecéanico directo).

1.2.2. Agentes quimicos y medicamentos

Talidomida (deformidades de los miembros, anomalias auditivas, anormalidades
nasales, defectos del 16bulo medio del pulmdn derecho, malformacion cardiaca,
estenosis duodenal o pildricay atresias gastrointestinal es).

Estreptomicina (deficiencias auditivas y dafio en e octavo nervio cranedl,
ototoxicidad fetal del 3 a 11%).

Tetraciclina (afectaa color de la dentadura).

Ciclofosfamida (defectos en las extremidades).

Antagonistas del acido félico: aminopterina, metotrexato (desarrollo 0seo alterado,
cabezas globulares, facies triangulares anormales, orgas pequefias, retraso del
crecimiento).

Anticonvulsivantes: hidantoinas (retardo del crecimiento intrauterino, microcefalia,
retardo mental, pliegues internos del epicanto, ptosis del parpado, puente nasal
ancho deprimido, hipoplasia de las falanges distales y hernias), acido valproico
(defectos del tubo neural lumbosacro), trimetadiona (retardo del crecimiento y
desarrollo, cgas en forma de V, implantacion baja de las orgjas, anomalias del
paladar, pliegues del epicanto y dentadura irregular, anomalias cardiovasculares y
viscerales).

Androgenos (masculinizacion del feto femenino, fusion labioescrotal antes de la
doceava semana de gestacion).

Anticoagulantes. warfarina (hemorragia fetal, hipoplasia nasal, atrofia Optica,
microcefalia), dicumarinicos.

Acido retinoico (microcefalia, anormalidades auditivas, defectos cardiacos y
lesiones del sistema nervioso central).

Busulfan (malformacionesy retardo del crecimiento intrauterino).

Clorambucil (agenesisrenal unilateral y ureteral).
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1.2.3. Habitos

Alcohol (Sindrome del alcoholismo feta incluye disminucién del coeficiente
intelectual, retraso del crecimiento intrauterino, anomalias oculares, anomalias de
las articulaciones y problemas cardiacos).

Cocaina (disminucion del comportamiento interactivo y pobre respuesta
organizacional alos estimulos del medio ambiente).

Cigarrillo (retraso del crecimiento intrauterino).

Sustancias industriales y ocupacionales.

Mercurio organico (toxicidad fetal, dafio del sistema nervioso central).

Habitualmente los defectos congeénitos se clasifican en dos grupos: alteraciones
individuales de laforma o la estructura, y patrones o entidades polimalformativos.

1.3. Alteraciones individuales

Seguin la terminologia de Spranger, se mangjan los siguientes conceptos a nivel
mundial (Spranger et al., 1982):

1.3.1. Malformacion

Defecto estructural macroscopico de un érgano, parte de un érgano o unaregion
del organismo, que resulta de un proceso de desarrollo intrinsecamente anormal. Ej.
Ectropiade laveiga, raquisquisis.

1.3.2. Deformacion

Anomalia de la forma o la posicion de una parte del organismo, causada por
fuerzas mecanicas intrauterinas, que distorsonan las estructuras normales. Ej.
Deformacion del oligohidramnios.

1.3.3. Disrupcion

Defecto morfoldgico o estructural de un érgano, parte de un 6rgano o unaregion
del organismo, resultante de una interferencia en un proceso de desarrollo que
originalmente era normal. Ej. Amioplasia congeénita, disrupcion de tejidos normalmente
desarrollados por bandas amniéticas.

Si bien el concepto de deformacion no ofrece dudas, en algunos casos puede no
ser evidente la diferencia entre malformacion y disrupcion. El concepto de disrupcion
surge para explicar cuadros como los producidos por bridas amniéticas o por
interrupciones en el aporte sanguineo a una zona embrionaria determinada, pero s se es
estricto con la definicion, cualquier defecto congénito producido por la accion de un
agente teratogénico, sea cual fuere su mecanismo patogenico, sera una disrupcion.

1.3.4. Variacion
Desviacion o fluctuacién dentro de lo que se considera normal, es decir cambios

gue no comprometen ni la morfologia, ni la funcion. Por gemplo: nariz chata o
aguilefia; talla pequefia o talla alta.
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1.3.5. Defecto

Es la imperfeccién o la falta de cuaidades normales, es decir todo 1o que se
aparta de lo normal y de sus variaciones. Se refiere también a las desviaciones celulares
0 metabdlicas que alteran lafuncion. Ejemplos: € albinismo, la alcaptonuria.

1.3.6. Monstruosidad

Deformacion insdlita o grave, generalmente incompatible con la vida. Por
gjemplo: acraneo, acardio, anencéfalo.

La frecuencia de las anomalias es mayor de la que se puede imaginar; se estima
que las posibilidades de malformaciones en el recién nacido son de alrededor de 1 por
cada 165. Esta incidencia es mucho mayor si se agregan las anomalias menores y
alteraciones congeénitas del metabolismo. Sin embargo, las estadisticas no son
concordantes y dependen de muchos factores como los raciales, geogréficos y
ambientales, 10 que ocasiona que mientras para algunos investigadores el nimero de
anomalias congénitas al momento del nacimiento es de 1 por cada 165, para otros |legue
al por cada44; y s aestas cifras se suman las halladas en los abortos, |as posteriores a
nacimiento y las que se presentan durante el desarrollo, las cifras se elevan a 7% y
hasta el 14% (Cordero, 1975).

1.4. Entidades polimalformativas

S se pudiese seguir todo el proceso patogénico, desde la accion del agente
etiologico hasta la manifestacion clinica, Unicamente existiria un tipo de entidad
malformativa: la secuencia. Se puede diferenciar dos tipos de secuencias. la
monotropicay la pleiotropica, dependiendo de si la molécula, células o tegjido aterado
en primera instancia por la accion del agente causal presentan durante e periodo
embrionario una accion local (en células, tgidos u Organos proximos entre si),
multifocal o espectro de accion.

L os cuadros con multiples defectos congénitos pueden ser clasificados en alguna
de las siguientes seis entidades polimalformativas que no son excluyentes entre si:

1.4.1. Secuencias

Es & conjunto de cambios funcionales o defectos estructurales derivados de un
anico, conocido o supuesto factor mecanico, malformacion. Es decir, se trata
basicamente de un concepto patogénico.

1.4.2. Defectos de zona de desarrollo

Se definen como "regiones o partes del embridn que responden como una unidad
coordinada a un fendmeno de interaccion embridnica, dando lugar a alteraciones
multiples que afectan diversas estructuras anatdmicas’. Segun John Opitz las "zonas"
son aquellas partes del embrion en las que € proceso de desarrollo esta controlado y
coordinado de una forma sincronizada en €l tiempo y en € espacio. Ejemplos de estas
zonas son €l mesodermo axial, los arcos branquiales o la cresta neural.
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1.4.3. Asociaciones de alta frecuencia

Presentacién no debida al azar, en dos 0 més individuos, de multiples anomalias
no catalogadas como secuencia, sindrome o zona. Por o tanto, es una combinacion
estadistica de manifestaciones (no patogénicani causal).
1.4.4. Espectros

Un espectro engloba patologias que anteriormente se consideraban de forma
separada y que, probablemente, no representan mas que distintas manifestaciones o
diversos grados de severidad de un error comin o similar durante el periodo de
morfogénesis. Este hipotético error, que daria lugar a un proceso patogénico similar,
puede tener etiologias diferentes.
1.4.5. Sindromes

De forma genera se definen como un patron de mdltiples anomalias
(malformaciones, disrupciones, deformidades) que afectan multiples éreas del
desarrollo, y que estan relacionadas etiopatogenéticamente. Su etiol ogia puede ser:
1.4.5.1. Sindromes de etiologia conocida

Incluye todos los cuadros clinicos en los que se ha podido identificar una causa:

a) Sindromes teratogénicos

El embrion ha estado expuesto a un agente teratogénico durante un periodo
susceptible de la gestacion.

b) Sindromes cromosomicos

Existe una ateracion en € numero o la forma de alguno de los cromosomas del
producto de la gestacion.

¢) Sindromes génicos

Se detecta (andlisis de ADN), deduce (andlisis genealdgico) o infiere
(identificacion clinica por similitud con casos publicados) una mutacion génica.

1.4.5.2. Sindromes de etiologia heterogénea

Se trata de entidades puramente clinicas. Este grupo y €l siguiente contienen
cuadros que se acercan mucho ala definicion del diagnéstico.

1.4.5.3. Sindromes de etiologia desconocida
Se trata de entidades clinicas. Cuando se tengan datos sobre su posible etiologia
pasardn a formar parte de alguno de los dos grupos anteriores de sindromes,

dependiendo de si su etiologia es comun (sindromes de etiologia conocida) o no puede
asumirse que o sea para todos |os cuadros (sindromes de etiol ogia heterogénea).
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1.5. Polimalformados no encuadrables

En este grupo se incluyen a todos aquellos polimalformados que no pueden ser
clasificados en ninguno de |os grupos anteriores.

2. DIAGNOSTICO GENETICO DE MALFORMACIONES

Ante un paciente con un cuadro de defectos congénitos solo hay una manera de
intentar obtener un diagnostico: acumular toda la informacién descriptiva necesaria, la
misma que debe incluir datos sobre la historia familiar, la historia gestacional, la propia
descripcion pormenorizada del cuadro y los resultados de los andlisis complementarios
(cariotipo, necropsia, serologia). Luego del proceso de diagndstico, los hechos médicos
disponibles son discutidos con el paciente y/o la familia, en € proceso del consgo
genético, el cua debe ser no solamente retrospectivo, sino también prospectivo.
Finalmente si € caso asi |o requiere se hard la intervencion terapéutica adecuada y el
respectivo apoyo psicosocial.

Entre los estudios de malformaciones congénitas realizados en el Ecuador se
puede citar €l llevado a cabo en la maternidad del Hospital Docente San Vicente de
Palll, de la ciudad de Cuenca, cuyos datos fueron publicados en 1975. Durante los 15
anos de recopilacion de informacion se atendieron 3990 partos, se encontré mortalidad
perinatal de 130 nifios; 106 de ellos fueron necropsiados, de estos, 75 fueron mortinatos
y 31 fallecieron durante los cinco primeros dias de vida. En los 106 casos estudiados se
encontraron 20 malformaciones, de las cuales, 13 fueron de importanciay 7 de menor
significacion, simples variaciones o malformaciones que no comprometian la funcion
organica, por lo que fueron descartadas. Después de algunos andlisis se llegé a la
conclusion de que la hiponutricion y la anoxia fueron los dos factores etiol gicos de
mayor importancia.

Se conoce que en los paises en desarrollo han nacido méas de dos tercios de nifios
en el ambito mundial. Si laincidencia de los defectos de nacimiento en estos paiseses a
menos igual a aquella de los paises industrializados, se puede estimar que al menos 3,3
millones de nifios con defectos de nacimiento, nacen anualmente en los paises en
desarrollo. Por lo que es indispensable que los gobiernos, ONGs, y otras instituciones
de salud, reconozcan la necesidad de establecer servicios integrados de genética,
incluyendo vigilancia de defectos de nacimiento en todos los sistemas de cuidado de la
salud (OMS'WAOPBD, 1999).

Con €l objetivo de valorar el estado de los servicios de genética en |os paises en
vias de desarrollo, la Organizacion Mundial de la Salud y la Alianza de las
Organizaciones Mundiales para la Prevencion de Defectos del Nacimiento (WAOPD)
reunieron a un grupo de expertos en Genética Médica, quienes trabgjan o estan
familiarizados con los problemas sociales, econémicos y de salud de los paises en
desarrollo. Su proposito fue hacer recomendaciones para la futura implementacién de
programas, para € mangjo y prevencion de desérdenes genéticos y defectos del
nacimiento en la atencion primaria de salud y niveles comunitarios en dichos paises
(OMS/WAOPBD, 1999).
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Este grupo de consultores recomendd que los ministerios de Salud de los paises
en desarrollo distribuyan recursos para los programas de Genética y establezcan una
oficina de servicios genéticos dentro de su estructura administrativa, con e fin de
determinar la existencia de desordenes genéticos, defectos del nacimiento en la
poblacion y el estado de los programas existentes para su control. La investigacion
deber ser incentivada para proveer mejores datos de la predominancia y los tipos de
defectos del nacimiento, enfermedades genéticas y predisposiciones a enfermedades
comunes a nivel nacional. Adicionalmente, debe considerarse la informacion acerca del
impacto que los desordenes genéticos y los defectos del nacimiento tienen en los
individuos, en su familiay en las comunidades. El curriculo a nivel de pregrado debe
modernizarse y la Genética debe incluirse en la formacion médica. La educacion en este
aspecto deberia comenzar en el colegio (OMSWAOPBD, 1999).

En nuestra consulta de Genética Pediatrica se han evaluado 3584 personas con
problemas genéticos y cromosdmicos. Las 1924 alteraciones cromosdmicas halladas
forman parte del Registro Nacional Colaborativo de Alteraciones y Variantes
Cromosdmica Humanas (RNCAVCH) (Paz-y-Mifio, 1993ad), mientras que 513
alteraciones monogénicas, poligénicas o multifactoriales, divididas en los diferentes
tipos de herencia, selasrecogeenlaTablall.6:

Tabla II.6. Alteraciones genéticas, cromosomicas y multifactoriales

Tipo de alteracidn en consulta genética No. personas estudiadas
Alteraciones cromosomicas 1924
Enfermedades autosémicas dominantes 393
Enfermedades autosdmicas recesivas 395
Enfermedades ligadas al sexo 191
Enfermedades multifactoriales o poligénicas 583
Enfermedades de origen ambiental 98
Total 3584

A continuacién se detallan 1302 casos de sindromes y ateraciones
cromosomicas hallados en |a consulta genética por nuestro equipo de genetistas (Paz-y-
Mifio, 19938). Del total de casos analizados en la consulta genética, 524
correspondieron a cromosomopatias, 22 presentaron estatura pequefia sin displasia
esquel ética, 23 con estatura moderadamente corta, 3 presentaron crecimiento acelerado
con defectos asociados, 27 con cerebro inusual y hallazgos neuromusculares con
defectos asociados, 69 presentaron defectos faciales con componente mayor, 11
tuvieron afeccion facial y de miembros como componente mayor, 19 tuvieron
alteraciones de miembros como componente mayor, 16 se halaron con
osteocondrodisplasias, 7 con craniosinostosis, 22 presentaron enfermedades de deposito,
12 tuvieron alteraciones del tejido conectivo, 16 estuvieron con hamartosis, 5 con
displasias ectodérmicas, 17 presentaron alteraciones debido a agentes ambientales, 35
presentaron sindromes miscelaneos, 6 tuvieron ateraciones generales, 216 con
anormalidades varias, 250 pacientes presentaron dismorfias y polimalformaciones no
tipificadas y 2 con sindromes miscel&neos.

La agrupacion sindromica se ha conformado con base en las investigaciones de
Smith (Smith, 1984) (Tablall.7).
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Tabla II.7. Alteracién monogénica, poligénica, multifactorial y cromosémica

Alteraciones genéticas Casos Alteraciones genéticas Casos
Cromosomopatias Defectos faciales como componente mayor
Trisomias (todos los tipos] 402 S. Blefarofimosis 3
Alteraciones estructurales 17 5. Pierre Robin 15
Monosomias 87 S. Blefarofimosis 3
X fragil o sindrome de Martin Bell 6 S. Pierre Robin 15
Triple X 4 Fisura labio-palatina 21
Otras alteraciones 8 Fisura palatina 6
Displasia frontonasal 6
Estructura pequena sin displasia esquelética Sindromes de primer arco Treacher Collins
S. Cornelia de Lange 12
S. Rubinstein-Taybi 2 Afeccion facial y de miembros como componente mayor
S. Russel-Silver 2 S. Oto-palato-digital 1
S. Dubowitz 1 S. Trico-rino-falange 3
S. Bloom 1 S. Oculo-rino-falange 1
S. Johanson-Bizzard 1 Displasia ectodérmica 1
S. Seckel 3 S. Roberts 3
S. Townes 2
Estructura moderadamente corta, facial +/- genital
S. Smith-Limli-Optiz 3 Alteraciones de miembros como componente mayor
S. Williams 2 S. Poland y cardio-digital 19
S. Noonan 18
Craniosintostosis
Crecimiento acelerado con defectos asociados S. Carpenter 1
S. Sotos 2 S Kleebattschéadel 1
S. Beckwith-Wiedemann 1 S.Crouzon 5
Cerebro inusual Enfermedades de deposito
S. Artrogriposis distal 4 (Gangliosidosis tipo 1 1
S. Pena-Shokeir I 3 Mucaolipidosis tipo Il 7
Hidrocefalia ligada al sexo 10 Mucopolisacaridosis tipo |l 9
S. Prader Willi 10 Mucopolisacaridosis tipo IV 8]




Tabla Il.7. Alteracién monogénica, poligénica, multifactorial y cromosémica (continuacion)

Alteraciones genéticas Casos Alteraciones genéticas Casos
Osteocondrodisplasias Holoprocencefalia 9
Displasia tanatoférica 2 Mielomeningocele 9
Displasia toraxica asfixiante 1 S Klippel-Feil 4
Acondroplasia 9 Onfalocele 7
Displasia metatrafica 2 Vatery Charge 4
Ellis-Van Creveld 1
Hipofosfatemia 1 Alteraciones generales

Ruptura de amnios (S. bridas amnicticas) 4
Alteraciones del tejido conectivo S. Facio-auriculo-ventral y alteracion facial-miembro 2
S. Marfan y Elhers-Danlons 12

Anormalidades varias
Hamartosis Indiferenciacion sexual [genitales ambiguos] 60
Sturge Weber 1 Microsomia hemifacial 6
Esclerosis tuberosa 4 Anencefalia, microcefalia y macrocefalia 17
Neurofibromatosis 9 Micratia 20
S. Peutz-Jeghers 2 Retinoblastoma 20

Fibrosis quistica del pancreas 20
Displasias ectodérmicas Metabolopatias (no tipificadas) 30
Displasia ectodérmica hipohidrética 5 Distrofias musculares 17

S. Norrie, Saethre-Chotzen y Fraser 4
Agentes ambientales Atrofia muscular infantil (Werdning-Hoffmann) 2
S. rubeola congenita 5 Ataxia de Friederich 6
S. toxoplasmaosis congénita 6 Retinitis pigmentosa 4
S. alcohalismo fetal 5 Freman Sheldon 1
S. sifilis congénita 1 Polidactilia postaxial 9
Sindromes miscelaneos Dismorfias y polimarlformaciones no tipificadas
S. Laurence-moon-bield 1 Polimalformados, dismorfias y retardo mental 250
S. cerebro-costo-mandibular 1 TOTAL 1302

(S.) Sindromes
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CAPITULO III

CONCEPTOS BASICOS DE LA GENETICA MOLECULAR

Desde el descubrimiento de la célula por Hooke, en 1666, € desarrollo cientifico
en muchas &reas no ha tenido la celeridad deseada. El caso de la Genética es especial.
En sus primeros momentos tuvo un avance lento, pero actualmente la avalancha de
datos es tan espectacular, que no existe area alguna de la Biomedicina, en la que los
conceptos y conocimientos de esta ciencia dejen de influir. Se la considerala ciencia del
siglo XXI, pero por lo poco conocida crea muchos recelos y dudas en los no entendidos,
lo cual determina una interesante discusion bioética e ideol 6gica (Borgaonkar, 1987).

La actividad de la Genética se ubica en a menos tres areas claras. genética
cualitativa o herencia discontinua, caracterizada porque €l efecto individual de los genes
es discernible (todo o nada), los caracteres son de clase (se manifiestan o no), las
variantes fenotipicas son discretas entre los individuos afectados y, sobre todo, se
conocen los patrones hereditarios y su comportamiento matematico preciso (herencia
autosomica dominante, recesiva o ligada a sexo) (Baraitser & Winter, 1983). La
Genética cuantitativa o herencia continua presenta caracteristicas que coordinadamente
permiten identificar e patron hereditario poligénico o también llamado multifactorial;
aqui e efecto de los genes individuaizados no es discernible pues existe un
enmascaramiento ambiental y se habla de un efecto sumatorio de genes, con un efecto
umbral en la manifestacion o no del fenotipo. Los caracteres que producen estos
poligenes son de grado (desde alto, pasando por medio y llegando a bajo), es decir, que
la variacion fenotipica puede ser espectral. Los patrones hereditarios no son tipicos ni
matematicamente demostrables y més bien se desprenden de la experiencia, y aun los
riesgos de recurrencia de las patologias son empiricos. La Ultima érea se enmarca en la
Ilamada herencia atipica o no mendeliana, en la cua se presentan transmisiones de los
caracteres en forma especial. Aqui se encuentra la impresion génica, la herencia
mitocondrial y un fendbmeno especia de inclusion o exclusion de genes aledafios a
genes principales, que constituyen los genes contiguos. EI comprender uno u otro tipo
de herencia se fundamenta en el entendimiento del material de la herencia, e ADN, su
organizacion y funciones (Ayala & Kiger, 1984).

En e proceso de comprension del ADN y sus complicadas funciones,
transcurren 199 afos desde que Hooke descubre la célulay Mendel describe las leyes de
la herencia, y solo 45 afios mas para que Tschemark, De Vries y Correns redescubran
dichas leyesy se reconozca su revolucionario significado. En adelante, la descripcién de
enfermedades genéticas y sus patrones hereditarios cobraron importancia (Egozcue et
al., 1987).

Hacia 1953, Watson, Crick y Wilkins postularon la estructura en doble cadena
del material hereditario (ADN), donde se almacena la informacion genética. A inicios
de la década de los setenta se conocian los fundamentos de la Genética Molecular de
procariontes, en especia de la Escherichia coli y del fago lambda. La secuencia de
bases en el ADN de estos microorganismos es colineal y casi la totalidad codifica para
proteinas. EI ADN de los distintos organismos varia en su cantidad y tamarfio, y
normalmente es mayor mientras mas ata es la escala evolutiva. EI ADN humano
contiene aproximadamente 3 x 10° pares de bases (pb) y se estima que existen unos
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23000 genes de tamafios diversos entre 1000 y 200000 pb nitrogenadas (Krebs et al.,
2009).

Adicionalmente, la posibilidad de variacion de la informacion genética humana
es extremadamente amplia; no existen individuos iguales y ni siquiera los posibles
clones son exactamente iguales. La mezcla de 23 cromosomas de origen paterno y 23
maternos durante la fecundacion, asegura una variabilidad de 2 x 10%; més ain, la
variabilidad aumenta si se considera que los 46 cromosomas humanos contienen veinte
mil millones de bits de informacion; es decir, unos cuatro mil volumenes de quinientas
paginas, |0 que equivaldria a unas quinientas millones de palabras; de ahi que la
informacion genética del hombre sea asombrosamente enorme. Pero esta aparente y
gran variacion de la informacion hereditaria no es muy real, mas bien tiende a
mantenerse estable en toda la especie y los cambios (mutaciones genéticas) se presentan
en proporciones muy bajas (1 x 10®), y cuando aparecen, se producen enfermedades
genéticas (8000 conocidas). Entre los seres humanos existen pequefias variaciones que
provienen de diferencias en su material de la herencia, llamadas polimorfismos
genéticos, pero que no atentan contra la uniformidad e igualdad de la especie y que han
ayudado a comprender algunos fendmenos humanos interesantes, como riesgos de
predisposicidn, resistenciay desarrollo de enfermedades. Los datos del genoma humano
dan cuenta de que la informacion genética es parecida en poblacion caucasoide,
negroide, asidtica e hispana. Esta informacion difiere en algo menos a 1% y con
seguridad ello se debe a polimorfismos que posiblemente determinan las diferencias
interétnicas. Recordemos gue los polimorfismos genéticos se presentan por variacion en
la tltima base nitrogenada de los nucledtidos del codigo genético o por repeticiones de
nucledtidos, las cuales pueden ser evaluadas a través de estudios moleculares del ADN
(Krebs et a., 2009).

El 90% del ADN esta concentrado en el nicleo, € resto corresponde a ADN
mitocondrial. EI ADN nuclear es una doble cadena de desoxirribosa, fosforo y bases
nitrogenadas, purinas (adenina, guanina) y pirimidinas (citosina, timina), apareadas en
forma de escalera (A-T y G-C), con una orientacion eléctrica antiparalela5'-3' y 3'-5’
originada en los enlaces de |os carbonos de la desoxirribosa con el fosforo. La union A-
T es de dos enlaces quimicos, mientras que la union C-G es de tres, |o que confiere al
ADN diferentes propiedades citogenéticas. Se conoce que la eucromatina es funcional y
rica en C-G, ademés, sus triples enlaces dificultan la entrada de colorantes, por o que
no se tifie, en cambio la heterocromatinaes no funcional, ricaen A-T y se colorea. Esta
generalizacion es aplicable a los cromosomas metafasicos bandeados, en los cuales las
bandas claras o reversas (R) seran eucromatina rica en genes activos y las bandas
obscuras (G o0 Q) heterocromatina rica en genes inactivos (Alberts et al., 2002). La
estructuradel ADN sedetallaen laFiguralll.l.

1. ENROLLAMIENTO DEL ADN

El ADN es unamoléculatridimensional en la cual los nucledtidos (base-fésforo-
azucar), dispuestos a manera de escalera, se autoenrollan sobre si mismos en forma
antiparalela. Esta descripcion corresponde a la forma B que tiene 10 pb por vuelta.
Existen algunas alomorfas dextrégiras y levogiras de ADN, sean in vitro o in vivo. La
forma Z es stper enrollada, presenta 12 pb por vueltay tiene un giro hacialaizquierda.
La formarelgjada esla A y tiene 11 pb por vuelta. Al parecer, las formas espaciales,

booksmedicos.org



CONCEPTOS BASICOS DE LA GENETICA MOLECULAR [l 33

tienen que ver con e estado de funcién del mismo, asi: s la porcién siper relgjada
replica sus zonas aedafias, se presentan stiper enrolladas, ademas, la conformacion del
ADN en Z lo protege. Se ha descrito una conformacion especial en triple cadena o pares
de Hoogsteen (H-ADN), formada por polipirimidinas y polipurinas. Esta estructuracion
poco estudiada se la encuentrain vivo, en momentos en que lareplicacion del ADN esta
bloqueada (Lodish et al., 2008).

FIGURA 111.1. ESTRUCTURA DEL ADN. Material genético conformado por un grupo
fosfato, un azicar y una base nitrogenada (Modificado de Lodish et al., 2008; IIB,
2014).

2. TIPOS DE ADN PRESENTES EN EL GENOMA HUMANO

El ADN esta constituido por secuencias, que luego de ser desnaturalizadas a
calor y renaturalizadas, presentan diferente velocidad de reasociacion. Mientras més
complegja la secuencia menor velocidad; asi, las secuencias ricas en adenina y timina
renaturalizan més rapidamente que las ricas en guanina y citosina. La reasociacion se
observa que es muy lenta en secuencias grandes y con una sola representacion, mientras
otras secuencias se reasocian muy rapido por tener fracciones cortas, pero repetidas
muchas veces en el genoma.

De acuerdo con esto, € ADN seclasificaen:
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2.1. ADN de secuencias unicas

El 30-50% del total de ADN codifica proteinas estructurales y esta presente una
solavez en todo e genoma, mientras que el 10% lo constituyen los genes estructurales y
el ADN espaciador intergénico.

2.2. ADN de secuencias repetidas
Formado por duplicacion de genes en laevolucion y se subclasifica en:
2.2.1. ADN de secuencias moderadamente repetitivas

Integra del 24 al 40% del genoma. Encargado de formar, en grandes cantidades
de productos como ADN ribosdmico (ADNr), ADN de transferencia (ADNt), ADN
para proteinas histonas (ADNh), y ADN para produccion de anticuerpos (ADNa). Estas
secuencias estan presentes entre 10 a 300000 copias en € genoma y pueden estar
dispersas 0 agrupadas.

El ADN moderadamente repetitivo lo constituyen también secuencias dispersas
en e genoma, que pueden variar de una generacion a otra y muchos de estos no
transcriben y si 1o hacen es para producir sustancias (tiles para su propia movilidad;
entre éstos estan:

2.2.1.1. Retrotransposones

Las secuencias repetidas dispersas largas (LINES) entre 10 mil y 50 mil copias
de 1 a 3 Mb, pueden producir enfermedades humanas por integrarse en algun gen.
Retrotransposones, como las secuencias repetidas dispersas cortas (SINES), presentan
de 70 a 300 pb repetidas hasta unas 100 mil veces. La familia Alu proporciona un buen
gjemplo; constituye el 3% del genomay consiste en un grupo de 300 pb repetidas unas
300 mil veces alo largo del genoma; su funcion ha sido relacionada con la produccion
de proteinas de membrana.

2.2.1.2. Transposones

En eucariontes, incluido el hombre, se ha descrito los transposones tipo | y II.
Los detipo | son similares a retrovirus pero no encapsulan y no tienen una fase de vida
extracelular. También se encuentran genes que producen retrotranscriptasa y difieren de
los retrovirus, por lo que se los llama no retrovirales. Los tipo |1, codifican de ADN a
ADN con repeticiones inversas en los extremos del gen; se presentan en especies
diferentes ala humana.

2.2.1.3. ADN telomérico

Ubicado en los telomeros de los cromosomas, esta formado por secuencias en
tandem de 6 a 10 pb con 250 a 2000 repeticiones. Puede disminuir con la edad de la
célula. Los telomeros confieren estabilidad a los cromosomas, protegiéndolos de
fusiones y degradaciones. Se ha observado que algunos procesos malignos presentan
asociaciones teloméricas, lo que significa una mayor inestabilidad del genoma
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cancerigeno. El estudio de los telomeros o de las secuencias teloméricas podria servir
para evaluar riesgos de desarrollo, progresién o comportamiento del cancer.

2.2.1.4. ADN minisatélite

Son secuencias cortas de 9 a 64 pb, ricas en G-C repetidas en tandem (una tras
otra) entre 0,1 a 20 Kb (al menos cuatro copias); estan dispersas por todo € genoma.
Son de gran interés, ya que son repeticiones de gran variedad alélica en los cromosomas
y presentan altas diferencias interindividuales, por 1o que constituyen regiones
hipervariables, posiblemente involucradas en recombinaciones. Su utilidad radica en su
alta especificidad para identificacion humana.

2.2.2. ADN de secuencias altamente repetidas

Comprende e 10% del genoma y esta formado por secuencias que no se
transcriben, pudiendo repetirse cientos, miles o millones de veces. Las repeticiones
presentan 4 a 8 pb, una a continuacion de otra en tandem. Son frecuentes tanto en los
cromosomas 1, 9, 16 e Y, como en los centromeros y teldmeros; se les conoce también
como ADN satélite, que se localizan en lugares concretos del genoma, y asi forman los
centromeros de los cromosomasy ADN espaciador ricoen Gy C.

3. HELICE G-CUADRUPLE DEL ADN

En enero del 2013, Shakar Balasubramanian del Departamento de Quimica y
Giulia Biffi del Cancer Research UK, ambos de la Universidad de Cambridge,
publicaron una investigacion en Nature Chemistry, relacionada a descubrimiento de
una estructura G-cuadruple del ADN en células humanas. Se logré6 comprobar la
existencia de una estructura G-cuadruple en células cancerigenas de |a especie humana.
La estructura G-cuadruple del ADN esta conformada por dos 0 mas G-tetraedros que se
forman cuando cuatro guaninas se conectan mediante los enlaces de hidrégeno
denominados enlaces Hoogsteen (Figura I11.2). Esta estructura se asocia con aspectos
importantes de la funcién del genoma. Los analisis computacionales comprueban la
presencia de patrones de estructura cuadruple en regiones reguladoras importantes del
genoma humano como son los promotores, genes y regiones no codificantes. A nivel
cromosdmico, la estructura G-cuéadruple puede estar envuelta en mantener |a estabilidad
cromosomica debido a que se la ha ubicado en las regiones teloméricas. En este estudio
se disefio un anticuerpo especifico (BG4) que se enlaza a la estructura G-cuadruple del
ADN gendmico de las células humanas con alta sensibilidad y baja afinidad nanomolar.
Ademés, se caracterizo la relacion entre la fase S del ciclo celular y la formacion de
estructuras cuadruples (Biffi et a., 2013).

La importancia de este estudio, ademas de comprobar visualmente la presencia
de estas estructuras en € ADN de células humanas, es la de generar ligandos
terapéuticos que controlen la formacion de las estructuras G-cuadruples y asi controlar
de raiz la posible replicacion de células cancerigenas. Las células cancerigenas con
hélice cuadruple en su ADN pueden estar presentes cuando la célula tiene cierto
genotipo o estado disfuncional, y €l atacarlas con moléculas sintéticas podria ser unavia
interesante de tratar de forma selectiva este tipo de células con ato potencia dafino. Es
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por ello que las empresas farmacéuticas deben llevar estas moléculas a sus metas de
investigacion y asi desarrollar objetivos terapéuticamente viables (Biffi et a., 2013).
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FIGURA IIl.2. ESTRUCTURA G-CUADRUPLE DEL ADN. Complementaridad de
guaninas en las células cancerigenas humanas y su catién monovalente M" (Ej: Sodio,
potasio) (Modificado de Biffi et al., 2013; 1B, 2014).
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POBLACION DE RIESGO GENETICO

En toda poblacién humana existe una determinada frecuencia de enfermedades
genéticas y cromosdmicas. Por gemplo, la hemofilia tiene una frecuencia mundial de
1/2500 nacidos vivos (nv), € sindrome de Down de 1/650 nv, €l sindrome de Martin
Bell o X fragil de 1,8/1000 varones con retraso mental. Esta frecuencia de afectos en las
poblaciones de recién nacidos estd mas 0 menos establecida para cada region. En las
regiones donde no existen datos, se maneja la llamada frecuencia esperada de la
enfermedad, es decir los datos empiricos extraidos del niUmero de enfermos espontaneos
0 esporéadicos afectos de una patologia en una poblacién especifica (OMIM, 2013). Los
casos esporadicos que se presentan, se considera que se deben a mutaciones espontaneas
0 neomutaciones. Una de las explicaciones biofisicas sobre este tipo de mutaciones
podriaresumirse en € efecto muén o mesdn mu, seguin €l cual se produce una mutacion
cuando particulas coésmicas de radiacion que se desplazan a velocidades vertiginosas y
gue estan sometidas al efecto fisico de la relatividad, especificamente a la dilatacién del
tiempo, chocan con las moléculas del ADN produciéndole una ateracion. La radiacion
cosmica en calidad de protones choca con el aire de la atmésfera formandose los
MEesones piones 0 mesones pi, que luego se desintegrardn en mesones mu, que son los
gue acanzan la superficie de la tierra y afectan a las especies, influenciando en su
evolucién y en el aparecimiento de patologias a través de los cambios que provocarian
en el ADN (Bernstein, 2011).

1. MUTACIONES

Son cambios del materia genético heredable, no debido a segregacién o
recombinacién genética. Estas pueden ser:

1.1. Mutacion somatica

Afecta a todo € soma individual, no se trasmite por herencia, se produce en
etapas postcigoticas y da como resultado mosaicismos y quimeras.

1.2. Mutacidon germinal

Afecta a los gametos y se transmite a la descendencia, causando las
enfermedades genéticas o cromosomicas.
2. NIVELES DE PRESENCIA DE MUTACIONES

L as mutaciones pueden afectar alos niveles gendmico, cromosdémico y genético.
2.1. Mutacion genomica

Mutacién de todo € genoma o juego cromosomico completo, sea en conjunto
provocando una duplicacion completa de todo el ADN (poliploidia2n + n 6 2n + 2n), o

booksmedicos.org



POBLACION DE RIESGO GENETICO [l 40

afectando el material genético concentrado en un cromosoma, produciendo ganancias o
pérdidas de cromosomas individuales (aneupl oidia).

2.2. Mutacion cromosomica

Afectacion de un segmento cromosdmico con implicacion de mas de un gen; dan
como resultado alteraciones estructurales (trisomias 0 monosomias parciales,
duplicaciones, deleciones, translocaciones).

2.3. Mutacion genética

Afecta a un gen o una parte del mismo, provocando cambios en su producto
final. Las mutaciones genéticas son la base de muchas enfermedades humanas.
Mutaciones de un solo gen han sido descritas aproximadamente en ocho mil
enfermedades. De estas, en tres mil se conoce la posicion del gen en e genomay solo
de mil se tiene diagndstico. Las mutaciones de un solo gen se producen por deleciones,
duplicaciones, transposiciones, inserciones, etc., pero € resultado final de la mutacién
se la puede resumir en cuatro manifestaciones:

2.3.1. Mutaciones sin sentido

Es aquella en que se produce un codon de parada y € producto termina
abruptamente. Conocida también como mutacion nonsense.

2.3.2. Mutacion por pérdida del sentido

Es en la que se produce el cambio de un aminoécido por otro, en muchos casos
el producto existe, aunque es defectuoso, por gemplo en las hemoglobinopatias.
Conocida también como mutacion missense.

2.3.3. Mutacidon por corrimiento de la lectura

Desaparece € codon de parada del gen o este es desplazado por repeticiones de
secciones, por lo que se producen productos extensos con o sin funcion alterada. Es
conocido también como mutacién frameshift.

2.3.4. Mutacion silenciosa

Un mismo aminoacido puede ser codificado por uno o varios codones, la
variacion en la tercera letra del codon y que no altera la lectura del aminoécido, se
puede considerar una mutacion silenciosa. Muchos genes 0 secuencias genéticas tienen
cambios de un solo nucledtido sin alterar la esencia del gen, también estos cambios se
los Ilama variantes o polimorfismos genéticos. Aunque por mucho tiempo no se los ha
considerado alteraciones propiamente dichas, en la actualidad existe evidencia de que
estos cambios estarian asociados a desarrollo de enfermedades, como e cancer en
particular, 0 al comportamiento o evolucion de una enfermedad ya instaurada. Los
polimorfismos de un solo nucledtido o SNPs, también son la base de la evolucion
humana y de las variantes genotipicas y fenotipicas que manifiestan las poblaciones
(Nussbaum et al., 2008).
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En general, existen agentes fisicos, quimicos y biol6gicos que producen
ateraciones del ADN, denominados clastégenos. Los clastdgenos mas importantes son
los agentes quimicos producto de sustancias médicas, aditivos o derivados alimenticios,
pesticidas, productos fotodinamicos, metales y solventes inorganicos, que se encuentran
ampliamente distribuidos en e ambiente. Segun los informes de la Comision
Internacional para la Proteccion Contra Mutdgenos y Cancerigenos Ambientales,
existen unos 946 elementos quimicos que han sido estudiados en laboratorios de
genética y, tras su evauacion, se ha comprobado que son agentes clastégenos
(ICPEMC, 2005).

Los agentes clastoégenos inducen varios tipos de alteraciones genéticas y
cromosomicas. activacion de oncogenes, pérdida de antioncogenes, espaciamiento de
las crométides, roturas cromosomicas, figuras, intercambio de crométides hermanas y
asociaciones cromosomicas, entre las mas importantes. Los agentes clastdgenos que
producen dafios inespecificos del ADN se denominan genotéxicos, otro tipo de agentes
gue provocan un cambio claro en el material genético, en muchos casos especificos, se
los denomina mutagénicos y dentro de estos estdn los carcindgenos. Los agentes
clastogenos pueden tener una actividad aguda con efectos graves (intoxicaciones o
muerte); pueden actuar lentamente produciendo su accion por exposicion cronica
persistente (enfermedades degenerativas); o, finalmente se manifiestan desencadenando
problemas malformativos o genéticos; se los [lama teratdgenos, cuando su exposicion es
en dosis bgjas, sea por cortos o largos periodos.

Ademas de la gran cantidad de agentes quimicos con efecto genotdxico o
mutagénico, como son los desechos industriales, materiales de uso cotidiano para la
construccion (asbesto, plomo, pegamentos, entre otros), hidrocarburos (gasolina, pegas,
cosméticos), alimentos enlatados, fertilizantes, pesticidas, insecticidas, farmacos, entre
otros, existen igualmente agentes fisicos genotoxicos y mutagénicos como los rayos
ultravioleta, la radiacion ionizante y los rayos X, o los flujos electromagnéticos y €
aumento de la temperatura de la bidsfera. Asi mismo, se han detectado algunos agentes
biol6gicos implicados en genotoxicidad y mutagénesis (virus, parasitos intracelulares,
entre otros) (Paz-y-Mifio et al., 2008a; Paz-y-Mifio & Lo6pez-Cortés, 2011; Henkler &
Luch, 2011).

3. TERATOGENOS

En uno u otro sentido, en los acapites anteriores se ha tratado sobre los procesos
gue aumentan la frecuencia de mutaciones espontaneas. Interesa revisar las mutaciones
inducidas, como causa de malformaciones y fenocopias o subnormalidad. Existen cuatro
categorias de teratdégenos o factores de mutaciones inducidas:

C] Fisicos. \

b) Biolagicos.

c) Quimicos, farmacos y drogas.

d) Ecolégico, intrauterino y materno.

o
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Los factores teratégenos que producen fenocopias o sindromes similares a los
genéticos 0 cromosdmicos, pueden producir su efecto morfogenético por cuatro
fendmenos:

(a] Muerte celular. \

b) Falla del crecimiento celular.

c) Falla enla migracion celular.

d) Errores en la diferenciacion celular.

N\

Un factor esteratdégeno o inductor de mutaciones si produce:

/a] Infertilidad o pérdida fetal. \

b) Desarrollo prenatal deficiente.

c] Alteracion de la morfogénesis.

d) Alteracion del desarrollo y conformacion del sistema nervioso.
Q) Carcinogénesis. /

Para que un factor produzca teratogenicidad o induzca una mutacion, debe actuar
con ciertas caracteristicas: considerable dosis y tiempo de exposicion, susceptibilidad
individual e interaccion con otros agentes. A continuacion se revisaran los principales
teratdgenos.

3.1. Teratogenos fisicos

Existen varios teratdgenos fisicos como la radiacion, € calor térmico y los
ef ectos mecanicos por compresién o presion.

3.1.1. Radiaciones ionizantes

Produciran efecto dependiendo de la influencia directa o no sobre los genes,
cromosomas 0 procesos fisiolégicos. Se ha visto que las radiaciones naturales solo
incrementan la razon norma de mutacion, mientras que las artificiales pueden tener
efecto directo en la célula, segun la dosis sea aguda 0 acumulada. En los individuos que
trabajan con rayos X o estan expuestos a ellos, no se ha visto un cambio celular
importante cuando estdn bien controlados y protegidos. Dosis atas de radiacion
producirén efecto solo si "impactan certeramente" en un punto de mutacién (gen o
cromosoma caliente).

A nivel génico, una unidad de radian (Rad) aumenta la constante de mutacion

por gameto en 108 y se elevan en 0,7% las alteraciones autosdmicas dominantes, en
0,25 las autosdmicas recesivas y en 0,05 las recesivas ligadas a sexo. A nivel
citogenético se pueden producir aglutinaciones cromosdmicas en mitosis, roturas,
deleciones o fusiones, sea en una cromatide o en todo el cromosoma. La misma dosis (1
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Rad) aumenta en 5% las translocaciones desbalanceadas, y en 0,6% las trisomias y la
monosomia del X (sindrome de Turner). Por Ultimo, a nivel fisiologico, se ateran
procesos enzimaticos, migraciones celulares y puede ocurrir muerte celular, dando
como resultado malformaciones (Mufioz et al., 2008).

Pese a los datos acumul ados sobre |os efectos mutantes de |as radiaciones, estos
han sido obtenidos, en su mayoria, de hechos accidentales o violentos en los que la
poblacion humana ha sido expuesta a la radiacion o, en su defecto, 1os efectos han sido
estudiados en animales o cultivos celulares y extrapolados al hombre. Los datos mas
confiables han sido extraidos de sobrevivientes de las bombas atdmicas en Japon,
durante la Segunda Guerra Mundial; se vio entonces que toda mujer con embarazo
menor a las 15 semanas y que recibid una dosis de radiacion de 0,8 Gy (Gray), tuvo
hijos con microcefalia y retardo mental; un pequefio porcentge de los embarazos
presentaron leves malformaciones cuando la dosis varié entre 0,01 y 0,1 Gy; con una
dosis inferior a 0,01 Gy, ningin embarazo presenté anomalias. Desde €l punto de vista
médico, €l efecto patogénico de las radiaciones sobre la descendencia ha sido
cuestionado. Un estudio de 2000 mujeres embarazadas que han recibido radiaciones
demuestran que con una dosis inferior a0,01 Gy (Gray), promedio de 12 radiografias de
diferentes regiones del cuerpo, el indice de malformaciones no subio significativamente
en comparacion con e de la poblacion genera (de 0,1 a 0,6 veces mas). Por esto, €l
manejo del asesoramiento genético frente a una exposicion a radiacion durante €
embarazo, tiende en la actualidad a restar importancia a este factor como teratégeno. De
todas maneras, muchos autores sostienen, con buenos criterios, que es preferible evitar
las radiaciones al maximo posible durante el embarazo y ain mas entre 8 a 12 semanas
previas a la concepcion, ya que las radiaciones afectarian a las células en las Ultimas
fases de la meiosis 0 mitosis, especialmente a las células "madres’. El efecto
acumulativo de las radiaciones produce: teratogenicidad, mutagénesis y carcinogénesis
(Diaz-Valecillos et a., 2004; Mufioz et al., 2008).

3.1.2. Radiaciones no ionizantes

Los rayos ultravioleta producen alteraciones en plantas, granos y cultivos
celulares in vitro. Por su bajo poder de penetracion in vivo, en € hombre no se han
comprobado efectos mutantes teratdgenos; si, en cambio, a nivel somatico, en € que se
los relaciona con la etiologia del cancer de piel (Everall & Dowd, 1978).

3.1.3. Otros teratogenos fisicos

El calor térmico de saunas, asi como € aumento de temperatura gonadal
masculina por el uso de prendas interiores apretadas, han sido factores implicados en la
etiologia de fiebre neonatal idiopética, defectos de cierre del tubo neural y mayor riesgo
mutageénico en |os gametos.

Otros factores fisicos son |os efectos mecanicos que producen, por compresion o
presion, deformaciones o malformaciones més o menos graves, de acuerdo a la zona
corporal comprometida. Ejemplos importantes son: los miomas uterinos maternos, €l
sindrome de bridas amniéticas o constricciones anulares, con una incidencia de 1/18000
nacidos vivos, que pueden producir graves ateraciones fetales como son las
amputaciones de miembros, deformaciones faciales, etc. Torpin ha postulado como
etiologia, laroturatraumatica del saco amniético, con la consiguiente salida de parte del
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feto por la "ventana' amnidtica y la posterior constriccion fetal a medida que crece el
Utero gravidico y setensa el amnios.

3.2. Teratdgenos infecciosos, farmacos y drogas

La posibilidad de que estos factores induzcan malformaciones depende de la
época de exposicion en el periodo prenatal; [os primeros tres meses de embarazo son las
fases més criticas. Las posibles afecciones que se presentan, segun €l estadio de
influencia de estos agentes, son: gametos (esterilidad); nidacion, gastrulacion hasta
embrion (muerte del producto); embrién (malformaciones mayores de cerebro, corazon,
0jos, extremidades, genitales y génadas); tercer mes 0 mas (malformaciones menores);
feto maduro (alteraciones funcionales).

En relacion a los agentes infecciosos, la Tabla 1V.1 hace meditar sobre ciertas
cuestiones, como son: la mayoria de agentes producen prematuridad o aborto y
enfermedad congénita; el riesgo de que un agente infeccioso produzca afeccion
congénita grave es de alrededor del 10 a 25%, lo que significa, que no toda infeccién
durante el embarazo serd la causa de maformaciones; esto es importante tomar en
consideracion a momento del asesoramiento genético. La decision de informar a una
pareja sobre la probabilidad de tener un hijo con malformaciones por un problema
infeccioso sera muy meditada, analizando |a situacion epidemiol6gica del contagio.

A los quimicos responsables de mutagénesis o genotoxicidad, en general
(incluidos farmacos y drogas) se los clasifica en: quimicos del ambiente, drogas o
farmacos prescritos o no. Dentro de los Ultimos existen tres categorias de productos que
son: teratbgenos seguros, teratdgenos potencialesy teratdgenos dudosos.

Tabla IV.1. Efecto de algunos agentes bioldgicos sobre el feto en el embarazo

Agente PoA RC M EC PPN Probabilidad de afeccién en
el 1er trimestre (%)
Bacterias
Treponema + - - + + 10
Tuberculosis + - - + +
Micoplasma + ? - - +
Listeria + - - +
Parasitos
Toxoplasma + ? + + + 15-20 grave
25-65 2do trimestre leve
Trypanosoma ? - - +
Virus
Rubeola - + + + + 15-20
Citomegalovirus + + + + + 3-5
Varicela Zoster ? ? + + 10
Herpes + - - + +
Hepatitis + ? ?
Viruela + - - + +
VIH + + + + + 20-60

(P) Prematuridad; (A) Aborto; (RC) Retardo en el crecimiento; (M) Malformaciones; (EC) Enfermedad
congeénita; [PPN) Persistencia post-natal.

En la practica médica es importante ubicar a qué tipo de agente nos enfrentamos,
para poder realizar un buen asesoramiento genético. Los quimicos con accion
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teratogénica pueden producir alteraciones por su efecto de accion retardada,
produciendo trastornos en € crecimiento celular, muerte celular y otras
dismorfogénesis; muchos pueden producir desarreglos cromosomicos inespecificos, con
el consiguiente riesgo de segregaciéon mitética o meidtica anormal, determinando
diversos sindromes cromosomicos. Entre estos estan: alquilantes, nitrogenados,
fosforados, pesticidas, aditivos alimenticios, cafeina, nicotina, etc. Nuestra sociedad
manifiesta una ata tendencia al consumo de alcohol (alcoholismo social), 1o que
representa un riesgo mayor de malformaciones en la descendencia (TablaV.2).

Tabla IV.2. Relacién entre la cantidad de alcohol consumida diariamente y la
posibilidad de manifestacion de embriopatia alcohdlica

Cantidad de alcohal mL/dia
Riesgo de embriopatia (%)

30 60 90 120
10 20 30 30 a 50

En la siguiente tabla se presentan algunas sustancias y farmacos con sus efectos

malformativos.

Tabla IV.3. Efectos de farmacos y quimicos administrados durante el embarazo

Farmacos

Efecto

Alquilantes
Anticonvulsivantes
Ametopterina

Antagonistas acido folico

Andrégenos
Cefalotina
Clomifeno
Clorambucil
Cloranfenicol
Coumadin
Diuréticos
Estreptomicina
Fenobarbital
Heroina
Hexametonio
Hipoglucemiantes
Methimazole
Metotrexate
Morfina
Novobiocina
Progestagenos
Protiltiouracilo
Reserpina
Salicilatos [exceso])
Sulfamidas
Talidomida
Tetraciclinas
Tiacidas

Tabaco (nicotina]
Vacuna de la viruela
Vitamina K (exceso)
Woarfarina

Yoduro potasico

Malformaciones aparato urinario y esquelético
Anomalias del desarrollo, malformaciones
Malformaciones o aborto

Anencefalia, palatosquisis

Masculinizacion

Test de Coombs directo positivo

Anomalias cromosémicas, malformaciones
Malformaciones, abortos

Sindrome del recién nacido gris

Muerte fetal, hemorragias

Desequilibrio electrolitico

Lesion del nervio acustico

Hemorragia neonatal

Muerte neonatal, convulsiones

lleo neonatal

Malformaciones varias

Bocio, retraso mental

Malformaciones congénitas

Muerte neonatal, convulsiones
Hiperbilirrubinemia

Masculinizacion

Bocio, retraso mental

Congestion nasal, depresion neonatal
Malformaciones del sistema nervioso
Quernictero

Focomelia, atresia esofagica

Problemas dentales, inhibicién crecimiento 6seo
Trombocitopenia

Bajo peso, muerte fetal o neonatal, prematuridad
Vacuna fetal

Hiperbilirrubinemia

Malformaciones esqueléticas, atrofia otica
Bocio, retraso mental

(Dexeuset a., 1989)
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CAPITULO V

NOCIONES SOBRE GENETICA DE POBLACIONES

Si el fenotipo de los individuos esta determinado por el genotipo, es correcto
afirmar que las variaciones genéticas (polimorfismos genéticos) de los individuos y de
las poblaciones humanas estan dadas por variaciones o cambios en su ADN. El humano
posee variabilidad genética; tedricamente, un individuo, a provenir de dos padres,
recibe el 50% de informacion genética de cada uno de ellos a través de los gametos, o
que supone 2% x 2* posibilidades combinatorias solamente en su informacién
cromosomica, més aln si se considera la posibilidad combinatoria de 23000 genes. Esto
en realidad no ocurre y los individuos en las poblaciones tienden a mantener la
informacion genética estable, determindndose que la probabilidad real de que ocurra un
cambio (mutacion) en el material genético sea muy baja, dando como resultado una
variacion entre el ADN parental y del hijo, en el orden de 10 a 100 nucledtidos, es decir
una probabilidad muy baja.

De lo expuesto se puede deducir que la Genética de Poblaciones estudia la
distribucion y variacion de los genes (alelos) en las poblaciones, su frecuencia de
presentacion, su evolucion y sus mecanismos de cambio, concretandose a tres puntos
(Motulsky, 1991; Nussbaum et al., 2008):

a)] Origen de la diversidad genética.
b) Estructuramiento de la diversidad: Seleccion natural, migracién y deriva génica.

c) Segregacion de la diversidad: Especiacion y evolucion.

1. LEY DE HARDY-WEINBERG

La Genética de Poblaciones puede ser estudiada por modelos matematicos o
andlisis de grupos humanos dispersos, endogamicos o familiares. Por cualquiera de
estos métodos interesa estudiar la frecuencia de los genes (alelos) en las poblaciones. En
1908, Hardy y Weinberg enunciaron una ley de genética de poblaciones que expresalo
siguiente: En una poblacién grande con matrimonios al azar (panmixia) las frecuencias
genéticas permanecen constantes de generacion en generacion, en ausencia de factores
que la alteren, tales como migracion, mutacion, seleccién, deriva genética y flujo de
genes, entre otros. Las frecuencias fenotipicas, estan determinadas por las frecuencias
genotipicas.

Para las poblaciones humanas, esta ley no seria aplicable, ya que sabemos que
existen muchos factores que hacen desaparecer o mantienen los alelos a los que hace
referencia la ley. Se esperaria que la distribucién de los genes sea matematica, pero en
la préactica los genes pueden estar aislados 0 asociados; algunos se asocian con mayor
frecuencia que la esperada, presumiéndose que esta asociacion no es a azar, por lo que
debe haber uno o varios factores de presion que desequilibran la distribucion de genes.
Como los factores de desequilibrio podrian alterar la comprension |6gica-matemética de
la dindmica poblacional, se presume con fines practicos que la poblacion humana es
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panmixtica, 1o que significa que cualquier genotipo existente tiene la misma
probabilidad de mezclarse a azar con otro cualquiera (Negrete et a., 1974; Fontdervila,
1978).

Si tomamos en cuenta un par de aelos A y a, los cuales aparecen en una
poblacion con unafrecuenciaA = py a= @, y esta poblacion se encuentra en equilibrio,
la suma de las frecuencias de estos alelos sera la unidad, es decir p+ g = 1, a igua que
la frecuencia de los genotipos, que se presentan por la combinacion de los alelos sera
también igual a 1; en otras palabras, |a frecuencia de fenotipos posibles hallados en una
poblacion es latotalidad de sus genotipos posibles. Entonces, si tenemos dos alelos “A”
y “a enunindividuo y se mezclacon otro individuo A y a, la frecuencia fenotipica sera
(Nussbaum et al., 2008):

AA = Homocigoto dominante
AA + 2Aa +aa =1 2Aa = Heterocigoto

aa = Homocigoto recesivo

Si reemplazamos con los valores de laformula anterior p + q = 1, tendremos.

pp +2pg +qq =1 p° = Homocigoto dominante
p*+2pg+ g’ =1 2pq = Heterocigoto
(p+af=1 g* = Homocigoto recesivo

Si por gemplo las frecuencias de un par de genesson p=0,1y g=10,9, d
reemplazar en laférmula tendremos:

Tabla V.1. Frecuencias alélicas y genotipicas

Frecuencias alélicas Frecuencias genotipicas

p q p° 2pq q
0,1 09 0,01 0,18 0,81
0,3 0,7 0,09 042 049
0,5 0,5 0,25 0,50 0,25
0,7 0,3 0,49 042 0,09
0,9 0,1 0,81 0,18 0,01

Si consideramos gue en los datos anteriores el aelo p es norma y € q raro,
vemos que a medida que la frecuencia de p aumenta, la de g disminuye, Ilegando
siempre a existir mas genotipos normales que anormales, mas aln, s sumamos la
frecuencia de los genotipos normales p y 2pg. En términos generales los individuos
sanos son 2/3 de la poblacién (pp y 2pq) y los enfermos solo 1/3 (qq), anotando ademéas
gue los heterocigotos tienden a ser el doble (2pg). La poblacién total de individuos (n),
serd el resultado de todos | os tipos de genotipos, asi:

[ n(p®) + n(2pq] + n(g®) = Pablacion total ]
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De la formula se puede desprender que, manteniéndose el equilibrio de Hardy-
Weinberg, los individuos heterocigotos siempre seran el doble, esto ocurre en la
poblacion humana normal, por lo que las uniones de individuos heterocigotos son
frecuentes. Se ha calculado que cada individuo tiene de 3 a 5 genes letales recesivos,
por esto, en los cruces de heterocigotos, |as posibilidades de tener descendencia anormal
son bajas. En las poblaciones humanas las anormalidades se presentan en las cifras de
frecuencias e incidencias de las enfermedades, sea p? para las enfermedades dominantes
0 sea g’ paralas recesivas,

1.1. Procesos que alteran el equilibrio de Hardy-Weinberg

Seleccion
Procesos sistematicos Mutacién
Migracion

Deriva genica
Procesos selectivos Consanguinidad

1.1.1. Seleccion

El equilibrio de Hardy-Weinberg esta sujeto a fuerzas que lo hacen variar
alterando la informacion genética; estas fuerzas son:

a) Estabilizadoras

Incrementan los individuos promedio, tendiendo a disminuir los extremos.
b) Orientadoras o direccionales

Incrementan los individuos de un grupo extremo a promedio.
¢) Disruptivas

Incrementan los individuos extremos por igual, tendiendo a disminuir los
medios. Esta fuerza de presion para incrementar unos alelos u otros se llama seleccion.
En la seleccidon actian dos mecanismos. Se dice que la adaptabilidad es una fuerza
positiva que incrementa genes aptos, mientras que la seleccion es su contraria porque
disminuye genes anormales.

1.1.2. Mutaciones

Otros fendmenos que intervienen en la variabilidad genética son las mutaciones.
Estas pueden ser:

a) Mutaciones beneficiosas
Se producen en baja frecuencia y, de ocurrir la seleccion, se mantendran, por 1o

que la capacidad reproductiva no se ve afectada, logrando que los individuos adquieran
una ventaja adaptativa para un determinado medio. El g emplo de la variabilidad de las
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hemoglobinas (Hb) aclara este punto, asi: los alelos normales de la Hb en los individuos
adultos son AA, por una mutacion, uno de los aelos cambia a estado falciforme AS.
Los individuos AS son més aptos para defenderse de la malaria producida por €
Plasmodium falciparum (este fendbmeno se da porque los eritrocitos con Hb AS tienen
mayor resistencia de su membrana ala entrada del parasito). La malaria actiia como una
presion selectiva que hace que los individuos AA desaparezcan y los AS sean mas
aptos. Por probabilidad de cruces (AS x AS), los individuos heterocigotos llegaran a ser
la mayoria (deriva génica), pero asi mismo, como €l alelo S no es normal, la seleccion
actuara en contra de los individuos SS que seran inviables; el gen norma entonces
siempre estara presente en la poblacion y tedricamente volvera a ser frecuente cuando la
presién de seleccion (malariad) desaparezca. La poblacion tendera a mantenerse en
equilibrio (AA + 2AS + SS), 2/3 de individuos normales frente a 1/3 de anormales.
Otros marcadores genéticos presentes en poblacion expuesta a la malaria y que
proporcionan alguna resistencia a la enfermedad son la deficiencia de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH) y la ausencia del grupo sanguineo Duffy (Fy*™) (Koch et al.,
2002). En la Tabla V.2 se presentan algunos datos hallados en una poblacion negra
ecuatoriana, expuesta endémicamente a malaria.

Se discute actualmente si las mutaciones beneficiosas existen realmente en €
genoma humano. Los datos al respecto hablan a favor de que existen mutaciones
recientes (5 mil afios atras) que habrian ocurrido por presiones selectivas y adaptaciones
al ambiente. El caso del gen de tolerancia alalactosa es un buen ejemplo. Normalmente
los mamiferos, incluidos los humanos, dejan de producir lactasa, la enzima que degrada
la leche, a terminar la infancia. Se ha demostrado que el caso de los humanos es
especial. Durante e desarrollo de la humanidad y el aparecimiento de la agricultura, la
época de abundancia era ventgjosa evolutivamente, pero la escasez venia con un
problema biol égico concomitante. El punto es que para los primeros humanos dedicados
alaagriculturay ganaderia, el almacenar leche o sus derivados les aseguraba una mejor
supervivencia, pero a mismo tiempo tenian e problema de que genéticamente los
adultos eran intolerantes a la lactosa; una mutacion del gen produjo individuos
tolerantes a la lactosa, esto los hizo mejor adaptados, incluso se ha llegado a comprobar
gue les proporciond una gran ventgja reproductiva, por lo tanto, e gen “mutante
beneficioso” se selecciond en las poblaciones de agricultores primitivos, esto podria
haber ocurrido en los Ultimos 5 mil afios. Similares hallazgos se han hecho en otros
genes, gque sobre todo proporcionarian resistencia a las enfermedades, tal es € caso del
gen CCR5Y laresistenciaalainfeccion por VIH (Paz-y-Mifio et al., 2005a).

b) Mutaciones negativas

Cuando se producen, los individuos son por |o general inviables y e gen
anormal desaparece, ya que € individuo afecto no llega areproducirse.

¢) Mutaciones sin sentido aparente

Los padres portan genes letales que aparentemente no producen disfuncion
alguna en €llos, pero que en las generaciones siguientes y al azar, estos genes letales
pueden manifestarse como enfermedades, 2/3 de estos cambios desaparecen y 1/3
reaparecen. En este grupo de mutaciones se encuentran las enfermedades monogénicas
con patrones mendelianos.
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Existe un aspecto mas a considerar en el origen de las mutaciones. La
informacion genética, en términos generales, se mantiene estable de generacién en
generacion durante la sintesis de ADN y la division celular, pero existen ocasiones en
gue se producen cambios espontaneos o a azar de la informacion, pudiendo coadyuvar
en este fendmeno agentes fisicos, quimicosy biol dgicos.

Tabla V.2. Frecuencias de algunos marcadores genéticos en poblacion
ecuatoriana expuesta a malaria

Sistema Fenotipo No. Frecuencia alélica
P q r
Duffy Fya+ 15 0,100
Fya+b+ 14
Fyb+ 5 0,080
Fya-b- 131 0,840
Total 165
HbS AA 126 0,882
AS 39 0,118
5SS 0
Total 165
p 2pq q
G6PD Gd + 127 0,775
Gd +/- 18 0,139
Gd - 20 0,086

En un ambiente determinado, la seleccién natural juega un papel importante en
la seleccion de genes mejor adaptados, pero para esto, es indispensable que €
organismo tenga, en su carga genética, las diferentes posibilidades combinatorias; esto
significa que el ambiente no cambia la informacion genética, esta ya existe en el ADN,
el medio solamente la selecciona; esto se conoce como valor preadaptativo de la
mutacion. En muchos casos, l1os conocimientos actuales no pueden explicar en qué
momento se seleccionaron |0s genes o en qué momento se produjo una mutacién a azar
que determiné un cambio del ADN. Lo que si se puede asegurar es que la poblacion
humana evolucionay |a naturaleza realiza pruebas biol bgicas acierto-error, con lo que la
evolucion se podria definir como un fendmeno en e que determinados aelos de los
genes tienden a alcanzar frecuencias mayores gue otros.

1.1.3. Migracion o flujo de genes

La introduccién o cambio de individuos de una poblacién a otra modifica las
frecuencias génicas originales.

1.1.4. Deriva génica

Tedricamente, una poblacion o un individuo tiene todo el juego de genes aptos
para cruzarse, pero durante la vida, ciertas células gonadales con sus genes se pierden
por no llegar a fecundar; la pérdida de estas es al azar, es decir que, dependiendo del
tamafio de la poblacidén y de la frecuencia de entrecruzamientos (crossing over), se
pierden ciertos genes y se mantienen otros; esta forma de seleccion genética se llama
deriva génica o empobrecimiento genético. La deriva génicahomogenizalos genesen la
poblacion; esta favorecida por los cruces consanguineos o endogdmicos y se ve
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modificada por €l entrecruzamiento genético y las migraciones que promueven €l flujo e
intercambio de genes.

1.1.5. Consanguinidad

Es e apareamiento de individuos relacionados entre si por sus antecesores, 10
gue promueve € cruce entre alelos homdlogos, es decir aumenta € numero de
homocigotos. Si se considera que en cada nueva generacion € entrecruce de individuos
reduce alamitad la proporcién de genes tendriamos que:

Tabla V.3. Entrecruzamiento y proporcion de genes compartidos

Individuos Proporcion de genes compartidos
Yo 1/1
Hermano 1/2
Padres 1/2
Abuelos 1/4
Tios 1/8
Primos 1/16

Asi, entre primos hermanos, la probabilidad de aparecimiento de un individuo
anormal por €l cruce de alelos idénticos es 1/16 x 2 esto esigual a 1/32 posibilidades de
tener un hijo con genes comunes de los padres, gue en términos practicos en genética se
traduce en un 3% més de riesgos malformativos, es decir un 1% més que € riesgo de la
poblacion general. Durante € asesoramiento genético a pargjas consanguineas, la cifra
de 3% es la que se mangja para matrimonios sin antecedentes de problemas genéticos,
los cuales podrian cambiar esta proporcion.
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Para realizar un diagnostico adecuado en genética, la accion basica que se
necesita es realizar una historia clinica adecuada y rgpidamente orientada a los
problemas genéticos. En la consulta que se realiza en los casos presentados en este libro,
se utiliza a modo de guia la siguiente estrategia para llegar a los diagnésticos. No hay
que olvidar que el llegar a un diagnostico suele ser un proceso complicado en ocasiones
y requiere de exdmenes complejos en algunos pacientes. Lo interesante es considerar al
diagndstico en si como un desafio cientifico, en € cual las evidencias que obtengamos
se convierten en una ayuda para resolver e problema que enfrentamos. Esta es
justamente la nueva metodol ogia en medicina basada en evidencias.

Muchos sindromes son relativamente raros y la Genética es una gran ayuda
durante el diagnostico y el asesoramiento genético de los individuos afectados y de su
familia. Es por esto la importancia de consultar al médico genetista como una ayuda
para el manegjo de pacientes con sindromes que presentan multiples anomalias. Para dar
un asesoramiento genético correcto es indispensable tener e diagndstico exacto
(siempre y cuando sea posible). La informacion que se proporcione debe ser clara 'y
concisa, y es aconsejable que se cuestione a la persona que esté consultando sobre sus
conocimientos de genética, 1o cua facilitara la explicacion de la naturaleza de la
enfermedad (Ej. ¢Entiende usted |o que es un cromosoma o un gen?), y también ayudara
adespgjar cualquier tipo de sentimiento de culpa 0 angustia.

Durante la consulta genética se debe evitar dar juicios de valor e influir en las
decisiones de los consultados. El objetivo es informar sobre € diagnéstico y sus
implicaciones no solamente para el individuo (prognosis) sino también paralafamilia, y
que las personas sean conscientes del riesgo que implica tener otro hijo (riesgo
reproductivo), las diferentes alternativas de prevencion (como el diagnostico prenatal y
la deteccién de portadores) y € tratamiento de la enfermedad.

En la elaboracion de la historia genética se debe realizar un arbol geneal 6gico en
el que se incluya la mayor cantidad de informacién posible para demostrar como se ha
transmitido el trastorno a través de la familia o para poder determinar s no hay
antecedentes de la enfermedad o ateracion. Un arbol geneal6gico preciso debe revelar
el tipo de herencia de la enfermedad genética, su penetrancia y expresividad v,
posiblemente en qué miembro de la familia se origind e trastorno. Esto permitira
realizar calculos de la probabilidad de riesgo (Delgado et al., 2012). Es importante:

/a] Muertes de lactantes, nacidos muertos y abortos, ya que estas influyen en los riesgos dh
recurrencia (Ej. La espina bifida tiene un mayor riesgo de defectos del tubo neural en los
siguientes hijos).

b) Consanguinidad.

c) Trastornos previos de interés medico.

d) Antecedentes obstétricos.

\e] Antecedentes de consumo de farmacos y drogas. /
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El interrogatorio deberia ser bidireccional y dinamico, recabar informacién de
ambos lados de la familia, 10 que puede revelar informacion Util y evitar sentimientos de
culpabilidad.

Es importante poner cierto énfasis en encontrar cualquier anomalia que pueda
tener un componente genético o que pueda ser sugestiva de un sindrome o0 asociacion
relevante. En la siguiente tabla se detalla un tipo de anamnesis por aparatos para la
elaboracion de la historia genética:

Tabla VI.1. Anamnesis por aparatos

Sistema / aparato Detalles a indagar

Cardiovascular Cardiopatias congénitas, hipertension, hiperlipidemia, enfermedades
vasculares, cardiopatia isquémica, ictus

Respiratorio Infecciones respiratorias recidivantes, asma, bronquitis

Gastrointestinal Atresia, fistulas, diarrea recidivante, estrefiimiento crénico

Genitourinario Genitales ambiguos, anomalias de la funcién renal

Musculo esquelético Caquexia o debilidad muscular

Neurologico Alteraciones del desarrollo, audicion, vision

Un aspecto importante dentro del asesoramiento genético es el relacionado con
la deteccidn, tratamiento y prevencion del cancer. Este proceso frecuentemente se inicia
con € relato por parte del paciente de la “historia del cancer” en el &mbito individual
como familiar, es decir los sintomas que le llevaron a sospechar de cancer, la forma en
lacual e diagndstico finalmente fue realizado, y € éxito o €l fracaso del tratamiento. El
propésito de obtener esta informacion es determinar la probabilidad de que e paciente
tenga un sindrome hereditario de cancer. Aunque la informacion mas relevante en
términos de riesgo tiene que ver con la presencia de cancer entre parientes de primer y
segundo grado de consanguinidad, la historia genética en cancer tipicamente se extiende
a tres 0 mas generaciones y frecuentemente incluyen parientes de tercer grado de
consanguinidad. Algunas estrategias generales para elaborar una historia de cancer son
las siguientes:

6 Obtener la confirmacién del diagnéstico del tumor. \

b) Incluir hallazgos catalogados como no malignos.

c) Extender el arbol genealdgico detallando en lo posible cada diagnéstico del cancer.
d) No descuidar a los parientes no afectados.
e] Tomar en consideracion la exactitud del individuo al relatar la historia del cancer.

f)  Ayudar a los individuos a identificar estrategias para ampliar la historia.

Q Utilizar la historia como una herramienta psicosocial. /

Con esta pequefia introduccion, nos centraremos en las caracteristicas genéticas
humanas que se transmiten de padres a hijos en varias modalidades hereditarias. Las
principales formas de trasmision hereditaria tienen patrones mendelianos conocidos:
autosomicos dominantes, autosdmicos recesivos y recesivos ligados al cromosoma X;
otros tipos de herencia mendeliana no son comunes, como la dominante ligadaal X y la
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ligada al Y. Otro tipo de herencia es la poligénica, determinada por la interaccion de
varios genes. Adicionalmente, se presentan casos inusuales como la herencia por
impresion génica, mitocondrial y un tipo especia de caracteristicas que conforman los
sindromes de genes contiguos (Nussbaum et al., 2008).

En @ caso de la Genética Médica, los pacientes no acuden a consulta con €
patron de herencia definido; es labor del experto dilucidarlo. Para esto existen algunos
criterios que deberian tomarse en cuenta en cada tipo de herencia. El paso inicia sera
realizar una genealogia, paralo cual existen estandares. La geneal ogia conocida también
como patron de pedigri, lingje genealdgico o arbol genético, es una lista de antepasados
0 un registro familiar. Gracias a los trabgjos realizados en conegjos, ganado vacuno y
otros, se ha podido generalizar las leyes de la herencia para la especie humana, cuyos
estudios se dificultan por € reducido nimero de hijos, €l largo periodo de gestacion, €
tiempo requerido para llegar a ser fecundables y, por supuesto, las l6gicas limitaciones
bioéticas. Por |o tanto, |os genetistas humanos utilizan las historias familiares y €l lingje,
para lograr establecer que muchos caracteres se heredan de padres a hijos siguiendo las
leyes de Mendel (Delgado et al., 2012).

Las caracteristicas fenotipicas de un individuo proceden de la herencia de sus
genotipos aun cuando algunas veces la influencia del ambiente hace variar € fenotipo
esperado. Algunos rasgos humanos son determinados por genes dominantes, recesivos,
ligados al sexo, y otros. Los rasgos debido a genes dominantes, generalmente se
encuentran con mayor frecuencia que los que se deben a genes recesivos. Los datos
familiares se pueden resumir en un &rbol genético, que es un método abreviado para
clasificarlosy facilitar su referencia

Existen diagramas de pedigri que se usan frecuentemente en Genética Humana
para el andlisis de la herencia mendeliana. Los simbolos que aparecen en la Figura V1.1
son los mas utilizados por 10s genetistas.

La observacion de las genealogias es uno de los métodos principales del estudio
genético en e hombre, puesto que en los seres humanos no es posible realizar
apareamientos disefiados. También es utilizada para deducir €l modo de transmisién de
una enfermedad hereditaria 0 para realizar diagnoésticos diferenciales ante afecciones
humanas parecidas.

Cuando se redlizan genealogias humanas con €l fin de determinar e origen
hereditario de una afeccion o caracter, se debe considerar cinco cuestiones que son de
dificil evaluacion y requieren un conocimiento profundo de la Genética Humana, sus
conceptos, leyes, comportamientosy excepciones.

C] El fenotipo a analizar es uno solo, se reconoce una causa o varias. \
b) El fenotipo puede ser resultado de causas no hereditarias.
c) Enlos parientes que no presentan el fenotipo problema, se demuestra que no lo poseen.

d) Se conoce la ubicacion del gen en el cariotipo humano, ya sea en autosomas 0 gonosomas.

e] De tratarse efectivamente de un problema genético, su comportamiento es dominante,
\ recesivo, ligado al sexo, codominante, tiene expresividad o penetrancia variable. j
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FIGURA VI.1. SIMBOLOS DE GENEALOGIAS. Existen varios simbolos comunmente
utilizados y otros pueden ser creados en casos especiales (lIB, 2014).

La genealogia constituye un patrén de distribucién de caracteres controlados
genéticamente en grupos emparentados, esto es, grupos de personas relacionadas por
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unién y descendencia (cényuges, hijos, hermanos), que proporciona informacion sobre
los principios mendelianos de la herencia.

Una aplicacién sencilla de las genealogias y de los tipos de herencia estd en €
estudio de caracteres fenotipicos comunes: forma de implantacion del pelo, formade los
labios, y otros; algunos expuestos en este trabajo, fueron utilizados por |a antropologia
fisica en la deteccion de trastornos genéticos y en la distribucién étnica. Durante algin
tiempo incluso hubo una invasién de nociones no cientificas sobre la directa relacion
entre fenotipo y comportamiento, fenotipo e inteligencia. Hoy se sabe que distintas
poblaciones pueden tener diversas caracteristicas fenotipicas, bioguimicas vy
moleculares, que no significan diferencias esenciales entre los grupos poblacionales; por
eso los conceptos de raza y aln de etnia cada vez son menos utilizados y se los esta4
reemplazando por el de poblaciones con similar base genética.

Se analizaron 21 caracteristicas fenotipicas de transmision mendeliana simple en
447 individuos pertenecientes a dos Facultades de Medicina de la ciudad de Quito,
durante el lapso de tres afios. Estos datos se procesaron utilizando la siguiente formula
p>+ 2pg +q°=1, dondep + q=1(TablaVl.2).

Tabla VI.2. Caracteres fisicos y frecuencias alélicas

Caracter Dominante Recesivo p° 2pg g

Linea del pelo Pico de viuda (V] Recta [v] 0,0195 0,2401 0,7405
Forma de nariz Convexa (N] Recta (n) 0,0105 0,1841 0,8054
Hoyuelos-meijilla Presencia (H) Ausencia (h) 0,0160 02211 0,7629
Pecas Presencia (P) Ausencia (p) 0,0187 0,2363 0,7450
Lébulos-oreja Libres (L) Adheridos (l) 0,1074 04407 04519
Pestafias 1cm Largas (G]) Cortas (g] 0,0536 0,3558 0,5906
Lengua enrollada Forma U (E) Ausencia (e) 0,1870 04908 0,3221
Lengua doblada Presencia [U] Ausencia (u] 0,4613 04358 0,1029
Uso manual Diestro (Z) Zurdo (2] 0,6389 0,3208 0,0403
Forma de falanges Curva (F) Recta (f) 0,0298 02856 0,6846
Separacion pulgar  Angulo 45° () Escuadra (i) 0,0756 0,3987 0,5257
Vello en falanges Presencia (B]) Ausencia (b) 0,1141 04474 04385
Pulgar sobrepuesto Izquierdo(K] Derecho (K] 0,0674 0,3845 0,5481
Estatura Baja (S) Alta (s) 0,1042 04372 04586
Produccion insulina  Normal [Y) Diabetes (y) 71,0000 0,0000 0,0000
Orificios nasales Anchos (O] Estrecho(o] 0,1904 04919 03177
Labio superior Recto (M) Hendido (m) 0,0275 02767 06957
Orejas Grandes (Q) Pequenas (q) 0,0674 0,3845 0,5481
Canas Prematuras (T)  No canoso(t) 0,0065 01479 0,8456
Dedos Cortos (X] Largos (x) 01722 04855 00,3423
Factor Rh Rh+ (W) Rh- (w]) 0,50189 04131 0,0850

Ademés, se utilizo la ecuacion de tendencia lineal Y = mx + b, donde m es la
pendiente y b la interseccion. Los resultados mostraron que de los 447 individuos €
15% fueron homocigotos dominantes para los caracteres, el 27% heterocigotosy el 58%
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homocigotos recesivos. Las caracteristicas dominantes mas comunes para el grupo
estudiado son la produccién normal de insulina, €l uso manual diestro, la capacidad de
doblar la lengua y el factor Rh positivo. Entre los fenotipos recesivos mas frecuentes
tenemos la ausencia de canas, la nariz recta 'y la ausencia de hoyuelos en las mejillas.
Los individuos heterocigotos tienen como caracteristicas mas comunes los orificios
nasales anchos, los dedos cortos, la capacidad de enrollar la lengua y la presencia de
vello en falanges intermedias. En las frecuencias aélicas se encuentra una relacion
inversamente proporcional entre |los homocigotos dominantesy recesivos.

1. HERENCIA MENDELIANA

La herencia mendeliana explica objetivamente el patron hereditario de los
caracteres entre padres a hijos. Los diferentes tipos de herencias se diferencian en la
forma en que estos son expresados o silenciados en las poblaciones. A continuacién se
explican las caracteristicas de cada tipo de herencia, relaciondndolos con diferentes
enfermedades genéticas estudiadas en el Ecuador.

1.1. Herencia autosomica dominante

Los afectados deben llevar un aelo (variante de un gen) aterado o los dos
alterados. Las caracteristicas de la herencia dominante incluyen: el carécter aparece en
cada generacion (herencia vertical), sin pasar por alto ninguno de ellas. Se transmite por
un individuo que lo presente con una probabilidad del 50% para cada nuevo embarazo,
en € cruce maés frecuente (heterocigoto afecto con homocigoto normal). Las personas
sanas no transmiten la enfermedad ni el carécter a sus hijos. El sexo no influye en la
aparicion y transmision del caracter o la enfermedad; 1os hombres y las mujeres tienen
las mismas probabilidades de presentar o transmitir el caracter. En condiciones
dominantes un padre aparentemente normal podria ocasionalmente portar una mutacion
en su lineagerminal, 1o cual se asocia con un riesgo considerable de recurrencia

Algunos desordenes dominantes tienen penetrancia 'y expresividad variable. La
penetrancia se refiere a la frecuencia con que se manifiesta un gen o combinacion de
genes en e fenotipo de un individuo y es completa cuando los individuos homocigotos
u heterocigotos para € caracter, muestran e fenotipo aterado. La penetrancia es
incompleta cuando los portadores de un genotipo presentan el carécter en menos del
100%. Por lo general, la penetrancia se observa en familias o poblaciones completas,
donde existen diferentes manifestaciones y aun diferencias entre mujeres y varones, se
la mide en porcentaje uno a cien. La expresividad variable hace relacion a la gravedad
de una caracteristica o enfermedad y se la mide entre cero y uno; puede mostrar
variaciones intersexuales. Es importante considerar que la expresividad diferente exige
un detallado andlisis y examen de parientes de los afectos, en busca de fenotipos
truncados.

Tanto la penetrancia como la expresividad podrian ser moduladas por €
ambiente. Muchos trastornos incluso tienen una franca influencia de uno de los sexos o
estan limitados a uno. La aopecia prematura, autosdmica dominante, aunque € gen
puede presentarse en mujeres, es muy raro que lo haga antes de la menopausia,
posiblemente por influencia hormonal femenina. Tanto la expresividad como la
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penetrancia probablemente se deban a la accion del aelo normal que portan los afectos
heterocigotos.

Un término adicional es el de pleiotropia, esto es, que € efecto de un gen puede
difundirse hacia muchas caracteristicas y ateraciones organicas o titulares (un gen -
varios efectos). Asi, en la osteogénesis imperfecta, aparte de existir anomalias en los
genes del colageno, |os pacientes presentan sordera, escleroticas azuladas, problemas en
vlvulas cardiacas e hiperlaxitud de articulaciones. El término contrario es
heterogeneidad, que se refiere a que una misma enfermedad puede ser determinada por
varios genes y tipos de herencia, por gemplo la sordera o retinosis pigmentosa puede
ser por herencia dominante, recesiva o ligada a sexo (Nussbaum et al., 2008; Delgado
et al., 2012).

Un giemplo de herencia autosdomica dominante es la enfermedad de Huntington,
también denominada corea de Huntingto, la cua se explica con més detalle en €l
Capitulo IX. Investigaciones moleculares en € Ecuador: Enfermedades
neur odegener ativas.

1.2. Herencia autosomica recesiva

Para gue se presente la enfermedad los individuos deben portar sus dos aelos
mutados. Los rasgos tipicos del caracter solo se manifiestan en los hermanos, pero no en
sus padres, progenie u otros familiares (herencia horizontal). La recurrencia es del 25%
para los hermanos del individuo afecto, en e cruce més frecuente (heterocigotos
recesivos). Los padres del afecto por 1o general son consanguineos o endogamicos. Los
hombres y las mujeres tienen las mismas probabilidades de ser afectos. L os fenotipos de
los afectos suelen ser similares, ya que sus dos alelos estan alterados, pero se puede
encontrar heterogeneidad clinica, dependiendo de las zonas del gen alteradas. En los
casos en que el defecto genético afecte a una proteina especifica (enzimas), los
heterocigotos pueden mostrar cantidades reducidas de la enzima (Scriver et a., 2000;
Rimoin et a., 2007; Nussbaum et al., 2008; Delgado et al., 2012).

Ejemplos de la herencia autosdmica recesiva son la fibrosis quistica del pancreas
y la hipoacusia no sindromica recesiva, las cuales se explican con més detalle en e
capitulo Investigaciones moleculares en el Ecuador: Enfermedades congénitas.

1.3. Herencia recesiva ligada al sexo

En este tipo de herencia hay que considerar que los genes presentes en los
cromosomas X, tendran dos posibilidades de manifestacion. En el caso de las mujeres,
que tienen dos cromosomas X, si uno de ellos esta aterado, seran tan solo portadoras
del carécter y e otro serd e que comande e fenotipo, que suele ser normal o con
presentaciones truncadas de las afecciones; la mayoria de ocasiones, € cromosoma X
alterado sera el que se inactive (heterocromatina - corpusculo de Barr). Los varones, a
tener un solo cromosoma X, presentardn siempre la enfermedad en caso de que el gen
esté alterado.

Los criterios de reconocimiento de este tipo de herencia tomaran en cuenta un

predominio de varones afectos en las genedogias, donde e desorden suele ser
transmitido a través de mujeres sanas que son portadoras. En e cruce mas frecuente, €l
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caracter es transmitido por un hombre afectado, a todas sus hijas mujeres (que seran
portadoras) y nunca a sus hijos varones. Las portadoras transmiten el carécter al 50% de
sus hijas, quienes seran igualmente portadoras, y a 50% de sus hijos, quienes serén
enfermos. Una mujer puede ser afecta si se origina de un cruce entre un varon afecto y
una mujer portadora. Por ejemplo, la hemofilia, afecta a 1/25000 nv varones y 1/250000
nv mujeres (Scriver et a., 2000; Rimoin et al., 2007).

Otros gemplos de enfermedades recesivas ligadas a cromosoma X son las
distrofias musculares de Duchenne (DMD) y Becker (DMB). Estas enfermedades se las
explica con mayor profundidad en e capitulo Investigaciones moleculares en €
Ecuador: Enfermedades congénitas.

1.4. Herencia dominante ligada al sexo

Algunas enfermedades se originan por este tipo de herencia, aunque no €s
comun. Basta con que uno de los cromosomas X esté mutado, para que se presenten las
caracteristicas de la enfermedad. En las genealogias es frecuente encontrar muchos
afectos de ambos sexos, pero predominan mujeres y en ellas la enfermedad suele ser
menos grave. Asi, laincontinencia pigmenti es letal en los varones, mientras que en las
mujeres aparecen sintomas abigarrados de pigmentacién melanica en piel, alteraciones
de dientes, 0jos, retinay sistema nervioso central. Los sintomas inician muy temprano
en las mujeres (6 semanas de nacidas).

En la consulta genética evaluamos tres pacientes varones con incontinencia
pigmenti, que presentaban una alteracion cromosdmica que explicaria su trastorno y en
ellos se encontré un sindrome de Klinefelter (47, XXY). Otra de las caracteristicas de
este tipo de herencia es que los varones afectados transmiten el caracter patoldgico a
todas sus hijas y a ninguno de sus hijos. No existe transmision de varon avarén. Si una
mujer esta afecta en forma heterogameética, transmitira la enfermedad con un riesgo de
50% a su descendencia, sea a mujeres o a varones; en cambio si es homogameética
transmitira la enfermedad a toda sus descendencia. Un gen dominante ligado al X dara
lugar a un desorden tanto en varones hemicigotos como en mujeres heterocigotas. El
gen es transmitido en las familias de |la misma manera que |os genes recesivos ligados al
X, dando lugar a un exceso de mujeres afectadas. En agunos desordenes la enfermedad
es letal en hombres hemicigotos. En este caso habra menos varones que o esperado en
la familia, los cuales serdn sanos, y un exceso de mujeres, la mitad de las cuales seran
enfermas. La inactivacion del X produce fenotipos variables. El detectar este tipo de
herencia es complicado y se la confunde con herencia autosdbmica dominante, 1o cual
demanda realizar pruebas genéticas y de laboratorio exhaustivas (Scriver et al., 2000;
Rimoin et al., 2007; Nussbaum et al., 2008; Delgado et al., 2012).

1.5. Herencia ligada al cromosomaY

En e cromosoma Y se han ubicado unos 280 loci, pero sdlo unos 20 han sido
asignados o asociados a funciones, es decir, genes. En caso de una enfermedad de este
tipo, solamente los varones son afectos, siendo la transmision directa de padre a hijo
varon a través del cromosoma Y. El modo de transmision probablemente sea €l de una
herencia similar a la autosomica dominante. Ha sido cuestionada esta herencia, ya que
existen muy pocos genes en e cromosoma Y, y su accion podria estar limitada a
problemas de fertilidad e indiferenciacion sexual.
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Un término que se debe considerar concomitantemente con la herencia ligada al
Y, es € de herencia limitada a un sexo. Esto es, la presencia de ciertas enfermedades
que por la propia naturaleza masculina o femenina se presentan de forma exclusiva en
uno de los dos sexos; asi, la testotoxicosis, afecta sdlo a varones aunque la herencia sea
dominante, y los problemas de Utero u ovarios, sdlo a mujeres.

1.6. Herencia intermedia y codominancia

Si ambos alelos de un par se expresan totalmente en e estado heterocigaotico,
entonces los alelos (0 los rasgos determinados por ellos o ambos) son codominantes.
Algunos gemplos de codominancia se observan en varios grupos sanguineos y en los
sistemas enzimaticos. Si €l heterocigoto es diferente de ambos homocigotos, |os genes
involucrados muestran herencia intermedia. Por gemplo, los portadores de los aelos
para la anemia drepanaocitica o de células falciformes (Scriver et a., 2000; Rimoin et al.,
2007; Nussbaum et al., 2008; Delgado et al., 2012).

2. HERENCIA NO MENDELIANA

La herencia no mendeliana descrita a continuacion se relaciona con la herencia
mitocondrial, €l origen y las enfermedades corel acionadas.

2.1. Herencia mitocondrial

Las mitocondrias son organelas celulares donde ocurre la respiracion celular
(degradacion de combustible con liberacion de energia). Su nUmero en cada célula esta
determinado por la cantidad de energia requerida por esta. Si la requiere en gran
cantidad (como las células musculares) entonces contienen bastantes mitocondrias. El
estudio de las mitocondrias es de interés dentro del campo de la genética porgue estas
contienen su propio material genético. Muchas enfermedades humanas se deben a
defectos o alteraciones en el ADN mitocondrial (ADNmt) (FiguraV1.2) (Wallace, 1989;
Thomaset a., 1994).

2.1.1. Origen del ADN mitocondrial

Hace 150 6 200 afios cuando € oxigeno escaseaba en la Tierra, una bacteria
primitiva que sacaba la energia de la fermentaci 6n anaerobia absorbi6 una célula menor,
la mitocondria, que se especializd en la respiracion. Desde entonces las dos células
adquirieron una relacion simbidtica, en la que unale proporcionaba energia a cambio de
refugio y sustento por parte de la otra.

Cada célula humana contiene miles de moléculas de ADNmt circular, €l mismo
gue esta conformado por 16567 pb que constituyen 37 genes. Cada ADNmt codifica
paraun ARN ribosomal (ARNTr) grandey otro ARNTr pequefio, 22 ARN de transferencia
(ARNt) y 13 cadenas polipeptidicas de enzimas que participan en la fosforilacion
oxidativalacual genera ATP. El ADNmt esté casi exclusivamente constituido por genes
gue contienen exones. Dentro de una célula diploide podria haber més de 1000 copias
del genoma mitocondrial, ya que cada mitocondria contiene hasta 10 copias de su ADN
circular y cada célula contiene cientos de mitocondrias. Las mutaciones dentro del
ADNmMmt parecen ser 5 a 10 veces mas comunes que las mutaciones en el ADN nuclear,
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y la acumulacion de mutaciones mitocondriales se ha sugerido que tienen un rol
importante en el envejecimiento (Merriwether et al., 1991).

Entre las diferencias del ADN nuclear y € mitocondrial estan algunas ya
anotadas, e nuclear es lineal, € mitocondrial circular; e cédigo genético en la
mitocondria es diferente que en € nlcleo, asi: los codones de los 22 ARNs de la
mitocondria pueden ser reconocidos por 60 codones; cuatro codones extras UAG, UAA,
AGA y AGG, son reconocidos como parada; €l codon UGA se lee como triptéfano en
vez de codon de parada; € codon AUA se lee como metionina'y no isoleucina como en
el nucleo (Shay & Werbin, 1992).

—l HsP LSP B
\ OH B
ABNS Fhre DIo¢<: ARNt Thr

ARN 125 Cytb

ARNt Val

ARNt Pro

ARN 16S

ARNt Glu ND 5

ARNt Leu ARNTt Leu
ADN mitocondrial (ADNmt) ARN Ser
16568 pb .
ND 1 ARNt GIn ARNTt His
ARNt lle ARNt Ala ND 4
ARNt Met ARNt Asn
ARNt Cys
ARNt Tyr ND 4L
ARNt Trp ARNt Ser ARNt Arg

ARNt Asp

FIGURA VI.2. ADN MITOCONDRIAL. Doble cadena de ADN conformado por 37
genesy 16568 pb (IIB, 2014).

2.1.2. ADN mitocondrial y enfermedades genéticas

Desde que & genoma mitocondrial humano fue secuenciado en 1981, se ha
observado enfermedades genéticas que muestran un patron de herencia materna, tales
como las miopatias mitocondriales. A diferencia del ADN nuclear, hay miles de copias
de ADN mitocondrial en cada célula nucleada. Cada mitocondria contiene de 2 a 10
copias. En los individuos normales son idénticas.
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Laprimera evidencia de que rearreglos en el ADN mitocondrial podian ser causa
de enfermedades genéticas fue obtenida por estudios con southern blot, que demostraron
largas deleciones en ADNmt proveniente de células de musculo de individuos con
enfermedades musculares. Al comparar e ADN muscular con € de células sanguineas
no se hallaron dichas deleciones. En estos pacientes se encontraron tanto mitocondrias
defectuosas como normales. La existencia de mas de un tipo mitocondrial en la misma
célula, en el mismo tejido o en e mismo individuo, se conoce como heteroplasmia.

La delecion gue mas frecuentemente es encontrada se denomina delecion comun
y consiste en una pérdida de aproximadamente 4,9 Kb de longitud (Thomas et al.,
1994). La primera pregunta que surge en relacion a esta pérdida, es: ¢Como se da €l
rearreglo? Parece ser que la recombinacion no es comun en ADNmt de organismos
superiores. En estudios poblacionales no se han detectado individuos sanos que
presenten niveles altos de rearreglos. El andlisis de secuencias revela que hay una
homol ogia exacta en cualquiera de las partes terminales de |os segmentos del ecionados,
gue consta de 13 pb en longitud. El desprendimiento de la zona de delecién puede ser
una caracteristica de la replicacién del ADNmt, durante la cual la cadena pesada es
especialmente vulnerable, ya que se encuentra en forma de cadena simple. De ahi que
esta cadena simple pesada pueda aparearse de forma desigual con partes de la cadena
ligera por medio de lazos en regiones ricas en A y T, dando como resultado fina la
pérdida de material genético y la consecuente enfermedad.

La segunda pregunta es: ¢La distribucion del ADNmt mutante y silvestre es
uniforme dentro de un individuo? Deleciones de ADNmt pueden ser encontradas no
solo en musculos, sino también en tejidos tales como cerebro, higado, rifiones y sangre.
La proporcién de ADN mutado con respecto a normal parece depender del tipo de
tgjido en estudio y de la edad del individuo. Lineas celulares que han sido clonadas de
tales individuos, indican que células individuales pertenecientes al mismo tejido pueden
tener proporciones diferentes entre el tipo silvestre y e mutante, lo cua explicaria la
diferencia de sintomasy la gravedad de las afecciones.

La tercera pregunta es. ¢Cada mitocondria puede tener varios tipos de ADN? Y
s es que larespuesta es negativa, ¢existe entonces una comunicacion entre mitocondrias
para que los genomas salvajes puedan complementar a los mutantes? Parece gque esto es
verdad. En primer lugar, se ha encontrado evidencias de que cada mitocondria, como se
anotd anteriormente, posee de 2 a 10 copias del genoma; en segundo lugar, a estudiar
células hibridas expuestas a cloranfenicol, se ha observado que las células contenian dos
tipos de mitocondrias: un tipo cuya cubierta era resistente a cloranfenicol y otro cuya
cubierta era sensible. Los resultados revelaron que las mitocondrias sensibles fueron
capaces de sintetizar polipéptidos en presencia de las mitocondrias con cubierta
resistente, 1o que sugiere que debe existir un tipo de interaccion entre los dos tipos de
mitocondrias. Igualmente esto explicaria la heterogeneidad de las manifestaciones
clinicas.

La cuarta pregunta es: ¢COmo las deleciones y los rearreglos se relacionan con
las caracteristicas clinicas? Se ha detectado que no existe unarelacion clara del fenotipo
con la region delecionada del genoma, la longitud del ADNmt delecionado y el
porcentaje de ADNmt que ha sido delecionado. Deleciones idénticas pueden dar lugar a
varios fenotipos. Cuando se tomé varias biopsias de un mismo paciente, se pudo
observar que la proporcién de genoma delecionado aumentaba con el tiempo. Cuando se
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tomaron biopsias de diferentes sitios dentro del mismo individuo, no se observaron
diferencias. Puede ser que exista un efecto de dosificacion en el que la severidad clinica
aumenta con el aumento de la proporcion de genoma delecionado, dentro de un
individuo, o dentro de un tejido. Sin embargo, es posible que la distribucién de ADNmt
mutante relativa a tipo silvestre sea de crucial importancia en la determinacion del
fenotipo.

Un amplio espectro de enfermedades neuromusculares han sido asociadas con
mutaciones en el ADNmt. Siempre el genotipo de la madre es €l que se hereda, por eso
se denomina herencia materna. Esta puede predecirse suponiendo que € o6vulo ha
aportado todas las mitocondrias, debido a que s bien las mitocondrias del
espermatozoide ingresan en el Ovulo, estas son degradadas; por tanto, los genes
mitocondriales derivan exclusivamente de lamadre y los de los progenitores masculinos
son descartados en cada generacion. Lo importante es que predomina el genotipo
aportado por e progenitor de un determinado sexo, en contraste con e comportamiento
de la herencia mendeliana en la que los cruzamientos reciprocos muestran que la
contribucién de ambos progenitores se hereda por igual.

Algunas investigaciones han demostrado que fragmentos del ADNmt podrian
integrarse en el ADN nuclear, y podrian ser neutras o producir mutaciones y
enfermedades. Las mutaciones de las mitocondrias estarian también relacionadas con el
envelecimiento y el origen del cancer. Existen algunos principios que explicarian €l
origen de las enfermedades mitocondriales, el cancer y el envejecimiento: Una mutacion
en el ADNmt puede proveer a la célula que la contiene una ventgja selectiva de
crecimiento en un medio ambiente en particular. La eliminacion de mitocondrias
mutadas puede resultar en la insercién de un fragmento de ADNmt en el nucleo. La
reduccion del nimero total de moléculas de ADNmt en la célula puede afectar €l
bal ance homeostético entre el nicleo y e citoplasma.

Debido a que mdltiples copias de ADNmt estdn presentes en la célula, las
mutaciones mitocondriales son frecuentemente heteroplasmicas, es decir, que una sola
célula contendra una mezcla de ADNmt mutante y normal. La severidad de la
enfermedad causada por mutaciones mitocondriales probablemente depende de la
presencia de proporciones relativas de ADN mutante y normal, pero es muy dificil
predecir en un determinado sujeto.

Para determinar cudles proteinas son codificadas por el ADN nuclear y cudles
por el mitocondrial, se puede inhibir uno de los dos sistemas. Se puede bloquear la
sintesis mitocondrial utilizando agunos antibiéticos como la tetraciclina y el
cloranfenicol. De esta manera las proteinas que se produzcan durante e blogueo
necesariamente van a ser codificadas por e ADN nuclear. A su vez, se puede bloguear
la actividad de los ribosomas del nicleo. Las proteinas producidas mientras uno de los
sistemas estd blogueado, pueden ser marcadas con isotopos radioactivos para asi
distinguir a gué sistema corresponden.

2.1.3. Variacion del ADN mitocondrial

Los estudios con ADNmt provenientes de varias poblaciones han mostrado 149
haplotipos y 81 sitios polimorficos, o cual sirve para estudiar |0s aspectos evolutivos de
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la especie humana. Asi, se ha demostrado gque en la poblacion africana existe la mayor
diversidad de genomas mitocondriales, y se concluye que la especie humana es de
origen africano. Los datos de las investigaciones con ADN mitocondrial indican
también que los individuos difieren en un 0,4% en su ADN mitocondrial, valor més ato
del que se esperaba. Ademés, el ADNmt es méas heterogéneo interpoblacionalmente a
diferenciadel ADN nuclear.

Los estudios sugieren que existe un haplotipo ancestral que existié en Africa
hace aproximadamente 200000 afios, del cual provienen todos los genomas
mitocondriales humanos. A partir de aqui los genomas se han ido ramificando. Esto se
determing al estudiar €l nivel de variacion de los sitios de restriccion del ADNmt y la
tasa de divergencia de las secuencias (de 2 a 4% por cada millon de afos). La
suposicion de que la divergencia empezd hace 200000 afios, proviene de estudios
palecantropoldgicos. Los humanos més antiguos, encontrados en Africa, tienen
aproximadamente 3 millones de afios. Esto indica que el origen humano es mucho més
antiguo que la divergencia del ADNmt y los procesos evolutivos han permitido que las
proteinas codificadas por este ADN sean importantes en la fisiologia humana.

Se han presentado evidencias de que el ADNmt tiene origen africano, sobre la
base de que la raiz africana es la més profunda en los dendrogramas de ADNmt.
También se observd en e dendrograma que los ADNmt asiaticos y los caucésicos se
derivan seguidamente de los ADNmt africanos.

Estudios realizados en el Ecuador por nuestro grupo, solo para uno de los genes
analizados, citocromo b, han demostrado que existen al menos 6 tipos de variantes de
este gen mitocondrial, de las 64 descritas en poblaciones humanas (Paz-y-Mifio et al.,
2008b).

El citocromo b, es un gen mitocondrial que codifica para la proteina citocromo
b, que es parte de la cadena de transporte electronico de la fosforilacion oxidativa. Tiene
aproximadamente 1100 pb y entre 8 dominios transmembranales. Como todo gen
mitocondrial no presenta intrones, se hereda principal mente por linea maternay no hay
recombinacién. Al ser parte del genoma mitocondrial presenta ademas una evolucién
muy rdpida y su tasa de mutacion es alta (Ej. variantes heteroplasmicas) (Berg et al.,
2002).

El segmento estudiado que amplificdé por PCR corresponde a 3 dominios
transmembranales que son de rapida evolucion porque contienen principamente
aminoécidos hidrofébicos y ningin centro activo importante en e transporte de
electrones. El tamafio es de aproximadamente 356 pb y se amplificod utilizando 2
cebadores universales comunmente utilizados en diversos grupos de vertebrados. La
utilidad del gen se enmarca principalmente en la deteccién de variantes poblacionales y
divergencias infraespecificas recientes (variaciones poblacionales y entre especies
hermanas). L os cebadores utilizados constan en la Tabla V1.3.

Tabla VI.3. Cebadores para la amplificacion del gen citocromo b

Nombre Secuencia (5’ - 3’)
CB1-L CCA TCC AAC ATC TCA GCA TGA TGA AA
CB2-H CCC TCA GAA TGA TAT TTG TCC TCA
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El estudio analizd un total de 108 ADNs diferentes para citocromo b. Las
variantes se las encontr0 realizado la técnica denominada polimorfismo en la
conformacion de la cadena simple (SSCP). La Figura V1.3 muestra los diferentes tipos
de variantes del gen citocromo b, detectadas por SSCP, estando cada variante
identificada por un nimero.

e
—

FIGURA VI.3. VARIANTES DE CITOCROMO B IDENTIFICADOS POR SSCP. La
técnica SSCP (Single-strand conformation polymorphism) permite analizar los
polimorfismos de conformaciones monocatenarias (Maodificado de Paz-y-Mifo et al.,
2008b; 1IB, 2014).

Se estudiaron diversos grupos étnicos del Ecuador: poblacion mestiza, negra e
indigena. Las frecuencias encontradas para cada variante se las detalla en la siguiente
tabla:

Tabla V1.4. Frecuencias y variantes de citocromo b en grupos étnicos del Ecuador

Variante Muestras Porcentaje (%) Frecuencia
1 63 58,55 0,55
2 5 4,67 0,04
3 34 31,78 0,30
4 1 0,93 0,01
5 4 3,74 0,03
6 1 0,93 0,01

Ladistribucion de los diferentes tipos de citocromo b por poblacién estudiada se
observaen laFiguraV1.4. Las variantes 1 y 3 son las mas frecuentes, sumando un 91%
del total de individuos. Las variantes 2 y 5 tienen frecuencias bajas, sumando para el
8,4% del total. La variante 1 se asume como €l tipo salvaje por su alta frecuencia. El
producto mas corto incluye €l final del extremo N-terminal hasta el dominio C. Las seis
variantes pueden ser incluidas en las 19 reportadas en la literatura (Scharfe et al., 2000).
Estas variantes del segmento incluyen 7 cambios no sinénimos y 12 sinGnimos. La
mayoria de los cambios se acumulan en € dominio C, B y en € interdominio AB. Los
cambios no sinénimos reportados incluyen 5 transiciones y 2 transversiones. Todos los
cambios sinénimos reportados son transiciones, 4 de ellos envuelven purinas 'y 8 en
pirimidinas. El andlisis del SSCP para este segmento fue muy confiable pero la
identidad de cada variante no fue revelada hasta la secuenciacion.
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FIGURA VI4. DISTRIBUCION DE LAS VARIANTES DE CITOCROMO B EN
ECUADQOR. El analisis de las variantes del citocromo b se realizd mediante la técnica
SSCP y la secuenciacion genémica (Paz-y-Mifo et al., 2008b; 11B, 2014).

Este segmento tiene 25 variantes reportadas en la literatura (Scharfe et al., 2000),
y es mucho més polimérfico que e producto corto. Las variantes incluyen 14 cambios
no sinénimosy 11 sinbnimos. La mayoria de cambios se acumulan en &l dominio D, E'y
en el interdominio CD. Los cambios no sinénimos reportados incluyen 9 transiciones y
2 transversiones; los sinbnimos reportados incluyen 12 transiciones y 2 transversiones.
Para |as transiciones sindnimas, 5 envuelven purinas'y 6 para pirimidinas.

Por ahora no se sabe con exactitud qué papel juegan los polimorfismos
encontrados en el ADNmt, pero el estudio de las variantes mitocondriales permite
establecer una relacion entre los diferentes grupos poblacionales del Ecuador, asi como
entender la diversidad étnica de nuestro pais, que se debe ala variabilidad genética dada
por polimorfismos genéticos en general y mitocondriales en particular. Utilizando la
informacion del ADNmt, se puede sugerir una clasificacion poblacional basada en las
variantes de este ADN vy, aparte de la utilidad filogenética, se puede establecer
asociacion con enfermedades.

3. HERENCIA POR IMPRONTA GENOMICA

La herencia por impronta gendémica (genomic imprinting) empezé a tomar
importancia hacia la mitad de este siglo, cuando se observo que en ciertas ocasiones €l
sexo de los padres tenia influencia en la expresién genética de los hijos. Efectivamente,
existe una expresion genética diferente tanto a nivel cromosdmico como aélico,
dependiendo de si € material genético proviene de la madre o del padre; en otras
palabras, e mismo gen puede comportarse de forma diferente en la descendencia, segun
se transmita por via espermatica u ovular. El siguiente gjemplo sirve para aclarar €l
fendémeno: El sindrome de Prader-Willi, heredado por impronta genémica, esta asociado
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auna delecion del cromosoma 15 en su brazo largo (15q11-13); e cromosoma alterado
proviene en la mitad de casos del padre. El sindrome de Angelman también esta
asociado, en la mitad de casos, a una delecion 15g11-13, o sea similar a de Prader-
Willi, pero a través del andlisis genético por ligamiento se ha detectado que €
cromosoma alterado se origina en la madre. Entonces ocurre que uno u otro sindrome
genético, sea el Prader-Willi o el Angelman, puede presentarse cuando esta implicada la
informacion genética que transmita el padre o la madre respectivamente. Aunque no se
sabe si laregion del ADN que se encuentra implicada en los dos sindromes es la misma,
parece cierto que podria existir solapamiento de unos genes sobre otros. Este
solapamiento podria depender del grado de metilacion del gen (Da Rocha & Ferguson-
Smith, 1984; Sha, 2008; Wolf et a., 2008).

Inquietan otros casos de enfermedades relacionadas con esta nueva forma de
herencia por impronta gendmica, como la distrofia miotonica cuyo gen es transmitido
por via materna'y que de presentarse, ocasiona que entre el 10 al 20% de hijos afectos,
tengan la forma congénita severa;, o como la enfermedad de Huntington, cuyo gen,
cuando es transmitido por €l padre, desencadena la forma severa juvenil de la
enfermedad (Hall, 1990; Sha, 2008).

Actualmente, se ha puesto atencion a variantes fenotipicas en ciertos sindromes
gue, con seguridad, tendrian origen en la herencia por impronta genémica y se ha
planteado que muchas de estas diferencias se deben a una disomia uniparental, esto
significa que el par cromosdomico de un descendiente es producto del mismo padre;
hecho que resultaria de la presencia de un ato nimero de células germinaes
aneuploides. Este fendmeno de disomia uniparental, podria conducir a la
homocigocidad de una serie de alelos contiguos en un par de cromosomas, fendmeno
denominado isodisomia y podria ser explicado por un alto indice de recombinacion de
los cromosomas meidticos. La existencia de la disomia uniparental, con o sin
isodisomia, podria explicar variedades fenotipicas en e mismo sindrome (Horsthemke
& Buiting, 2008).

4. SINDROMES DE GENES CONTIGUOS

Existen algunos sindromes con patrones fisicos reconocibles que son causados
por fallas en la organizacion de los genes en el cromosoma, como los sindromes de
genes contiguos, estos se producen por inclusion o exclusion de genes proximos a los
gue producen fenotipos clasicos, determinando variaciones en los fenotipos del mismo
sindrome. Los sindromes proveen gran informacion sobre e ordenamiento genético y
ayudan a entender el control genético; ademas, estan incluidos en €l grupo de defectos
del desarrollo.

5. MOSAICISMO

Se refiere a la presencia de dos 0 més lineas celulares, las cuaes difieren en la
constitucion cromosomica o en € genotipo pero que han sido derivadas de un solo
cigoto. El mosaicismo es un evento postcigético que podria originarse durante €
desarrollo embridnico temprano, durante la etapa fetal tardia o en la vida postnatal. El
momento durante el cual se desarrolla el mosaicismo determinard las proporciones
relativas de las dos lineas celulares, y por lo tanto la severidad de la anormalidad del
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fenotipo causado por la linea celular anormal. EI mosaicismo funciona ocurre en
muijeres cuando uno de los cromosomas X permanece activo en cada célula. El proceso
de inactivacion del X ocurre en la embriogénesis temprana y es a azar. Por tanto, los
alelos que difieren entre los dos cromosomas seran expresados en forma de mosaico
(Zlotogora, 1998).

El mosaicismo cromosdmico no es infrecuente y se produce por errores
postcigéticos durante la mitosis. Ha sido documentado en algunas anormalidades
cromosomicas numeéricas y estructurales que habrian sido letales si no hubieran estado
en forma de mosaico.

6. HERENCIA POLIGENICA O MULTIFACTORIAL

El término poligén hace referencia a un grupo de genes gque determinan un
caracter o enfermedad, mientras que € término multifactorial, se refiere a que un
caracter esta determinado por varios factores incluidos los genéticos (uni o poligénicos)
bajo la influencia de un ambiente determinado. Es por esta razén que los términos
podrian estar superpuestos y hemos preferido describirlos en conjunto (Marazita &
Mooney, 2004).

Si se considera la relacién genes-ambiente con respecto a fenotipo que se
evalla, se tiene una curva de Gauss normal. Anaizando los extremos de esa
distribucién tendriamos tres tipos basi cos de rel acién:

FIGURA V1.5. RELACION ENTRE GENES Y AMBIENTE. La epigenética consiste en la
asociacion entre los factores genéticos con los ambientales para explicar un patron
presente en un individuo. El fenatipo es igual al genotipo mas el ambiente (1B, 2014).

El primer gréfico muestra la manera como la carga genética (G) comanda al
fenotipo (F), mientras que la carga ambiental (A) es més bien pequefia. El tercer gréfico
muestra lo contrario, es decir, la carga ambiental (A) es la que primay los genes (G)
tienen poco efecto. El segundo gréfico, representa la relacion igual de genes (G) y
ambiente (A). Este fendmeno ocurre en los individuos y un giemplo lo aclara: La carga
genética que impone e gen mutado que produce la fibrosis quistica del pancreas es
completa, pero €l ambiente en que los afectos desarrollan su vida es determinante para
la sobrevida; en pocas palabras, si |os individuos mantienen un tratamiento adecuado y
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oportuno, viven por afos. Al otro lado estaria el egemplo de lainfeccidn por VIH: Si un
individuo tiene laformanormal del gen CCR5 en homocigosisy esta en contacto con €l
virus, el contagio es casi seguro, pero s existe una forma mutante del gen en
homocigosis, el virus no puede entrar a los linfocitos del individuo, y se podria decir
que este sujeto es inmune a VIH. Los individuos heterocigotos gen normal/mutado, s
bien se contagian del virus, parece que e desarrollo de la enfermedad es mas lento. Este
mismo fendmeno de “resistencia 0 susceptibilidad” se ha descrito para muchas
enfermedades: tuberculosis, lepra, malaria, e incluso infecciones bacterianas como la
del estreptococo beta hemolitico del grupo A, hongos como la Candida albicans y
algunos parésitos como la ameba, o la leishmania. El punto entonces, es que los
individuos pueden tener genes que les proporcionan unas caracteristicas favorables en
un ambiente contrario, 0 viceversa, genes de susceptibilidad (Paz-y-Mifio et al., 2005a;
Nussbaum et a., 2008).

De la misma forma, se conoce que existen individuos con resistencia “natural”
(genética) a fendmenos como la radiacion, la gravedad o las aptitudes para deportes,
musica, etc. Entonces, los genes comandarian la estructura del individuo con sus
ventgjas y desventajas, y € desempefio o la relaciéon con e medio serian una forma de
adaptacion o seleccion natural.

Muchas enfermedades no tienen un patron hereditario definido, como las
heredadas en forma dominante, recesiva o ligada al sexo. Aqui la carga genética del
individuo interacciona con los factores ambientales (fenotipo = genotipo + ambiente)
gue tienen un efecto de umbral de susceptibilidad para producir una anomalia. Este tipo
de herencia es responsable de un gran nimero de caracteristicas fenotipicas del ser
humano (color de la piel) y de desordenes del desarrollo que dan como resultado ciertas
malformaciones congénitas (fisura labial con o sin fisura del paladar, defectos de cierre
del tubo neural, dislocacién congénita de cadera, microtia) y muchos desordenes de la
vida adulta (algunas formas de cancer y enfermedades de las arterias coronarias). Al
parecer las caracteristicas y defectos poligénicos no son resultado de un simple error en
la informacion genética sino una combinacion de pequefias variaciones genéticas. Los
factores ambientales podrian estar involucrados en este tipo de herencia. Desordenes
multifactoriales tienden a ocurrir en familias pero no muestran los patrones
geneal 6gicos de la herencia monogénica (Baird et al., 1988; Busby et al., 2005).

El poligén abarcaria un conjunto de genes que gercen un efecto sumatorio para
manifestar un caracter, dentro de un ambiente determinado (region geogréfica, nicho
ecoldgico), que también tendria una influencia importante. En este tipo de herencia se
ha visto un indice de consanguinidad o endogamia aumentado entre los padres de los
individuos afectos, como también las patol ogias se concentran en grupos poblacionales
familiares o étnicos especificos y alin en un sexo en particular. Cuando la afeccién se
presenta en € sexo menos expuesto, € riesgo de recurrencia y de transmision
hereditaria es mucho mayor para los siguientes hijos o hermanos del afecto, que s €
afecto es del sexo comunmente més enfermo. Esto significa por gemplo que s la
dislocacion congénita de cadera con incidencia de /1000 nacidos vivos, que es mas
frecuente en las mujeres, se presenta en un varén, el riesgo de que este hecho se repita
en el siguiente embarazo, para un feto masculino, es de aproximadamente 2%, es decir
unas 20 veces mayor que el de la poblacion general. Existen varios aspectos importantes
sobre la herencia poligénica en relacion con los riesgos de recurrencia de problemas
malformativos:
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ﬁ Cuanto mas grave es la afeccién, mayor sera el riesgo de recurrencia familiar. \

b) Sila afeccion esta presente en uno de los progenitores, la recurrencia sera mayor.

c) Elriesgo de recurrencia es mayor mientras mayor nimero de afectos exista en la familia.

d) El riesgo para los familiares mas lejanos, aunque es mayor que el de la poblacion general,
se va reduciendo aproximadamente a la mitad, a medida que se aleja el grado de

parentesco: "2 para los tios del individuo y V4 para los primos.

e) Los defectos poligénicos tienen una recurrencia empirica mayor en las familias que
presentan mayor nimero de enfermaos.

f)  La recurrencia es mayor para los parientes o descendientes de los enfermos del sexo con
\ menor posibilidad de afeccion. /

El estudio de las patologias multifactoriales resulta inquietante ya que concentra
muchos criterios cientificos y aun epistemol gicos dignos de revision. El efecto umbral
de la enfermedad, por € emplo, parece que se debe a la interaccion dialéctica de varios
genes con efecto acumulativo que, bajo un ambiente determinado, en un momento
determinado y con ciertas condiciones (a veces no detectables), confluyen dando un
salto de sus efectos cuantitativos, sobrepasando el limite o0 umbral de la normalidad y
produciendo un efecto cualitativo diferente, que desencadena malformaciones. A cada
lado del punto de umbral existen sendos tipos de poblaciones: una sana pero de mayor
predisposicion a tener descendencia con malformaciones, y otra enferma, con mayor
probabilidad de presentar malformaciones més graves a medida que se algja del limite
de normalidad. La discusion tedrica entre la relacion fenotipo-genotipo-ambiente
permanece abierta. A continuacion se explica a profundidad uno de los jemplos mas
relevantes en la herencia poligénica, las fisuras faciales.

6.1. Fisuras faciales

Las fisuras facides se encuentran entre las anormalidades més frecuentes que se
presentan en € nacimiento. Dependiendo de la poblacién estudiada, |a prevalencia de las
fisuras oscila entre 0,79 a 4,04 por cada 1000 nacidos vivos, 0 como lo citan en otros
trabgjos, suincidenciavariaentre 1 en 500y 1 en 1000 nacidos vivos.

Se ha sugerido que los nifios con fisuras faciades usualmente no presentan otras
anomalias. Sin embargo, agunos estudios indican que dichas fisuras podrian representar
solamente una de las caracteristicas que forman parte de un sindrome de malformaciones
multiples. Asi, un gran nimero de sindromes reconocibles involucran a las fisuras en su
espectro fenotipico (Murray, 2002).

La evidencia epidemiol 6gica sugiere que la fisura palatina aidada es una entidad
etioldgica diferente a labio fisurado con o sin fisura paatina, es decir que son desordenes
genéticos separados, cada uno siguiendo un patron monogénico de herencia dominante con
penetrancia reducida y limitado por € sexo. Ademés segin varios autores existen las
siguientes subdivisiones: fisuras completas e incompletas, unilateraes y bilaterales. Los
tres tipos de fisuras faciales pueden congtituir parte del cuadro fenotipico en mas de 200
sindromes claramente establecidos. Preferentemente la fisura labia (FL) o la fisura labia
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con fisura paatina (FLP) afectan a lado izquierdo, y existen graduaciones en su
manifestacion (Rimoin et al., 2007).

El labio y paladar fisurado representa cerca del 50% de todos los casos de fisuras
faciales, mientras que cualquiera de las dos en forma aidada representa cada una e 25% de
todas las fisuras. Sin embargo, reportes recientes han documentado que & 35% de recién
nacidos presentan labio fisurado con o sin paladar fisurado, como parte de un patron més
amplio de morfogénesis dterada. Existen también diferencias patoldgicas segin ciertas
variantes como €l sexo, en donde la mayoria de autores coinciden en que es més frecuente
en e masculino; area geogréfica; bajo peso de la madre (deficiente alimentacién materna),
edad materna, clase social, antecedentes patolOgicos maternos, época de concepcion o
nacimiento y etnia, habiendo mayor frecuencia entre los orientales y americanos nativos,
menor entre 1os negros y una intermedia en los caucésicos. El indice de recurrencia de las
fisuras facides es variable y se lo infiere empiricamente.

En ocasiones, las fisuras forman parte de sindromes poco comunes atribuibles a
genes autosdmicos dominantes, recesivos, ligados d sexo y anormalidades cromosdmicas.
Se ha presentado suficiente evidencia de que tanto lafisuralabia como la palatina, cuando
no forman parte de otros sindromes, se deben a herencia poligénica modificada por € sexo,
con manifestacion frecuente en el sexo masculino paralaprimeray en € femenino parala
segunda.

Las fisuras labio-paatinas constituyen una de las malformaciones congénitas més
frecuentes en el Ecuador. En 1970 se efectud un estudio estadistico de los 10 afios previos
a esa fecha, de los nacimientos de la Maternidad Isidro Ayora, encontrando un caso de
fisura por cada 613 nacimientos. En 1975, encontraron en la misma casa asistencial 1 caso
por cada 580 nacimientos; en 1978, 1 caso por cada 537 y en 1979, 1 caso por cada 500.
Como se puede observar, en poco tiempo y por causas aln no explicadas ampliamente, la
incidencia en Quito ha subido de una maneramuy notoria.

En 1996 se realiz6 un estudio en la Maternidad Isidro Ayora observando que de
161 neonatos con malformaciones multiples, hubo 26 casos (16,1%) con labio y paadar
hendido. En € presente estudio se analizaron las fisuras faciades (labia, |abio-palatina y
palatina) como un modelo para entender la mecanica del andliss genético de un
determinado caracter humano, que en Ultimainstancia nos llevaria ala comprobacién de su
posible origen 0 a plantear nuevas interpretaciones de su modelo de herencia. Se puso
atencion en la relacion entre la severidad de la afeccidon y € sexo del individuo; grado de
severidad, antecedentes familiares, recurrencia y heredabilidad versus € grado de
parentesco.

Para andlizar las fisuras oraes en € Ecuador, estudiamos individuos que
presentaron diversas ateraciones. fisura labia con fisura palatina (FLP), fisura labia sin
fisura paatina (FL) o fisura paatina aidada (FP). A todos se les readizd una evaluacion
clinica-genética, y por interés investigativo se realizd un estudio citogenético para detectar
la presencia de alguna anomalia cromosdmicay poder establecer relaciones con las fisuras
faciales. Para esto se usd latécnica citogenética estandar.

Se estudio la frecuencia de presentacion de fisuras en todos los casos evauados
genéticamente. A los afectos se los dividié en 4 grupos de estudio: fisura aidada, fisura
asociada con otras malformaciones, fisura sindrémica (como componente de un sindrome
establecido o cuando existen 3 0 mas maformaciones asociadas sin conformar un
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sindrome definido) y fisuras dentro de cromosomopatias. Se han diferenciado también 4
tipos de fisuras: fisura paatina (FP), fisura labial unilateral (FLu), fisura labia bilateral
(FLb) y fisuralabia masfisurapaatina (FLP).

Adicionamente, se realizaron genealogias de los individuos afectos dividiéndolos
de acuerdo a sexo y andizando la incidencia de la afeccidn segin € grado de parentesco.
En 64 individuos afectos pertenecientes a 60 familias, se calcul?, las frecuencias de los
diferentes tipos de fisuras. Entre paréntesis se encuentra los datos del total de familiares
de los afectos de acuerdo a grado de parentesco. Es importante aclarar que en cuanto a
los datos de parientes de primer grado solamente constan |os datos de los hermanos de
los individuos afectos estudiados.

6.1.1. Fisura palatina

Lafisura palatina fue la més frecuente con 32 afectos que representan el 50% del
total. Se encontré un mayor porcentaje en mujeres, 18 (56,3%) frente a 14 varones
(43,7%). Al analizar los datos con mayor detalle se observaron 13 casos aislados (8
mujeres y 5 varones), 10 casos como parte de sindromes conocidos, 6 asociados con
otras malformaciones y 3 casos relacionados con ateraciones cromosomicas (Tabla
V1.5).

Tabla VI.5. Individuos con fisura palatina y sus familiares afectos

Afeccion # Grado1 Grado 2 Grado 3 Total familias
Aislada 13 3 (48) 4 (156) 2 (208) 27
Asociadas a malformaciones 6 2(17) 1(84) 0118 7
Fisura facial y alteracion 3 0(7) 0(31) 0 (29) 7
cromosomica

Fisura facial en sindrome 10 0(29) 1(44) 0 (40) 19
Total 32 5(101) 6(315] 2 (391) 60

6.1.2. Fisura labio-palatina

Se encontraron 27 individuos afectos (42%), de los cuales fueron 15 varones
(55,5%) y 12 mujeres (44,5%). De estos, 13 casos fueron aislados (7 varones y 6
mujeres), 9 asociados con sindromes, 3 con alteraciones cromosdmicas y 2 con otras
malformaciones (Tabla V1.6).

Tabla VI.B. Individuos con fisura labio-palatina y sus familiares afectos

Afeccion # Grado 1 Grado2 Grado3 Total familias
Aislada 13 4 (48) 0(156) 0 (208] 27
Asociadas a malformaciones 2 1(17] 1(84) 018 7
Fisura facial y alteracion 3 0(7) 0(31) 0(29) 7
cromosémica

Fisura facial en sindrome 9 0(29) 1(44) 0 (40) 19
Total 27 5 (101) 2(315] 0 (391) 60

6.1.3. Fisura labial

Se encontraron 5 individuos afectos, 3 con FLu y 2 con FLb, de los cuales 4
fueron varones (80%) y 1 mujer (20%); de estos 1 caso relacionado con alteraciones
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cromosomicas y 4 casos aislados (Tabla V1.7). Segun Oliver & Jones, €l labio fisurado
es més probable gue aparezca en los varones, 10 que de alguna manera corrobora los
datos de este estudio que, aunque son pocos, muestran un mayor porcentgje de afectos
entre los varones (Oliver & Jones, 1997).

Tabla VI.7. Individuos con fisura labial y sus familiares afectos

Afeccion FLu FLb Grado1 Grado2 Grado3 Total familias
Aislada 3 1 1(48) 2(156) 0(208) 27
Asociadas a 0 0 0(17) 1(84) 0118 7
malformaciones

Fisura facial y alteracion 0 1 0(7) 0(31) 0 (29) 7
cromosémica

Fisura facial en sindrome 0 0 0(29) 0 (44) 0 (40) 19
Total 3 2 1(101) 3(315] 1(391) 60

6.1.4. Asociaciones malformativas

En cuanto a las malformaciones asociados a las fisuras faciales se pudo observar
gue 6 casos se asociaron con FPy 2 casos con FLP; 3 de las 4 cardiopatias encontradas
se presentaron en FP, 1o que sugiere que ante tal presencia puede haber un riesgo mayor
aotras malformaciones y en especial un 42,8% a una cardiopatia. En o que a sindromes
asociados a fisuras faciales se refiere, se encontrd que de los 19 hallados, 9 presentaron
FLP (47,3%) y 10 FP (52,7%). Dentro de estos sindromes, 6 presentaron cardiopatias
(31,5%), 3 con trastornos del sistema nervioso central (15,7%), 3 con alteraciones en
miembros inferiores (15,7%), 3 con alteraciones craneofaciales (15,7%) y 2 en genitales
(10,5%).

6.1.5. Analisis estadistico comparativo

Al comparar € nimero total de casos de FLP + FL (cuyo resultado es la suma de
datos de FLu y FLb) con la FP total, no existen diferencias significativas (p > 0,05). En
el caso de la FP aidada, al ser comparada con los otros tipos de fisuras palatinas, no se
observaron diferencias significativas ni con la asociada ni con la sindromica (p > 0,05),
pero si hay diferencias con la FP en cromosomopatias (p < 0,01). Esta diferencia podria
deberse a que los casos de cromosomopatias son muy pocos o debido a que la
etiopatogenia es diferente, |0 que seria més probable.

Al comparar la FLP aislada con los otros grupos, ocurre todo o contrario con las
fisuras asociadas y cromosdmicas, ya que las diferencias encontradas son significativas
(p < 0,001 y p < 0,01 respectivamente), mientras que con las sindrdmicas no existen
diferencias (p > 0,05). La explicacion puede ser similar ala anterior yaque en el caso de
FL P asociada sblo se registraron 2 casos.

Finalmente, a comparar el comportamiento de la FP y la FLP no se encontré
diferencia algunaen los grupos (p > 0,05).

El célculo de la recurrencia se lo realizd considerando e nimero de afectos

sobre €l total de parientes por grado de consanguinidad, |os resultados de la recurrencia
se los presenta en la Tabla V1.8. Se conoce que la frecuenciay recurrencia de las fisuras
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orales, labiopalatinay palatina, es diferente para cada grupo étnico, encontrandose que
la presente poblacion estudiada esté dentro de los datos informados en la literatura.

Tabla VI1.8. Recurrencia de fisura palatina, labial y labio-palatina

Recurrencia fisura palatina Recurrencia fisura labial Recurrencia fisura labio-palatina

Afeccion Grado parentesco (%) Grado parentesco (%) Grado parentesco (%)
1ro 2do 3ro No. 1ro  2do 3ro No. 1ro 2do 3ro No.
familia familia familia

Aislada 5/24 4/81 2/54 1 174 2/24 0/863 4 5/28 0/67 0/92 12
hoociscess /14 167 B0 e /s estr o2
malformaciones  (214) [14]  [2.1) 5 No existen afectos 20 (117 (@ 2
Fisura facial en 0/16 1/24 0/18 . 0/13 1/18 0/22
sindrome [/D] [{l,’l] [/O] 10 No existen afectos [/D] [é,5] [/D] 9
Fisura facial y 0/7 0/12 0/10 0/1 0/8 o/7 0/4 0/11 0/8
alteracion (8)} (8)} 0) 3 (8)} @) (8)} 1 (8)} (8)} (8)} 3

cromosoémica

Adicionamente, €l andlisis de los datos revela que cuando se encuentra la FP
como patologia en los ascendientes, en la generacion analizada se presenta mayor
nimero de afectos de fisuras (probandus). Cuando hay antecedentes de FL (5 afectos)
solo se encontraron 3 probandus. Cuando hay antecedentes de FP (3 casos) hay mayor
riesgo de recurrencia en las familias (10 afectos); en cambio cuando |os antecedentes de
FL o FLP (7 casos) estan presentes, proporcionalmente de forma mayor a los de FP
(3/7), la recurrencia parece ser menor o igual (6 casos). Lo que proporcionaria a la FP
las caracteristicas de una mayor penetranciay severidad que la FLP.

Cuando se observa antecedentes familiares en la rama materna, especialmente
por consanguinidad (7 afectos en las familias maternas), hay mayor numero de
probandus (7/14 con FLP y 7 con FP) que cuando los antecedentes estén en la rama
paterna (2 afectos) y 2 afectos probandi (1 con FPy 1 con FLP).

De 15 familias con antecedentes de fisuras de todos los tipos, en larama materna
se encontré 11 afectos (7 con FLPy 4 con FP) y 4 afectos en la rama paterna (2 con
FLPy 2 con FP).

Cuando la consanguinidad esta en la rama materna, se ha encontrado un mayor
numero de casos de FLP (50%) y cuando la consanguinidad esta en la rama paterna, el
otro 50% de casos son de FP. En otras palabras, la recurrencia familiar es 2,75 veces
mayor en laramamaternaque en lapaternay laFLP es 1,5 veces mayor que laFP.

Al analizar |os factores ambientales que podrian intervenir en la etiopatogenia de
las fisuras, y a los cuales se tuvo acceso, en las familias estudiadas se encontraron 2
individuos (3,3%) con antecedentes de importancia. Un caso de exposicion arayos X en
el primer trimestre de embarazo (FL). Un caso de contagio con rubéola durante €
embarazo (FP). También se observaron 9 familias (15%) con abortos por causa
desconocida, los cuales se presentaron antes del nacimiento del probandus.

En conclusién, los datos de la investigacion sobre heredabilidad, antecedentes
familiares y recurrencia, apoyan los presentados en la literatura. Los resultados
encontrados son validos para esta poblacién estudiada, existiendo, como se observa, una
heterogeneidad geografica ya descrita anteriormente en otros trabajos similares.
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Laincidencia de fisura palatina aislada fue mas elevada con relacion alas fisuras
labio-palatinas y a las labiales. Asi mismo, se encontr6 que la fisura palatina aislada es
mas frecuente en mujeres, mientras que la fisura labial aislada y labio-palatina fueron
més frecuentes en hombres.

De acuerdo con la relacion entre fisuras y otras afecciones, las fisuras palatinas
aisladas son las gque presentan mayor asociacion con otro tipo de malformaciones,
mientras que las labio-palatinas se asocian con menor frecuenciay las labiales aidadas
en ningun caso; datos que concuerdan con otras investigaciones. De igual manera, esto
esta en mayor relacion a una herencia con caracteristicas mas estables, como seria la
dominante con penetrancia y expresividad variable, o un poligén (grupo de genes
ligados transmitidos en conjunto) con herencia mendeliana. De todas maneras, €
espectro de asociaciones es variado para los diferentes sistemas y 6rganos, 1o que
conduce a pensar gque existiria un nimero de genes especificos que provocan las fisuras
faciales clasicas y a éstos, se agregarian otros genes que producen la gran variacion de
fenotipos asociados o0 sindromicos. Como sugieren los estudios de Shields, esto no
contradice la herencia poligénica, en pacientes con fisura palatina aislada, aunque se
agrega que ni un modelo multifactorial ni e de un solo locus principa es
completamente compatible con la distribucién de casos estudiados (Shields et al., 1981).
L os autores propusieron la existencia de dos clases de fisura palatina no sindrémica:

C}] Fisura palatina familiar, la cual parece tener un componente autosémico dominante para su\
etiologia.

b) Fisura palatina no familiar, al demostrarse una frecuencia incrementada con el tiempo y un
efecto de la edad materna, lo que parece estar relacionado con factores ambientales o
herencia poligénica. Sin embargo, se sugirié que la etiologia es probablemente heterogénea
con algunas familias, mostrando herencia dominante modificada. j

Finalmente, se considera el estudio de la afeccion humana: fisura oral, como un
excelente modelo para comprender la distribucién de los genes en las poblaciones y la
manera en que las frecuencias de los mismos y sus genotipos se mantienen o cambian.
A partir de este tipo de estudios se puede determinar los posibles genotipos de otros
miembros de la familia del afecto y calcular los riesgos de recurrencia para los
hermanos, hijos y otros familiares lejanos del individuo afecto, lo que seria de mucha
utilidad en el consegjo genético.

N\
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CAPITULO VII

ORIGEN GENETICO DE LAS DISCAPACIDADES EN EL
ECUADOR

La Organizaciéon Mundia de la Salud estima que més de mil millones de
personas a hivel mundial viven con algun tipo de discapacidad, correspondiendo a 15%
de individuos de la poblacion mundial en e afio 2010. Esta cifra es superior a las
estimaciones previas, 10% en € afio 1970. El aumento de la prevalencia de los
discapacitados con €l paso del tiempo se debe a que la poblacién esta envejeciendo y €l
riesgo de discapacidad es superior en adultos mayores, y también a aumento mundial
de enfermedades cronicas tales como los trastornos de la salud mental, las enfermedades
cardiovasculares, la diabetesy el cancer (OMS, 2011).

Estas cifras generan retos a la sociedad actual, las cuales se enfocan en la
prevencion, mejoramiento de la calidad de vida e integracion social en igualdad de
derechos de los discapacitados. Al amparo de este principio, asi como cumpliendo las
disposiciones legales ecuatorianas, se llevo a cabo en e Ecuador € “Primer estudio
biopsicosocia clinico genético de las personas con discapacidad” dentro del programa
gubernamental “Misién Solidaria Manuela Espegjo (MSME)”.

Historicamente, en el Ecuador, el tema de las discapacidades ha sido trabajado
desde los aportes de las ciencias médicas, sin embargo, las personas con discapacidad
han estado, en su mayoria, relegadas y excluidas del desarrollo social debido, por un
lado, a la ausencia de una politica publica integral orientada al reconocimiento de sus
derechos y, por otro, a una vision medicalizada y segmentada. Era necesario, por tanto,
conocer las causas y factores que provocan y agravan una discapacidad, a igual que
disponer de datos precisos, actuales y reales de la situacion de las discapacidades en
paises como el Ecuador (Vazquez, 2011).

El Gobierno del Ecuador, en el afio 2008, declar6 € estado de emergencia para
crear € sistema de prevencion de discapacidades, atencién y provision de ayudas
técnicas e insumos médicos, prestacion de servicios de salud, capacitacion y
accesibilidad a través del mejoramiento e implementacién de la infraestructura publica;
también se declard en emergencia a proceso de registro e identificacion de las personas
con discapacidad, y, en general, a todos los sectores que trabajan, llevan y gecutan
programas de discapacidad. Esta declaratoria de emergencia tuvo ademas, como
objetivos, la articulacion de los servicios gue se encontraban segmentados y dispersos, e
iniciar en el pais la Convencién sobre los derechos humanos de las personas con
discapacidad, ademés de reconocerlos como sujetos con atencion prioritariay promover
suinclusion integral en laesfera social.

Comprometido con la Constitucién y la Convencion sobre los derechos de las
personas con discapacidad, € Gobierno del Ecuador declara la validez de la
reivindicacion de este grupo de individuos bajo la premisa de que es necesario generar
en actores sociales, gobierno, organismos no gubernamentales y sociedad en general, la
voluntad social y politica de disefiar, observar e implementar todos |os mecanismos que
viabilicen € gercicio y aplicacion de los preceptos contenidos en ambos cuerpos
juridicosy, por ende, lareivindicacion de los derechos de las personas con discapacidad
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y sus respectivas familias. Para materializar en hechos esta politica, se implementa el
programa “Ecuador sin Barreras’ (Decreto Ejecutivo 1188).

Durante los afios 2007 y 2008, la planificacién de este programa se orient6 a la
solucion de los problemas que agravan la situacion de discapacidad, entre los que se
identificaron: |la falta de servicios de salud especializados, una minima e inadecuada
inclusion laboral, insuficiente accesibilidad al medio fisico, transporte, comunicacion y
al entorno cultural; y, deficiencias en el sistema educativo (INEC, 2013).

En este contexto, en e afio 2009 nacid la Mision Solidaria Manuela Espejo,
estableciendo un Convenio Marco de Cooperacién en materia de saud, e
implementando € estudio y metodologia ya readlizado en Cuba (2001 — 2003) y
Venezuela (2007 — 2008) (Ruiz et al., 2011).

1. CRITERIOS DE INCLUSION, EXCLUSION Y ESTRATEGIA DE TRABAJO

Se redliz6 una investigacion de carécter descriptivo, transversal entre los afios
2009 y 2010 en e Ecuador. En € estudio se combinaron los métodos clinicos,
epidemiol 6gicos, pedagdgicosy sociaes, con el propdsito de caracterizar alas personas
con discapacidad que cumplian con los criterios de inclusion.

A efectos de la investigacion, se considera discapacidad a toda limitacién grave
para realizar actividades gque tenga una persona en la actualidad, silempre que su
duracion total, es decir el tiempo que la padece 0 espera padecer, sea superior a un afo.
Se incluyen las personas que han atenuado o eliminado su discapacidad con el uso de
ayudas técnicas extras, pero que tendrian dificultades importantes si no dispusieran de
dicha ayuda. Forman parte del estudio las personas con discapacidades: fisico motoras
(pardisis de una extremidad superior o inferior, hemiplgjia, hemiparesia, paraplejia,
paraparesia, tetraplejia o tetraparesia, amputacion de miembros, trastornos en la
coordinacion de movimientos, trastornos del sistema nervioso central u alteraciones del
sistema osteocamioarticular); auditivas (sorderas, hipoacustica); visuales (ceguera total,
debilidad visual); mentales (psicosis cronica, demencia); mixtas o multiples; organicas o
viscerales (s6lo la insuficiencia renal cronica con criterio de didlisis) y discapacidad
intelectual (grado leve o ligero, moderado, severo y profundo). Excluyendo las personas
con discapacidad menor y con discapaci dades temporales.

La Mision Solidaria Manuela Espejo conform6 brigadas de trabajo compuestas
por quintetos profesionales. médico, trabajador social, genetista, militar y psicologo. La
distribucién de las brigadas se realizd atendiendo a estimado de personas con
discapacidad a estudiar, que fue arededor del 3% de la poblacién total de cada una de
las 24 provincias ecuatorianas segin el censo del afio 2001.

Los especialistas visitaron a las personas con discapacidad en sus propias
viviendas, tanto en sectores rurales como en sectores urbanos. En la marcha, a toda
persona identificada con discapacidad, que cumplia con los criterios de inclusién, se le
realizaron entrevistas, historiales clinicos y revisiones médicas, abarcando las areas
psicopedagdgica, socia y clinico genética, segin el caso particular de cada individuo y
su discapacidad. Particularmente, las personas con afeccion intelectual requirieron de
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una segunda visita del médico especialista para precisar su diagnéstico mientras que, las
enfermeras tomaron muestras de sangre y orinapara el andlisisen el laboratorio.

Uno de los objetivos complementarios en la investigacion fue la realizacion de
estudios de laboratorio a todas aquellas personas que presentaron una discapacidad
intelectual de la cual se sospechaba podria tener como causa una enfermedad genética;
estos estudios fueron de carécter cromosomico, molecular y metabdlico, segun el caso.

Las muestras de sangre u orina se extrgjeron, preferentemente, en los lugares
donde residian las personas con discapacidad, pues en su mayoria son personas que
viven en lugares agjados y en condiciones de pobreza. No obstante, slempre que fue
posible, setraslad6 al paciente a los subcentros de salud para la toma de las muestras en
condiciones higiénicas de maxima asepsia. Todos los individuos o sus representantes
legales firmaron el respectivo consentimiento informado y aceptaron su participacion en
este estudio.

Realizadas las tomas de las muestras de sangre u orina, estas fueron trasladadas
al Centro Nacional de Genética Médica de Cuba, donde fueron procesadas. Con los
resultados, el grupo de especialistas liderados por el Ministerio de Salud Publica,
programaron el protocolo de atencion para cada una de las personas.

2. EPIDEMIOLOGIA DE LAS DISCAPACIDADES EN EL ECUADOR

Hasta el afio 2010, en el Ecuador se determind un total de 293743 personas con
discapacidad, |o que corresponde a una prevalencia del pais de 20,3 por cada 1000
habitantes. Del total de individuos afectos, 71417 presentaron discapacidad intelectual
(24%) y 222326 otros tipos de discapacidades (76%).

A nive territorial, € 49,5% de discapacitados estuvo presente en la region
Costa, €l 45,4% en laregion Sierra, el 5% en laregion de la Amazoniay €l 0,1% en la
region Insular. Probablemente, las diferencias porcentuales de discapacidades en las
diferentes regiones del Ecuador se deban a numero poblacional, a los problemas de
seguridad laboral y ala complejidad en € tratamiento de los problemas fisicos debido a
€SCas0s recursos.

En laTabla VII.1 se detalla la prevalencia de discapacidad de las 24 provincias
que conforman €l territorio ecuatoriano. La provincia de Bolivar, perteneciente a la
region Sierra, presentd la prevalencia mas ata con 30,4 por cada 1000 habitantes,
seguida en orden descendente por Cotopaxi (27,0), Chimborazo (26,9), Canar (26,8),
Carchi (26,4), Zamora Chinchipe (25,1). Las provincias que mayor numero de
discapacitados presentaron fueron: Guayas (74833), Pichincha (44675) y Manabi
(27723).

Con respecto ala discapacidad intelectual, las provincias con mayor distribucion
proporciona son: Guayas (2,6), Manabi (1,1), Pichincha (1), EI Oro (0,5), Los Rios
(0,5), Azuay (0,4), Esmeraldas (0,4) y Loja (0,4). Mientras que las provincias con
mayor distribucion proporcional en otras discapacidades son: Guayas (8), Pichincha (5),
Manabi (2,8), El Oro (1,5) y LosRios (1,4).
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Tabla VIl.1. Numero y tasa de prevalencia de discapacidad segun provincias

Clasificacion

Provincias Discapacidad intelectual Otras discapacidades Total Tasa_/ 1000
No. Distribucién No. Distribucién habitantes
proporcional proporcional

Azuay 3035 04 9930 1.4 12965 18,2
Bolivar 1311 0,2 4280 0,6 5591 304
Canar 1384 0,2 4654 0,7 6038 26,8
Carchi 774 0.1 3573 0,5 4347 264
Chimborazo 2261 0,3 10067 1.4 12328 26,9
Cotopaxi 2299 0,3 8742 1.2 11041 27,0
El Oro 3529 0,5 10332 1,5 13861 23,1
Esmeraldas 3004 04 6492 09 9496 17.8
Galadpagos 85 0 187 0 272 10,8
Guayas 18352 2,6 56481 8 74833 20,5
Imbabura 1464 0,2 5924 0.8 7388 18,6
Loja 2897 04 7799 1.1 10696 238
Los Rios 34862 0,5 9621 1.4 13083 16,8
Manabi 7957 1,1 19766 2,8 27723 20,2
Morona Santiago 756 0.1 2107 0,3 2863 19,4
Napo 8635 0.1 1427 0,2 20862 13,9
Orellana 720 0.1 1570 0,2 2290 16,8
Pastaza 431 0.1 1303 0,2 1734 2086
Pichincha 9481 1 35194 5 44675 17,3
Santa Elena 1625 0,2 4728 0,7 6353 206
Santo Domingo 1953 0,3 5167 0,7 7120 19,3
Sucumbios 1096 0,2 2396 0,3 3492 19,8
Tungurahua 2194 0,3 9004 1,3 11198 23,2
Zamora Chinchipe 712 0.1 1582 0,2 2294 25,1
Total 71417 222326 293743
Porcentaje 24 76 100

Tasa / 1000 habitantes 20,3

(MSME, 2013)

Con respecto a la prevalencia de personas con discapacidad segin grupos de
edades, € grupo de 60 y més afios de edad presentd un total de 127616 individuos
discapacitados y una prevalenciade 95 por cada 1000 habitantes, seguido por los grupos
de 40 a 59 afios (20,9), de 30 a 39 afios (12,4), de 15 a 19 afios (11,5), de 5 a 14 afos
(11) y de 0 a 4 afios (6,2). Las provincias que mayor nimero de individuos
discapacitados presentaron entre los 60 y méas afios de edad fueron Guayas (31351),
Pichincha (20835), Manabi (10242) y Tungurahua (6369).

En la Tabla VII.2 se detala € nimero y la prevalencia segin e tipo de
discapacidad en las 24 provincias. La discapacidad fisico motora se presentd en €l
Ecuador como la causa mas frecuente de discapacidad con un total de 107522 afectosy
una prevalencia de 7,4 por cada 1000 habitantes. Los otros tipos de discapacidad desde
la mayor hasta la menor prevalencia encontrada fueron: intelectual (4,9), maltiple (2,7),
auditiva (2,3), visua (1,9), menta (0,8) e insuficienciarena crénica (0,2). En relacion a
la discapacidad fisico motora, las provincias con mayor prevalencia de individuos
afectos fueron Chimborazo (11,5), Cafiar (9,7) y Bolivar (9,66). Sobre la discapacidad
intelectual, las provincias con mayor prevalencia fueron Zamora Chinchipe (7,8),
Bolivar (7,1) y Loja(6,5) por cada 1000 habitantes.
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Tabla VII.2. Prevalencia de personas segun tipo de discapacidad y provincia

Discapacidades

Provincia Intelectual Tasa Fisico motora Tasa Miiltiple Tasa Auditiva Tasa Visual Tasa Mental Tasa IRC Tasa
Azuay 3035 42 4743 6,7 2138 3.0 1368 19 1034 1,5 488 0,7 158 02
Bolivar 1311 7,1 1774 9,7 868 4,7 946 5.2 488 2,7 1889 1.0 15 01
Canar 1384 B2 2188 9,7 873 3.9 839 37 502 2,2 225 10 27 01
Carchi 774 47 1500 9,1 642 3.9 817 50 422 2,6 177 11 15 01
Chimborazo 2261 5,9 4708 11,5 2111 5,2 2092 51 872 21 258 086 26 0.1
Cotopaxi 2229 49 3837 84 1562 34 2120 46 955 21 250 06 18 0,04
El Oro 3529 5,9 5113 8,5 1760 29 1199 20 1339 272 795 13 126 02
Esmeraldas 3004 5,6 3523 6.6 658 1,2 863 16 1126 21 292 086 30 0.1
Galapagos 85 3.4 94 3,7 25 1,0 20 08 30 1.2 17 07 1 0,04
Guayas 18353 5,0 28893 79 9368 2,5 5930 16 7228 20 4224 12 838 02
Imbabura 1464 3,7 2285 5,7 912 2,3 1869 4,7 580 1,5 256 0.6 22 01
Loja 2897 6.5 3551 7.9 1367 3.0 1291 29 926 21 616 14 48 01
Los Rios 3462 4,5 5393 6.9 1246 1,6 1135 15 1261 16 474 06 112 0.1
Manabi 7957 5,8 10508 7,7 2572 1.9 2622 19 2768 20 992 0,7 304 02
Morona Santiago 756 5,1 1052 7,1 315 2,1 319 2.2 317 21 97 0,7 7 01
Napo 635 6,1 681 6.6 149 14 343 3,3 206 20 41 04 7 01
Orellana 720 5,2 782 5,7 168 1,2 299 272 252 1.9 63 05 6 0,04
Pastaza 431 5,1 572 6.8 234 2,8 247 289 194 2.3 44 0,5 12 01
Pichincha 9481 3,7 15162 59 7887 3,1 5398 2,1 4358 1,7 1947 08 442 02
Santa Elena 1625 5,3 2460 8.0 670 2,2 656 2.1 632 21 266 09 44 01
Santo Domingo 1953 5,3 2842 7,7 724 2,0 694 19 551 15 288 08 68 0.2
Sucumbios 1096 6,2 1087 6,2 221 1,3 537 30 420 24 125 0,7 6 0,03
Tungurahua 2194 44 4037 8,0 1954 3.9 1933 38 702 14 337 07 41 01
Zamora Chinchipe 712 7.8 737 8.1 257 2,8 291 3.2 196 2.1 890 10 11 01
Total 71417 49 107522 74 38681 2,7 33828 23 27359 19 12552 09 2384 0.2
Tasa / 1000 habitantes 4.9 7.4 2,7 2,3 1,9 0,8 0,2

(IRC] Insuficiencia renal cronica.

(MSME, 2013)
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En la Tabla VI1.3 se detala el nimero de individuos con discapacidad segun la
clasificacion etiopatogénica y sus respectivas prevalencias. En € grupo postnatal se
observo la prevalenciamas alta con 11,9 por cada 1000 habitantes correspondiendo a un
total de 172680 individuos con discapacidad. Los siguientes grupos con mayor
prevalenciafueron prenatal (5,8) y perinatal (1,9).

Con respecto a grupo postnatal, las provincias que méas individuos
discapacitados presentaron fueron Guayas (44328), Pichincha (26267) y Manabi
(15524).

Tabla VII.3. Prevalencia y etapa de desarrollo de las discapacidades

Provincias Prenatal Perinatal Postnatal Psicosis Inclasificado Total Porcentaje
Azuay 3546 1234 7847 44 294 12965 44
Bolivar 1689 472 3167 15 248 5591 1.9
Canar 1673 528 3695 17 125 6038 2,1
Carchi 1115 271 2823 11 127 4347 1,5
Chimborazo 2981 849 8190 23 285 12328 4.2
Cotopaxi 2872 670 7175 24 300 11041 3.8
El Oro 4251 1427 7872 56 255 13861 4,7
Esmeraldas 2985 902 5223 36 350 9496 3.2
Galdpagos 94 36 135 1 6 272 0,1
Guayas 20611 7972 44328 383 1539 74833 25,5
Imbabura 2134 590 4364 25 275 7388 2,5
Loja 3520 1124 5823 31 198 10696 3.6
Los Rios 3624 1270 7817 33 339 13083 4.5
Manabi 8656 2861 15524 87 595 27723 94
Morona Santiago 850 304 1648 11 50 2863 1,0
Napo 710 203 1090 7 52 2062 0,7
Orellana 739 265 1218 11 57 2290 0.8
Pastaza 490 172 1037 3 32 1734 0,6
Pichincha 12782 4226 26267 157 1243 44675 15,2
Santa Elena 2107 724 3366 24 132 6353 2,2
Santo Domingo 2149 724 4096 28 123 7120 2.4
Sucumbios 1175 341 1874 11 91 3492 1.2
Tungurahua 3168 838 6873 23 296 11198 3.8
Zamora Chinchipe 735 287 1228 6 38 2294 0.8
Total 84656 28290 172680 1067 7050 293743 100
Porcentaje 28,8 9,6 58,8 04 24 100

Tasa / 5,8 1.9 11,9 0.1 0,5 20,3

1000 habitantes

(MSME, 2013)

3. FACTORES GENETICOS ASOCIADOS A LAS DISCAPACIDADES

El estudio de la Mision Solidaria Manuela Espgjo permitié identificar los
defectos congénitos y enfermedades genéticas que aquejan a las personas con
discapacidad intelectual.

Existen diversos factores, entre ellos los ambientales, que a actuar en etapas

tempranas del desarrollo del embrién pueden desencadenar defectos malformativos
debido alaalteraciéon del material genético.
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Con respecto a las causas prenatales de 20285 personas con discapacidad
intelectual en e Ecuador, se observé un predominio de las etiologias multifactoriales
(42%) y cromosomicas (42%). Las provincias con mayor prevalencia de etiologia
prenatal genética encontrada son Zamora Chinchipe (2,41), Bolivar (2,28) y Loja(2,11).
No se posee informacion de los otros 51132 casos (Tabla V1l.4).

En la etiologia prenatal genética multifactorial, ademés del perfil genético de
cada individuo, se asocian otros factores ambientales que permite €l desarrollo de un
fenotipo especifico que presente discapacidad cognitiva. Se evidencié antecedente
familiar de retraso mental y la existencia de consanguinidad parental en 8526 personas.

La consanguinidad es e fendmeno responsable de las altas frecuencias de
enfermedades genéticas asociadas a las discapacidades en varias provincias del pais.
Con respecto a la etiologia cromosdémica, 8450 personas presentaron este problema,
correspondiendo la gran mayoriaal diagnostico con el sindrome de Down.

Tabla VII.4. Clasificacion de las causas genéticas en personas con discapacidad

Provincias Clasificacion etiolégica

Total Tasa

Monogénico Tasa Cromosémico Tasa Multifactorial Tasa

Azuay 179 0,25 298 0,42 449 0,63 926 1,30
Bolivar 54 0,29 109 0,59 256 1,39 419 2,28
Canfar 94 0,42 118 0,52 219 0,97 431 1,91
Carchi 102 0,62 54 0,33 101 0,61 257 1,56
Cotopaxi 252 0,62 155 0,38 262 0,64 669 1,63
Chimborazo 123 0,27 146 0,32 420 0,92 689 1,50
El Oro 151 0,25 446 0,74 509 0,85 1106 1,84
Esmeraldas 164 0,31 318 0,60 363 0,68 845 1,58
Galapagos 2 0,08 10 0,40 12 0,48 24 0,96
Guayas 402 0,11 2446 0,67 1910 0,52 4758 1,31
Imbabura 82 0,21 136 0,34 129 0,32 347 0,87
Loja 232 0,52 328 0,73 389 0,87 949 2,11
Los Rios 128 0,16 551 0,71 282 0,36 961 1,24
Manabi 553 0,40 1050 0,77 642 0,47 2245 1,64
Morona Santiago 36 0,24 87 0,59 96 0,65 219 1,48
Napo 91 0,49 68 0,66 91 0,49 170 1,64
Orellana 61 0,45 75 0,55 85 0,62 221 1,62
Pastaza 34 0,41 44 0,52 41 0,49 119 1,42
Pichincha 296 0,11 1120 0,43 1202 0,47 2618 1,02
Santa Elena 34 0,11 187 0,61 221 0,72 442 1,43
Santo Domingo 53 0,14 286 0,78 280 0,76 619 1,68
Sucumbios 78 0,44 128 0,73 128 0,73 334 1,89
Tungurahua 87 017 218 043 392 0,78 697 1,38
Zamora 61 0,67 72 0,79 87 0,95 220 2,41
Chinchipe
Total 3308 0,23 8450 0,58 8526 0,59 20285 1,40
Porcentaje 16 42 42 100

(MSME, 2013)

3.1. Agentes ambientales como causas prenatales
La exposicion a ciertos factores ambientales desencadena un importante nimero

de defectos congénitos y fetopatias asociadas con discapacidad. Ejemplos historicos de
alteracion del material genético son las bombas atémicas en Hiroshimay Nagasaki, las
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sustancias toxicas en Chernobil y Fukushima, la ingestion de talidomina y €l uso
indiscriminado de pesticidas como € glifosato (Paz-y-Mifio & Lépez-Cortés, 2011).

En relacién a los agentes ambientales en personas con discapacidad intelectual,
se puede observar una asociacion en 4716 personas del Ecuador. La hipertension se
encuentra presente en el 27% de los individuos, seguido de las infecciones fetales
(26%), alcoholismo (9%), hipertermia (7%), afecciones fetales (5%) y drogas (2%).

En cuanto a las provincias del Ecuador, las tasas més atas de individuos
afectados con agentes ambientales son Esmeraldas (0,67), Sucumbios (0,57), Orellana
(0,52), Cotopaxi (0,50), Pastaza (0,48), Napo (0,47), Carchi (0,43), Cafar (0,41),
Manabi (0,39), Bolivar (0,38), Guayas (0,36), Los Rios (0,35), El Oro (0,32), Zamora
Chinchipe (0,31), Loja (0,29), Morona Santiago (0,29), Santa Elena (0,28), Santo
Domingo (0,28), Azuay (0,23), Imbabura (0,22), Pichincha (0,20), Chimborazo (0,20),
Tungurahua (0,19) y Galgpagos (0,16).

Con respecto a grupo prenatal inespecifico, se observd que 3567 personas
presentaron epilepsia, 3005 presentaron antecedentes de discapacidad de parientes
lejanos, 1207 mostraron patrones dismoérficos que no especifican una enfermedad
genética encuadrable o atribuida a otros factores (Tabla VI1.5).

L os médicos brigadistas observaron que la mayoria de las madres cuyos hijos se
encuentran en e grupo “crecimiento intrauterino retardado”, mencionaron que no
tuvieron conocimiento ni control de su gestacion. Las provincias con mayor frecuencia
de causas prenatales inespecificas fueron Guayas (2225), Manabi (1123) y Pichincha
(1034).

3.2. Causas perinatales y postnatales en la discapacidad intelectual

En la Tabla VI1.6 se detalan los eventos relacionados con € parto y los siete
dias posteriores al mismo como causa de discapacidad intelectua mediante
recordatorio. Los eventos que ocurrieron con mayor frecuencia fueron la hipoxia
(14652), la prematuridad (5405), los traumas perinatales (798) y la sepsis (256).
Mientras que las provincias con mayor tasa fueron Zamora Chinchipe (2,85), Bolivar
(2,30) y Loja(2,23).

Con respecto a los factores postnatales evidenciados por recordatorio, las
infecciones del SNC afectan a 3853 personas (especialmente meningoencefalitis), los
traumas o accidentes ocurrieron en 2290 personas y las infecciones en 1753 individuos
(TablaVv1l.7). Las medidas sanitarias en todas las regiones del Ecuador son de extrema
importancia, y van ala par del proceso de educacién de la poblacién. Los programas de
salud con respecto a la vacunacién han tenido bastante éxito a nivel nacional, pero aln
existen zonas rurales con condiciones higiénicas extremadamente desfavorabl es.

En conclusion, todos los factores ambientales, perinatales y postnatales, en su gran
mayoria son prevenibles, por 1o que, si se reducirian a cero, las cifras de discapacidad
intelectual podria llegar a ser inferiores. Esta labor es clave siempre y cuando las
diferentes instituciones publicas, privadas y sociedad se unan para trabgjar por un
mismo beneficio.
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Tabla VII.5. Numero y tasa del grupo prenatal inespecifico

Provincias Dismorfias Tasa MCA Tasa AF Tasa Epilepsia  Tasa CIR Tasa Total Tasa
Azuay 72 0,10 17 0,02 197 0,22 145 0,20 22 0,03 413 0,58
Bolivar 25 0,14 3 0,02 68 0,37 45 0,25 16 0,09 197 0,85
Canfar 13 0,06 5 0,02 51 0,23 56 0,25 16 0,07 141 0,63
Carchi 16 0,10 2 0,01 18 0,11 26 0,16 18 0,11 80 049
Chimborazo 38 0,08 9 0,02 148 0,36 79 0,19 28 0,07 302 0,74
Cotopaxi 57 0,12 ] 0,01 155 0,34 98 0,21 30 0,07 345 0,75
El Oro 57 0,09 20 0,03 162 0,27 183 0,30 30 0,05 452 0,75
Esmeraldas 66 0,12 22 0,04 147 0,28 131 0,25 30 0,06 396 0,74
Galépagos 2 0,08 - 0,00 2 0,08 6 0,24 - 0,00 10 040
Guayas 256 0,07 107 0,03 590 0,16 1014 028 258 0,07 2225 0,61
Imbabura 40 0,10 6 0,02 116 0,29 59 0,15 22 0,06 243 0,61
Loja 49 0,11 16 0,04 139 0,31 129 0,29 30 0,07 363 0,81
Los Rios 82 0,11 20 0,03 143 0,18 174 022 30 0,04 449 0,58
Manabi 111 0,08 31 0,02 429 0,31 485 0,35 67 0,05 1123 0,82
Morona Santiago 15 0,10 2 0,01 22 0,15 34 023 11 0,07 84 0,57
Napo 21 0,20 1 0,01 35 0,34 34 0,33 7 0,07 98 0,95
Orellana 27 0,20 3 0,02 23 017 28 0,21 3 0,02 84 0,62
Pastaza 9 0,11 1 0,01 6 0,07 18 0,21 4 0,05 38 045
Pichincha 149 0,06 52 0,02 277 0,11 427 0,17 129 0,05 1034 040
Santa Elena 28 0,09 8 0,03 55 0,18 113 0,37 25 0,08 229 0,74
Santo Domingo 25 0,07 6 0,02 87 0,24 100 0,27 25 0,07 243 0,66
Sucumbios 19 0,11 6 0,03 53 0,30 48 0,27 26 0,15 152 0,86
Tungurahua 23 0,05 6 0,01 95 0,19 91 0,18 27 0,05 242 0,48
Zamora Chinchipe 7 0,08 4 0,04 27 0,30 44 048 7 0,08 89 0,97
Total 1207 0,08 352 0,02 3005 0,21 3567 0,25 861 0,06 8992 0,68
Porcentaje 13 4 33 40 10 100

(MCA) Malformaciones congénitas asociadas; (AF] Antecedentes familiares; (CIR) Crecimiento intrauterino retardado.
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Tabla VII.6. Grupo perinatal y causas asociadas al parto

Provincias Hipoxia Tasa TP Tasa Prematuridad Tasa Sepsis Tasa Otras Tasa Total Tasa
Azuay 642 090 34 0,048 218 0,31 7 0010 162 0,23 1063 1489
Bolivar 288 1,57 12 0,065 59 032 4 0,022 59 0,32 422 2,30
Canfar 318 141 24 0,107 71 032 17 0,004 30 013 444 1,97
Carchi 176 1,07 6 0,036 25 0,15 1 0,006 21 013 229 1,39
Chimborazo 463 097 22 0,048 106 0,12 6 0013 87 012 684 1,26
Cotopaxi 445 1,13 22 0054 53 026 6 0015 54 021 580 1,67
El Oro 809 1,35 33 0,055 247 041 6 0010 128 0,21 1223 2,04
Esmeraldas 461 0,86 33 0,062 105 0,20 17 0,032 151 0,28 767 144
Galapagos 21 084 - - 7 0,28 2 0,080 3 012 33 1,31
Guayas 3678 1,01 200 0,055 1960 0,54 66 0018 1030 028 6934 1,90
Imbabura 269 068 22 0,055 100 0,25 4 0,010 84 0,21 479 1,20
Loja 673 1,50 22 0,049 162 0,36 9 0,020 133 0,30 999 2,23
Los Rios 612 0,79 41 0,053 237 0,30 16 0,021 193 0,25 1099 1,41
Manabi 1602 1,17 99 0,072 516 0,38 46 0,034 216 0,16 2479 1,81
Morona Santiago 160 1,08 8 0,054 43 0,29 2 0014 45 0,30 258 1,74
Napo 118 1,14 3 0,029 23 0,22 4 0,039 21 0,20 169 1,63
Orellana 138 1,01 6 0044 50 037 3 0,022 23 017 220 1,61
Pastaza 84 1,00 4 0,048 34 041 4 0,048 18 0,21 144 1,72
Pichincha 2211 0,86 114 0,044 841 0,33 24 0,009 323 0,13 3513 1,36
Santa Elena 352 1,14 17 0,055 158 0,51 9 0028 79 026 615 1,99
Santo Domingo 369 1,00 23 0,082 139 0,38 6 0016 95 0,26 632 1,72
Sucumbios 182 1,03 12 0,068 59 0,33 5 0,028 30 017 288 1,63
Tungurahua 415 0,82 27 0,054 134 0,27 7 0014 130 0,26 713 141
Zamora Chinchipe 166 1,82 14 0,153 58 0,63 1 0,011 21 0,23 260 2,85
Total 14652 1,01 798 0,055 5405 0,37 256 0018 3136 022 24247 167
Porcentaje 60 3 22 1 13 100

(TP) Traumas perinatales.

(MSME, 2013)



Tabla VII.7. Grupo postnatal y causas asociadas al parto

Provincias Infecciones Tasa Infeccion SNC Tasa Traumas Tasa Otros Tasa Total Tasa
Azuay 46 0,06 89 0,12 107 0,15 19 0,03 261 0,37
Bolivar 28 0,15 40 0,22 44 0,24 7 0,04 119 0,65
Canar 32 0,14 61 0,27 64 0,28 8 0,04 165 0,73
Carchi 17 0,10 28 0,17 23 0,14 5 0,03 73 0,44
Chimborazo 43 0,11 a0 0,24 103 0,18 14 0,04 250 0,61
Cotopaxi 52 0,11 111 0,22 81 0,25 17 0,03 266 0,58
El Oro 69 0,11 157 0,26 113 0,19 26 0,04 365 0,61
Esmeraldas 112 0,21 210 0,39 92 0,17 26 0,05 470 0,88
Galapagos - - 7 0,28 - - 1 0,04 8 0,32
Guayas 416 0,11 993 0,27 540 0,15 114 0,03 2067 0,57
Imbabura 23 0,06 74 0,19 58 0,15 11 0,03 166 0,42
Loja B2 0,14 137 0,31 83 0,18 12 0,03 294 0,65
Los Rios 144 0,19 260 0,33 81 0,10 30 0,04 515 0,66
Manabi 338 0,25 587 0,43 223 0,16 61 0,04 1209 0,88
Morona Santiago 26 0,18 54 0,37 23 0,16 8 0,05 111 0,75
Napo 18 0,17 52 0,50 26 0,25 11 0,11 107 1,03
Orellana 24 0,18 39 0,29 14 0,10 9 0,07 86 0,63
Pastaza 13 0,15 27 0,32 21 0,25 3 0,04 64 0,76
Pichincha 126 0,05 468 0,18 341 0,13 48 0,02 983 0,38
Santa Elena 41 0,13 76 0,25 51 0,17 14 0,05 182 0,59
Santo Domingo 46 0,12 107 0,29 71 0,19 16 0,04 240 0,65
Sucumbios 33 0,19 76 0,43 42 0,24 10 0,06 165 0,93
Tungurahua 29 0,06 82 0,16 60 0,12 8 0,02 179 0,35
Zamora Chinchipe 15 0,16 28 0,31 29 0,32 10 0,11 82 0,90
Total 1753 0,12 3853 0,27 2290 0,16 488 0,03 8427 0,58
Porcentaje 21 46 27 6 100

(SNC]) Sistema nervioso central.

(MSME, 2013)
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Ademas de todas las causas prenatales, perinatales y postnatales, las brigadas
médicas han determinado diferentes patologias genéticas presentes en un grupo de
personas con discapacidad. Las diferentes enfermedades se enlistan en la siguiente

tabla

Tabla VII.8. Otras patologias genéticas presentes en personas con discapacidad

Patologias genéticas

Aarskog

Albinismo

Alcoholismo fetal
Aminoacidemia orgénica
Apert

Artrogiposis

Asimetrias faciales

Ataxia cerebelosa

Atrofia espinal

Barden Bield

Corea de Huntington
Cornellia de Lange
Craniocinostosis
Crecimiento intrauterino retardado
Crouzon

Diabetes mellitus

Dismorfias faciales inclasificadas
Dismorfias inclasificables
Disostosis mandibulofacial
Displasia ectodérmica
Displasia esquelética
Displasia frontometafisiaria
Displasia frontonasal
Distrofia mioténica de Steinert
Distrofia muscular Duchenne
Down
Dyggve-Melchior-Clausen

Elis Van Klever

Epilepsia

Retardo mental ligado al X
Esclerosis tuberosa
Fenilcetonuria
Genodermatosis

Hurler

Incompatibilidad Rh
Incontinencia pigmentaria
Insensibilidad congénita al dolor
Kabuki

Klinefelter

Kniest

Laron

Leucodistrofia metacromatica
Marfan

Meningocele
Microftalmia de Lenz
Mielomeningocele

Miller Dieker

Morgan

Morquio
Neurofibromatosis tipo |
Noonan

Norrie

Olivier McFarlane
Otopalatodigital I
Pentasomia X
Polimalformaciones inclasificadas
Prader Willi

Preclamsia

Progeria

Proteus

Pubertad precoz

Retardo mental

Rett

Robinow

Rubeola congénita
Rubinstein Taybi

Hidrocefalia Seckel

Hipomelanosis de Ito Silver Russel

Hipotiroidismo congénito Sphrintzer

Hunter Williams
Cromosomopatias

9gh+ del 17 [p11.2)

Maullido de gato 5p- Pentasomia X

Prader Willi Trisomia 18

Turner Wolf 4p-

X fragil Trisomia 21

(MSME, 2013)
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4. SINDROME DE DOWN EN EL ECUADOR

El sindrome de Down es un trastorno genético que puede ser causado por varios
factores, siendo uno de ellos la presencia de una copia extradel cromosoma 21 (trisomia
21), y otro, la duplicacion de la region 21g22. Los individuos con este sindrome
presentan un grado variable de retraso mental y rasgos fisicos peculiares que le dan un
aspecto reconocible. Es la causa més frecuente de discapacidad psiquica congénita y
debe su nombre a John Langdon Haydon Down, que fue e primero en describir esta
alteracion genética en 1866.

Mas del 90% de casos con este sindrome deben el exceso del cromosoma 21 a
un error ocurrido durante la primera division meidtica de la célula germinal (ovario o
espermatozoide). La generacion del cariotipo 47, XX, +21 en mujeresy 47, XY, +21 en
hombres se debe a una disyuncion incompleta del material genético.

El mosaico es la forma menos frecuente del sindrome de Down. Esta mutacion
se produce tras la concepcion, por lo que latrisomia no esta presente en todas las células
del individuo con sindrome de Down, sino s6lo en aguellas cuya estirpe procede de la
primera célula mutada.

A nivel citogenético se ha encontrado que una baja cantidad de oxigeno
predispone a la no disyuncion cromosomica. Por ello, es probable que e factor
ambiental predominante en sitios andinos de gran atura, de alguna forma incremente €l
riesgo de presentar los rearreglos observados a nivel genético y cromosdmico en los
individuos ecuatorianos con sindromes (Paz-y-Mifio et al., 2002a).

Con respecto a la Misién Solidaria Manuela Espejo, del total de personas con
sindrome de Down (7792) por grupo de edad, se evidencia que € mayor nimero de
casos (4937) se concentra en las edades pediétricas (menores de 19 afios). Este dato es
relevante debido a que esta etapa se considerada como escolar, y es cuando se pueden
desarrollar las potenciaidades y habilidades pedagdgicas para un mejor desempefio en
lavida. Las provincias con mayor prevalencia de sindrome de Down son Manabi (0,74),
Santo Domingo (0,72) y Zamora Chinchipe (0,67) (Tabla V11.9).

booksmedicos.org



Tabla VII.9. Tasa de personas con sindrome de Down en el Ecuador

Provincias Grupos de edad (afios) Total Tasa
O0a4d Tasa 5a14 Tasa 15a19 Tasa 20a29 Tasa 30a39 Tasa 40a59 Tasa >60 Tasa

Azuay 59 0,86 84 0,57 30 040 52 040 38 042 14 0,11 1 0 278 0,39
Bolivar 15 0,80 28 0,65 18 1,01 16 060 15 0,71 10 0,32 1 0 104 0,57
Canar 25 1,09 32 0,63 18 072 23 062 7 0,28 3 0,08 0 108 048
Carchi 8 0,52 15 0,44 6 037 16 062 3 013 1 0,03 - 0 49 0,30
Chimborazo 18 040 42 042 18 037 30 040 13 0,24 7 0,09 2 0 130 0,32
Cotopaxi 18 042 50 0,53 25 0,59 25 037 8 0,186 2 0,03 1 0 129 0,28
El Oro 70 1,25 121 097 54 091 73 071 38 0,44 19 0,16 2 0 377 0,63
Esmeraldas 42 0,65 104 0,78 46 083 59 068 28 043 21 0,24 4 0 304 0,57
Galdpagos 1 047 4 0,83 - - 2 044 - - 1 0,19 - - 8 0,32
Guayas 438 1,22 777 1,06 305 090 380 0,60 225 042 184 0.25 4 0 2313 0,63
Imbabura 29 0,74 40 045 17 043 15 023 9 0,18 5 0,07 1 0 116 0,29
Loja 42 0,85 97 0,99 39 083 63 087 26 049 18 0,22 - 0 285 0,63
Los Rios 68 0,81 154 0,88 74 0,96 86 068 77 0,72 42 0,30 3 0 504 0,65
Manabi 109 0,78 297 9,78 117 0,86 223 1,01 156 0,84 103 0,40 12 0 1017 0,74
Morona Santiago 13 0,59 27 0,66 14 0,85 10 042 10 0,63 1 0,05 1 0 76 0,51
Napo 15 1,10 23 0,85 10 088 11 0,64 3 0,23 4 0,26 - 66 0,64
Orellana 18 097 24 0,69 9 0863 12 0489 3 0,16 3 015 - - 69 0,51
Pastaza 10 0,83 18 0,85 17 0M 7 048 2 019 2 016 - - 40 048
Pichincha 220 0,83 326 0,67 131 055 183 040 71 0,18 58 0.11 6 0 1005 0,39
Santa Elena 30 0,82 64 0,95 17 057 33 083 15 0,35 11 0,20 2 0 172 0,56
Santo Domingo 51 1,26 88 1,05 26 088 54 083 22 044 21 0,33 3 0 265 0,72
Sucumbios 19 0,89 43 0,99 12 062 22 070 12 0,50 3 0,11 1 0 112 0,63
Tungurahua 40 0,88 67 0,69 27 054 33 038 24 0,34 11 0,11 2 0 204 0,40
Zamora Chinchipe 10 0,80 21 0,88 g 088 1M1 0,73 7 0,67 3 0,22 - 61 0,67
Total 1368 094 2546 0,84 1024 0,72 1449 0,58 812 0,40 547 0,20 46 0 7792 0,54
Porcentaje 18,5 33 13 19 10 7 0.5 100

(MSME, 2013)
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El riesgo de nacimientos con sindrome de Down se incrementa con la edad
materna avanzada (ver e Capitulo XV. Aspectos genéticos del crecimiento y
desarrollo). La prevalencia de este sindrome al nacimiento es de 1 por cada 1000 nv en
mujeres menores de 35 afios, mientras que a partir de los 35 afos se incrementaa 1 por
cada 275 nacimientos, y en mujeres mayores de 40 afios a 1 por cada 100.

En Ecuador, €l 48% de las madres de los nacidos con sindrome de Down, los
tuvieron en edades inferiores a los 35 afios, mientras que el 52% de ellas tenia 35 afios 0
mas en e momento de la concepcion, sugiriendo gque las madres con edad avanzada
presentan mayores riesgos de tener hijos con este sindrome debido a envejecimiento
celular o a problemas genéticos adquiridos con laedad (Tabla V11.10).

Tabla VII.10. Personas con sindrome de Down y edad materna en el embarazo

Provincias Grupos de edad (afos) Total
<20 20a34 35a39 >40 No sabe
Azuay 28 112 50 83 5 278
Bolivar 4 38 20 41 1 104
Canar 3 45 22 37 1 108
Carchi 3 22 4 20 - 49
Chimborazo 8 91 12 55 4 130
Cotopaxi 12 53 19 43 2 129
El Oro 35 147 72 116 7 377
Esmeraldas 23 94 62 121 4 304
Galapagos 1 6 - 1 - 8
Guayas 311 833 421 645 103 2313
Imbabura 3 44 24 40 5 116
Loja 13 a0 62 119 1 285
Los Rios 37 202 95 162 8 504
Manabi 71 398 192 326 30 1017
Morona Santiago 8 33 17 18 - 76
Napo 7 21 12 25 1 66
Orellana 5 26 12 26 - 69
Pastaza 6 6 3 22 3 40
Pichincha 85 446 178 271 25 1.005
Santa Elena 18 69 37 46 2 172
Santo Domingo 18 109 48 86 4 265
Sucumbios 11 33 21 45 2 112
Tungurahua 9 90 35 68 2 204
Zamaora Chinchipe 3 18 13 27 - 61
Total 722 2986 1431 2443 210 7792
Porcentaje 9 38 18 31 3 100

(MSME, 2013)

5. ETNIAS Y DISCAPACIDADES

En genética, e término “etnia’ se lo usa haciendo referencia a grupos
poblacionales que comparten caracteristicas genéticas comunes. Para este estudio se
habla de “comunidades’ indigenas y se considera la referencia de pueblos y
nacionalidades existentes en € pais.

EnlaTablaVII.11 se detalla las diferentes causas de personas con discapacidad
pertenecientes a las comunidades indigenas del Ecuador.
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Tabla VII.11. Comunidades indigenas y causas de discapacidad intelectual

Grupos Monogénico Cromosémico Multifactorial Prenatal Prenatal Perinatal Postnatal Psicosis Inclasificado Total
ambiental inespecifico
Achuar 1 - 4 2 - 8 4 1 20
Awa - 1 2 1 3 4 2 2 15
Kanfari 5 2 9 6 9 13 9 1 7 61
Karanki 3 1 1 5 2 9 2 - 5 28
Chachi 1 1 3 3 7 9 5 3 32
Cofan 4 1 - 1 2 3 1 - 1 13
Waorani 2 3 - 1 3 3 2 - - 14
Kichwa 146 136 288 276 153 552 252 16 203 2022
Natabuela - - - - - 1 - - - 1
No aclara 4 1 1M1 9 - 5 2 - - 32
Otavalo 4 5 4 7 7 23 12 2 5 69
Panzaleo 8 2 10 18 3 30 8 1 4 84
Puruwa 14 - 22 10 4 12 15 - 7 84
Salasaca - - 1 - 1 2 - - - 4
Saraguro 8 6 15 11 6 35 10 - 9 100
Shiwiar - 1 1 - - 2 - - - 4
Shuar 29 35 36 48 27 139 74 1 12 401
Siona - 1 2 - - - - - - 3
Tsa'chila - 1 2 3 1 5 1 - 1 14
Total 229 197 411 401 228 855 399 21 260 3001
Porcentaje 8 7 14 13 8 28 13 1 9 100

(MSME, 2013)
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El factor perinatal esta presente en el 28%, el multifactorial en el 14% y € factor
prenatal ambiental en el 13% del total de personas indigenas con discapacidad. El grupo
kichwa presenta mayor nimero de personas con discapacidad con un total de 2022
(67,4%), seguido del grupo shuar con 401 (13,4%) y del grupo kichwa-saraguro con 100
personas (3,3%).

Las comunidades indigenas kichwa y shuar presentan mayor frecuencia de
factores monogénico, cromosdmico, multifactorial, prenatal ambiental, prenatal
inespecifico, perinatal, postnatal y psicosis.

En relacion a las provincias del Ecuador, las que presentan la mayor tasa
estimada de discapacidad intelectual son Napo (3,66), Morona Santiago (2,02) y Pastaza
(1,87), siendo un total de 3001 personas indigenas discapacitadas en Ecuador.

Con respecto a diagnostico de pardlisis cerebral, 125 individuos con
discapacidad lo presentaron (70%). Mientras que 294 individuos presentaron algun
familiar con antecedentes de discapacidad (30%).

En cuanto a las comunidades indigenas, |os tres grupos que presentan mayor
nimero de antecedentes familiares de personas con discapacidad y diagnéstico de
pardlisis cerebral son los kichwa (189) (82), shuar (37) (14) y kichwa-saraguro (17) (5),
respectivamente.

Tabla VII.12. Personas con discapacidad, diagnosticadas con paralisis cerebral

Comunidades Antecedentes familiares Diagnéstico paralisis cerebral Total
Achuar 2 1 3
Awa 1 - 1
Kafari 12 3 15
Karanki 7 4 11
Chachi 1 1 2
Cofan 5 1 6
Waorani 2 1 3
Kichwa 189 82 271
Natabuela - - -
No aclara 1 2 3
Otavalo 1 4 5
Panzaleo 5 5 10
Puruwa 12 - 12
Salasaca - 1 1
Saraguro 17 5 22
Shiwiar - - -
Shuar 37 14 51
Siona 2 - 2
Tsa’chila - 1 1
Total 294 125 419
Porcentaje 70 30 100
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CAPITULO VIII

BIOLOGIA MOLECULAR Y CARACTERIZACION DE LAS
POBLACIONES HUMANAS

La estructura genética de una poblacion viene determinada por las frecuencias
alélicas presentes en cada loci de los cromosomas. Muchas de estas frecuencias son
tipicas de ciertas poblaciones y se convierten en marcadores genéticos, por la diversidad
de proporciones que presentan (polimorfismo).

L as poblaciones humanas son polimérficas para un gran nimero de loci génicos,
siendo los sistemas de marcadores polimorficos més conocidos, |0s siguientes:

G Antigenos de los eritrocitos (ABO, Rh, MNSc]). \

b) Antigenos de los leucocitos (HLA].

c) Proteinas del plasma (Hp, Tt, Gc).
d) Variantes enzimaticas de los eritracitos (GEPDH].
e) Segmentos polimérficos del ADN (SNPs y ADNm).

f)  Grupo de diferenciacion de células hematopoyeéticas (CD).

w Polimorfismos del citocromo P450 [CYP). /

El estudio de ciertas proteinas humanas ha servido para comprender varios
aspectos genéticos de las poblaciones. Se sabe que la variabilidad genética de los
anticuerpos humanos, reside en mutaciones ancestrales ocurridas hace unos 20 o 30
millones de afios, producidas por duplicaciones de genes y cambios puntuales de
nucledtidos del ADN, resultando en la formacion de las regiones V, C, Hy L de las
cadenas proteicas, la versatilidad funcional de las inmunoglobulinas (anticuerpos), y la
formacion de subclases de las cadenas J, D, mu, afa, beta, gamma, delta, épsilon y
kappa (Matson et al., 1966).

La diferencia de las cadenas kappa de las inmunoglobulinas, entre € ratén y €
hombre, esta en el aminoécido: 43 para €l raton y 110 para €l hombre. La diferencia
para las cadenas gamma entre el congjo y € hombre esta en el aminoécido: 38 para €l
conglo y 120 para €l hombre. Estos datos posibilitan estudiar mejor la evolucién de las
especies, sus semejanzasy diferencias.

Otro marcador genético poblacional constituye el sistema ABO, responsable de
los grupos sanguineos. Este permite conocer las distancias genéticas entre poblaciones
gue, aun en caso de estar proximas geograficamente, tienen una diferente evolucién
genética, llegando a ser totalmente distintas. Grupos de poblaciones que migran y que
tienen por lo tanto unos pocos genes consigo en relacion al total de la poblacién de
origen, provocan, en las otras areas geograficas donde han emigrado, un efecto fundador
que, por € aislamiento geografico, tradiciones culturales y |os cruces consanguineos, se
han aidlado en etnias con caracteristicas bioldgicas y biopatologicas tipicas. Estos
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grupos poblacionales presentan una mayor frecuencia de ciertas enfermedades, de
grupos sanguineos, de fenotipos, etc. y se convierten en verdaderos laboratorios para la
investigacion y el entendimiento de muchos aspectos nuevos en genética poblacional.
Otros grupos sanguineos importantes en este sentido son e M, N, MN, Lewis, entre
otros.

Tabla VIIl.1. Frecuencias génicas de dos sistemas de antigenos en ecuatorianos

Sistema Fenotipo No. Frecuencia génica
P q r
ABO A 303 0,018
B 96 0,007
@] 8736 0,975
AB 32
Total 9167
MNS M 234 0,792
N 17 0,208
MN 121
Total 372
ABO A 7 0,025
(Negros) B 2 0,009
0 155 0,966
AB 1
Total 165
MNS M 159 0,982
(Negros) N 0 0,018
MN 6
Total 165

Uno de los sistemas polimérficos mas interesantes y mejor estudiados es el
sistema de histocompatibilidad HLA (antigenos leucositarios humanos), cuyos genes, en
el hombre, se encuentran en el brazo corto del cromosoma 6. De todos los aelos del
sistema HLA, se sabe que sus combinaciones determinan 165 posibilidades genotipicas
pero, a estudiar las poblaciones humanas se ha observado que solo 37 son los
frecuentes, variando de una poblacién a otra (Chang et a., 1997). Las poblaciones
indigenas |latinoamericanas tienen fuertes asociaciones genéticas por ligamiento entre
lossistemas A28 B7 y el A11 B21; en otras etnias se encuentran:

A1 B8 Caucasoide

Aw36, Aw43 y Bw43 Negroides

Bwe2 Australoides (Mongoloides)
HLA 21 Poblacion del mediterraneo
Aw33y Aw 43 Indonesios

A28 B7 yA11 B21 Indios latinoamericanos

Al contrario que en varias poblaciones europeas, la poblacion indigena
latinoamericana tiene una clara tendencia a manifestar los alelos A y B en e sistema
HLA y presentar un menor nimero de variantes antigénicas.
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Se sabe que ciertos marcadores genéticos (caracteristicas proteicas, enzimaticas,
cromosomicas, inmunoldgicas) estan relacionados con enfermedades especificas; esto
significa que una persona que tenga un marcador genético especifico tiene mayor
probabilidad de desarrollar una determinada enfermedad, que otra persona que no tenga
el marcador (TablaVIl1.2).

Tabla VIIl.2. Enfermedades y sus asociaciones a marcadores genéticos

Enfermedad Asociacion Marcador
S. de fragilidad cromosomica Leucemias cromosemicas Fragilidad
S. de Down Leucemias Trisomia 21
S. de Turner Gonadoblastoma Monosomia X'y variantes
S. de Klinefelter Gonadoblastoma 47, XXY
S. Martin Bell Neoplasias Xg27
Ulcera gastrica Grupos sanguineos Tipo O
Hepatitis crénica autoinmune HLA B8, DR3
Lupus [LES) HLA B8
Artritis reumatoide HLA DR4
Diabetes HLA Dw4, Dw3

Los seres vivos existen en grupos, para un estudio genético € grupo més
apropiado es la poblacién, que se define como una comunidad de individuos que viven
en una localidad geogréfica determinada y que, real o potencialmente, son capaces de
cruzarse entre si, compartiendo un acervo comun de genes. Las poblaciones naturales
son dificiles de estudiar porque sobre ellas actlan simultaneamente muchas fuerzas
genéticas y ambientales que las pueden hacer variar (migracion, seleccion, deriva,
mutacion); por lo que a estudiar poblaciones humanas en particular, es clave utilizar
model os mateméticos.

Cuando se busca describir la distribucion de un locus con efecto fenotipico
distinguible en una poblacion natural, se empieza determinando la frecuencia de los
diferentes fenotipos en una muestra de la poblacién y, a continuacién, a partir de las
frecuencias fenotipicas, determinar las frecuencias genotipicas y las frecuencias alélicas.
Resulta interesante estimar las frecuencias aélicas porque la variaciéon de estas, a lo
largo del tiempo, determina el destino de la poblacion. Los modelos de genética de
poblaciones se refieren casi siempre a la variacion de las frecuencias alélicas alo largo
del tiempo.

Las frecuencias alélicas se pueden encontrar a partir de las fenotipicas, pero
éstas no se pueden encontrar a partir de las frecuencias genotipicas. Por definicion, la
frecuencia de un alelo tiene un valor de 0 a 1. Si un alelo no existe en una poblacion, su
valor es 0; s éste esta presente en la totalidad de la poblacién sera 1. La suma de las
frecuencias aélicas presentes en una poblacion sempre esigua a 1. Asi, si existen dos
alelos A1y Ay, con frecuenciaspy g, se puedededucirquep=1-qoqg=1-p. Sienun
locus existen varios alelos, A1, Ay, Az, con frecuenciasp, q, r.....z, secumplep+ q +r
+.....2z = 1. Estas formulas resultan de la aplicaciéon de la Ley de Hardy-Weinberg
(Nussbaum et al., 2008).

La estructura genética de la poblacion se puede cuantificar no solo mediante las
frecuencias alélicas y fenotipicas, se cuantifica mediante otros dos parametros
denominados polimorfismos, que es una medida de la variacién de las frecuencias
alélicas, y heterocigosis que es una medida de la variacion de | os genotipos.
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Se dice que un locus es polimorfico cuando lafrecuenciadel aelo masraro en la
poblacion es mayor a 0,01. El polimorfismo de una poblacién se estima como € nimero
de loci polimorficos dividido por el nimero total de loci. La heterocigosidad de la
poblacion es la frecuencia media de individuos heterocigotos y se estima calculando la
frecuencia de heterocigotos para cadalocus y dividiendo parael nimero total deloci.

Ecuador es un pais con una poblacién con caracteristicas fenotipicas diversas,
debido al gran entrecruzamiento interétnico sobre todo de origen hispanico y amerindio.
Esta poblacion esta compuesta el 60% por mestizos, el 30% por nativos amerindios, el
8% por negros y e 2% por otros grupos étnicos como caucasicos, mongoloides y
&rabes. La mezcla poblacional por lo tanto determina un flujo genético importante que
induce a la aparicién de caracteristicas complegjas que se ven influenciadas por
determinantes geogréficos y ambientales que permiten la adaptacion del individuo a
medio donde este se desarrolla. Estos cambios evolutivos, muchos de ellos sutiles,
trazan un perfil poblaciona tipico y colaborarian en la elaboracién de un patrén de
caracteres que podrian ayudar en la deteccidn de mutaciones o alteraciones genéticas.

El modelo de Hardy-Weinberg demuestra mateméticamente la distribucion de
aelos en una poblacion, preservando la variaciéon mendeliana, consiguiendo asi
describir la distribucion de los genotipos y sus frecuencias para dos alelos alternantes
mediante la ecuacion p?+ 2pq + g° = 1.

Ciertas caracteristicas fenotipicas, algunas de las cuales son descritas en la
presente obra, fueron utilizadas por la Antropologia Fisica en la deteccion de trastornos
genéticos y su distribucion étnica, y durante algun tiempo fueron invadidas por nociones
no cientificas sobre la directa relacion entre fenotipo y comportamiento, fenotipo e
inteligencia, entre otros. Hoy se sabe que diferentes poblaciones pueden tener diversas
caracteristicas fenotipicas, bioguimicas y moleculares, que no significan diferencias
esenciales entre los grupos poblacionales, los conceptos de raza y aun los de etnia, que
cada vez son menos utilizados y se los estéd reemplazando por el de poblaciones con
similar base genética.

En e Ecuador no existen estudios que describan la distribucién de las
frecuencias alélicas de diferentes caracteristicas de herencia mendeliana, por lo que
interesa documentar los datos sobre algunas de estas, y que a la vez puedan ser
relacionadas con alteraciones o variantes genéticas.

En un estudio se evaluaron 15 caracteristicas fenotipicas a 447 estudiantes de
Medicina de dos universidades de la ciudad de Quito durante el lapso de tres afios. Los
valores obtenidos fueron analizados con formulas estandares de Genética de
Poblaciones y ecuaciones de tendencialineal. Se obtuvo las siguientes frecuencias. 15%
homocigotos dominantes, 27% heterocigotos y 58% homocigotos recesivos. En las
frecuencias aélicas se observa una relacién inversamente proporcional entre los
individuos dominantes y recesivos, destacando que la tendencia para los heterocigotos
no presenta variaciones significativas. Las caracteristicas dominantes mas comunes en
la poblacién estudiada son la produccién normal de insulina, €l uso manual diestro, la
capacidad de doblar lalenguay € factor Rh positivo. Entre |os fenotipos recesivos més
frecuentes estan la ausencia de canas, la nariz recta y la ausencia de hoyuelos en las
mejillas. Los individuos heterocigotos tienen como caracteristicas mas comunes los
orificios nasales anchos, los dedos cortos, |la capacidad de enrollar la lengua y la
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presencia de vello en falanges intermedias. En las frecuencias alélicas se encuentra una
relacién inversamente proporciona entre los individuos homocigotos dominantes y
recesivos. Se espera que estos datos puedan servir para evaluaciones fenotipicas de
pacientes dismorficos.

1. POLIMORFISMOS DEL ADN

Se conoce que existen variaciones interindividuales y poblacionales de ciertas
secuencias genéticas. Dichas variaciones provocan diferencias genéticas inespecificas
en los seres humanos y pueden estar concentradas en poblaciones con el mismo ancestro
histérico y geogréfico, determinando por lo tanto evidentes distinciones fenotipicas
(negro, blanco, amarillo, rojo). En esencia, la calidad de los genes de todos los
individuos es la misma. Las diferencias observables tienen mas bien interés biomeédico.
Cuando una caracteristica, informacién o secuencia genética se presenta en una
proporcion mayor a 1%, en una poblacién, se la denomina polimérfica (Nussbaum et
a., 2008). Los polimorfismos constituyen secuencias importantes que pueden
predisponer a los individuos y a las poblaciones a ciertas caracteristicas patogénicas y
anomalas. Entre los polimorfismos mas importantes estan:

1.1. Polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion

Los polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) son
fragmentos de ADN de diversos tamafios obtenidos al digerirlo con enzimas de
restriccion (ADNasa de otras especies), que cortan a ADN en secuencias especificas.
Pueden ser observados en una simple electroforesis en geles de agarosa, como una
escalera en que cada peldario corresponde a un RFLP. Aproximadamente, un fragmento
se presenta por cada kilobase. Estos marcadores han sido de gran utilidad, pero su uso
ha decaido al tener solo dos posibles alelos por cada fragmento (Krebs et a., 2009).

1.2. Repeticiones en taindem de ntimero variable

L as repeticiones en tandem de nimero variable (VNTR) constituyen parte de los
minisatélites. Son secuencias de ADN pequefias (0,1 a 10 Kb), que se repiten en forma
continua en el genoma y son atamente polimérficas. Generalmente se encuentran en
regiones no codificantes, pero cuando se encuentran en regiones codificantes pueden ser
patogénicos como en el caso de la enfermedad de Huntington y otras ataxias. En los
VNTR cortados por enzimas de restriccién pueden observarse hasta 100 variantes
alélicas, pero a tener una densidad insuficiente en las poblaciones, su uso es limitado
para estudios poblacionales y de ubicacién de genes. Para su estudio se utiliza la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y se los observa en geles de agarosa y
acrilamida (Krebs et ., 2009).

1.3. Microsatélites o secuencias cortas repetidas en tandem

Los microsatélites son secuencias cortas de ADN repetidas en €l genoma (STR)
y sediferencian delos VNTR por € nimero de bases; |as repeticiones méas comunes son
di, tri o tetranucledtidos. Estdn ampliamente diseminados en la poblacion y su uso es
clave en laidentificacion de genes o variables poblacionales. Igualmente, se los analiza
mediante PCR y observacion en geles de acrilamida.
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Para la identificacion de un individuo se puede emplear varios métodos basados
en caracteristicas genéticas; entre los mas utilizados se encuentran las isoenzimas, los
marcadores eritrociticos, € grupo sanguineo (ABO) y los STR. La eficacia depende de
lafrecuencia con que se presenten en la poblacién.

Los loci STR estén dentro del grupo de ADN de secuencia repetitiva y se
caracterizan porque presentan un conjunto de bases especificas, e mismo que ira de 2
bases (dinucledtidos) a 6 bases (hexanucledtidos), pudiendo un alelo llegar a medir
hasta 500 bases. Los aelos de estos loci se reconocen por el nimero de veces en que la
secuencia base se encuentre presente, lo cua permite que los alelos se consideren como
unidades discretas, facilmente diferenciables y se los pueda identificar de manera
sencilla. Los STR son frecuentes en e genoma humano (1 loci cada 300 a 500
kilobases), y muchos de ellos presentan un elevado polimorfismo, asi como un alto
nivel de heterocigosis (entre 35y 90%).

Diferentes loci han sido estudiados en diversas poblaciones humanas, de esta
manera se ha logrado establecer el niUmero de alelos y sus frecuencias, asi como el nivel
de heterocigosis de los loci. Estos datos son muy importantes pues nos permiten
establecer cudles loci resultan mas informativos dentro de la poblacion estudiada. Los
actuales esfuerzos de los laboratorios estdn encaminados a encontrar loci STR que,
usados en cualquier tipo de poblacion, nos aseguren individualizar a una persona por su
genotipo (haplotipo) y reducir la probabilidad de confusion a un minimo porcentaje. Es
debido a ello que mientras mayor sea €l nimero de loci empleados en un estudio, seré
menor la probabilidad de encontrar dos hapl otipos que se asemejen.

En lo que se refiere a calculo de probabilidades, aplicable a estudio de STR,
éste se basa en € teorema de Bayes, € cual es una consecuencia inmediata de la ley de
lamultiplicacién, que sirve para conocer |as probabilidades finales de un suceso, a partir
de las probabilidades iniciales y dadas cierta informacién o informaciones adicionales
obtenidas. Este teorema nos da la probabilidad a posteriori de paternidad, a partir de
una probabilidad a priori (Pg), dando como resultado la férmula de Essen-Moller que,
de manera simplificada, se expresa como P,= X / X + Y, e indica la probabilidad que
tiene e probandus de ser e padre (X), comparado con un hombre a azar de la
poblacion (Y). Aqui e valor de X es el resultado del andlisis del caso, y el de Y la
frecuencia del aelo compartido por e imputado y €l hijo. Sin embargo, la manera mas
adecuada de expresar la probabilidad de paternidad es a través de una razén de
verosimilitudes, evitando asi la circunstancia a priori; esta razén es conocida como
indice de Paternidad (IP), que es simplemente X / Y. La conversion de indice de
paternidad a probabilidad de paternidad es muy sencilla utilizando un a priori de 0,5, y
se expresa en las siguientes formulas (Nussbaum et al., 2008):

[ Pw=IP/(IP+1]IP=P(w)/ (1-P(w]) ]

Nuestra experiencia a usar 17 loci STR de secuencia tetranucledtida (4 bases)
nos ha dado como resultado la determinacién de la paternidad en 80% de casos en los
gue la persona imputada aparecié como posible padre, con un 99,999% de probabilidad,
mientras que en & 20% de los casos restantes se presentaron 4 y 6 exclusiones
respectivamente, con lo que se genera un descarte de primer orden. (Se descarta
paternidad si dos 0 méas STR no coinciden). De esta manera se determina que con un
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juego de cebadores para 12 loci STR se puede obtener una probabilidad de inclusion, en
casos de paternidad, superior a 99,9%; ademas, un juego asi nos permite reconocer 1
genotipo en 475 millones de genotipos. Los loci con los cuales hemos trabajado, se los
muestra en la siguiente tabla (Paz-y-Mifio, 2006b).

Tabla VIII.3. Loci utilizados en pruebas de paternidad y forense

STR Localizaciéon cromosémica No. de alelos descritos
D351358 3p 10
HUMTHO1 11p15-15.5 9
D21511 21q 17
D18551 18q 15
PENTAE 19q 21
D55818 9q 9
D135317 13g22-9g31 13
D75820 7q 12
D165539 16g22-g24 11
CSF1PO 5933-g34 12
PENTA D 21q 16
VWA 12p12pter 18
D851179 8p 10
TPOX 2p23-2pter 11
FGA 4928 21
F13A1 B6p24-p25 8
FES/FPS 15925 6
Amelogenina X 1

Y 2

Para el estudio descrito se obtuvo ADN de sangre periférica de 404 individuos
no emparentados del grupo mestizo, a los cuales se les informo de la prueba 'y después
de su consentimiento escrito, se amplificd los exones de los 17 marcadores STR. Hay
una amplia discusion, sin acuerdo, sobre €l tipo de poblacién seleccionada para €
estudio. Se decidié descartar la poblacion marcadamente negra, indigena o blanca,
considerando que la restante seria exclusivamente poblacién mestiza. Las muestras de
ADN se las sometio a la PCR utilizando 34 juegos de cebadores especificos para cada
STR, incluyendo a gen amelogenina para determinar e sexo de los individuos. Se
realizaron 7676 reacciones y sus productos fueron evaluados en geles de acrilamida y
tefiidos con nitrato de plata.

Los resultados se muestran en las Tablas Vllil.4ay VIll.4b, en donde se puede
observar las frecuencias paralos diferentes STR. No se encontraron variantes nuevas de
STR. Al comparar estas frecuencias con poblaciones similares y diferentes a la
ecuatoriana, se aprecia mucha variacion. La poblacion estudiada es similar a unos y
diferente a otros grupos humanos, sean negroides, mongoloides o caucasoides. Los
datos confirman que la poblacién ecuatoriana estudiada es producto de varios cruces y
oleadas poblacionales, como lo sugieren estudios actuales con marcadores genéticos de
mitocondrias y del cromosoma Y. La poblacién mestiza ecuatoriana, a menos la
estudiada, es polihibrida, como lo confirma el indice de homocigocidad que esta dentro
de los descritos para la poblacion mundial: entre el 29,4% para el marcador PENTA D
al 83,8% del D13S1317 (media de 53,64%), y con indices bgjos para e PENTA E
11,2% y e D18S51 con 21,2%. Mientras menor es € indice de homocigocidad, se
encuentra mayor porcentaje de poblacion cruzada, dato afavor de un polihibridismo.
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De este estudio se desprenden otros datos poblacionales interesantes. El nUmero
de individuos estudiados es importante. Se tiene una posibilidad de error de deteccién
de nuevas variantes en €l orden de 0,002414 y, s se trata de aplicar los STR en estudios
de medicina forense, por gemplo en paternidades, € poder de inclusion o exclusién o
de identificacion de individuos aplicando los 17 STR, llegaa 99,997588%.

La experiencia de nuestro laboratorio en €l uso de los STR para pruebas de
paternidad se inici6 en €l afio 1999, y fue especial. Las pruebas se comenzaron con 12
STR hasta llegar a 17, aparte del gen de la amelogenina para tipificar el sexo. Lo
particular de estas pruebas es que e indice de inclusion/exclusion de paternidad era
diferente al informado en la literatura, que llega a 30% para las exclusiones. Nuestros
datos mostraron un indice de exclusién mucho més ato: 41%. Esta diferencia se debe a
que esta prueba se inicié por la necesidad social e ingtitucional de contar con un
laboratorio de contraperitaje, lo que significa que las pruebas realizadas en otros
laboratorios del Ecuador y que no satisfacian a los implicados, solian ser reenviadas
para evaluacion a nuestro laboratorio, bajando notablemente el poder de inclusion de la
prueba a 59% y subiendo €l de exclusion (Paz-y-Mifio, 2006b). Actualmente existen
estandares de automatizacion mediante electroforesis capilar en relacién a 15 STR
dentro del Sistema de indice de ADN Combinado (CODIS), los cuales estan siendo
aplicados en nuestro pais.

1.3.1. Microsatélites y grupo étnico

Interesa argumentar algo sobre €l origen de la poblacién ecuatoriana desde €l
punto de vista genético y de los microsatélites en particular. Hace 500 afios los
conquistadores procedentes del sur de Espafia, con gran influencia genética del norte de
Africa y Oriente Medio, introdujeron nuevos elementos genéticos en la poblacion
indigena americana. En méas de 1500 generaciones la presencia genética en el Ecuador
es evidente. Dejando a un lado a la poblacion claramente caucasoide y claramente
negroide, €l resto es blanco-mestiza, a punto de que se habla de un grupo étnico
sudamericano. Si aceptamos como Vvalidos estos conceptos, tendremos que aceptar que
cada grupo poblacional, por o tanto, presentara variedad en la informacion genética, 1o
cual hace que los estudios actuales de la poblacion humana se encaminen ala diversidad
genética 'y se centren en e Proyecto del Genoma Humano. Algunos estudios afirman
gue los amerindios de toda América provienen de un tronco comun asiatico, segun lo
muestran los estudios de marcadores de ADN del cromosoma Y, especificamente €l
microsatélite DY S19, que ha mostrado més de cincuenta variantes, concentrandose en
los amerindios la variante 1A, que representa 13 repeticiones de la secuencia GATA,
distribuidas entre un 91% en Sudamérica, 87% en la Amazonia brasilefia y 38% en
Norteamérica. Estudios mas profundos con este mismo marcador microsatelital, unavez
descubierta una nueva variante, han mostrado que la poblacion amerindia proviene de
Asia; especificamente, se postula que los primeros habitantes de América atravesaron €l
estrecho de Bering y se produjo en ellos una mutacion en el microsatélite DY S19,
apareciendo un cambio de una T o una C en la secuencia, alacual selallam6 DY S199.
A este polimorfismo se lo ha encontrado exclusivamente en amerindios hasta una
proporcion del 91%, lo que hace suponer un efecto fundador de las poblaciones que
migraron desde Asia hace unos 30 mil afios (Paz-y-Mifio, 2006b).

Entender el origen de la poblacién ecuatoriana es més complejo por ahora, y
demanda estudios de otros marcadores que han mostrado ser més informativos: ADN
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mitocondrial, polimorfismos de nucledtidos simples y del cromosoma Y. De todas
maneras, aplicando los STR, €l F13Alensuaeo5y e D7S820 en su delo 12, son los
marcadores que mostraron mayores diferencias con otras poblaciones de Latinoamérica
y podrian ser los indicados para iniciar estudios méas profundos sobre cercanias o
lgjanias poblacionales.

Tabla Vlil.4a. Frecuencia de los STR en la poblaciéon mestiza ecuatoriana

Alelos D3S1358 THO1 D21511 D18S51 PENTAE DS5S818 D13S317 D7S820
2,2

3.2 0,001

4 0,001

5 0,102 0,022

6 0,261 0,001 0,002
7 0,212 0,069 0,118 0,005
8 0,069 0,059 0,029 0,036 0,058 0,049
9 0,009 0,102 0,009 0,097 0,107 0,041
9.3 0,136

10 0,064 0,013 0,003 0,047 0,057 0,074 0,189
11 0,042 0,112 0,018 0,062 0,321 0,163 0,262
12 0,159 0,001 0,079 0,163 0,229 0,276 0,352
13 0,164 0,118 0,068 0,087 0,163 0,076
14 0,183 0,244 0,058 0,047 0,141 0,023
15 0,085 0,153 0,131 0,008 0,018 0,001
16 0,216 0,112 0,102

17 0,009 0,142 0,058

18 0,058 0,064

19 0,032 0,034

19,2

20 0,017 0,028

20,2 0,011

21 0,005 0,032

22 0,005 0,015

22,2

23 0,003 0,005

23.2

24

25 0,002 0,001

25,2 0,002

26 0,001

27 0,011

28 0,068

29 0,193

29,2 0,005

30 0,241

30,2 0,031

31 0,077

31,2 0,151

32 0,006

32,2 0,141

33 0,002

33.2 0,062

34,2 0,003

35 0,005

35,2 0,001

Suma 1 1 1 1 1 1 1 1
Alelos 10 11 16 15 20 9 8 10

IH 0,615 0,795 0,760 0,212 0,112 0,808 0,838 0,570

Los STR nos brindaran la posibilidad de obtener un primer mapa genético
ecuatoriano y aunque existen muchos grupos étnicos, es clave tener datos para poder
compararlos y sobre todo, que permitan una base para € andlisis de caracteristicas
individuales o poblacionales.
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Tabla Vlil.4b. Frecuencia de los STR en la poblacién mestiza ecuatoriana

Alelos D16S539 CSF1PO PENTAD VWA D8S1179 TPOX FGA F13A1 FES
2,2 0,005

3.2 0,001 0,009

4 0,001

5 0,001 0,214

6 0,003 0,146

7 0,001 0,003 0,006 0,007 0,180 0,002
8 0,025 0,002 0,012 0,012 0,386 0,054 0,003
9 0129 0,011 0,168 0,009 0,051 0,043 0004
9,3

10 0,158 0,176 0,216 0,001 0,069 0,043 0,002 0,242
11 0,198 0,301 0,125 0,002 0,049 0,212 0,008 0,126
12 0,214 0,211 0,146 0,001 0,153 0,111 0,001 0,375
13 0,121 0,285 0173 0,002 0,326 0,176 0,004 0123
14 0,101 0,011 0,056 0,036 0,239 0,011 0,001 0,125
15 0,052 0,063 0,067 0079 0,001

16 0,026 0,328 0,053 0,169

17 0,002 0,288 0,011 0,008 0,167

18 0,108 0,006

19 0,036 0,007

18,2 0,005

20 0,021 0,056

20,2 0,004

21 0,068 0,091

22 0,041 0,086

22,2 0,054

23 0,226

23,2 0,008

24 0,132

25 0,185

25,2 0,008

26 0,067

27 0,032

28 0,011

29 0,013

29,2

30

30,2

31

31,2

32

32,2

33

332

34,2

35

35,2

Suma 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Alelos 9 8 16 13 10 9 18 15 8

iH 0,765 0,567 0,294 0,695 0,406 0,344 0386 0639 0,542

1.4. Polimorfismos de nucledtido simple

En la década de los noventa, a digerir secuencias de ADN, guiandolas hacia un
solo nucledtido, se encontrd la existencia de variaciones en los sitios de corte, que
correspondian exactamente a un simple nuclettido. Posteriormente, se ha observado que
existen aproximadamente 1,2 millones de variaciones de nucledtidos que éstas estan
presentes en el genoma humano de todas las poblaciones (SNP database). Ademés,
pueden estar presentes tanto en secuencias codificantes (exones) o no codificantes
(intrones) y podrian ser las responsables de una predisposicion mayor o menor a
enfermedades comunes. El estudio de los SNP o snips ha conducido a plantear la
hipétesis de que las enfermedades comunes estarian determinadas por variaciones
comunes. Los snips pueden o no producir cambios en la informacién esencial del
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nucledtido y por lo tanto del gen; pero sea cual sea €l caso, su relacion con patologias
esta siendo cada vez méas conocida. Asi, € alelo Apo E E4 muestra frecuencias de 10 a
20% en la poblacion y se asocia a la enfermedad de Alzheimer. La variacion que se
observa afecta por ejemplo al dltimo nucledtido en & cddigo genético, y aunque
produce € mismo aminoacido, las evidencias investigativas lo relacionan con riesgos
altos de enfermedades genéticas, como el cancer.

Algunos estudios muestran que los SNP son muy frecuentes en los genes. Hay
genes gque presentan mayor nimero de snips que otros, lo cual determina que se los
clasifique como snips de alto grado de presentacion (> 15%), de grado medio (5-15%) y
de bgja presentacion (< 5%). EI nimero de alelos que se presentaria por cada variacion
en cada gen seria muy alto, entre 12 a 50 alelos de SNP. Los estudios de SNP en
enfermedades habituales como la cardiopatia coronaria, hipertension, la diabetes y la
esguizofrenia, muestran variaciones de snips entre 36 al 52% de individuos analizados.
La pregunta clave que surge es. ¢Seran estas variaciones responsables o estarian solo
asociadas alas enfermedades?

Desde € punto de vista evolutivo, los snips son interesantes. Primero, la
frecuencia de SNP en exones e intrones es muy similar: 1/346 pb y 1/354 pb
respectivamente. Los snips de exones podrian estar relacionados a enfermedades,
mientras que los snips en intrones, sobre todo los perigénicos, se relacionan a
variaciones en el empame alternativo y a sitios de silenciamiento por miARN. Aungue
al comparar snips entre chimpancés y humanos, se ha encontrado pequefias variaciones
en el nimero (0,6%), a analizar su distribucion en el genoma las diferencias alcanzan
un 32%. Adicionamente, se ha encontrado que los SNPs varian de poblacion a
poblacion. Los afroamericanos y africanos presentan mayor nimero de snips que los
europeos y asiaticos en proporciones de 93 a 17. Los estudios del genoma calculan que
exigtirian entre 240 mil a 400 mil snips, un 40% de estos podrian estar relacionados a
alteraciones de codificacién y por ende a patologias. Una persona tendria entre 24 mil a
40 mil snips en heterocigosis. Un 82% de los snips serian polimorficos. Existen
informes que los snips se los encontraria cada mil ados mil pb.

2. ESTRUCTURAY FUNCIONES DE LOS GENES

A inicios de 1977 se postulaba que € gen era una cadena larga de ADN, que
contenia la informacion para codificar a lengugje de proteinas. Actualmente, para los
genes de eucariontes se conocen muchos detalles mas al respecto. El gen estaria
compuesto por secuencias codificadoras o exones y secuencias no codificadoras o
intrones; también se encuentran secuencias flanqueantes involucradas en la regulacion
de la actividad genética; asi mismo, contiene una region inicial de la transcripcion
constituida por una secuencia CCAAT o cgja CAT y otra TATA o cga TATA, y una
region final de secuencia conformada por las bases AATAAA, involucrada en la
transcripcion de ARNm. Por gemplo, € gen de la fibrosis quistica del pancreas,
enfermedad autosdmica recesiva, est ubicado en e cromosoma 7 en su brazo largo;
tiene unalongitud de 250 Kb, pero solamente 6121 pb codifican la proteina CFTR. Los
genes de las mitocondrias cuentan con variaciones que se las detalla mas adelante
(Krebset a., 2009).
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Se puede decir que la estructura caracteristica de un gen, aparte de los exones e
intrones anotados, incluye a tres secuencias flanqueantes que intervienen en la
regulacion de la actividad del gen: Por una parte estan la cgja CCAAT y lacga TATA;
al parecer estas dos iniciarian la transcripcion. Adicionalmente, existe una secuencia
flanqueante AATTAAA, gue serviria de sitio de reconocimiento de la cola poli-A, a
fina de la cadena de ARNm, region que es transcrita pero no traducida y que daria la
sefid para que una nucleasa corte e ARN, terminando asi |a transcripcion.

El concepto de gen ha variado mucho, pues los nuevos conocimientos de sus
funciones han permitido redefinirlo. En un inicio se postulaba que € gen era una
enzima, pero luego adquiere otras funciones y propiedades. A continuacién se expone
algunas de | as definiciones de gen:

Tabla VIII.5. Complejidad y variaciones del concepto de gen-enzima

Concepto Ejemplo Desorden

Fenilcetonuria
Sindrome de Lesch-Nyhan

Fenilalanina-hidroxilasa
Hipoxantina guanina fosforibosil
transferasa

Colageno

ARN mitocondrial de transferencia
Propionil CoA carboxilasa

Un gen-una enzima

Osteogénesis imperfecta
MERRF/MELAS
Acidemia propionica

Un gen-una proteina

Un gen-producto de ARN

La actividad de una enzima
requiere multiples subunidades
de genes diferentes

Una cadena polipeptidica con
multiples enzimas

Hexosaminidasa

Sub-unidad 3 de la hexosaminidasa
AyB

Sub-unidad Es de la
deshidrogenasa

Cobalamina Cy D

Enfermedad de Sandhoff

Deficiencia de Es
La deficiencia de una enzima Acidemia metil-malénicas
causa multiples deficiencias

enzimaticas secundarias

Division post- traduccional de un  ACTH

péptido

Promatores alternativos parala  Distrofina Distrofia de Duchenne
transcripcion

Empalme alternativo de ARN Calcitonina Agamaglobulinemia

mensajero inmaduro
Rearreglos en el ADN antes de
la transcripcion

Modificacién post-
transcripcional del ARNm
Sobreposicion en el marco de
lectura en ADN y ARN,

Inmunoglobulinas
Receptores de células T
Apolipoproteinas B-100 y B-48

Factor de liberacion bacteriano
Retrovirus

Inmunodeficiencia
combinada
Hipobetalipoproteinemia

supresion, cambios en el marco
de lectura

Lacélularealiza sus principales funciones en lafase G1 del ciclo celular, en ésta
el ADN, conformado en cromatina (solenoide de 30 nm), se abre para permitir las
actividades del ADN. Durante lafase Sdel ciclo la célula se prepara para dividirse, para
ello duplica su ADN y luego entra en una fase de actividad relativa que es la G2, para
inmediatamente continuar con la division (mitosis 0 meiosis). EIl ADN debe cumplir a
menos con tres funciones principales:

2.1. Replicacion semiconservativa y bidireccional

Con esta funcion la célula duplica su material genético de 2n a 4n. La
replicacion se inicia en zonas del genoma llamados replicones, entre 20 mil a 100 mil
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por genoma humano, cada uno de éstos mide unas 150 Kb y tiene una velocidad de
replicacion de 1 a6 Kb/min, es decir, que de 5 a 10 horas se habra duplicado la totalidad
del genoma. La doble hélice dispuesta en direccion 5'-3' se abre, por accion de enzimas
helicasas, y laafay delta polimerasas de ADN incorporan bases nitrogenadas en forma
complementaria a su cadena madre. La replicacion se la realiza en ambas cadenas. En
una de €ellas, la principal 5'-3', en forma continua y en su cadena antiparalela 3'-5’, en
forma discontinua a través de los fragmentos de Okazaki, que luego son unidos entre si
por una enzima ligasa. La replicacion es un mecanismo complejo y por lo genera muy
preciso, asegurdndose asi la fidelidad de la informacion genética; ademas, tiene su
finalidad en los procesos celulares de division mitosisy meiosis (Lodish et al., 2008).

Existen varios tipos de polimerasas.

G] Alfa polimerasa implicada en la replicacion de la cadena complementaria. \
b) Beta polimerasa que interviene en procesos de replicacion del ADN.
c) Delta polimerasa que interviene en la replicacion de la cadena madre.

d) Epsilon polimerasa que interviene en la replicacion.

C] Gamma polimerasa que replica el ADN mitocondrial.

J

Un mecanismo interesante adjunto a la replicacion, es lareparacion del dafio del
ADN, sea dentro del proceso normal de duplicacién del genoma o producto de dafios
inducidos. En e mecanismo basico, enzimas de control de replicacion o dafio, ubican
sectores alterados, luego una enzima endonucleasa corta las porciones dafiadas y una
polimerasa (sea la beta o epsilon) reproduce el sector malo. Normalmente todas las
personas producen dafios en su ADN y por lo genera reparan eficientemente, de lo
contrario las alteraciones se fijan y determinan mutaciones, las cuales a su vez conducen
a enfermedades. Existen enfermedades en las cuales l0s procesos de reparacion estan
disminuidos o alterados, por g emplo la anemia de Fanconi. Los informes del Proyecto
del Genoma Humano dan cuenta de unos 130 genes involucrados en la reparacion del
ADN.

2.2. Transcripcion de la informacion hereditaria

Latranscripcion consiste en la sintesis de ARNm a partir de ADN. El ARNm es
generalmente una molécula unicatenaria conformada por ribonucleétidos, y en una
primerainstancia intranuclear. Se copia en forma complementariaal ADN molde, con la
particularidad de que en la secuencia de bases, |a timina es reemplazada por € uracilo.
Este primer ARN mensajero inmaduro o intronico-exénico, sale del nicleo y madura,
pierde los intrones y solo presenta exones. EI ARN mensgjero maduro o exénico, es €
que se encargara de llevar la informacion genética a la fabrica de proteinas, los
ribosomas. Durante la transcripcion actdan tres tipos de polimerasas de ARN (I, Il y
[11), que sintetizan el mensgjero a una velocidad 20 veces mayor que la replicacion,
llegando a formar 200 millones de ribonucledtidos por minuto. Cada polimerasa de
ARN es la responsable de transcribir un nimero igual de grupos de genes. La |,
transcribe solo una clase de genes (40 mil) y se localiza en € nucleolo, por o que tiene
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que ver con la formacién de ARN de transferencia, mientras que la Il y la Il pueden
transcribir varios genes (40 mil y 20 mil respectivamente) y actdan en el nucleoplasma.

Una vez formado el ARNm intranuclear, este debera salir al citoplasma para
completar su actividad. En su salida del nacleo, el ARNm inmaduro, pierde secuencias
no codificadoras o intrones y los exones son los Unicos en sdir y empamarse
nuevamente. Este proceso de corte-empalme (empalme alternativo o splicing
aternativo) proporciona @ ARN y a la propia célula alternativas funcionales
interesantes. Asi, un mismo gen puede producir dos o més proteinas, gracias a empalme
alternativo de uno u otro exon (Figura VIl11.1).

(E1 -11-E2-12-E3-13-E4 ) ARNmM (inmaduro)

1-12-13 Pérdida de intrones en el nticleo

(E] ~E2-E3-E4 E)-E5- E4) ARNm (maduro)

( Proteina tipo 1 ) (Proteina tipo 2)

FIGURA VII.1. FORMACION DEL ARN MENSAJERO. El proceso de empalme
(splicing) consiste en la eliminacion de los intrones, la union de los exones y la
maduracion del ARNm para la posterior formacion de las proteinas (lIB, 2014).

La presencia de exones e intrones parece deberse a un proceso evolutivo del
ADN. Se afirma que a los intrones se los habria adquirido en la evolucion, pero o méas
probable es que ya estaban presentes en las células originales que evolucionaron vy,
ademds, proporcionarian una ventgja evolutiva ya que las mutaciones a azar y
beneficiosas habrian afectado a zonas intronicas, formandose empalmes aternativos de
exones e intrones, dando lugar a nuevas y diferentes proteinas. Con €lo la
conceptualizacion clasica de gen varia, pues un mismo gen por empalme aternativo
podria producir mas de una proteina y € intrén representar también dominios
funcionales del gen. El caso de las hormonas tirosina y calcitonina humana, es un
gjemplo, de que € mismo gen produce dos ARNm diferentes y dos proteinas diferentes.
Igual ocurre con varias proteinas producidas por e mismo gen: protrombina,
plasmindgeno, uroquinasa, factor VII y XII de la coagulacion. Este mismo proceso se
produce en algunas patologias en que los cromosomas se reestructuran y se producen
genes quiméricos (empalme alternativo) que determinan proteinas de tamafios diversos.
Un gemplo es la leucemia mieloide cronica (LMC) y la leucemia linfoblastica aguda
(LLA), con presencia del cromosoma Filadelfia. La proteina p210 de la LMC es de
mayor tamafio que la proteina p190 de laLLA, y mas agresiva desde € punto de vista
clinico. Como dato curioso, en las moscas de la fruta, € sexo estd determinado también
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por empalme alternativo de exones, |0s machos tienen tres exones y las hembras dos del
mismo gen.

2.3. Traduccidn de la informacion genética

El cambio de lenguagje de ADN a proteinas permite desempefiar funciones vitales
paralacélulay el individuo, paralo cual lacélula utiliza el codigo genético o lenguaje
de tripletes de nucledtidos. La proteina se forma a partir de la estructuracion y union de
aminoé&cidos (gen-proteina), el polipéptido que se forma a partir del ARNm representa
una secuencialeida en lenguaje de tres letras (codon) (Figura V111.2).

O

Proteina

&

FIGURA VII.2. PROCESO DE TRANSCRIPCION, TRADUCCION Y SINTESIS
PROTEICA. EIl ARNm se dirige hacia los ribosomas, los cuales van a permitir la
formacion de las diferentes cadenas polipeptidicas (Modificado de The Royal Swedish
Academy of Sciences, 2009; 1IB, 2014).
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Cada aminoacido de la secuencia esta representado por uno o varios tripletes o
codones (codigo genético degenerado), cuya variacion para cada aminoécido se puede
evaluar con técnicas de genética molecular (Figura VI1I1.3). A estas variaciones se las
conoce como polimorfismos de nucledtidos y aunque no representan efectos nocivos, en
la actualidad si se ha relacionado a riesgos de enfermedades comunes, al polimorfismo
de ultimo nucledtido o mutacion silenciosa

En la traduccion de la informacion interviene también el ARN ribosdmico
(ARNI), que formara parte de los ribosomas. EI ARNTr, est4 producido por comando del
ADN ribosémico (ADNr), que se encuentra en los organizadores nucleolares de los
cromosomas acrocéntricos o satélites y conforman el nucleolo en la interfase. En la
traduccion participan también al menos unos 497 ARNSs de transferencia (ARNL),
encargados de suplir los aminoacidos citoplasmaticos al ribosoma.

(UUU Phe UCU Ser  UAU Tyr UGU Cys )
UUC Phe UCC Ser UAC Tyr UGC Cys
UUA Leu UCA Ser UAA Stop UGA Stop
UUG Leu UCG Ser UAG Stop UGG Trp
CUU Leu CCU Pro CAU His CGU Arg
CUC Leu CCC  Pro CAC His CGC Arg
CUA Leu CCA Pro CAA GIn CGA Arg
CUG Leu CCG Pro CAG GIn CGG Arg
AUU lle ACU Thr AAU Asn AGU Ser
AUC lle ACC Thr AAC Asn AGC Ser
AUA lle ACA Thr AAA Lys AGA Arg
AUG Met ACG Thr AAG Lys AGG Arg
GUU Val GCU Ala GAU Asp GGU Gly
GUC Val GCC Ala GAC Asp GGC Gly
GUA Val GCA Ala GAA Glu GGA Gly

\GUG Val GCG Ala GAG Glu CGG GIy/

FIGURA VIIL.3. EL CODIGO GENETICO. Los codones del ARNm se asocian con
anticodones especificos del ARNt para permitir la formacion de proteinas (1B, 2014).

3. REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE LOS GENES

Uno de los asuntos importantes en la dinamica de los genes es comprender
cuando y como un gen inicia 0 no su actividad, y el momento que la termina. Algunos
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mecanismos han sido propuestos para entender al menos tres momentos de regulacion:
expresion, transcripcion y post-trascripcion.

Los genes estan controlados en su expresion por varios mecanismos, algunos
mas sencillos que otros, dentro de los cuales tenemos: la simple posicion celular, la
impresién o marcado diferente de genes, rearreglo de sectores de genes o de genes
completos (por egemplo en las inmunoglobulinas), competencia a través de genes
saltadores o silenciadores, simple efecto de posicién, supresion de actividad de genes
por dominios de la cromatina, inactivacion de genes o aun de cromosomas completos
(inactivacion del X), e interferencia con la expresion entre genes “antagonicos’ (por
ejemplo los oncogenes y |0s genes supresores de tumores).

El primer paso para que un gen sea expresado es la transcripcion (sintesis de
ARN a partir de un modelo de ADN) que puede dar como resultado ARN mensajero
(ARNm), ARN ribosoma (ARNr), ARN heterélogo nuclear (ARNhn) o ARN de
transferencia (ARNLt). Luego de ser transcrito, € gen sufre procesos de regulacion de la
expresion post-transcripcionales, tales como el empalme (splicing), la adicién de la cola
de poli adenina (poli A) y la adicién de CAP (capping); después, existen procesos de
control de expresion anivel traduccional y post-traduccional (Alberts et al., 2002).

La transcripcion de muchos de los genes humanos esta restringida a una linea
tisular y celular especifica, a un momento del desarrollo del tgido o alarespuesta hacia
un factor inductor ambiental especifico, como una hormona. También hay genes que se
expresan constantemente, llamados “genes enddgenos o housekeeping” y que son
suficientes para mantener la vida (entre 300 a 400 por célul@). El control transcripcional
vendria dado principalmente a dos niveles: a) a nivel de la estructura cromosdmicay b)
de las interacciones entre la ARN polimerasa, el ADN que le sirve de modelo y una
cantidad de proteinas reguladoras de la transcripcion, especificas para cada tipo celular;
por gemplo, las proteinas con homodominios, hélice-enrollamiento-hélice, proteinas de
dedos de zinc (Zn fingers). Otras formas de regulacion son la formacién de secuencias
reguladoras que actlian en posicién cis-trans y producen proteinas reguladoras en genes
alegjados del regulado (Krebs et al., 2009).

El paso inicia de la sintesis de ARN, a partir de una plantilla o templado de
ADN, incluye la ubicacion de la ARN polimerasa (en eucariontes actlian tres ARN
polimerasas) junto a una secuencia de ADN bicatenario a la atura del denominado
promotor del gen a ser transcrito. Esta secuencia promotora define el sitio de la
iniciacion de la transcripcion, aungue existe la posibilidad de que la célula utilice
promotores aternativos para un mismo gen. A diferencia de las ARN polimerasas
bacterianas, las eucaridticas no entran en contacto directo con e ADN promotor, Sino
que son reclutadas hacia éste por complejos de proteinas especificas para cada ARN
polimerasa; compleos denominados SL1 parala ARN polimerasal, TFIID paralaARN
polimerasa |l y TFIIIB parala ARN polimerasa lll, cuya funcion es la de reclutar ala
ARN polimerasa haciala secuencia de ADN promotor. Estos factores interacttan con €l
ADN, los factores de transcripciéon y las ARN polimerasas, para formar e Complejo
Basal de Transcripcion que esta sujeto a la activacion o represion transcripcional por la
accion de proteinas reguladoras de la transcripcion especifica de cada tejido.

Complementariamente, existe también una barrera natural de regulacion génica,
y es la propia organizacion de la cromatina. La heterocromatina corresponde al ADN
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transcripcional mente inactivo, ya gque esta tan condensado que la ARN polimerasa no
tiene acceso @ ADN y aun s llegase a tener contacto con este, la transcripcion no se
daria debido a que otros elementos necesarios para la transcripcion, como los factores
de transcripcién, no tendrian €l acceso necesario parainiciarla. Inclusive si se llegara a
tener la combinacion correcta de elementos de transcripcion, estos no tendrian acceso a
la secuencia promotora del ADN. Por otro lado, esta la eucromatina, que corresponde al
ADN activamente transcrito debido a que esta més dispersa. Por |o tanto, la estructura
de la cromatina regula la accesibilidad del ADN a estos factores de transcripcion y de
esta manera representa un importante paso en la regulacion de la transcripcion
especificade los diferentes tipos celulares.

También laregulacion puede ser post-transcripcional e incluye: la regulacién del
transporte del ARNm hacia el nucleo, el empalme aternativo de exones e intrones, la
poliadenilacion del transcrito, la transcripcion del ARNm y su estabilidad, y la
produccion especificade ARN en cadatejido.

Finalmente, se debe tomar en cuenta que la unidad funcional de la herencia es el
gen y tiene la capacidad de recombinacion, por lo cua se asegura la variacién
interindividual y de funciones. También e gen constituye la unidad de mutacién, es
decir, es e sustrato cambiante de la evolucion y a mismo tiempo la base de las
enfermedades genéticas.

4. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

LaBiologia Molecular mangja diferentes tipos de técnicas indispensables para €l
estudio de genes asociados a las diversas enfermedades. Entre las técnicas mas
relevantes y aplicadas en el Instituto de Investigaciones Biomédicas, esta la reaccion en
cadena de la polimerasa, la PCR cuantitativa en tiempo real y la secuenciacion genética.

4.1. Reaccion en cadena de la polimerasa

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es un proceso biogquimico in vitro
catalizado por unaenzima, en la cual pequefias cantidades de un segmento especifico de
ADN, que se halan entre dos regiones de ADN de secuencia conocida, son
amplificadas obteniéndose una gran cantidad de ADN lineal de doble cadena. Debido a
que la PCR est4 basada en la accion enzimética de una ADN polimerasa (la mas
comunmente utilizada es la Tag ADN pol 1), inmediatamente en varias areas de
investigacion, incluyendo la tecnologia del ADN recombinante, la expresion génica,
medicina general, medicina forense y evolucion. Actuamente, la PCR ha adquirido
mayor importancia con el desarrollo de las enzimas de restriccion, con el clonge del
ADN y con e southern blot en e avance de la biologia molecular. Los primeros
experimentos de amplificacion con PCR fueron realizados por Mullis y Faloona,
quienes desarrollaron el primer dispositivo automético regulador de la temperatura en
ciclos, conocido como termociclador (Mullis & Faloona, 1987).

La amplificacién del ADN se obtiene por ciclos repetidos de PCR, cada uno de
los cuales consta de tres estadios de temperatura distintos:

booksmedicos.org



BIOLOGIA MOLECULAR Y CARACTERIZACION DE LAS POBLACIONES HUMANAS [l 121

a) Denaturacion del templado de ADN (que servird de modelo para su amplificacién] a um
temperatura de 94 a 96°C.

b) Anillamiento de los cebadores o cebadores. Los cebadores son oligonucledtidos,
formados por moléculas de cadena simple de ADN, que son complementarios a ambos
extremos de una secuencia determinada de ADN que actia como templado o plantilla. Su
funcion es servir al ADN como punto de partida para la polimerizacion. Este paso requiere
una temperatura que varia entre los 42 a 60°C.

c] Elongacién o extension del primer por la ADN polimerasa. Los cebadores son extendidos
de una cadena molde de ADN de cadena simple [previamente desnaturalizado). Gracias a
la enzima ADN polimerasa, en presencia de desoxinuclectidos fosfato [dNTPs) y bajo
condiciones adecuadas de la reaccion, esto da como resultado la sintesis de nuevas

cadenas de ADN complementario, a partir de las cadenas templado. Para este paso se
K requieren temperaturas entre los 60y 72°C. /

La reaccion de amplificacion contiene dos cebadores dispuestos de tal manera
gue puedan hibridizar con las cadenas opuestas de la secuencia "blanco” o secuencia a
amplificarse. Debido a que el producto extendido incluye la secuencia complementariaa
la del otro primer, el producto de cada reaccion sirve como templado en el nuevo ciclo
de PCR, verificAndose asi una reaccion bioquimica en cadena.

El impacto de la PCR ha sido particularmente importante en algunos campos
relacionados a andlisis del genoma humano, especialmente en € mapeo genético y
fisico delos cromosomasy analisis de la expresion génica.

ADN
ADN DOBLE CADENA 5 3 ___Cebudires
3 57
5’ 3
Denaturalizacion 95° C
3 5
wl 5 5
9 3_5 |
v ; . Anillamiento 55° C
=|5__3
v p 3
n| 3 5
m
5 .
5 > Extension 72° C
3 5

FIGURA VIIl.4. REPRESENTACION DE LA AMPLIFICACION DE ADN MEDIANTE
PCR. La temperatura de anillamiento va a permitir que los cebadores se
complementen efectivamente en las cadenas del ADN para la posterior sintesis de
las cadenas hijas (IIB, 2014).

booksmedicos.org



BIOLOGIA MOLECULAR Y CARACTERIZACION DE LAS POBLACIONES HUMANAS - 122

4.2. PCR cuantitativa en tiempo real

La PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) es una variacion de la PCR estandar
utilizada para la cuantificacion de ADN o ARN mensajero de una muestra. Sus ventajas
al compararla con la PCR tradicional son: la eliminacion de la manipulacion post-PCR,
tiene mayor sensibilidad y especificidad, permite discriminar productos (dimeros de
cebadores 0 bandas inespecificas) mediante la curva melting, tiene la capacidad de
analizar multiples productos, expresion génica, analisis de expresion de micro ARNs y
genotipaj e de poblaciones para determinar frecuencias polimorficas.

Utilizando cebadores y sondas especificas de secuencia, es posible determinar el
nimero de copias o la cantidad inicial de una determinada secuencia de ADN o ARN.
La cuantificacion del material genético puede darse a través del andlisis absoluto o
relativo (Nolan et al., 2006).

El andlisis absoluto permite cuantificar una secuencia blanco y expresar €l
resultado final como un valor absoluto. Este andlisis es muy utilizado en Virologia y
Microbiologia para determinar carga vira o nimero de copias de material genético
bacteriano.

El andlisis relativo compara los niveles de una o varias secuencias blanco en una
misma muestra, con un control, y expresa el resultado final como el radio de las
secuencias de interés. La comparacion de diferentes genes en una misma muestra radica
en la normalizacion de la expresién génica a través del uso de genes enddgenos
(housekeeping). Este andlisis es utilizado en oncologia molecular (Livak et al., 2001).

Cuando la gPCR se combina con una reaccion de retro-transcripcion (RT-PCR),
puede determinarse la cantidad de ARNmM de una muestra mediante una cuantificacion
relativa. La cuantificacion relativa compara la cantidad del ARNm de un gen especifico
respecto ala cantidad de ARNm de un gen enddgeno. Para la cuantificacion se mide en
cada ciclo de PCR la cantidad de amplicon producido. La cuantificacion del producto se
produce mediante la adicién de fluoréforos que se unen a amplicon de forma especifica
0 inespecifica, de manera que a mayor producto mayor fluorescencia producida y los
programas de analisis representan dicha fluorescencia gréficamente respecto al nimero
de ciclos. La cantidad de amplicdn producido es ser proporcional a numero de
moléculas de ADN y ARN iniciaes (r = 1), de forma que en aguellas muestras con
mayor expresion del gen el amplicon fluorescente aparecera en ciclos anteriores (Figura
VIIL5).

La gPCR presenta diferentes fases: linearizada o inicial, exponencial temprana,
logaritmica lineal y latencia o final. En la fase exponencial temprana se expresa la
informacion de la linea umbral denominada en inglés cycle threshold (Ct) o crossing
point (Cp). El Ct es un valor que nace de la interseccion entre la curva de amplificacion
y la linea umbral; es un valor que denota cuando empieza la fase exponencial y es
utilizado para cuantificar el ADNc. En cambio, la cantidad absoluta de ADN (ndmero
de copias o0 concentracion) es determinada por comparacion del valor Ct con estandares
externos conocidos.

Un esquema de las curvas de amplificacion se puede observar en la Figura
VIII.5.
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FIGURA VIIL.5. CURVA DE AMPLIFICACION Y LINEA UMBRAL DE LA gPCR.
Relacion entre el nivel de fluorescencia y el nimero de ciclos de una PCR (IIB, 2014).

4.2.1. Tipos de quimicas

En la PCR cuantitativa en tiempo real existen dos tipos de quimicas:
inespecificas y especificas. Estas quimicas pueden ser utilizadas para diversos fines
tales como la determinacion del genctipagje y la cuantificacion de la expresion génica o
carga viral. La quimica inespecifica se activa mediante la presencia de dobles cadenas
de ADN vy la quimica especifica utiliza transferencia energética de fluorescencia por
resonancia (FRET).

4.2.1.1. SYBR Green

Un método inespecifico muy utilizado por su costo y efectividad es e SYBR
Green, € cua se intercala en e ADN de doble cadena emitiendo fluorescencia. El uso
de SYBR Green implica un disefio muy cuidadoso de los cebadores con € fin de evitar
la formacién de dimeros de cebadores o de la amplificacion de varias regiones del
genoma no propias del estudio. La Figura VI111.6 explica la activacion del SYBR Green
en presencia de cadenas dobles y la desactivacion en cadenas simples (Ponchel et al.,
2003).

e ® °© **ﬁ‘*;

FIGURA VIII.6. SYBR GREEN. Se activa al intercalarse en cadenas dobles y se
desactiva en cadenas simples de ADN (IIB, 2014).
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4.2.1.2. Sondas TagMan

Se puede meorar la especificidad utilizando sondas fluorescentes
(oligonucledtidos de arededor de 25 pb) que se unen por complementariedad a
secuencias blanco del ADN. Las sondas TagMan permiten la cuantificacion especifica
del ADN complementario (ADNCc) de interés incluso en la presencia de amplificacién
inespecificay dimeros de cebadores.

Estructuramente las sondas TagMan estan conformadas por un fluoréforo en su
extremo 5 y un quencher o inactivador de sefial en el extremo 3" de la sonda.
Funcionalmente las sondas se acoplan al ADN por complementariedad de bases en la
fase de anillamiento y en la fase de elongacion la ADN polimerasa degrada ala sonday
cuando el fluoréforo se distancia del quencher emite sefial a una respectiva longitud de
ondala cual es captada por un fotoreceptor (Figura V111.7).

Aplicativamente, las sondas TagMan pueden ser utilizadas para la determinacion
de polimorfismos o mutaciones en el ADN. Cuando se realiza un andlisis genotipico se
debe utilizar dos sondas, la una con la presencia del nucledtido del primer alelo y la otra
con la presencia del nucledtido del segundo alelo, y asi determinar si e individuo es
homocigoto normal, heterocigoto u homocigoto mutante. Ademas, las sondas TagMan
también pueden ser utilizadas para €l andlisis de expresion génica a partir del estudio del
ARNmM.

. PRIMER FW ¢ SONDA
> y

5° 3
< 5
PRIMER RV

w

. PRIMER FW SONDA
3 5
57 3
< 5
PRIMER RV
Q
. PRIMER FW SONDA
3’ 5
5 3
4 5
PRIMER RV
S\
PRIMER FW Ve SONDA Q
He N
3 - 5
5° 3
< 5
PRIMER RV

FIGURA VIII.7. SONDAS TAGMAN. Sondas especificas que permiten determinar la
presencia de una determinada secuencia de ADN del genoma, cuya activacion ocurre
en el paso de elongacion de la PCR (IIB, 2014).
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4.2.1.3. Sondas Beacon

Las sondas Beacon son especificas para una determinada region del genoma.
Funcionalmente, el fluoréforo emite sefial cuando el agente bloqueador (quencher) se
encuentra alejado por efecto de la hibridacion (anillamiento) ala secuencia de interés.

Estructuralmente, esta sonda presenta una forma de horquilla con el fluorocromo
en su extremo 5" y el quencher en su extremo 3" (Figura V111.8).

Aplicativamente, este método sirve para realizar genotipaje y expresion génica
de muestras de ADN o ADNCc.

, DENATURACION

q SONDA 9 —— N —

- ANILLAMIENTO

. ELONGACION

w
v

FIGURA VIIl.8. SONDAS BEACON. Sondas especificas que permiten determinar la
presencia de una determinada secuencia de ADN del genoma, cuya activacion ocurre
en el paso de anillamiento de la PCR (IIB, 2014).

4.2.1.4. Sondas Scorpion

La sonda Scorpion presenta una forma de horquilla. El fluoréforo se encuentra
acoplado al extremo 5y el bloqueador en el extremo 3". Ademés, el extremo 3'de la
sonda se encuentra enganchada a extremo 5 del primer (Figura VIII.9).
Funcionalmente la sonda se activa en la fase de denaturacion debido a que es €l
momento en el que las dobles cadenas se abren, se abre la horquillay se genera una
distancia para que el fluorocromo emita sefial sin que esta sea bloqueada.
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Aplicativamente, y a pesar de su mayor complejidad con relacion a las otras
guimicas explicadas, esta puede ser utilizada para el analisis de expresion génica.

DENATURACION

PRIMER / SONDA SCORPION

ELONGACION

w

BLOQUEO PCR

FIGURA VIIl.9. SONDAS BEACON. Sondas especificas que permiten determinar la
presencia de una determinada secuencia de ADN del genoma, cuya activacion ocurre
en el paso de denaturacion de la PCR (IIB, 2014).

4.2.2. Genes enddgenos o de referencia

La medida de la expresion génica por medio de la PCR es una cuantificacion
relativa, en la que se compara entre las diferentes muestras la expresion del gen objeto
de estudio respecto a la expresion de un gen constitutivo cuya expresion no variaen las
condiciones del experimento (control endégeno). Es lo que se denomina como
normalizacion de la expresion del gen especifico, 0 normalizar respecto a la diferente
concentracion de ARN total de las muestras, ya que s la cantidad de control endégeno
varia, es debido a cambios en la cantidad del ARN total empleada en la sintesis de
ADNCc, no a cambios en su expresion. Los genes mas utilizados como controles
enddgenos son: ARNr 18S, GAPDH, beta-actina, TBP, HPRT, beta-2-microglobulina,
entre otros. No existe gen cuya expresion no varia en alguna de las condiciones, por 10
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que el usuario debe evaluar cual seria el megjor control enddgeno para su experimento
(Livak et al., 2001).

Tabla VIII.6. Genes endadgenos aplicados en la expresion génica

Cadigo Nombre Cromosoma
185 ARNr 185 ARNr 12p12
ABL Abelson 9q34
PO Proteina acidica ribosomal 11p15
B2M Beta 2 microglobulina 15921
ACTB Beta actina 7p15
GUS Beta glucorinidasa 7921
CYC Ciclofilina 7p13
GAPDH Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa 12913
HPRT Hipoxantina fosforibosiltransferasa Xg26
PGK Fosfogliceroguinasa Xq13
PBGD Porfobilindgeno deaminasa 11923
PBGD2 Porfobilindgeno deaminasa 2 11923
TBP Factor de transcripcion 11D 6927
TFRC Receptor transferrina 3026

4.2.3. Métodos de cuantificacion de la expresion génica

Existen principamente dos métodos de cuantificacion, dependiendo s la
eficiencia de amplificacion del gen objeto de estudio y del gen de referencia son
comparables:

4.2.3.1. Cuantificacion relativa mediante el método Livak

En este método se comparan directamente los cycle threshold (Ct) del gen
testado y del gen de referencia (ACt) en cada muestra, y posteriormente se comparan los
ACt de la muestra experimental con respecto a la muestra control, para aplicar dicho
meétodo es necesario que las eficiencias de ambos genes sean similares. La formula
aplicadaeslasiguiente (Livak et a., 2001):

WAYAYS"
2

= Tasa de expresion normalizada

SANOS ENFERMOS

- (Ct gen de interés - Ct gen endégeno) - (Ct gen de interés - Ct gen enddgeno)

4.2.3.2. Cuantificacion absoluta mediante la curva estandar

El otro método se basa en |a utilizacion de una recta estandar a partir de ADNc
de concentraciones conocidas, y extrapolar la concentracion del gen en la muestra
experimental a partir del Ct obtenido, posteriormente se calcula la relacion entre la
cantidad del gen testado y €l gen de referencia, y se compara dicha relacion entre las
muestras (Figura V111.10).

La cuantificacion absoluta mediante una curva estandar es ampliamente
utilizada en €l andlisis de cargas virales y en laenfermedad minimaresidual (leucemia).
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FIGURA VIIl. 10. CURVA ESTANDAR. Diferentes concentraciones de una muestra
de ADN [control positivo) sirven como patron para el analisis absoluto de la muestra
de un paciente (lIB, 2014).

4.3. Secuenciacion de los genes

La finalidad de esta prueba es descifrar una a una las letras quimicas que
componen el ADN. Para esto se utilizan dos técnicas en conjunto, una que se encarga de
copiar millones de veces los genes (PCR) y, a mismo tiempo que se producen las
copias, se introducen bases nitrogenadas alteradas, |0 que determina una interrupcion
momenténea y parcial de las copias del gen. Estas luego se ven como escalera en una
gelatina y tefiidas o reveladas con nitrato de plata. Posteriormente, la secuencia de los
genes va develandose, sea en forma manual o con sofisticados aparatos, en forma
automatica, asi se llega a conocer cOmo estan dispuestas las letras del afabeto de la
herencia; por gemplo: ACGTGTAATTCGA... hasta todo el genoma. Cabe mencionar
gue latécnica manual yano se aplica en la actualidad debido a los avances tecnol 0gicos
y alabioseguridad.

Existen dos técnicas basicas para secuenciar el genoma:
4.3.1. Cartografia genética de ligamiento

La cartografia genética se basa en € céculo de la frecuencia con la que se
coheredan formas aternativas (alelos) de dos loci genéticos, ligados formando parte de
un mismo cromosoma. Es Util para este propdsito € uso de RFLP, VNTR, STRy SNP,
en forma progresiva. Muchas de estas secuencias repetidas del ADN son informativas,
ya que pueden estar asociadas a enfermedades especificas, con lo cual, a establecer un
mapa de ligamiento, se podraidentificar € gen de la enfermedad.

4.3.2. Cartografia fisica e integracion de los mapas

Los mapas fisicos tienen como objetivo especificar distancias fisicas
mensurables en pares de bases 0 alguno de sus multiplos. Obviamente, el mapa fisico de
mayor detalle es la propia secuencia del genoma. Pero antes de llegar a obtenerla, hay
gue elaborar mapas fisicos partiendo de resoluciones bgjas y avanzando hacia las
resoluciones cada vez mayores. En cierta manera, los mapas fisicos de menor resolucién
son |os propios cariotipos.

Las técnicas de secuenciamiento se han desarrollado combinando efectos fisicos
con quimicos, como por gjemplo, el método de Sanger.
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4.3.2.1. Secuenciacion automatica segtiin el método de Sanger

Cada base nitrogenada estd marcada defectivamente, con lo cua la reaccion de
secuenciacion se detiene a encontrar una base defectiva, de ta forma que van
apareciendo bandas progresivamente més extensas. Cada uno de los nucledtidos
trifosfato, ddNTP defectivo (dideoxi), se marca con un colorante fluorescente diferente;
se puede también marcar con plata. Ello permite hacer |la electroforesis en € mismo
callggén del gel. Las bandas de ADN son detectadas por su fluorescencia segin pasan
delante del detector laser, a cua s le hacemos mover en horizontal, podra leer varias
secuenciaciones al mismo tiempo. Los datos pasan a un sistema computarizado (Figura
V111.11) (Wellcome Trust Sanger Institute, 2013).

CEBADORES BANDAS ELECTROFORETICAS
TUBO TUBOC* TUBOG* TUBOT*

CCAAGGTT

CCAAGGTTA* ——

CCAAGGTTAC* e

CCAAGGTTACG* e
CCAAGGTTACGT* e

P o b befrrve DL Bafrr el 01
GG AG[C]cCG AT|GG AG[CT|[CG A T|GG AG[T]cG AT

FIGURA VIIl. 11. NUCLEOTIDOS FLUOROMARCADOS Y SU INTERPRETACION
DIGITAL. Cada nuclectido (A, G, T, C] se encuentra marcado con un fluorocromao
especifico, el cual va a permitir su identificacion en el software (lIB, 2014).

4.3.2.2. Secuenciacion de ultima generacion

El genoma humano normal en todas |las personas maneja préacticamente la misma
informacion, es decir, todos somos muy similares, pero debido a factores epigenéticos y
a la presencia de polimorfismos de nucledtido simple, cada genoma se comporta de
maneraindependiente y diferente.

Las técnicas moleculares actuales son cada vez més eficientes, produciendo
mucha més informacién en menos tiempo y con un costo mucho menor. El genoma
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humano se secuencié en medio de un proyecto multimillonario que duré més de diez
afos y utilizd6 miles de investigadores, cientos de centros y maquinaria sumamente
costosa. Con los avances tecnologicos de la actualidad, mediante la Ilamada
secuenciaciéon de Ultima generacién, es posible secuenciar un genoma completo en
menos de 8 horas, sin demasiado trabajo y a un costo totalmente accesible.

El primer genoma completo de un cancer fue reportado en e 2008, una
comparacion entre la secuencia nucleotidica de una leucemia mieloide aguda y € tgjido
normal de la piel del mismo paciente (Ley et a., 2008). Desde ahi, genomas de varios
organismos han sido publicados. La secuenciacion de genomas completos puede
representar una cantidad inmanejable de informacion, por lo cua se han creado algunos
enfoques més especificos de la metodologia, como son el estudio del exoma (estudio de
la region codificante de un genoma) o del transcriptoma (estudio de los genes
expresados en un tejido).

Mediante el estudio del exoma se han descubierto asociaciones no conocidas
entre ciertas mutaciones o polimorfismos y algunos genes. Una de las ventgas de la
técnica es la gran cantidad de informacién por muestra; por esta razon no es necesario
tener grandes cantidades de especimenes para poder encontrar asociaciones
significativas. En un estudio realizado en 22 muestras de cancer gastrico, se encontraron
més de 4000 mutaciones somaticas en €l exoma, pero después de un andisis
bioinformatico extenso se determiné que una mutacion en € gen ARID1A se encuentra
de manera frecuente en las muestras analizadas. Dicha asociacion no habia sido descrita
anteriormente (Wang et al., 2011). Otros estudios han determinado la pérdida de
mol éculas de adhesion y de control de cromatina en cancer gastrico y hepatico (Zang et
al., 2012; Fujimoto et al., 2012).

La gendmica se ha transformado con el pasar de los afios. Las metodologias de
ultima generacion estan aclarando cada vez més los horizontes de entendimiento de las
enfermedades y sus mecanismos, y de esta manera cada vez mas moléculas estan siendo
estudiadas como dianas para terapias dirigidas, las cuales determinan una mejor calidad
de vida del individuo afecto.

La técnica de secuenciacion de proxima generacion se basa en la deteccion de la
secuencia especifica del material genético en un acoplamiento con la metodologia de
arreglos genéticos. Segun € avance en la tecnologia, las técnicas de secuenciacion de
proxima generacion abarcan: la pirosecuenciacion, la secuenciacion por terminadores
reversibles, por ligacion, por semiconduccion de iones y por secuenciacion de una
moléculade ADN (Meyerson et ., 2010).

Tabla VIIl.7. Tecnologias de secuenciacion de préoxima generacion

Método de secuenciacién Preparacion de muestra Longitud de lectura (pb)
Pirosecuenciacion PCR de emulsion 700
Terminadores reversibles PCR en puente 150

Ligacion PCR de emulsién a0
Polimerasa Molécula Unica 1000
Semiconduccion de iones PCR de emulsion/analisis de pH 201
Microscopia electrénica Molécula Unica No informacion
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La pirosecuenciacion es relativamente una nueva técnica de secuenciacion del
ADN, desarrollada inicialmente por Mostafa Ronaghi a finales de los afios noventa
(Ronaghi et al., 1996; 1998; 2001). Esta técnica esta basada en la secuenciacion por
sintesis, acoplando la sintesis de ADN a una reaccién quimioluminiscente, o que
permite una rapida determinacion de secuencias en tiempo real. Latécnica utiliza cuatro
reacciones enzimaticas que tienen lugar en un unico tubo en el que se monitoriza la
sintesis de la cadena complementaria del ADN, usando como molde ADN de cadena
simple. Los nucledtidos son afiadidos de forma consecutiva a la reaccion y, en caso de
incorporacion, se libera pirofosfato inorganico (PPi). PPi desencadena una serie de
reacciones que resultan en la produccion de luz, de forma proporcional ala cantidad de
ADN vy e nimero de nucledtidos incorporados. La generacion de luz se detecta en
forma de pico y se graba mediante un sistema de deteccion, reflgando la actividad de
las enzimas en lareaccion (Ronaghi et a., 1996; 1998; 2001).

Fragmentos clonados de ADN

Polimerasa

Primer anillado

APS
: PP1
Sulfurilasa :
v
Luciferasa ATP
E Luciferina
v

Luz + Oxiluciferina

FIGURA VIII. 12. ESGUEMA DE PIROSECUENCIACION. Secuenciacién por sintesis,
acoplando el ADN a una reaccion quimioluminiscente, permitiendo la deteccion de
secuencias en tiempo real (Modificado de Margulies et al., 2005; 1B, 2014).

Al mismo tiempo que se desarrollaba la pirosecuenciacion, otras dos compahias
desarrollaron otro tipo de tecnologia para la secuenciacién masiva en paralelo del ADN:
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la técnica de terminadores reversibles que utiliza un método basado en la polimerizacion
del ADN, donde la incorporacion de un nucledtido marcado con fluorescencia y
protegido en la cadena naciente impide que esta siga creciendo. Tras detectar la sefial
fluorescente, se elimina & grupo protector y se puede incorporar otro nuclettido
marcado, con lo que empieza de nuevo €l ciclo (Figura VI11.13).

a A

Ciclo 1:

. Se anaden los reagentes en la secuencia.

. Se incorpora la primera base nucleotidica.
. Se detecta la senal.

. Se remueve marcador no protegido.

Ciclo2-n:

. Se aftaden los reagentes y se repite.

* Actuan los cuatro nucledtidos marcados
en una misma reaccion.

¥ Alta resolucion.
*Secuenciamiento base por base.

*No hay problemas con homopolimero.

L =

FIGURA VII. 13. ESQUEMA DE SECUENCIACION POR TERMINADORES
REVERSIBLES. Es un meétodo basado en la polimerizacion del ADN y en la
incorporacion de nucledtidos marcados con fluorocromos (IIB, 2014).

De otro lado, el método de secuenciacion por ligacion es una técnica que
secuencia por ligacion de octameros marcados a la cadena de ADN, con la posterior
deteccion de la sefia fluorescente emitidatras cadaligacion (Figura Vil1.14).

Ambas técnicas (terminadores reversibles y ligacion) tienen la gran ventgja, con
respecto a la pirosecuenciacion, de resolver de forma fiable las regiones
homopoliméricas. Sin embargo, su gran desventgja radica en que no pueden generar
lecturas superiores a 75 bases, por |o gque no se puede utilizar en las secuencias de novo,
siendo especiamente disefiadas para la resecuenciacion de genomas ya conocidos o
para estudiar la expresion de los transcritos (Metzker, 2010).

booksmedicos.org



BIOLOGIA MOLECULAR Y CARACTERIZACION DE LAS POBLACIONES HUMANAS - 133

Primers universales (n)

Perlas ¥
- Adaptador P1 3 Secuencia templado
1-5 ~
X X
6-7 8-9 10-11 12-13
Sonda-G ,*
Sonda-B *
3 5
XXnnzz 3 5
XXnnzz
Sonda -
( Sonda - R *
3’ 5
XXnnzz 3 5

XXnnzz

FIGURA VIII. 14. ESQUEMA DE SECUENCIACION POR LIGACION. Consiste en la
ligacion de octameros marcados a la secuencia madre de ADN (IIB, 2014).

Una innovadora tecnologia de secuenciacion es la que aplica la semiconduccion
iGnica, que consiste en la captacion de protones (H*) los cuales son eliminados cuando
los nucledtidos se incorporan a la molécula de ADN que esta siendo sintetizada por la
polimerasa. Para detectar €l cambio en € pH, la maguina PGM (personal genome
machine) reconoce cuando el nucledtido es incorporado o no. Cada vez € chip es
[lenado con un nucledtido después de otro. Si se incorpora un nucleétido incorrecto no
hay captacion de voltgje y si se incorporan dos nucledtidos consecutivos hay doble
captacion de voltgje (Liu et al., 2012) (Figura V1I1.15).

La necesidad de estudiar regiones de ADN mas extensas con dta fiabilidad y a
un menor costo, ha impulsado e desarrollo de otras técnicas denominadas de tercera
generacion, basadas en la secuenciacion de una Unica molécula de ADN (single
molecule real time sequencing). El primer secuenciador de esta generacion tiene como
base la secuenciacion atiempo real de miles de millones de pequefias moléculas Unicas
de ADN adheridas a una superficie solida. Permite generar fragmentos fiables de entre
25 y 45 bases. Dada la pequefiez de las lecturas generadas, esta tecnologia esta
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recomendada para la resecuenciacion de genomas y no para la secuenciacion de novo.
En un paso més adelante se sitla otra tecnologia que permite leer de golpe hasta 1000
nucledtidos, lo que resolveria el problema de las anteriores tecnologias mencionadas.
Otra tecnologia, encuadrada en los secuenciadores de tercera generacion, es la que
utiliza microscopia electronicay permite leer la secuencia del ADN directamente sobre
una imagen electrénica. La lectura de la secuencia requiere de la replicacion previa de
una hebra molde de ADN para poder marcarla con bases modificadas con yodo, bromo
y triclorometilo antes de analizarlas (Metzker, 2010).

n—»—-
dNTP ————i—

+H*

Posillo

Volumen Drenaje Fuente * Columna receptora

Sustrato de silicona

FIGURA VIIl. 15. ESRUEMA DE SECUENCIACION POR SEMICONDUCCION IONICA.
Esta técnica permite captar los protones (H'] que son eliminados cuando los
nucledtidos son incorporados al ADN (IIB, 2014).

Gracias a avance de la Nanotecnologia y la Microscopia Electronica se ha
podido reducir, hasta limites insospechados, la cantidad de reactivos necesarios para
lanzar las reacciones de secuenciacién, con € consiguiente abaratamiento de |os costos.
Ademés, no se debe olvidar que estas tecnologias ya se estédn aplicando a campos como
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latranscriptomica, €l analisis de lavariabilidad, laidentificacion de SNP, los andlisis de
metagenomicay el estudio del exoma.

A partir del uso de los métodos de Sanger y de secuenciaciéon de préxima
generacion se realizd y se esta realizando € Proyecto del Genoma Humano y €
Proyecto del Varioma Humano, respectivamente. Mientras que e Proyecto ENCODE es
un andlisis de los elementos funcionales del genoma humano.

5. PROYECTOS DEL GENOMA HUMANO Y VARIOMA HUMANO

En e desarrollo de la Genética, merece un tratamiento aparte la decision tomada
por los cientificos con respecto a una de las ambiciones méas grandes e importantes de la
época actual: secuenciar los aproximadamente 23000 genes que contiene el genoma
humano. Para ello, se ha desarrollado €l Proyecto Genoma Humano (PGH); en el que se
han invertido 3 billones de dolares en el financiamiento de estudios durante 15 afios
(200 millones de ddlares anuales), para descifrar 3000 millones de pares de bases que
congtituirian la totalidad de los genes humanos. Este proyecto que se inici6 en 1988 bajo
la conduccién de James Watson, ha logrado ya conocer unos 4600 genes responsables
de enfermedades hereditarias mendelianas, 1500 de estos genes se halogrado mapear en
lugares especificos de los cromosomas y tan solo unos 600 de estos han sido clonados y
secuenciados. La labor de secuenciar el genoma ha sido ardua y dificil; para su
culminacion, financiamiento y desarrollo, la comunidad cientifica internacional cred la
Human Genome Organization (HUGO), liderada desde Baltimore, Estados Unidos, por
Victor A. McKusick, y que aspira ser utilizada en la actualidad para resolver problemas
genéticos como el cancer, la diabetes y otros males (Human Genome Organization,
2013).

Laestrategia a seguir para alcanzar la meta del Proyecto Genoma Humano fue la
siguiente: En primer lugar, trazar € mapa genético; es decir, ubicar genes para los
cuales existen marcadores genéticos a través del analisis del ADN polimérfico. Se
aspiraba culminar esta primera etapa en 1995, afio en €l que se sabrian con certeza los
genes causantes de anormalidades mendelianas. En segundo lugar, desarrollar un mapa
fisico; es decir, secuenciar € gen previamente extraido del ADN total; para este mapa
fisico se considero la siguiente tecnologia del ADN:

ﬁ ldentificacion genética por hibridacion del ADN. \

b) Anaélisis de fragmentos del ADN por separacion electroforética.

c) Identificacion de fragmentos del ADN por hibridacion /n7 situy con fluoresencia.
d) Analisis de fragmentos del ADN.

e] Clonacion de genes.

f)  Secuenciacion del ADN.

g) Aplicacion de la PCR para amplificacion de genes.

Q Otros meétodos: Citometria de flujo; microscopia; rayos X. /
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Los resultados del PGH han creado mucha polémica entre investigadores,
empresas farmacéuticas y posibles usuarios. Hay grupos de personas que han tratado de
manejar lainformacion genética en forma restringida, secretay han hecho lo posible por
patentarla. Frente a esto, grupos de investigadores dirigidos por Cavalli-Sforza,
impulsaron e Proyecto del Varioma Humano (PVH) para estudiar la diversidad del
genoma humano. Uno de sus primeros logros fue €l descifrar la cas totalidad de
secuencias repetidas en el genoma y darlo a conocer a toda la comunidad cientifica, a
través de las Naciones Unidas, |0 que abrié una gran oportunidad para los paises en vias
de desarrollo, para acceder a las nuevas tecnologias e implementarlas en el estudio de
Sus propias poblaciones, que son muy ricas en grupos étnicos y posiblemente ofrecen
valiosainformacion de los polimorfismos del ADN (Human Variome Project, 2013).

Los polimorfismos del ADN, gque son cambios en nuestros genes, manegjan los
procesos evolutivos, introduciendo constantemente una variabilidad fencotipica en las
poblaciones, asegurando gue nosotros, como especie, nos podamos adaptar a cambios
ambientales. A pesar de esto, las variaciones en el ADN también son causantes de
enfermedades genéticas que pueden llegar a ser muy devastadoras persona vy
sociamente. Entre ellas la fibrosis quistica, distrofia muscular, enfermedad de Tay-
Sachs, ictiosis, etc.

La expectativa sobre los dos proyectos (PGH y PVH) es muy grande debido a
gue todalainformacion del genoma sirve para detectar marcadores moleculares, generar
farmacos especificos de cada tipo de enfermedad, y también es importante en €
entendimiento de la evolucion humanay de todas las especies.

6. ENCICLOPEDIA DE LOS ELEMENTOS DEL ADN

El proyecto ENCODE o enciclopedia de los elementos del ADN (Encyclopedia
of DNA Elements) nacio en €l afio 2003 y se expandieron sus objetivos en el afio 2007,
cuyo enfogue actual es € de estudiar el genoma humano completo, capitalizando €
desarrollo tecnoldgico para experimentos y para analisis computacional. Su mision es €
brindar ala comunidad cientifica informacion comprensible y de alta calidad sobre los
elementos funcionales del genoma humano (Dunham et al., 2012).

El proyecto ENCODE ha sido fundado por e National Human Genome
Research Institute, para identificar todas las regiones de transcripcion, asociacion de
factores de transcripcion, estructura de la cromatina y modificaciones histonicas en la
secuencia del genoma humano. Gracias ala identificacion de los el ementos funcionales,
el 80% de estos componentes del genoma humano tienen ahora a menos una funcion
bioquimicay toda la informacion recopilada ha brindado nuevos perfiles en cuanto a la
organizacion y regulacion de los genes y del genoma (National Human Genome
Research Ingtitute, 2013).

Latabla a continuacion describe |os diferentes tipos de informacion que han sido
producidos por este proyecto (Banfai et al., 2012; Charos et a., 2012; Cheng et a.,
2012; Djebali et a., 2012; Gerstein et al., 2012; Ladewig et a., 2012; Neph et a., 2012;
Park et al., 2012; Sanyal et a., 2012; Thurman et a., 2012; Tilgner et a., 2012; Wang et
a., 2012) (Tabla VII1.8).
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Tabla VIII.8. Informacién procesada por el proyecto ENCODE

Gen / Anélisis de transcrito

Region / Caracteristica Método Grupo de investigacion

Gen GENCODE Wellcome Trust Sanger Institute

Regiones codificadoras Poli A+ RBNA-seq; tilling DNA CSHL; Stanford/Yale/Harvard;
Microarrays; PET Caltech

Regiones codificadoras de ARN total RNA-seq; tilling DNA CSHL
Microarrays; PET

Regiones codificadoras en fracciones  PET CSHL

de ARN subcelular

ARNs pequefios Short RNA-seq CSHL

Lugares de inicio (5] y terminacion CAGE; diTAGs RIKEN; GIS

(37) de la transcripcion

Moléculas largas de ARN RACE University of Geneva; University of

Lausanne
Regiones de ARN enlazadas a RIP; CLIP SUNY-Albany; CSHL
proteinas

Factores de transcripcién / Cromatinas

Elementos / Regiones Métodos Grupo de investigacion
Sitios de enlace de factores de ChiP-seq Stanford/ Yale/UC-
transcripcion Davis/Harvard;
HudsonAlpha/ Caltech;
Duke/UT-Austin; UW; U.
Chicago/ Stanford
Estructura de cromatina ADNasal UW; Duke; UNC
hipersensibilidad; FAIRE
Modificacién de la cromatina ChiP-seq Broad; UW
(H3K27ac, H3K27me3, H3K3B6me3)
Huellas ADNasal Huella genémica digital uw
Otros elementos
Caracteristicas Métodos Grupo de investigacién
Metilacion del ADN RRBS; lllumina Methyl27;  HudsonAlpha
Methyl-seq
Interaccion de cromatina 5C; CHIA-PET UMass; UW; GIS
Genotipaje lllumina 1M Duo HudsonAlpha

=. PROCESOS DE INHIBICION DE LA EXPRESION GENICA

Entre los diversos mecanismos que existen en la célula para € control de la
expresion génica, los ARN de interferencia (ARNi) son moléculas que actdan
inhibiendo los ARN mensajeros ya sea por blogueo o degradacion.

=.1. ARN de interferencia

Una nueva era en la Genética de | os eucariontes comenzé con el descubrimiento
del ARNI, enlacua e ARN de doble cadena es introducido en la célula con €l objetivo
de silenciar la expresion de genes homdlogos. EI ARNi representa uno de los més
promisorios avances en la aplicacion de nuevas estrategias terapéuticas en Medicina. La
interferencia de ARN es e proceso por € cual el ARN de interferencia pequefio
(ARNSs) y e micro ARN (miARN) silencian la expresion de genes, ya sea por inducir la
degradacion de una secuencia especifica de ARN mensajero (ARNm) o por inhibir su
traduccién. Los ARNSs de interferencia son moléculas pequefias de 20 a 25 nucledtidos
que se generan por la fragmentacion de precursores mas largos (Fire et a., 1998).
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Las moléculas de ARNi se clasifican en: ARN interferente pequefio, micro ARN
y ARN asociado a piwi (ARNpi).

7.1.1. ARN interferente pequeno

El ARNs es una molécula de ARN bicatenario, complementado entre si. Su
estructura esta formada por 20 nucledtidos, manteniendo dos nucledtidos
desemparejados en el extremo 3 (Ghildiyal et al., 2008).

El ARN de doble cadena (ARNdS) es cortado en pequefias moléculas (ARNSI)
por la endoribonucleasa DICER. La cadena antisentido del ARNs se engancha en €l
complejo multiproteico denominado RISC (RNA-induced silencing complex), que
induce a silenciamiento del ARN mensgjero. EI complejo RISC utiliza la hebra de
ARNSsi como guia para identificar el ARN mensajero especifico que va a ser cortado en
dos mitades y degradado, con el objetivo de inhibir la sintesis proteica. Este
procedimiento se lo puede observar en lasiguiente figura (Watanabe et al., 2008).
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FIGURA VIIl. 16. PROCESO DE FUNCIONAMIENTO DEL ARNSsi. Consiste en la
degradacion de moléculas de ABNm a partir de moléculas de ARNSsi (1B, 2014).
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7.1.2. Micro ARN

El miARN es una molécula monocatenaria conformada por 21 a 25 nuclebtidos,
los cuales se generan a partir de precursores especificos codificados en € genoma.
Estructuralmente al transcribirse se pliegan en horquillas (hairpins).

Una vez que se transcribe e miARN en el nucleo, este sufre un proceso de
maduracién de pri-miARN a premiARN mediante e complejo proteico DROSHA
(enzima ARNasa |1l de clase 2). Una vez que se forma la molécula pre-miARN, esta se
dirige a complgjo del citoplasma DICER en e cua se elimina la horquilla, se
mantienen |os extremos 3" desemparejados y se hibridiza la cadena. Posteriormente, una
de las hebras del miARN se incorpora a complejo RISC, el cua direccionala molécula
al ARN mensajero especifico para inhibir la sintesis proteica. A diferencia del ARNSI,
el miARN se inicia con la eliminacién de la cola poli A del ARN mensgjero. Lo
mencionado anteriormente se detalla en lasiguiente figura (Fire et al., 1998).

pre-miARN

5
pri-miARN

Inhibicion sintesis proteinas

FIGURA VIIl. 17. PROCESO DE FUNCIONAMIENTO DEL miARN. Consiste en la
maduracion del pri-miARN a pre-miARN y posterior inhibiciéon de las moléculas de
ARBNmM para controlar la cantidad de proteina en proceso de sintesis (1B, 2014).
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7.1.3. Piwi ARN

El ARNpi es una clase de moléculas de ARN no codificante que se expresa en
las céulas animales. El complggo ARNpi interviene en e silenciamiento de
retrotransposones y otros elementos genéticos en las células de la linea germinal,
especiadmente en la espermatogénesis. El avance en e mejor entendimiento de la
estructura y funcion de los ARNpi se debe gracias a la técnica de secuenciamiento de
préxima generacion (Klattenhoff & Theurkauf, 2008).

7.2. Importancia del descubrimiento de los ARNi

El descubrimiento de los ARNs de interferencia ha sido visto con una
excepciona perspectiva futura por parte de la comunidad cientifica. Entre los aspectos
mas destacados con respecto a la aplicacion de estas moléculas de ribointerferencia se
pueden mencionar |os siguientes:

7.3. Proteccion del ARNi contra infecciones virales

Las investigaciones de los cientificos Firey Mello, sobre la capacidad que tienen
los ARNdSs de ser insertados en las células y de eliminar moléculas homdlogas de ARN
de cadena simple, sugirieron que los ARNI pueden constituir un mecanismo de defensa
contralos ataques virales (Fire et al., 1998).

7.4. Silenciamiento de elementos maviles

Primero se propuso la idea de que, el ARNi en Caenorhabditis elegans y su
molécula homdloga en plantas PTGS, tienen la capacidad de bloquear la accion de los
transposones (elementos moviles en e genoma). Segundo, se pudo demostrar que los
componentes de la maguinaria de ARNi en C. elegans mutaron, activando los
transposones causando disturbios en la funcion del genoma (Ketting et a., 1999; Tabara
et al., 1999). Se propuso que en las regiones contenedoras de transposones del genoma
ambas cadenas del ADN se transcriben, los ARNds se forman y e proceso de ARNI se
activa eliminando productos indeseabl es.

7.5. Sintesis proteica y regulacion del desarrollo en organismos

Se descubrié que una molécula de ARN pequefio presentd el mismo tamafio en
la lombriz, mosca, raton y humano; a esta molécula se le denominé microARN (Lagos-
Quintana et a., 2001; Lee & Ambros, 2001). Los precursores de los micro ARNSsS
pequerios son moléculas largas en forma de horquillas (Murchison & Hannon, 2004;
Zamore & Haley, 2005). Las moléculas de miARN pueden regular la expresion génica
mediante complementariedad de bases con el ARNm, degradandolo o suprimiendo la
traduccion.

Actuamente se han encontrado mas de 21200 miARNs y mas del 30% de genes
son regulados por estas endoribonucleasas. Se sabe que los miARNS juegan un papel
importante en el desarrollo de las plantas, C. elegans y mamiferos. Por lo tanto, €l
control de la expresion génica dependiente de miARN representa un nuevo campo en la
regulacion génica (Fire et al., 1998).
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7.6. ARNi mantiene la cromatina condensada y suprime la transcripcion

Investigaciones en plantas han permitido conocer que e silenciamiento de genes
puede tomar lugar a nivel transcripcional (TGS). Después del descubrimiento del ARNI,
se observé que & TGS en plantas opera mediante el mecanismo del ARN de
interferencia (Mette et a., 2000; Sijen e a., 2001). En la levadura
Schizosaccharomyces pombe (Hall et al., 2002; Volpe et al., 2002), y después en la
Drosophila y vertebrados, se encontré que procesos similares mantienen las regiones
heterocromaticas condensadas y transcripcionalmente suprimidas. Ademas, la
maquinaria de ARNI regula la actividad de los genes en las regiones aledafias de los
bloques condensados de cromatina. Este fendmeno no se lo comprende totalmente a
nivel molecular aunque las histonas, proteinas condensadores de proteinas (HPL) y la
metilacion del ADN juegan importantes roles (Sharp, 2006).

7.7. ARNi como herramienta para la terapia génica

La posibilidad de utilizar el ARN de interferencia como una herramienta para la
regulacion de genes en organismos transgénicos ha estimulado diversas investigaciones
en la terapia médica (Dorsett & Tuschi, 2004; Hannon & Rose, 2004). Resultados
alentadores han sido reportados en varios modelos animales (Soutschek, 2004;
Morrissey, 2005; Palliser, 2006; Zimmermann, 2006), y € avance en la cienciay la
tecnologia permitird perfeccionar las técnicas de aplicacion a pacientes con
enfermedades genéticas que requieran del silenciamiento en la traduccion de las
proteinas que se sobreexpresan.
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INVESTIGACIONES MOLECULARES EN EL ECUADOR:
ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

Las enfermedades neurodegenerativas empeoran algunas de las actividades
corporales, incluyendo el equilibrio, e movimiento, €l habla, la respiracion y lafuncion
cardiaca. Muchas de estas enfermedades son genéticas, |0 que significa que son
hereditarias 0 que existe una mutacion genética. Las enfermedades neurodegenerativas
pueden ser serias 0 poner la vida en peligro. El estudio profundizado a nivel genético es
muy importante para entender €l desarrollo de las diferentes enfermedades y generar
informacion para elaborar farmacos méas especificos.

1. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer es la causa mas comin de demenciay representa
un complgo problema de salud publicaa Esta enfermedad es progresiva,
neurodegenerativa, irreversible, poligénica y multifactorial, que se caracteriza por
alteracionesy deterioro paulatino de lafuncién cognitiva (Bird, 2008).

La Alzheimer”s Disease International (ADI) calcula que 35 millones de personas
en e mundo padecen de demencia, y cada afo se reportan 4,6 millones de nuevos casos
(Ferri et al., 2009; ADI, 2012). La frecuencia en Estados Unidos es alrededor del 8% a
los 65 afios y del 30% en individuos mayores a 90 afios (Brookmeyer et a., 1998). En
L atinoameérica la prevalencia de demencia varia del 2,6 a 6,5% en poblacién mayor de
65 afos (Selkoe 2001; Rodriguez et al., 2008). En & Ecuador, segun € INEC, en €l afio
2007 hubo un total de 58016 defunciones, de las cuales 161 habitantes fallecieron de
demenciay enfermedad de Alzheimer gque corresponde al 0,27%. En el 2008 fallecieron
60023 personas de las cuales 177 presentaron demencia'y Alzheimer, que corresponde
a 0,29%. En & 2010 incremento el total de fallecidos a 61,681, por o tanto, existe un
incremento tanto de la mortalidad general como de la mortalidad por demencia y
Alzheimer (INEC, 2013).

L os cerebros afectados por esta enfermedad se caracterizan por presentar placas
neuriticas y ovillos neurofibrilares localizados de forma difusa en la corteza cerebral e
hipocampo; conjuntamente el depdsito de amiloide suele encontrarse en arteriolas,
vénulas y capilares de la corteza cerebral (Bales et a., 2002). Los cambios
neuropatol6gicos y hioguimicos encontrados en esta enfermedad incluyen mayor
produccion de proteina amiloide; este proceso blogquea la sinapsis, altera la fisiologia y
provoca la muerte neuronal (Garcia-Ruiz et a., 2006).

La proteina precursora amiloide es escindida normamente por o secretasa,
enzima que genera dos péptidos solubles, C83 y sAPP a, que se producen en respuesta a
la actividad eléctricay colinérgica. Pero, st APP es cortada por las proteasas BACE y Y
secretasa, genera los péptidos C99 y B amiloide (Thomas & Fenech, 2007), estos
depdsitos insolubles junto con microglia, astrocitos, neuronas distréficas vy
proteoglicanos se denominan placas neuriticas, las cuales interrumpen la sinapsis
nerviosa, alteran los canales ionicos, inducen respuesta inflamatoria y muerte neuronal
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(Corder et al., 1993; Mattson, 2004; Reddy, 2006). La  amiloide puede causar estrés
oxidativo mitocondrial, lo que alteralaregulacion del calcio (Paik et a., 1985), conduce
a la disminucion en la produccion de ATP, dtera e transporte de electrones y crea
superdxido, este Ultimo es convertido en peréxido de hidrégeno que interactia con
oxido nitroso, hierro y cobre para generar peroxinitritos y radicales libres hidroxilo, que
ateran tanto la homeostasis de la membrana celular como la membrana del reticulo
endoplasmatico estimulando un alto flujo de calcio a interior de la célula, que junto con
el daio de la membrana dejan a la neurona vulnerable (Huang et al., 2004).

En € desarrollo de la enfermedad de Alzheimer varios genes interacttan con el
ambiente modulando el riesgo de presentar la enfermedad (Corder et a., 1993), como
son: APP, PS-1, PS-2 y Apo E (Hamanishi et a., 2004; Bird, 2010). Otros genes poco
estudiados son: GPX-1, CTSD, CST3y MnSOD.

1.1. Gen Apo E

El gen Apo E se ubica en € locus 19913, esté4 conformado por cuatro exones 'y
presenta un polimorfismo comun en su exén 3 caracterizado por 3 isoformas diferentes
de la proteina: €2, €3 y €4, consistiendo en la sustitucion de los aminoacidos cisteinay
arginina en los codones 112 y 158 (Cisneros et a., 1997). Apo E codifica una
glicoproteina (apolipoproteina E) de 36 KDa que se expresa en el higado, cerebro,
rifidn, glandulas suprarrenales, ovarios y placenta (Cisneros et al., 1997; Garcia-Ruiz et
al., 2006; Power & Blumbergs 2009). Se libera a plasma, moviliza y redistribuye
colesterol durante € crecimiento y regeneracion neuronal (Sambrook et al., 1989;
Casado et al., 2008; Power & Blumbergs, 2009), pero en altas concentraciones esta
proteina resulta toxica, fomentando la muerte neuronal (Casado et al., 2008).

Tabla IX.1. Caracteristicas del gen Apo E

Caracteristicas Informacién Estructura proteica
Simbolo oficial Apo E

Nombre Apolipoproteina E

Otros alias -

Cromosoma 19

Localizacion 19913,2

# Acceso NCBI NC_000013,9

Gen ID 348

Tamano secuencia 3695 bases

Tamarnio proteina 317 aa; 36154 Da

Localizacion subcelular  Secretado (Segelke et al., 2000; Sandelin, 2004)

Apo E ¢4 se une rapidamente al p amiloide y facilita la fibrilizacion para la
formacion de la placa neuritica, por 1o que € ndmero y tamafio de los depdsitos
amiloides son mayores en |os portadores de este polimorfismo (Garcia-Ruiz et a., 2006;
Casado et al., 2008).
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FIGURA IX.1. CROMOSOMA 19 HUMANO. Ubicacion del gen APO E [GeneCards,
2014).
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Apo E €4 ha sido observado como gen de riesgo en varias poblaciones, por lo
cua se considera el factor de mayor susceptibilidad para la enfermedad de Alzheimer.
El riesgo de desarrollar esta enfermedad es del 30% en portadores del genotipo e4e4, el
cual aumenta a los 70 afos a 45% y 25%, en hombres y mujeres respectivamente
(Sambrook et al., 1989).

1.2. Gen GPX-1

La familia glutation peroxidasa (GPX) se encuentra conformada por seis
isoenzimas (GPX-1, GPX-2, GPX-3, GPX-4, GPX-5, GPX-6). El gen GPX-1 se ubica
en € locus 3p21,3 (Tabla 1X.2) (Figura IX.2). El polimorfismo Pro198Leu implica €
cambio de T por C, lo que da como resultado la sustitucién de leucina por prolina, cuyo
alelo recesivo leu/leu ha sido vinculado con la disminuciéon del 40% de la actividad
enzimatica (Hamanishi et al., 2004).

Tabla IX.2. Caracteristicas del gen GPX-1

Caracteristicas Informacion Estructura proteica
Simbolo oficial GPX-1

Nombre Glutation peroxidasa

Otros alias GHSPX1

Cromosoma 3

Localizacion 3p21,3

# Acceso NCBI NC_000003,11

Gen ID 2878

Tamano secuencia 1186 bases

Tamarno proteina 201 aa; 21946 Da

Localizacion subcelular  Citoplasma (Yang & Zhou, 2006)

El gen GPX-1 codifica una proteina tetramérica de 22 KDa denominada
glutation peroxidasa, que se expresa en los eritrocitos, higado, rifion, cerebro (Cisneros
et al., 1997; Power & Blumbergs 2009). Esta enzima es la reguladora fina de la via
metabdlica que degrada especies Oxido reactivas y radicales peroxido, limitando su
interaccién con Oxido nitrico, cobre o hierro, con lo cua se evita la formaciéon de
oxidantes celulares (Reddy 2006). La reacciéon quimica requiere de glutation reducido;
este sistema debe encontrarse intacto para la adecuada detoxificacion de
hidroxiperoxidos y por tanto cumplir la funcién de protector celular. Ademas, su
actividad se encuentra fuertemente vinculada con sefiales de apoptosis y fosforilacion de
proteinquinasas (Lei et al., 2007).

Adicionalmente, se ha encontrado valores disminuidos de la enzima GPX-1 en

pacientes con la enfermedad de Alzheimer, acompafiados de niveles altos de
malondialdehido, un indicador de estrés oxidativo (Casado et a., 2008).
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FIGURA 1X.2. CROMOSOMA 3 HUMANDO. Ubicacion del gen GPX-1 [GeneCards,
2014).
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1.3. Gen CTSD

El gen CTSD codifica a la enzima catepsina D (RCSB-PDB, 2013). Este gen se
encuentra en el cromosoma 11, en laregién 15,5y e polimorfismo Ala224Val esta en
el exon 2 enlaposicion 224 (Tablal1X.3) (FiguralX.3).

Tabla IX.3. Caracteristicas del gen CTSD

Caracteristicas Informacion Estructura proteica
Simbolo oficial CTSD

Nombre Catepsina D

Otros alias CPSD, CLN10

Cromaosoma 1M1

Localizacion 11p15,5

# Acceso NCBI NC_000011,9

Gen ID 1509

Tamano secuencia
Tamano proteina
Localizacion subcelular

11241 bases
412 aa; 44552 Da
Lisosoma

(Baldwin et al.,

1993)

Esta variante genética resulta en € cambio de C por T, que consiste en una
sustitucién de un residuo de alanina por valina. Este polimorfismo causa un aumento de
la secrecion pro-CTSD y la maduracion intracelular (Mariani et al., 2006). La expresion
aberrante de este gen puede llevar a una neurodegeneracion en modelos experimentales
en animales como en humanos (Steinfeld et a., 2006). La catepsina D ha demostrado
gue presenta una funcion B-secretasa, por 10 que podria romper la proteina precursora
beta amiloide (AB) que genera las plaguetas seniles encontradas en la enfermedad de
Alzheimer (Hamazaki, 1996; Chevallier et al., 1997).
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FIGURA IX.3. CROMOSOMA 11 HUMAND. Ubicacién del gen CTSD [GeneCards,
2014).

1.4. Gen CST3

La cistatina es una familia de proteinas, conformada por tres grupos: cistatinas
tipo 1, cistatinas tipo 2 y los quinindgenos. Las proteinas cistatinas de tipo 2 son una
clase de inhibidores de la proteasa cisteina, encontrada en fluidos y secreciones donde
parece tener funcién protectora. El gen CST3 se encuentra en €l locus cistatina del
cromosoma 20 y codifica la mayor parte de inhibidores extracelulares de las proteasas
cisteinas (Tabla 1X.4) (Figura 1X.4). Una mutacion en este gen ha sido relacionada con
angiopatia amiloide. La expresion de esta proteina en las células vasculares del musculo
liso de las paredes es muy reducida en lesiones ateroscleréticas y aneurisma aortico,
estableciendo su rol en la enfermedad vascular (NCBI, 2013). La aspartil proteasa
lisosoma catepsina D esta implicada en la patogénesis de varias enfermedades
neurodegenerativas como €l Alzheimer, Parkinson y Creutzfeldt-Jakob (NCBI, 2013).
La catepsina D es una proteasa acidica intracelular que tiene relacion con €l desarrollo
del Alzheimer, ya que genera fragmentos de beta-amiloide (AP) a partir de la division
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de la proteina precursora amiloide APP y la degradacion de la proteina TAU en varios
fragmentos (Chevallier et a., 1997; RCSB-PDB, 2013).

Tabla IX.4. Caracteristicas del gen CST3

Caracteristicas Informacion Estructura proteica
Simbolo oficial CST3

Nombre Cistatina 3

Otros alias AEMD11

Cromosoma 20

Localizacion 20p11.,21

# Acceso NCBI NC_000020

Gen ID 1471

Tamano secuencia 10577 bases

Tamarnio proteina 146 aa; 15799 Da

Localizacion subcelular  Secretado (Janowski et al., 2001)

La variante 11e58Thr afecta la estabilidad de la interface de la proteina
tetramérica y reduce la actividad biologica de MnSOD. En este polimorfismo se
sustituye T por C, que produce un cambio de isoleucina por treonina, en e codon 58 del
exon 6 (6g25) (Borgstahl et al., 1996). Ala9Va es una sustitucion de T por C en €
coddn 9 del exdn 2 (6g25), que da un cambio de valina por alanina. Esta sustitucion
induce cambios de conformacién en la secuencia mitocondrial de orientacion de la hoja
plegada 3 a la hélice a, y por este cambio no se puede readizar bien €l transporte a la
mitocondria (Shimoda-Matsubayashi et al., 1996). Segun Sutton, € transporte en la
matriz mitocondrial bgjay se asocia a decaimiento de |la estabilidad del ARNm (Sutton
et al., 2005).

Como la cistatina C es un inhibidor de la proteasa cisteina lisosomal, interviene
en e envegecimiento neuronal o en la muerte celular de la enfermedad de Alzheimer. El
polimorfismo que causa este proceso corresponde al gen CST3 localizado en la posicion
73 del exodn 1, resultando en un cambio de G por A, lo que lleva a una sustitucion de
alanina por treonina (Lin et al., 2003).
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FIGURA IX.4. CROMOSOMA 20 HUMANO. Ubicacion del gen CST3 [GeneCards,
2014).

1.5. Gen MnSOD

El gen MnSOD proviene de la familia hierro/manganeso superéxido dismutasa.
Codifica una proteina mitocondrial que forma un homotetramero y une un ion
manganeso por cada subunidad. Esta proteina se une a los subproductos de superéxido
de la fosforilacion oxidativa y los convierte en peréxido de hidrogeno y oxigeno
diatébmico. Las mutaciones de este gen se han asociado con miocardiopatia idiopatica,
enve ecimiento prematuro, enfermedades esporadicas de las neuronas motoras 'y cancer
(NCBI, 2013). Las caracteristicas del gen MnSOD se detallan en laTabla1X.5.
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Tabla IX.5. Caracteristicas del gen MnSOD

Caracteristicas Informacion Estructura proteica
Simbolo oficial MnS0D
Nombre Superoxido
dismutasa Mn
Otros alias MVCD6
Cromosoma 6
Localizacion 6925,3
# Acceso NCBI NC_000006,11
Gen ID 6648
Tamano secuencia 83466 bases '
Tamarnio proteina 222 aa; 24722 Da (Quint et al., 2006)

Localizacion subcelular  Matriz mitocondrial

El gen MnSOD, ubicado en € cromosoma 6, codifica la Unica enzima
antioxidante primaria que ha demostrado ser esencial para la sobrevivencia de
organismos aerdbicos (Figura 1X.5). Esta enzima convierte radicales superoxido a
oxigeno molecular y H,O,, que puede ser luego neutralizado por la glutation peroxidasa,
peroxiredoxina reductasa y catalasa. SegUn evidencias mostradas anteriormente,
MnSOD sugiere ser critico para que las neuronas sobrevivan a dafio oxidativo (Galecki
et a., 2010). MnSOD codifica una enzima por e ADN nuclear pero su actividad
biol6gica esta localizada en la mitocondria donde luego es transportado después de un
proceso de traslacion (Church et a., 1992). Ya que SOD juega un papel importante
entre las enzimas antioxidantes, protege al cerebro contra ROS y s es gque existe un
cambio en la actividad de esta enzima en la mitocondria, existiran disfunciones de los
mecani Smos que es responsable lamisma (Visner et al., 1991).
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FIGURA IX.5. CROMOSOMA 6 HUMANO. Ubicacion del gen MnSOD [GeneCards,
2014).

1.6. Resultados y discusion

Con respecto a estudio de los genes Apo E y GPX-1, seredlizb el andlisisa 78
individuos ecuatorianos, 39 de ellos presentaron Alzheimer y 39 personas sanas no
presentaron antecedentes clinicos de demencia.

En la Tabla |X.6 se muestran las frecuencias genotipicas y alélicas de los genes
Apo E y GPX-1. Con respecto a Apo E, € genotipo £2¢3 se presentd en el 5,1% de los
individuos sanos 'y € 2,6% de los individuos control; £2e4 solo se encontrd en e 2,6%
de los afectos. El genotipo £€3¢3 se presentd con mayor frecuencia en controles (79,5%)
gue en afectos (61,5%), seguido de £3¢4 con 15,4% en controles y 25,6% en casos. La
variable e4e4 se encontro en e 2,6% de sanos y 5,1% de afectos. En cuanto a las
frecuencias aélicas del gen Apo E, € ado ¢3 fue e mas comin en afectos con el
76,9% y €l 88,5% en controles. El aelo ¢4 estuvo presente en el 17,94% de casos y
10,3% de controles; mientras que el alelo €2 esta en € 3.8% de pacientesy el 1.3% de
controles. Con respecto a gen GPX-1, el 61,5% de los individuos control y 25,6% de
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afectos presentaron el genotipo Pro/Pro; e 38,5% de casos y 25,6% de controles
presentaron genotipo Pro/Leu; mientras que el 38,5% de afectosy el 12,8% de controles
presentaron genotipo Leu/Leu. Las frecuencias alélicas correspondientes al gen GPX-1
mostraron que €l 56,4% de afectos y 25,6% de sanos presentaron el alelo Leu; € 43,6%
de casosy € 74,4% de controles presentaron el alelo Pro.

Tabla IX.6. Frecuencias genotipicas y alélicas de los genes Apo E y GPX-1

Afectos (%) Sanos (%) e Valor de P OR (95% IC)
Gen Apo E
Frecuencias genotipicas
€2e3 5,2 2,6 0,58 2,58 (0,2-76,8)
e2ed 2,6 0
€3e3 61,5 79,5 Genaotipo normal
€3ed 25,6 154 1,09 0,29 2,15 (0,6-7,9)
eded 5,1 2,6 0,58 2,58 (0,2-76,8]
Frecuencias alélicas
&2 3.8 1,3 0,34 3,45 (0,31-88,9)
€3 76,9 88,5 Genotipo normal
€4 17,9 10,3 1,57 0,21 2,01 (0,73-5,9]
Gen GPX-1
Frecuencias genotipicas
Leu/Leu 38,5 12,8 8,77 0,003 7.2 (1,8-31,1)
Pro/Leu 35,9 25,6 3,73 0,053 34 (0,9-11,7]
Pro/Pro 25,6 61,5 Genotipo normal
Frecuencias alélicas
Leu 56,4 25,6 22,8 0,000 5,05 (2,5-10,3)
Pro 43,6 74,4 14,02 0,000 0,27 (0,1-0,6)

La enfermedad de Alzheimer es un problema de salud que con el aumento de la
poblacion de adultos mayores conllevara un incremento de la prevalencia en los
siguientes afos. En este proceso patoldgico intervienen multiples eventos gque incluyen
anormalidades en la fisiologia del B amiloide, estrés oxidativo, inflamacion vy
destruccion neuronal (Huang et al., 2004).

Apo E &4 se considera el factor de riesgo genético méas importante descrito hasta
el momento, mientras que el alelo €2 puede considerarse un factor protector (Rao,
2009).

El cerebro demanda alta cantidad de oxigeno y posee lipidos, 10 que le convierte
en un blanco de las especies oxigeno reactivas, las cuales interactian con €l ADN
provocando mutaciones, por lo que una adecuada funcién de las enzimas
detoxificadoras como GPX-1, es un punto clave para impedir la neurodegeneracion y
alteracion en el ADN (Jiménez-Jiménez et al., 2006).

Ambos genes actian directamente en el proceso de neurotoxicidad: Apo E actia
como agresor directo de la neurona cuando se presenta en atas concentraciones y
modula el depdsito amiloide también tdxico para la célula nerviosa, mientras que la
errada actividad de GPX-1 dgja vulnerable a la neurona y propensa a desencadenar la
apoptosis (Farrer et al., 1997).
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En e presente estudio, en e que se investigd genotipos asociados a la
enfermedad de Alzheimer en Ecuador, € genotipo £3e3 fue € maés frecuente tanto en
pacientes como en controles, asemejandose a la distribucion normal (Gamboa et al.,
2000), mientras que € genotipo €262 no se presenta en ningun individuo, como ocurre
en poblaciones indigenas y mestizas americanas en las que se ha reportado la ausencia
de este genotipo (Jacquier et al., 2001). La distribucién del aelo €3 es similar a las
reportadas en la poblacion caucéasica e hispana (Almeida, 1997; Helisalmi, 1998), con
frecuencias alélicas entre 71% a 78% en pacientes y 85% en controles.

Las frecuencias del alelo €4 son las més bajas en Latinoaméricay en poblaciones
caucésicas, donde la frecuencia del aelo es 44% para el grupo de casosy 17% para €l
grupo de controles (Nunomura et al., 1996), inclusive € estudio de poblacion espariola
indica frecuencias del 19 a 42% y 10% para casos y controles, respectivamente
(Ichimura et al., 2004). Este mismo alelo presenta frecuencias atas en poblaciones
negras afectas (33-51%), versus el 17% en poblacion sana; mientras en la poblacion
asiatica se reporta, en afectos y sanos, frecuencias alélicas de 29-40% y 10%,
respectivamente (Bufill et al., 2009). Estos hallazgos pueden ser atribuibles a la
contribucion amerindia de la poblacion ecuatoriana. Al andlizar €l alelo Apo E €4 se
pone de manifiesto la diferencia entre el grupo de pacientes y controles, pese a no
presentar diferencia significativa, probablemente por la muestra pequefia de estudio. El
riesgo de desarrollar Alzheimer es 2,58 veces mayor en presencia del genotipo e4e4,
2,01 veces mayor en presencia del €4 y 2,29 mayor en presencia de 4. Los hallazgos
encontrados son similares a otras poblaciones analizadas como caucasicas, hispanas,
africanas y espafiolas (Paz-y-Mifio et al., 1998).

Con respecto a los genotipos encontrados del gen GPX-1, se encontro diferencia
significativa anivel estadistico y un fuerte vinculo entre la presencia del alelo Leu como
factor de riesgo para desarrollar Alzheimer. El genotipo Leu/Leu provee 7,2y Pro/Leu 5
veces mas riesgo en el desarrollo de esta enfermedad. El aelo Pro presentd un OR
significativo de 0,27, siendo este un factor protector de la enfermedad.

Cada genotipo modula € funcionamiento, metabolismo y accion de la enzima
glutation peroxidasa, asi el genotipo Leu/Leu ha demostrado disminuir en un 70% la
actividad enzimética (Cisneros et al., 1997), y limita la capacidad detoxificadora, |0 que
favorece la muerte neurona temprana y podria intervenir en el desarrollo de la
enfermedad de Alzheimer.

Para mayor informacion, € estudio denominado Genetic Polymorphisms in
Apolipoprotein E and Glutathione Peroxidase 1 Genes in the Ecuadorian Population
Affected with Alzheimer’s Disease, se publicd en 2010, en la revista cientifica The
American Journal of the Medical Sciences (Paz-y-Mifio et al., 2010Db).

Con respecto a otro estudio genético realizado en la enfermedad de Alzheimer,
se analizaron los genes CST3, CTSD y MnSOD en 111 individuos ecuatorianos. De
ellos, 56 presentaron la enfermedad y 55 no presentaron antecedentes clinicos de
demencia.

En la Tabla IX.7 se detallan las frecuencias genotipicas y alélicas de los genes

MnSOD, CST3 y CTSD. Con respecto a gen MnSOD, el genotipo C/C presenté una
frecuencia genotipica de 0,34 y alélica de 0,55 en afectos y una frecuencia genotipica de
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0,38 y aélica de 0,62 en sanos. Referente a gen CST3, e genotipo A/A presentd una
frecuencia genotipica de 0,14 en afectos y 0,07 en controles. Por ultimo, €l genotipo T/T
del gen CTSD presentd una frecuencia genotipica de 0,07 en enfermos y 0,02 en
individuos sanos de la poblacion ecuatoriana.

Tabla IX.7. Frecuencias genotipicas y alélicas de los genes MnS0OD, CST3 y CTSD

Afectos (%) Sanos (%] Valor de P OR (95% IC)
Gen MnSQOD
Frecuencias genotipicas
/T 23 15 Referencia
T/C 43 47 042 0,6 (0,2-1,6)
C/C 34 38 042 0,6 (0,2-1,6)
T/C+C/C - 0,36 0,6 (0,2-1,9)
Frecuencias alélicas
T 45 38
C 55 62
Gen CST3
Frecuencias genotipicas
G/G 75 87 Referencia
G/A 11 05 043 2,3 (0,5-9,7)
A/A 14 07 0,32 2,3 (0,6-8,1)
G/A+A/A - - 0,16 2,3 (0,8-6,2)
Frecuencias alélicas
G 80 90
A 20 10
Gen CTSD
Frecuencias genotipicas
C/C 36 82 Referencia
C/T 57 16 0,0001 8 (3,2-19,8)
T/T o7 02 0,08 9(0,8-85,7)
C/T+T/T - 0,0001 8.1 (3.4-19,5)
Frecuencias alélicas
C 64 90
T 36 10

La superdxido dismutasa es una importante enzima antioxidante que interviene
en la desintoxicacion de los radicales superoxidos. El dafio de los radicales de oxigeno
libre puede afectar a neuronas a través de la via de peroxidacién lipidica del ADN
mitocondrial, la cadena respiratoriay la proteina de reticulacion de los neurofilamentos.
Deigual forma, se ha encontrado la presencia del polimorfismo Ala9Val en desordenes
neurodegenerativos; asi como del polimorfismo 11e58Thr, debido a que desestabiliza la
interface tetramérica de MnSOD y reduce su actividad enzimética, ademas de posibles
relaciones con enfermedades neurodegenerativas (Chistyakov et al., 2001). Estudios
realizados en la enfermedad de Parkinson y en desOrdenes depresivos, demuestran
posible asociacion con la variante Ala9Val y ninguna asociacion con la variante
[1e58Thr (Galecki et al., 2010; Wang et a., 2010). En nuestro estudio no se observé
relacion estadisticamente significativa entre las variantes 11e58Thr y Aladval, y la
enfermedad de Alzheimer.

Varios estudios realizados en Italia (Nacmias et al., 2006), Japén (Maruyama et
al., 2003), Alemania (Dodel et al., 2002), y Holanda (Roks et a., 2001) no han
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encontrado asociacion significativa entre la variante Ala7r3Val, del gen CST3, y esta
enfermedad. En nuestro estudio se observd una mayor frecuencia del genotipo normal
GG, por ende, también se concluye que en la poblacion ecuatoriana €l gen CST3 no
influye con esta enfermedad.

En pacientes fallecidos por la enfermedad de Alzheimer se ha visto que poseen
una gran acumulacién de placas seniles, conformadas por la proteina -amiloide. El gen
CTSD sintetiza a la proteina catepsina D, la cual interviene en la sintesis, deposito y
eliminacion de B-amiloide. Esta proteina se ha visto implicada en e proceso de
degradacion de la proteina precursora amiloide APP y la proteina TAU. Por esta razon,
la presencia de polimorfismos en el gen CTSD puede intervenir en la acumulacion de la
proteina TAU y de los ovillos neurofibrilares, generando asi la enfermedad de
Alzheimer (Mariani et a., 2006). En una publicacion realizada en demencia vascular, se
determindé que & gen CTSD de la poblacion coreana no tenia relacion con esta
enfermedad (Jeong et al., 2011).

Para mayor informacién, la investigacion denominada Estudio de variantes
genéticas de genes asociados a la enfermedad de Alzheimer en poblacion ecuatoriana
se publicé en la Revista Ecuatoriana Médica Eugenio Espejo el afio 2012 (Rodriguez et
a., 2012).

2. ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

Un giemplo de herencia autosomica dominante es la enfermedad de Huntington,
también denominada corea de Huntington (CH), que ayuda a entender algunos detalles
expuestos. La CH fue descrita por primera vez en 1872 por el médico estadounidense
George Huntington (Huntington et al., 1993). Se trata de una enfermedad de herencia
autosdbmica dominante con penetrancia completa, que afecta a 1/10000 individuos.
Produce degeneracion progresiva del sistema nervioso central (SNC), cuyas
manifestaciones clinicas inician generalmente en edad adulta (40 a 50 afios), aunque
pueden identificarse casos en mas jovenes (Gudesblatt et al., 2011).

Su gen, HTT, fue descrito a inicios de la década de los noventa; se encuentra en
el brazo corto del cromosoma 4 (4p16,3). Es responsable de la codificacion de una
proteina intraneuronal de 340 KDa, la huntingtina, la cual participa en la recaptacion de
neurotransmisores postsingpticos manteniendo la integridad y fisiologia neuronal
(Mattson, 2002).

El defecto genético que produce la enfermedad es una repeticion en tandem de
tripletes CAG en el exdn 1 del gen HTT. Las repeticiones normales de estas islas CAG
en individuos sanos estan entre 6 y 29, mientras que en enfermos, entre 39 en adelante.
Individuos con 30 a 38 repeticiones podrian presentar fenotipos truncados pero con ata
probabilidad de que su progenie gane repeticiones aumentando la posibilidad de
presentar la enfermedad (Nopoulos et a., 2011). Se ha visto que la edad de aparicion de
la enfermedad esta relacionada a nimero de repeticiones de tripletes; asi, mientras
mayores repeticiones menor edad de aparicion, llegando a darse casos infantiles cuando
existen mas de 50 repeticiones (Tabla1X.8) (Ersoy, 2007).
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Tabla IX.8. Rangos de repeticiones CAG en el gen HTT

Numero de CAG Fenotipo Penetrancia

6-28 Normal. El paciente no desarrolla CH. 0%

29-35 Normal. El paciente no desarrolla CH. Su siguiente <25%
generacion esta en riesgo.

36-39 El paciente puede presentar CH. Su progenie estéd en 25-90%
riesgo.

40y mas Paciente con CH. Siguientes generaciones con 50% de  100%
probabilidad de herencia

40-50 Corea en adultos.

=50 Corea juvenil [Westphal 10%) — Manifestacion mas rapida y agresiva.

Las caracteristicas clinicas de la enfermedad inician con deterioro intelectual,
demencia progresiva, alteraciones psiquiétricas como paranoia, psicosis y alucinaciones
y posteriormente se manifiestan los desdrdenes motores, movimientos involuntarios o
coreicos. Los pacientes terminan perdiendo €l juicio y la memoria a corto y largo plazo;
el fallecimiento se produce a cabo de 10 a 20 afios después del inicio de los sintomas
(Gudeshlatt et a., 2011).
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FIGURA I1X.6. DIAGNOSTICO GENETICO MEDIANTE PCR Y SECUENCIACION DEL
GEN HTT. La correcta amplificacion y analisis de secuencias del gen HTT permiten
determinar el nimero de repeticiones del triplete CTG en el genoma (IIB, 2014).
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El dafio neurolégico se produce por muerte de las células nerviosss,
especialmente en el nlcleo caudado y € putamen. Los sintomas suelen aparecer luego
de la edad reproductiva, por eso el gen tiene mucha posibilidad de extenderse. Muchos
casos aparecen mas temprano que los de los padres que transmitieron la enfermedad
(fendémeno de anticipacion), y presentan el fendmeno de impresion génica con tendencia
de aparecimiento més temprano cuando €l padre es quien transmite el alelo aterado. Se
ha observado también que este gen, a ser inestable en los gametos, provocaria
amplificaciones que podrian explicar la anticipacion (inestabilidad del gen). El
diagnodstico de la enfermedad generalmente se lo hace a partir de sus caracteristicas
clinicasy casi siempre cuando la enfermedad esta en etapas avanzadas (O’ Keeffe et al.,
2009). En la mayoria de los casos la confirmacion diagnéstica se realiza por PCR y
electroforesis, donde se determina la amplificacién de un alelo frente al normal. La
secuenciacion genética es una herramienta Util en la cual se puede contar con mucho
mas eficacia el nimero de repeticiones.

2.1. Gen HTT

El gen HTT, ubicado en e brazo corto del cromosoma 4 (4p16,3) desde la
posicion 3076408 a 3245687, esta formado por 67 exones los cuales codifican la
proteina Huntingtina de 340 KDay cuya disfuncion causa la enfermedad de Huntington
(Figura 1X.7) (Tabla IX.9) (The Huntington's Disease Collaborative Research Group,
1993; RCSB-PDB, 2013).

Tabla IX.9. Caracteristicas del gen HTT

Caracteristicas Informacion Estructura proteica

Simbolo oficial HTT

Nombre Huntingtina

Otros alias IT15, HD

Cromaosoma 4

Localizacion 4p16,3

# Acceso NCBI NC_000004,11

Gen ID 3064

Tamafio secuencia 169280 pb

Tamafio proteina 3142 ag; .
347603 Da (Kim, 2013)

Localizacion subcelular  Citoplasma, nacleo

Hacia € extremo 5 del gen, en € exdn 1, existe una regiéon formada por el
triplete CAG, el cual, en estado normal, se encuentra repetido varias veces para producir
una cadena de poliglutamato en la proteina funcional .

pl6.3
pi6.1
pi5.33
pd5.31
pi5.2
p15.1
pld
pl3
plz
ol3.1
gl3.2
©13.3
g21.21
o21.23
gze.l
422.3
24
25
Q26
427
428.1
258.3
31,21
31,3
g32.1
o32.3
o3d.1
o34.3
35.1
35.2

E]:l:-:x:-:‘ FE d- E I T

FIGURA IX.7. CROMOSOMA 4 HUMANO. Ubicacion del gen HTT (GeneCards,
2014).

Los pacientes con CH poseen una ampliacion anémala de tripletes donde las
repeticiones ateradas producen una proteina disfuncional que contiene una secuencia
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expandida de glutamatos, los cuales se pliegan sobre si mismos provocando
aglomerados ubiquitinados de proteina que se acumulan tanto en el nucleo como en €l
citoplasma neuronal (FiguralX.8) (Sawa, 2001).

Proteina

Individuos sanos
CAGCAGLAG. De 10 a 26 repeticiones

Repeticiones en triplete
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CAG CAG CAG CAG CAG CAG CAG.. De 37 a 80 repeticiones
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FIGURA IX.8. CADENA DE POLIGLUTAMATO EN LA PROTEINA HUNTINGTINA.
Numero de aminoacidos glutamato entre individuos sanos y afectos con la
enfermedad de Huntington (Modificado de Sawa, 2001; IIB, 2014).

La huntingtina normal estimula la expresion del factor neurotrofico derivado del
cerebro (BDNF), € cual es un integrante del grupo de las neurotrofinas asociadas al
factor de crecimiento neuronal, cuya funcion es la manutencion de la integridad
nerviosa (Zuccato et a., 2001). Ademas, se conoce més de 100 proteinas con las cuales
la huntingtina interactla, las proteinas HIP (Huntingting interaction proteins), las
proteinas HAP (Huntingting associated proteins), entre otras. Algunas de estas
proteinas son factores de transcripcion, otras son moléculas de sefializacion con posible
capacidad de integracion para apertura de los canadles de recaptacion de
neurotransmisores a nivel neuronal (Mattson, 2002).

El mecanismo mediante el cua la huntingtina promueve la neurodegeneracion
no esta claro. Se cree que a encontrarse expandida, la huntingtina pierde la capacidad
de acoplamiento normal a sus proteinasy parece activar lavia de la apoptosis por medio
de la caspasa-8, una proteina de la familia de las proteasas encargadas en llevar a cabo
la muerte celular programada (Gervais et al., 2002).

También se ha postulado otra forma en la cual la huntingtina promueve la
apoptosis, € estrés oxidativo. La disminucion del paso normal de protones en la
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mitocondria estimulala via de las caspasas (Browne & Beal, 2006). Al verse disminuida
la actividad de los complejos mitocondiales, habrd un menor paso de protones a la
matriz y por ende una acumulacion de radicales de oxigeno. Este hecho oxidara las
proteinas y lipidos de membrana disminuyendo la permesbilidad membrana y
provocando un desequilibrio eectrolitico, gliosis por acumulacién de interleuquinas,
dafio en el ADN vy estrés oxidativo, el cual activaré la via de las caspasas (Figura 1 X.9)
(Pérez & Arancibia, 2007), sin embargo, las hip6tesis no han sido esclarecidas
completamente.
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FIGURA IX.9. EFECTO DEL ESTRES OXIDATIVO EN LA ENFERMEDAD DE
HUNTINGTON. La oxidacion de lipidos y proteinas disminuye la actividad selectiva
generando un equilibrio osmatico y desbalance electronico, el cual desencadena en la
activacion del estrés oxidativo y activacion de la apoptosis (1B, 2014).

2.2. Tratamiento

No existe tratamiento curativo parala CH, en genera se tratan |os sintomas mas
no la enfermedad. Se han utilizado antipsicoticos blogueadores dopaminérgicos, como
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el Haloperidol; ansioliticos inhibidores de la recaptacion de serotonina como la
Fluoxetina; benzodiacepinas bloqueadores GABA como €& Clonazepan. Sin embargo,
ninguno ha demostrado tener resultados reversibles para el efecto neurodegenerativo,
solamente la Fluoxetina, a parecer, estimula el transporte de iones en la mitocondria 'y
posi blemente tenga un efecto neuroprotector (Mostert et al., 2013).

Muchas moléculas han sido probadas con el fin de detener la apoptosis y
degeneracion neuronal, sin embargo los resultados no han sido concluyentes. Se ha
observado un leve bloqueo en e proceso neurodegenerativo al utilizar coenzima Q més
Remacemida, al igual que &cido etileicosa pentanoico (AEP), pero solo la Tetrabenazine
disminuye considerablemente la coreay es la Unica droga aprobada por la FDA para €l
tratamiento de la enfermedad (Tabla1X.10) (Mestre et a., 2009).

Tabla IX.10. Medicamentos probados para la enfermedad de Huntington

Droga Dosis Casos Resultados Referencia
Baclofen 60 mg/dia 60 No significativo Shoulson et al., 1989
Vitamina E 3000 Ul/dia 81 No significativo Peyser et al., 1995
Lamotrigina 400 mg/dia 64 No significativo Kremer et al,, 1999
Creatina 5 g/dia 42 No significativo Verbessem et al., 2003
Coenzma Q + 300-600 347 Baja velocidad de The Huntington Study
Remacemida mg/dia + 400- degradacion Group, 2001
600 mg/dia
Acido etileicosa 2 g/dia 135 Baja velocidad de Puri et al., 2005
pantoténico degradacion a
nimero de CAG
Riluzone 100 mg/dia 5937 No significativo
Tetrabenazina 100 mg/dia 84 Baja corea en un The Huntington Study
950% por hasta 8 Gropu, 2006
horas

(Mestre et al., 2009)

Laterapia genética podria ser una aternativa para €l tratamiento de personas con
enfermedad de Huntington (Zhang & Friedlander, 2011). En los Ultimos afios se ha
desarrollado farmacos denominados Zn finger, los cuales tienen la capacidad de
incrustarse en la doble cadena del ADN relacionada a gen HTT. Al complementarse la
molécula de Zn finger con los tripletes CAG, se evita latranscripcion del ARNm y, por
ende, la sobreexpresion de la proteina huntingtina. Por otro lado, se ha observado que €
litio es capaz de proteger las neuronas de la muerte celular y, posiblemente, de estimular
Su regeneracion.

Con todo lo mencionado anteriormente, es importante el consejo genético y €l
diagndstico de posibles portadores de la amplificacion de tripletes (familiares). Se tiene
opcion de diagndstico prenatal a través de pruebas de ADN. Los conflictos éticos del
diagnostico se los debe considerar a momento del asesoramiento genético.
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CAPITULO X

INVESTIGACIONES MOLECULARES EN EL ECUADOR:
ENFERMEDADES CONGENITAS

Las anomalias congénitas son defectos que ocurren mientras un individuo se
desarrolla dentro del cuerpo de su madre. La mayoria de defectos congeénitos se
presentan en los primeros meses de embarazo Estos defectos pueden alterar € aspecto
corporal, su funcionamiento o ambos. Nuestro grupo de investigacion ha realizado
varios estudios relacionados con diferentes patologias congénitas, como la enfermedad
de Hirschsprung, la fibrosis quistica del pancreas, la distrofia muscular de Duchenne y
la hemocromatosis.

1. ENFERMEDAD DE HIRSCHSPRUNG

La enfermedad de Hirschsprung (HSCR) presenta un patron de herencia
autosomica recesiva. La HSCR es una anomalia congénita del sistema nervioso
entérico, caracterizada por la aganglionosis (ausencia o falta de células ganglionares),
en el plexo mientérico de Auerbach y submucoso de Meissner, en una porcion variable
del tracto gastrointestinal, que da como resultado una obstruccion intestinal funcional
(Amiel et a., 2001; Mclnerny et al., 2011). HSCR corresponde a un 33% de los casos
de obstruccion neonatal del colon (Moore & Persaud, 2008).

Se estima que la incidencia global es de 1 por cada 5000 recién nacidos vivos,
sin embargo, la incidencia por cada 10000 individuos varia en los distintos grupos
étnicos. 2,8 en asidticos, 2,1 en afroamericanos, 1,5 en caucasicosy 1,0 en hispanos. En
hermanos |la incidencia es de aproximadamente 3,5%, aumentando segun la longitud del
segmento del colon afectado hasta un 20% (Torfs, 1998; Haricharan & Georgeson,
2008).

Segun e segmento aganglionico afectado, esta enfermedad se clasifica en:
HSCR de segmento corto (SSHSCR 74-80% de los casos), que es laforma clasica de la
enfermedad, en la que se ve afectada una region por debajo del sigmoides superior;
HSCR de segmento largo (L-HSCR 12-22% de los casos), en la que la aganglionosis se
extiende por encima del plexo esplénico (Chakravarti & Lyonnet, 2002), y hay una
tercera forma, que es a la vez rara y asociada con alta morbilidad y mortalidad: la
aganglionosis total de colon (ATC 4-13%), con ausencia de células ganglionares en
todo el colon (Haricharan & Georgeson, 2008; Kenny et al., 2010). El 80% de los casos
con HSCR son esporéadicos, e 20% restante puede ser de origen familiar con patrones
de herencia autosomica dominante y recesiva, penetrancia incompleta y expresion
variable (Lantieri et al., 2006a). La enfermedad se presenta con predominio en e sexo
masculino, siendo €l ratio de hombres y mujeres de 4 a 1. Sin embargo, este valor es
significativamente més ato para SSHSCR (hombre-mujer de 5 a 1), que para la forma
mas severa L-HSCR (aproximadamente hombre-mujer de 1 a 1) (Torfs, 1998). El
diagndstico se redliza en la mayoria de los casos en €l periodo neonatal (Teitelbaum et
al., 2000), pero en algunos casos, se realiza méas tarde en lainfancia o incluso en la edad
adulta (Parc et a., 1984).
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La etiologia se basa en un fallo en la migracion, proliferacion, diferenciacion y
supervivencia de las células de la cresta neura durante el desarrollo embrionario del
sistema nervioso entérico. Hasta la fecha, el andlisis molecular de pacientes con HSCR
ha permitido identificar mutaciones en nueve genes que pueden estar relacionados con
la enfermedad: RET, GDNF, NRTN, PHOX2B, EDNRB, EDN3, ECE1, SOX10 y
ZFHX1B; la mayor parte de estos genes codifican proteinas, relacionadas entre si, para
elementos de las vias de sefializacion méas importantes en la formacion del sistema
nervioso entérico (Ferndndez, 2004; Tam & Garcia-Barcel 6, 2009).

1.1. Gen RET

Actuamente, se sabe que e proto-oncogén RET es e principal gen de
susceptibilidad para HSCR (Lyonnet et al., 1993), pero a pesar del papel centra que
juega RET en HSCR y la extensa busqueda de mutaciones que han llevado a cabo
diferentes grupos durante los Ultimos afios, la tasa de mutacion todavia resulta
demasiado baja, arededor del 50% en los casos familiares y 7-35% en los casos
esporédicos (Tabla X.1).

Tabla X.1. Caracteristicas del gen RET

Caracteristicas Informacion Estructura proteica
Simbolo oficial RET
Nombre Proto-oncogén RET
Otros alias MENZ2A
Cromosoma 10
Localizacion 10911,2
# Acceso NCBI NC_000010,10
Gen ID 53979
Tamano secuencia 53325 bases
Tamano proteina 1114 ag;
124319 Da (Knowles et al., 2006)

Localizacion subcelular  Membrana celular

En la Figura X.1 se sefiala la ubicacion del gen RET presente en el cromosoma
1
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FIGURA X.1. CROMOSOMA 10 HUMANO. Ubicacién del gen RET [GeneCards,
2014).

Nuestro grupo de investigacion realizé un estudio para determinar la frecuencia
de los polimorfismos presentes en los exones 2, 7 y 15 e intron 1 del gen RET (Figura
X.2), en nifios ecuatorianos afectos con la enfermedad de Hirschsprung.

En e estudio retrospectivo caso-control se analizaron 41 pacientes
diagnosticados con HSCR, basados en la ausencia de plexos entéricos en el examen
histologico de la biopsia o material quirdrgico, y 41 individuos sanos, sin evidencia de
problemas entéricos presentes y pasados.
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FIGURA X.2. MICROAMBIENTE INTESTINAL Y VARIANTES GENETICAS.
Polimorfismos genéticos del receptor membranal RET en las células de la cresta
neural [Modificado de Tam & Garcia-Barcelo, 20089; 1B, 2014).

1.2. Resultadosy discusion

Los polimorfismos analizados del gen RET fueron: c¢135 G>A en € exén 2,
c1296 G>A en €l exdn 7, c2712 C>G en e exon 15y IVS1+1813 C>T, en € intron 1.
De los 41 casos investigados con HSCR, la frecuencia de afectos hombre-mujer fue de
28 a 13 con edad promedio de 2,8 afios. La frecuencia en Ecuador de los aelos A
135G>A y T en IVS1+1813C>T fue superior en afectos (55% y 77%), que en los
controles (37% y 57%, respectivamente); mientras que la frecuencia de los alelos A en
c1296 G>A y G en c2712 C>G fue menor en afectos (23% y 4%), que en e grupo
control (59% y 29%), mostrando un comportamiento similar a los datos de
investigaciones en paises de Europa y Asia (Borrego et al., 1999; Fitze et al., 1999;
Lantieri et al., 2006b; Sancandi et a., 2003). Realizando el andlisis de ¥ con dos
grados de libertad para los genotipos encontrados de cada polimorfismo estudiado ¢135
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G>A, c1296 G>A, c2712 C>G e 1VS1+1813 C>T, se obtuvieron valores de 12,54,
20,21, 20,44 y 8,35 respectivamente. Los valores altos implica que existen diferencias
significativas entre los grupos afecto y control. El marcador 135 G>A se asocia con €l
riesgo once veces mayor de desarrollar la enfermedad de HSCR. No se observaron
diferencias significativas en el polimorfismo IVS1+1813 C>T; mientras que 1296 G>A
y 2712 C>G, parecen jugar un papel protector en la patogénesis de HSCR.

Tabla X.2. Frecuencias genotipicas y alélicas del gen RET

Gen RET Afectos (%) Sanos (%) Valor de P OR (95% IC)

Polimorfismo c135 G>A
Frecuencias genotipicas

G/G 05 37 Referencia

G/A 80 53 0,001 11,3 (2,3-54,1)
A/A 15 10 0,027 11,3 (1,6-78,6)
Frecuencias alélicas

G 45 63

A 55 37

Polimorfismo c1296 G>A
Frecuencias genotipicas

G/G 61 14 Referencia

G/A 32 54 0,001 0,14 (0,05-0,4)
A/A 07 32 0,00001 0,06 (0,01-0,3)
Frecuencias alélicas

G 77 41

A 23 59

Polimorfismo c2712 C>G
Frecuencias genotipicas

C/C 95 91 Referencia

C/G 2,5 39 0,0001 0,03 (0,0-0,3)
G/G 2,5 10 0,131 0,14 (0,0-1,2)
Frecuencias alélicas

C 96 71

G 04 29

Polimorfismo IVS1+1813 C>T
Frecuencias genotipicas

C/C Q7 15 Referencia

T/C 32 56 1 0,03 (0,0-0,3)
/T 61 29 0,13 0,14 (0,0-1,3)
Frecuencias alélicas

C 23 43

T 77 57

El proto-oncogén RET es el principal gen de susceptibilidad para HSCR, ya que
se encuentra implicado en € desarrollo del sistema nervioso entérico durante la
embriogénesis (Lyonnet et a., 1993). Desde 1994, se han asociado mutaciones
sinbnimas e intronicas del gen RET con la patogénesis de HSCR (Lantieri et al., 2006a),
las cuales provocan una pérdida de funcion por un mal plegamiento de proteina, falta de
transporte en la superficie celular o supresiéon de su actividad biol6gica (Carlomagno et
al., 1996; Martucciello et a 2007). Datos del Ecuador indican similitud con respecto a
datos descritos en otras poblaciones. espafiola, alemana, italiana, china, polaca y
estadounidense (Borrego et al., 1999; Fitze et al., 1999; Emison et al., 2005; Liu et al.,
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2010), €l aelo A del polimorfismo ¢135 G>A, esta mas representado en los enfermos
HSCR, y los individuos que portan los genotipos GA/AA tendrian un riesgo once veces
mayor de padecer la enfermedad de Hirschsprung. Se propuso que la variante A45A
podria estar en desequilibrio de ligamiento con algun locus funcional desconocido en
aquel momento (Fitze et a., 2003), aunque se desconoce €l mecanismo exacto por €l
cual la sustitucion silenciosa del codén 45 actlia en € origen de HSCR. Se muestra que
la variante cl135A esta asociada fuertemente con e fenotipo de HSCR. Los
polimorfismos ¢1296 G>A y c2712 C>G parecen ser factores significativamente
protectores en la patogénesis de HSCR, aunque el mecanismo que habria detrés de un
posible efecto protector ain no se ha esclarecido (Liu et al., 2010). Por otra parte, en la
poblacion ecuatoriana no se encontrd asociacion entre esta enfermedad y e
polimorfismo 1V S1+1813 C>T, a diferencia de la investigacion realizada en China (Liu
et al., 2008).

En laFigura X.3 se observa el andlisis de secuencias de |os polimorfismos c1296
G>A y IVS1+1813 C>T para la obtencion de los genotipos respectivos. G/IG, G/A 'y
A/A parala variante genética c1296 G>A; y, C/C, C/T y T/T parala variante genética
IVS1+1813 C>T.

c1296 G>A
PrLrrr i rrrr o rrrrrrrrernn

6 G 3 & T T c A [ 6 G € B: T T G c

334 335 336 337 338 339 340 341 342 328 329 330 331 332 333 334 335 336 | 332 333 334 335 33 337 338 339 340

G/G

A/A

IVS1+1813 C>T
lgl!!llll|.|!.!|||Il|||||||

A G (] G T A L G G T A G c T G & G T
234 235 236 237 238 239 240 241 242 209 210 211 212 213 214 215 216 217 240 241 242 243 2494 245 246 247 248

C/C T/T

FIGURA X.3. ANALISIS DE SECUENCIAS DEL GEN RET. Electroferograma de los
polimorfismos genéticos ¢1296 G> Ay IVS1+1813 C> T (Madificado de Guevara et
al, 2012; 1B, 2014).

En la Figura X.4 se observa la digestion de los amplicones mediante la PCR-
RFLP para obtener el genotipo de los polimorfismos ¢135 G>A y ¢2712 C>G del gen
RET. Del polimorfismo c135 G>A, los individuos G/G presentan fragmentos de 134 pb
y 104 pb; los individuos heterocigotos A/G presentan fragmentos de 238 pb, 134 pb y
104 pb; vy, los individuos A/A presentan un fragmento de 238 pb. Con respecto a
polimorfismo ¢2712 C>G, los individuos con genotipo G/C presentan fragmentos de
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323 pb, 197 pb y 126 pb; los individuos C/C presentan un fragmento de 323 pb; vy, los
individuos con e genotipo G/G presentan fragmentos de 197 pb y 126 pb. Estos
resultados se obtuvieron a partir de la digestion con enzimas de restriccion especificas
parael anadisis de ambos polimorfismos.

c135 G>A c2712 C>G
100pb A/G G/G A/A 100 pb G/C Cic G/G

323

197

126

pb

FIGURA X.4. DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION DEL GEN RET. Los
fragmentos obtenidos después de la digestion enzimatica se observan en un gel de
agarosa al 5% con bromuro de etidio y bajo luz UV (Modificado de Guevara et al.,
2012; 1IB, 2014).

Para mayor informacion el articulo titulado Polimorfismos genéticos del proto-
oncogén RET asociados con la enfermedad de Hirschsprung en nifios ecuatorianos, se
publico en la Revista Médica Vozandes, en €l afio 2012 (Guevaraet al., 2012).

2. FIBROSIS QUISTICA DEL PANCREAS

Lafibrosis quistica del pancreas (FQ) es una enfermedad autosomica recesiva 'y
presenta mayor frecuencia en e grupo étnico caucasoide (1/2000 nv); en e grupo
negroide su incidencia es baja (1/15000 nv), y en la poblacién asiética es alin més baja
(1/50000 nv). En e Ecuador, se estima que el nUmero de afectados llega a 150, por lo
tanto existe una bajaincidencia (Estivill et a., 1997).

2.1. Gen CFTR

El gen CFTR codifica la proteina reguladora transmembranal de la fibrosis
quistica, la cual esta involucrada en e transporte del cloro a la membrana ceular,
mediada por la molécula adenosin monofosfato ciclico (AMPc) (Tabla X.3).

El gen CFTR se ubicaen e brazo largo del cromosoma 7 (7931,2) (Figura X.5).
Una ateracion o delecion de la CFTR altera las funciones fisioldgicas de los epitelios
glandulares. La mala funcion del transporte de cloro se asocia a dafio en las glandulas
exocrinas, que se obstruyen por material eosinofilo viscoso o solido, y secretan moco,
Cl y Na exageradamente. Suele haber infertilidad. Los sintomas se desarrollan a partir
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de estas obstrucciones y afectan al érea gastrointestinal y pulmonar, aungue es una
enfermedad generadlizada. En la forma intestinal, se inicia con ileo meconia en los
recién nacidos, atresia, volvulo, perforaciones o prolapso rectal; se presentan problemas
de vias biliares e higado, y puede desarrollarse diabetes. Existe un marcado retraso en la
ganancia de peso. En la forma pulmonar, se presenta con tos e infecciones bronquiales
recurrentes (Staphylococcus aureus y Pseudomona aeuroginosa), que evolucionan a
neumotorax, hemoptisis, hipertension pulmonar. La mayoria de pacientes presentan
insuficiencia pancredtica y déficit de vitaminas liposolubles. Es usual redlizar una
prueba de sudor, en la cual se hace evidente la pérdida de cloro. La supervivencia media
es de 31 afos (Paz-y-Mifio et al., 1999a).

Tabla X.3. Caracteristicas del gen CFTR

Caracteristicas Informacion Estructura proteica
Simbolo oficial CFTR
Nombre Regulador
membranal FQ
Otros alias CF
Cromosoma 7
Localizacién 79312
# Acceso NCBI NC_000007,13
Gen ID 1080
Tamano secuencia 202882 bases
Tamano proteina 1480 ag; (Lewis et al.,, 2009)
168142 Da
Localizacién subcelular  Membrana
endosomal

La variedad de presentacion clinica de la FQ involucra el peculiar concepto de
heterogeneidad clinica, que se relaciona con € diferente exdon mutado de los enfermos.
L os sintomas pulmonares se presentan con mayor agudeza en los afectos de la mutacién
delta F508 (AF508), mientras que la prevalencia de otros sintomas se relaciona con
mutaciones de otros exones. Un mismo individuo puede tener la enfermedad, pero con
mutaciones de dos diversos exones heredados por sus respectivos padres, 10 que se
denomina heterogeneidad alélica (Paz-y-Mifio et a., 1999a).

p22.3
p2z.1
p21.3
pzl.2
p2l.1
p15.3
pl5.2
pl4.3
pld.1
p12.3
plz.1
pll1.2
gql1.21
gll.22
411,23
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521,13
521.3
g22.1
Gq22.3
31,1
31.2
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31.32
531.33
o36.1
436.2
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FIGURA X.5. CROMOSOMA 7 HUMANO. Ubicacion del gen CFTR [GeneCards,
2014).

2.2. Resultados y discusion

El andlisis del gen responsable de la enfermedad se hace mediante la técnica
PCR. Esta prueba ha permitido detectar méas de 800 mutaciones en € gen CFTR. Este
gen tiene 27 exones y la mutacion AF508 es la més frecuente. En grupos humanos
diferentes a caucasico, la incidencia tanto de la FQ como de la mutacion AF508 es
variable. Se ha estimado que la incidencia de la FQ entre los hispanos es de
aproximadamente 1/10000 nv, aunque en la mayor parte de paises de la regién no
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existen estadisticas. En Latinoamérica se han reportado datos sobre la frecuencia de
AF508 Unicamente en México, Brasil y Argentina. En el Ecuador realizamos el estudio
genético de 14 afectos ecuatorianos de FQ. En todos estos se realizo6 la deteccion de la
mutacion AF508 mediante la PCR y en 6 de ellos se efectud adicionalmente el andlisis
de otras siete mutaciones frecuentes en la poblacion europea (G542X, N1303K, 1717-1,
W1282X, G551D, R553X, A1507), mediante un test de hibridacion INNO-Lipa. La
frecuencia encontrada de la mutacion AF508 fue 26,92% y ninguna de las otras 7 fue
detectada, 1o cual indica que a menos € 46,15% de las mutaciones en la poblacion
estudiada son diferentes a las mas comunes de Europa. Una incidencia bagja de la
mutacién AF508, asi como un ato porcentagje de mutaciones diferentes a las mas
comunes en Europa, han sido reportados también en la poblacion de México, pais con
poblacion similar a la ecuatoriana. Por lo tanto, es valido pensar que la FQ en €
Ecuador y en Latinoamérica, tiene una etiologia diferente a la europea; esto puede
deberse a que los grupos étnicos son marcadamente diferentes entre estas dos regiones.
Los resultados encontrados plantean la necesidad de estudiar todo e gen CFTR para
identificar las mutaciones causantes de la FQ en e Ecuador, las cuales podrian ser poco
frecuentes o alin no reportadas. Se ha postulado que la frecuencia alta en la poblacién,
del aelo mutado, podria deberse a una ventgja evolutiva, mediante la cual existiria una
mejor proteccion contra enfermedades diarreicas, infecciosas, bacterianas intestinales,
como €l colera

Los productos resultantes de la amplificacion por PCR del exon 10 del gen
CFTR para la deteccién de la mutacion AF508, tienen un tamafio de 98 pares de bases s
el alelo no tiene la mutacion y de 95 pb s € aelo tiene la delecion de 3 nucledtidos
(mutacion AF508). Los resultados en algunos de los grupos familiares estudiados se
presentan en la siguiente figura (Paz-y-Mifio et al., 1999a).

FIGURA X.6. AMPLIFICACION DEL EXON 10 DEL GEN CFTR MEDIANTE PCR.
CROMOSOMA 7 HUMANQO. Electroforesis del exon 10 del gen CFTR. MW =

Marcador de peso molecular conocido AF508. Columna 1 y 3: heterocigotos, padres

del caso 2. Columna 2: homocigoto para el alelo AF508. Columna 4: madre del caso
9, portadora de un alelo mutado desconocido. Columna 5 y 9: Enfermos con alelo
AF508 y otro alelo mutado desconocido. Columna 6, 7, 8: hermanos del caso 5,
sanos homocigotos. Columna 10 padre del caso 9, portador de alelo desconocido
(Modificado de Paz-y-Mifio et al., 1999g; 1IB, 2014).
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De los catorce afectos de FQ analizados, se encontré que dos (14,29%) tenian
los dos aelos AF508 (AF508/AF508); tres (21,43%) presentaron un solo alelo AF508
(AF508 /x); y los restantes nueve (64,29%) no presentaron ningun alelo AF508 (x/x)
(TablaX.4).

Tabla X.4. Genotipos FQ AF508 encontrados en poblacién ecuatoriana

X/X AF508/X AF508/AF508
Numero 9 3 2
Porcentaje (%] 64,29 21,43 14,29

La FQ es una de las enfermedades que en la actualidad cuenta con terapia
genética, dirigida a los sintomas pulmonares. Se ha logrado introducir el gen normal en
adenovirus defectivos, los cuales son inoculados (autoinoculacion) en aerosoles. Los
virus infectan la mucosa pulmonar e introducen su ADN con el gen FQ integrado. Las
células pulmonares funcionan normalmente por varios afos y los pacientes tienen
mejorias importantes. El problema basico de esta terapia es la respuesta inmune y €l
rechazo a nuevas infecciones virales. Es importante anotar que cualquier tipo de terapia
genética, debe partir del conocimiento preciso de los tipos de mutaciones existentes en
una poblacion, para justamente realizar los preparados terapéuticos con genes
especificos. Los tratamientos clinicos van orientados a mantener un estado adecuado de
nutricion, dietas, reemplazo enzimético, la prevencion o tratamiento agresivo de las
complicaciones pulmonares o cualquier otra; el uso de corticoides, antibidticos,
antinflamatorios, cirugias pulmonares, asi como un apoyo psicolégico y familiar. El
asesoramiento genético y reproductivo es importante para lafamilia. En la actualidad se
cuenta con pruebas de diagnostico prenatal genético, para las parejas con riesgo (Paz-y-
Mifio et a., 19994).

Para mayor informacion, el articulo titulado The AF508 mutation in Ecuador,
South America se publico en larevista cientifica Human Mutation, en €l afio 1999 (Paz-
y-Mifio et al., 19994).

3. DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE Y BECKER

Las distrofias musculares de Duchenne (DMD) y Becker (DMB) constituyen dos
formas alélicas de una enfermedad letal recesiva ligada al cromosoma X, caracterizada
por una degeneracion progresiva de los musculos con debilidad y atrofia. Afecta a
1/3000 varones nv (DMD) y a 1/18500 varones nv (DMB). La DMD fue la primera
enfermedad genética humana en la cual se determinG su base molecular en una region
cromosomica especifica, utilizando marcadores de ADN.

La variedad Duchenne es lamas grave y tipica; su sintomatologia ocurre alos 2
0 7 afos de edad. La variedad més tardia, la de Becker, inicialos sintomas en la segunda
o tercera década de la vida. La DMD inicia con dificultad progresiva en la marcha,
caidas, lordosis, pseudohipertrofia muscular (reemplazo por tejido fibrético y graso); los
problemas musculares estriados son progresivos, afeccion cardiaca, deficiencia
intelectual; se afectainclusive a sistema respiratorio, € cual es el principa causante de
la muerte de los pacientes. La DMB inicia en la edad adulta; los pacientes presentan
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pérdida progresiva de la fuerza muscular y sobreviven hasta los 30 6 40 afios (Paz-y-
Mifio et al., 1999b).

3.1. Gen DMD

Esta enfermedad, en todas sus variedades, se debe a mutaciones en el gen DMD,
las cuales constituyen principamente deleciones (60% de todos los casos) que
comprometen a los exones 2-20 y mas frecuentemente a los exones 44-53 y las
duplicaciones (6% de todos los casos) constituyen la mayoria de mutaciones
detectables, localizadas en dos regiones especificas del gen aunadistanciade 0,5y 1,2
Kb del promotor. EI DMD es uno de los genes més largos caracterizado y representa
cerca del 0,1% de todo el genoma humano. Esta constituido por 79 exones, repartidos
en 2200 Kb de ADN (Tabla X.5) (Paz-y-Mifio et a., 1999b).

Tabla X.5. Caracteristicas del gen DMD

Caracteristicas Informacion Estructura proteica

Simbolo oficial DMD

Nombre Distrofina

Otros alias BMD

Cromosoma X

Localizacion Xg21,2

# Acceso NCBI NC_000023,1

Gen ID 1756

Tamafio secuencia 2224919 bases

Tamafio proteina 3685 ag; ;
426750 Da (Norwood et al., 2000)

Localizacion subcelular  Membrana celular

El gen DMD se encuentra localizado en el cromosoma X, en la region Xq21,2
del humano, como se observaen laFigura X.7.
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FIGURA X.7. CROMOSOMA X HUMANO. Ubicacién del gen DMD [GeneCards,
2014).

El ARNm mide 14 Kb, por lo cual lamayor parte del gen distrofina esta ocupada
por largos intrones. El gen codifica la proteina distrofina, de 3685 aminoacidos con un
peso molecular de 427 KDa, que normal mente esta asociada al sarcolema de las células
musculares estriadas, esqueléticas y cardiacas. Se expresa en un numero limitado de
tgjidos que incluyen: musculo esquelético, cardiaco, liso y en bajos niveles en cerebro.
En laDMD la proteina falta totalmente (< 3% de las proteinas musculares) y en laDMB
hay formas mutantes de la proteina que son disfuncionales (Paz-y-Mifio et a., 1999b).

Las pruebas moleculares han mostrado que las mutaciones detectadas en este
gen son principamente deleciones grandes, miles de bases implicadas, seguidas de
duplicaciones. Usualmente, las deleciones son detectadas por medio de hibridizacion
con sondas de ADNc o por amplificacion por PCR de las regiones calientes (hot spots).
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Debido a tamafio grande del gen que codifica la proteina distrofina (79 exones), se lo
analiza con la técnica modificada PCR multiplex, la cua evalla simultaneamente
muchos exones. La eficiencia de la deteccion es de 98%. La PCR multiplex para DMD
y DMB, evala simultaneamente 18 exones. Como se evalUan relativamente pocos
exones, 18 de los 79 que son los mas implicados en el origen de la enfermedad, en
ciertos casos es necesario € andisis de exones extras (Paz-y-Mifio et al., 1999b).

3.2. Resultados y discusion

En el laboratorio se analizaron muestras de sangre periférica de 10 individuos: 8
con DMD (7 casos corresponden a DMD esporéadicos y 1 caso corresponde a DMD
familiar), 2 posibles portadoras, la primera, madre de uno de los casos esporadicos y la
otra, madre de los 2 enfermos diagnosticados clinicamente y con otro hijo que ain no
presentaba sintomas. Una vez extraido e ADN, segun protocolo estandar, con PCR
multiplex, analizamos 18 exones en solo 2 reacciones separadas de PCR, encontrando
deleciones entre los exones 45 y 51 en 3 pacientes y delecion de los exones 3y 45 en 2
pacientes, sin detectar alteraciones en |0s exones estudiados en un varén recién nacido,
en dos casos con sospecha clinicay en dos portadoras (Paz-y-Mifio et al., 1999b).

L as mutaciones detectadas en este gen corresponden alas deleciones tipicamente
descritas en la zona distal del gen (exones 44 a 52), Colombia presenta datos similares
(Colombia 79%, Ecuador 80%). Hay que anotar que el estudio de deleciones de los
exones del gen no proporciona un diagnéstico en la totalidad de casos, ya que existen
mutaciones puntuales y algunas detectadas en intrones. Asi, los datos de otros
laboratorios muestran un diagnéstico bajo en la deteccion de deleciones (Colombia
37%, Argentina 27% y Ecuador 71%) (Paz-y-Mifio et al., 1999D).

Tabla X.6. Cebadores para la PCR multiplex del gen DMD

Primer FW Secuencia (5°-37) Primer RV Secuencia (5°-37) Peso (pb)
PmF GAAGATCTAGACAGTGGATACATAACAAA PmR TTCTCCGAAGGTAATTGCCTCCCAGATCTG 535
3F TCATCCATCATCTTCGGCAGATTAA 3R CAGGCGGTAGAGTATGCCAAATGAAAATC 410
4F TTGTCGGTCTCCTGCTGGTCAGTG 4R CAAAGCCCTCACTCAAACATGAAGC 196
BF CCACATGTAGGTCAAAAATGTAATGAA BR GTCTCAGTAATCTTCTTACCTATGACTATGG 202
8F GTCCTTTACACACTTTACCTGTTGAG 8R GGCCTCATTCTCATGTTCTAATTAG 360
12F GATAGTGGGCTTTACTTACATCCTTC 12R GAAAGCACGCAACATAAGATACACCT 331
13F AATAGGAGTACCTGAGATGTAGCAGAAAT 13R CTGACCTTAAGTTGTTCTTCCAAAGCAG 238
17F GACTTTCGATGTTGAGATTACTTTCCC 17R AAGCTTGAGATGCTCTCACCTTTTCC 418
19F TTCTACCACATCCCATTTTCTTCCA 19R GATGGCAAAAGTGTTGAGAAAAAGTC 459
43F GAACATGTCAAAGTCACTGGACTTCATGG 43R ATATATGTGTTACCTACCCTTGTCGGTCC 357
44F CTTGATCCATATGCTTTTACCTGCA 44R TCCATCACCCTTCAGAACCTGATCT 268
45F AAACATGGAACATCCTTGTGGGGAC 45R CATTCCTATTAGATCTGTCGCCCTAC 547
47F CGTTGTTGCATTTGTCTGTTTCAGTTAC 47R GTCTAACCTTTATCCACTGGAGATTTG 181
48F TTGAATACATTGGTTAAATCCCAACATG 48R CCTGAATAAAGTCTTCCTTACCACAC 5086
50F CACCAAATGGATTAAGATGTTCATGAAT 50R TCTCTCTCACCCAGTCATCACTTCATAG 271
51F GAAATTGGCTCTTTAGCTTGTGTTTC 51R GGAGAGTAAAGTGATTGGTGGAAAATC 388
52F AATGCAGGATTTGGAACAGAGGCGTCC 52R TTCGATCCGTAATGATTGTTCTAGCCTC 113
B0F AGGAGAAATTGCGCCTCTGAAAGAGAACG BOR CTGCAGAAGCTTCCATCTGGTGTTCAGG 139

Aparte del diagnostico molecular de la DMD y DMB, la creatina fosfoquinasa
(CK) €elevada, 50 a 100 veces (normal 160 U/L), es un dato importante de la
inflamacion y destruccion del tejido muscular. Existen también alteraciones en €l
electromiograma. La inmunohistoquimica revela la distrofina aterada en las biopsias
musculares. Se puede identificar los portadores y realizar diagnéstico prenatal. La
presencia del segundo cromosoma X en las mujeres, por medio de la aplicacion de la
PCR multiplex, dificulta € evidenciar s son o no portadoras de la mutacion,
requiriéndose diferentes técnicas (analisis de microsatélites). No existe un tratamiento
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especifico, pero se ha observado que el uso de prednisona mejora el prondstico a largo
plazo. Es clave € consgo genético. Se ha intentado e reemplazo de genes y €
transplante de mioblastos (Paz-y-Mifio et al., 1999b).

En la Figura X.8 se observa la amplificacion del gen DMD y la deteccién de las
del eciones encontradas en los diferentes exones.

1 2 3 4 5 6 7 8

EXONES EXONES

Pm
45%
3 48*
43
19
17
50* 51*
13

12

47*

44

60

52

FIGURA X.8. DETECCION DE DELECIONES DEL GEN DMD. Columnas 1-4 para
juego 1 de exones: Pm, 3, 43, 80, 13, 6, 47, 60 y 52. Columnas 5-8 para juego 2 de
exones: 45, 48, 19, 17, 51, 8, 12, 44 y 4. Las columnas 1-2 y 5-6 corresponden a
dos de los tres enfermos con DMD que muestran deleciones de los exones 50 y 47
(lineas 1-2) y 45, 48 y 51 (lineas 5-6), las columnas 3 y 7 corresponden al hermano

varon de un enfermo y las columnas 4 y 8 al contral negativo (Modificado de Paz-y-
Mifio et al.,, 1998b; IIB, 2014).

Para mayor informacion, el articulo titulado Distrofia muscular de Duchenne:
Deteccion de mutaciones del gen de la distrofina a través de la utilizacion de la PCR-
miltiplex se encuentra publicado en la revista cientifica MetroCiencia, en e afo 1999
(Paz-y-Mifio et al., 1999Db).

4. HEMOCROMATOSIS

La hemocromatosis de tipo 1 es una enfermedad autosdmica recesiva
rel acionada con una excesiva absorcién intestinal de hierro. Estafalaen el metabolismo
del hierro desencadena una diversidad de enfermedades como la diabetes mellitus,
cardiomiopatia y falla hepatica debido a la progresiva acumulacién de hierro en las
células parenquimales de varios 6rganos (Milman et al., 2005).
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4.1. Gen HFE

En 1996 se encontré un gen candidato para la hemocromatosis, denominado
HFE, el cual se encuentra localizado en el cromosoma 6 humano (Tabla X.7) (Figura
X.9) (Feder et al., 1996).

Tabla X.7. Caracteristicas del gen HFE

Caracteristicas Informacion Estructura proteica
Simbolo oficial HFE

Nombre Hemocromatosis

Otros alias HLA-H

Cromosoma 6

Localizacién 6p21,3

# Acceso NCBI NC_000006,11

Gen ID 3077

Tamano secuencia 11124 bases

Tamano proteina 348 aa; 40108 Da

Localizacion subcelular  Membrana celular (Lebron et al., 1998)

Se ha observado que este gen presenta dos mutaciones en los pacientes con
hemocromatosis. C282Y (c845G>A/p. C282Y) y HE63D (c187C>G/p. H63D) (Lyon &
Frank, 2001). La mutacion C282Y ha sido encontrada en el 60-100% de individuos
homocigotos descendientes de europeos que presentaron hemocromatosis de tipo 1.
Mientras que la mutacién H63D esta presente en el 16% de la poblacion europea (Feder
et al., 1996; Lyon & Frank, 2001). Una tercera mutacién en el gen HFE ha sido
reportada tanto en pacientes como en controles. La mutacion S65C (c193A>T/p. S65C)
es responsable de una forma menos agresiva de este desorden genético (Barton et al.,
1999; Muraet al., 1999; Holmstrém et al., 2002).
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FIGURA X.9. CROMOSOMA 6 HUMANO. Ubicacion del gen HFE (GeneCards, 2014).

Sin embargo, esta reportado que en algunos casos la hemocromatosis no esta
solamente relacionada a las mutaciones del gen HFE. Estos interesantes
descubrimientos nacen de la observacion de que dentro de grandes familias que
demuestran alta incidencia de desordenes por acumulacion de hierro, los miembros no
afectados pueden compartir el mismo haplotipo del gen HFE con los individuos
afectados. Esto confirma la hipdtesis de que por 1o menos dos genes pueden estar
envueltos en e desarrollo de hemocromatosis (Pietrangelo et al., 1999). Entre los
posibles genes asociados a las caracteristicas heterogéneas de la enfermedad estan: HJV,
HAMPYy TfR2 (Pietrangelo et ., 2004).

Nuestro grupo de investigacion realizé un estudio de las mutaciones C282Y,
H63D y S65C del gen HFE en poblacion ecuatoriana. Se estudio un total de 112
individuos, 100 sanosy 12 clinicamente diagnosticados con hemocromatosis. Latécnica
realizada fue la PCR.

booksmedicos.org



INVESTIGACIONES MOLECULARES EN EL ECUADOR: ENFERMEDADES CONGENITAS - 176

4.2. Resultadosy discusion

Las frecuencias alélicas de |las mutaciones encontradas en €l grupo de casosy de
controles se detallan en la Tabla X.8. La frecuencia de las mutaciones C282Y y S65C
no demostro diferencias estadisticamente significativas entre pacientes con
hemocromatosis y personas sanas. Por e contrario, la frecuencia de la mutacion H63D
si demostré diferencia significativa mediante la prueba estadistica chi-cuadrado. Por
ende, se concluyé que la mutacion H63D presenta una elevada influencia en la
hemocromatosis hereditaria en Ecuador.

Tabla X.8. Frecuencias alélicas del gen HFE en casos y controles

Mutaciones Alelos Individuos Frecuencias alélicas Valor de p
N/N N/M M/M (Casos)

ca282Y

Contral 200 100 0 0 0

Caso 24 24 0 0 0 NS

HB3D

Contral 200 93 7 0 0,035

Caso 24 9 2 1 0,167 <0,01

S65C

Control 200 93 6 1 0,040

Caso 24 11 1 0 0,042 NS

(N] Alelo normal; (M) Alelo mutante

Se ha reportado que la frecuencia aélica de la mutacion C282Y es elevada en
personas de Angola (Olynyk et al., 1999; Hanson et al., 2001; Milman et a., 2005). Esta
mutacion es menos frecuente en laregion sur de Europay esta practicamente ausente en
poblaciones de Africa, Asiay América del Sur (Chang et al., 1997; Cullen et al., 1998;
Monaghan et a., 1998; Sanchez et al., 1998; Agostinho et al., 1999; Sohda et al., 1999;
Mariani et al., 2003). En el Ecuador no se ha reportado la presencia de esta variante. La
frecuencia de la mutacion H63D en el Ecuador es considerablemente baja con relacion a
la reportada en Estados Unidos y Europa. Por otro lado, se encontré que la frecuenciade
la mutacion S65C es mayor que la frecuencia reportada en poblacion caucésica (Mura et
a., 1999; Holmstrom et a., 2002; Mariani et a., 2003; Remacha et a., 2000). Estos
resultados podrian también explicar la baja incidencia de hemocromatosis en Ecuador,
como se ha reportado sobre las mutaciones H63D y S65C y sus efectos clinicos débiles
en losindividuos (Lyon & Frank, 2001). Este estudio sugiere que la hemocromatosis en
Ecuador no esta influenciada solamente por las mutaciones del gen HFE analizadas,
sino gque también intervienen otras mutaciones del mismo gen y de otros genes.

Para mayor informacién, la investigacion denominada Analysis of HFE Gene
Mutations (C282Y, H63D, and S65C) in the Ecuadorian Population, se publicé en la
revista cientifica Annals of Hematology en €l afio 2005 (Leone et al., 2005).

5. HIPOACUSIA NO SINDROMICA RECESIVA
La hipoacusia es considerada la deficiencia sensorial méas frecuente a nivel

mundial (Marlin et a., 2005). Cada afio, 1 de cada 1000 nifios nace con discapacidad
auditiva prelingual (Yasunaga 1999; Del Cadtillo et al., 2002; Kenneson et a., 2002;
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Cordeiro-Silva et al., 2010). Se estima que arededor del 60% de los casos se desarrolla
por factores genéticos, mientras que & 40% restante se origina por causas ambientales
(Farpén & Banales, 2011). Entre los individuos afectados por causas genéticas, € 70%
presenta la forma no sindrémica de la enfermedad, esto quiere decir que no se presentan
sintomas médicos junto con la hipoacusia; sin embargo, dentro de los individuos no
sindromicos el 80% sigue un patrén autosdomico recesivo (Farpon & Bafales, 2011), por
lo que la hipoacusia no sindrémica recesiva es la forma mas comun de hipoacusia
hereditaria. Debido a que la hipoacusia no sindromica recesiva es la forma mas comun
de sordera auditiva, se realizd un anadisis polimoérfico en muestras de ADN de once
familias afectadas, proveniente de doce diferentes provincias del Ecuador.

Actualmente, se han descrito arededor de treinta genes relacionados con la
hipoacusia congénita no sindrémica recesiva (Farpén & Bafaes, 2011). A pesar de esta
gran variedad de genes (heterogeneidad genética), la mayoria de las mutaciones ocurre
en un solo locus denominado DFNB1, donde se han encontrado dos genes, GJB2
(DFNB1A) y GJB6 (DFNB1B). El locus DFNB1 por si solo es responsable del 50% de
las deficiencias auditivas recesivas (Wu et a., 2002; Del Castillo et al., 2005; Tamayo
et al., 2009; Zoidl & Dermietzel, 2010; Farpén & Bafales, 2011). El locus DFNB1A
representa la herencia autosdmica recesiva del gen GJB2 y DFNBI1B representa la
herencia autosémica recesiva del gen GJB6.

5.1. Genes GJB2y GJB6

El gen GJB2 codifica la conexina 26, una proteina de 226 aminoacidos (Tabla
X.9) (Petit et al., 2001), mientras que €l gen GJB6 codificala conexina 30, una proteina
de 261 aminoacidos (Tabla X.10) (Grifaet al., 1999; RCSB-PDB, 2013).

Tabla X.9. Caracteristicas del gen GJB2

Caracteristicas Informacion Estructura proteica
Simbolo oficial GJB2
Nombre Proteina de union
gap, conexina 26
Otros alias DFNB1
Cromosoma 13
Localizacién 13911
# Acceso NCBI NC_000013,10
GenID 2706
Tamano secuencia 5513 bases
Tamano proteina 226 ag; 26215 Da (Maeda et al., 2009]

Localizacion subcelular  Membrana celular

De todas las mutaciones que afectan a gen GJB2, la més conocida y
caracterizada es la delecién 35del G; es tan importante esta delecion que estaincluida en
el screening genético en nifios (Farpén & Bahales, 2011). ElI gran nUmero de estudios
genéticos relacionados con el gen que codifica la conexina 26 permitio la identificacion
de mutaciones relacionadas con la etnicidad y el origen de diversas poblaciones; por
giemplo, 167del T es la mutacion mas comin en la poblacién judia asguenazi, 35delG en
caucasi cos de ascendencia europea, 235delC en la poblacion japonesa (Rabionet et al.,
2000), W24X (G71A) en la poblacion india (Mani et a., 2009), V271 (G79A) en
poblaciones hispanas y asiéticas (Pandya et a., 2003; Tang et a., 2006; Samanich et al.,
2007), y S199F (C596T) en la poblacién colombiana (Tamayo et al., 2009). Por otro
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lado, la delecion del(GJB6-D13S1830) en € gen GJB6, es la segunda causa mas
frecuente en poblacion espafiola (Farpén & Bafiales, 2011). La ubicacion de las
diferentes mutaciones se puede observar en la Figura X.10.

Tabla X.10. Caracteristicas del gen GJB6

Caracteristicas Informacioén Estructura conexina 26 *
Simbolo oficial GJBB6
Nombre Proteina de union
gap, conexina 30
Otros alias DFNA3
Cromosoma 13
Localizacién 13912
# Acceso NCBI NC_000013,10
Gen ID 10804
Tamano secuencia 10434 bases
Tamano proteina 261 aa; 30387 Da (Maeda et al., 2009]

Localizacion subcelular  Membrana celular

(*) Conexina 26 asociada estructuralmente a la conexina 30.

En & Ecuador, los problemas a nivel auditivo representan el tercer tipo de
discapacidad méas comun, sin tomar en cuenta las discapacidades intelectuales. Esta
presente en arededor de 33,828 habitantes, con una tasa de prevalencia de 2,3 por cada
1000 individuos (MSME, 2013). Sin embargo, este dato no diferencia entre individuos
afectados por factores ambientales y hereditarios. Esto significa que, en nuestro pais, las
principales mutaciones causantes de la hipoacusia hereditaria no sindromica recesiva y
sus frecuencias contindan sin ser conocidas. Con los resultados obtenidos en nuestra
investigacion se espera tener una vision més clara sobre el efecto de las mutaciones de
los genes GJB2 y GJB6, relacionadas con e desarrollo de la hipoacusia no sindrémica
recesiva en Ecuador y Latinoamérica.

Cromosoma 13

a)
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q33.10
q33.20
q33.30
q34

FIGURA X.10. CROMOSOMA 13 HUMANO. Ubicacion de los genes GJB2 y GJBB
(GeneCards, 2014; 1IB, 2014).

Con d fin de identificar las mutaciones mas comunes en €l Ecuador, se realizd
secuenciacion gendémica del exén 2 del gen GJB2 (DFNB1A) en 111 individuos. De
estas 111 personas en estudio, 26 fueron diagnosticados con hipoacusiay considerados
afectos (20 con hipoacusia no sindromica neurosensorial y 6 parientes de los afectos
autocalificados como hipoacuisicos). Junto a este grupo se incluyd a otros dos grupos:
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uno denominado sanos, que consta de 57 individuos sin antecedentes familiares con
hipoacusia; y € otro grupo de 28 individuos, por ser parientes del grupo de afectos sin
hipoacusia fueron denominados familiares. Estos 3 grupos comprendieron la totalidad
de la poblacién bajo estudio. Por otro lado, para identificar a la delecién del(GJIB6-
D13S1830) del gen GJB6 (DFNB1B) en esta misma poblacion, se realizd una PCR
multiplex (Cordeiro-Silvaet d., 2010).

En la poblacion total de estudio se encontraron 104 alelos mutados en €l exén 2
del gen GJB2. De los 104 alelos, 43 fueron patogénicos (29 alelos patogénicos en
afectos). En el locus DFNB1A, se encontraron 16 afectos (61,1%), pertenecientes a siete
familias, con al menos un aelo patogénico: 13 individuos con dos alelos (50%) y 3 con
uno solo (11,5%), varios de estos en heterocigosis compuesta con el polimorfismo no
benigno V271. En los 10 afectos restantes (38,5%), 9 pertenecieron a tres familias donde
se hallé Uunicamente el polimorfismo V271, mientras que 1 individuo pertenecié a la
anica familia sin mutacion en e gen GJB2. Cabe mencionar que ningun individuo de la
poblacion presentd la delecion del(GIB6-D13S1830), siendo ésta tan frecuente en la
poblacion espafiola (Farpon & Bafales, 2011). Las siete mutaciones patogénicas
halladas en este estudio fueron: Q7X (C19T), 35delG, V27| (G79A), R32L (G95T),
WT77R (T229C), R143W (C427T), S199F (C596T) y N206S (A617G); ademés de éstas
también se identificé a polimorfismo no patogénico V271 (Figura X.11).
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FIGURA X.11. MUTACIONES DE LA CONEXINA MEMBRANAL. Las variantes
geneticas presentes en la conexina 26 se encuentran unificadas en la membrana
plasmatica, espacio intracelular y espacio extracelular (IIB, 2014).
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La variante genética mas comun fue el polimorfismo V271, del cua se
encontraron 61 alelos, equivalente al 58,9% del total, con una distribucion homogénea
entre |os tres grupos: afectos, sanos y familiares, ninguna otra variante fue encontrada
entre los sanos. En el aspecto poblacional, la presencia de V271 es relevante comparado
a estudios previos en los que se ha visto altas frecuencias de esta mutacion en etnias
asiaticas e hispanas (Pandyaet a., 2003; Tang et al., 2013; Samanich et al., 2007).

La segunda mutacion mas comun fue Q7X, presente en 19 aelos y con una
frecuencia del 18,3%. Al considerar solamente las mutaciones patogénicas, ésta viene a
ser la mas comun y la Unica con individuos en estado homocigoto; se la encontré en
estado heterocigoto en siete individuos mientras que tres la tuvieron en estado
homocigoto, lo cual corresponde a 38,5% de los afectos. La variacion Q7X (C19T) en
una mutacion sin sentido que ocurre en el codon siete de la secuencia proteica (dominio
IC1), produciendo € intercambio de una glicina (CAG) por un coddn de parada (UAG),
lo cual termina la produccion de la proteina prematuramente. Hasta ahora la Unica
referencia de esta mutacion fue presentada por Pandya, donde se encontré un solo
individuo con esta mutacion en heterocigosis, curiosamente este individuo es de origen
ecuatoriano (Pandya et a., 2003).

La tercera mutacion mas comun fue R32L, de esta se encontraron 7 aelos
totales, equivaente al 6,7%. Viene a ser la segunda mutacion patogénica mas comun; se
la encontré en estado heterocigoto en seis individuos afectos distintos (23,1%). Las
otras variaciones. 35delG, W77R, R143W, S199F y N206S se encontraron en
frecuencias del 2,9% (tres alelos,), 4,7% (cinco alelos), 3,8% (cuatro alelos), 2,8% (tres
alelos) y 1,9% (dos alelos) de los alelos total es respectivamente.

Tabla X.11. Porcentaje de alelos encontrados en las ocho mutaciones genéticas

Nucleétido Aminoacido Mutacion Dominio No. alelos / alelos
totales (%)
C19T Q7Xx Sin sentido Intracelular 1 19/104 (18,3]
35delG G12V Cambio de lectura Intracelular 1 3/104 (2,8)
G79A Vel Cambio de sentido Transmembranal 1 61,104 (58,9)
G95T R32H Cambio de sentido Transmembranal 1 7/104 (6,7)
T229C W77R Cambio de sentido Transmembranal 2 5/104 (4,8)
C427T R143W Cambio de sentido Transmembranal 3 4,104 (3,8)
Co96T S199F Cambio de sentido Transmembranal 4 3/104 (2,8)
GB17A N206S Cambio de sentido Transmembranal 4 2/104 (1,9]

L os efectos de las mutaciones se observaron cuando se expresaba una variacion
patogénica en homocigosis recesiva 0 en heterocigosis compuesta con otra mutacion
patogénica. En algunos individuos con mutaciones en estado heterocigoto compuesto
con el polimorfismo benigno se present6 hipoacusia, mientras que en otros individuos
con lamisma variacién patogénica en heterocigosis simple no se expreso la enfermedad;
para estos casos se encuentrainvolucrada la penetrancia incompl eta.

Los 16 genotipos fueron hallados entre los tres grupos de estudio. Sin embargo,
en € grupo sanos se encontraron solamente los genotipos V271/V271 y V271/wt (wild
type), esto refleja su carécter benigno. En cambio, en el grupo familiares se encontraron
Gnicamente genotipos heterocigotos para una sola mutacion patogénica o una mutacion
patogénica en heterocigosis compuesta con el polimorfismo benigno V271; estos
individuos vienen a ser portadores. En el grupo afectos se encontraron 13 individuos en
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heterocigosis compuesta con 2 mutaciones patogénicas, la mayoria de estos individuos
presentaron hipoacusia profunda. El genotipo Q7X/V271/R32L, e més comun, se
encontrd en cuatro individuos (Tabla X.12).

Tabla X.12. Numero de afectos, sanos y familiares con cada genotipo

Genotipo (n = 16) Afectos (h =26) Sanos [n = 57) Familiares (n = 28) Total
Q7X/Q7X - -

Q7X/V271/R32L
Q7X/S199F
35delG/W77R
W77R/R143W
Q7X/V271
Ve7l/Vva7l
Vea7l/Vva7l/R32L
Ve7l/35delG
V271/N206S - -
Q7X/wt - -
Ve7l/wt 5 19
35delG/wt - -
W77R/wt - -
R143W/wt - -
N206S,/ wt 1 -
Total 22 22

T VNS N
PN, RWS S W

Ponmmn-Ruwcvowv-_wrw

n
(0V]

(WT] Wild type

Este andlisis genético permitio la identificacion de 8 variaciones alélicas del gen
GJB2y, posteriormente, relacionar la clinica de 13 de los 26 individuos diagnosticados
con genotipos homocigotos recesivos o heterocigoto compuestos con 2 mutaciones
patogénicas. En cuanto a los individuos que no se logré identificar una causa para su
hipoacusia, se cree que hay agun otro gen involucrado relacionado con la
heterogeneidad genética.

Es necesario tomar en cuenta €l andlisis genético como resultado fundamental
para pacientes con hipoacusia neurosensorial no sindrémica, ya que provee de
informacion relevante para € consejo genético. Se ha demostrado que individuos con
mutaciones ocasionadas en € gen GJB2 y GBJ6 se benefician més de los implantes
cocleares que los pacientes con hipoacusia hereditarias sin mutaciones en estos genes
(Farpdén & Banales, 2011).
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INVESTIGACIONES MOLECULARES EN EL ECUADOR:
INMUNOLOGIA

La inmunologia es € estudio de la defensa del cuerpo ante diversos agentes
infecciosos. El ser humano vive rodeado de microorganismos, muchos de ellos
causantes de enfermedades. La inmunol ogia es relativamente una ciencia moderna, y su
origen se lo atribuye a Edward Jenner (Murphy et a., 2008). La respuesta que
generamos contra una infeccion provocada por un agente infeccioso es conocida como
la respuesta inmune. Una respuesta inmune especifica, como la produccion de
anticuerpos contra un patdgeno determinado, es conocida como la respuesta inmune
adaptativa porque se desarrolla durante el tiempo de vida de un individuo como
respuesta a la infeccion de un patdgeno desconocido. En muchos casos, una respuesta
inmune adaptativa también resulta en e fendmeno conocido como memoria
inmunologica, el cual confiere proteccion ante una reinfeccion paratoda lavida. Esta es
una de las caracteristicas que distingue a la respuesta inmune adaptativa de la respuesta
inmune innata. La inmunidad innata provee proteccion inmediata ante un amplio rango
de patégenos pero no es especifica hacia alguno de ellos (Murphy et al., 2008).

En e Ecuador se han redlizado diversos estudios relacionados con la
caracterizacion genética de la poblacion. Las investigaciones mas relevantes de nuestro
grupo son los andlisis moleculares de receptores bacterianos en poblacion infectada con
Helicobacter pylori y los andisis poblaciones de resistencia a virus de la
inmunodeficiencia humana.

1. RECEPTORES BACTERIANOS

La bacteria Helicobacter pylori es un bacilo Gram negativo, multiflagelado y
microaeréfilo que coloniza facilmente el estbmago humano (Kusters et al., 2006). Su
presencia esta relacionada con enfermedades gastricas como Ulcera péptica, Ulceras
duodenales, gastritis; y es considerado como factor de riesgo para e desarrollo de
cancer gastrico. La probabilidad de infeccion es igual en cualquier estrato social, etnia,
Sexo 0 grupo etario, aunque se observa mayor incidencia en paises con niveles socio-
econdmicos bajos (Chavez et a., 1998; Castro & Coehlo, 1998; Sempértegui et a.,
2007). Estudios realizados en Ecuador demuestran que su frecuencia fluctta entre €
42,2% Yy 77% (Cabreraet al., 2002; Debets-Ossenkopp et al., 2003; Gémez et al., 2004).

Una respuesta inmune rdpida y especifica del hospedero es importante para
erradicar microorganismos patogenos. Esta respuesta se inicia reconociendo antigenos
por medio de receptores presentes en las membranas de células hematopoyéticas
especializadas. Las proteinas de membrana son estructuras que ayudan a identificar
agentes patdgenos y son detonadores de la respuesta inmune. Se reconocen a estos
agentes por medio de moléculas [lamadas patrones moleculares asociados a patdgenos
(PMAP). Al producirse una interaccion entre estos PMAPs y las proteinas de
membrana, se promueve una proliferacion y diferenciacion de células especiaizadas en
la defensa del hospedero. Entre los receptores mas conservadosy principales iniciadores
de una respuesta inmune innata se destacan los receptores similares a toll (toll-like
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receptors) (TLR) y los receptores de lectina tipo C (RLC) (Kraehenbuhl & Corbett,
2004; Achyut et al., 2007; Mouraet al., 2008).
1.1. Genes TLR

Los TLR son una familia de receptores que se expresan en una gran variedad de
tipos celulares y reconocen arreglos especificos de membrana de bacterias Gram
negativas. Dentro de esta familia, TLR2 puede reconocer una amplia variedad de
PMAPs y su especificidad hacia H. pylori se genera cuando interactia con otros
receptores de lafamilia TLR como TLR1, TLR6; y TLR4, que tienen una alta afinidad

por los lipopolisacaridos de bacterias Gram negativas (Tabla X1.1) (Takeuchi et al.,
1999; Kawaharaet al., 2001; Takeda & Akira, 2003; Gay & Gangloff, 2007).

Tabla XI.1. Caracteristicas del gen TLR2

Caracteristicas Informacion Estructura proteica
Simbolo oficial TLR2 Q

Nombre Receptores Toll

Otros alias TILA

Cromosoma 4

Localizacion 4932

# Acceso NCBI NC_000004,11

Gen ID 7079 ‘
Tamarno secuencia 21803 pb ‘

784 aa; 89838 Da
Membrana celular

Tamarno proteina

Localizacion subcelular (Xu et al., 2000; Tao et al., 2002)

En la siguiente figura se determina la ubicacion del gen TLR2 en e genoma
humano.
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FIGURA XI.1. CROMOSOMA 4 HUMANO. Ubicacion
2014).

del gen TLR2 [GeneCards,

En la siguiente tabla se detala informacion
caracteristicas del gen TLR4.

acerca de las principales

Tabla XI.2. Caracteristicas del gen TLR4

Caracteristicas Informacion Estructura proteica
Simbolo oficial TLR4

Nombre Receptor Tall

Otros alias CDh284

Cromosoma 9

Localizacion 9933

# Acceso NCBI NC_000009,11

Gen ID 7089

Tamario secuencia 13309 pb

Tamario proteina
Localizacion subcelular

839 aa; 95680 Da
Membrana celular

(Kim et al., 2007; Ohto et al., 2012)
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En la siguiente figura se determina la ubicaciéon del gen TLR4 en e genoma
humano.
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FIGURA Xl.2. CROMOSOMA 4 HUMANO. Ubicacion del gen TLR4 (GeneCards,
2014).

1.2. Gen CD2o9g

Los RLC son una familia de receptores que reconocen a PMAPSs asociados con
hidratos de carbono y se caracterizan por ser dependientes de Ca’. CD209 es una
proteina perteneciente a esta familia 'y juega un rol importante en la internalizacion y
presentacion de antigenos, activacion de células T y migracion de las células dendriticas
(CDs) para la iniciacion de una respuesta inmune adaptativa. CD209 actla como
receptor de patdgenos para virus, parasitos y bacterias, incluyendo Helicobacter pylori
(Tabla X1.3) (Zhou et al., 2006; Ryan et al., 2010).

Tabla XI.3. Caracteristicas del gen CD209

Caracteristicas Informacion Estructura proteica
Simbolo oficial CD2093
Nombre Cluster de
diferenciacion 209
Otros alias DC-SIGN
Cromosoma 19
Localizacion 19p13
# Acceso NCBI NC_000019,9
Gen ID 30835
Tamario secuencia 7586 pb
Tamafio proteina 404 aa; 45775 Da (Feinberg et al., 2001; 2007)

Localizacion subcelular  Membrana celular

Se han descrito variantes genéticas que disminuyen la interaccion entre los
receptores y sus antigenos asociados a patégenos. Los polimorfismos en estas proteinas
que reducen la capacidad de reconocimiento de moléculas antigenas bacterianas
promueven una disminucién en la iniciacion de la defensa inmune del hospedero.
Ademas, se aumenta la susceptibilidad hacia infecciones y enfermedades relacionadas
con la presencia de H. pylori tales como inflamaciones géstricas, Ulceras y cancer
gastrico (Kraehenbuhl & Corbett, 2004; Texereau et al., 2005; Achyut et a., 2007;
Mouraet a., 2008).
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FIGURA XI.3. CROMOSOMA 19 HUMANQ. Ubicacion del gen CD209 (GeneCards,
2014).
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Si la interaccion entre el receptor y su ligando (antigeno) se da en forma
adecuada, se promueve la produccion de citocinas pro-inflamatorias que inician la
respuesta celular del hospedero hacia el patdgeno y se aumenta la especificidad en €l
ataque. La activacion de la respuesta inmune iniciada por patdgenos, y especificamente
la causada por H. pylori, es modulada principalmente por las citocinas IFN-y, TNF-a,
IL-1pB, IL-6, IL-8 e IL-18. Todas estas citocinas son conocidas como potentes inductores
de linfocitos durante inflamaciones cronicas causadas por esta bacteria (Bodger &
Crabtree, 1998; Rad et a., 2002). El IFN-y aumenta la actividad de las células asesinas
(NK), regula la produccion de inmunoglobulinas incidiendo sobre los linfocitos B
(Carnaud et a., 1999), y ayuda en la activacion de las células presentadoras de
antigenos (Harris et al., 2000; Frucht et al., 2001), por lo que es una de las principales
mol éculas reguladoras del sistemainmune al actuar en contra de esta bacteria.

1.3. Gen IFNGR1

Variaciones en el gen que codifica este interferon y su receptor (IFNGR1) han
sido asociadas con la susceptibilidad a infecciones bacterianas y con e aumento en €l
riesgo a desarrollar patologias gastro-duodenales y cancer gastrico (Tabla X1.4) (Figura
X1.12) (Koch et a., 2002; Cheong et a., 2006; Salih et al., 2007; Canedo et al., 2008).

Tabla Xl.4. Caracteristicas del gen IFNGR1

Caracteristicas Informacion Estructura proteica
Simbolo oficial IFNGR1
Nombre Receptor interferon
gamma
Otros alias CD118
Cromosoma 6
Localizacion 6923
# Acceso NCBI NC_000006,11
Gen ID 3459
Tamano secuencia 21966 pb
Tamarnio proteina 489 aa; 54405 Da (Thiel et al., 2000])

Localizacion subcelular  Membrana celular

Nuestro grupo de investigacion anaiz6 los polimorfismos TLR2 2029C/T,
TLR4 896A/G, CD209 -336A/G y IFNGR1 -56C/T, todos ellos relacionados con
susceptibilidad a infeccion bacteriana, hipo-sensibilidad a los lipopolisacaridos de
bacterias Gram negativas, disminucion en el reconocimiento de PMAPs bacterianos, y
aumento en el riesgo de cancer gastrico, respectivamente (Koch et al., 2002; Martin et
al., 2004; Texereau et al., 2005; Barreiro et al., 2006; Cheong et a., 2006; Achyut et al.,
2007; Sdlih et al., 2007; Canedo et al., 2008), y su asociacion con la infeccién a H.
pylori en un grupo de individuos ecuatorianos.
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FIGURA XI.4. CROMOSOMA 6 HUMANO. Ubicacion del gen IFNGR1 [GeneCards,
2014).
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El estudio fue de tipo caso-control, e cual involucré a 258 individuos
ecuatorianos de sexo masculino y femenino. Las muestras fueron obtenidas a partir de
una poblacion sintomética con diagnostico clinico de gastritis. dolor cronico y
recurrente en la mitad del abdomen, nausea, distencién abdomina o hinchazon,
especia mente después de laingesta de comida. Fueron aisladas del estudio las muestras
de personas sin la sintomatologia antes mencionada. Todas las biopsias estudiadas
fueron obtenidas por medio de endoscopias. Para determinar la presencia de
Helicobacter pylori en cada paciente se realizd una PCR del gen bacteriano 16S ARNr.
Se obtuvieron 70 hombresy 75 mujeres, con una edad media de 45 afios + desviacion
estandar (DE) 13,8. El grupo control estuvo conformado por 55 hombres y 58 mujeres,
con edad media de 50 afios + DE 16,9. Todos los individuos pertenecieron al mismo
grupo étnico (mestizos).

Las muestras biologicas fueron agrupadas de acuerdo a la lesion géastrica y
clasificadas segin el resultado histopatolégico. Las observaciones histopatol dgicas
fueron determinadas conforme al taller internacional que evalud y reviso la clasificacion
del Sistema de Sidney para e reporte de gastritis (Dixon et al., 1997). Fueron
determinados 5 estadios dependiendo de lalevedad o gravedad del dafio observado (del
mas leve a maés grave): gastritis cronica no atrofica con presencia de Ulcera, gastritis
cronica atréfica, metaplasiaintestinal, displasiay cancer gastrico.

1.4. Resultados y discusion

Se obtuvo un producto de PCR de 522 pb en 145 biopsias gastricas de las 258
analizadas; 133 muestras dieron resultados negativos en la PCR y fueron determinadas
como el grupo control en este estudio. Las frecuencias alélicas y genotipicas de los
polimorfismos para TLR2, TLR4, CD209 e IFNGR1 se muestran en la Tabla X1.5.

Tabla XI.5. Frecuencias alélicas y genatipicas de TLR2, TLR4, CD209 e IFNGR1

Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
Gen Genotipo Hp + Hp - Total Hp + Hp - Total
C/C 0,02 0,06 0,04 0,33 0,35 0,34
TLR2 C/T 0,63 0,57 0,60
2029C/T T/T 0,35 0,37 0,36 067 0,65 0,66
A/A 0,20 0,21 0,21 0,48 047 0,48
TLR4 A/G 0,56 0,52 0,54
896A/G G/G 0,24 0,27 0,25 0,52 0,53 0,52
A/A 045 0,47 0,46 0,72 0,73 0,72
CD209 A/G 0,54 0,51 0,53
-336A/G  G/G 0,01 0,02 0,01 0,28 0,27 0,27
IENGR1 C/C 0,09 0,17 0,12 0,32 044 0,37
56C,/T C/T 0,46 0,54 0,49
T/T 0,45 0,29 0,38 0,68 0,56 0,63

La edad media de los individuos control fue de 50 afios, con un rango de entre
17 y 86 anos; la mediana en este grupo fue de 50,5. En el grupo infectado se obtuvo una
edad media més baja que en los controles, 45 afios; y una mediana de 43. El rango de
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edad entre afectos es de 15 hasta 88 afios. Se determiné la edad media dependiendo del
tipo de gastritis presente en los individuos estudiados y se encontré que los individuos
infectados presentan menor edad media que los controles. Cabe mencionar que los
factores epigenéticos son muy relevantes en la calidad de vida de las personas y en su
capacidad de protegerse ante |os agentes patol 6gicos externos (Tabla X1.6).

Tabla XI.6. Edad media en individuos infectados y sanos segun su histopatologia

Gastritis cronica

Atrofica No atréfica Metaplasia intestinal
Hp + 42,3 45,2 23,6
Hp - 46,5 54,5 63,1

Se determinaron las diferencias estadisticas entre 0s grupos sanos y afectos para
cada una de las variantes utilizando las pruebas de y* y OR para determinar riesgo de
infeccion (Tabla X1.7).

Tabla XlI.7. Analisis de la prueba estadistica chi-cuadrado

. Hp+ Hp- .
Genotipo n [frecﬂencia] n [fr‘ecfl)encia] ¥ valor de p

TLRD CC 3 (0,02) 7 (0,08)

2029C,/T CT 91 (0,63] 64 (0,57]) ¢*=3,255; p=0,195"
TT 51 (0,35] 42 (0,37)

TLR4 AA 29 (0,20) 24 (0,21)

896A/G AG 81 (0,56) 59(0,52) %*=0,350; p=0,840"
GG 35 (0,24) 30 (0,27)

CD209 AA 65 (0,45) 52 (0,47)

:336A/G AG 78 (0,54) 57 (0,51) ¥=0,787;p=0675"
GG 1(0,01) 2 (0,02]

IENGR CC 13 (0,09) 19(0,17)

56C,/T CT 67 (0,46) 61 (0,54) v=8; p=0,018*
TT 65 (0,45]) 33 (0,29]

(NS) No significativo; [*] Significativo

La variante TLR2 2029C/T no mostrd diferencias estadisticas por 1o que los
alelos C y T estuvieron presentes en la misma frecuencia en los individuos afectos y
controles. A pesar que la prueba del OR muestrariesgo del polimorfismo 2029C/T para
infeccion, no existieron diferencias estadisticas entre los grupos. Con respecto a SNP
TLR4 896A/G, no se encontraron diferencias estadisticas entre los grupos ni tampoco
riesgo de infeccion. Se observé una baja frecuencia del alelo polimérfico G (1%) de la
variante CD209 -336A/G en la poblacion estudiada, por 1o que de igual forma no se
obtuvieron diferencias estadisticas a correlacionar la distribucién genotipica entre
afectos y controles. Ademas, no existio riesgo de infeccion con los portadores del alelo
G.

Al comparar los grupos estudiados y e polimorfismo -56 C/T se encontraron
diferencias estadisticamente significativas. Al realizar la prueba del OR se determiné
riesgo de infeccion entre los individuos heterocigotos portadores del alelo T vy
homocigotos (Tabla X1.8).
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Tabla X1.8. Analisis de odds ratio y polimorfismos genéticos

. . . Hp + Hp - o

Polimorfismo Genotipo (n=145) [n=113) OR 95%IC Valor de p

TLR2 C/C 3 7

2029C/T C/T 91 64 3.3 08-133 0,076"
T/T 951 42 2,2 07-1186 0,135"
C/T+T/T 142 106 3,1 08-124 0,088"*

TLR4 A/A 29 24

896A/G A/G 81 89 11 06 -22 0,408"*
G/G 35 30 0.9 05-20 0,537
A/G+G/G 116 89 11 06-19 0,463"

CD209 G/G 1 2

-336A/G G/A 78 57 2,7 02 -309 0,79%*
A/A 65 52 2,9 02 -283 0,86"
G/A+A/A 143 109 2,6 02-293 0,82

IFNGR1 C/C 13 19

-56C/T C/T 67 61 1,6 0,7 -35 0,32
/T 65 33 29 1,3-65 0,018
C/T+T/T 132 94 2,1 09 -44 0,08"™

Para determinar la relacion de -56 C/T en presencia de H. pylori y el dafio
gastrico se aplicd e OR en cada uno de los grupos histopatol 6gicos dados por € grado
de dafio gastrico diagnosticados. Existe un incremento en €l riesgo en individuos con
genotipos TT mas que en los heterocigotos, aungue no son valores significativos. Solo
los individuos homocigotos presentaron un riesgo de 8,3 veces a desarrollar gastritis
cronica atroficay la presencia de la bacteria (Tabla X1.9).

Tabla X1.9. Analisis de odds ratio y patologias gastricas

Gastritiscronica (%)

Control No atr6fica Control Atrdfica Control Metaplasiaintestinal

IFNGR1  n (%) n (%) OR n (%) n(%) OR n (%) n (%) OR

-56 (95% IC) (95% IC) (95% IC

C/IC 13 (16) 7(9) Referencia  5(31) 6 (12) Referencia  1(7) 0 Referencia

cIT 43 (54) 37 (47) 1,6 9 (56) 20(44) 18 6 (43) 10(47,6) 26
(0,6-4,5) 0,4-7,7) (1,4-5)
p=0,258 p=031 p=0,412

TIT 24 (30) 34 (44) 26 2(13) 20(44) 83 7 (50) 11(524) 25
(0,9-7,5) (1,2-54,4) (1,4-4,5)
p = 0,059 p=0,027 p=0,421

Total 80 78 16 46 14 21

Varios receptores de membrana estén involucrados en el reconocimiento de
ligandos exdgenos asociados con microorganismos patogenos. Esta interaccion ligando-
receptor es clave dentro de lainiciacién y progresion de una respuesta inmune porque se
inicia una respuesta innata inespecifica hacia el patdgeno y, dependiendo de la afinidad
de estos receptores con su ligando, se progresa a una adaptacion especifica (Geljtenbeek
et a., 2002; Takeda & Akira, 2003; Mogensen, 2009).

La familia TLR reconoce arreglos conservados en patdgenos, inicia produccion
de citocinas en respuesta a una infeccion y aumenta la especificidad de la respuesta
junto con receptores especificos en células dendriticas. TLR2 y TLR4 son receptores de
membrana que han sido descritos como identificadores de arreglos bacterianos, ambos
compitiendo para interactuar con compuestos especificos de la membrana de H. pylori

booksmedicos.org



INVESTIGACIONES MOLECULARES EN EL ECUADOR: INMUNOLOGIA - 192

(Takeuchi et a., 1999; Gay & Gangloff, 2007; Kawahara et a., 2001). TLR2 reconoce
una amplia gama de PMAPs, principamente lipoproteinas de las membranas
bacterianas. Esta identificacion se especifica cuando TLR2 forma dimeros con TLR1 o
con TLR6, haciéndolo muy versdtil para interactuar con compuestos bacterianos
caracteristicos, pero poco especifico para determinadas especies de bacterias (Abreu et
al., 2005; Fukata & Abreu, 2008). 2029C/T es una variante genética que se localiza en
el dominio intracelular TIR del receptor TLR2, el cual inicia comunicacion celular y
activa vias especificas para empezar una inflamacion. Este polimorfismo reduce la
formacion de dimeros de TLR2 con TLR1 o TLR6, disminuyendo asi la activacion del
factor de transcripcion NF-xB vy, consecuentemente, la produccion de citocinas
proinflamatorias IL-12, IL-23 y la via mediada por IFN-y (Kang & Chae, 2001;
Texereau et al., 2005; Mogensen, 2009).

Los portadores de este polimorfismo han sido asociados con susceptibilidad a
infeccion bacteriana pero en este estudio no se encontro relacion entre la variante alélica
T y el aumento en la susceptibilidad alainfeccién de H. pylori, ni tampoco relacion con
riesgo de infeccion. La presenciadel alelo T atentia la cantidad de NF- kB por lo que se
afectalaproduccion deIL-12 e IFN- y y se reduce lainiciacion de unarespuestainmune
innata hacia infecciones bacterianas (Kang & Chae, 2001; Bochud et a., 2003;
Texereau et a., 2005). Se esperaria que este alelo disminuya € evento inflamatorio ya
que no se producirian las citocinas necesarias para esto, y que el sistema inmune no se
active en contra de H. pylori, pero los valores aqui obtenidos no son significativos para
esta hip6tesis. Como se mencioné anteriormente, TLR2 reconoce una amplia gama de
arreglos bacterianos conservados pero esto limita a este receptor en su especificidad, por
lo que se sugiere que otros receptores estén involucrados en una activacion de respuesta
inmune hacia esta bacteriay la variante 2029C/T de TLR2 no disminuye la produccion
de citocinas proinflamatorias en presenciade H. pylori.

La proteina codificada por TLR4 tiene una mayor afinidad con los LPS de
bacterias Gram negativas y las variantes genéticas en este receptor son asociadas con €l
aumento de susceptibilidad a la infeccion bacteriana (Schroder & Schumann, 2005;
Achyut et al., 2007; EI-Omar et al., 2008). El polimorfismo 896A/G altera el dominio
extracelular del receptor en la region rica en leucinas. Este cambio de aminoécidos
disminuye la interaccion entre el dominio extra celular de TLR4 vy los LPS, reduciendo
la iniciacion de la respuesta inmune innata por falta de interaccion entre ligando y
receptor (Arbour et al., 2000; Schmitt et al., 2002; Moura et a., 2008). De la misma
forma que con el polimorfismo 2029C/T de TLR2, 896A/G no presentd valores
estadisticos significativos a confrontar los grupos de portadores de H. pylori y
controles.

A pesar que ambos polimorfismos estudiados estén relacionados directa
(2029C/T de TLR2) e indirectamente (896A/G de TLR4) con una reduccién en la
iniciacion de las vias pro-inflamatorias, su falta de relacion estadistica en los individuos
ecuatorianos estudiados sugiere, a igua que otros autores (Fukata & Abreu, 2008), que
estos receptores no son |os Unicos en iniciar una respuesta inmune haciaH. pylori, y que
su amplio rango de reconocimiento a PMAPs disminuye su especificidad al momento de
relacionarnos con una especie bacteriana. El reconocimiento de H. pylori por receptores
del sistema inmune no esta en funcion de uno o varios TLRs, sino que también otros
receptores intervienen en reconocer, iniciar y dar una progresion correcta hacia la
infeccidn (Algood & Cover, 2006; Andres et al., 2011).
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Las células dendriticas son conocidas como las principales presentadoras de
antigenos, y constituyen un puente entre la respuesta innata del sistema inmune y una
respuesta adaptativa especifica hacia los antigenos que ingresan al hospedero (Rossi &
Y oung, 2005). Entre |os receptores que interactlian con antigenos bacterianos e inducen
esta adaptacion, CD209 es conocido por tener una ata afinidad con los
lipopolisacéridos de bacterias Gram negativas, internalizar estos arreglos moleculares y
presentarlos a complggo MHC para iniciar una respuesta inmune (Zhou et a., 2006).
Variantes polimérficas en la region promotora CD209 -336 afectan la union de factores
de transcripcion Spl y posiblemente otros factores que modulan la actividad de
regulacion transcripcional de este gen (Liu et al., 2003). El alelo G en esta secuencia
influird negativamente en el nivel de expresion de la proteina con respecto al aeo A,
dando como resultado un fenotipo con menor cantidad de receptores en su membrana
celular (Sakuntabhai et al., 2005). La frecuencia del alelo G en los individuos
ecuatorianos analizados no excede el 1,2% del total.

Los valores no significativos encontrados son €l resultado de un nimero
reducido de individuos con este genotipo, y a pesar de que este polimorfismo no pudo
ser asociado con la infeccion de esta bacteria en una poblacion tan reducida, la baja
frecuencia del aelo G sugiere que la expresién de CD209 en todos los grupos no es
baja, y que la presencia de H. pylori no se debe a que e sistema inmune no es capaz de
reconocerlo para erradicarlo, sino que otros factores estén envueltos con su presencia en
el hospedero. Lafalta de relacidn estadistica encontrada entre las variantes genéticas de
receptores de reconocimiento a H. pylori y la poblacion bajo estudio demuestra que
estos polimorfismos no interfieren con e reconocimiento de los antigenos bacterianos,
lo que indica que se da una iniciacion adecuada de la respuesta inmune s la bacteria
interactla con €l epitelio.

En esta iniciacion de la respuesta inmune en contra de H. pylori se producen
citocinas inflamatorias como IL-1, IL-2, IL-6, IL e IFN-y, que ayudan a la activacion,
diferenciacién y proliferacion de macréfagos, neutréfilosy linfocitos Thl (Suerbaum &
Michetti, 2002; Rad et al., 2004). Variantes alélicas a nivel de regiones promotoras en
citocinas han sido relacionadas con susceptibilidad y severidad de varias enfermedades
infecciosas (Hurme et a., 1998; Koch et a., 2002). La variante -56 C/T de la region
promotora de IFNGR1 afecta al sitio de iniciacion transcripcional, relaciondndose a
aelo T con una mayor expresion del gen IFNGR1 en comparacion con €l alelo G
(Merlin et a., 1997; Rosenzweig et al., 2004; Canedo et al., 2008). Los resultados
obtenidos para IFNGRL1 -56 C/T demuestran una mayor frecuencia del genotipo TT en
individuos infectados que en individuos sanos (45% y 29%, respectivamente) dando
diferencias significativas a momento de confrontar |os datos entre grupos. Helicobacter
pylori inicia una respuesta inmune mediada por linfocitos Thl en donde IFN-y se
produce para un crecimiento celular apropiado (Ernst & Gold, 2000).

Por otro lado, la infeccion inicia una respuesta mediada por neutréfilos que
induce fagocitosis, activa la capacidad microbicida y ayuda en la infiltracion de
neutréfilos en el area afectada. La activacion de neutréfilos y macréfagos durante la
respuesta inmune resulta en la produccion de moléculas altamente reactivas que dafian a
la célula debido ala peroxidacion lipidica, asi como también ala oxidacién de proteinas
y ADN (Bodger & Crabtree, 1998; Rad et al., 2002). Se ha propuesto que el dafio a
nivel de tegjido es una consecuencia de esta accién ya que la extension de lalesion de la
mucosa se relaciona con €l grado de infiltracion de neutroéfilos (Pearl-Y afe et al., 2007).
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El riesgo de infeccion obtenido para los individuos homocigotos TT (OR = 2,9) puede
relacionarse con la alta expresion de esta citocina: teniendo en cuenta que un alto grado
de infiltracion neutrofilicay aislamiento de macrofagos son estimulados por una mayor
cantidad de esta molécula con € fin de evitar infeccion, el dafio celular causado por este
proceso puede afectar la eficacia del sistema inmune para erradicar la invasion
bacteriana, y una respuesta mediada por esta citosing, y relacionada con el genotipo TT,
puede no ser eficiente para evitar la colonizacion. El aelo T y la sobre-expresion de este
receptor no solo han sido relacionados con la infeccion de Helicobacter pylori (Thye et
al., 2003), su presencia también se asocia con infeccion a Plasmodium falciparum
(Juliger et al., 2003), y con proteccion alamalaria (Koch et al., 2002).

La continua interaccién de la bacteria con la mucosa géastrica promueve €l
desarrollo de condiciones adversas que pueden terminar en cancer (Takeuchi et al.,
1999; Kawahara et al., 2001; Gay & Gangloff, 2007; Moura et al., 2008). La alta
frecuenciadel aelo T en individuos infectados indica que el IFN-y promueve una sobre-
expresion de los linfocitos Thl y neutréfilos en las éreas en donde la bacteria se
encuentra, y por lo tanto se induce a dafio celular (EI-Omar et al., 2003; Rad et al.,
2004). Partiendo de esta hipétesis, se aplicod una prueba de riesgo para determinar si los
portadores del aelo T tienen riesgo a desarrollar patologias géstricas debido a dafio
celular causado por la ata expresion de IFN-y. A pesar de que en e momento de
subdividir, por diagnéstico histopatolégico, se obtuvieron grupos pequefios, los
individuos con €l genotipo TT mostraron un riesgo de 8,3 veces para desarrollar gastritis
cronica atrofica (OR = 8,3). Se ha demostrado que este SNP se asocia con un
incremento en € riesgo a desarrollar carcinoma gastrico (Canedo et al., 2008), por lo
que la presencia del polimorfismo -56C/T sugiere que e dafio inducido como
consecuencia del alelo T y la presencia de Helicobacter pylori se relaciona con etapas
previas del evento de carcinogénesis en los individuos ecuatorianos estudiados.

En conclusion, los polimorfismos genéticos analizados para los receptores que
reconocen PMAPs bacterianos no fueron significativos en este estudio, por 1o que H.
pylori es una bacteria reconocida en forma adecuada y su presencia en el hospedero no
se asocia con estas variantes. El polimorfismo proinflamatorio IFNGR1 -56C/T se
asociO con susceptibilidad a la infeccién de H. pylori, ya que se promueve dafio celular
y se reduce la eficiencia de erradicacion del sistemainmune.

Para mayor informacion, la investigacion denominada Asociacion de variantes
genéticas en receptores de membrana relacionados con respuesta inmunitaria por
Helicobacter pylori en individuos ecuatorianos se publicd en la Revista Metro Ciencia
en el afo 2013 (Cabreraet al., 2013).

2. VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) ataca a sistema inmunitario y
debilita los sistemas de vigilancia y defensa contra las infecciones y algunos tipos de
cancer. A medida que € virus altera la funcion y destruye a las células inmunitarias, la
persona infectada se torna gradualmente inmunodeficiente. La funcién inmunitaria se
suele medir mediante el recuento de células CD4. La inmunodeficiencia entrafia una
mayor sensibilidad a diversas infecciones y enfermedades que las personas, con un
sistema inmunitario saludable, pueden combatir. La fase més avanzada de la infeccion
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por el VIH se conoce como sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y puede
tardar entre 2 y 15 afios en manifestarse, dependiendo del sujeto. EI SIDA se define por
la aparicion de ciertos tipos de cancer, infecciones u otras manifestaciones clinicas
graves (OMS, 2011).

2.1. Genes CCR5, CCR2 y CXCL12

El VIH requiere un coreceptor paraingresar alas células blanco en adicion alas
CD4 (Levy, 1996). La C-C gquimiocina receptora de tipo 5 (CCR5) (Tabla XI.10)
(Figura X.5) y la C-X-C quimiocina receptora de tipo 4 (CXCR4) han sido identificadas
como los mejores coreceptores del macréfago-trépico y la linea celular T-tropico para
las cadenas de VIH-1, respectivamente (Broder & Collman, 1996). El descubrimiento
de la delecion de 32 pb en e open reading frame (ORF) del gen CCR5 (CCR5A32) y su
relacion con resistencia a lainfeccion y retraso en el comienzo del SIDA, han generado
una intensiva blsqueda de variantes alélicas adicionales en € sistema de quimiocinas
receptoras (Dean et a., 1996; Samson et al., 1996). Sin embargo, no se ha demostrado
la presencia de otra variante que afecte la transmision del VIH, y solo unas pocas
variantes han sido asociadas con un mejor prondstico en los pacientes infectados con
VIH y diagnosticados con SIDA; entre ellas estén la transicion de G a A en el ORF del
gen CCR2 (CCR2-V64l) y latransicion G a A en laregion no codificante 3” (UTR) del
gen CXCL12 (Smith et al., 1997, Mummidi et a., 1998; Berger et a., 1999;
Magierowska et al., 1999).

Tabla XI1.10. Caracteristicas del gen CCR5

Caracteristicas Informacion Estructura proteica
Simbolo oficial CCR5
Nombre Quimiocina
receptora 5 (C-C)
Otros alias CD195
Cromosoma 3
Localizacion 3p21
# Acceso NCBI NC_000003,11
Gen ID 1234
Tamaro secuencia 6065 bases
Tamario proteina 352 aa; 40524 Da (Bradley et al., 2005; Schnur et al., 2011)

Localizacion subcelular  Membrana celular

En la siguiente figura observamos la presencia del gen CCR5 en la region 3p21
del cromosoma 3 humano.
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FIGURA X1.5. CROMOSOMA 3 HUMANO. Ubicacién del gen CCR5 [GeneCards,
2014).

La variante CCR5A32 esta envuelta en la pérdida de 3 de los 5 dominios
transmembranales del receptor CCR5 (McNicholl et al., 1997); ademés, este a€elo
confiere resistencia a la transmision de las cadenas de VIH R5 en individuos
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homocigotos y gerce un retraso de 2 a 4 afios en € comienzo del SIDA en individuos
que acarrean el alelo, e cual demuestra un efecto dominante (Smith et al., 1997;
Mummidi et a., 1998). Se ha demostrado que los individuos que presentan el
polimorfismo SDF1 801 G-A gercen un efecto de proteccion sobre la enfermedad
(Magierowska et al., 1999; Brambilla et al., 2000) (Tabla X1.11).

Tabla XI.11. Caracteristicas del gen CCR2

Caracteristicas Informacion Estructura proteica
Simbolo oficial CCR2
Nombre Quimiocina
receptora 2 (C-C)
Otros alias CD192
Cromosoma 3
Localizacion 3p21
# Acceso NCBI NC_000003,11
Gen ID 729230
Tamario secuencia 7195 bases

374 aa; 41915 Da
Membrana celular

Tamario proteina
Localizacion subcelular

(Shi et al., 2002)

En la siguiente figura observamos la presencia del gen CCR2 en la region 3p21
del cromosoma 3 humano.
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FIGURA XI.6. CROMOSOMA 3 HUMANO. Ubicacion del gen CCR2 [GeneCards,
2014).

La frecuencia de estas variantes, especialmente CCR5A32, ha sido estudiada en
diferentes poblaciones (Martinson et al., 1997, Magierowska et a., 1998). Existe una
limitada informacion en la frecuencia de estos alelos en poblaciones de América del
Sur, es por ello que nuestro grupo de investigacion realizé un estudio de las variantes
alélicas CCR5A32, CCR2-641 y CXCL12 (Tabla XI.12) (Figura XI.7) en individuos
ecuatorianos sanos e infectados con VIH, con €l objetivo de caracterizar a la poblacion
y determinar sus frecuencias aélicas.

Tabla XI.12. Caracteristicas del gen CXCL12

Caracteristicas Informacion Estructura proteica
Simbolo oficial CXCL12
Nombre Quimiocina ligando
12 [C-XC)
Otros alias SDF1
Cromosoma 10
Localizacion 10911
# Acceso NCBI NC_0000,10
Gen ID 6387
Tamario secuencia 88904
Tamario proteina 93 aa; 10666 Da (Murphy et al., 2009)
Localizacién subcelular  Secretado
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En la siguiente figura observamos la presencia del gen CXCL12 en la posicion
10011.
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FIGURA XI.7. CROMOSOMA 10 HUMANO. Ubicacién del gen CXCL12 [GeneCards,
2014,

Para la variante CCR5A32 se analizaron 295 individuos afectos y para las
variantes CCR2-A641 y CXCL12 se anadlizaron 222 individuos sanos. Ademés, se
estudiaron las variantes genéticas a 50 individuos mestizos infectados con VIH. El
promedio de edad de las personas infectadas fue de 35 afios. El tiempo medio de
infeccion con VIH fue de 36 mesesy se lo calculé mediante el conteo de células CDA4.

2.2. Resultados y discusion

Se encontr6 una baja frecuencia (0,005) del alelo CCR5A32 en nuestra
poblacion, al ser comparada con frecuencias de poblacién similar como Colombia
(0,038 y 0,027) (Rugeles et a., 2001); pero concuerda con frecuencias en poblaciones
como Venezuela (0,000), grupos indigenas de Brasil (0,000), poblacién nativa del
centro de Asia (0,005) y Sudéfrica (0,001) (Martinson et al., 1997; Leboute et al., 1999).

Se encontré una frecuencia relativamente alta del alelo CCR2-641 (0,166) (Tabla
X1.13). Este aelo ha sido reportado con alta frecuencia en poblacion de Africay baja
frecuencia en poblacion de Europa (Smith et al., 1997; Mummidi et al., 1998). Ademas,
estudios en otras poblaciones han demostrado que las frecuencias alélicas para CCR2-
641 varian ampliamente en diferentes poblaciones alrededor del mundo (0,000-0,570),
por lo que el aelo CCR2-641 no puede ser asociado con un grupo étnico especifico
(Smith et al., 1997).

Tabla XI.13. Frecuencias de CCR5A32, CCR2-641 y SDF1-3°A

Frecuencias genotipicas

Polimorfismos Grupos +/+ +/- -/- Frecuencias alélicas
CCR5A32 Sanos 0,99 0,01 0,00 0,005
VIH 1,00 0,00 0,00
CCR2-264l Sanos 0,76 0,18 0,06 0,166
VIH 0,40 0,56 0,04
SDF1-3°A Sanos 0,18 0,69 0,13 048
VIH 0,12 0,68 0,20

Para la variante SDF1-3"A se encontr6 una frecuencia de 0,480. Esta frecuencia
es inusualmente altay es comparable a las frecuencias reportadas por varias poblaciones
en Asia (0,43), Australia (0,54) y en hispanos que viven en Estados Unidos (0,4)
(Berger et al., 1999). Asi como CCR2-64l, las frecuencias aélicas para el polimorfismo
SDF1 801 G-A varian ampliamente y no han sido asociadas con una poblacién o grupo
étnico especifico.
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A pesar que el nimero de individuos infectados analizados es reducido (50), se
encontrd una tendencia en la influencia de estos aelos con la progresién de la
enfermedad, a través de un periodo de 40 meses. Estudios previos han demostrado que
el delo CCR2-641 gerce su efecto protector en todos los individuos ecuatorianos
mestizos que llevan esta mutacion (Paz-y-Mifio, 1998).

Al analizar los efectos del alelo SDF1-3'A en los individuos en estudio con VIH,
no se confirmd una relacion entre los efectos positivos 0 negativos de este alelo en
individuos 3"A/3"A. Estudios previos han demostrado gque individuos homocigotos para
el adelo SDF1'A demuestran una mejor prognosis para la enfermedad y una baja
progresion de SIDA. Nuestro estudio no confirma algun posible efecto generado por
este alelo, porgue individuos homocigotos no demostraron diferencias significativas con
el resto del grupo.

En contraste con e conocido efecto protector del alelo CCR5A32 y el amplio
conocimiento acerca de sus principios biologicos, continta siendo incierto e efecto de
los alelos CCR2-641 y SDF1-3"A en laprognosis de la enfermedad. De cuaquier forma,
la infeccién con VIH y la asociacion del SIDA son mecanismos complgos que
envuelven una gran cantidad de factores tanto del virus como del hospedero.

Para mayor informacion, la investigacion denominada CCR5432, CCR2-641 y
DF1-3"A Polymorphisms Related to Resistance to HIV-1 Infection and Disease in the
Ecuadorian Population, se publico en la revista cientifica Human Biology en € afio
2005 (Paz-y-Mifio et al., 2005a).

3. SISTEMA DE ANTIGENOS LEUCOSITARIOS HUMANOS

Las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad, también [lamadas
antigenos leucocitarios humanos (HLA), son e producto de un conjunto de genes que
juegan un papel fundamental en la discriminacién entre lo propio y lo extrafio. Se
localiza en el locus 6021 en humanos y gracias a la aplicacion de herramientas en
biologia molecular se ha establecido que este complejo posee alrededor de 200 genes,
4556 alelos y es considerada la familia de genes més polimérfica en la especie humana
(Figura X1.8) (Yamamoto & Kazuo, 2000).
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FIGURA X1.8. CROMOSOMA 6 HUMANO. Ubicacién del gen HLA [GeneCards,
2014).

Existen dos tipos génicos en este complejo denominados clase | y Il. Hasta la
década de los noventa este tipo de sistema tuvo gran auge en la antropologia forense, ya
gue eran usados como marcadores en las pruebas de filiacion. Hoy en dia ha aumentado
el interés en realizar la descripcién de este complejo génico, €l HLA de un individuo, ya
gue tiene gran importancia en la préctica de trasplante de érganos (Maldonado, 2007).
L as frecuencias poblacionales de los genes y antigenos del HLA en humanos, constituye
la referencia necesaria para los estudios de asociacion HLA-enfermedad, por lo que es
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importante la determinacion de estos marcadores genéticos. Con estas frecuencias
estimadas para una poblacion particular, dicha informacion resulta Util en estudios
antropol 6gicos que permiten inferir sobre del origen de las poblaciones (Neefjes et al.,
2011).

El amplio desarrollo en la caracterizacion de marcadores mol ecul ares especificos
del cromosoma Y y del ADN mitocondrial ha permitido reconocer lingjes de origen
geogréfico o étnico en la poblacion (Bailliet et al., 1994; Dipierri et a., 1998; Alves
Silva et al., 2000), mostrando, en los andlisis de herencia uniparental en comunidades
indigenas sudamericanas, que cerca del 90% de los amerindios actuales derivan de un
unico lingje paterno fundador que colonizd6 América desde Asia através del estrecho de
Bering hace unos 22000 afios (Bianchi & Bailliet, 1997). Siendo estos resultados
similares a otros grupos de investigacion (Santos et al., 1999). Estas teorias intentan
explicar e poblamiento de América, ampliamente entendida (América del Norte,
América Central y Américadel Sur).

Por otro lado, en lo que respecta a la herencia exclusivamente materna se
determiné la existencia de 7 a 13 lingjes mitocondriales especificos de poblaciones
indigenas americanas (Bianchi & Bailliet, 1997; Santos et a., 1999). Mientras que €l
estudio en diferentes poblaciones europeas, africanas y asiaticas evidencid un nimero
igual 0 mayor de lingjes paternos o maternos (Ballinger et al., 1992; Torroni et al.,
1996).

El uso de la PCR para la caracterizacion del ADN ha proporcionado una
poderosa herramienta de varios marcadores genéticos como el HLA. Los genes DQ1,
LDLR, GYPA, HBGG, D7S8 y D1S80 han sido extensamente estudiados en varias
poblaciones iberoamericanas (Morales et al., 2004). En lo que a esto respecta, los datos
de HLA pueden ser mas informativos que los del cromosoma Y o del ADN
mitocondrial (Alves-Silva et al., 2000), ya que permite el andlisis de ambos linagjes.
Tanto las frecuencias como las genealogias pueden ser estudiadas para comparar
poblaciones. Algunos autores han comparado las frecuencias aélicas de HLA de
diversos grupos étnicos en todo € mundo. Estudios realizados sobre HLA en los
primeros pobladores de América, muestran que los alelos DRB1 de amerindios y
sudamericanos son casi especificos. Los aelos DRB1 *04:11 y DRB1 *04:17 se han
encontrado solamente en las poblaciones estudiadas de América del Sur. Por su parte,
las poblaciones norteamericanas comparten alelos DRB1 mas con poblaciones de Asia,
concordando con la existencia de flujo génico entre amerindios y personas de Siberiay
de las Idas del Pacifico. En nuestro continente se han genotipificado diversos grupos
étnicos con algunos marcadores mol eculares, mostrando 10s ancestros compartidos y €l
pasado migratorio relevante del origen cultural y la diversidad biol6gica de los nativos
americanos (Paz-y-Mifio, 2009). Genetistas de Per(, Brasil, Bolivia y Ecuador han
intercambiado datos de trabagjos propios que permitieron entender € origen de sus
pueblos. También se han readlizado genoctipificado de HLA en poblacion argentina,
chilena, peruana, colombiana, venezolana y brasilefia, mostrando los diferentes
haplotipos de HLA que aparecen en estos paises (Paz-y-Mifio, 2009).

En Ecuador, diversos estudios han arrojado datos muy interesantes sobre
etnicidad y mestizaje entre kichwas, negros y mestizos, permitiendo entender mas sobre
el origen de nuestra poblacion (Paz-y-Mifio, 2009); trabajos sobre enfermedades
autoinmunes que afectan a nuestra poblacion se han redlizado mediante la
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caracterizacion del sistema HLA, identificando que el HLA DR4 esta presente en €
76,7% de los individuos afectos y e 21% en los individuos control, confirmando la
asociacion entre el HLA DR4 y la artritis reumatoidea (Aguirre et al., 2011). Otro
estudio comparé €l compleilo HLA en poblaciones afroecuatorianas y cayapas, |0s
cuales se encontraron infectados por Onchocerca volvulus, mostrando una fuerte
evidencia relacionada con e papel protector de DQA1 *0401 contra la oncocercosis.
Los alelos HLA DQA1 *0102 y *0103 parecen representar factores de riesgo en los
afroecuatorianos, mientras que HLA DQA1 *0301 es solo un aelo de susceptibilidad
sugerente en cayapas (De Angelis et a., 2012).

En nuestro pais existen diversas poblaciones indigenas representando el 25% del
total poblacional del Ecuador (INEC, 2013). En la provincia de Chimborazo existe €l
mayor porcentgje de poblacion indigena del pais con e 17,1% de habitantes
autoidentificados como indigenas. Uno de sus pueblos étnicos es e kichwa-puruha,
grupo que tiene una poblacion aproximada de 400000 habitantes, que se encuentran
distribuidos en la Sierra central. La organizacion politica est4 dispuesta en grupos
familiares unidos por comunas; sus habitantes estdn agrupados en arederor de 23
comunidades (CODENPE, 2013). Este grupo indigena es posterior a afio 1200 de laera
cristiana; sus deidades tutelares eran los volcanes Chimborazo y Tungurahua y, segun
sus creencias, la union de ambos volcanes permitio la formacion del pueblo puruha
Desde sus origenes fueron agricultores que vivieron en peguefios poblados cultivando
las laderas aterrazadas de las montafias y de los valles interandinos; su alimentacion se
basa principamente en quinuay maiz. Entre su produccion agricola constaba la coca,
algodon y gi (CODENPE, 2013). Actualmente, conservan sus vestidos como el poncho
rojo de lana con rayas y sombrero; las mujeres el anaco de pafio poliéster o casimir
sujetado con una faja o cumbi, bayeta o rebuso sujetado al pecho con collares y con
pulseras que en las fiestas cambian por colores més llamativos.

La caracterizacion y la distribucion de los genes HLA en la poblacion puruha
son totalmente desconocidas, por 10 que esta caracterizacion genética constituye el
primer acercamiento, en este campo, con esta comunidad ecuatoriana

3.1. Resultadosy discusion

Latipificacion del HLA de clase | en la poblacién puruha mostré la presencia de
8 alelos en HLA A y 17 delos HLA B. En este grupo la frecuencia més ata fue
registrada para HLA A *02 (39,68%), A *24 (30,95%). Para el locus B se observo la
mayor frecuencia de los alelos B * 35 (44,44%), B *40 (8,73%). Paralos alelos de clase
I, se demostré la presencia de 14 alelos HLA DR y 9 alelos DQ. En este grupo, la
frecuencia mas ata se registré para DR1 *04 (19,95%), 1 *08 (15,08%), 1 *14
(15,08%). Para el locus DQ se observo 1 *03 (30,95%), 1 *04 (19,84%).

Con respecto a las frecuencias genotipicas con mayor porcentaje observados en
la poblacion: A *02, *04 (34,9%); B *35, 35 (14,3%); DR 1*08, 1*11 (14,4%); y DQ
1*04, 1*06 (17,5%).

Como discusion, en este estudio se analizaron las frecuencias aélicas del MHC
declase | y Il en poblacion étnica puruha de Ecuador. Se trabaj6é con un universo de 63
individuos autoidentificados como nativos puruhd de la provincia de Chimborazo,
pertenecientes a las comunidades de: Gatazo Chico 18 (26%), Atapo 16 (23,3%) y
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Columbe 35 (50,7%). La edad promedio en e grupo de estudio fue de 40 afios, con un
nimero mayor de mujeres que de hombres (48) 65% y (24) 35%, respectivamente.

Tabla XI1.14. Frecuencias alélicas de HLA

Alelos Frecuencia
Numero Porcentaje (%)
Locus HLA-A
*01 13 0,10
*02 50 0,39
*03 8 0,06
*04 2 0,02
*24 39 0,31
*29 1 0,01
*48 6 0,05
*B8 7 0,06
Locus HLA-B
*04 4 0,03
*07 2 0,02
*15 7 0,06
*18 1 0,01
*25 3 0,02
*35 56 044
*38 1 0,01
*39 9 0,04
*40 11 0,08
*4 5 0,04
*46 5 0,04
*49 1 0,01
*B2 10 0,08
*53 2 0,02
*54 3 0,02
*57 4 0,03
*58 6 0,05
Locus HLA-DR
1*01 12 0,09
1*03 5 0,04
1*04 24 0,19
1*07 6 0,05
1*08 19 0,15
1*09 3 0,02
1*10 1 0,01
1*11 9 0,07
1*13 9 0,07
1*14 19 0,15
3*01 2 0,02
3*02 2 0,02
4*01 13 0,10
5*01 2 0,02

Al analizar los resultados obtenidos y compararlos con frecuencias alélicas
reportados en poblaciones étnicas de América Latina, encontramos que en Colombia,
donde se analizaron las frecuencias del complejo HLA clase | en poblacién motilén bari,
se obtuvo una alta frecuencia de los alelos A *02 (47,14%), A *24 (47,14%) y B *65
(40%), B *8 (32,86%) (Oassa €t a., 2009), en el mismo pais se reportd para poblacion
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mestiza en trasplante A *02, A *24, B *35 (Oassa et al., 2009); todos estos alelos se
reportan como frecuentes en América Latina. Dentro del complejo HLA de clase Il en
poblacion peruana, se encontro que los alelos mas frecuentes fueron DRB1 *11y DRB1
*13 e igualmente en poblacion brasilefia se reportaron A *02, A *24, B *35 y DRB1
*04 (Golberg, 1999). En poblaciones bolivianas, en € anadlisis de frecuencias alélicas de
HLA |1 se observé que el loci DR y DQ maés frecuentes son: DRB1 *04 (24,2%), DRB1
*08 (18,9%), e DQB1 *301 (16,8%), DQB1 *302 (57,9%), DRB4* (57,9%) y DRB3*
(35,0%). La poblacién cubana presenta los alelos de DQB1 *301 y DQB1 *02
(Martinez, 1998). Siguiendo hacia América del Norte (México), los alelos mas
frecuentes fueron A *02, A *24, B *35y DRB1 *04.

booksmedicos.org



INVESTIGACIONES
MOLECULARES

EN EL ECUADOR:
GENOTOXICOLOGIA






CAPITULO XII

INVESTIGACIONES MOLECULARES EN EL ECUADOR:
GENOTOXICOLOGIA

La genotoxicidad es un término colectivo que se refiere a cualquier proceso que
afecta la integridad estructural del ADN (Bohne & Cathomen, 2008). Este
multidisciplinario campo de investigacion tiene como objetivo determinar |os
compuestos capaces de causar dafio en el ADN, en espera de entender las consecuencias
biolégicas de los agentes genotdxicos y su involucramiento en la ateracion de los
mecanismos moleculares del material genético. Estas consecuencias pueden
eventualmente desencadenar procesos carcinogénicos (Westphalen et al., 2008; Paz-
Mifio et al., 2012b). En & siglo pasado, la globalizacion y la industrializacion del
hemisferio occidental dieron paso a la produccién de altos volumenes de diferentes
quimicos y preparaciones compleas que se encuentran contaminando el ambiente hasta
laactualidad (Henkler & Luch, 2011). Actividades como la extraccion del petroleo o las
aspersiones con pesticidas como € glifosato han sido dos de los problemas ambientales
mas controversiales en e Ecuador, cuyas consecuencias continlan siendo estudiadas
(Paz-y-Mifio et a., 2007; 2008a; Paz-y-Mifio & Lopez-Cortés, 2011). La agriculturaen
el Ecuador es la segunda actividad productiva més importante que contribuye en €
crecimiento econdémico de la nacion. A pesar de esto, existen fallas en las regulaciones
del uso de pesticidas y seguridad ocupacional de los trabgjadores, 1o cual repercute en la
contaminacion ambiental y en los diferentes problemas de salud (Paz-y-Mifio et al.,
2002b). Adicionalmente, varios estudios se han enfocado en investigar los efectos
causados en e ADN de individuos expuestos a radiacion ionizante en los lugares de
trabajo como los hospitales (Garag-Vrhovac et a., 2004; Mufioz et a., 2008; Stoia et al.,
2009).

1. ASPERSIONES AEREAS CON GLIFOSATO

El glifosato es un herbicida organofosforado, no selectivo y de amplio espectro,
efectivo para controlar especies de hierbas anuales, bienales y perennes (Duke &
Powles, 2008). Es uno de |os pesticidas mas ampliamente utilizados a nivel mundial con
20000 toneladas en Europay 51000 en Estados Unidos (Kiely et a., 2004). La actividad
del glifosato se debe principalmente a la inhibicion de la 5-enolpiruvilshikimato-3-
fosfato sintetasa, resultando en el retraso de la via shikimato, la cual esta envueltaen la
sintesis de amonoéacidos arométicos en plantas y microorganismos (USDA, 2003). Este
pesticida se encuentra comunmente formulado con surfactantes que decrecen la tension
superficial de la solucion e incrementa la penetrancia en los tejidos (OMS, 1994). El
Roundup es una solucién acuosa de sal isopropilamina de glifosato con surfactantes
como polioxietileno amina (POEA) y adyuvantes como Cosmoflux 411F (MREE, 2002;
Tsui & Chu, 2003). El glifosato puede interferir con algunas funciones enziméticas en
animales, pero los sintomas de envenenamiento dependen de la dosis y tiempo de
exposicion (Paz-y-Mifio et al., 2012a).

En humanos, se ha demostrado que € Roundup es toxico para la placenta,

células embrionarias y para la biosintesis de esteroides sexuales (Benachour & Seéralini,
2009). Este pesticida mezclado con adyuvantes es citotoxico mediante la alteracion de
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succinato deshidrogenasa y es toxico para las células de la sangre periférica humana
(Martinez et al., 2007). Son 4 los estudios caso-control que asocian a glifosato con €l
riesgo de adquirir linfoma no-Hodgkin (McDuffie et al., 2001; Eriksson et a., 2008). En
anfibios, los renacugjos Rana pipiens demostraron decrecimiento en la longitud cabeza-
cola he incremento en e tiempo de metamorfosis, dafio en la cola y anormalidad
gonadal. La toxicidad del pesticida es un factor que ha contribuido en e decrecimiento
mundia de la poblacion de anfibios (Dinehart et al., 2009). En € desarrollo de huevos
de erizos de mar, € glifosato previene la transcripcion de la enzima involucrada en la
eclosion y genera dafio en e punto de chequeo CDK1/ciclina B del ADN del primer
ciclo celular envuelto en la muerte celular por apoptosis (Marc et a., 2002; Bellé et al.,
2007; Benachour & Séralini, 2009). En conejos, € tratamiento con glifosato genera
pérdida del peso corporal y osmolalidad del esperma (Yousef et al., 1995). En las
mitocondrias aidadas del higado de ratones, e Roundup deprime los complejos
mitocondriales Il y 111, induciendo la formacion de ductos de ADN en el higado y
rifiones (Peixoto et a., 2005).

Desde el afo 2001, la frontera norte del Ecuador ha estado sujeta a aspersiones
aéreas con Roundup Ultra por parte del Gobierno de Colombia; es por ello que nuestro
grupo de investigacion realizd varias investigaciones para determinar el impacto del
glifosato en las areas de salud, genética y ambiente (Paz-y-Mifio et a., 2007; Paz-y-
Mifio et a., 2011a; Paz-y-Mifio & LoOpez-Cortés, 2011).

En e afio 2006 se realizd un estudio en 45 individuos, 24 expuestos a glifosato
y 21 no expuestos, usando la técnica ensayo cometa. Esta técnica es usada para evaluar
el nivel de fragmentacion del ADN en individuos expuestos a compuestos quimicos
como el Roundup. A las 200 células observadas por cada individuo se las clasifico en
seis categorias dela A alaF, siendo A las células normales con menor longitud de cola
y por ende menor fragmentacion del ADN, y siendo F las células con mayor longitud de
colay por ende mayor fragmentacién del ADN (Figura XI1.1).

FIGURA XIl.1. ENSAYO COMETA. Clasificacion celular segun el grado de
fragmentacion del ADN (Modificado de Pazy-Mifo et al., 2008za; 1B, 2014).
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En la siguiente tabla se detallan las longitudes de las colas celulares de los
individuos expuestos al pagquete pesticiday de los individuos control.

Tabla XII.1. Migracion del ADN en individuos expuestos al glifosato

Expuestos al glifosato No expuestos al glifosato
Individuos Migracion del ADN (um) Individuos Migracion del ADN (um)
(Género, ano) Media Mediana (Género, ano) Media Mediana
1(F, 53] 39,5 32,5 1(F 17) 26,2 25,0
2 (F, 37) 44.1 32,5 2 (F, 40) 254 25,0
3 (F, 40) 56,6 52,9 3 (F, 26) 25,7 25,0
4 (M, 27) 49,2 37,5 4 (M, 14) 27,3 26,5
5 (F, 44) 34,6 30,0 5 (M, 32] 25,9 25,0
6 (F, 50] 30,8 27,9 6 (M, 21) 25,7 25,0
7 (F,.38] 33,2 30,0 7 (M, 16) 25,8 25,0
8 (F, 46) 35,2 30,0 8 (F 47] 25,7 25,0
9 (F, 55) 32,8 30,0 9 (F 19) 25,2 25,0
10 (F, 50) 34,2 30,0 10 (F, 36) 254 25,0
11 (F, 22) 32,0 27,9 11 (F, 21) 26,3 25,0
12 (F, 27) 33,7 30,0 12 (F, 43) 26,8 25,0
13 (F, 28) 31,0 30,0 13 (F, 53) 26,1 25,0
14 (F, 59) 36,4 32,9 14 (F, 35) 27,0 25,0
15 (F, B9) 32,7 30,0 15 (F, 38) 26,4 25,0
16 (F, 17) 31,3 37,5 16 [F, 22] 25,1 25,0
17 (F, 34) 33,4 30,0 17 (F,.71) 25,0 25,0
18 (F, 45) 33,0 30,0 18 (F, 39) 25,5 25,0
19 (F, 28) 31,1 27,9 19 (F, 21) 25,9 25,0
20 (F, 21) 33,2 30,0 20 (F, 50) 25,3 25,0
21 (F, 34) 31,8 30,0 21 (F, 43) 26,4 25,0
22 (F, 23) 39,3 37,5
23 (F, 34) 35,5 37,5
24 (F, 42) 27,6 27,9
Promedios 35,5 30 Promedios 25,9 25

Como resultados encontramos que los individuos expuestos a las aspersiones
aéreas con glifosato presentaron mayores niveles de migracion del ADN a diferencia de
los individuos control. La migracion promedio del ADN en las células de los individuos
expuestos fue de 35,5 um y en los individuos control fue de 25,9 um. Estos resultados
demostraron que los pesticidas, a ser genotoxicos, generan fragmentacion del ADN en
mayor intensidad en personas expuestas con respecto a personas no expuestas al paquete
herbicida con glifosato.

Para mayor informacion, esta investigacion titulada Evaluation of DNA Damage
in the Ecuadorian Population Exposed to Glyphosate, se publicd en larevista cientifica
Genetics and Molecular Biology € afo 2007 (Paz-y-Mifio et a., 2007).

En nuestra segunda investigacion, realizada €l periodo 2009-2011,
determinamos una linea base en las areas de genética, salud y ambiente, en varias
comunidades ecuatorianas expuestas a las aspersiones agreas con glifosato. Las
comunidades de la provincia de Sucumbios fueron: Chone-2, Yanamarum, Playera
Oriental, Fuerzas Unidas, Puerto Escondido, Corazon Orense, Santa Marianita, San
Francisco, Las Salinasy 5 de Agosto.
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Se redlizaron 144 entrevistas y 521 chequeos médicos entre hombres (47,8%) y
mujeres (52,2%). El origen de la poblacion del area estudiada corresponde a 53,4% de
la poblacién nacida en la region de la Amazonia; €l 46,6% proviene de otras regiones
del Ecuador y el 16,1% son inmigrantes de Colombia, quienes han llegado hace 10
anos. Se obtuvieron 92 muestras de sangre periférica de individuos expuestos a las
aspersiones aéreas con glifosato y 90 muestras de individuos sanos utilizados como
controles.

Con respecto a andlisis genético, se estudiaron los polimorfismos GPX1
Pro198Leu, XRCC1 Arg399 GIny GSTP1 11e105Val. Las caracteristicas del gen GPX1
se las detalla previamente en los estudios realizados en la enfermedad de Alzheimer.

1.1. Gen XRCC1

El gen XRCCL1 es uno de los més de veinte genes que participan en las vias de
reparacion por escision de bases; se ubica en el cromosoma 19 y codifica una proteina
de andamiaje de 633 aminoacidos y 69526 Da, que funciona en la reparacion de
rupturas del ADN, una de las lesiones mas comunes del material genético (Tabla X11.2)
(Figura X11.2) (Caldecott et al., 1994; Paz-y-Mifio & L 6pez-Cortés, 2011).

Tabla XII.2. Caracteristicas del gen XRCC1

Caracteristicas Informacion Estructura proteica
Simbolo oficial XRCC1
Nombre Proteina reparadora
ADN
Otros alias RCC
Cromosoma 19
Localizacion 19913,2
# Acceso NCBI NC_000019,9
Gen ID 7515
Tamano secuencia 32267 pb
Tamano proteina B33 aa; 69526 Da
Localizacion subcelular  Nucleo (Zhang et al., 1998; Cuneo et al., 2010)

El cancer humano puede desarrollarse por dafio en e ADN causado por la
exposicion a agentes carcinogénicos en el ambiente. Para salvaguardar la integridad del
genoma, los humanos han desarrollado un complejo sistema de reparacion del ADN.
Entre las funciones gjercidas por e ADN, la reparacion por escision es el principal
mecanismo de defensa contra el dafio que resulta del metabolismo celular, incluyendo
especies oxigeno reactivas, metilacion, deaminacion e hidroxilacion. Por lo tanto, la
reparacion por escision de bases es un evento universal en las células y es relevante en
la prevenciéon de la mutagénesis. XRCCL interactia con un complegjo de proteinas
reparadoras del ADN, incluyendo poli(ADP-ribosa) polimerasa, ADN ligasa 3 y ADN
polimerasa-h (Caldecott et al., 1994; Dianov et a., 1999; Thompson & West, 2000).

p13.3
pl3.2
p13.12
pl3.11
plz
13,11
gl3.12
ol3.2
gql3.31
ql3.32
l3.33
gld.dl
ol3.42
13,43

-
—
o

X

gll
glz

FIGURA XII.2. CROMOSOMA 19 HUMANDO. Ubicacién del gen XRCC1 [GeneCards,
2014).
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Debido a que € polimorfismo Arg399GIn se encuentra localizado en el dominio
BRCT-1 del gen XRCC1, dentro de la region poli(ADP-ribosa), ha sido ampliamente
investigado tanto en su funcién como en la asociacion con riesgo a cancer. Es por ello,
gue resulta de gran importancia el estudio de frecuencias del polimorfismo Arg399GIn
del gen XRCC1 en la poblacion expuesta a las aspersiones aéreas con glifosato.

El polimorfismo Arg399GIn consiste en la sustitucion de la base nitrogenada G
por A en el coddn 399, exon 10 del gen XRCCL, siendo a nivel aminoacidico el cambio
de arginina por glutamato. La presencia de esta variante ha sido asociada con la
reduccion de la capacidad del ADN de reparar mutaciones por la presencia de aductos
de ADN (Lunn et a., 1999; Matullo et a., 2003).

1.2. Gen GSTP1

El gen glutation S-transferasa pi 1 es miembro de la superfamilia citosolica GST.
Este gen se ubica en el cromosoma 11, en la region 1192, y se encuentra conformado
por una secuencia de ADN de 32.267 pb (Tabla XI1.3) (Figura X11.3) (Cowell €t 4.,
1988).

Tabla XII.3. Caracteristicas del gen GSTP1

Caracteristicas Informacion Estructura proteica
Simbolo oficial GSTP1
Nombre Glutation S-
transferasa pi 1
Otros alias DFN7, GSTP
Cromosoma 1M
Localizacién 1192
# Acceso NCBI NC_000011,9
Gen ID 2950
Tamario secuencia 32267 pb
Tamafio proteina 210 aa; 23356 Da (Rossjohn et al., 2000]

Localizacion subcelular  Citoplasma, nucleo

El gen GSTPL codifica una enzima de 210 aminoacidos, de fase dos, la cual
cataliza la conjugacion del tripéptido glutation con una amplia variedad de compuestos
electrofilicos, incluyendo genotoxicos, carcindgenos y agentes quimioterapéuticos (Lo
et al., 2008). Esta enzima detoxifica radicales libres, especiamente los sustratos del
tabaco e interactlia con una variedad de xenobi6ticos electrofilicos, incluyendo sustratos
gue van desde toxinas ambientales, carcindgenos hasta drogas usadas en tratamientos de
cancer (Ketterer 2001; Hayes et a., 2001; Zendehdel et al., 2009). GSTP1 también es
responsable de la detoxificacion de metabolitos reactivos acelerando el rango de
excrecion (Rybicki et al., 2006).

La enzima glutation S-transferasa pi 1 no solo funciona como un metabolizador
de drogas de fase dos, también actia como un regulador de la apoptosis (Moyer et al.,
2008), regulador de la via quinasa MAPK s como resultado de la actividad enzimatica no
ligada (Wu et a., 2006), regulador de sefides celulares a través del enlace a proteinas
como c-Jun NH2- terminal quinasa, ASK1y TRAF2, regulando la sefial downstream de
los genes (Wu et a., 2006). Cuando la actividad de GSTPL decrece, las células se
tornan més susceptibles a mutaciones como resultado del estrés oxidativo (Meierset a.,
2007).
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FIGURA XI1.3. CROMOSOMA 11 HUMANDO. Ubicacion del gen GSTP1 [GeneCards,
2014,

Se ha reportado una mutacion transicion de A a G en el nuclettido 313, en €
exon 5 del gen GSTPL. Esta mutacion del ADN resulta en la traduccion del aminoécido
valina en vez de isoleucina, en el codén 105 del sitio activo de la enzima. Esta mutacion
se asocia con la reduccion de la actividad enzimética alterando su termoestabilidad. La
presencia del alelo V ha sido relacionada con el incremento del riesgo de adquirir
cancer de veiga, testiculos y préstata (Zendehdel et al., 2009).

Con respecto al andlisis citogenético, para determinar la presencia de
alteraciones cromosomicas, se obtuvo € cariotipo de 849 metafases de los individuos
expuestos y no expuestos a glifosato. Mientras que la técnica ensayo cometa se analizo
en un total de 1100 nucleoides, para determinar los niveles de fragmentacion del ADN.
L os parédmetros tomados en cuenta fueron:

fa] 100 nucleoides analizados por cada individuo. \
b) Correcta clasificacion de acuerdo a la longitud cabeza-cola del cometa.

c) Determinacion del nimero total de nucleoides de acuerdo al nivel de dafo.

G] Promedio de longitud de los nucleoides medidos en micrémetros.

J

1.3. Resultadosy discusion

Se realiz6 un estudio descriptivo para determinar una linea base en la salud de la
poblacion expuesta. Dos afios después de las aspersiones aéreas con glifosato, la
desnutricion, de acuerdo ala edad por € peso (malnutricién seriay moderada) en nifios
de escuela, fue del 3%, con un riesgo de manutricion leve del 23,2%. En & 2006,
después de sei's afios de aspersiones aéreas, la malnutricion en nifios escolares crecio a
10,2%, y el riesgo de malnutricion leve fue del 36,3%. El 45,8% de las familias en
Sucumbios ha usado agrotéxicos, € 11,8% ha usado glifosato y € 5,37% ha
manifestado tener intoxicaciéon por el uso de pesticidas. El 32,3% de las familias ha
informado presentar serias enfermedades durante las aspersiones aéreas, la mayoria €l
afo 2002 (22,4%). Ademas, € 22,2% de la poblacion ha presentado un familiar
fallecido, ocurriendo € 27% de las muertes entre e 2003 y 2004. El 7,7% de los
encuestados ha tenido hijos con algun tipo de malformacién, nacido en € 2001. La
frecuencia de abortos antes de |as aspersiones aéreas fue del 8,4%, pero esta frecuencia
crecid después de las aspersiones al 12,7%.

En la Tabla X11.4 se detallan las frecuencias alélicas, frecuencias genotipicas y
andlisis de riesgo (OR) correspondiente a los polimorfismos estudiados. Con respecto a
polimorfismo 11e105Val, e valor obtenido del ¥* fue 9,7 y el OR fue 2,6. Sobre la
variante Arg399GIn, e valor del y* fue 3,6 y e OR fue 0,2. Y con relacién al
polimorfismo Pro198Leu, el valor del y’fue 0,2y el OR fue 1,1.
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Tabla Xll.4. Frecuencias genotipicas y alélicas de GPX1, XRCC1 y GSTP1

Afectos (%) Sanos (%) Valor de P OR (95% IC)

Polimorfismo GPX1 Pro198Leu
Frecuencias genotipicas

Pro/Pro 35 38 Referencia
Pro/Leu 48 60 0,77 0,9 (0,5-1,6)
Leu/Leu 17 02 <0,05 8,5 (1,8-39,9)
Frecuencias alélicas

Pro 59 68

Leu 41 32

Polimorfismo XRCC1 Arg399GIn
Frecuencias genotipicas

Arg/Arg Q7 01 Referencia

Arg/GIn 79 01 04 12,2 (0,7-218)
Gln/GIn 14 98 <0,001 0,03 (0,003-0,2)
Frecuencias alélicas

Arg 46 02

Gln 54 98

Polimorfismo GSTP1 lle105Val
Frecuencia genatipicas

lle/lle 32 o4 Referencia
lle/Val 40 36 0,07 1,9(1-3,8)
Val/Val 28 10 <0,001 49 (2-11,8)
Frecuencias alélicas

lle 52 72 - -

Val 48 28 - -

Sobre la prueba de ensayo cometa se observé que e 33% de los individuos
estudiados presentaron cometas tipo C (dafio medio), € 27% presentdé cometas tipo D
(alto dafio), mientras que el 1% presentd cometas tipo E (dafio total). Siendo 19,6 um €l
promedio de migracién del ADN.

En el andlisis de alteraciones cromosdmicas se realizé el cariotipaje a un total de
849 metafases. Con respecto a las aberraciones estructurales, los individuos afectos
presentaron el 1,3% y los individuos control presentaron el 0,1% de gaps. En cuanto a
las aberraciones numericas, e 12% de los individuos afectos y € 1,2% de individuos
control presentaron hipodiploidia (Tabla X11.5).

Tabla XII.5. Cariotipos y porcentaje de fragilidad cromosémica

Porcentaje de alteracién cromosémica encontrada

Individuos B2 2 14 1 2 1 7 1 1
(n=92)

Porcentaje (%) O 1 12 14 15 19 2 24 25 28
Cariotipo 46, XX n=92 100%

L as aspersiones aéreas con glifosato han causado un conflicto socioeconémico y
politico entre Ecuador y Colombia. Esta es la razon por la que e Comité Cientifico
Ecuatoriano, desde el 2001, ha venido realizando estudios acerca de los sistemas de
aspersion y su impacto en el ambiente, salud y estilo de vida en las comunidades
afectadas (Paz-y-Mifio & LOpez-Cortés, 2011).
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El andlisis de alteraciones cromosdmicas, la evaluacion del dafio en el ADN y el
célculo de las frecuencias polimérficas de los genes GPX1, GSTP1 y XRCC1 fueron
realizados en mujeres de diferentes edades, quienes presentaron mayor susceptibilidad a
las toxinas hepaticas debido a diversos procesos fisiol 6gicos. La glutation peroxidasa es
una de las enzimas antioxidantes mas importantes en humanos cuya funcién es la
detoxificacion de peréxidos de hidrégeno y es parte de las enzimas antioxidantes que
previenen €l dafio oxidativo del ADN (Moorhead et al., 1960). El polimorfismo
Pro198L eu esta asociado con €l riesgo en el desarrollo de cancer de pulmon y cancer de
mama (Paz-y-Mifio et al., 2002c; Shaffer et al., 2005). Se observé mayor frecuencia en
el alelo leucina en expuestos (0,41), que en sanos (0,32). El ? determina la existencia de
diferencia significativa relacionada a la presencia de la variante entre individuos
expuestos y no expuestos. EI OR establecid que la gente con presencia de este
polimorfismo present6 1,1 veces mas susceptibilidad a los problemas de detoxificacion
y desarrollo de algunas enfermedades. EI gen GSTP1 codificd proteinas que actlan en
el metabolismo de xenobidticos y juegan un rol como reguladores de apoptosis
(Maldonado et al., 2006). Se pudo observar mayor frecuencia del aelo valina en
expuestos (0,48) que en no expuestos (0,28). El OR establecié que individuos con el
polimorfismo Arg399GIn presentaron 2,6 veces mas susceptibilidad al dafio celular
como resultado de la exposicion al estrés oxidativo. La proteina codificada por € gen
XRCC1 esta envuelta en e mantenimiento de la integridad estructural del ADN,
encarando el posible dafio generado por factores ambientales (Paz-y-Mifio & LOpez-
Cortés, 2011). El ¥* determind que no hubo diferencia significativa relacionada a la
presencia del polimorfismo Arg399GIn entre casos y controles, y e OR determind
riesgo no significativo con el desarrollo de enfermedades.

Estos resultados corroboraron los obtenidos mediante el ensayo cometa en los
dos estudios realizados. Es por ello que es aconsgjable realizar estudios prospectivos a
largo plazo con €l objetivo de monitorear un posible desarrollo de enfermedades en la
poblacién ecuatoriana.

Los andisis citogenéticos han demostrado anormalidades numéricas y
estructural es presentes en mayor porcentaje en afectos que en sanos. A pesar de ello, las
aberraciones fueron encontradas en porcentajes dentro de |os rangos normales.

Socialmente, uno de los impactos més importantes desarrollados por las
aspersiones aéreas fue € miedo. Es un sentimiento presente hasta la actualidad en €l
7,7% de las personas encuestadas, manifestado con pesadillas y comportamiento
anormal. Las aspersiones agreas han generado procesos de migracion, inseguridad,
destruccion de fuentes econdmicas y alimenticias (Paz-y-Mifio & Lopez-Cortés, 2011).
El estudio psicolégico consistio en analizar dibujos realizados por nifios, los cuales
reflgjaron angustia, peligro y tendencias paranoicas, indicando que la poblacidn necesita
proteccion y seguridad por parte de las respectivas autoridades.

Para mayor informacion, lainvestigacion denominada Baseline Determination in
Social, Health, and Genetic Areas in Communities Affected by Glyphosate Aerial
Spraying on the Northeastern Ecuadorian Border, se publico en la revista cientifica
Reviews on Environmental Health (Paz-y-Mifio et al., 2011a). De igual forma, se puede
tener acceso a mayores detalles de esta investigacion en el libro Glifosato: Genética,
Salud y Ambiente (Paz-y-Mifio & Lépez-Cortés, 2011).
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2. OTROS PESTICIDAS

Ademas del impacto causado en lasalud y el ambiente por las aspersiones aéreas
con glifosato, también existe un impacto negativo cuando se trabaja diariamente con
pesticidas en floricolas (Tabla XI1.6).

Tabla XII.6. Otros pesticidas utilizados en floricolas

Nombre LD50 (mg/Kg]) Clasificacion OMS

Pyrazophos 435 Moderadamente peligroso
Bitertanol 45000 No peligroso en bajas dosis
Triadimefén 602 Ligeramente peligroso
Benomil 410000 No peligroso en bajas dosis
Tridemorph 650 Moderadamente peligroso
Captan 9000 No peligroso en bajas dosis
Carbendazim 410000 No peligroso en bajas dosis
Clorotalonil 410000 No peligroso en bajas dosis
Dodemorph 4500 No peligroso en bajas dosis
Flusilazole 1110 Ligeramente peligroso
Furalaxyl 940 Ligeramente peligroso
Fosetyl 5800 No peligroso en bajas dosis
Iprodione 3500 No peligroso en bajas dosis
Mancozeb 3000 No peligroso en bajas dosis
Maneb 6750 No peligroso en bajas dosis
Metataxyl 670 Moderadamente peligroso
Supirimate 4000 No peligroso en bajas dosis
Oxycarboxin 2000 Ligeramente peligroso
Propineb 8500 No peligroso en bajas dosis
Sulfur 43000 No peligroso en bajas dosis
Trilorine 46000 No peligroso en bajas dosis
Vinclozolin 10000 No peligroso en bajas dosis
Zineb 15000 No peligroso en bajas dosis
Cyromazine 3300 No peligroso en bajas dosis
PCNB 1700 Ligeramente peligroso
Trimitox - Ligeramente peligroso
Aldicarb 0,93 Extremadamente peligroso
Fenamiphos 15 Altamente peligroso
Profenofos 355 Moderadamente peligroso
Didorvos o6 Altamente peligroso
Detalmetrina 135 Moderadamente peligroso
Acefato 915 Ligeramente peligroso
Carbofuran 8 Altamente peligroso
Clofentizine 15200 No peligroso en bajas dosis
Dienochlor 3160 Ligeramente peligroso
Dimetoato 150 Moderadamente peligraso
Ensosulfan 80 Moderadamente peligroso
Malathion 2100 Ligeramente peligroso
Metorril 17 Altamente peligroso
Monocropthos 14 Altamente peligroso
Isazofos 60 Altamente peligroso
Permetrina 500 Moderadamente peligroso
Propargite 2200 Ligeramente peligroso
Tetradifon 10000 No peligroso en bajas dosis
Triociclam 310 Moderadamente peligroso
Amabactin 5000 No peligroso en bajas dosis
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Nuestro grupo de investigacion realizd un andlisis cromosomico y molecular a
45 personas (22 mujeres y 23 hombres) ocupacionalmente expuestas a compuestos
quimicos, quienes se desempefiaban como floricultores en Cayambe. Este estudio caso-
control también contd con e andlisis de 21 personas (17 mujeres y 4 hombres) no
expuestas a pesticidas ni con antecedentes de fumar o ingerir alcohol (Paz-y-Mifio et al.,
2004).

Las muestras de sangre periférica de los individuos expuestos y no expuestos a
los pesticidas se evaluaron mediante diferentes procesos. Se midieron los niveles de
fragmentacidn del ADN de 200 nucleoides por individuo a través del ensayo cometa; se
determind la presencia de ateraciones cromosomicas mediante e cariotipo de los
individuosy se analizé la presencia de polimorfismos en el gen CYP1A1.

2.1. Enzimas CYP

Las enzimas CYP son una superfamilia de hematoproteinas esenciales para €l
metabolismo oxidativo, peroxidativo y reductivo en compuestos como xenobioticos
(medicamentos), quimicos ambientales y sustratos enddgenos como los esteroides,
acidos grasos y prostaglandinas (Szklarz et al., 2000; Takakubo et al. 1996, Hukkanen,
2002). Su nombre se debe a que en e espectrofotémetro dan un pico de absorcion dptica
anica de 450 nm, y cuando su naturaleza de hemoproteina fue reconocida le fue dado €l
nombre de pigmento de unién mondxido de carbono microsomal, Citocromo P450,
CYPP450 0 CYP (Nelson et al., 2009; Szklarz et al., 2000).

La nomenclatura existente para todos los genes CY Py sus productos esta basada
en el uso del simbolo CYP, a cual le sigue la familia, luego la subfamiliay a fina €l
gen, por gemplo: CYP 1A1; CYP, familia 1, subfamilia A, gen 1 (Nebert & Dieter,
2000; Degtyarenko & Kulikova, 2001). Se ha estimado que los seres humanos tienen
por o menos 53 diferentes genes de este tipo agrupados en dos clases | y I1. Los de la
clase Il se agrupan en familiasdel 1 a 17 (Hukkanen, 2002; Nelson, 2009).

La estructura de esta enzima resulta de vital importancia para entender su accion
y se han redizado varios esfuerzos para caracterizarla Estos han revelado una
estructura de prisma triangular, que en los mamiferos tiene una asociacion con la
membrana del reticulo endoplasmético liso que le permite su funcionamiento
(Degtyarenko & Kulikova, 2001).

El centro activo de la catdlisis de esta enzima es la hierro-porfirina I X (grupo
hemo) y € residuo de tiolato (azufre) de la cisteina, que ha sido conservado como €
quinto ligando. Las enzimas CYP catalizan la insercién de un aomo de oxigeno
molecular en el sustrato (hidroxilacion), mientras que € segundo aomo de oxigeno es
reducido en agua (Degtyarenko & Kulikova, 2001). Por este comportamiento molecular
la mayoria de enzimas CYP activan compuestos transformandolos en carcindgenos
(Werck-Reichhart & Feyereisen, 2000).

La familia CYP1 es una de las méas estudiadas porgue su accion activa a los
agentes xenobidticos y carcindgenos que requieren de esta activacion para llevar a las
células amalignizarse. Existen tres genes miembros de lafamiliay son: CYP 1A1, CYP
1A2 y CYP 1B1. Estos genes comparten las principales caracteristicas de regulacion y
todos son controlados transcripcionalmente por la via AHR-ARNT (receptor aril
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hidrocarbono-translocador nuclear del receptor arilhidrocarbon). Su actividad, es decir
el incremento en la produccion de su enzima, esta inducida por pesticidas e
hidrocarburos arométicos policiclicos, produciendo intermediarios que pueden provocar
dafio al ADN. Esta activacion o bien su capacidad de dafiar el ADN esta relacionada con
polimorfismos de estos genes (Hukkaken, 2000; Paz-y-Mifio et al., 2005b).

El mecanismo de accion de las enzimas CY P se explica en una serie de pasos.

/a] La enzima comienza atrapando al sustrato. \

b) Un electron es transferido al atomo Fe™, pasando este a su estado ferroso (Fe*). Esta
transferencia es realizada por el NADH (fosfato dinucledtido nicatidamina-adenina) o por el
Citocromo b.

c) Esta forma ferrosa se usa a una molécula de O-..

d) Se realiza una segunda reduccién agregandose un electrén y un proton.

e] Este intermediario pierde una molécula de agua dejando un complejo (FeO)” que oxida el

\ sustrato. /

2.2. Gen CYPi1A1

El gen CYP1A1 estalocalizado en € sitio cromosomico 15022-g24. Usua mente
su nivel de expresion congtitutiva es muy baja, pero es inducido por compuestos
quimicos (pesticidas) en varios tejidos que han sido estudiados, incluyendo la placenta,
pulmon, linfocitos y glandulas mamarias (Tabla X11.7) (Figura X11.4) (Omura, 1999).

Tabla XII.7. Caracteristicas del gen CYP1A1

Caracteristicas Informacion Estructura proteica

Simbolo oficial CYP1A1

Nombre Citocromo P450

Otros alias CYP1, P1-450

Cromosoma 15

Localizacion 15024,1

# Acceso NCBI NC_000015,9

Gen ID 1543

Tamaro secuencia 60689 pb >4

Tamario proteina 512 aa; 58165 Da :
Localizacién subcelular  Reticulo (Rowland et al., 2006; Walsh et al.,, 2013]

endoplasmatico

Se sabe que la enzima CY P1A1 media la conversion del humo del tabaco y del
triptéfano en 3-metil indol, un compuesto altamente toxico (Lanza & Yost, 2001). Asi
también, media la conversion de compuestos aromaticos policiclicos en benzo(a)pireno
en células de cultivo animal (Omura, 1999). Esta situacién podria crear una condicién
en la cual & oxigeno activado puede escapar del sitio activo de esta enzima y dafar
otros constituyentes celulares. Estos oxidantes pueden estar involucrados en efectos
proliferativos y mutagénicos (Park et al., 1996), y segin Hukkanen: “Debido a la
importancia del CYP1A1l en la activacion de pro-carcinégenos se han unificado
esfuerzos para relacionar a los polimorfismos del gen CYP1A1 con la susceptibilidad
individual a canceres inducidos quimicamente” (Hukkanen, 2002).
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FIGURA XII.4. CROMOSOMA 15 HUMANO. Ubicacién del gen CYP1A1 [GeneCards,
2014,

Se han descrito 7 alelos del gen CYP1AL, de los cuales, los alelos Mspl (m2) y
lle462Val (val) han sido los mas estudiados y més relacionados a cancer. Variaciones
en la frecuencia de presentacion de estos polimorfismos han sido reportadas y se las ha
correlacionado con una actividad catalitica alteada de la enzima, es decir, tienen una
aparente relacion con el origen tumoral (Quifiones et al., 1999).

El aelo normal de Mspl, llamado m1, se ubica en la region flanqueante 3" y
posee una timina en el nucledtido 3235, en la zona no codificante del gen. La variante
genética consiste en el cambio de una timina por una citosing, y se lo representa como
T3235C. Este SNP crea un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccién Mspl.
El segundo alelo I1e462Val, localizado en el exon 7 del gen, posee una adenina en la
posicion 4889 formandose una valina en € codon 462, alterando la estructura de la
proteina (Aktas et al., 2002).

2.3. Resultadosy discusion

Con respecto al andlisis molecular, las frecuencias del polimorfismo Mspl para
el genotipo m1lm1l fue de 0,3, para mlm2 fue de 0,16 y para m2m2 fue de 0,53. Las
frecuencias del polimorfismo Ile462Val para el genotipo Il€/lle fue 0,04, para lle/Va
fue 0,91y paraVal/Va fue 0,04 (Tabla XI1.8) (Paz-y-Mifio et a., 2004).

Tabla XII.8. Frecuencias genotipicas del gen CYP1A1

Grupos Muestras Frecuencia genotipica
Mspl lle4d62Val
m1m1 m1m2 m2m2 lie/lle lle/Val Val/Val
Control 21 0,04 0,14 0,80 0 0,95 0,05
Expuesto 45 0.2 0,11 0,68 0,04 0,91 0,04
Total 66 0,3 0,16 0,53 0,04 0,91 0,04

Con respecto a analisis citogenético, se observo que las personas expuestas a los
pesticidas presentaron 5,48% de metafases con dafio cromosdmico (incluido gaps) a
diferencia del 0,45% encontrado en personas no expuestas. De igual forma, sin tomar en
cuenta los gaps, se observé que los expuestos presentaron 3,8% de dafio cromosdmico y
0,45% las personas sanas. Concluyendo que el grupo de trabajadores ocupacional mente
expuestos a los pesticidas presentaron diferencias significativas comparado con el grupo
control (Paz-y-Mifio et a., 2004).

En la prueba de ensayo cometa se observé que los floricultores expuestos a los
pesticidas presentaron mayores niveles de migracién del ADN en comparacion con los
individuos no expuestos (Tabla X11.9). Ademas, se determind gue existe una asociacion
significativa entre los resultados citogenéticos y moleculares.
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Tabla XII1.9. Niveles de migracién del ADN mediante ensayo cometa

Grupo N Promedio de migracion (um] Mediana de migracién (um])
Contral 21 25,94 25
Expuestos 45 31,58 28,8

Este estudio, junto a otros realizados a lo largo de la Gltima década, han revelado
un incremento en la migracién del ADN en personas expuestas a agentes genotoxicos
como son los pesticidas. Los pesticidas generan especies 0xido reactivas, los cuales
causan dafio en el ADN vy rupturas de cadena ssimple, los cuaes pueden ser detectados
con pruebas como el ensayo cometa. A pesar del riesgo asociado con la exposicion alos
pesticidas, las personas se exponen a una amplia gama de compuestos téxicos. Ademas,
la variacion en € tipo y tiempo de exposicion es responsable de la formacion de los
diferentes niveles de genotoxicidad entre los diferentes estudios realizados (Paz-y-Mifio
et al., 2004).

Para mayor informacion, la investigacién denominada Chromosome and DNA
Damage Analysis in Individuals Occupationally Exposed to Pesticides With Relation to
Genetic Polymorphism for CYP1AL1 Gene in Ecuador, se publicd en larevista cientifica
Mutation Research el afio 2004 (Paz-y-Mifio et al., 2004).

3. HIDROCARBUROS

La Amazonia ecuatoriana es una de las regiones ecoldgicas con mayor
biodiversidad en floray fauna en e mundo. La actividad de extraccion del petroleo en el
Ecuador empez6 en e afo 1971, transformandose en la primera fuente de ingresos
econdmicos para e pais (BCE, 2009). Desafortunadamente, a lo largo del proceso,
millones de galones de petroleo y residuos toxicos han sido desechados directamente a
ambiente causando problemas ambientales y de salud (Kimmerling, 1993; Epstein &
Selber, 2002; Neri et a., 2006; Platt et al., 2008). Ademas, més de 30 billones de
galones de desperdicios téxicos y crudo han sido eliminados a los suelos y fuentes de
agua de la Amazonia (Jochnick et al., 1994).

El petréleo es una complga mezcla de varios compuestos quimicos, € cual
contiene una variedad de agentes de diverso poder toxicolégico como € benceno,
tolueno, xileno e hidrocarburos aromaticos policiclicos (IARC, 1989). Altas
concentraciones de benceno pueden causar neurotoxinas que generan problemas en la
médula espinal. De igual forma, €l benceno es un agente desencadenante de la leucemia
y del desarrollo de tumores hematol 6gicos (Hayes et a ., 2001).

La exposicion a compuestos carcindgenos usados en la industria petrolera
incrementa el desarrollo del cancer en hombres, mujeres y nifios. En hombres, se ha
notificado un mayor incremento en el cancer de pulmon, esofago, recto, piel y rifion. En
mujeres, se ha visto un incremento de cancer cervical, ganglios linféticos y vejiga. En
nifios, se ha observado una mayor incidencia en cancer hematopoyético (Blot et al.,
1977; Everal & Dowd, 1978; Kaldor et al., 1983; Olin et a., 1987; Lyons et al., 1995;
Boffetta et al., 1997; Gottlieb et a., 1982; Pan et a., 1994; Gérin et a., 1998; Yang et
al., 1999; Hayes et al., 2001; McDonald, 2001).
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3.1. El petroleo y sus componentes

El contacto directo con €l petrdleo o sus vapores causa irritacion, picores en la
piel y enrojecimiento de los 0jos. La exposicion prolongada a concentraciones bajas de
compuestos volétiles causa nauseas, mareos, dolor de cabeza o somnolencia (Goldstein
& Bendit, 1970; Kaplan et a., 1993). En € caso de vertidos de petréleo las personas
expuestas suelen manifestar dolores de cabeza, dolor de garganta e irritacion en los 0jos
(Campbell et al., 1993; Crum, 1993). En general, los crudos pesados presentan menos
problemas de toxicidad aguda que otras fracciones de petréleo porgque contienen menos
compuestos organicos volétiles (COV). Estos sintomas de intoxicacion aguda son de
corta duracion y desaparecen rapidamente a eliminar el contacto con el petréleo
(Lillienberg et al., 1992).

3.1.1. Compuestos organicos volatiles

Destacan entre la alta variedad de hidrocarburos por ser de anillo simple
(benceno, tolueno, etilbenceno y xileno, que se encuentran sobre todo en los petréleos
livianos). Se disuelven en agua con mas facilidad y son mas volétiles o que les da un
mayor poder de captacion bioldgicay dafio alasalud (Greenpeace, 2003).

Inhalados pueden afectar el SNC y causar la muerte. Su ingestion causa
irritacion de garganta y estdmago, dificultad respiratoria y neumonia de aspiracion
(Clapp et a., 2006).

Benceno: Se evaporaen el aire muy de prisa, se disuelve ligeramente en el agua
y es dtamente inflamable. Es e mayor agente cancerigeno humano conocido
(Melhman, 2006). Puede entrar en el cuerpo por la via respiratoria, gastrointestinal
cutanea: @) Una inhalacion breve de 10 minutos a niveles muy altos de benceno (10000-
20000 ppm) puede ocasionar la muerte; niveles inferiores (700-3000 ppm) pueden
causar somnolencia, mareo, ritmo cardiaco rapido, dolores de cabeza, pequefios
temblores, confusion e inconsciencia. Es un veneno hematopoyético y depresor de la
médula 6sea (anemia, sangrado, déficit de defensas), causando leucemias; b) Su ingesta
puede causar vomito, irritacion del estbmago, mareo, somnolencia, convulsiones, ritmo
cardiaco rapido, comay la muerte; c) Por contacto causa irritacion en piel y dafios ala
cornea. Atraviesa la barrera placentaria y causa bajo peso a nacer, formacion O0sea
retardada y dafio ala médula 6sea (Clapp et a., 2006), ya que en mujeres embarazadas,
el benceno se acumula en & suministro sanguineo del feto (Greenpeace, 2003).

Tolueno: El tolueno es parte natural del crudo. Se disuelve en aguay volatiliza
con facilidad. Es irritante para la piel y tracto respiratorio; puede causar toxicidad
sistémica por laingestion o lainhalacion y es lentamente retenido a través de la piel en
la que produce eritema y ampollas. Exposiciones crénicas de tolueno a menos de 200
ppm se asocian a la afeccion del SNC con dolor de cabeza, fatiga y ndusea. Los
trabajadores repetidamente expuestos entre 200-500 ppm reportaron pérdida de
coordinacion, memoria y apetito. Algunos desarrollaron desordenes reversibles de los
nervios opticos después de la exposicién cronica en € lugar de trabajo. Esta cronicidad
de la exposicion puede causar efectos permanentes de neuropsiquiatria, alteraciones
musculares, cardiovasculares, dafio tubular renal, pérdida del conocimiento, coma y
muerte slibita. En nifios puede ocasionar neumonitis. Atraviesa la barrera placentaria y
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puede ocasionar problemas neuroldgicos y crecimiento retardado, puede transmitirse
con lalactancia (Clapp et al., 2006).

Etilbenceno: Es encontrado como vapor gue pasa facilmente a aire desde €
agua y € suelo, pero puede entrar a organismo por contacto dérmico, ingestion o
inhalacion. El 40-60% de etilbenceno inspirado es retenido en el pulmon. Las personas
expuestas a niveles atos de etilbenceno en € aire, por cortos periodos, se han quejado
deirritacién de ojos y garganta. A niveles mas atos han tenido problemas respiratorios,
musculares y mareo. Es toxico parael SNC e irritante de membranas mucosasy ojos. El
IARC determind que es posiblemente carcinogeénico para humanos (Clapp et al., 2006).

Xileno: Esta presente en el crudo y el alquitrdn mineral. Se evapora y arde
facilmente. La exposicion a corto plazo para niveles altos de xileno puede causar
irritacion de la piel, ojos, nariz y garganta; dificultad respiratoria y respuesta retardada
para un estimulo visual; ateraciones de memoria, molestias de estémago y problemas
renales y hepéticos. Exposicion a corto y largo plazo para concentraciones altas de
xileno puede causar efectos en el sistema nervioso (dolores de cabeza, falta de
coordinacion muscular y mareo), a niveles muy altos de xileno se produce la muerte. No
hay estudios que puedan demostrarle como carcindgeno. Cruza la barrera placentaria'y
en animales ha demostrado ser fetotéxico (Clapp et a., 2006).

3.1.2. Hidrocarburos aromaticos policiclicos

Entre ellos destacan 16 compuestos incluidos en la lista de contaminantes
prioritarios de la EPA de los Estados Unidos: naftaleno, acenaftileno, acenafteno,
fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, dibenzo(ah)antraceno,
benzo(ghi)perileno e indeno(1,2,3-cd)pireno. La mayoria de estos compuestos también
estan clasificados como 2B por € IARC y a algunos de ellos se atribuye un potencial
genotdxico (Harvey et a., 1999).

Lo més téxico de este grupo es el benzo(a)pireno, encontrado en petréleo crudo,
alquitrén mineral y creosita, asi como el benzo(k)fluorantreno. El benzo(a)pireno puede
encontrarse en particulas pequefias que son inhaadas profundamente hasta los
pulmones, donde benzo(a)pireno puede gercer efectos carcinogénicos. Es absorbido
también anivel de piel. Las propiedades carcinogénicas de los PAH se han descrito para
estos 16 compuestos. El benzo(a)pireno es cancerigeno de faringe y laringe (Clapp et
al., 2006).

3.1.3. Metales pesados

También se encuentran en el crudo concentraciones variables de metales pesados
como vanadio, niquel, cobre y hierro. Otros elementos quimicos presentes son el azufre,
nitrogeno y oxigeno.

Vanadio: Es un producto de la combustion del petréleo. Acttairritando la piel,
conjuntivas y aparato respiratorio; produce decoloramiento verdoso de los dedos,
escroto y piernas, asi como una coloracion verde negruzca de la lengua que indica
exposiciéon aguda. Se lo ha sefidlado, en Venezuela, como causante de los casos de
anencefalia (Granadillo et a., 1998). Es capaz de ocasionar cambios en el materia
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genético de plantas, animales y humanos, con malformaciones importantes en el tubo
neural. Se ha afirmado también que existe una correlacion definitiva entre el vanadio y
el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y arteriesclerosis por alteracion de vasos
sanguineos, presion arterial y transporte de calcio.

Cromo: Es un cancerigeno humano conocido por su efecto sobre € material
genético. Inhalado puede causar irritacion a la nariz, estornudos, ardor nasal,
hemorragias nasales, Ulceras, asma y orificio del septum nasal. La exposicion a largo
plazo ha sido asociada con cancer pulmonar en trabajadores expuestos. Con su ingestion
causa trastornos estomacales y Ulceras, convulsiones, problemas al rifién, higado y la
muerte. Puede ser transferido de madre a hijo a través de la lactancia (Clapp et a.,
2006).

Plomo: Es liberado en la combustion de carbon, petroleo y en las perforaciones.
La exposicion de largo plazo puede conducir a alteraciones cognitivas, debilidad en
manos Yy tobillos, hipertension, dafios cerebrales y renales. Estudios en trabajadores
expuestos han encontrado que puede causar cancer de pulmon, estébmago y cerebral. En
los nifios se ha demostrado ser un neurotdxico a interrumpir la sinapsis y afectar las
zonas cruciales del aprendizaje y la memoria. En los afios setenta, Needleman descubrid
una correlacion entre concentraciones dentales de plomo en nifios y problemas de
distraccion, escasa organizacion, impulsividad e incapacidad para seguir instrucciones,
problemas de lectura y secundarias incompletas. El plomo atraviesa la barrera
placentaria y puede causar muerte intrauterina, precocidad y bajo peso al nacer (Clapp
et al., 2006).

Mercurio: Su ingreso a organismo es por inhalacion e ingestion y se ha
demostrado que ocasiona dafio permanente a nivel cerebral y renal. El sistema nervioso
es particularmente sensible para metilmercurio y mercurio elemental. La exposicién
puede causar irritabilidad, pequefios temblores, cambios en la vista/audiciéon y
problemas de memoria que puede conducir a formas de Parkinson. Afecta el desarrollo
del feto a nivel neurolégico. La EPA considera que e metilmercurio es un posible
agente cancerigeno (Clapp et a., 2006).

Niquel: Es eliminado con la combustion del petrdleo. Los efectos de salud méas
dafiinos son la bronquitis crénica, la reduccién de lafuncion pulmonar y el desarrollo de
los tipos de cancer de mamay pulmén. Se necesita ingerir cantidades muy grandes de
niquel para sufrir efectos dafiinos a la salud, aproximadamente con 250 ppm de niquel
aparecen dolores de estdbmago, aumento de gldébulos rojos y de las proteinas en orina
pero esta concentracién de niquel es 100000 veces mayor que la cantidad usualmente
encontrada en agua potable. A nivel de piel casi no se absorbe, pero produce reacciones
alérgicas de contacto. El potencia carcinégeno parece deberse a sulfato de niquel y las
combinaciones de sulfuros de niquel y oxidos. Pasa la barrera placentaria y puede
pasarse por lalactancia (Clapp et al., 2006).

Cadmio: Es eliminado en la combustion de fésiles. Lainhalacién es la principal
via de ingreso a organismo y puede causar problemas pulmonares, renales y fragilidad
de los huesos. La exposicion de 2 horas con este compuesto causa tos e irritacion leve
de garganta; de 4 a 10 horas aparecen sintomas como tos, presion esternal, dolor de
pecho, dificultad respiratoria, sudoracion, temblor y dolor de extremidades; de 8 horas
en adelante aparece una severa dificultad para respirar, tos persistente, debilidad,
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malestar, anorexia, nausea, diarrea, miccion frecuente en la noche, dolor abdominal,
expectoracion de sangre y postracion. Las exposiciones a altos niveles pueden ser
fatales y los que sobreviven pueden tener secuelas por afios. Con la ingesta, € caracter
irritante también aparece a nivel digestivo y se puede concentrar en rifiones. Estudios en
animales han demostrado que su absorcién es mayor en nifios y embarazadas con dietas
bajas en calcio, proteina o hierro y ricas en grasas. Solo una escasa cantidad pasa la
barrera placentaria (Clapp et al., 2006).

Bario: Como barita es extraido y usado en la perforacion de pozos. Sus efectos a
la salud dependen de su solubilidad en agua. Los compuestos de bario que no se
disuelven bien (baritay carbonato de bario) permanecen mucho tiempo en el ambiente.
La barita causa pocos efectos dafiinos, sin embargo, €l bario combinado como nitrato o
en forma de acetato, cloruro, hidréxido o sulfuro de bario, que se disuelven en agua,
puede causar efectos dafiinos. A altas cantidades su ingesta puede matar. En cantidades
no letales puede alterar € ritmo cardiaco o producir pardlisis, nalsea, retortijones
abdominales, diarrea, dificultades respiratorias, hipo o hipertensién, entumecimiento
alrededor de la caray debilidad muscular. Lainhalaciony el contacto de piel no parecen
tener los mismos efectos (Clapp et al., 2006).

Cobre: Aparece tras la incineracion de combustibles fosiles. A bajas
concentraciones puede irritar la nariz, la boca, los 0jos y dar dolores de cabeza, mareo,
nausea o diarrea. A dosis altas puede causar dafio hepético, renal e incluso muerte
(Clapp et d., 2006).

Zinc: Es un metal esencial y su deficiencia nutricional causa problemas de
salud, pero su exceso también. Pequefias cantidades elevadas pueden causar dolores de
estbmago, nausea 'y voémito. Su ingesta prolongada puede ocasionar anemia, dafio en el
pancreas y disminucién de los niveles del colesterol beneficioso. La ingesta exagerada
puede causar infertilidad, retraso del crecimiento fetal e irritacion dérmica a contacto
(Clapp et a., 2006).

3.1.4. Gases

Dioxido de azufre: Su férmula es SO,. ES un gas incoloro con un olor intenso
que se disuelve facilmente en agua. En € aire, e SO, se puede convertir en acido
sulfdrico o sulfatos, mientras que en agua, € didéxido de azufre puede formar &cido
sulfuroso. Como gas se disuelve en la piel himeda y en las membranas mucosas para
formar acido sulfuroso, un agente irritante que acaba con la mucosa ciliar de la
garganta, pero por si mismo € dioxido de azufre es un fuerte irritante del tracto
respiratorio. A altas concentraciones puede ser mortal. Concentraciones de 100 ppm son
peligrosas para la vida. Pueden darse desde sintomas leves de irritacion local como
estornudos, rinitis, tos, pasando por la dificultad respiratoria y sofocacion hasta e
espasmo laringeo, bronco espasmo y edema pulmonar, asma, neumonia y bronquitis.
Exposiciones a concentraciones muy bajas de didxido de azufre pueden agravar
enfermedades pulmonares crénicas, como €l asma y enfisema. La exposicion cronica
puede causar un sentido del olfato alterado, una susceptibilidad aumentada para las
infecciones respiratorias y la disminucion acelerada en la funcion pulmonar. A
moderadas dosis se genera ndusea, vomito y dolor abdominal. Es un fuerte irritante de
piel causando picor, dolor, coloracion roja'y ampollas, especialmente en mucosas, con
conjuntivitis y quemaduras corneales. Estd asociado a cuadros asméticos en nifios y
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estudios en animales (cerdos) confirman que cantidades de hasta 1 ppm producen
fuertes impactos respiratorios.

Acido sulfarico: Su formula es SO4H,. Se forma en el aire desde el didxido de
azufre que se quema con los combustibles fésiles. El SO, se transforma en SOz que a
reaccionar con agua en el aire forma el acido sulfurico (SO4H2). ES muy corrosivo e
irritante para la piel, tracto respiratorio y gastrointestinal. Su inhalacion a altas
concentraciones puede causar dificultad respiratoria y de eliminacion de particulas
extraias. Ocasiona también erosion dental. En el aparato digestivo puede causar
procesos erosivos, Ulceras y muertes. En piel causa quemaduras, quema los 0jos y puede
producir ceguera. En nieblas severas el IARC cree que es carcinogénico para los
humanos.

Acido sulfhidrico: Su férmula es SH,. Las emisiones de SH, son un poderoso
abortivo a una exposicién anual superior de 4 pg/m?®, el sulfuro de carbono (S,C) es una
neurotoxina muy poderosa. EI umbral del olor del acido sulfhidrico esta cerca de los 7
png/m?, latoma diaria aceptable es de 1,8 ng/m®,

3.2. Investigaciones sobre hidrocarburos en el Ecuador

Durante los ultimos 40 afios se han realizado varios estudios que reconocen €l
impacto de esta actividad sobre la poblacion que circunda las zonas petroleras en las
diferentes provincias del oriente ecuatoriano.

En 1993 se reaiz6 un estudio caso-control en 1465 personas expuestas y no
expuestas a la actividad petrolera, demostrando los siguientes resultados: La poblacion
infantil de las comunidades donde hay contaminacion de petréleo tuvo importantes
niveles de desnutricion (43%) en comparacion con la poblacion no expuesta a petroleo
(21,5%). Las mujeres que bebieron agua a menos de 200 m de las estaciones petroleras
presentaron 147% mas abortos que las mujeres del grupo control. Las causas mas
frecuentes de mortalidad fueron cancer, violencia y accidentes. La media de
enfermedades por persona era de tres en las comunidades expuestas y dos en las
comunidades no expuestas a la actividad petrolera. EI 49% de las familias
pertenecientes a las zonas afectadas han comprometido su salud por efecto de bafios en
aguas contaminadas, intoxicaciones por gas, caidas a piscinas con crudo, quema de
productos de petroleo, contacto con quimicos, explosiones de pozos, ruptura de
oleoductos y consumo de alimentos toxicos. Fruto de estos accidentes se han producido
en los afectados piodermitis (50,5%), micosis (46,6%), cefaleas (17,8%), problemas
respiratorios (16,4%), reacciones aérgicas (5,5%), dermatitis y problemas renales
(2,7%) (UPPSAE, 1993).

En 1994 serealiz6 un andlisis en 32 muestras de agua de la zona afectada por la
actividad petrolera. Se determiné que las concentraciones de hidrocarburos aromaticos
policiclicos estaban incrementadas varias veces por encima de los niveles permitidos
por la EPA. Las muestras de agua potable analizadas tenian concentraciones de PAH
que oscilaban entre 32,8 y 2792 ng/L. Cifras que implican un riesgo carcinogénico entre
1/1000 y 1/100000 (Jochnick, 1994).

En el 2000, sobre un estudio de 500 personas se confirmaba que la presencia de
abortos y cancer era significativamente superior en comunidades expuestas a la
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contaminacion petrolera que aquellas que vivian a distancia de esta actividad. Los
abortos eran 150% més frecuente y el cancer 130% maés frecuente, con un riesgo de
mortalidad de 260% mas alto que en la ciudad de Quito (San Sebastian, 2000).

En e 2003 se realizé un estudio a 1520 personas y se realizaron 342 visitas
médicas en las comunidades afectadas por la actividad petrolera. Para ese entonces, la
industria del petroleo tenia concesionadas mas de 5 millones de hectareas de la
Amazonia del Ecuador. Los resultados mas destacados de esta investigacion fueron: El
100% de las personas que vivieron cerca de las estaciones de petroleo han sufrido
problemas de contaminacion, cuyas principales causas fueron en el 57% las piscinas de
petréleo, 56% de los pozos y 42% de la quema de gas en los mecheros. La actividad
petrolera afecta las bases de la subsistencia campesina e indigena; e 94% de la
poblacion encuestada ha sufrido pérdidas de animales. Los animales han muerto tras
beber agua con crudo, caer a las piscinas o asfixiados por el gas. Sin embargo, un
porcentgje de la poblacion ha utilizado esta carne para su consumo. El 82,4% de la
poblacion se ha enfermado en alguna ocasion por la contaminaciéon: e 96% de los
enfermos reportaron problemas de la piel, 75% problemas respiratorios, 64% problemas
digestivos y 42% problemas de 0jos. La principal causa de muerte ha sido el cancer en
un 32% del total de fallecidos, siendo tres veces mas que la media naciona de muertes
por cancer (12%) en el Ecuador, y 4 a5 veces superior a Oréellana (7,9%) y Sucumbios
(5,6%). Se detectaron 89 personas enfermas o falecidas entre los vecinos por causa
directa del cancer y la contaminacion, permitiéndonos hablar de més de 500 fallecidos
por causa directa de la actividad petrolera (Maldonado & Narvaez, 2003).

En e 2004 un estudio fue publicado en la revista International Journal of
Occupational and Environmental Health citando las altas tasas de leucemia en nifios en
zonas de explotacion petrolera en la Amazonia ecuatoriana. Los investigadores
encontraron tasas de leucemia en nifios de 0 a 4 afos de edad que viven en zonas de
explotacion petrolera, 3 veces mas altas que en otras partes del pais (Hurting & San
Sebastian, 2004).

En e 2005, un estudio demostré que existe un elevado riesgo en la salud de
animales y poblaciones humanas a estar expuestos a los diferentes toxicos dejados por
la actividad del petrdleo, siendo un problema de salud médica los efectos no reversibles
como el cancer, riesgos de abortos espontaneos y defectos en la reproduccion (San
Sebastian & Hurting, 2002). El estudio Yana Curi, encontré6 una tasa de abortos
espontaneos 2,5 veces mas dta en comunidades ecuatorianas expuestas a la
contaminacion petrolera que en comunidades no expuestas utilizadas como control. En
este mismo estudio se analizaron otros factores como la edad en el embarazo, orden del
embarazo y estado socioecondémico, sin que se llegue a explicar la asociacion entre los
abortos espontaneos y vivir en la proximidad de campos petroleros (Informe Y ana Curi,
2000).

En el 2006, nuestro grupo de investigacion realizd un biomonitoreo del dafio del
ADN en individuos expuestos a hidrocarburos en San Carlos, provincia de Orellana. Las
evidencias cientificas obtenidas en esta investigacion demostraron que los individuos
expuestos a hidrocarburos presentaron alto riesgo carcinogénico y mutagénico. Las
personas expuestas a agentes tdxicos propios de las industrias petroleras sufrieron
sintomas como fatiga, dolor de cabeza, micosis cuténea, dermatitis, irritacion nasal y
ocular, gastritis, ndusea y diarrea. El andlisis, desarrollado mediante la prueba ensayo
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cometa, permitié determinar que los individuos expuestos a los hidrocarburos
presentaron ato porcentge de dafio en e ADN comparado con individuos sanos
considerados como control. El andlisis citogenético determiné que las personas
expuestas presentaron rupturas cromosomicas y gaps. Mientras que en los estudios
genéticos se encontré asociacion significativa del gen hMSH2 con los individuos
expuestos a hidrocarburos y derivados del petréleo (Paz-y-Mifio et a., 2008a).

Para mayor informacion, la investigacion denominada Monitoring of DNA
Damage in Individuals Exposed to Petroleum Hydrocarbons in Ecuador fue publicada
en larevista cientifica Annals of the New York Academy of Sciences el afio 2008 (Paz-y-
Mifio et al., 2008a).

4. RADIACION

Nuestro grupo de estudio desarroll6 dos investigaciones relacionadas a la
radiacién ionizante mediante rayos X en trabajadores médicos, y alaradiacion solar en
pesgueros de la Costa ecuatoriana.

4.1. Radiacion ionizante mediante rayos X

La radiacion ionizante es considerada un genotoxico por su capacidad de
interactuar con e ADN. Un tipo de radiacion ionizante son los rayos X, los cuales desde
su descubrimiento han sido asociados con € aparecimiento de patologias radio-
inducidas. Durante los primeros afios de uso de los rayos X se reportaron casos de
lesiones de piel, alteraciones hematoldgicas y cancer. Desde 1950 se implementaron
normas de proteccion como disminuir la dosis limite de radiacion y el uso de medidas
de proteccion personal para confrontar la presencia de patologias radio-inducidas
(Berrintong et al., 2001; Y oshinaga et a., 2004).

Berrintong y Yoshinaga observaron en sus investigaciones que los radiologos
gue trabajaron antes del afio 1950 presentaron enfermedades como leucemia, cancer de
mama, tiroides, y posterior a este afio los casos reportados han sido mucho menores, o
gue indicd que era eficaz la recomendacion de proteccion del personal y la disminucién
deladosis (Berrintong et al., 2001; Y oshinaga et al., 2004).

A pesar de los efectos dafinos sobre la salud, causada por la exposicion a altas
dosis de radiacion, debido a la caida de la bomba atdomica, los efectos que causan las
bajas dosis de radiacion todavia son controversiales (Clochard et al., 2000; Paz-y-Mifio
et al., 2001).

El monitoreo genético permite analizar si las poblaciones expuestas a agentes
genotéxicos como los rayos X, presentan alteraciones en la morfologia de los
cromosomas y en la integridad del ADN. La utilidad del monitoreo genético radica en
demostrar la relacion entre e dafio genético y la radiacion ionizante. Ademas permite
realizar recomendaciones para prevenir enfermedades (Clochard et al., 2000; Bayo,
2001).

Existen dos tipos de efectos causados por la exposicién a la radiacion sobre la
salud: los deterministicos, que se observan en personas expuestas a altas dosis de
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radiacion, lo que induce a la muerte celular provocando la pérdida de funcionalidad de
los tejidos; vy, los estocasticos, cuando el contacto con la radiacion ionizante potencia
eventos de dafio ya presentes en e individuo, provocando sinergismo entre las
alteraciones gendmicas y los efectos producidos por la radiacion (Bartch et al., 1997;
Tice et al., 2000; Touil et a., 2002; Morgan et a., 2005; Mufioz et a., 2008; ICRP,
2007).

La carcinogénesis radio-inducida consiste en el desarrollo de los eventos de
iniciacion, promocion y progresion, los cuales se producen luego de la exposicion a la
radiacion y provocan alteraciones que predisponen la aparicion del cancer (Paz-y-Mifio
et al., 2001).

Laradiacion ionizante produce a genoma dafios directos e indirectos. Los dafios
directos consisten en la alteraciéon de la estructura quimica del ADN, pérdida de una
base nitrogenada debido a la presencia de dimeros de timina, delecién de secuencias,
rotura de ssimple y doble cadena. Mientras que € dafio indirecto produce la formacién
de radicales libres, principamente de laionizacidn del agua, convirtiéndola en radicales
superdxido e hidroxilo (Paz-y-Mifio et al., 2001; Seedhouse et al., 2004; Dufloth et al.,
2005; Millikan et al., 2005; Guerci et al., 2006).

Otras macromoléculas sensibles a los rayos X son los lipidos de la membrana
celular, porque se altera su estructura afectando la permeabilidad de la membranay las
enzimas que pierden su actividad. Por otro lado, se pueden aterar las mitocondrias,
causando muerte celular inmediata a desorganizarse las crestas mitocondriales y la
cadena de fosforilacién oxidativa (Seedhouse et al., 2004; Dufloth et a., 2005; Millikan
et al., 2005).

Los estudios de biomonitoreo ayudan al esclarecimiento de los efectos
producidos por los genotdxicos, a aportar informacién sobre los mecanismos
moleculares de estos procesos que causan dafio de forma directa o indirecta. Entre las
pruebas que se utiliza para evaluar los efectos de los genotéxicos se encuentran: €l
estudio de aberraciones cromosomicas, de microntcleos, el ensayo cometa, laFISH y €
andlisis de genes (Baguero et a., 2004; Prasad et a., 2004; Aka et a., 2004).

Nuestro grupo de investigacion realizd e estudio de 41 individuos que
cumplieron los criterios de inclusién en e estudio, 20 pertenecieron al grupo de
expuestos a rayos X y 21 pertenecieron a grupo de no expuestos. Del total de
individuos analizados, 16 fueron hombresy 25 mujeres, siendo 12 hombresy 8 mujeres
los expuestos, y 4 hombres y 17 mujeres los no expuestos. El promedio de edad del
grupo de expuestos fue 37 afios, mientras que la edad promedio del grupo control fue 33
afios.

Los grupos de estudio no presentaron antecedentes patolégicos personales ni
familiares de céncer, infertilidad, esterilidad, abortos, malformaciones, ni uso de
tratamientos antineoplasicos. Todos los individuos expuestos a radiacion trabajaron seis
horas diarias aproximadamente. El tiempo que los pacientes estuvieron expuestos a
radiacion vade 1 a 21 afos, siendo lamedia de 5,89 afios de trabgjo.

La dosimetria fisica anual de los individuos expuestos fue sobre la base de los
dosimetros fisicos termoluminiscentes analizados por la Comisién Ecuatoriana de
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Energia Atomica (CEEA). Los valores de la dosis media de radiacion a la que estaban
expuestos los individuos fueron de 0,99 mSv de radiacién ionizante.

En el andlisis de aberraciones cromosomicas se contabilizaron 490 metafases en
el grupo de expuestos y 1274 metafases en € grupo de no expuestos. Todas las
metafases presentaron un total de 46 cromosomas. En ninguna de las metafases se
hallaron alteraciones numeéricas. La proporcion de aberraciones cromosomicas en los
expuestos fue del 50% y en los controles fue del 4%.

Al analizar la presencia de las aberraciones cromosdmicas en 764 metafases se
encontraron alteraciones estructurales; dentro de estas se observaron gaps, roturas,
cromosomas dicéntricos, anillos y doble minute (Figura X11.5). Al separar las metafases
en grupos de expuestos y controles se encontré que la metafase que presentd la rotura
pertenecié a un individuo del grupo control. En e grupo de expuestos se encontraron 13
metafases que presentaron alteraciones tipo gaps. Otro tipo de alteracion que se
encontrd fue una metafase con un cromosoma dicéntrico en un sujeto expuesto a rayos
X. Ademés, se encontré una metafase con una alteracion de un cromosoma en forma de
anillo. Adicionalmente, una metafase de los individuos expuestos a rayos X también
present6 un doble minute.

N T R S “H N

CROMOSOMA RUPTURA DE CROMATIDE RUPTURA GAPS GAPS DE CROMATIDE
NORMAL CROMOSOMICA CROMOSOMICOS

FIGURA XIl.5. ALTERACIONES CROMOSOMICAS ESTRUCTURALES. Se compara
un cromosoma normal con varios cromosomas alterados por rupturas (Modificado
de Pazy-Mifo et al., 2008za; 1B, 2014).

Al redlizar €l andlisis de la presencia de aberraciones cromosomicas, se encontré
gue no hay una diferencia significativa al comparar entre los individuos expuestos y los
no expuestos arayos X.

Al aplicar la prueba de ensayo cometa se anaizaron 8262 nucleoides, se
encontré una media de longitud de migracion de 25,92 um en el grupo de controlesy de
29,09 um en €& grupo de casos. La diferencia encontrada entre ambos grupos fue
altamente significativa (Tabla XI1. 10).

En los expuestos hubo un aumento en la proporcion de fragilidad en un 60%, en
comparacion con e grupo control que presentd el 4% de fragilidad. En € grupo de
casos, a correlacionar el promedio de la dosis de radiacion y de aberraciones
cromosdmicas, no se encontrd una relacion entre ambos datos. También se realizé la
correlacion entre la presencia de aberraciones cromosomicas con los afios de
exposicion, pero tampoco se encontrd correlacion significativa. En el grupo expuesto se
correlaciond la dosis de radiacion con la longitud de las cometas, sin encontrarse
diferencias significativas. Ademas, se correlaciond los afios de trabajo a los que
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estuvieron expuestos los trabajadores con la presencia de las aberraciones
cromosomicas y la longitud de las cometas, pero tampoco se encontrd diferencias. El
riesgo de presentar aberraciones cromosomicas en individuos expuestos a radiacion
ionizante es 20 veces mayor que en los individuos sanos. Mientras que la razén entre
expuestos y no expuesto a la radiacion ionizante es de 30 veces para presentar mayor
grado de fragilidad del ADN.

Tabla XII.10. Longitud de migracion del ADN mediante ensayo cometa

Expuestos a rayos X No expuestos a rayos X
Individuo Mediana Media Individuo Mediana Media
1 25 259 1 25 26,3
2 25 26,5 2 25 254
3 25 26,4 3 25 25,7
4 25 25,8 4 26,5 27.3
o) 25 24,6 o) 25 259
6 22,9 24,6 6 25 25,8
7 42,5 43,6 7 25 25,8
8 35 36,5 8 25 25,8
9 27,9 27,4 9 25 25,3
10 32,5 32,7 10 25 25,5
11 27,5 27.4 11 25 26,3
12 25 27,4 12 25 26,9
13 27,9 28,8 13 25 26,3
14 30 29,3 14 25 26,9
15 32,5 34,8 15 25 26,5
16 27,5 28,8 16 25 25,1
17 25 29,3 17 25 25,0
18 25 26,7 18 25 25,5
19 25 27,7 19 25 259
20 25 25,8 20 25 254
21 25 26,4
Media 29,08 Media 25,91
Mediana 25,83 Mediana 25,78

En el andisis de aberraciones cromosdmicas se tomo en cuenta las ateraciones
numericas y estructurales. En este estudio no se presentaron alteraciones tipo numericas.
Sin embargo, en estudios realizados por Diaz-Valecillos y Madelleti, se describieron
alteraciones numéricas en individuos expuestos a bajas dosis de rayos X, como pérdida
0 ganancia de uno o dos cromosomas € hiperdiploidias (Madelleti et al., 2002; Paz-y-
Mifio et al., 2001; Diaz-Valecillos et al., 2004). En todos los estudios, incluyendo este,
las poblaciones estuvieron expuestas a dosis de radiacion similares, lo cual podria tener
una relacion con un proceso de adaptacion al dafio, o que implica que estas dosis no
ateraran la estructura cromosomica debido a la resistencia que provoca esta radiacion
sobre |os mecanismos de control y reparacion del ADN.

En cuanto alas ateraciones estructurales en los individuos expuestos a |os rayos
X hay un incremento en el nimero de aberraciones comparado con € grupo control. A
pesar de esto no se encontraron diferencias significativas en e nimero de aberraciones
cromosomicas. El tipo de aberraciones estructurales que se evidenciaron fueron: anillos,
roturas, gaps, cromosomas dicéntricos y doble minute. Los anillos y las roturas
inestables suponen un mayor riesgo de pérdida de informacién, 1o que aumenta la
posibilidad de alteracion de los mecanismos de control celular: genes supresores de
tumores, activacion de proto-oncogenes, alteracion de los genes de apoptosis o de genes
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reparadores del ADN. Por esto, se ha demostrado que existe una correlacion entre la
presencia de aberraciones cromosdmicas y la aparicion de cancer, asociandose de modo
particular con la presencia de sitios fragiles y rupturas cromosomicas (Bayo, 2001,
Goode et al., 2002; Leffon et al., 2004).

Segun Aka, las translocaciones y las roturas son frecuentes en individuos
expuestos, a contrario de las alteraciones inestables como cromosomas dicéntricos,
anillos o fragmentos acéntricos, ya que estas son letales para la célula en la divisiéon
celular (Aka et al., 2004). Las alteraciones estructurales tipo doble minute son
alteraciones inestables asociadas a un producto de una amplificacion génica asociada
con la activacion de proto-oncogenes sensibles a la radiacion como son: N-RAS, K-
RAS, C-MYC (Goode et al., 2002).

Adicionamente, se analizd la relacion entre la dosis anual de exposicion y la
presencia de aberraciones cromosomicas. No se encontrd correlacion entre el aumento
de aberraciones cromosdmicasy |os afios de exposicion.

Mediante el andlisis del ensayo cometa, en los individuos expuestos a rayos X,
se observo un mayor grado de migracion del ADN al compararse con el grupo control,
encontrdndose una diferencia altamente significativa entre las dos poblaciones. Esto se
debe a que por medio del ensayo cometa podemos observar la presencia de rupturas de
cadena simple y doble, las cuales dan origen a la formacion de la cola, que no se
observan con el andlisis de aberraciones cromosomicas. En el andlisis de aberraciones
cromosomicas, las roturas de doble cadena dan lugar a los cambios estructurales de los
cromosomas (Paz-y-Mifio et al., 2002d). Es importante recalcar que las ateraciones
gendémicas por minimas que sean pueden presentarse en lugares clave que podrian
alterar la estabilidad del genoma (Lalic et a., 2001; Goode et a., 2002; Leffon et al.,
2004; Hung et al., 2005; Guerci & Grillo, 2007).

Cabe anadir que en nuestro estudio no se observo una correlacion entre la dosis
deradiacion y lalongitud de migracion. Es decir, amayor dosis no aumenta el grado de
dafo, debido a que la variacion de las dosis a las que estuvieron expuestos los
individuos fue minima (Paz-y-Mifio et a., 2001; Mufioz et a., 2008). Tampoco se
encontrd una correlacion entre la longitud de migracion del ADN vy los afios de trabgjo.
Esta observacion se explica por un efecto de adaptacion conocido como hormesis (Touil
et al., 2002), el cual se caracteriza por la aparicion de efectos diferentes a los esperados
luego de una exposicion crénica, por lo que este fendmeno de adaptacion se da por
accion del sistema de reparacion para proteger lainformacion genética.

Para mayor informacion, la investigacion denominada Biomonitoreo genético de
individuos expuestos a radiacién ionizante y su relacion con el desarrollo del cancer se
publicd en la Revista Oncologia el afio 2008 (Mufioz et a., 2008).

4.2. Radiacidn solar
Laradiacion ultravioleta (UV) de laluz solar es considerada uno de los factores
ambiental es mas importantes que afectan alos seres humanos y se haimplicado como la

causa principal de cancer de piel (Paz-y-Mifio et al., 2001; Cadet et a., 2005). Los
tumores de piel, por gemplo el melanoma, parecen estar més relacionados con la
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exposicion acumulativa, ya que aparecen con mayor frecuencia en hombres mayores,
trabajadores al aire libre, en sitios de méxima exposicién al sol (Cafarte, 2008).

En general, la radiacion ultravioleta B (UV-B) (280-320 nm) y ultravioleta A
(UV-A) (320-400 nm) son responsables de |os tipos de cancer inducidos por la luz solar
(De Gruijl, 2000; Meinhardt et al., 2008). A pesar que la contribucion UV-A para €
cancer de piel melanoma esta alin en discusion, es la naturaleza de la exposicion a los
rayos UV la que parece determinar la ocurrenciadel cancer de piel.

Las longitudes de onda mas cortas, se absorben principalmente en la epidermis,
mientras que las longitudes de onda con espectro mas amplio pueden penetrar hasta la
dermis (De Gruijl, 2000). La radiacion solar ultravioleta se subdivide en funcion de sus
caracteristicas fotobiol 6gicas que involucra una reaccién producida por la absorcién de
luz (Mulero, 2004; Meinhardt et al., 2008). Los cromdéforos son moléculas que absorben
luz como por ejemplo: melanina, ADN, ARN, entre otras macro moléculas que son
capaces de captar distintas longitudes de onda.

En la Ultima década, han aparecido estudios en algunos paises latinoamericanos
donde se ha informado que la mortalidad por melanoma maligno va en aumento. Seguin
diferentes ponencias presentadas en el XXI Congreso Mundia de Dermatologia,
Argentinaes el pais con latasa mas alta de cancer de piel en América Latinadebido ala
exposicion y radiacion solar, 1a alteracion de la capa de ozono y el fototipo de piel de la
mayoria de su poblacion (Alfaro et al, 2010). En Ecuador, al igual que en €l resto de
paises, los tumores de piel méas frecuentes son los llamados no melanociticos:
basocelular y espinocelular, cuya letalidad es muy baja y son curables en un 95%
(Meinhardt et a., 2008). Sin embargo, el melanoma maligno es mucho més mortal, y es
el que mayor incremento en laincidencia ha experimentado.

Laquemadura solar o eritema, eslalesion cutdnea mas frecuente generada por la
exposicion a la luz solar, para su desarrollo se estima que la UV-B es responsable del
80% y la UV-A de 20% aproximadamente. Para que aparezca este tipo de lesion
interviene la intensidad de la radiacion recibida mas la sensibilidad de la persona; la
dosis eritema minima (MED), se define como la dosis minima para generar eritema
cutaneo de limites notorios a las 24 horas de exposicion. La respuesta de la piel ala
exposicién no es uniforme en todos los individuos y esto hallevado ala clasificacion de
las personas en fototipos de piel en funcién de la respuesta después de la exposicion
solar del medio dia durante 45 minutos (OM S, 2003).

Tanto las radiaciones UV-A como UV-B tienen un rol importante en la
patogénesis de enfermedades fotosensibles (Norris & Hawk, 1990). Sin embargo, la
UV-B tiene mil veces mayor capacidad de producir quemadura solar y dafio genotéxico
(De Gruijl, 2000), y aungue la UV-A no es directamente absorbida por el ADN por su
pobre carga energética, la generacién de fotoproductos en diversos estudios se
incrementé segln la intensidad recibida de radiacion UV-A a partir de 0 a 200 Jm?
(Mouret et a., 2006). Por otro lado, la radiacion UV-B es la més involucrada en la
promocion del cancer. Diversos estudios muestran la alta mutagenicidad de esta
longitud de onda, la generacion de dimeros de timina (TT) entre la radiacion UV-A 'y
UV-B se encontrd que era estadisticamente significativaalas24 h (p = 0,002) y 48 h (p
= 0,05) (Mouret et a., 2006). En modelos in vitro se ha demostrado los efectos
clastogénicos generados por la radiacién UV. En células de ovario de hdmster chino se
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observé un incremento del 16 a 48% de aberraciones cromosdmicas del tipo
cromatidico en exposicién a radiacion, con longitud de onda de 254 nm (Sgura et al.,
1996).

L os dafios ocasionados en el ADN por las radiaciones UV pueden producirse por
dos vias diferentes. Pueden suceder por absorcién directa de la energia de los fotones o
mediante lesiones bioquimicas indirectas donde los cromoforos enddgenos transfieren la
carga a otras moléculas que son las que provocan las modificaciones en el ADN (Speit
& Schitz, 2008). El dafio més comun de todos los tipos, es el dimero de pirimidina cis—
syn ciclobutano, €l cual representa la mayoria de los fotoproductos generados por la
UV, siendo més frecuentes los dimeros de timina-timina (TT), seguido de timina-
citosina (TC) y por ultimo los de citosina-citosina (CC) (Gonzdlez-Pimariega et al.,
2009).

Los efectos celulares incluyen dafios en €l ADN, la detencién del ciclo celular, la
depresién inmunoldgica, la apoptosis, y los cambios transcripcionales (OMS, 2003;
Rodriguez-Sangrador, 2006). Estudios realizados en linfocitos de sangre periférica
irradiados con 500 Jm? a una longitud de onda de 365 nm, mostraron que |as roturas de
simple y doble cadena inducidas por la radiacién no se distribuyen de manera aleatoria
en los cromosomas analizados (1, 3, 8, 9, 11, 14, 18, 19, 21, X e Y) y por consiguiente
no se correlacionan con el tamafio de los cromosomas (Rapp et a., 2000).

En Ecuador existe un gran grupo poblaciona expuesto a este tipo de radiacion
sin tomar las medidas necesarias para su proteccion. Se estima que e numero de
enfermos con cancer de piel se haincrementado significativamente (5000%) los ultimos
5 afios de acuerdo con un estudio de la Fundacion Ecuatoriana de Psoriasis (Cafarte et
al., 2005). Y una de las principales causas, sostienen los especidistas, es la sobre
exposicion a esta radiacion.

La exposicion a algun genotoxico puede producir anomalias cromosomicas que
pueden ser detectadas mediante técnicas citogenéticas (Rochette et al., 2003; Speit &
Schitz, 2008). Los linfocitos de sangre periférica se emplean como células centinela
ideales para la evaluacion de aberraciones cromosdmicas provocadas por agentes con
potencial genotoxico (Rochette et al., 2003). EI monitoreo de dafios cromosomicos es
un mecanismo muy Util para dar seguimiento a poblaciones expuestas a genotoxicos ya
gue permite la evaluacion total del genoma celular. El objetivo de este estudio fue
evaluar la frecuencia de aberraciones cromosomicas en linfocitos de sangre periféricaen
personas que se dedican ala actividad pesguera.

La investigacion fue de tipo epidemiolégico analitico, transversal de punto
comparativo de grupos expuestos y no expuestos a la radiacion solar UV. Se seleccion6
a personas cuyo unico oficio sea la actividad pesguera a aire libre, de preferencia a
personas entre 35 y 45 afios, con poca ingesta de alcohol o inhalacion de tabaco, de
fototipo de piel 1V. Iguamente, las mismas caracteristicas para €l grupo testigos cuyo
ambiente laboral lo realicen en oficinas o lugares protegidos en la sombra Se
excluyeron del estudio a personas con antecedentes de cancer, o que tuvieron alguna
ingesta de medicamentos o alcohol en los dias previos a la toma de la muestra. Una vez
recibida la aprobacion de las personas para € estudio, se les aplicd una hoja de
consentimiento informado para asegurar la legitimidad y debida autorizacion para poder
trabajar con las muestras col ectadas.
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En cuanto a la exposicion solar, € promedio de exposicion labora en los
individuos expuestos fue de 64,84 + 19,8 (p = 0,07) horas; 5,3+ 1,4 (p = 0,92) diasala
semana por 21,7 = 7,0 (p = 0,0004) afos. Por su parte, €l grupo testigos reportd 13,5 +
2,12 horas de trabajo, 5,2 + 0,71 dias de trabajo por 8,7 + 3,1 afios de trabgjo.

4.2.1. Efecto genotoxico de la exposicion solar

Las aberraciones cromosdmicas estructurales (ace) mostraron ser mas
significativas en comparacion con las aberraciones numéricas (acn) en todos los
cultivos realizados. testigos (ace 5,67 = 7,23; acn 1 + 0) y expuestos (ace 8,87 + 14,1,
acn 8,5 £ 4,94) en los cultivos estéandar. Testigos (ace 9,33 £ 8,5; ach 1,5 £ 0,7) y
expuestos (ace 24 + 33,77; acn 10 + 4,24) en los cultivos con afidicolina.

4.2.2. Cultivo estandar

Las aberraciones cromosomicas estructurales informadas en el estudio, €l gap
cromatidico fue la aberracion cromosdmica significativamente mayor: testigos (1,3 +
0,86) en comparacion de los expuestos (4 + 1,48). Se observd otro tipo de ace
estadisticamente no demostrable. Dentro de las aberraciones cromosomicas humericas
la endorreduplicacion fue significativamente mayor: testigos (O £ 0) a diferencia de los
expuestos (1,14 + 0,82) (Tabla X11.11).

4.2.3. Cultivo con afidicolina

En & cultivo con dfidicolina se reportd de manera significativa €l gap
cromatidico (gct) testigo (1,7 £ 0,67) en comparacion de los expuestos (7,5 + 3,12); €l
gap cromosdmico (gcs) en testigos (0 £ 0) mientras en expuestos (2,1 + 1,12); larotura
cromatidica en testigos (0,57 = 0,57) mientras en expuestos (7,24 + 1,85). De las
aberraciones cromosdémicas numeéricas la endorreduplicacion (end) fue la aberracion
cromosomica que se reportdé de manera significativa: testigos (0 = 0) y en expuestos
(1,24 £ 0,81). Se reportd otro tipo de aberraciones cromosdémicas estadisticamente no
demostrables (Tabla X11.11).

Tabla XI1.11. Aberraciones cromosémicas registradas en los cultivos celulares

Cultivo Grupo de Aberraciones Expuestos Control P
aberraciones cromosomicas M = DE M = DE
cromosomicas
Cultivo ACE gct 4+148 1,3 £0,86 0,002
estandar gcs 067059 O 0,1
bct 1,33+£1,08 0,179+0,32 0,08
bcs 0,1 £0,22 0 0,79
ACN end 1,14+082 O 0,03
poli 0,5 £ 0,56 0,1 +£0,22 0,41
Cultivo ACE gct 170,67 75312 0,01
afidicolina gcs 0 2,1+1,12 0,0004
bct 057057 7,24+185 0,0002
bcs 0 0,1 £0,22 0,79
ACN end 0 1,24 = 0,81 0,01
pol 0,179+031 067 0,59 0,27

(M) Mediana; (DE) Desviacién estandar
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4.2.4. Causa - efecto

Las personas que estuvieron en exposicién constante a la radiacién solar
mostraron un mayor nimero de aberraciones cromosomicas en comparacion a aquellas
personas que reportaron estar expuestas por pocas horas a dicha radiacion tanto en
cultivos normales como en cultivos con afidicolina. La personas expuestas tuvieron
65,85 + 5,64 horas de exposicion, la media de aberraciones cromosomicas registradas
fue 4,4 = 2,39 (p = 0,027) en € cultivo estandar; bajo el mismo tiempo de exposicion
presentaron 7,9 £ 3,5 (p = 0,004). Se observé una relacion directa entre el tiempo de
exposicion en horas a la semana y €l incremento en la frecuencia de aberraciones
cromosdmicas. El coeficiente de determinacion (r = 0,191) permite inferir que la
variabilidad observada en el numero total de AC se debe en 19,1% de los casos a la
variabilidad del tiempo de exposicion alaradiacion UV.

Como punto de discusion, las radiaciones ultravioleta constituyen uno de los
agentes fisicos causantes de mutaciones en los méas diversos organismos de nuestro
planeta y estas estdn indisolublemente ligadas a los procesos de fotocarcinogénesis
(Kozmin et a., 2003). S la piel se somete a una exposicion cronica de radiacion solar
UV, se induce varias respuestas biologicas, por gemplo: e desarrollo de eritema,
edema, inmunosupresion, dafio en el ADN, fotoenvejecimiento y melanogénesis. Estas
alteraciones pueden estar directa o indirectamente involucradas en el desarrollo de
cancer (Goihman-Y ahr, 1996; Afaq & Mukhtar, 2001).

En € presente trabajo los sujetos de estudio estuvieron en edades de 35 a 45
anos de edad, €l grupo de poblacion econdmicamente activa de Ecuador, en € cual la
incidencia del cancer por sobre exposicion es muy recurrente (Cafarte, 2008), lo que
hace necesario evaluar € potencial genotoxico de la radiacion solar UV en este grupo
poblacional.

El mayor nimero de aberraciones cromosdmicas fue informado en e grupo
expuestos en comparacion con el grupo control, asi como la asociacién entre € tiempo
de exposicion y €l nimero de aberraciones cromosdmicas, ponen de manifiesto €
potencial peligro de este genotdxico ambiental para la salud de la poblacion estudiada.
El mayor nimero de gaps y roturas de tipo cromatidico registradas en €l cultivo estandar
nos estaria indicando la ineficiencia de los mecanismos de reparacion del ADN, como
respuesta a la radiacion UV. Los gaps cromatidico y cromosdmico constituyen un tipo
de aberracion cromosdmica, evaluando linfocitos humanos expuestos a radiacion
ionizante mediante ensayo cometa y estudio de aberraciones cromosomicas. Los
resultados mostraron una correlacion entre los gaps cromatidicos y cromosomicosy las
colas de los cometas (Paz-y-Mifio et al., 2002d).

En laformacion de las aberraciones cromosomicas estructurales se debe tener en
cuenta lafase del ciclo celular en la cual ocurre €l dafio genético (Carballo et al., 2006).
El tipo de agente clastogénico puede inferir en su accion a lo largo de las diferentes
clases del ciclo celular (G1, S, G2). Laradiacion UV es un agente S-dependiente, que
induce a lesiones en el ADN en cuaquiera de las etapas del ciclo celular, y esto
requieren necesariamente que el material hereditario cumpla una fase de replicacion
para convertir las lesiones en aberraciones especiamente de tipo cromatida (Carballo et
al., 2006). Este concepto concuerda con la mayor recurrencia de gaps cromatidico
reportados en esta investigacion.
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Un estudio sobre efectos mutagénicos de la fototerapia en linfocitos humanos de
neonatos hiperbilirrubinémicos demuestra que el efecto mutagénico y turbagénico de la
luz fluorescente genera aberraciones cromosOmicas estructurales como gaps Yy
acéntricos (p = 0,0001); gaps cromosdmicos (p = 0,000183), rotura cromatidica (p =
0,0039), rotura cromosomica (p = 0,0012), y pulverizaciones (p = 0,0084). Mostrando la
capacidad mutagénicade laradiacion UV (Lépez et al., 1990).

La dfidicolina es un agente clastogénico que inhibe la formacién de la
polimerasa alfa (Paz-y-Mifio et al., 2011b), actuando a nivel de replicacion, como a
nivel de mecanismos de reparacion e inhibiendo la sintesis de ADN (Speit & Schiitz,
2008). El mecanismo de accién de la afidicolina se da por su carécter de micotoxing,;
esta compite por dCPT (2-Desoxicitidina 5'-trifosfato), siendo no competitiva con
respecto alos dNTP. Tal caracteristica hace que compita por €l sitio de accion del dCPT
en la enzima, inhibiendo la accién de la polimerasa. Para que se dé esta disociacion
constante se requiere concentraciones de 0,4 a 0,7 mM (Moyer & Meyer, 1979). El
incremento de aberraciones cromosomicas en genera en los cultivos con afidicolina, se
debe a la clara accion de la afidicolina, deteniendo la maquinaria de replicacion del
ADN.

Es muy conocida la disminucion de la capa de ozono debido a la contaminacion
principalmente de agentes quimicos como los gases clorofluorurocarbonados. Este
fendmeno ha causado un incremento de la intensidad de la radiacion recibida, en
especial laradiacion UVB que tiene mayor efecto mutagénico. Por lo tanto, estimar en
poblacion ecuatoriana de forma objetiva la sensibilidad UV, asi como el tiempo de
exposicion que induce a lesiones, permitiria aproximar intervalos de riesgo,
considerando que la intensidad solar y los habitos de exposicion solar en el pais son
prolongados.

El biomonitoreo genético se convierte en una herramienta Util para evaluar
posibles efectos ocasionados por diversos agentes mutagénicos. Las pruebas
citogenéticas son de gran importancia ya que nos permiten asociar con procesos de
carcinogénesis en poblaciones expuestas (Paz-y-Mifio et al., 20083, 2011). En este
trabgjo se demostr6 e efecto mutagénico de la radiacion solar en personas
sobreexpuestas. Este tipo de trabajos puede colaborar con estrategias de prevencion
contra problemas dermatol 6gicos mayores, inclusive e cancer, que podrian afectar a
este grupo poblacional.

Para mayor informacion, la investigacion denominada Dafio genético por

exposicion solar-ultravioleta en pescadores de la Costa ecuatoriana se publicd en la
Revista Médica Eugenio Espejo € afio 2013 (Araujo et a., 2013).
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CAPITULO XIII

CITOGENETICA

Pese a los grandes adelantos en la Genética Humana, es interesante percatarse
que recién en 1956, Tjio y Levan determinan el nimero de cromosomas humanos en 46.
Tres afos después (1959), y gracias a las técnicas de bandeo cromosodmico, Leeune y
Ford describen las primeras enfermedades asociadas a una anomalia cromosomica. A
comienzos del siglo XX la Citogenética surge como una combinacion de conoci mientos
entre la Histologia y la Genética, teniendo por objeto la observacion del materia
genético de un organismo que se encuentra organizado en los cromosomas a través del
microscopio en diferentes tegidos, analizando la estructura, e numero de los
cromosomas y las implicaciones que tienen las diferentes ateraciones en el fenotipo del
organismo estudiado.

Los cromosomas son el material hereditario organizado en eucariontes, pasando
desde una simple cadena de ADN, hasta las complegjas interacciones con proteinas
histonas, no histonas y diversos cambios quimicos en e medio nuclear. Los
cromosomas cumplen las funciones de conservar, transmitir y expresar informacion
hereditaria, y fueron descubiertos por Nageli en 1842, aunque € término cromosoma
fue acufiado por Waldenyer (1888) haciendo referencia a*“ cuerpo coloreado”, debido a
que los cromosomas se tifien de un color brillante con ciertas técnicas histol 6gicas.

En los comienzos de la Citogenética Humana, se asumia que € numero
cromosomico humano era de 2n = 48, y que € mecanismo de determinacion sexual era
similar a de la Drosophila melanogaster, postulados que fueron descartados mas
adelante por considerarse erréneos. En 1979, Hsu divide a la Citogenética Humana en
cuatro eras. “era de los afios oscuros’ (1952), “era hipotonica’ (1952 — 1958), “era
trisdomico” (1959 — 1969) y “era de las bandas cromosdmicas’ que inicié en los
comienzos de 1979 y alcanz6 su méximo apogeo en 1976 con las técnicas de alta
resolucion propuestas por Y unis.

Un gran avance en Citogenética fue e desarrollo de técnicas que permitieron
observar secuencias especificas de ADN contenidas en regiones puntuales de los
cromosomas. De dli nacieron tres metodologias: hibridacion somatica (Harris &
Watkins, 1965); cartometria de flujo (Carrano et al., 1973); y la hibridacion in situ
(Landegert et al., 1985). A partir de esta Ultima técnica se han desarrollado nuevas
tecnologias como el cariotipo espectral (SKY) caracterizando a los cromosomas de
manera independiente mediante el uso de sondas marcadas con fluorocromos.

Hoy en dia, las herramientas en Citogenética Molecular permiten detectar
alteraciones cromosdmicas de un tamafio menor a 3 Mb o rearreglos muy complegjos,
imposibles de detectar con Citogenética convencional, esto ha permitido la deteccion e
identificacion de muchas anomalias cromosomicas imperceptibles a ojo humano. La
hibridaciéon gendémica comparativa (CGH) permite detectar cambios numéricos de
secuencias de ADN en una muestra con indice proliferativo bajo, ya que para la
realizacion de esta técnica no es necesaria la obtencion de metafases. Y mas
recientemente, la CGH array ha aportado innumerables ventgjas en la identificacion
exactay detallada de muchas ateraciones cromosdmicas.
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1. NIVELES DE COMPACTACION DEL ADN

El ADN, en la cromatina eucarionta, estd compactado a través de diferentes
niveles estructurales. El tamario lineal del ADN es extremadamente grande, mide 1,74
m en cada célula, por |o que es indispensable que este se plegue para caber en un nlcleo
celular de 2 0 3 micras. Este plegamiento constituye los niveles de compactacion del
ADN.

1.1. Nucleosoma

El primer nivel de compactacion lo constituyen los nucleosomas. El nucleosoma
se forma por dos vueltas de ADN en un nucleo proteico conformado por 8 proteinas
histonas (H2A, H2B, H3 'y H4), e iones, formando una fibra de 10 nm de diametro. Las
histonas son pequefias proteinas bésicas, la parte central forman e nucleo del
nucleosoma mientras que las colas N y C se extienden hacia afuera. Cada octémero
tiene aproximadamente 1,7 vueltas de ADN arededor y cada nucleosoma esta
conectado a siguiente por un ADN de union; la longitud varia de acuerdo al tipo de
especie o por € tipo de célula. La histona H1 unida en e punto donde entra'y sale €
ADN en el complejo proteico se conoce como cromatosoma. La union del ADN y las
proteinas histonas es de naturaleza electrostética entre los grupos cargados
positivamente de las histonas y las cargas negativas de los grupos fosfatos de ADN, es
decir, ad aumentar o disminuir la fuerza iénica del medio se puede provocar una
disociacion 0 una asociacion de las histonas con respecto al ADN (Burton et al., 1978).

1.2. Fibra de cromatina

Gracias a la visualizacién por microscopia electrénica de los fragmentos de
cromatina en diferentes preparaciones, se ha evidenciado que €l complgo de
nucleosomas compactados forma una fibra irregular de 30 nm de diametro visible en
interfase celular, y ha sido objeto de estudio por varios cientificos en todo el mundo. La
funcion principal que se le atribuye a la cromatina es en esencia el plegamiento del
ADN.

El proceso de compactacion de la fibra de cromatina es dependiente de la
concentracion y de la naturaleza de |os iones presentes en €l medio nuclear. Asi, se ha
observado que la concentracion de iones monovalentes necesarios para provocar
plegamiento de la cromatina es mayor a la de iones divalentes (Thomas et al., 1994).
Esto implica que cuanto mayor es lavaenciadel ion, mayor es su capacidad estructural,
siendo menor la concentracion necesaria para plegar la cromatina (Koch et al., 2002).
En este mismo sentido, Subirana (1992) postulé que € plegamiento de la cromatina
podria ser producto de la neutralizaciéon de las cargas del ADN. Asi, a aumentar la
fuerzaiodnica, lafibra de cromatina se plegaria buscando la estructura con un minimo de
energia. En estudios realizados por microscopia iénica de barrido se ha mostrado que
los cationes Mg®" y Ca®* son especificamente requeridos por la célula para la
condensacién de la cromatina en cromosomas mitoticos.

Laincapacidad de observar la ubicacion de nucleosomas individuales en la fibra
de cromatina condensada, a lo largo del tiempo, ha generado la aparicion de varios
modelos estructurales de la fibra de cromatina, de las cuales el modelo de solenoide es
el més aceptado por la comunidad cientifica. Este modelo, propuesto por Finch y Klug
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(1976), se basa en una cadena de mononucleosomas agrupados, aproximadamente 6
nucleosomas por vuelta de hélice para formar la fibra de cromatina, para lo cua se
requiere que el ADN de union se pliegue. Otros autores, a partir de diferentes estudios
por dispersion de neutrones (Suau et al., 1979) y dicroismo eléctrico (Yabuki et al.,
1982), han contribuido a ratificar este modelo. También se han propuesto otros
modelos como: e modelo de superbead (Kiryanov et al., 1976; Frank et a., 1976), €
modelo helioidal de doble origen (Woodcock et al., 1984), y recientemente el modelo de
solenoide interdigitado compacto (Bartolomé et al., 1995; Daban & Bermudez, 1998).

1.3. Lazos de ADN

A su vez, €l solenoide formalazos de ADN (loops) de 60 a 100 Kb dentro de un
esgueleto proteico no histénico (teoria del andamigje o scaffold) formando una fibra de
300 nm de didmetro. Segun este modelo, 1a fibra de cromatina se une al e proteico por
regiones especificas del ADN ricas en A y T denominadas regiones SAR. Estas
regiones interactan con las proteinas no histonas condensinas, cohesinas y la Sci
(Topoisomerasa 11), que constituye el 70% del citoesqueleto proteico (Figura X111.1).
Ademés, la actividad de transcripcion y replicacion estd asociada con los puntos de
interaccion entre lamatriz del andamigjey las regiones SAR.

Finalmente, la estructura en lazos se autoenrolla nuevamente compactandose en
unidades adherentes del andamigje formando una fibra de 700 nm de diametro que
constituye la cromatide del cromosoma, que al compactarse en la metafase se reduce a
2000 nm. Los lazos estdn empacados a modo de hélices superpuestas sujetas a un ge
central 0 andamio. Pienta y Coff (1984) sugirieron que 18 lazos de 60 Kb podrian
distribuirse radialmente arededor del esqueleto proteico, constituyendo una nueva
unidad estructural denominada mini banda. Existen varios modelos para explicar €l
mecanismo de compactacion y formacién de la cromatide del cromosoma.

Se cree que los lazos son, en efecto, unidades funcionales de la replicacion y
transcripcion del ADN. Probablemente los cromosomas mitéticos son el resultado de la
condensacién o agrupamiento de los lazos o loops de la cromatina interfésica,
Ilegandose a producir €l nivel de compactacién del cromosoma mitético de 5 a 10 veces
més sobre la cromatina en interfase. Con el desarrollo de la técnica ensayo cometa se
esclarecio que, a tratar a la célula con detergentes no ionicos, la estructura nuclear
consistia de una matriz nuclear compuesta de ADN, ARN vy proteinas, a esta
conformacién se lo denomind nucleoide y presenta un stiper enrollamiento negativo.
Esta estructura estd compuesta por lazos de ADN gue permanecen anclados a unared de
natural eza proteica (Cook & Brazell, 1976).

Asi dispuestos, todos los genes humanos se compactan (6, 36, 1000 y hasta
10000 veces respectivamente) para caber en el nucleo celular. De los 3 billones de pb,
cada banda cromosdmica contendria de 10 a 20 millones de pb. ElI cromosoma menor
(21) tendria unos 3 cm del total del ADN y e cromosoma mayor (1) contendria 16 cm.
En la interfase celular existen zonas cromosdmicas expuestas, que corresponderian a la
fibra de 10 nm con genes activos o con capacidad de activarse, mientras que el resto de
la cromatina la constituye la fibra de 30 nm. La informacion sobre el tamafio del ADN
nos permite inferir que tan solo se necesitaria unas 600 Mb para cubrir toda la
informacion genética del ser humano, lo que representadel 10 a 20% del genoma.
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FIGURA XIIl.1. NIVELES DE ORGANIZACION DEL MATERIAL HEREDITARIO. La
doble cadena de ADN se compacta mediante la formacion del nucleosoma, solenoide,
cilindro eje, hasta la formacion del cromosoma [Modificado de The Real Swedish
Academy of Sciences, 2009; 1IB, 2014).
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2. CROMOSOMAS, MORFOLOGIA Y NOMENCLATURA

Mediante la observacién de los cromosomas mitéticos al microscopio de luz, se
puede apreciar que estos adoptan, bajo ciertas condiciones, una clara conformacion
helicoidal, a pesar de que al microscopio €electrénico presenten una apariencia méas
desordenada. A través del proceso de condensacion del material hereditario, se pasa de
unafibrade ADN con unalongitud de 174 cm, alos cromosomas con unalongitud de 2
a8 micras.

Los cromosomas estan formados por dos cromatides unidas en € centromero
(constriccion primaria), regiones terminales o teldmeros y en ocasiones algunos
presentan pueden presentar satélites, separados del cromosoma por una constriccion
secundaria. El centrémero divide al cromosoma en dos brazos: uno corto (p) y uno largo

(a).

El complemento cromosomico de cada célula organizado sistematicamente se
denomina cariotipo. Este término se utiliza para describir la constitucién cromosdmica
de una especie. La identificacion morfoldgica de los cromosomas esta basada en los
tamafios relativos de los mismos y de sus brazos. Un idiograma es la representacion
esguematica de la morfologia cromosdmica que se usa como diagnostico genético en
humanos, y también para la comparacion de los cariotipos de diferentes especies y
variedades. El idiograma esté4 basado en las medidas de los cromosomas en varias
células. Los cromosomas de acuerdo ala posicién del centromero son (Figura X111.2):

/a] Metaceéntrico: Cuando sus brazos son equidistantes con respecto al centrémero y por D
tanto sus cromatides son de la misma longitud.

b) Acrocentrico: Cuando el centrémero se localiza en la region subterminal formando brazos
muy pequenos, generalmente con satelites.

c) Submetacéntrico: Cuando la localizacién del centrémero tiende hacia uno de los extremoas,
por lo que los brazos de las cromatides son desiguales.

d) Teloceéntrico: Cuando el centromero se ubica en la region terminal del cromosoma, no
\ existen brazos p, este tipo de cromosoma no esta presente en el humano.

En 1960, en la convencion de Denver, se unificd la nomenclatura de los
cromosomas reconociéndose dos grupos: autosomas (Cromosomas sométicos) 'y
gonosomas (cromosomas sexuales). Los autosomas se numeran del 1 al 22 ordenados
por tamafios decrecientes y, dentro del mismo tamafio, por la posicion del centromero.
Los cromosomas de tamafio semejante se relinen en grupos que se designan por letras
(A-G). A los cromosomas sexuales X y Y se les incluye en los grupos C y G
respectivamente.

Los cromosomas 1, 3, 16, 19 y 20 son tipicamente metacéntricos; el cromosoma
2 esta en € limite entre metacéntrico y submetacéntrico; los cromosomas B representan
el tipo submetacéntrico grande. Los cromosomas de los grupos C y E (a excepcion del
16) son tipicamente submetacéntricos medianos y pequefios respectivamente. Los
cromosomas D y G son acrocéntricos grandes y pequefios, y usualmente presentan
satélites en los brazos cortos. El cromosoma X es submetacéntricoy al Y sele considera
acrocéntrico sin satélites (Figura X111.3).
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FIGURA XiIiI.2. CLASIFICACION DE LOS CROMOSOMAS POR LA POSICION DEL
CENTROMERQO. Los cromosomas telocéntricos se pueden encontrar presentes en
algunas especies de plantas (IIB, 2014).

Desde 1970 se han desarrollado nuevas técnicas que permiten identificar a cada
par de cromosomas por su patrén caracteristico de bandas transversales, que se ponen de
manifiesto con métodos especiales de tincién. Las técnicas de bandeo cromosomico
consisten en exponer a los cromosomas a diferentes sustancias y colorantes para
desnaturalizar porciones de proteinas del esgueleto cromosdmico (histonas y no
histonas) o evidenciar secuencias de ADN con mayor o menor cantidad de enlaces bi o
trivalentes entre |l as bases nitrogenadas constitutivas de ADN (guanina, citosina, adenina
o timina). Estas posibilidades permitieron un gran impacto a nivel clinico ya que
permitieron diferenciar y caracterizar genéticamente un elevado nimero de sindromes.

Caspersson publicd la primera observacion de cromosomas por métodos
fluorescentes mediante la adicion de mostaza de quinacrina, denominado bandeo Q;
posteriormente, Arrighi desarrolla € bandeo C como una técnica que permite reconocer
principalmente las regiones centroméricas. Por otro lado, Sumner y Evans obtenian €l
mismo resultado luego de un pretratamiento de los preparados con una solucion salinaa
60°C. En ambos casos se obtenia un patrén de bandas, luego de la tincién con colorante
de giemsa, que era enteramente equivalente a patrén de bandas Q (de quinacrina)
obtenido por Caspersson. En este bandeo no fluorescente, las bandas que se tefiian de
oscuro (bandas G) eran las mismas que se observaban brillantes en la tincién con
quinacrina, mientras que las bandas claras correspondian a las bandas apagadas u
opacas con quinacrina. Este patrén de bandas no fluorescentes se denominé G (giemsa);
el mas empleado hasta la actualidad en los laboratorios de Genética (Caspersson et al.,
1999).

La descripcion cada vez més exacta del estudio de las ateraciones
cromosomicas, su comportamiento en ladivision celular y sus implicaciones en diversas
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patologias, abre dia a dia e espectro de accion de la Genética. Actualmente, la
Citogenética usa metodologias derivadas de la Genética Molecular como las técnicas
FISH para el esclarecimiento de varias cromosomopatias congeénitas submicroscopicas.
Las alteraciones genéticas en general, pueden tener un patrén hereditario: autosdomico
dominante, autosomico recesivo, ligado a sexo, herencia mitocondrial y herencia por
impresion génica del ADN, edicion del ARN y anticipacion genética, dentro de los
procesos de inestabilidad cromosomica (Cl) que hacen referencia a cambios en la
morfologia, en la estructura cromosdmica o en € nimero de cromosomas. Hay regiones
cromosomicas que presentan alta variabilidad. Una correcta discriminacion de las
variantes inofensivas de verdaderas anomalias, especialmente durante e diagnostico
prenatal, es crucia para permitir un asesoramiento genético (Kowalczys et al. 2007).
Por lo tanto, una caracterizacion completa de la anormalidad detectada por € uso de
todos los métodos disponibles es necesaria para un asesoramiento genético adecuado.

U0 o u
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FIGURA XiIIl.3. CARIOTIPO HUMANO (MUJER). Fotografia que representa los 22
pares de cromosomas somaticos y un par de cromaosomas sexuales en el humano
(Modificado de Paz-y-Mifio & Lopez-Cortes, 2011; 11B, 2014).

3. ANORMALIDADES CROMOSOMICAS NUMERICAS

Generamente se ha asociado anormalidades numéricas a fallos en las etapas de
metafase y anafase, sin embargo, también este tipo de alteraciones pueden deberse a
fallas en los puntos de control (checkpoints) G1-Sy G2-M generando aneuplodias. Se
denominan aneuploidias, a ganancias o pérdidas de todo €l juego de cromosomas (36 +
23 0 46 + 46) o poliploidias mucho més grandes, sobre todo observables en cancer. En
recién nacidos se observa esporéadicamente este tipo de alteraciones, que no son viables
y se traducen en polimalformaciones.
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Existen varios tipos de proteinas asociadas con la regulacion del ciclo celular en
células de mamiferos que han sido relacionadas con problemas en la segregacion de
cromatides provocando alteraciones numéricas de los cromosomas. En la actualidad se
realiza la identificacion de genes que promuevan la formacion de estas proteinas, que
regulen la etapa G1-S y la union de los microtibulos con los cinetocoros de los
cromosomas en la mitosis. Los complgos SCF (Skpl-Cullin-F-box) y APC/C
(complegjo promotor de anafase) son dos clases de ligasas de ubiquitina que regulan la
transicion de G1-Sy metafase-anafase, respectivamente (Carballo et al., 2006).

En investigaciones del punto de control G2-M se ha identificado el gen CHFR
(Checkpoint with forkhead and ring finger domains), el cua se encarga de regular los
estadios de la mitosis, deteniendo la condensacién cromosdmica en respuesta a un estrés
mitético e interactuando con PLK (Polo-like kinase) (Erson, 2004). Investigaciones
recientes han descubierto otras proteinas ligadas con este punto de control, las AU-K
(Aurora kinase) corresponden a una nueva familia de quinasas, la desregularizacion de
estas proteinas induce falos en e ensamblaje del huso, en la funcién del punto de
control G2-M y en ladivision celular provocando poliploidias (Meraldi et al., 2004).

4. MOSAICO Y QUIMERA

Se denomina mosaico a dos 0 més lineas celulares genéticamente diferentes en
un mismo individuo. EI mosaicismo puede ser causado por factores de mutacion en €
ADN, factores epigenéticos o anormalidades cromosomicas. Este puede presentarse
tanto en la linea somética como en la linea germinal. EI mosaicismo surge durante la
embriogénesis, es decir, es un evento postcigético, y tanto el mosaicismo somético
como el germina pueden coexistir en € mismo individuo dependiendo de la célula
especifica afectaday e momento de desarrollo del evento de induccién del mosai cismo.
La frecuencia de mosaicismo podria depender del trastorno en particular, € tegjido de
origen 0 de presion selectiva. Por eemplo, més del 83% de los pacientes con
tirosinemia hereditaria tipo 1, debido a mutaciones heredadas en & gen FAH
(fumarilacetoacetato hidrolasa), parecen tener higados mosaico que consisten en
poblaciones mutantes y revertido de hepatocitos (Kvittingen, 1994).

5. ANORMALIDADES CROMOSOMICAS ESTRUCTURALES

L as anormalidades estructurales en los cromosomas son cambios en la estructura
de uno o varios de elos. Estos cambios morfolégicos pueden ser espontaneos o
inducidos por diversos agentes mutagénicos, y si bien este tipo de rearreglos tienen un
importante rol evolutivo, también pueden repercutir a corto plazo en e fenotipo del
individuo o de su descendencia. Tienen origen en errores en los mecanismos de
reparacion del ADN, como resultado de una reparacién incorrecta de roturas de doble
cadena que desencadena en rearreglos morfoldgicos de los cromosomas. La expresion
de los rearreglos cromosomicos en la division celular puede ser de dos tipos:

5.1. Estables

Las alteraciones estructurales tienen que ver con rotura de cromosomas y el
consiguiente rearreglo en una combinacién anormal. De la misma manera que las
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anteriores, se puede encontrar algunos tipos de estas alteraciones, pudiendo ser estables
e inestables. Para comprender de mejor manera, la disposicion cromosdmica es:

ab -o- CRER

L as alteraciones estructural es estables son | as siguientes:
5.1.1. Duplicacion

Una duplicacion interesante es la que ocurre en la regiéon termina del
cromosomas 21, especificamente la region g21, en esta se encuentra la informacion
genética bésica para producir € fenotipo del sindrome de Down. En estos casos, poco
frecuentes y solo detectables por técnicas mas finas como € FISH, e numero
cromosomico es 46.

ab -o- CBDER

5.1.2. Delecion

Existen muchas deleciones que producen fenotipos polimalformativos y los
estudios sobre cancer muestran que son causa primordial para la instauracion de esta
enfermedad.

AD -o- CEER
5.1.3. Insercion

Su origen puede ser una translocacion no reciproca. Sobre todo en cancer,
muchas de las alteraciones cromosdmicas que se encuentran son originadas en este tipo
de ateracion, y justamente la FISH ha servido para evauar € origen del materia
genético sobrante.

Ab -o- CDXER

5.1.4. Translocacion

Existen dos tipos, las reciprocas y las robertsonianas. En la primera esta
involucrado cualquier cromosoma, mientras que la segunda solo se da entre los
cromosomas acrocentricos, se las conoce también como fusion centromérica. En la
evolucion de las especies, las fusiones centroméricas han sido importantes en la
reorganizacion del material genético. Por gemplo, el cromosoma 2 humano, es producto
de la fusién centromérica de dos cromosomas del chimpanceé.

5.1.4.1. Reciproca
Este tipo de trandocacion consiste en la transferencia de segmentos entre dos

cromosomas, de tal forma que se producen dafios en la conformacion pero no en €
numero total de los cromosomas.
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@B -o- GBEP GH-o-1JKD
@B -o- GBKD
GB-o-GEP

5.1.4.2. Robertsoniana

M-o- OPQR §-o-TUVW

Tipo a: Un cromosoma se pierde ya que no tiene centrdmero y se genera un

cromosoma dicéntrico.
ROPO & o TUVW

Tipo b: El microsoma suele perderse y se genera un cromosoma fusionado.

W-o-8
‘RQPO -o- TUVW

La trandocacion t(14;21) ocupa el 50% de todas las translocaciones descritas.
Los individuos pueden ser portadores sanos de estas alteraciones, por lo tanto no
presentan cambios en su fenotipo, aunque se ha descrito que ser portador podria estar
asociado a problemas de fertilidad. Los portadores generan gametos anormales, asi: los
individuos con transl ocaciones reciprocas originan 4 tipos de gametos, uno normal, uno
portador de la trandocacién y dos gametos aterados que al unirse con un gameto
normal determinard individuos doblemente afectos, esto es, trisomico parcial de una
zona de los cromosomas y monosdmico parcial de otra.

Gametos normales Gametos alterados

@B -o- GBEP @B -o- GBEP

GH -o-1JKL @B -o- GBKD
GB-o-QEP
GH oKD
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Individuos formados
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GH -o- IJEF

Las translocaciones robertsonianas producen 6 tipos de gametos. El siguiente
giemplo aclara este punto: utilizando la translocacion t(14;21) tenemos 6 gametos: 14
conel 21, 14;21, 14, 21, 14;21+21, 14;21+14.

Al unirse estos gametos con otro gameto perteneciente a cromosomas normales,
durante la fecundacion, se produciran individuos sanos e individuos afectos de alguna
cromosomopatia, asi se originan enfermedades por translocacion como el sindrome de
Down (Tabla X111.1):

Tabla XIlIl.1. Translocaciones robertsonianas y gametos

Gameto normal Gameto alterado Resultante
14y 21
14y 21 14y 21 Normal
14y 21 14;21 14;21 Portador de la
14y 21 translocacion
14 14y 21 Monosémico
14
21 14y 21 Monosomico
14.21+14 14.21+14 Trisdbmico inviable
14y 21
14.21+21 14.21+21 Trisémico 21
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5.1.5. Inversion
Existen dostipos, las paracéntricasy |as pericéntricas.
5.1.5.1. Paracéntrica

Serefiereaque noinvolucraa centromero.
Ab -o- CREE

5.1.5.2. Pericéntrica

Se refiere a que involucra a centrémero. La més frecuente de estas es la
inversion del cromosoma 9, que se ha informado hasta en € 3% de individuos en
algunas poblaciones. En el Ecuador es de muy baja frecuencia (< 1%).

AC -o- BDEF

Las inversiones también tienen comportamientos especiales en los individuos.
Se puede portar una inversion y tener descendencia con afecciones cromosomicas. Los
individuos que portan una inversion forman cuatro tipos de gametos. uno normal, uno
con lainversion, un fragmento acéntrico y un gameto con un cromosoma dicéntrico. El
cruce con un gameto normal puede producir individuos afectos, sobre todo de
deleciones.

5.1.6. Isocromosomas

Tanto los brazos cortos como largos tienen la misma informacién, resultan de la
roturay reunion del centrémero.

ab-o- CRER
AB-o-AB FEDC -o-'CDEF

5.2. Inestables

Se presentan de dos maneras:
5.2.1. Anillo

Se produce por laroturay delecion de los teldmeros de un cromosoma, luego de
lo cua los extremos libres buscan estabilidad y se fusionan. Los anillos siempre son
postcigoticos, por lo tanto, siempre se los encuentra en mosaicos celulares. Los anillos

autosdmicos parece que se mantienen estables en €l tiempo, tanto en sus diversas formas
gue pueden presentarse como en |os porcentajes de las lineas celulares del mosaico.
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AB -o- CBEE

5.2.2. Dicéntricos

Se producen por la delecion de los teldmeros de un brazo de un cromosomay de
los telomeros de otro cromosoma; los extremos libres se juntan formandose un
cromosoma con dos centrémeros funcionales.

BB -o- CDEF @D -o- UKE
AB -o- CDJ) -0- HG

Las anomalias cromosdmicas estructurales se producen por pérdidas de materia
0 deleciones, la doble delecion de los telomeros con la subsecuente formacion de
anillos, las ganancias de porciones de material determinando duplicaciones, las
inversiones de porciones cromosomicas que involucren a centrémero (pericéntricas), o
que no involucren a mismo llamadas paracéntricas, y |as translocaciones o intercambio
de material entre dos cromosomas; Yy, pueden se translocaciones reciprocas 0 no
reciprocas 0 inserciones.

Tabla XIlI.2. Incidencia de las anomalias cromosémicas en la poblacion general

Tipo Incidencia por cada 1000 nv
Autosémicas
Trisomia 21 1,15
Trisomia 13 0,05
Trisomia 18 0,15
+ marcador 0,22
+ marcador mosaico 0,90
Deleciones 0,90
Inversiones 0,13
Translocaciones D/D 0,79
Translocaciones D/G 0,20
Translocaciones reciprocas equilibradas 0,85
Translocaciones reciprocas desequilibradas 0,11
Otras 0,04
Gonosémicas Mujeres (m) hombres (h)
Sindrome de Turner 0,170 m
Polisémicas X 1,00 m
Sindrome de Klinefelter 1,00 h
Polisomia 1,00 h
Sindrome de Martin Bell o X fragil 1,80 h
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Los mecanismos que producen anomalias cromosomicas se los detalla en la
Tabla X111.3.

Tabla XIII.3. Mecanismos que producen anomalias cromosémicas

Factor Efecto

No disyuncién meidtica Aneuploidia (tri o monosomia])
No disyuncién mitética Mosaicismos o aneuplodias
Anafase larga en meiosis Monosomia

Anafase larga en mitosis Mosaicismo

Daoble fertilizacion Triploidia-tetraploidia
Retencion del 2do cuerpo polar Triploidia-tetraploidia

Fusion de cigotos gemelos Gemelos unidos-quimeras
Rotura y reorganizacion cromosomica Anomalias estructurales
Segregacion anémala de translocaciones Mono o trisomias parciales
Crossing over en meiosis de heterocigotos Cromosomas aceéntricos, dicéntricos

En relacion a cifras de cromosomopatias en estudios ecuatorianos, |os datos son
limitados. El estudio de Varas da una frecuencia de ateraciones cromosdémicas de
0,25%, repartidas en la Tabla XI11.4.

Tabla Xlll.4. Frecuencia de cromosomopatias en Quito, afio 1989

Cromosomopatia Numero % Frecuencia
Trisomia 21 23 76,7 0,19
Trisomia 13 3 10,0 0,03
Trisomia 18 2 6,7 0,02
Trisomia 9 en mosaico 1 3,2 0,01
Sindrome Klinefelter 1 3,2 0,01
Total de cromosomopatias 30 0,25
Total nacidos vivos 12112

(Varas, 1989)

Las cifras de cromosomopatias en el Ecuador, obtenidas del trabajo de nuestro
laboratorio, se las ha agrupado dentro de lo que constituye €l Registro Nacional
Colaborativo de Alteraciones y Variantes Cromosomicas Humanas (RNCAV CH) (Paz-
y-Mifio et al., 1993a), y que actualmente forma parte del Repository of Human
Chromosomal Variants and Anomalies (Borgaonkar, 1987). Este registro tiene como
objetivos: Recopilar informacion sobre la relacion fenotipo-genotipo; tener una base de
datos sobre las cromosomopatias, encontrar alteraciones y variantes tipicas de nuestra
region; localizar |os laboratorios de genética, sus lineas de trabajo y sus resultados. Para
conformar este registro se partio de los siguientes prerequisitos:

[a] Confidencia de la informacion. \
b) Identificacion adecuada de cada caso.

c) Informacién completa del cariotipo.

\d] Facilidad para localizar a los pacientes. J

Lainformacion que se incluye en el registro, producto de la recopilacion de los
datos registrados en los diferentes laboratorios que han colaborado voluntariamente, de
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la informacién obtenida a través de la bibliografia cientifica y de comunicaciones
personales con los diferentes genetistas del pais, es precisa e incluye: tejido usado para
el estudio y confeccion del cariotipo; causa de acercamiento o inclusion de los
probandus, sea estudio poblacional, en instituciones, poblacion control, estudio de
investigacion, referencia clinica o tipo de alteracion cromosomica; y, datos del fenotipo
del probandus.

Para la base de datos del registro se ha utilizado el International System for
Human Cytogenetic Nomenclature y el sistema de clave del Repository of Human
Chromosomal Variants and Anomalies, an International Registry of Abnormal
Karyotypes. Bgjo este esgquema, hasta € afio 2012 se han tabulado un total de 858
autosomopatias y 329 gonosomopatias en individuos de la poblacion ecuatoriana.

Desde hace algunos afios se ha puesto atencién en un fendmeno interesante
relacionado con las variaciones interindividual es de las cromosomopatias estructurales o
de las genopatias (sindromes reconocibles), esto es, la variaciéon fenotipica que se
encuentra entre los afectos de la misma cromosomopatia 0 genopatia 'y que confieren
variabilidad a los sindromes con patrones reconocibles, por gemplo: a sindrome de
Prader Willi se lo ha asociado con una delecién del brazo largo del cromosoma 15 (del
15g11), y se caracteriza por hipotonia, manos y pies pequefios, ojos en forma de
amendra, hipogonadismo, retardo mental, obesidad y estatura baja (patron sindromico
reconocible); pero, pueden existir variaciones fenotipicas como defectos en la pared
ventricular, hipoplasiadel lado derecho del corazdn, anomalias renalesy Gvula bifida

Estas variaciones fenotipicas més 0 menos graves, parecen deberse a tipo y
extension de la alteracién cromosdmica, es decir, a la cantidad de genes implicados en
la delecion; esto significa, que la delecidon 15911 no es siempre igua a nivel molecular,
pudiendo variar en unas decenas o centenas de bases del segmento de ADN principa o
gen clave, lo que se manifestaria en fenotipos atipicos de acuerdo a los genes o
porciones de genes implicados en la delecion 15g11; a este fendmeno, en que la
informacidn genética se perderia en mayor o en menor cantidad arededor de los genes
claves del sindrome con patrones reconocibles, se o ha llamado sindrome de genes
contiguos. Este nuevo comportamiento de los genes solos o dentro de los cromosomas
se ha visto en otras enfermedades y sindromes con fenotipos variados, como el
sindrome de DiGeorge, € sindrome de Langer-Giedion, e sindrome de Miller-Dieker,
retinoblastoma, tumor de Willms con aniridia, € sindrome de Beckwith-Wiedemann,
entre otros, que actualmente han despertado gran inquietud en los investigadores.

En @ afio 2012, € Instituto de Investigaciones Biomédicas publicé un articulo
cientifico en Journal of Biomedicine and Biotechnology sobre las variantes y
alteraciones cromosdmicas en la poblacién ecuatoriana. Un total de 2636 individuos han
sido analizados durante los Ultimos 13 afios. Los cariotipos han sido observados a través
de la técnica bandeo G durante € periodo 1998-2012. Los individuos llegaron de
diferentes partes del paisy fueron referidos a 1B para realizar 1os respectivos andlisis
citogenéticos (Paz-y-Mifio et al., 2012b). Los diagnosticos fueron clasificados de
acuerdo a An International System for Human Cytogenetic Nomenclature (Shaffer et
al., 2005) y organizados en nimero y porcentaje de casos con autosomopatias
cromosomicas, gonosomopatias cromosomicas, variantes cromosomicasy polimorficas.

En la siguiente tabla se detallan las autosomopatias cromosomicas registradas.
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Tabla XlII.5. Autosomopatias cromosdmicas

Casos Nudmero Porcentaje (%)
Trisomia 9 (mosaico) 2 0.2
Trisomia 13 14 1,6
- Mosaico 1 0,1
Trisomia 18 19 2,2
- Mosaico 1 0,1
Trisomia 19 2 0,2
- Mosaico 1 0,1
Trisomia 21
- Trisomia libre 674 78,6
- Mosaico 91 10,6
- Isocromosoma 5 06
- Translocacion 14 1,6
- Translocacién mosaico 1 0,1
Trisomia 22 1 0,1
Trisomia parcial
- 4p+ 2 0,2
- 7p+ 1 0,1
- O9p+ 1 0,1
- 14p+ 3 0,3
- 15p+ 3 0,3
- 19p+ 2 0,2
- 19q+ 1 O,'|
- 21g+ 1 0,1
- 22p+ 2 0,2
Monosomia parcial
- 9p- 4 05
- 12p- 1 0,1
- 17¢ 1 0,1
- 130 3 0,3
- 18p- 1 0,1
Isocromosoma 17 1 0,1
Cromosoma 4 anillo 1 0,1
Cromosoma 9 anillo 1 0,1
Cromosoma 15 anillo 1 0,1
inv (9] mosaico 1 0.1
Add (8] (p23) 1 0,1
Total 858 100

6. CASOS CLINICOS

En € Ingtituto de Investigaciones Biomédicas se han analizado varios casos de
gran interés en el area de la Citogenética Molecular. A continuacion se presentan dos:

6.1. Caso 1: Anillo en el cromosoma 4
Los cromosomas en anillo no son comunes, usualmente los pacientes con esta
alteracion genética comprenden graves dismorfias fenctipicas, retardo mental

intermedio y la imposibilidad de reproduccién. En lo que respecta a cromosoma 4 en
anillo, se han reportado 20 casos en la literatura en todo el mundo (NCBI, 2013).
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En el IIB serecibio e caso de una paciente de género femenino producto de una
tercera gesta de padres sanos sin ninguna anormalidad patente. La madre presentd
fenotipo normal. La paciente nacio de 40 semanas con un Apgar de 8-9. Su talafue de
47 cm, su perimetro cefdlico de 32 cm y su peso de 2940 gramos. Present6
dismorfogénesis importante (frente aplanada, nariz picuda, microcefalia, micrognatia y
un orificio de 0,5 mm en laregion lumbosacra), estatura bajay retardo mental leve.

A lapaciente se le redlizé € estudio citogenético alos 10 dias de nacimiento, lo
gue reveld la presencia de un anillo del cromosoma 4 en & 80% de las metafases
analizadas y la linea normal de 46 cromosomas en el 20% restante (Figura X111.4). Por
su parte, lamadre mostré un cariotipo normal 46, XX.

TN Metafase
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FIGURA XIll.4. ANALISIS CITOGENETICO CONVENCIONAL (CASO 1). Se puede
observar la presencia de un anillo en el cromosoma 4, tanto en la metafase como en
el cariotipo (lIB, 2014).

Diez afios después se vuelvid a redlizar € estudio a la paciente y se realizd
arrays de mapeo genético; se utilizaron 750 ng de ADN para la hibridacion en e array
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Affymetrix 750K, siguiendo las instrucciones del fabricante. Los arrays se lavaron en la
estacion de fluidos Affymetrix 450 y fueron escaneados utilizando un escaner GeneChip
3000 (Tabla XI111.6).

Tabla XIIl.6. Andlisis de arrays

Cromosoma Banda Inicio (Mb) Fin (Mb) Alteracion # Genes
copias

YT ZNF595,  ZNF718,  ZNF876P,
4 p16,3 68345 1778803 Pérdida 1 Nma aNFia1 ABoartp
ZNF721, PIGG, PDEBB, ATPSI, MYLS5,
MFSD7, POGF3, LOC100129917,
CPLX1, GAK, TMEM175, DGKQ@,
SLC26A1, IDUA, FGFRL1, RNF212,
TMED11P, SPON2,

LOC100130872-SPON2,
LOC100130872, CTBP1, C4orf42,
MAEA, KIAA1530, CRIPAK, FAM53A,

SLBP, TMEM128, TACC3
H FGFR3, LETM1, WHSC1, SCARNA22,
4 p16,3 1784441 2126584 Ganancia 3 WHSGE. MROAS, Cdorias, NATEL

POLN

4 p352 187900881 190957460  Pérdida 1 Zpag L, deLe  JTAMLT,

LOC401164, FRG1, TUBB4Q, FRG2

La utilizacion de los arrays determiné las pérdidas de 4p16,3 y 4g35,2 que
llevaron a la formacién del anillo cromosdmico. Se ha podido asociar genes de 4p16,3
con el fenotipo de la paciente.

6.1.1. Analisis del cromosoma 4 mediante la técnica FISH

Para confirmar las regiones perdidas en las partes terminales del cromosoma se
utilizo latécnica FISH. Para este andlisis se emplearon sondas para evaluar el estado de
4p16,3 (cromosoma 4: 492870-793359) y 4g35,2 (cromosoma 4. 190183811-
190408149), y como control € centrémero de 4 (cromosoma 4. 48461959-49066696)
segun el protocolo de origen (Agilent) (Figura X111.5).

FIGURA XIIl.5. REGIONES DEL CROMOSOMA 4 ANALIZADAS MEDIANTE FISH.
Esta técnica permite ver la presencia de regiones telomeéricas y centromeéricas
mediante sondas fluoromarcadas (IIB, 2014).

6.2. Caso 2: Trisomia parcial en el cromosoma 8

Alrededor de 40 casos han sido descritos con una anormalidad de 8p que se ha
referido a duplicaciones o inversiones (Feldman et al., 1993; Min€lli et a., 1993). La
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trisomia 8 es una anomalia cromosdmica poco frecuente. Se estima que presenta una
prevalencia de 1/25000 recién nacidos con unarelacion hombre-mujer de 5:1.

L1eg6 a consulta una nifia de 3 semanas con un fenotipo similar a descrito en la
trisomia parcia del cromosoma 8. Este incluia la presencia de anomalias en las
fontanelas, paladar alto, orgjas de implantacion baja, hipertelorismo, micrognatia,
hipotonia muscular generalizada, retraso psicomotor moderado préximo a grave,
trastornos del tono y la postura, hipoacusia neurosensorial ligera bilateral. Ademas,
presentaba convulsiones tonico clénicas generalizadas que se acompariaban de cianosis
y desviacion de la mirada. Al realizarle un eectro encefalograma se detectd un el ectro-
onda paroxistico focal de predominio central izquierdo. Se le realizé también una TAC
de craneo, la cual mostré una leve ventriculomegaliay un ecocardiograma gque permitié
evidenciar un soplo sistélico. Por otro lado, la paciente también presentaba polidactilia,
lacual no ha sido reportada en pacientes con esta alteracion cromosomica.

Cariotipo
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FIGURA XIIIl.6. ANALISIS CITOGENETICO CONVENCIONAL (CASO 2). Se puede
observar la presencia de una trisomia parcial en el cromosoma 8 en el cariotipo del
paciente investigado (IIB, 2014).
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Se decidio redlizar €l cariotipo a la nifiay a sus progenitores. Para este anadlisis
se tomd una muestra de sangre periféricay se realizé un cultivo de 72 horas con RPMI
1640 suplementado con suero fetal bovino. Los linfocitos fueron estimulados con
fitohemaglutinina. Los resultados mostraron un cariotipo 46,XX,add(8)(p23.3?) en la
nifia, 46,XX,t(2;8)(p23;p23) en la madre y un cariotipo normal en el padre (Figura
XI11.7).

Para definir con mayor exactitud la alteracion encontrada en el cromosoma 8 de
la nifia y los puntos de rotura de los cromosomas involucrados en la translocacion
identificada en la madre, se realizaron arrays de mapeo genético. La utilizacion de los
arrays evidencio las ateraciones del brazo corto del cromosoma 8 responsables del
fenotipo observado en la paciente. También se identificaron cambios en € nimero de
copias gque podrian corresponder a los puntos de rotura involucrados en la translocacion
detectada en la madre. Se ha podido asociar genes del brazo corto del cromosoma 8 con
el fenotipo de la paciente (Figura XII1.7), y genes de los cromosomas 7 y 11
responsables de la polidactilia.

023.3

L CcSMD1 Paladar hendido
P23l DLGAP2 Epilepsia
nzz CLN8 Epilepsia y retraso mental
k.5 MYOM2 Miocardiopatia
p21.2
CTSB Convulsiones
IF312 GATA4 Anormalidades en corazén
MTMR9 Epilepsia
zﬁil MCPH1 Problemas cardiovasculares
4 ull.a DEFB1 Presencia del conducto arterioso persistente
- :ﬁz; XKR6 Paladar hendido
glz.1
.8 PCM1 Hidrocefalia
gﬁg SGCZ Convulsiones generalizadas y distrofia muscular
21,11
—_ PPP2R2A Paladar hendido
6212 BNIP3L Paladar hendido, miocardiopatias y epilepsia
21.3
22,1
22,2 ESCO2 Sindrome de Roberts
g22.3
g23.1
423.3
24,12
424.13
24,21
o24.22
[ 2423
o24.3

FIGURA XIIl.7. GENES ASOCIADOS CON FENOTIPO EN EL CROMOSOMA 8. El
paladar hendido, la epilepsia, distrofia muscular y los problemas cardiovasculares se
asocian con alteraciones en el cromosoma 8 (GeneCards, 2014; 11B, 2014).
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En la siguiente tabla se detallan las gonosomopatias cromosomicas registradas:

Tabla XlIl.7. Gonosomopatias cromosémicas

Casos Ndmero Porcentaje (%)
Sindrome de Turner
- Monosomia 132 40,1
- Mosaico 109 33,1
- Isocromosoma 6 1.8
- Isocromosoma mosaico 8 24
- Anillo mosaico 1 0,3
Trisomia X 3 0,9
- Mosaico 3 09
Fra (X]) (g27.,3) 6 1.8
Sindrome de Klinefelter 17 5,2
- Mosaico 4 1,2
47 XYY 7 2,1
48 XXYY 4 1.2
49 XXXXY 1 0,3
Desorden en el desarrollo sexual
- Pseudohermafroditismo femenino 6 1.8
- Pseudohermafroditismo masculino 17 5,2
- Disgenesis gonadas mixtas 2 08
- Disgenesis gonadas puras 1 0.3
- Genitalia ambigua 2 0.6
Total 329 100
En lasiguiente tabla se detallan |as variantes y translocaciones registradas:
Tabla XII1.8. Translocaciones y variantes
Translocacion Nidmero Translocacion Nidmero Variantes Nidmero
t(1;20]) 1 t(6;7) 2 1gh+ 2
£(2;8) 1 t(7;10) 1 9gh+ 6
t(2;12) 2 £(13;14) 3 15ps+ 1
t(2;18) 2 t(13;15) 2 16ph+ 1
t(4;11) 3 t[X;8) 3 Ygh+ 23
t(5;14) 5 t(X21) 1 Yph- 4
Total 26 Total 37

Como datos concluyentes, la trisomia 21 es la autosomopatia cromosdémica de
mayor porcentgje: 78,6% de trisomia libre y 10,6% en mosaico en la poblacion
analizada; seguida de latrisomia 18 (2,2%) y latrisomia 13 (1,6%).

Con respecto a las gonosomopatias cromosomicas, € sindrome de Turner es €
mas frecuente: 40,1% en monosomia y 33,1% en mosaico; seguido del sindrome de
Klinefelter con el 5,2% y el pseudohermafroditismo masculino con el 5,2%.

En cuanto a variantes y polimorfismos, la variante Y gh+ se encontrd presente en
23 de 37 individuos analizados (Paz-y-Mifio et al., 2012b).
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CAPITULO XIV

LA GENETICA DE LA DIFERENCIACION SEXUAL

Este capitulo trata sobre los factores genéticos involucrados en los procesos de
diferenciacion sexual tanto normal como alterada.

1. DIFERENCIACION SEXUAL

La diferenciacion sexual es un proceso complicado en e que juega un papel
importante la informacion cromosdémica, genética y hormonal. El fenotipo varon o
mujer es e resultado de la armoniosa actividad de todos los factores mencionados
(Goodfellow, 1991; Brown, 2002).

1.1. Diferenciacion sexual normal

En primer término, la diferenciacion sexua estad comandada por la dotacion
cromosomica del cigoto. Cuando exista el cromosoma'Y, la diferenciacion de la génada
primitiva y del tubérculo genital primitivo serdn hacia testiculo y caracteres sexuales
masculinos respectivamente; mientras que, la ausencia de cromosoma Y diferenciara
hacia ovario y caracteres sexuales femeninos (McLaren, 1991; Paz-y-Mifio et a.,
1993b). Un aspecto interesante sobre la diferenciacion sexual es el andlisisdel gen dela
determinacion sexual, llamado SRY (Tabla XIV.1).

Tabla XIV.1. Caracteristicas del gen SRY

Caracteristicas Informacion Estructura proteica
Simbolo oficial SRY
Nombre Region Y que
determina el sexo
Otros alias TDF
Cromosoma Y
Localizacion Yp11,3
# Acceso NCBI NC_000024,9
Gen ID 6736
Tamario secuencia 897 bases
Tamario proteina 204 aa; 23884 Da (Werner et al., 1995]

Localizacion subcelular  Nucleo; citoplasma

Este gen ha sido localizado en el brazo corto del cromosoma Y, en donde ya se
pensaba que existia el factor de determinacién testicular.

pl1.32
pll.2
11.1
>4 511.1
ql1.21
ql1.221
ql1.222
ql1.223
q11.23
gql2

FIGURA XIV.1. CROMOSOMA Y HUMANO. Ubicacién del gen SRY [GeneCards,
2014,
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En la Figura XIV.2 observamos la amplificacion de un fragmento de 470 pb
correspondientes al gen SRY, tanto en un control positivo como en € caso analizado. El
andlisis también cuenta con la amplificacion de un fragmento de 240 pb
correspondientes al gen endégeno GAPDH, el cual se utiliza como control positivo de
presencia de ADN.

240 pb

100 pb Hombre Mujer Paciente Paciente Agua Pacientes Mujer 50 pb
sano  sana  SRY+  SRY - GAPDH+  sana
SRY S SRY = GAPDH +

FIGURA XIV.2. ANALISIS MOLECULAR DEL GEN SRY. La amplificacion del gen SRY
ayuda a entender el genotipo de un individuo para asociarlo con su fenotipo (lIB,
2014).

El descubrimiento de este gen y de una secuencia similar en €l brazo largo del
cromosoma X, ha permitido actualizar los conceptos de diferenciacion sexual. Bgjo esta
perspectiva, existen agunos prerequisitos para la diferenciacion genética y
cromosomicadel género (Brown, 2002):

/a] No se necesita todo el cromosoma Y para la identificacion sexual, basta con el SRY. \

b) El cromosoma X tiene secuencias similares al gen SRY, que podrian estar activas o
inactivas en presencia o ausencia del gen SRY del cromosoma Y.

c) Existen otros genes implicados en la diferenciacion sexual, que podrian estar regulados por
el gen SRY, como con el gen CHI, MIF (factor de inhibicion mulenaria), el antigeno H-Y y
otros genes autosomicos.

d) Los varones serian heterodimeros SRY positivos.

\e] Las mujeres serian homodimeros SRY negativos. /

A nivel embrionario, la dotacion cromosdomica XY o XX producira €l siguiente
efecto: €l sexo heterogamético XY desarrollard los componentes de los conductos de
Wolff hacia érganos sexuales internos masculinos (vesiculas seminales, conducto
deferente, epididimo); € sexo homogamético XX, desarrollard los derivados del
conducto de Mller hacia 6rganos internos femeninos (trompas uterinas, Utero, vagina
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superior), € tubérculo genital primitivo desarrollara hacia pene, escroto y uretra anterior
en caso de ser XY, mientras que desarrollara labios mayores, menores, uretra anterior,
vaginaanterior y clitoris en caso de ser XX (Paz-y-Mifio et al., 1993Db).

Una vez formada la génada masculina o femenina, ésta empezara a producir
ciertas hormonas que coadyuvaran a la diferenciacion sexual. Los andrégenos
(testosterona 'y dehidrotestosterona) cooperaran en la formacion del conducto deferente,
vesiculas seminales, epididimo, cuerpo del peney escroto, en €l caso de ser varony, en
caso de ser mujer, participaran en la conformacion del cuerpo del dtero y la vulva
(McLaren, 1991).

1.2. Diferenciacion sexual alterada

La primera preocupacion sobre la diferenciacion sexual aterada surgié con €
descubrimiento de individuos hermafroditas XX, varones XX y mujeres XY. Estas
alteraciones cuestionaron algunos aspectos sobre la diferenciacion sexual normal. El
descubrimiento del antigeno H-Y, del gen SRY, de los papeles de las hormonas en €
desarrollo de los caracteres sexuales primarios y secundarios, ha permitido comprender
mejor las alteraciones de la diferenciacion sexual y clasificarlas (Paz-y-Mifio et al.,
1993b).

2. CLASIFICACION DE LOS ESTADOS INTERSEXUALES

Los estados intersexuales pueden tener la presencia de alteraciones en los
conductos sexuales y de alteraciones del sexo gonadal.

2.1. Alteracion de los conductos sexuales

Las dteraciones de los conductos sexuales pueden diferenciarse entre
pseudohermafroditismo femenino y pseudohermafroditismo masculino.

2.1.1. Pseudohermafroditismo femenino

La dotacion cromosdmica es XX, los genitales internos son normales y los
externos ambiguos. En algunos casos el origen puede estar en una falla en la exposicion
a los andrégenos fetales 0 maternos (sindromes virilizantes) y en muchos otros es
indeterminado. Una causa comun de esta ateracion es la hiperplasia adrenal congénita,
de origen autosdmico recesivo y que afectala biosintesis del cortisol.

2.1.2. Pseudohermafroditismo masculino

La dotacion cromosdmica es XY, los genitales internos son masculinos y 1os
externos ambiguos. El origen puede estar relacionado a ateraciones cromosomicas,
genéticas, hormonales o indeterminadas.

Los pseudohermafroditismos masculinos de origen cromosdmico pueden tener
diversos componentes cromosdmicos. 45,X/46,XY; 47, XXY; 47,XYY; 48 XXXY;
49 XXXXY vy otras variantes. Se deben a no disyunciones cromosdmicas meidticas o
mitoticas en caso de mosaicos.
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Otros casos de pseudohermafroditismo masculino se originan en fallas en la
formacion embrionaria, asi: sindrome de testiculos rudimentarios (anorquia y agenesia
de células de Leyding), persistencia de los conductos mulerianos (Utero y trompas) en
varones. Hoy se habla de que alin € hipospadias aidlado debe ser considerado como
caso de pseudohermafroditismo masculino; un tipo especial de hipospadias que se
conoce como hipospadias pesudovaginal periescrotal (HPSP) (Goodfellow, 1991).

El pseudohermafroditismo masculino puede deberse también a ateraciones
hormonales, genéticas o patrones hereditarios en su aparecimiento, como: deficiencias
genéticas para la produccion de testosterona (21 y 11 beta hidroxilasas); insensibilidad
completa a los androgenos o sindrome de feminizacion testicular (XY) o sindrome de
Morris; insensibilidad parcial alos androgenos o sindrome de Reifenstein; o hipoplasia
adrenal congénita con la consecuente deficiencia enzimética (Paz-y-Mifio et a., 1993b).

2.2. Alteracion del sexo gonadal

Las alteraciones del sexo gonadal pueden diferenciarse entre disgenesia gonadal
de origen cromosdmico o de origen genético.

2.2.1. Disgenesia gonadal de origen cromosomico

Todas las ateraciones que afectan a los cromosomas sexuales pueden producir
disgenesia gonadal, sindromes de Turner y Klinefelter.

2.2.2. Disgenesia gonadal de origen genético

Estas deben tener su dotacién cromosdmica XX y ser varén, o XY y ser mujer;
las dos estan acompafiadas de hipogonadismo. Las disgenesias gonadales mixtas
constituyen € hermafroditismo verdadero, cuya dotacién cromosdmica puede ser XX en
el 50% de casos, XY en € 20% y solo 30% son quimeras XX/XY. Lo clave de
hermafroditismo verdadero es la presencia de los dos tipos de tgjidos gonadales en un
mismo individuo; los genitales externos pueden ser variados, desde varén o
indeterminado a mujer. La Tabla X1V .2 recoge los hallazgos de nuestra experiencia en
indiferenciacion sexual (Goodfellow, 1991). Ademas, existe un tipo de indiferenciacion
sexual que produce disgenesia gonadal, llamado sindrome de regresion sexual :

/a] Tipo I: El fenotipo es femenino, existe una baja del factor de inhibicion muleriano [TDF]y\
presencia de la hormona testosterona en bajas proporciones.

b) Tipo Il: Son mujeres con disgenesia gonadal, hipogonadismo; no existen foliculos, existe
testosterona en baja cantidad y persisten los conductos mulerianos.

c) Tipo lll: El fenotipo es “intersexa masculino” con disgenesia gonadal, se ha cuestionado la
presencia del antigeno H-Y y las gonadas presentan testiculo fibroso o tejido ovarico
indiferenciado.

d) Tipo IV: Se llama “intersexo virilizante”, se presenta la hormona testosterona y TDF, se ha
\ cuestionado la presencia del antigeno H-Y y no existen gonadas diferenciadas.

La conducta clinica a seguir frente a un paciente con diferenciacion sexua
alterada es. exploracion clinica de los genitales, exploracion radiologica, evaluacion
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hormonal, estudio del antigeno H-Y, estudio cromosdomico y genético del individuo y
familiar, exploracién quirdrgicay biopsia gonadal bilateral. Una vez evaluado €l caso,
debe realizarse una terapia adecuada que debera por |o menos cumplir con los siguientes
parametros: atribucion precoz del sexo, tratamiento quirdrgico que incluye los genitales
externos e internos, tratamiento hormonal y psicosocia de ser necesario.

Tabla XIV.2. Alteraciones de la diferenciacion sexual

Tipo No. de casos Cariotipo
Alteraciones de conductos sexuales
Pseudohermafroditismo femenino 12 46,XX
Pseudohermafroditismo masculino 14 46.XY

Alteraciones del sexo gonadal

Disgenesia gonadal mixta 2 486 XX/ 46,XY
(Hermafroditismo verdadero]

Disgenesia gonadal pura 2 46 XY
Disgenesia gonadal de origen cromosémico

Sindrome de Turner 110 45,X0 y variantes
Sindrome de Klinefelter 15 47 XXY y variantes
Total 150
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CAPITULO XV

ASPECTOS GENETICOS DEL CRECIMIENTO Y
DESARROLLO

Existen algunos factores genéticos y epidemiolégicos (ambientales,
nutricionales, socio-econdmicos, culturales, emocionales) que influyen en
crecimiento y desarrollo fisico, intelectual, emocional y conductal del individuo (Allis
et al., 2007).

1. FACTORES GENETICOS

La aptitud genética 0 no del individuo son factores determinantes en el
desarrollo intrauterino y postnatal del mismo. Por tanto, es importante considerar ciertos
aspectos sobre su crecimiento y desarrollo:

1.1. Factores genéticos en el crecimiento y desarrollo intrauterino

Es indispensable para una adecuada formacion fenotipica, crecimiento y
desarrollo adecuado, una dotacién genética idonea que permita una formacién
anatomica-fisiologica equilibrada, una diferenciacion celular, especiaizacion de
Organos y una regulacién genética y metabdlica precisa. Es decir, la informacién
genética del ADN proporcionara tres cualidades. a) fenotipo adecuado para supervivir;
b) conexiones neurofisiologicas y metabdlicas reguladas; y, ¢) capacidad funcional y
adaptativa alas exigencias ambientales.

Los criterios vertidos significan, en resumen, que los genes proporcionan las
cualidades del fenotipo y € ambiente modifica este fenotipo dentro de rangos
especificos y soportables por € individuo y la especie. El genotipo da la capacidad de
crecer, oir, pensar; mientras que el ambiente, dota de aptitudes y experiencias a los
individuos, permitiendo €l desarrollo de las habilidades intelectuales y fisicas. Aqui
juega un papel importante la formula F = G + A, en donde el fenotipo equivale al
genotipo mas el ambiente (Alliset al., 2007).

Dentro del crecimiento y desarrollo intrauterino se sabe que el factor hormonal
es importante. Luego de la diferenciacion sexual normal, las hormonas masculinas y
femeninas completan la formacién embrionaria y fetal. La insulina ha sido el
anabolizante més importante dentro del desarrollo embrionario, mientras que las
hormonas de crecimiento: prolactina, andrégenos suprarrenaes, cortisol 'y
glucocorticoides, han sido cuestionados como agentes implicados en el crecimiento y
desarrollo intrauterino. Datos a favor de esta argumentaciéon son los nacimientos de
fetos anencéfal os, agenesia suprarrenal y gonadal, entre otros (Wolpert et al., 2002).

1.2. Factores genéticos en el crecimiento y desarrollo postnatal
Los factores mas importantes en esta fase son las capacidades fisiologicas y

metabodlicas proporcionadas por e buen o ma funcionamiento de los genes
(metabolopatias) y del adecuado funcionamiento hormonal. La hormona del
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crecimiento, por algiin mecanismo poco conocido, promueve el aumento del nimero de
células y de su tamafio, tal vez incrementando la replicacién del ADN. Asi mismo, la
insulina, promueve la sintesis de proteinas, actuando posiblemente como un inductor de
la trascripcion del ADN, es decir, produciendo ARN. El posterior y adecuado
crecimiento y desarrollo estdn determinados por las oportunidades ambientales,
satisfaccion de demandas fisiolOgicas, sociales, econdmicas, culturales y emocionales.
AUn se habla de que ciertos rasgos de comportamiento, personalidad, actitudes fisicas,
aptitudes intel ectuales, son producto de influencias genéticas.

El estudio de algunas caracteristicas fisicas y fisioldgicas en la poblacion
general, en gemelos idénticos y no idénticos, hermanos y padres, ha permitido sacar
conclusiones interesantes al respecto de los factores genéticos y su relacion con €
ambiente, para el crecimiento y desarrollo. Se ha postulado, por gjemplo, que latallade
los individuos est4 determinada por algun tipo de herencia ligada a sexo (genes del
cromosoma X); esto se desprende de estudios de correlacion entre hermana-hermana,
hermano-hermana, hermano-hermano, en donde se ha observado mayor correlacién
entre mujeres que entre varones. También se han obtenido correlaciones decrecientes
entre hermana-hermana, padre-hija, madre-hija, madre-hijo y padre-hijo. Se han
encontrado correlaciones importantes para el aparecimiento de la denticién, los nucleos
de osificacion, € desarrollo del musculo-esquelético y aln en el comportamiento; esto
ha sugerido una dependencia con genes autosémicos y ligados a cromosoma X (Moore
& Persaud, 2008).

Para la talla se ha postulado que la herencia cumple todos los requisitos de
herencia poligénica; la distribucion de la poblacién sera tipica de la campana de Gaus,
con una poblacion mayoritaria cercana a la distribucién de la media aritmética y dos
extremos poblacionales pequefios de individuos muy altos, superiores al percentil 90, y
de individuos muy bgjos, inferiores al percentil 10. Planteado asi el fenébmeno de la
talla, e grupo de genes (poligenes) que determina la talla actuaria de la siguiente
manera:

a] Homocigotos para el poligen de talla fisiologica baja (< percentil 10).
b) Heterocigotos para el poligén de talla fisiologica media (mayoria de la poblacion).

c] Homocigotos para el poligén de talla fisiolégica alta (> percentil S0).

La correlacion entre individuos emparentados y no emparentados, y entre
poblaciones, corrobora la formula para herencia poligénica F = G + A, gque se puede
descomponer asi: la variabilidad fenotipica poblacional (Vp) es igua a la variabilidad
genética (Vg) més la variabilidad ambiental o no genética (Va) y mas la variabilidad de
los dos factores juntos (genes més ambiente) interrelacionados, o que se llama
variabilidad correlacionada (Vc) (Alliset al., 2007).

[ Vp =Vg + Va + Vc ]

El estudio de correlaciones de caracteristicas fisicas y fisiologicas en gemelos
monocigotos, dicigotos, hermanos, padres y familiares, confirma el criterio de herencia
poligénica de |as caracteristicas de crecimiento y desarrollo.
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Durante el crecimiento y desarrollo se ha podido observar la accion de algunos
factores quimicos y hormonales (factores de crecimiento polipeptidicos) relacionados
directamente con este proceso. Estos factores son:

6 Factores de crecimiento asociados con embriogenesis, crecimiento y desarrollo nor‘mm

como el factor de crecimiento epidérmico, factor de crecimiento de fibraoblastos,
somatomedina y el factor de crecimiento nervioso.

b) Factores de crecimiento relacionados con poblaciones celulares del adulto, tienen
produccion continua, entre los que estan: Factores estimulantes de colonias,
eritropoyetina y factor de crecimiento epidérmico.

c) Factores de crecimiento asociados a la respuesta proliferativa al dafo celular o de

6rganos como los factores de crecimiento derivados de plaquetas, derivado de monaocitos-
macrofagos y el derivado de células endoteliales.

d) Factores de crecimiento derivados de poblaciones tumorales llamados factores
\ transformantes. /

En la siguiente tabla se detalla la correlacion entre los caracteres fisicos y
fisiolégicos con €l tipo de parentesco, ya sean gemelos idénticos, gemelos no idénticos,
hermanos o madre-hija.

Tabla XV.1. Correlaciones para el crecimiento y desarrollo de caracteres fisicos y

fisiolagicos
Parentesco Talla Peso Duracion Forma Movimientos Inicio de
(cm?) (Kg?) devida térax/corazén del cuerpo la regla
(meses’) (anos’)
Gemelos 1,7 1,8 36,9 064*/0,60* 0,75*
idénticos (0,937%) (0,407)
Gemelos no 4.4 4,5 78,3 0.2*/0,10* 0,54*
idénticos (0,6847*) (0,287*)
Hermanos 45 47 12,9
(0,647 (0,267)
Madre-hija 4.4 18,4
(0,6847*)
Gemelos 45
identicos (0,47*)

(*) Diferencia; (*] Coeficiente de correlacion

En relacién a las mutaciones, se sabe que cada una de €llas tiene una frecuencia
esperada, que hace referenciaa nimero de células germinales que posee € gen anormal
en un individuo, por gemplo:

Daltonismo 2,8 x 10-5 / Gametos Herencia autosémica recesiva
Condrodistrofia 1-1,4x10° / Gametos Herencia autosémica dominante
Hemofilia 2 - 32 x 10° / Gametos Herencia linaada al sexo

Las mutaciones son un factor importante para la evolucion de las especies, pero
las mutaciones beneficiosas son muy escasas en la naturaleza. En su mayoria, las

booksmedicos.org



ASPECTOS GENETICOS DEL CRECIMIENTO Y DESARROLLO [Jili| 272

mutaciones son deletéreas o letales siendo las responsables de las enfermedades
genéticas (Wolpert et al., 2002).

Tabla XV.2. Incidencia y riesgo de recurrencia de algunas anomalias fetales de
causa genética

Tipo de herencia Incidencia Riesgo

Autosémica dominante 0,6 - 7/1000 nv 1:2 (50%)])

Hipercolesterolemia familiar 1:500

Corea de Huntington 1:5000

Sordera 1:10000

Ceguera 1:10000

Sindrome de Marfan 1:20000

Osteogénesis imperfecta 1:25000

Autosomica recesiva 0,9 - 5/1000 nv 1:4 (25%)

Fibrosis quistica 1:2500

Sordera 1:2000

Ceguera 1:5000

Fenilcetonuria 1:10000

Mucopolisacaridosis 1:25000

Glucogenosis 1:50000

Ligada al sexo 0,3 - 7/1000 nv 1:4 (25%) embarazos
1:2 (50%]) en varones

Distrofia muscular [Duchenne) 1:7000

Hemofilia 1:10000

Otras 1:5000

(nv]) Nacidos vivos

2. FACTORES QUE AUMENTAN LAS MUTACIONES

Existen algunos factores que influyen en la frecuencia de las mutaciones
espontanesas, traduciéndose estos en el aumento de riesgo de una descendencia anormal.
Entre estos factores estan:

2.1. Edad avanzada de los progenitores

Una de las primeras investigaciones en este aspecto fue la de Weinberg en 1912.
El asoci6 a los recién nacidos de madres de edad avanzada con un aumento del ndmero
de afectos de acondroplasia. Penrose, en 1955, mostro que esta observacion se debia,
con seguridad, a aumento de células germinales con neo-mutaciones, directamente
relacionadas con e aumento de la edad materna (Moore & Persaud, 2008).
Posteriormente a estos hallazgos, se demostré la asociacion entre la edad avanzada y
ciertas enfermedades, asi: la edad materna se ha relacionado con alteraciones
cromosomicasy la paterna con enfermedades genéticas.

Las enfermedades directamente relacionadas con la edad parental son:
acondroplasia, acrocefalosindactilia, sindactilia, miositis osificante, sindrome de
Marfan, retinoblastoma bilateral, hemofilia A, sindrome de Apert, enfermedad de Lesch
Nyhan, distrofia muscular de Duchenne, sindrome de Down y sindrome de Edwards
(Nussbaum et al., 2008).
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Se ha visto un mayor riesgo de enfermedades cromosomicas en relacion con la
edad materna que con la paterna. Este riesgo empieza a partir de los 34 afios de edad en
las mujeres, se duplicaalos 39 afios y casi se triplica o cuadriplica a los 44 afos. Para
los hombres en cambio, € riesgo para presentar descendencia con una enfermedad
genética empieza a partir de los 38 afios, para enfermedades como la hemofilia, la
acondroplasia, sindrome de Marfan y € retinoblastoma bilateral, entre otras.

Ciertas enfermedades genéticas relacionadas con la edad tienen igual riesgo para
los dos sexos, como la distrofia muscular de Duchenne, mientras que otras
enfermedades son més influenciadas por los varones, como la hemofilia A. Existen dos
principios relativos a la razén de mutacion y e sexo predominante en la transmision de
la neomutacion ala descendencia (Nussbaum et al., 2008):

a) En joévenes, en los que la razén de mutacion es igual para ambos sexos, esta se incrementa
al avanzar la edad del varon.

b) En jovenes, cuando la razon de mutacion mas alta proviene de mujeres, si esta se
incrementa, debe pensarse que la responsabilidad del incremento recae sobre las células
germinales maculinas.

Larelacion entre las alteraciones cromosomicas la edad materna es la siguiente:

Menores de 35 afos 2 / 1000 nacidos vivos
Entre 35y 39 arios 7 / 1000 nv
Entre 40y 44 anos 25 / 1000 nv
De 45 y mas afos 65 / 1000 nv

2.2. Edad materna y su relacion con el sindrome de Down

Los estudios mas amplios relacionando edad materna y cromosomopatias son
sobre sindrome de Down. Tanto los estudios extranjeros como |os nacionales, coinciden
en larelacion de edad materna con la trisomia 21. Se ha observado que en la poblacién
genera, € sindrome de Down tiene dos picos de predisposicién en relacion con la edad
materna: €l comprendido entre los 25 y 29 afios, que esta en funcion de trastornos
cromosomicos de los progenitores, y € pico progresivo de frecuencia a partir de los 35
anos, debido a problemas de no disyuncion cromosdmica en las células germinales
maternas. Dos tercios de las no disyunciones cromosdmicas son de origen materno.
Existen algunas hipétesis para explicar € origen del sindrome de Down, por no
disyuncion cromosdmica, las cuatro primeras en relaciéon a la edad materna y las dos
Ultimas en relacion a variedades de la enfermedad (Nussbaum et al., 2008).

Tabla XV.3. Frecuencia del sindrome de Down en relacion a la edad materna

Grupo de edad (aios) Casos Porcentaje (%) Prevalencia
15a189 11 7.5 1/1167
20a24 21 14,4 1/1587
25a29 24 16,4 1,/1087
30a34 30 20,5 1/763
35a39 27 18,5 1/248
40a44 24 16,4 1/79
45 a més 9 6,2 1/24
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2.2.1. Teoria de la disgenesia ovular

Los ovocitos primarios permanecen un largo periodo en diascinesis, los méas
jovenes, con mayor nimero de quiasmas, serian madurados primero, mientras que los
mas vigjos, con menor nimero de quiasmas y mayor riesgo de ser disgenésicos, se
maduraran tardiamente.

2.2.2. Teoria de la sobremaduracion ovular

Desde que se produce la ovulacion, hasta que e 6évulo sea fecundado, pueden
pasar 24 horas, los ovocitos no fecundados tempranamente, tendrian mayor riesgo de ser
disgenésicos.

2.2.3. Teoria extrinseca

Los ovocitos que maduran en los Ultimos periodos menstruales, tendran mayor
exposicién afactores disgenésicos.

2.2.4. Teoria de la seleccion relajada

El producto de un embarazo en edades altas, es un "producto preciado”, por lo
gue la naturaleza retendria con mayor facilidad un producto con una cromosomopatia,
en contraste con lo que sucede en edades tempranas, en que las cromosomopatias son
eliminadas con mayor frecuencia, hecho que se conoce del estudio de restos abortivos.

2.2.5. Teoria de la variacion de las regiones organizadoras nucleolares

Lavariacion polimorfica de | as regiones de |os cromosomas acrocentricos estaria
predisponiendo alano disyuncién y aun aumento de las trisomias.

2.2.6. Teoria de la duplicacion de la region 21q22

Algunas personas con sindrome de Down no presentan una trisomia 21
completa. Al hacer € estudio molecular de sus cromosomas (21) se ha detectado una
duplicacion de la region 21922, la que seria responsable de todo €l fenotipo Down de
estos individuos por la presencia en triple dosis de los genes responsables de la
enfermedad. La mayoria de alteraciones cromosomicas producen defectos congénitos
mas 0 menos graves y variables. Generamente, encontramos retraso mental,
alteraciones craneofaciales, anomalias viscerales, ateraciones en los miembros y
dermatoglifos, tallabgay fallareproductiva (infertilidad o esterilidad).

Un aspecto importante es la coincidencia entre los riesgos genéticos segun la
edad materna y la mortalidad infantil correlacionada con la edad materna. En la Tabla
XV .4, se aprecia que a partir de los 30 afios, aunque el porcentge de fecundidad y de
nacimientos disminuye progresivamente, tanto la frecuencia de sindrome de Down
como la mortalidad infantil se encuentran siempre en rangos superiores. Llama la
atencion gue los dos polos de edades maternas (bajay alta) se acoplan en lo referente a
morbi-mortalidad materno-infantil. En edades maternas tempranas los riesgos de
mortalidad infantil son mayores, mientras que en edades maternas avanzadas, tanto los
riesgos genéticos como los de mortalidad infantil se acoplan. Esto pone en alerta sobre
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los graves riesgos de los embarazos en tales edades y refuerza el criterio de desalentar
concepciones en edades tempranas por riesgos de morbi-mortalidad mayor y en edades
avanzadas por riesgos cromosomicos (Moore & Persaud, 2008).

Tabla XV.4. Cifras estadisticas en riesgos genéticos

Edad Fecundidad Nacimientos Mortalidad Nacimientos SD (%) SD (nv)

(anos) (%) infantiles SD (%) Ecuador (%)
(%)

<20 9,8 45 10,1 1,5 55 1/1667
21-24 23,4 26,2 7.4 11,7 12,9 1/1587
25-29 23,7 33,0 6,4 18,5 14,8 1,/1087
30-34 19,9 21,8 7.4 17.2 259 1/763
35-39 14,0 11,0 9,3 26,2 22,2 1/248
40-44 7.4 2,2 9,6 21,3 12,9 1/79
> 45 1.8 1,1 10,2 3,5 55 1/24

(nv] Nacidos vivos; (SD] Sindrome de Down

En relacion a sindrome de Down, nuestros estudios revelan datos interesantes
sobre la composi cion citogenética de este sindrome, detallado a continuacion:

Tabla XV.5. Hallazgos citogenéticos en el sindrome de Down

Tipo Numero Porcentaje (%)
Trisomia 21 simple 315 86,06
Trisomia en mosaico 37 10,01
Trisomia por translocacion 6 1,64
Translocacion en mosaico 2 0,55
Isocromosoma no detectado en sangre 4 1,10
periférica (¢,SD genético o mosaico?)

Total 366

(SD] Sindrome de Down

Ademas, se ha encontrado relacion entre la edad materna y e incremento de
abortos. Entre los 17 y 40 afios, un tercio de los abortos presentan aneuploidias
(alteracidon del nimero de cromosomas). Existen evidencias de los efectos de la edad
materna y la produccion de fetos triploides (triple dosis cromosdmica = 69
cromosomas) Y fetos Turner (45,X). Las trisomias de los grupos cromosdémicos D (13,
14y 15) y G (21y 22), como también latrisomia 16, son frecuentemente halladas en los
estudios de abortos rel acionados con la edad materna avanzada.

2.2.7. Factores genéticos del sindrome de Down

El avance en genética molecular ha aportado datos muy concretos sobre la
actividad de los genes en € fenotipo. Con respecto a sindrome de Down se tiene mucha
informacion en la actualidad sobre la relacion genotipo-fenotipo.

La expresion bioguimica del sindrome consiste en e aumento de diferentes
enzimas (ya que los genes se encuentran en triple dosis). Una de las més conocidas e
importante es la superoxido dismutasa, codificada por el gen SOD-1, que cataliza €l
paso del anidn superdxido hacia perdxido de hidrégeno. En condiciones normales esta
enzima contribuye a sistema de defensa antioxidante del organismo (Paz-y-Mifio et al.,
2010a).
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Entre los genes implicados en la aparicion de trastornos asociados a este
sindrome estén: el gen COL6A1, cuya expresion incrementada se relaciona con defectos
cardiacos; € gen ETS2, cuya expresion incrementada puede ser causa de alteraciones
musculo esqueléticas; la presencia incrementada del gen CAF1A, que puede interferir
en la sintesis del ADN; el exceso del gen CBS, lo cua puede causar alteraciones
metabllicas y de los procesos de reparacion del ADN; e exceso de proteinas
codificadas del gen DYRK, que puede asociarse con € retardo mental; la
sobreexpresion del gen CRY A1, que puede originar cataratas, la expresion aumentada
del gen GART, lo cual puede alterar los procesos de sintesis y reparacion del ADN; €l
gen IFNAR, que se relaciona con la sintesis de interferdn, por 10 que su exceso puede
provocar alteraciones en el sistemainmunitario.

En estudios de genes (tales como e DF508, involucrado en la fibrosis quistica),
Ilevados a cabo en el Ecuador, se encontré evidencia de gque la variacion geografica en
nuestra poblacion es una consecuencia del antecedente genético diferente, s se
comparara con poblaciones a nivel mundial; fendmeno similar ocurre con otros genes,
como el BCR/ABL en leucemias, € gen reparador del dafio del ADN hMSH2 y el gen
MTHFR en cancer de prostata, entre otros genes estudiados por nuestro grupo de
investigadores (Paz-y-Mifio et al., 2002c; 2008a; L 6pez-Cortés et al., 2013).

2.3. Madres portadoras de enfermedades ligadas al sexo

L as enfermedades genéticas con herencialigada al sexo tienen la probabilidad de
ser transmitidas por la madre portadora del gen anormal a cualquiera de los embriones
producidos en la fecundacion en cada nuevo embarazo, con un riesgo de 25%; pero, s
el sexo del feto es masculino, la probabilidad de que este sea afecto cambia
automaticamente a 50%. Las hijas mujeres, en cambio, tienen la probabilidad de ser
portadoras sanas del gen anormal en el 50%; podran transmitir a su descendencia el gen
anormal, con igual comportamiento que €l antes descrito. En la actualidad se ha visto
que la manifestacion o no de un carécter ligado al sexo, podria estar relacionada con €l
fendmeno de herencia por impresién gendmica; en este aspecto se han estudiado, sobre
todo, el sindrome de Martin Bell o X fréagil, el sindrome de Turner, algunas deficiencias
inmunitarias y factores de coagulacion.

Algunas enfermedades con herencia ligada al sexo son: ceguera para los colores,
distrofia muscular de Duchenne, déficit de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, hemofilia,
enfermedad de Christmas, osteodistrofia hereditaria, sindrome de Hunter (MPS 11),
sindrome de Lesh Nyhan. Muchos de estos casos (enfermedad de Fabry, sindrome de
Hunter o de Lesh Nyhan) se pueden diagnosticar prenatalmente, pero en otros, tan solo
se puede diagnosticar prenatalmente el sexo fetal, |o que permite manejar los riesgos
genéticos de ser portador o afecto de laenfermedad y, ala pareja, decidir sobre el futuro
de su embarazo (Nussbaum et al., 2008).

2.4. Autoinmunidad

Este es otro factor postulado como elevador del riesgo de mutaciones
espontaneas. No se sabe a ciencia cierta el mecanismo que hace posible este efecto. Se
ha visto que en los procesos autoinmunitarios existe la tendencia a asociaciones
satelitales entre los cromosomas acrocéntricos (grupo D y G). Esta asociaciéon es un
fendmeno citogenético en el que los cromosomas acrocéntricos se ponen en contacto
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intimo con sus porciones satelitales. Aunque este fendmeno se presenta con alguna
frecuencia en |os examenes cromosdmi cos rutinarios (nuestro laboratorio tiene una cifra
de 2% de asociaciones satelitales), en los procesos autoinmunes es mas frecuente. Se
piensa que la asociaciéon satelital predispone a la no disyuncion cromosdmica en
metafase, dando como resultado cromosomopatias primarias.

Otro hecho observable en procesos autoinmunitarios, como por gemplo la
artritis reumatoidea, lupus, entre otros, es e aumento de roturas cromosomicas
espontaneas (nuestro laboratorio tiene la cifra de 4 a 5% de fragilidad cromosomica
espontanea), |o que también predispondria a aneuploidias diversas.

2.5. Polimorfismos cromosdmicos

L os polimorfismos son variaciones interindividuales de la informacion genética
gue pueden presentarse a nivel génico, cromosdmico, enzimatico y proteico, que son
bien toleradas por |os portadores. Algunos estudios sobre polimorfismos cromosomicos
sefidlan este factor como responsable de distintas patologias clinicas. retraso mental,
malformaciones congénitas con 0 sin ateraciones cromosdmicas, padres de
malformados y problemas de fertilidad.

Los polimorfismos cromosdomicos son variaciones en e patron estructural
normal de los cromosomas que, por lo general, no dan efectos fenctipicos en los
portadores. Entre el 1,68% y 35,61% de la poblacion general, segun la region, presenta
algun polimorfismo. Esta gran variabilidad de datos explica la dificultad en el estudio
del posible papel de estas variantes.

Tabla XV.6. Variantes cromosomicas en la poblacién de Quito (RNCAVCH)])

Tipo Numero Porcentaje (%)
Yg+ 12 1,38
14p+ 3 0,34
9gh+ 3 0,34
15p+ 2 0,23
22p+ 2 0,23
Yg- 2 0,23
inv9 1 0,11
t(2;18) 1 011
t(5;14] 4 0,46
t(4;11) 2 0,23
t(6;7) 1 0,11
t(7;10]) 1 0,11
t(13;14) 2 0,23
t(8:x) 2 0,23
t(21:x) 1 0,11
Fragilidad espontanea 18 2,07
Microcromosomas 2 0,23
Total 868 100

Los polimorfismos afectan con especia frecuencia a las zonas heterocrométicas
(zonas claras del bandeo tripsina / giemsa de los cromosomas) gque corresponden a los
organizadores nucleolares (regiones comprendidas entre el centromero y los satélites,
compuestos por ADN nucleolar) de los cromosomas acrocentricos 13, 14, 15, 21y 22;
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las zonas polimorficas son también las constricciones secundarias de |os cromosomas 1,
9, 16 y los brazos largos del cromosoma Y. La variabilidad observada o polimorfismo,
se debe a la diferencia del tamafio de los satélites, en su nimero, en la longitud de los
tallos satelitales y en el tamafio de los brazos cortos de |os cromosomas acrocéntricos y
de los brazos largos del cromosoma'Y .

La mayoria de estudios sobre los efectos de los polimorfismos tienen relacion
con problemas reproductivos. En pargjas con abortos, la repeticion se ha encontrado
entre el 4,1 a 27,8% de todas las posbilidades polimorficas, excepto e Yqg+
(cromosoma Y con brazos largos aumentados de tamafio), con €l que se ha asociado
abortos en un 83%.

En un estudio citogenético sobre 3000 individuos que consultaron por diversos
problemas, se encontrd polimorfismos de los diferentes cromosomas en las siguientes
Pproporciones:

( Retraso psicomaotor 7,56% \
Alteraciones en la fertilidad 5,98%
Malformaciones 3,31%

K Padres de individuos con malformaciones 4% j

En definitiva, queda mucho por aclarar en relacién a los polimorfismos
cromosomicos y sus implicaciones clinicas, tal vez por las pocas series estudiadas. De
todas maneras, existe ya una alerta en este sentido y muchos genetistas sugieren €l
estudio cromosdmico en toda pareja que decida tener descendencia.

2.6. Historia familiar de enfermedades metabdlicas

Existen muchos trastornos del metabolismo que son causa de subnormalidad.
Muchos de estos tienen patrones hereditarios definidos y |os riesgos de recurrenciaen la
descendencia de afectos o portadores del gen anormal, van desde el 25% para cada
nuevo embarazo en las enfermedades con herencia autosomica recesiva, hasta el 50% en
las dominantes. Algunas de las enfermedades més frecuentes y que producen graves
trastornos fisicos y mentales son: enfermedad de Fabry, Gaucher, Niemann-Pick,
sindrome de Hurler, Hunter, Sanfilipo, gangliosidosis, glucogenosis, fenilcetonuria y
cistinosis.

En la actualidad, se dan pasos acelerados en el diagndstico prenatal de muchas
de estas afecciones y aln se detectan heterocigotos (portadores sanos del gen anormal),
lo que posibilita a las parejas conocer 10s riesgos genéticos a los que se enfrentan y
proyectar su descendencia con mayores elementos de analisis.

2.7. Historia familiar de malformaciones
Aunque ya se tratd sobre este aspecto a hablar de herencia poligénica, cabe

resaltar ciertos criterios acerca de la alta predisposicion genética que tiene la
descendencia de pargjas con un historia familiar de malformaciones.
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Del total de recién nacidos con problemas malformativos congénitos y genéticos,
el 2,5% presentan malformaciones mayores, con graves limitaciones de vida y
desarrollo. Por lo general, en este tipo de afecciones se encuentra un mayor nimero de
asociaciones malformativas, con mayores deficiencias fenotipicas en e afecto y
mayores riesgos de recurrencia para los familiares. Ejemplos de malformaciones
mayores son: anencefalia, espina bifida, Fallot, hidrocefaliay onfalocele.

Las maformaciones menores, representan el 3,5% en los recién nacidos, estas
son relativamente de fécil correccion y, para efectos de riesgo de recurrencia, se rigen
bajo los mismos criterios de herencia multifactorial. Practicamente €l riesgo esbagjoy se
maneja € valor del 2% de recurrencia para la mayoria. Ejemplos de malformaciones
menores podrian ser: luxacion congénita de cadera, pie equino y sindactilia cutanea
(Nussbaum et al., 2008).

2.8. Infertilidad previa - abortos repetidos

L os defectos congénitos y genéticos, son solo un aspecto a considerar dentro de
los riesgos de subnormalidad en la descendencia. Los problemas de infertilidad que
afectan a 10% de pargjas, pueden deberse a un sinnimero de causas ambientales,
anatomicas, traumaticas, genéticas y cromosdémicas. Revisaremos brevemente estas dos
altimas.

2.8.1. Infertilidad y esterilidad de origen genético

Esta se produce por alguna de las siguientes causas:

ﬂAlteraciones en el desarrollo y diferenciacién sexual (anatémicas), impedimento em
produccién de gametos, interferencia en el desarrollo genital e interferencia en la
fecundacion.

b) Falla en la migracion de células germinales (azoospermia).

c] Defectos en la células gonadales: Division anormal de los cromosomas de los
espermatozoides, en especial problemas de asinapsis (falta de apareamiento
cromosémico en meiosis] dando un bloqueo del espermatocito |, que traduce en
esterilidad y la desinapsis (alteracion en el proceso de terminalizacion cromosémica) en
meiosis, la que ocasiona gametos desequilibrados cromosdmicamente. Estos dos tipos

de alteraciones meidticas son hereditarias y familiares.

d) Defectos de los espermatozoides que determinan inmovilidad o tetrazoopermia.

e] Maduracion alterada de las células germinales. En los hombres se ha detectado que este
\problema es de origen autosémico recesivo. /

2.8.2. Infertilidad de origen cromosomico

Los problemas cromosdmicos producen una serie de alteraciones fenotipicas,
pero aparte de estas, también afectan la fertilidad de los individuos, ya que determinan
alguno de los siguientes fenGmenos:
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G Alteraciones en el desarrollo y diferenciacion sexual (anatémicas), impedimento en D
produccion de gametos, interferencia en el desarrollo genital e interferencia en la
fecundacion.

b) Gonosomopatias: Sindrome de Klinefelter, Turner, XYY, XXYY, XXX, XXXX, XXXXX.

c) Translocaciones gonosoma - autosoma.

d) Translocaciones autosoma - autosoma.

Q Subfertilidad, producida por todas las alteraciones cromosomicas. J

Datos obtenidos en paregjas e individuos con problemas de fertilidad y que han
sido evaluados citogenéticamente por nosotros, se muestran en la siguiente tabla.

Tabla XV.7. Hallazgos cromosomicos en individuos con infertilidad y esterilidad

Hallazgo Ndmero Porcentaje (%)
Normales 44 379
Variantes polimérficas 11 9,5
Fragilidad 7 6,0
Translocaciones 1 0.8
Cromosomopatias 24 20,7

- Sindrome de Turner 21 18,2

- Sindrome de Klinefelter 4 35
Microcromosoma 2 1,7
Otras 2 1,7
Total 116

Del 8 al 45,9% de abortos espontaneos presentan las anomalias cromosomicas
ya mencionadas; esto hace pensar en posibles cromosomopatias de los progenitores,
siendo las més frecuentes:

( Trisomias 42,0% \

Triploidias 15,5%
Tetraploidias 4,2%
Otras (polimorfismos cromosémicos) 14,4%

N\ J

El proceso a seguir en parejas con abortos repetidos, es e estudio cromosdmico
en sangre periférica de la pargja, € estudio cromosdmico de meiosis gonadal, y de ser
posible, de los restos abortivos.

Tabla XV.8. Hallazgos cromosdmicos en parejas con abortos repetidos

Hallazgo Numero Porcentaje (%)
Normales 36 61
Variantes polimorficas 15 25,5
Fragilidad 7 11,8
Translocaciones 1 1.7
Total 59 100
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2.9. Polihidramnios y oligoamnios

En cualquiera de los dos casos debe sospecharse que €l feto padece alguna
malformacion congénita mayor o menor. Por 1o general, €l polihidramnios se asocia a
defectos de cierre del tubo neural (anencefalia, espina bifida abierta) y obstruccion
digestiva (atresia esofégica, duodenal o yeyunal). ElI oligopamnios, en cambio, es
frecuente en casos de emision anormal de orina por el feto (agenesia renal, rifiones
poliquisticos o multiquisticos, hidronefrosis).

En los casos descritos, los defectos malformativos tendran un riesgo de
recurrencia empirica para cada tipo de malformacion.

2.10. Alteraciones fetales

Con respecto a las alteraciones fetales, es importante conocer sobre e
crecimiento retardado, la presentacion fetal anormal y las anomalias del ritmo cardiaco.

2.10.1. Crecimiento fetal retardado

Se ha demostrado que algunas causas como la hipertension, toxemia gravidica,
desnutricion materna, entre otras, influyen en el retardo del crecimiento fetal. Cuando
no existe evidencia sustancial de estos problemas, como causa de retraso en €
crecimiento fetal, debe sospecharse malformaciones fetales, sean de origen
multifactorial, genéticas o cromosdmicas. El criterio es vaido en los casos de
crecimiento fetal retardado tipo I, en € cual € feto evidencia un retardo somatico
armonico y muy hipoplasico. Algunas alteraciones encontradas en casos de crecimiento
intrauterino retardado (CIR), se presentan a continuacion:

Tabla XV.9. Malformaciones y cromosomopatias en el crecimiento intrauterino

retardado
Tipo CIR Casos Cromosomopatias (%) Malformaciones (%)
Grupo contraol 2000 0,25 0,50
CIR conjunto 607 0,65 444
CIR tipo | 99 4,04 20,20
CIR tipo Il 230 - 1,73
CIR tipo Il 206 - 0,97
No clasificable 72 - 1,38

(CIR) Crecimiento intrauterino retardado
2.10.2. Presentacion fetal anormal

Cualquier ateracion persistente en la posicion fetal, sobre todo en e tercer
trimestre del embarazo, hace pensar en algun tipo de maformacién fetal: hidrocefalia,
tumores cervicales o abdominales, siameses. El seguimiento ecogréfico adecuado
solventara los casos de duda.

2.10.3. Anomalias del ritmo cardiaco fetal

Las bradicardias y arritmias, cuando son persistentes, hacen pensar en
malformaciones cardiacas.
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2.11. Enfermedad materna cronica

Se ha comprobado que muchas enfermedades aumentan €l riesgo malformativo
en la descendencia, asi: la diabetes se asocia a una mayor incidencia de anencefaias y
displasias caudales (sindrome de regresiéon caudal); los distiroidismos predisponen a
anomalias cromosomicas en la descendencia. Otras enfermedades cronicas maternas
como nefritis, hipertension, anemia y hemoglobinopatias, han sido asociadas con
mayores riesgos genéticos y malformativos.

2.12. Genes mutantes

En los numerales anteriores se expusieron varias aternativas que presentan
mayor riesgo de mutacion espontanea o de subnormalidad y malformacion en la
descendencia. Existen situaciones en las que no se evidencian claros factores
desencadenantes de patol ogias y, aungue los resultados fenotipicos de un individuo sean
anormales, compatibles con sindromes hereditarios o cromosomicos, € genetista no
encuentra en los progenitores datos para un analisis objetivo de los riesgos. Por g emplo,
S una pareja tiene abortos a repeticion o ha tenido més de un hijo con sindrome de
Down o con alguna otra malformacion, deberia pensarse a priori en que los padres
tienen una alteracién cromosdmica, pero a estudiarlos, estos han resultado normales. En
estas 0 en similares situaciones y, sin otra causa que predisponga a una enfermedad, se
ha postulado la existencia de “genes calientes’ 0 genes que tienen predisposiciéon a
mutar espontaneamente. También se ha hablado de “genes mutadores’, es decir, genes
gue aumentan la frecuencia de mutacion de otros genes. Este podria ser € caso de la
predisposicion individual o familiar a la no disyuncién cromosOmica, con sus
consecuentes efectos.

3. DIAGNOSTICO PRENATAL

El estudio del ambiente fetal ha despertado siempre curiosidad cientifica. Hasta
hace poco, se tenia escasos conocimientos sobre e tema. Actualmente, con nuevas
técnicas, se han llegado a comprender muchos aspectos de la relacion madre-feto, como
también se empiezan a detectar enfermedades en € Utero y a mangar la terapia
intrauterina. Muchas de las enfermedades que se han mencionado hasta el momento, de
alguna forma producen ateraciones maternas o fetales que pueden ser detectadas o
sospechadas, poniendo en alerta sobre los riesgos malformativos o genéticos del feto.
L os procedimientos implicados con mayor frecuencia se revisan a continuacion:

3.1. Procedimientos implicados en el diagnostico prenatal

Existen varios pasos que se deben dar para que el diagnéstico prenatal sea
confiable y completo.

3.1.1. Hematoldgico y analisis urinario
Muchos de los resultados obtenidos con estos simples andlisis detectan
enfermedades maternas mas 0 menos graves, que son causa de discapacidad o

malformacion fetal. En los casos que ameriten se evaluara anticuerpos especificos:
rubeola, toxoplasma, citomegalovirus, sifilis, VIH, glucosa, tipo sanguineo y
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proteinograma. Se podra, segun € caso, profundizar e estudio para detectar
aminoacidos especificos de trastornos genéticos como: Fenilcetonuria o acaptonuria.

3.1.2. Marcadores bioquimicos maternos

En los Ultimos afios se intenta encontrar pruebas bioquimicas maternas que
permitan detectar alteraciones fetales; en este sentido, se ha desarrollado la medida de
dfa feto proteina (AFP) materna durante la gestacion, que permite rastrear dos
problemas:

C] Cifras elevadas de AFP en sangre materna comprobadas posteriormente en Il'quidh
amniético; se acompafnan en un ndmero elevado de problemas de cierre de tubo neural;
pueden ser diagnosticados hasta el 70% de casos.

b) Cifras bajas de AFP en sangre materna, se acompafnan de un nimero aumentado de
cromosomopatias, especialmente la trisomia 21; si se demuestra una baja de la AFP se
debe realizar un estudio cromosémico fetal, ya que la especificidad de la prueba de AFP
materna es alta (93%) pero su sensibilidad (posibilidad de diagnéstico de sindrome de

\ Down) es baja (20%). /

3.1.3. Estudio cromosomico

En ciertos casos, se debe redlizar e estudio cromosdmico de la pargja o del
individuo que se sospeche que porte una alteracion cromosomica. El procedimiento a
usar puede ser el cultivo de linfocitos T de sangre periférica o de cordon umbilical
(funiculocentesis), cultivo de tegiidos o fibroblastos en monocapa. Estos son
procedimientos especializados mediante los cuales los linfocitos son cultivados por 72
horas bajo €l estimulo de un agente inductor de mitosis (fitohemaglutinina); al cabo de
este tiempo, se detienen las divisiones celulares con colchicina, las células se someten a
un choque hipotonico de KCl al 0,54%, con lo que se consigue que los cromosomas se
separen y puedan ser visualizados. Se fija la preparacion (fijador Carnoy: Metanol/
Acido acético 3:1), se extienden y se tifien |os cromosomas para su estudio. L os estudios
de tejidos son més complicados y largos; se obtiene el tejido (células fetales de liquido
amniético o vellosidades coriales, piel, rifibn, musculo, etc.), se lo degraday se lo pone
en cultivo por 3 semanas; la cosecha es similar en la mayoria de aspectos a cultivo de
linfocitos. Una vez extendidos los cromosomas en las placas portaobjetos, se pueden
realizar técnicas especiales para identificar zonas especificas de los cromosomas; estas
técnicas son de bandeamiento; la mas comun es e bandeamiento GTG, que utiliza
tripsinay giemsa, en la que los cromosomas adquieren coloracion obscuray clara segun
el tipo de composicion quimica que tenga el ADN (zonas claras ricas en guanina y
citosina, eucromating, y zonas obscuras ricas en adenina y timina, heterocromatina)
(Paz-y-Mifio et d., 2012b).

Las técnicas de bandeamiento cromosdmico se han desarrollado tanto que, de
patrones cromosomicos con 400 bandas en cromosomas metafasicos, se ha pasado a
obtener patrones cromosomicos de 800 a 1200 bandas en cromosomas prometafasicos y
prometafasicos tempranos, con lo que €l diagndstico con la citogenética ha mejorado
notablemente. Uno de estos sindromes es Martin Bell o X frégil. Este es un sindrome
gue se acompaiia de retraso mental, trastornos de conducta, hiperactividad,
macroorquidismo, frente amplia y un marcador cromosomico tipico que es la rotura
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terminal del cromosoma X (fraXg27.3). Por lo general, se encuentra en la poblacion
masculina con retraso mental. Las madres de estos pacientes pueden tener retraso
mental. Por el patréon de transmision hereditaria, es una enfermedad recesiva ligada al
sexo (Nussbaum et al., 2008). A continuacion presentamos una guia para identificar
individuos con problemas de |os cromosomas autosdmicos 0 gonosomicos:

Caracteristicas generales de las alteraciones de los autosomas
a)] Retardo mental entre moderado y grave.

b) Anomalias fisicas diversas mas o menos graves: Dismorfismos craneofaciales,
alteraciones del sistema nervioso, defectos musculoesqueléticos.

c) Alteraciones de los dermatoglifos.
d) Infertilidad.
e] Retardo del crecimiento.

f)  Alteraciones psicomatoras.

Caracteristicas generales de las alteraciones de los gonosomas
a) Grados variables de retardo mental o normal.
b) Malformaciones fisicas menores o poco importantes.
c) Problemas del aparato uro-genital.

d) Esterilidad o infertilidad.

e] Alteraciones en la talla ([muy alto o muy bajo).

f)  Alteraciones de la conducta, el caracter o la personalidad.

Identificados los individuos que podrian portar una alteracién, es indispensable
tener claras las indicaciones del estudio cromosdmico, como se explica a continuacion:

Tabla XV.10. Indicaciones del estudio cromosémico

Malformaciones multiples
Retraso psicomotor
Retraso en peso y talla
Alteraciones neuroldgicas

Estudio cromosémico en el individuo Anomalias del desarrollo sexual y de la
diferenciacion
Alteraciones de los dermatoglifos
Talla baja sin otra patologia (mujeres)
Talla muy alta [varones]

Abortos a repeticion sin causa aparente
Historia de cromosomopatias anteriores, hijos o
familiares y antecedentes malformativos
Infertilidad o esterilidad de causa desconocida

Estudio cromosémico en la pareja
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3.1.4. Amniocentesis o biopsia corial

Esta prueba sirve para estudiar directamente los cromosomas del feto. La
amniocentesis se practica a las 16 semanas de embarazo (entre la 15y 17), por puncion
transabdominal; se extrae liquido amnidtico, se lo cultiva por unas tres semanas y se
preparan los cromosomas en la forma descrita anteriormente; se pueden estudiar los
cromosomas fetales, el sexo cromosdmico o la existencia de cromosomopatias. La
amniocentesis tiene un riesgo de aborto, con técnica bien realizada, del 3,5%, €l cua es
mayor que €l de cualquier mujer embarazada de 16 semanas (2%). Asi mismo, existe
un riesgo del 1 6 2% de no obtener resultados u obtener resultados erroneos
(especia mente mosaicismo por contaminacion del cultivo con células maternas).

Tabla XV.11. Comparacion entre biopsia corial y liquido amniético

Biopsia corial

Liquido amnidtico

Diagnastico temprano (9 a 11 semanas)
Tecnica directa

Resultado en 5 dias

Citogenética confiable 99,9%
Menor angustia materna

Utilidad para estudios bioquimicos
Utilidad para estudios enzimaticos
Factibilidad de estudios de ADN
Bajo riesgo materno y fetal
Pérdida fetal 1,5%

Menor nimero de metafases
Cromosomas de peor calidad
Peor calidad de bandas

Iguales indicaciones citogenética
Igual posibilidad diagnostica

Diagnostico tardio (15 a 18 semanas)
Cultivo a mediano plazo

Resultado en 3 semanas
Citogenética confiable 99,9%
Mayor angustia materna

Utilidad para estudios bioquimicos
Utilidad para estudios enzimaticos
Factibilidad de estudios de ADN
Bajo riesgo materno y fetal
Pérdida fetal 1,5%

Mayor nimero de metafases
Cromosomas de mejor calidad
Mejor calidad de bandas

Iguales indicaciones citogenéticas
Igual posibilidad diagnéstica

La biopsia corial se rediza entre las 9 y 11 semanas de embarazo. Por via
vagina se extrae vellosidades coriales que son analizadas directamente, luego de afadir
colchicina, choque hipoténico, Carnoy y extension de la muestra. La biopsia coria
aumenta €l riesgo de aborto entre 1,5y 2% del porcentaje normal de la poblacion de
embarazadas que es del 4 a 5%. En la siguiente tabla se hace una comparacion entre la
técnica de liquido amniético y biopsia corial.

Tabla XV.12. Indicaciones del diagnéstico prenatal citogenético

Embarazo en una mujer mayor de 35 anos

Embarazo luego de abortos repetidos

Hijo anterior con una cromosomopatia

Historia familiar de cromosomopatias

Herencia ligada al sexo

Progenitor con una alteracion cromosémica estructural equilibrada

3.1.5. Ultrasonografia

El desarrollo técnico en esta &rea permite, en la actualidad, detectar una serie de
anomalias y malformaciones fetales que antes era imposible. Es indispensable que €
equipo de ultrasonografia brinde nitidez y gran resolucion para poder detectar
malformaciones mayores y menores. Actualmente, se ha desarrollado la ecocardiografia
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fetal, para detectar problemas malformativos del producto. Esta alternativa deberia
tomarse muy en cuenta en nuestro medio, donde los problemas de cardiopatias
congeénitas son frecuentes y han registrado, en muchos casos, un componente poligénico
en la herencia, tornando alin més necesaria la evaluacion familiar. En la siguiente tabla
se aprecian las posibilidades de cardiopatias segn el parentesco con los probandi.

Tabla XV.13. Frecuencia de cardiopatias congénitas seguln parentesco

Grado Parentesco Sujetos afectos (%)
Primer Hermanos 25a3

Hijos 3a4d

Padres 15a2
Segundo Saobrinos 1a15

Tios 1a1,5

Abuelos 05a1
Tercera Primos hermanos 0,5

3.1.6. Fetoscopia

Es la visualizacion directa del feto mediante un fetoscopio. Esta técnica brinda
actualmente una ayuda importante en los casos de sospecha de enfermedades que
necesitan examen morfolégico fetal directo, extraccion de sangre fetal por
funiculocentesis para estudios cromosomicos, enzimaticos o bioguimicos en un
probable feto afecto; permite también realizar biopsia de piel fetal. Actualmente, se
estén utilizando los fetoscopios introducidos por via vagina para extraccion de
vellosidades coriales. Con estas muestras se puede diagnosticar hemofilias,
hemogl obinopatias, inmunoglobulinopatias fetales, viremias o infecciones intrauterinas,
epidermolisis bullosa letal y genodermatosis.

4. ALTERNATIVAS FRENTE AL RIESGO GENETICO

L as enfermedades genéticas y malformativas representan una dura carga social e
individual, fisicay psiquica. Por esta razon, en muchos paises del mundo se hadado ala
educacion genética un apoyo muy importante dentro del campo de la salud publica
Organismos internacionales como la OMS o la OPS tienen desde hace algunos afos
contemplados, dentro de sus actividades, programas de Genética M édica.

Las aternativas que puede brindar la genética estan inmersas, por tradicién, en
valores socialesy legidativos, no siempre adecuados a la realidad sanitaria de cada pais.
El genetista experto debe guiar su actividad preventiva en el plano eminentemente
cientifico, sin anteponer sus valores en el consgo 0 asesoramiento que € paciente ha
requerido. La obligacion del genetista sera dar el mayor nimero de datos y posibles
efectos de las enfermedades genéticas y malformativas. La pareja o la embarazada sera
quien decida, sin presionesy libremente sobre el futuro de su vida reproductiva o sobre
el embarazo en curso. Lo que la Genética Médica pretende, no es convertirse en una
formulafécil de evadir los problemas de salud; todo lo contrario.
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Mediante su desarrollo y el perfeccionamiento de técnicas, unas relativamente
sencillas pero especializadas como e estudio cromosdmico, otras algo méas complicadas
como €l cultivo celular del liguido amnidtico o la biopsia corial, hasta agunas técnicas
sofisticadas de secuenciacion de genes anormales y la posibilidad futura de tratamiento
génico de enfermedades intrauterinamente, hacen de la Genética una rama seria, con
objetivos claros de servicio cientifico a la humanidad. Planteada asi la funcion del
meédico genetista, |as personas podran optar por alguna de las siguientes alternativas en
la busqueda de soluciones temporales o definitivas a la carga impuesta por un trastorno
genético o malformativo, como posible causa de subnormalidad:

4.1. Esterilizacion o contracepcion

La contracepcién voluntaria en parejas con ato riesgo debe ser siempre tomada
en cuenta en e asesoramiento genético o médico. Con los rapidos avances de las
técnicas moleculares, citogenéticas, metabdlicas y bioquimicas para € diagndstico
prenatal, es de esperarse que en un futuro muy préximo, se resuelvan problemas hasta
hoy conflictivos paralas paregjas.

El problema de la esterilizacion de individuos con alto riesgo de transmision
hereditaria es algo méas delicado. Seriaidea que, bajo una informacion real, cientificay
adecuada, cada persona en riesgo opte por este camino. Queda la interrogante, hasta hoy
muy discutida, de qué hacer con los afectos de enfermedades genéticas graves, con
riesgo de transmision hereditaria alta o letales.

4.2. Interrupcion terapéutica del embarazo

En muchos paises la legislacion contempla el aborto terapéutico como medida
adecuada en los casos confirmados de problemas genéticos y malformativos que
determinan una subnormalidad. El limite de edad gestacional para proceder a un aborto
terapéutico, es a las 22 semanas de embarazo. La autorizacion esta dada por dos
médicos que han confirmado o diagnosticado el problema o, en su defecto, cuando es
pedida por las parejas 0 mujeres que cursan un embarazo de alto riesgo malformativo o
transmision hereditaria.

En nuestro pais existe una prohibicion expresa sobre el aborto terapéutico. Se
considera que este tema debi6 haber sido tratado con mayor conocimiento de causa e
imparcialidad debido a que existen casos extremos en donde las experiencias de las
madres deben ser de gran impacto en la decision definitiva sobre € aborto terapéutico.
Este es un tema preocupante a nivel naciona e internacional, tanto, que en los ultimos
Congresos de Genética (latinoamericanos y mundiales) se ha dado un tratamiento
especia y preferencial a esta temética, sin que los cientificos dedicados a la éticaen la
investigacion lleguen a un consenso.

4.3. Asistencia neonatal adecuada
En muchos casos serd necesario aertar a pediatra sobre posibles
malformaciones que pueda presentar el feto. Este solo hecho sirve para que € pediatra

siga la pista del recién nacido y se programen terapias neonatales adecuadas, caso
contrario, podria perderse la oportuna accion médica preventiva.
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4.4. Terapia intrauterina

Como se mencion0 anteriormente, la genética esta en posibilidad de corregir y
tratar algunos problemas de causa molecular. La meta es localizar una cascada genética
anormal, analizarla, silenciarla y reemplazar sus genes defectuosos por normales. Se
estan logrando importantes avances en este campo con la Ingenieria Genética, aunque
todavia habré que esperar para su utilizacion humana.

Algunas enfermedades fetales pueden corregirse con la administracion de
farmacos a la madre que mejoran € desarrollo fetal respiratorio, la insuficiencia
cardiaca fetal, las deficiencias enzimaticas, minerales y avitaminosis o0 con correccion
de la dieta materna en caso de fabismo, galactosemia, etc. Otra dternativa es la
administracion de sustancias por via amniética, como hormona tiroidea, nutrientes
especificos en € crecimiento intrauterino retardado (CIR) o cardiotonicos. El abordaje
terapéutico del feto a través del corddén umbilical es muy reciente y ha servido para
tratamientos farmacol 6gicos especificos, transfusiones sanguineas, etc. El tratamiento
quirargico intrauterino ha posibilitado corregir problemas como la hidrocefalia,
obstruccion urinaria, hernia diafragmaticay defectos de cierre del tubo neural.

4.5. Consejo o asesoramiento genético

Esta es sin duda una de las labores mas importantes y al mismo tiempo méas
dificiles de la actividad de un médico genetista. Debe ser realizada por un experto
genetista ya que € manegjo de riesgos de recurrencia, la interpretacion de los estudios
genéticos, €l desciframiento del tipo de herencia a partir del estudio del é&rbol
genealdgico y € manegjo de otras destrezas y conocimientos indispensables para una
buena orientacion, son atributos casi exclusivos de su especializacion.

El consglo 0 asesoramiento genético es tan importante como una receta acertada
de un médico clinico o una operacion exitosa de un cirujano; es la culminacién de la
relacion médico-paciente-genetista. Por estas razones es indispensable considerar que el
asesoramiento genético debe estar precedido por una comprension profunda de los
mecanismos hereditarios, de la enfermedad genética, de su pronostico, evolucion y
tratamientos disponibles; se debe tener un diagndstico exacto del problema, conocer
perfectamente las formas de realizar un historial genético y las genealogias; conocer las
alternativas que un individuo o una pargja podra seguir frente a su problema, dar la
informacion cientifica adecuada e imparcial; se deben ademas conocer los datos
poblacionales de la frecuencia e incidencia de las patologias. Otras consideraciones
adicionales importantes son: el peso o carga que impone la enfermedad al individuo, a
lafamiliay ala sociedad, €l riesgo de que se repita la enfermedad en la descendencia,
de acuerdo a tipo de herencia'y a su gravedad. Con estos antecedentes, |os objetivos
gue cumple el asesoramiento genético en e individuo son:

/a] Reducir el dolor y el sufrimiento que causa la enfermedad (terapia psiquica individual y\
familiar).

b) Reducir la ansiedad y los sentimientos de minusvalia.

c) Ayudar al paciente a sobrellevar la enfermedad.

\d] Plantear los posibles tratamientos y alternativas. j
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L os objetivos del asesoramiento genético en la pareja son:

/a] Ayudar a la pareja a tomar sus propias decisiones sobre su reproduccion. \

b) Dar opciones sobre la planificacion familiar.
c) Reducir la ansiedad y los sentimientos de culpa.
d) Educar a la parejay a la familia sobre la enfermedad en cuestion y la forma de afrontarla.

e) Favorecer mecanismos adaptativos que ayuden a sobrellevar problemas genéticos.

\f] Estimular a las parejas para que tomen sus propias decisiones. /

Lasindicaciones del asesoramiento genético se detallan en € siguiente cuadro:

Tabla XV.14. Indicaciones del asesoramiento genético

Enfermedades Herencia

Enfermedades monogénicas Autosémicas dominantes
Autosomicas recesivas
Ligadas al sexo

Enfermedades poligénicas

Malformaciones diversas Menores o mayores
Aisladas o asociadas

Consanguinidad

Exposicién a agentes genotoxicos o mutageénicos Quimicos, farmacos

Cancer familiar

En relacion a las cromosomopatias, € asesoramiento genético sera especifico
segun € tipo de adteracion. En términos generales, el riesgo de recurrencia de un
problema cromosomico simple esta por debajo del 1%. El sindrome de Down constituye
un buen gemplo de cémo se comporta una alteracion citogenética en relacién con los
riesgos de tener descendencia afecta; esta dependera del tipo de alteracion citogenética
gue se presente en los hijos afectos; ademas, si uno de los padres es portador de una
anomalia cromosomica estructural, aumenta el riesgo de una descendencia anormal.

En la siguiente tabla se aprecia que €l riesgo de recurrencia varia segun €l tipo de
hallazgo citogenético en el primer hijo afecto o en los padres. Las mujeres que
previamente han tenido un hijo con trisomia 21, tienen un riesgo de recurrencia
adicional del 1 a 2%. El riesgo es de 30 a 50 veces mayor que €l habitual s la madre
tiene un hijo con sindrome de Down cuando es menor de 25 afos, y de 5 veces mas si
esta entre las edades de 25 a 29 afos. Esto podria deberse a que uno de los progenitores
es portador de una translocacion equilibrada. En términos generales, puede decirse que
1 de cada 60 mujeres con un hijo con esta enfermedad, engendrara posteriormente otro
hijo de similares caracteristicas.

Los ultimos estudios redlizados en personas con sindrome de Down en e
Ecuador se relacionan con el Primer estudio biopsicosocial clinico genético de las
personas con discapacidad, dentro del programa gubernamental “Mision Solidaria
Manuela Espejo”. Ver e Capitulo VII, “Origen genético de las discapacidades en €l
Ecuador”.
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Tabla XV.15. Riesgo de recurrencia en el sindrome de Down

Tipo Otras series Series Riesgo de recurrencia

(%) Ecuador (%) Sin cariotipo Con cariotipo
Trisomia primaria 94,5 944 5 a 50 veces mas 1a2

gue la pablaciéon

Todos los demés tipos 9,5 5,6 5 a 50 veces mas Tipo
t 3,5 55
t heredadas D/G 91 - -
t13/21,t14/21,t 44 - -
15/21
MPTE - - - 10
PPTE - - - 5
tG/G(21/22) 5,6 - - -
MPTE - - - 7
PPTE - - - 3
tG/G(21/21) 14 - - -
MPTE - - - 100
PPTE - - - 100
t esporadica 49 100 1a2% 1a@
tD/G 66 66,6 1a2% Tag2
tG/G 44 33,4 1a2% Tagl

(t) Translocacion; (MPTE) Madre portadora de translocacion equilibrada; (PPTE) Padre
portador de translocacion equilibrada

5. TECNICAS UTILIZADAS PARA EL DIAGNOSTICO PRENATAL

Existen actuamente varias técnicas para diagnostico prenatal que permiten
estudiar a feto en su composicién cromosomica, enzimética, bioquimica y molecular
mediante estudios del ADN. Entre las técnicas utilizadas actualmente para €
diagndstico prenatal y que han aparecido secuencialmente, estan:

a) Estudio en liquido amniético (LA), puncién transabdominal. Entre las 15y 18 semanas de
embarazo.

b] Estudio de vellocidades coriales o biopsia corial (BC), transvaginal. Entre las 9 y 11
semanas de gestacion.

c) Fetoscopiay estudio de LA, transabdominal. Entre las 15y 22 semanas de embarazo.
d) Estudio de BC transabdominal. Entre las 15y > 22 semanas de gestacion.
e) Fetoscopiay estudio de BC, transvaginal. Entre las 9y 11 semanas de embarazo.

f)  Funiculocentesis, estudio directo de sangre detal de cordén. Entre las 18 y > 22
semanas de gestacion.

g) Celomacentesis, estudio de las celulas fetales de la cavidad celémica, técnica

desarrollada por Davor Junkovic en Londres, que se realiza entre las 6 y 10 semanas de
\embarazo, con una efectividad de hasta el 70%. /

Cualquiera de las técnicas anteriormente anotadas sirve para estudios
cromosdmicos, enziméticos, bioquimicos y moleculares. La diferencia entre unay otra
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esta en el grado de complejidad de cada técnica, la edad gestacional en que se larealiza
y sus riesgos. El siguiente cuadro muestra las posibilidades de diagnéstico prenatal
segun el tipo de afeccion que se busque (Tabla XV.16).

Para un diagnéstico prenatal se recomienda cumplir los siguientes requisitos:
evaluacion clinico-genética de la pargja, explicacion de las aternativas para €
diagnostico prenatal, de los riesgos de la prueba (1 a 2% de pérdida fetal en los 15 dias
posteriores a la extraccion de la muestra), de las posibilidades de falsos negativos y
falsos positivos (0,1 a 1%), de la probabilidad de no encontrar metafases o de no
crecimiento celular (1 a 3%) y de la real efectividad del diagnéstico prenatal que,
combinando las tres técnicas tradicionales. amniocentesis con estudio cromosomico,
bioquimico-enzimético (AFP) y ecosonografia, puede cubrir un 30% de posibilidades
malformativas fetales. Toda técnica de diagndstico prenatal debe readizarse bagjo
vigilancia ecosonogréfica.

Tabla XV.16. Probabilidad del diagnéstico prenatal segun la causa del problema

Causa Frecuencia Diagnéstico Procedimiento

Cromosomica 0,6% 100% Liquido amniético, biopsia corial,
funiculosentesis

Monogénicas 1,4% <40% Ligquido amnidtico, biopsia corial,
funiculocentesis [ADN, enzimas,
bioquimicos)

Poligénicas 3,0% 90% Ecosonograma, multifactoriales

radioldgicos, fetoscopia, inmunoldgicaos,
enzimaticos, bioguimicos

En e pais se contaba con la tecnologia del liquido amniético y de la biopsia
corial para estudios cromosomicosy algunos enzimaticos. Con el avance del andlisis de
enfermedades genéticas y cromosdmicas, actualmente, existe la capacidad de analizar
mas enfermedades que hace 30 afios.

Hasta la fecha, los datos que tenemos sobre diagndstico prenatal en Quito se
concentran en lasiguiente tabla:

Tabla XV.17. Diagnéstico prenatal en liquido amniético y vellosidades coriales

Indicacién Casos Muestra

citogenética LA BC Normal Anormal

Hijo previo SD 23 22 1 22 1: (47 XX +21)

Alta edad materna 55 55 1 51  4: (47 XY,+21); (47 XXY]; (45,X0);

(46,XX,+mic]

Hijo previo 12 12 12

polimalformado

Translocaciones 7 7 7:8(2;18); t(4:11);, 85,14, £(6;7);
£(8:X); t(13;15]; £(11;14)

Abortos previos 6 6 6

Angustia materna 8 8 7 1

Total 111 110 2 98 13

(SD) Sindrome de Down; (LA] Liquido amnigtico; (BC) Biopsia corial
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Una lista de indicaciones para € estudio cromosomico en la parga e
indicaciones del diagndstico prenatal en liquido amniético o biopsia corial se presenta
en el siguiente cuadro.

Indicaciones para el estudio cromosémico en la pareja
a) Abortos a repeticion [> 1) sin causa aparente.

b) Historia de cromosomopatias anteriores, en hijos o familiares y antecedentes
malformativos.

c) Infertilidad o esterilidad de causa desconocida.

Indicaciones del diagnéstico prenatal en liquido amniético o biopsia corial
a) Embarazo en una mujer mayor de 35 anos.
b) Embarazo posterior a abortos a repeticiones.

c) Historia familiar de cromosomopatias.

d) Progenitor con una anomalia cromosémica estructural equilibrada.

En este capitulo se ha pretendido resolver algunas dudas sobre los riesgos
genéticos y malformativos en el embarazo en particular y paralelamente, llamar la
atencion sobre aspectos que de una u otra manera contribuyan a desarrollo de la
Genética Médicay posibiliten mejorar o prevenir la salud en nuestra comunidad.

Algunas enfermedades que necesitan una guia médica y genética adecuada, con
sus posibles alternativas, se recogen en la Tabla XV.18.

De lo revisado anteriormente, se puede concluir que la Genética de Poblaciones
sirve en la préctica para ubicar comunidades genéticamente emparentadas, para estudiar
polimorfismos genéticos, hallar cercanias 0 algjamientos génicos, encontrar patrones
génicos comunes asociados a enfermedades o fendmenos bioldgicos peculiares de
grupos poblacionales aislados o raciamente emparentados. La Genética de Poblaciones
sirve ademas, para comprender |os fendmenos de migracion, flujo de genes, intercambio
de informacién genética, seleccion natural, a azar o artificia y la evoluciéon de las
especies.

En Medicina (clinica, legal y forense) la informacién de geneal ogias, frecuencia
de enfermedades, asociaciones de marcadores genéticos, bioquimicos, enziméticos y
proteicos, permite hacer célculos bastante aproximados de riesgos de recurrencia de
enfermedades, ubicar poblaciones con mayor riesgo de enfermedades, resolver
problemas de paternidad y poder realizar un buen asesoramiento y consgjo genético.
Finalmente, el estudio de los polimorfismos en las poblaciones humanas es til para la
construccion de mapas de ligamiento y para establecer distancias entre los diferentes
genes en e genoma humano (Nussbaum et al., 2008).
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Tabla XV.18. Alternativas frente al riesgo genético

Interrupcién terapéutica del embarazo

a) Defectos del cierre del tubo neural: anencefalia, encefalocele e hidrocefalia
b) Cromosomopatias: todas las que se acompafan de minusvalia severa

c) Malformaciones renales: agenesia, poliquistosis

d) Enfermedades genéticas graves: bioquimicas, metabdlicas o hematoélogicas

Tratamiento en utero

a) Anemia, eritroblastosis e hidrops

b) Hipotiroidismo y bocio

c) Hidronefrosis bilateral

d) Hidrocefalia obstructiva

e) Hernia diafragmatica

f) Insuficiencia cardiaca farmaco convertible

Induccion pretermino

a) Bandas amnidticas

b) Crecimiento fetal retardado tipo |l
c) Gastrosquisis

d) Hidrocefalia obstructiva progresiva
e) Hidronefrosis obstructiva

f) Hidrops fetal

Cesarea electiva

a) Siameses

b) Hidrocefalia

c) Higroma quistico

d) Mielomeningocele grande o roto
e) Onfalocele

f) Teratoma sacrocoxigeo

Correccion post parto inmediato

a) Atresia digestiva

b) Hernia diafragmatica

c) lleo meconial

d) Defectos de cierre de tubo neural. Higroma
e) Rifion multiquistico

6. NUEVA ERA DEL DIAGNOSTICO PRENATAL EN EL ECUADOR

Una de las preocupaciones mas grandes de la mujer embarazada es si su hijo
nacera bien: integro, sano, con sus sentidos normales y plena capacidad mental.

Tradicionalmente, las técnicas de evaluacion del producto del embarazo eran
limitadas: palpar y oir. El desarrollo de la medicina introdujo métodos sofisticados
como los rayos X y la ecosonografia, para evaluar intradtero cientos de enfermedades.
Hacia los afios ochenta del siglo XX se desarroll6 el diagndstico prenatal cromosdmico
y genético, a través del estudio del liquido amnidtico extraido de la madre. La técnica
incluye la evaluacion adicional de la proteina AFP que informa si el estuche 6seo del
cerebro y columna vertebral estén intactos. Juntas la ecosonografia, cromosomasy AFP
dan una informacién diagndstica del feto hasta un 35% de problemas malformativos y
discapacitantes.
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La ecosonografia detecta hasta €l 85% de problemas malformativos y el liquido
amnidtico hasta unas 500 enfermedades cromosdmicas. Pero esto no es suficiente. Aun
hay mucho por hacer ya que se conocen 9 mil enfermedades del ADN y solo mil tienen
diagndstico.

Hoy, combinando los conocimientos en Microelectrénica y Biologia Molecular
se han creado los biomicrochips (biochips), union de ADN a lectores electrénicos de
alta sensibilidad. Los biochips podrian evaluar el genoma completo de un feto, pero, por
ahora, los primeros biochips para € diagnostico prenatal se han desarrollado para las
150 enfermedades més comunes del ADN; adelanto acogido por la comunidad cientifica
y por las madres beneficiadas con complacenciay mucha esperanza.

El diagndstico prenatal tiene objeciones que lindan con la moral. Injustamente se
lo asocia a aborto porque a diagnosticar prenatalmente un problema grave, 99% de
madres suelen solicitar una interrupcion terapéutica de su embarazo, y eso esta
prohibido en el Ecuador por caducas leyes. De todas maneras, ante un diagnostico de
embarazo con malformaciones o enfermedades genéticas graves, las familias y las
mujeres buscan y terminan en una interrupcion terapéutica, incluso al margen de laley.
Este es justamente el tema central a ser resuelto desde el punto de vista ético y
cientifico, no moral.

Pese a los 30 afios de vigencia de las técnicas del diagnostico prenatal, en el
Ecuador muy pocos centros las ofrecen y, por los costos atos, son casi inaccesibles. Ni
se diga los biochips que no existen en e pais ni hay planes de implementarlos. El
diagnostico prenatal (DP) es un derecho de las mujeres, de la salud reproductiva, es una
posibilidad de tener hijos sanos y deberia ser parte de los programas de salud publicay
prevencion de discapacidades.
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ASPECTOS BIOETICOS EN LA INVESTIGACION

Las regulaciones hioéticas en las diversas areas de investigacion han permitido
de ciertaforma controlar la metodologia experimental en los diferentes laboratorios.

1. REGULACION DE LAS INVESTIGACIONES A NIVEL MUNDIAL

Durante las Ultimas cuatro décadas se ha adquirido un conocimiento amplio
sobre el ADN, sus funciones y sus alternativas de manipulacion molecular, 1o que ha
creado nuevas ramas en la Biologia y en la Medicina: la Ingenieria Genética y la
Biotecnologia. Estas ramas han permitido la construccion artificial de moléculas de
ADN que pueden transmitir informacion genética entre células u organismos que no
tienen relacion alguna, es decir, que se han obviado experimentalmente las barreras que
la naturaleza ha puesto para € intercambio genético entre organismos no emparentados
biol6gicamente. Esto ha determinado que entre los investigadores surjan debates
encaminados a la autoevaluacion y autorregul acion de esta depurada tecnologia genética
que, a decir de algunos, conlleva riesgos inconvenientes para las especies, la evolucion
y laecologia

El debate entre cientificos y no cientificos se ha centrado en la validez o no de
las investigaciones biotecnoldgicas, sus resultados y aplicaciones. Muchos han
considerado gue € asunto posee un tinte politico importante frente al que es pertinente
pensar si la ciencia ha adquirido dimensiones suficientes como para dejarla en manos de
los propios cientificos 0 s se deberia permitir que sea regulada, normalizada y
controlada por los no cientificos.

La tecnologia del ADN recombinante se puede resumir en las siguientes
disciplinas. manipulacion de genes procariontes, transferencia de genes intraespecie e
interespecie, mapeo y expresion artificiadl de ADN procarionte 0 eucarionte,
amplificacion y regulacion génica, manipulacion de genes eucariontes, ingenieria
genética humana, terapia génica, tecnologia reproductiva y embrionaria, clonaciéon de
genes e individuos y manipulacién genética de embriones, entre las principales
(Strachan & Rear, 2010).

Frente al desarrollo de la biotecnologia, la avalancha de datos y experimentos
fue tan grande en un momento determinado que los cientificos, en la reunion
denominada “Asilomar Conference on DNA Recombinant Molecules’ (1975),
resolvieron parar las investigaciones hasta aclararse algunas cuestiones fundamentales
en la investigacion biomolecular, sobre todo en referencia a algunos experimentos que
resultarian arriesgados. Las tendencias se polarizaron en los cientificos, unos veian
como beneficiosa la manipulacién genéticay sus perspectivas, como eran la produccion
de farmacos més eficaces y baratos, la mgor comprension de las causas de ciertas
enfermedades genéticas y del cancer, la produccion alimentaria mas abundante, la
produccion de hormonas, terapia génica e incluso nuevos enfoques a problema de la
energia. Al otro extremo se ubicaron las tendencias pesimistas que consideraban a la
Biotecnologia como un peligro, ya que su poco conocimiento podria encaminar a la
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humanidad a epidemias extrafias producidas por agentes patdgenos de nueva creacion,
amenaza de catastroficos desequilibrios ecolégicos y confeccidn de nuevas armas para
militaristas y terroristas con consecuencias politicas nefastas como e dominio y control
de la humanidad. Paralelamente a la decision de detener las investigaciones
biotecnolégicas se conformaron grupos de cientificos y no cientificos para evaluar el
producto obtenido hasta ese momento, con |os siguientes tres objetivos:

[a] Analizar los potenciales riesgos biologicos y ecolégicos de los distintos tipos de moléculas\
de ADN recombinante que se puedan obtener.

b) Promacionar el desarrollo de procedimientos que minimicen la difusién de estas moléculas
entre los seres vivos, especialmente el hombre y los animales.

c) Establecer una normativa a seguir por los investigadores que trabajen en moléculas de
\ ADN recombinante que entrafien peligro potencial. j

Estas tres tareas se concretaron como respuesta a las tendencias pesimistas entre
los investigadores y como una autocritica severa a los experimentos hasta entonces
realizados. Se ha argumentado que los peligros biolégicos y ecolégicos de la
manipulacion biotecnol égica surgen inadvertidamente y que los dafios sociaes pueden
ser producto de mentes maléficas. Hay que considerar que los posibles dafios causados
por la investigacion en Ingenieria Genética, no serian ni son la Unica causa de peligros
para la humanidad. Los beneficios obtenidos en la manipulacion genética son enormes,
basta anotar las vacunas obtenidas por Ingenieria Genética o la terapia genética, en
desarrollo (Paz-y-Mifio, 2013). Sin embargo, un hecho es cierto: nunca, hasta la fecha,
se ha producido un acontecimiento funesto en la investigacion del ADN recombinante
ni en sus aplicaciones. Por esto, la comunidad cientifica consider6 necesario llevar a
cabo una investigacion orientada a reducir eficazmente el grado de duda actual acerca
del riesgo de determinados experimentos y crear comités de vigilancia, normalizacion y
evaluacion de la experimentacion biotecnoldgica. Surgid asi € concepto de contencion
biol6gica, es decir, el uso de cepas microbiol 6gicas genéticamente deficiente con mayor
control en su manipulacion.

1.1. Normas de tipo fisico

En relacion a las normas de tipo fisico que existen en los diversos laboratorios a
nivel mundial, existen 4 niveles de bioseguridad que se basan en € tipo de muestras y
materiales utilizados, siendo el nivel 1 € més leve y € nivel 4 e més estricto. Sus
diferencias son las siguientes:

1.1.1. Nivel P1

Empleo de técnicas estériles, prohibiciones expresas (no comer, no fumar, etc.) y
esterilizacion de los desechos antes de ser eliminados.

1.1.2. Nivel P2

Normas similares a las anteriores, més el ingreso a laboratorio Unicamente de
personal autorizado que conozcalos riesgos a los que esta expuesto.
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1.1.3. Nivel P3

Iguales indicaciones que las anteriores, pero las investigaciones se deben realizar
en laboratorios con presion negativa, y separados de otras areas de trabgo. No se
permitird la salida fuera del laboratorio de organismos viables, a menos que
permanezcan en recipientes irrompibles, sellados y descontaminados exteriormente.

1.1.4. Nivel P4

Nivel de maxima seguridad, destinado a trabajo con organismos atamente
patogenos o peligrosos. Aislamiento de las zonas de trabajo; apertura de recipientes en
gabinetes 0 campanas de bioseguridad tipo V. Pocos laboratorios deberdn ser
autorizados para este tipo de trabgjo.

1.2. Normas de tipo biologico
Existen tres sistemas EK:
1.2.1. Sistema EK1

Empleo de cepas microbiologicas no patdgenas, incapaces de colonizar al ser
humano; empleo de vectores no autorreproducibles como el fago lambda.

1.2.2. Sistema EK2

Empleo de cepas genéticamente alteradas que sean incapaces de vivir en
condiciones normales fuera del laboratorio y que tengan una probabilidad de

supervivencia fuera de éste de 10-8-
1.2.3. Sistema EK3

Iguales medidas que las anteriores y ademés que los recombinantes genéticos
sean probados en animales.

Con €l propdsito de tener mayor seguridad en €l trabajo biotecnol6gico, se han
creado cepas bacterianas de Escherichia coli X1776 con 15 deficiencias genéticas que le
proporcionan destruccion de bacterias y de su informacién génica, S se intenta
cultivarlas fuera del laboratorio, aumento de la sensibilidad de las células a
determinadas condiciones fisicas y ambientales, y dificultad de transmision de la
informacion genética a otros microorganismos. Como se puede apreciar, las normas de
bioseguridad para €l trabajo en biotecnologia de ato riesgo son rigurosas y permiten
efectuar, con bastante seguridad, estas investigaciones.

En muchos paises ya existen regul aciones legales para tratar 10s temas anotados;
en el nuestro, hay un vacio legal a respecto. Se haintentado regular la accion médica en
casos conflictivos, como aquellos en los que se deba planificar las actividades de un
hospital 0 evaluar un caso en particular en funcién de las demandas sociales y
prioridades médicas e individuales.
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En Biomedicina, existen algunos aspectos puntuales a plantear en relacion a
mani pulacion genética de embriones. Se sabe que esta orienta a:

/d] Alterar los mecanismos de reproduccion: Sea contracepcion, fertilizacion artificial y\
clonacion de individuos.

e) Manipulacién sobre los cigotos y embriones: Aborto y parto inducido.
f)  Manipulacion perinatolégica: Uso de 6rganos y experimentacion terapéutica.

g) Eugenesiay eutanasia.

\h] Manejo, intercambio y uso de los recursos geneticos de érganos y tejidos. J

2. AVANCES EN LA TECNOLOGIA DEL ADN RECOMBINANTE

El desarrollo de la tecnologia del ADN recombinante ha desembocado a suefio
de los genetistas humanos, esto es e poder reemplazar genes anormales por normales.
Para este aspecto los tratados bioéticos son rigurosos. De las cuatro categorias de la
Ingenieria Genética Humana expuestas a continuacion, tan solo la primera ha sido
aceptada como valida paralainvestigacion en terapia génica:

G Terapia de células somaticas: Su intencion es corregir defectos genéticos en alteraciones\
somaticas.

b) Terapia en celulas germinales: Su finalidad sera corregir defectos genéticos en celulas
germinales.

c) Incremento de una caracteristica genética especifica: Pretendera estimular la produccién
de un producto génico, por ejemplo la hormona de crecimiento.

d) Ingenieria genética eugénica: Una vez conocido el genoma humano, pretendera alterar o
\ mejorar caracteristicas humanas complejas, sean de origen mono o poligénico. J

Un punto importante a ser tratado en relacion a los aspectos éticos de la
manipulacion genética es el impacto que la biotecnologia tiene sobre |os paises en vias
de desarrollo; y la dependencia tecnoldgicay alin politica que este tiene por permanecer
al margen de ciertas tecnologias de vanguardia. Habra que meditar sobre la propiedad
de los descubrimientos del ADN recombinante, su comercializacion y el mantenimiento
0 no de su carécter secreto. La reunion sobre e ambiente en Rio de Janeiro con su
documento sobre “Biodiversidad y bioproteccion”, y la llamada “Agenda 21" (1992),
son pasos importantes en la proteccion de la rica biodiversidad genética de nuestros
pueblos, de las regulaciones sobre acceso a recursos genéticos, control, propiedad y
restricciones. Se habla actuamente de los riesgos de los bioprospectores y aun de un
biopirateo de las reservas genéticas humanas y de otras especies. Mientras |os paises "en
desarrollo” no planifiquen su desarrollo tecnolégico, la dependencia cientifica y
econdmica hacia los "poseedores de la ciencia' serd mayor. El acceso alatecnologiay a
los conocimientos cientificos, cuya potencialidad no entrafie riesgo de muerte, no
produzca cambios en la identidad bioldgica e individual de la especie y garantice una
vida productiva y digna, es un derecho de toda la humanidad y su utilizacion en
beneficio de todos es un imperativo.
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El uso indebido de la informacion genética en los momentos actuales, ha
producido fendmenos socialmente extrafios y que constituyen problemas éticos
especiales, estos son: la discriminacion genética de los individuos afectos, la
discriminacion genética de los familiares de afectos, la discriminacion genética de
poblaciones de riesgo detectadas mediante pesquizaje poblacional, la discriminacion de
enfermos crénicos e incurables (VIH, cancer, demencia senil, ataxia, etc.); y €
biosaqueo de muestras bioldgicas (como la venta de ADN de poblacién Huaorani por
empresas extranjeras). Este fendmeno relativamente nuevo en nuestra sociedad, pone en
alerta sobre e ma uso de la informacion cientifica que, de una u otra manera ha
tergiversado el hecho genético, haincluido juicios de valor y ha llegado al maximo del
absurdo al tratar de justificar investigaciones, negocios y ganancias a costa del trabajo
genético serio.

Se debe considerar también que la investigacion biotecnoldgica y de genética
molecular no son las Unicas causas de desastres biol 6gicos o ecol 6gicos como pretenden
sostener los defensores de posiciones extremas. El propio desarrollo y tecnificacion de
las sociedades puede ocasionar mayor dafio a la humanidad en comparacion con el
beneficio de las técnicas referidas; por ejemplo, la desaparicion de especies animales 'y
vegetales no es y no ha sido necesariamente consecuencia de la investigacion basica;
tdmese en cuenta la presion gque gercen en su contra determinados grupos ecol ogistas
en la actualidad. Las aplicaciones de la investigacion biomédica seran bienvenidas
cuando no atenten contra la evolucion de las especies y estén orientadas a la utilizacién
eficaz de la tecnologia, a mejorar la calidad de vida y a asegurar € futuro de la
sociedad.

En vista de gue muchos de los temas que se plantean incluyen juicios de valor, €l
debate de las tendencias biotecnoldgicas debe salir del campo estricto de la ciencia,
considerando que no existen "conocimientos prohibidos’ y que e conocimiento
cientifico hasido y es el motor del adelanto de la sociedad. Seria muy dificil evaluar lo
gue se puede ganar 0 perder con un nuevo conocimiento, pero resultaria ain mas dificil
evaluar €l precio de no tenerlo; asi mismo, seria preferible normalizar 1os conocimientos
y los productos que la sociedad tiene antes que privarla de los beneficios de su uso.

3. ACCIONES DE LA GENETICA EN LA SALUD PUBLICA

La Genética Médica esta orientada a identificar los principales problemas de
salud en la comunidad con la finalidad de realizar acciones encaminadas a prevenir las
enfermedades genéticas, prestar |os servicios asistenciales y preventivos a individuos o
familiares afectos o0 en riesgo de padecer o transmitir a su descendencia enfermedades
genéticas. Puntualizando y siguiendo con los criterios de la OMS y la OPS, las
actividades de la genética en la comunidad tratan de alcanzar dos objetivos:

a) Reducir la prevalencia al nacimiento de las enfermedades genéticas y defectos congénitos.

b) Mejorar la calidad de vida, reduciendo al minimo el dafo al individuo y a su familia.

Para alcanzar estos objetivos se recomienda: detectar las poblaciones de riesgo
mediante € estudio adecuado de las genealogias de los casos indice, detectar
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poblaciones de mujeres gestantes de edad avanzada, ubicar zonas geograficas y grupos
étnicos predispuestos o de riesgo, implantar programas de diagnéstico prenatal y
asesoramiento genético como parte de los programas generales de salud del paisy como
un programa nacional especial de control y prevencion de | as enfermedades genéticas.

Prevencion primaria
a) Desalentar las gestaciones en mujeres mayores de 40 afos.
b) Disminuir los niveles de exposicion a mutagenos y teratdgenos.
c) Llevar adelante programas para el control de defectos frecuentes en las poblaciones
y que disminuyen la capacidad productiva y de vida de los individuos, como son los
defectos de cierre del tubo neural, dislocacion congénita de cadena, entre otros.

Prevencion secundaria

a)] Servicios y centros de genética que proporcionen el diagnostico adecuado de los
casos indice y de las poblaciones en riesgo.

b) Asesoramiento genético al individuo y a la poblacion de riesgo.

c) Diagnostico prenatal de las enfermedades genéticas, en especial las mas frecuentes.

Prevencion tercearia
a) Educacion genética a los trabajadores de la salud y a la pablacian.

b) Formacion de recursos humanos en genética.

c) Investigacion de los principales problemas de la salud genética comunitaria en
investigacion genética basica.

Para esto se debe contar con un sistema de registro de alteraciones genéticas y
malformaciones congénitas. Con este propodsito se organizd € Registro Naciona
Colaborativo de Alteraciones y Variantes Cromosomicas Humanas; resta formar un
sistema nacional de registro de malformaciones congénitas y genéticas, que integre
bases de datos de instituciones de salud publicasy privadas (Paz-y-Mifio, 1993a).

Recientemente, en nuestro pais se estd fomentando e implementando un
programa nacional de diagnostico, prevencion y control de enfermedades genéticas por
parte del Ministerio de Salud Publica. A pesar de €llo, las acciones que se han venido
realizando a nivel de instituciones publicas y privadas han sido parciales, dependiendo
mas de los criterios personales de |os genetistas, que de una Politica Estatal; cabe anotar
gue la Sociedad Ecuatoriana de Genética Humana (SEGH) ha dado ya algunos pasos
para organizar la atencion de los individuos afectos de patol ogias genéticas con €l fin de
gue se mantenga una estructura comun. Las actividades de genética, en los diferentes
centros hospitalarios o universitarios; se pueden resumir alas siguientes:
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Diagnastico de casos indice.

Busqueda de antecedentes familiares.

Diagnéstico y asesoramiento genético.

Deteccion de ciertos grupos de riesgo.

Deteccion sistematica de defectos en recién nacidos.
Diagnastico prenatal.

Consulta a expuestos a mutagénicos y teratégenos.
Educacion continuada.

Investigacion clinica y ciertas investigaciones basicas.

Formacién de personal (especialistas en biomedicina y genética humana).
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CAPITULO XVII

BIODIVERSIDAD Y BIOSEGURIDAD EN GENETICA

A inicios de los afios noventa, investigadores extranjeros determinaron, en un
grupo de indios cayapas de la provincia de Esmeraldas, una caracteristica genética de la
inmunidad exclusiva de esa poblacion (HLA) (Rickards et a., 1994). Todos nos
preguntamos ¢Qué ventgjas trgo esta investigacion a los cayapas? ¢Sabian agquellas
personas con qué fines eran investigados? ¢Hubo participacion de cientificos ecuatorianos
en aquelas pruebas? ¢Conocian las autoridades del pais que se llevaba a cabo tal
investigacion?

Este hecho que parece aidado, se esta convirtiendo en un fenébmeno frecuente en
los paises que, como € nuestro, estan sujetos a presiones cientificas, econdémicas,
ideolOgicas y politicas. Tales acciones, s estan fuera del respeto a los conocimientos
cientificos tradicionales y milenarios 0 son conocimientos captados para un buen rédito
econdémico, o, peor aln, en blsgueda de especimenes bioldgicos 0 muestras de tejidos
humanos, se las ha calificado acertadamente como biopirateria, biosaqueo y colonialismo
cientifico. Antes de buscar responsabilidades en estos casos, debemos buscar mecanismos
de defensa de nuestra identidad bioldgica, genética 'y en suma nacional. El proposito de
este capitulo es revisar algunas de las implicaciones bioéticas, de bioproteccion y
biodiversdad, que tienen algunos de los comportamientos investigativos y proyectos
internaciondes, que de aguna manera podrian estar atentando contra agunos grupos
humanos. Pero también se pretende desmitificar cuestiones genéticas y tecnoldgicas que
han sido mangjadas mal y que podrian repercutir en una posicion contraria a la actividad
cientificaseria, solidariay en defensa de la propia humanidad.

1. BIOPROTECCION Y BIODIVERSIDAD

En primer lugar esimportante aclarar € significado de los términos “ bioseguridad”
y “bioproteccion”. Es preferible hablar de bioproteccion antes que de bioseguridad, debido
aque lapaabra“bioseguridad” esté entendida como una serie de conceptos, aseveraciones
y dternativas, que permitirian de alguna manera establecer un marco tedrico, lega y de
consenso nacional, internaciona y de investigadores, para proteger o denunciar aquellos
trabgjos investigativos, bioprospeccion o biosagueo de muestras biol dgicas 0 especimenes.
En definitiva, encontrar una férmula para asegurar los recursos genéticos y los
conocimientos tradicionales o cientificos que de ellos se deriven. Esta concepcion de la
bioseguridad conduce directamente al aspecto legal de la propiedad intelectua, de las
patentes'y aun e respeto a un codigo bioético en lasinvestigaciones.

En & convenio sobre biodiversidad que varios paises firmaron en Rio de Janeiro,
Brasil (1992), en la Conferencia de Naciones Unidas sobre el Ambientey e Desarrollo, y
que luego fue ratificado por € Ecuador (1993), se discutié otro documento, que es la
Agenda 21, en la que se detalla las estrategias del Gobierno, necesarias para € desarrollo
sustentable de los pueblos. En su fondo y forma de alguna manera estos dos documentos
son instrumentos base para la bioproteccién. Otro de los documentos en esta linea es la
Decision 391, aprobada en Venezuedla bgjo € amparo del Acuerdo de Cartagena (1996).
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La segunda acepcion de bioseguridad y la mas utilizada, hace relacion a las
normas, reglamentos y acuerdos que los cientificos tienen sobre la proteccion individua y
poblacional en relacion a los posibles riesgos que entrafiaria € trabajo con las técnicas de
Biologia Molecular, Genéticay Biotecnologia.

Entendido asi & término bioseguridad, y por la utilizacion que ya se le ha dado mas
en relacion a seguridad labora y de riesgos biologicos, seria preferible hablar de
“bioproteccion”, este término esta més en conformidad con la primera definicidn que se ha
intentado y no prestaria a confusiones. En este documento se utilizara por lo tanto este
término: bioproteccidn.

Se entiende como biodiversidad la innumerable variedad de especies bioldgicas
existentes, cada una diferenciada de la otra por su informacion genética, su
anatomia/lmorfologia, sus cualidades fisioldgicas, bioguimicas y su rol dentro del
ambiente. Pero e concepto a la luz de los nuevos conocimientos cientificos puede
extenderse a la variacion no solo a nivel de interespecies, sino también en intraespecies,
asi por gemplo: la variacidn genética que los seres humanos presentan y que les confiere
caracteristicas bioldgicas especidles como: etnicidad, susceptibilidad a enfermedades,
resistencia a enfermedades, adaptabilidad al medio, entre otros. Es decir, € concepto puede
convertirse en un asunto individual. Cada individuo por s mismo representa una unidad
diversa, corroborado por € criterio cientifico que no existen individuos iguaes. En este
sentido la genética ha aportado datos valiosos.

Otro término que interesa en relacion a la bioprotecciéon y biodiversidad es €
recurso genético, que en Rio de Janeiro se lo definié como “Todo material de origen
vegetal, anima, microbiano o de otro tipo que contenga unidades funcionales de la
herencia’, se agrega que recurso genético es todo “material genético de valor rea o
potencia”, incluida cualquier porcion del organismo que contenga unidades funcionales de
la herencia, esto es ADN, ARN, cromosomas, plasmidos, fagos, en suma secuencias
genéticas y epigenéticas. Aqui existe una limitacion en € universo de accion de material
genético, asi, todo lo que sea extracto de plantas, fluidos corporales, entre otros, que no
contengan material de la herencia, estarian excluidos de la definicion y por lo tanto
merecerian otro tratamiento.

Desde € punto de vista que nos compete, esto significaria que podria ser utilizado
sin restriccion 0 que se deberia regular su utilizacion, explotacién, bioprospeccion,
coleccion 'y biodisponibilidad.

2. ASPECTOS TEORICOS DE LA BIODIVERSIDAD Y BIOPROTECCION

Al inicio de este capitulo se ha conceptualizado € término bioproteccidon. A
continuacion, se tratara de algunos aspectos que se consideran importantes para aclarar la
posicién que la mayoria de investigadores genetistas tiene en relacion a lo que serian las
investigaciones compartidas, la seguridad en la investigacion, la bioética y los
beneficiarios.

Muchos de los criterios que se expondrén han sido discutidos en varios congresos
latinoamericanos de Genética, y coinciden en su esencia con los planteamientos de la
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Conferencia del Ambiente en Rio de Janeiro, de la Agenda 21 de 1992 y de la Decision
391 del Acuerdo de Cartagena. Entre |os puntos destacados estéan:

ﬁBuscar‘ la aprobacion de individuos y poblaciones para tomar sus muestras, lo que)
conoce como “consentimiento informado”. Algunas dudas quedan al respecto: ¢Quién da
el consentimiento, el individuo, el grupo implicado, la sociedad, el gobernante o el Estado?

¢Coémo se explicard el proyectp? ¢Los procedimientos tienen riesgos? ¢Como
repercutira la investigacion en la comunidad?

b) Se ha cuestionado si los investigadores tienen o no la facultad de extraer muestras
biolégicas de las pablaciones. En este sentido, la mayoria de investigadores pensamos
gue es valido el investigar con muestras bioldgicas, siempre y cuando las investigaciones
estén encaminadas a proteger al individuo, mejorar su calidad de vida, defender su
patrimonio cultural, tradicional, no atentar contra su esencia genética o biolégica, y
cuidar su biodiversidad.

c) Se ha hablado de “custodios de los recursos genéticos”, con lo que se pretende que el
Estado, en caso de utilizar recursos que estén en una zona privada o comunal, consulte a
sus pobladores sobre sus planes de prospeccion o explotacion de los recursos, y en el

\mejor de los casos se realice un contrato entre los colectores y los custodios, o el propio
Estado.

En agunos casos |la variabilidad genética de |os seres humanos ha sido utilizada en
forma poco ética, sobre todo porque los beneficios que las personas esperan de su “aporte
voluntario de muestras bioldgicas’, esta cargado a la esperanza de una mejor vida, de
resolucion de problemas basicos de salud, econémicosy de otra indole. Pero curiosamente,
mientras |as poblaciones esperan esos beneficios, sus bioprospectores utilizan esas mismas
limitaciones vitales para canjear, arglir, comprar, biopiratear 0 regatear con las
poblaciones la obtencién de sus preciadas muestras, sobre todo de sangrey pelo. El caso de
la mujer Ngobe (guaymi) de Panam@, tal vez es el més sonado y pone en alerta sobre las
apropiaciones de recursos genéticos humanos. La personalidad de la mujer guaymi,
mantenida en secreto por sus “descubridores’, denota lo complicado del mangio de esta
tematica. Esta mujer a parecer presenta una especial susceptibilidad genéticamente
comandada a un tipo de retrovirus, similar a virus VIH del SIDA; € virus se lo conoce
como linfotropica tipo Il de indigenas guaymi. Este virus, en su relacion con € huésped
humano, produce un tipo de leucemia (cancer sanguineo) y por ende tiene un interés
investigativo especial, ya que proporcionaria nuevas pistas en & entendimiento de los
mecanismos de oncogénesis y de infeccion viral. Su material genético guardaria agun tipo
de informacién valiosa desde € punto de vista de susceptibilidad a la infeccion por
retrovirus.

El caso de los cayapas y de los guaymi nos abren interrogantes interesantes en la
discusion de lo que es biodiversidad y bioproteccidén desde € punto de vista genético.
Existen algunas cuestiones que se deben considerar a respecto, que podrian servir de guia
en la bioproteccidn y que son € espiritu de los documentos de Rio de Janeiro, Agenda 21y
Decisién 391: El reconocimiento de los derechos soberanos de los estados sobre sus
recursos naturales y genéticos; los aspectos relacionados con la conservacion in situ y ex
situ de la especie 0 sus tgjidos; € uso sustentable de |os recursos biol 6gicos que aseguren
la supervivencia humana; € acceso a los recursos genéticos y a la tecnologia relevante; €
acceso a los beneficios derivados de esas tecnologias o de sus hallazgos; la seguridad o
riesgo que implicala actividad con organismos modificados genéticamente; la elaboracion
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y adaptacion de politicas globales de conservacion de la diversidad biologica y de la
bioprospeccion; la integracion del concepto de diversidad biolégica en las politicas
sectoriales existentes, la proteccion de |os recursos que tengan carécter de diovidersos; la
legidacion, evaluacién y modernizacion de los convenios internacionales encaminados a
lograr una participacion equitativa; los acuerdos sobre propiedad intelectual, patentes,
derechos y regalias por € uso y comercializacion de los hallazgos genéticos, la educacion
poblacional y comunitaria para la bioproteccion y la mantencion de la biodiversidad; el
acceso a informacion de primera mano e intercambio cientifico para e desarrollo regional;
y la proteccion y reconocimiento de los conceptos y conocimientos tradicionales de las
poblaciones.

3. FUNDAMENTOS GENETICOS DE LA BIODIVERSIDAD HUMANA

Uno de los problemas que mas ha inquietado a la especie humana y a las
llamadas “razas’, es la similitud o diferencia de su componente genético.
Frecuentemente, diversos grupos poblacionales han reivindicado sus diferencias,
enfrascando a la humanidad en rifias absurdas. Los argumentos biol 6gicos vertidos en
relacion a las diferencias han creado confusion, més entre los no cientificos que entre
los cientificos. El tema parece que se esta aclarando.

La posbilidad de variacion de la informacion genética humana es
extremadamente amplia, no existen individuos iguales, ni alin los posibles clones
humanos serian iguales; la mezcla de 23 cromosomas de origen paterno y 23 maternos
durante la fecundacion, asegura una variabilidad de 2x10%; més aln, la variabilidad
aumenta si se considera que un solo cromosoma humano contiene veinte mil millones
de bits de informacion, es decir, 4000 volumenes de quinientas paginas, o que
equivaldria a unos quinientos millones de palabras; esta cifra se debe multiplicar por 46
gue es e nimero de cromosomas humanos, con lo que la informacién genética del
hombre es asombrosamente enorme. Pero esta aparente y gran variacion de la
informacion hereditaria no es muy real, mas bien la informacion genética tiende a
mantenerse estable en toda la especie humanay los cambios (mutaciones genéticas) se
presentan en proporciones muy bajas (1x10®) y, cuando aparecen se producen
enfermedades genéticas (8000 conocidas hasta la fecha). Existen pequefias variaciones
entre |os seres humanos que provienen de diferencias en su material de la herencia, pero
que no atentan contra la uniformidad e igualdad de la especie humana y que han
ayudado a comprender algunos fendmenos humanos interesantes, como riesgos de
enfermedad, resistencia, predisposicion, entre otros.

¢Como se puede saber si somos iguales o diferentes genéticamente unos con
otros? La primera cuestion es considerar 10 que significa "especie”, es decir, un grupo
poblacional semejante en sus caracteristicas bioldgicas, fisicas, quimicas, entre otros.
(psiquicas en e hombre), que no presentan dificultades reproductivas al mezclarse. De
lo que se conoce, ningin grupo poblacional humano ha mostrado dificultad o
incompatibilidad reproductiva, significando eso, que la sustancia base de su naturaleza
humana, es decir el material de la herencia (ADN), esigual paratodos. El cruzamiento
adecuado y efectivo de los diferentes grupos humanos significa que sus caracteristicas
biologicas, fisicas y psiquicas son también iguales. Entonces, desde el punto de vista de
la definicion de especie, los humanos de aqui, de Asia, de Europay de Africa somos y
pertenecemos a la misma especie: Homo sapiens sapiens, y nadie ha logrado demostrar
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lo contrario. La segunda cuestion a considerar es e concepto de "raza', o sea, un
subgrupo de individuos que presentan, o mejor, que acumulan caracteristicas "fisicas'
especiales; asi, segun la coloracion de la piel habran muchos grupos. blancos, negros,
amarillos, rojos, etc. La Antropologia moderna se encargd mal o bien de agrupar a la
especie humana en caucasoides, mongoloides, negroides. Estos términos reflgjan la
inseguridad de la clasificacién, ya no se habla de "caucésicos o blancos', ya que nadie
esta seguro de su pureza. Entre unos y otros seres humanos nos confundimos en uno u
otro grupo, no existen grupos puros; asi, en el Africa existe una poblacion de individuos
de piel negra que por sus caracteristicas biolégicas y bioquimicas se la ha clasificado
dentro de los caucasoides. El término “raza’ es mas bien de carécter fisico-bioldgico,
pero mal usado politica y socialmente, por lo que ahora se tiende a usar més bien los
términos: etnogrupos, genogrupos'y etnoculturas.

¢Como la Genética ha aportado en la comprensién de estas semeanzas y
diferencias entre los etnogrupos? Los genetistas, investigando caracteristicas
cuantificables, han descubierto que ciertos grupos poblacional es (genogrupos) presentan
en mayor o menor grado un rasgo; se podria entonces hablar de biodiversidad del
genoma humano, asi, l0os grupos sanguineos son un buen indicador de nuestros
parecidos, por emplo, los guaymi y los san blas, indigenas de Panamg; los Sumo de
Nicaragua; los aguarunay ticuna del Perd, que alguna vez se los considerd puros, son
100% del grupo sanguineo O, aunque presentan otras caracteristicas que los hacen
mestizos, al igua que e resto de amerindios, mientras que la poblacion europea del
norte son O (47%), A (42,4%), B (8,3%) y AB (1,4%), y los alemanes 36,5, 42,5, 14,5y
6,5% respectivamente. La poblacion ecuatoriana, segin nuestras investigaciones y otras
analizadas, comprueban la variedad de grupos sanguineos. en los indigenas la mayoria
son O (95,37%), pero hay A (3,35%), B (1,05%) y AB (0,23%). El estudio de otros
grupos sanguineos como el factor RH, el MN, de otros factores heméticos como las
hemoglobinas, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, transferrina y las proteinas
plasméticas de la poblacion ecuatoriana nos hacen parecidos a los mongoloides
(amerindios) y en menor grado a los caucasoides, aunque existen concentrados
negroides. En definitiva, genéticamente somos similares a la poblacién mundial,
acumulamos ciertos "marcadores genéticos’, que nos dan especiales caracteristicas
(polimorfismos genéticos), manifestadas en un diferente riesgo de padecer ciertas
enfermedades como € cancer de piel, estdmago, mama, préstata, la dislocacién
congénita de cadera, los pabellones auriculares peguefios (microtia), mayor riesgo a
determinadas infecciones, o que podrian relacionarse con resistencia a enfermedades
virales, bacteriana, micéticas, parasitarias, cronico-degenerativas, entre otros problemas
(Santiana, 1947; 1953).

Con € aparecimiento de las nuevas técnicas de la Genética Molecular, se ha
logrado determinar que e propio ADN presenta cierta variacion interindividual o
interétnica en la longitud de algunas de sus porciones (genes), fendmeno Ilamado
polimorfismo de ADN, que se presenta en mas del 1% de individuos. Muchos grupos
poblacionales presentan estos polimorfismos del ADN, o que ha servido para reevaluar
proximidades o lejanias poblacionales. También con las técnicas de genética molecular
se ha estudiado € ADN de unos organulos celulares que tienen ADN, llamados
mitocondrias, encontréandose también polimorfismos de su ADN, es decir, variacién del
tamafio de porciones especificas. Ademas, se han descubierto genes que presentan
variacién en su tamafio (nimero de amplificaciones de nucledtidos) y que se relacionan
con enfermedades especificas como la enfermedad de Huntington.
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Los polimorfismos genéticos que presentan las poblaciones son el substrato
tedrico para la bioprospeccion. El hallar genes o informacion genética relacionada con
riesgos diferenciales para padecer enfermedades o que aclaren puntos de discusion
evolutiva, son e motor preciado de los proyectos encaminados al estudio de la similitud
o diversidad genética de lainformacién humana.

4. MITOS Y VERDADES DE LA MANIPULACION GENETICA

El desarrollo de la Genética Molecular y la micromanipulacion celular en las dos
Ultimas décadas ha sido abrumador, tanto que los descubrimientos hechos por esta
ciencia han revolucionado al mundo. Hoy en dia se habla con libertad de los productos
de la manipulacion de genes pero, ¢Qué existe de verdad en relacion a esta tecnologia?

Para empezar en este complicado tema, precisemos algunos aspectos. El material
genético de cada individuo es Unico. La informacion genética que los organismos
poseen y que han adquirido durante millones de afios de evolucién es imposible
recuperarla si la especie ha desaparecido, por 10 que no se puede regenerar especies por
almacenamiento de sus tejidos o de sus genes. Desde el punto de vista biolégico no se
puede mezclar células cuyo contenido genético sea diferente. De lograrlo, € nuevo
individuo esta determinado a morir y no podra reproducirse. Los cruces entre especies
biolégicas proximas (burro y yegua = mula) son excepciones en la naturaleza, y asi
mismo son infértiles. Lo que si se ha logrado mezclar en experimentos, son fragmentos
méas 0 menos grandes de ADN formando ADN quimérico, o introducir genes enteros en
bacterias, virus y usarlos como vehiculos para producir individuos transgénicos con
caracteristicas nuevas, ninguno diseminado en la sociedad. De igua forma, € Instituto
Craig Venter logré crear una célula bacteriana controlada por un genoma sintetizado
quimicamente (Gibson et al., 2010). Estas técnicas se han restringido a ciertas especies
inferiores y no alos humanos, con excepcion de las nuevas técnicas de terapia genética
en que se ha logrado através del conocimiento exacto de un gen humano, introducirlo
en enfermos y curar su dolencia.

5. PROYECTOS PARA CONOCER LA TOTALIDAD DEL GENOMA HUMANO

El desarrollo de las técnicas de manipulacion de células con fines beneficiosos para
la humanidad empezd antes de 1799, cuando ya se realizaban, aunque en forma
rudimentaria, embarazos por inseminacion atificid. Pero las técnicas de
micromanipulacion celular, utilizadas cientificamente y con éxito, datan de 1944, cuando
se logra la primera fertilizacion in vitro; luego en 1952 se logra clonar un sapo a partir de
células de renacuajo; en 1953 se conoce la estructura del ADN; luego en 1959 se logra la
primera fertilizacion artificial; en 1970 se consigue clonar embriones de raton; en 1979 se
clona embriones de cordero, seredizad primer andlisis de ADN y se produce insulina por
ingenieria genética; hasta que en 1993 se clona embriones humanos y se inicia la terapia
génica.

Lamanipulacién genéticay cdlular ha producido logros importantes: produccién de
farmacos y vacunas artificiales, caracterizacion de genes responsables de enfermedades,
produccion biotecnoldgica de hormonas, transferencia de células fetales para la cura de
enfermedades como el Parkinson, la diabetes, lesiones de médula espinal y anemias se ha
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logrado también diagnostico preciso de enfermedades genéticas, muchas aun antes de
implantar embriones fecundados artificialmente. Se ha logrado detectar genes productores
de cancer (oncogenes), se conoce la accion de genes que producen “suicidio” celular, estos
se los esta utilizando actual mente paraterapiadel cancer.

Para llegar a estos conocimientos y técnicas cientificas se debié pasar por
intrincados caminos como los cultivos celulares, € estudio de la ultraestructura del
materia de la herencia (ADN), la manipulacion genética y la ingenieria genética. El
complicado aparatgje de la investigacion subcelular, al mismo tiempo que ha provocado la
"revolucion genética’, ha iniciado una carrera, en algunos casos inescrupulosa, en la
descarnada lucha por patentar 1os conocimientos cientificos, en especia |os genéticos.

En 1988, Watson, antes galardonado con e premio Nobd, inici6 un insolito
programa de investigacion para catalogar la totalidad de los genes humanos. e Proyecto
Genoma Humano, aglutinando a los investigadores en la Organizacion HUGO (Human
Genome Organization). Para € inicio del programa se asign6 una suma similar a los hits
de informacion almacenados en € ADN, 3 billones de délares; 200 millones de ddlares
anuales hasta € afio 2003, cuando concluyé € primer borrador del proyecto. Este
programa que se inicié por interés cientifico “puro”, se ha visto empafiado por intereses
politicos, econdmicos e industriales. Para algunos persongjes, una inversion tan grande
debia rendir frutos, llegandose a plantear que lo que hay en juego es una llave hacia los
secretos de la salud, pero también una mina de oro: las empresas que dominen dicho
conocimiento tendrén garantizada una increible rentabilidad futura, una vez que se aplique
dichainformacién ala Medicina Genética.

6. ELNUEVO NEGOCIO DEL CAPITALISMO

Desde que se readlizd € primer trasplante de células fetales de higado a un enfermo
con una deficiencia de la inmunidad (1968), y luego que se redizd la primera sintesis de
ADN en un laboratorio (1970), se han preparado hormonas y farmacos, se han creado
bancos de tgjidos y células, y se han injertado genes. Los investigadores encuentran cada
vez mayor numero de aplicaciones a la tecnologia de la Genética Molecular, y sus
patrocinadores han puesto costos, claro esta, inaccesible a comun de las personas. Estos
conocimientos mangjados como negocio, son un peligro. Cada vez que se haga una
intervencion quirdrgica o se efectlie un diagndstico que requiera e uso de conocimientos
genéticos o de micromanipulacion ceular, habra que pagar derechos alos propietarios. En
el fondo se esta jugando un "monopolio” con & cuerpo humano. Se trata de comprar genes
0 sus partes aun cuando no se sabe exactamente para qué sirven, con la esperanza si, de
que un dia daran mucho dinero. La blusqueda del gen representa € nuevo negocio del
capitalismo del siglo XXI. Los cientificos se han visto atraidos para formar sus propias
empresas o trabajar para las grandes multinacionales del gen. El descubrimiento de un gen
se lo patenta, simplemente, porque la ubicacién de un gen humano cuesta unos 50 mil
dolares a afio. La genética de patentes es agresiva; actla mas sobre las ventas que sobre €
individuo.

El interferdn, la eritropoyeting, factor VIII, la insulina, vacunas, € gen FQ, entre
otros, son sustancias producidas genéticamente y comercializadas. Los propietarios de los
genes han invertido cantidades gigantescas en la obtencidén secreta de la “medicina
genética’. Una multinaciona californiana invirtié 1600 millones de ddlares para preparar
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hormona de crecimiento. El mercado genético proporciona ventas por mas de 30000
millones de dblares anuades. Los fabricantes de Intron A (usado para tratar 16
enfermedades, incluida la leucemia) han mangado 600000 ddlares para su creacion. En
1980, se confirié permiso para patentar seres vivos producidos por manipulacién genética:
se han patentado ya microorganismos, plantas, animales y mamiferos transgénicos.

Otro grupo de cientificos del gen organizo también un proyecto genético paraelo al
HUGO, es € Proyecto de Diversdad del Genoma Humano (PDGH), en & que todos los
grupos étnicos estan incluidos: negros, indios y blancos. Para los retractores de este
proyecto, su objetivo es investigar la variedad de la informaci dn genética que presentan los
grupos étnicos indigenas en peligro de extincion, por 1o que se haria prioritario obtener su
ADN para amacenarlo, usarlo o patentarlo de ser e caso. O dicho de otra manera,
preservar la diversidad genética humana a través de lainmortalizacion de lineas celulares o
en bancos de genes.

El PGH y el PDGH lograron secuenciar la totalidad de los 23000 genes. Cuando
surgié la idea del Proyecto Genoma Humano no se hablé de qué genes humanos se
secuenciarian. Cientificos del mundo quedaron un tanto consternados al percibir que se
secuenciarian los "genes de los rubios' y los descubrimientos serian patentados. Ante
estos sucesos, €l grupo de cientificos franceses hizo su propio proyecto genoma, en €l
gue consideraba las variaciones de los genogrupos o etnogrupos y sus polimorfismos de
ADN y ademés, divulgaba |os resultados a través de la ONU.

El nuevo negocio del capitalismo se ve justamente mermado desde inicios del
2013, afio en el que e Gobierno de Estados Unidos prohibi6 patentar genesy sus técnicas
de andlisis, es por elo que ahora es posible realizar pruebas genéticas como por gemplo
los genesBRCA1y BRCAZ2, en los laboratorios arededor del mundo.

7. BIOPIRATEO Y PATENTES

Lo que haocurrido con & descubrimiento de genes nuevos, de |os polimorfismos
del ADN, de genes de predisposicion a enfermedades o de resistencia a las mismas, es
que grupos de investigadores con tecnologias sofisticadas estdn saqueando muestras
biol6gicas de nuestras poblaciones indigenas ricas en polimorfismos del ADN, ya que
se las considera codiciados laboratorios biolégicos, que les proporcionan datos
interesantes para sus registros, jamas devueltos para provecho local. Al no tener
nuestros cientificos € apoyo ni € dinero necesarios para estos trabgjos, la brecha y
dependencia cientifico-tecnologica se agranda, por 10 que se hace imperioso regular e
investigar nuestra biodiversidad para autobeneficio y hacer una bioproteccion eficaz.

El peligro de patentar conocimientos trae terribles injusticias. En PerGl existe un
algoddn natural de colores variados, cuya exportacion significaba considerables ingresos al
pais, hasta que un laboratorio detectd, a6 y manipuld € gen de los colores y patentd sus
semillas y "plantas genéticas'. Articulos periodisticos dan cuenta de atentados contra los
conocimientos tradicionales y etnoculturales a los que estamos sometidos, asi € caso en
Ecuador de las plantas conocidas como sangre de drago y ayahuasca, son las mas
proximas. El golpe de las patentes a las economias poco desarrolladas hara que cada vez
mas | os paises en vias de desarrollo se sumerjan en la oscuridad genéticay biotecnol égica.
Al mismo tiempo, las multinacionales de los genes han puesto su mira en nuestros paises.
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Desorganizados, a oscuras, sin leyes de proteccion de nuestra biodiversidad y sin apoyo
serio a la investigacion, somos presa facil para € sagueo de nuestros genes o para
experimentaciones, sea en plantas con posibles substratos curativos del cancer, del VIH o
resstentes a plagas, sea en animales con caracteristicas genéticas especiades como
resistencia a enfermedades, sobrevida larga, bioactivos, entre otros; 0 en los propios seres
humanos, donadores de preciosas muestras bioldgicas, Unicas, raras, nuestras. Ante €
poderio econdmico y ante nuestro solapado silencio, nos hemos convertido en preciados
laboratorios biogenéticos, conejillos de indias.

8. BIOBOICOT

Enfrentar a los apropiadores de los genes es € reto para todos, investigador y no
investigador. Debemos por un lado proteger nuestra biodiversidad, nuestra "ecogenética’,
y por otro lado investigar nuestros propios y fascinantes genes. Los resultados de estas
investigaciones deben servirnos a nosotros y a toda la humanidad. La investigacion en la
biodiversidad genética de las especies, incluido e hombre, abre una nueva discusion
bioética, demanda un autocontrol severo, exige inversion en investigacion local para €
desarrollo cientifico-tecnoldgico independiente. Solo € apoyo a la investigacién nacional
nos librara del saqueo bioldgico y de la sumisién a las patentes. Solo la investigacion
oportunay serialograra detener € bioboicot.

9. CONCIENCIA BIOPROTECTORA

Un punto importante a ser tratado en relacion a los aspectos éticos de la
mani pulacion genética es el impacto que |a biotecnol ogia tiene sobre el “tercer mundo”;
y la dependencia tecnolégica y aln politica que este tiene por permanecer al margen de
ciertas tecnologias de vanguardia. Habra que meditar sobre la propiedad de los
descubrimientos del ADN recombinante, su comercializacion y el mantenimiento o no
de su carécter secreto. Mientras los paises "en desarrollo” no planifiquen su desarrollo
tecnol 6gico, la dependencia cientificay economica hacia los "poseedores de la ciencia’
serd mayor. El acceso a la tecnologia y a los conocimientos cientificos, cuya
potencialidad no entrafie riesgo de muerte, no produzca cambios en la identidad
biol6gica e individual de la especie y garantice una vida productiva y digna, es un
derecho de toda la humanidad y su utilizacion en beneficio de todos es un imperativo.
En este punto entonces es importante plantear algunas consideraciones:. €l desarrollo de
la tecnologia molecular es un tema estrictamente cientifico y no debe ser confundido
con los intereses comerciales. Lastimosamente, en la préctica esto no ocurre y muchos
inventos, descubrimientos e investigaciones estan guiados por €l interés econdémico rea
0 potencial, y es en ese momento en que la esencia de la investigacion se alteray es
sustituida por intereses fordneos al quehacer cientifico. La cooperacion entre cientificos
y empresas productoras de los descubrimientos es algo reclamado reiteradamente por
los gobiernos y las instituciones dedicadas a investigacion; algunos cientificos reclaman
la practica cientifica dentro de un contexto bioético, de respeto a las soberanias de los
pueblos, sus tradiciones, cultura, diversidad y a la no utilizacién privada de
conocimientos beneficiosos para toda la humanidad.

El uso indebido de la informacion genética en los momentos actuales ha
producido fendmenos sociadmente extrafios y que constituyen problemas éticos
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especiales, estos son la discriminacion genética de: los individuos afectos, los familiares
de afectos, las poblaciones de riesgo detectadas mediante pesguizaje poblacional, de
enfermos cronicos e incurables, la bioprospeccion con fines econdmicos, las patentes de
invenciones genéticas y las patentes de organismos vivos. Este fendbmeno relativamente
nuevo en nuestra sociedad, pone en alerta sobre el mal uso de la informacion cientifica
gue, de una u otra manera hatergiversado el hecho genético, haincluido juicios de valor
peligrosos y ha llegado al maximo del absurdo al tratar de justificar investigaciones,
negocios y ganancias a costa del trabajo genético serio.

10. NORMAS DE BIOSEGURIDAD

Una de las preocupaciones constantes de las personas que trabajan en éreas de
laboratorio es la proteccion personal o 1o que se conoce como bioseguridad. LaOMS ha
reglamentado el uso de los laboratorios, su disefio y seguridades, tanto para €l personal,
como para la maquinaria y los reactivos. Ademas, cada laboratorio, segun su
complejidad y tipo de trabajo, debe adoptar normas més 0 menos estrictas, segun sea el
caso (OMS, 2005). El laboratorio de genética, en muchas situaciones, funciona como
cualquier otro laboratorio pero, se convierte en un laboratorio especia debido a tipo de
muestras que se manipulan y los procedimientos que se aplican.

Las normas de bioseguridad se las puede dividir en tres tipos. 1) riesgos que
entrafian los reactivos, 2) riesgos que entrafian las muestras y, 3) riesgos para €
personal. Se ha llegado a este tipo de control del trabajo genético, por los potenciales
riesgos que este entrafia. De acuerdo a esto, se estipula diferentes niveles de trabajo
investigativo y cada uno, mas complejo que el anterior, demanda medidas de control de
los individuos, de los reactivos y de las muestras manipuladas, con la finalidad de
minimizar potenciales riesgos del trabajo biomédico.

10.1. Riesgos que entrafian los reactivos

Muchos reactivos utilizados en Genética son potencialmente téxicos,
genotdxicos 0 mutagénicos, por 10 que su manipulacion debe ser idénea, evitando el
contacto directo con la piel y mucosas. El uso de pinzas, guantes, etc., es indispensable.
La misma recomendacion debe considerarse con los reactivos que produzcan gases o
gue sean volétiles. Se debe tomar en cuenta que la rotulacion de los reactivos, su
taponamiento y su manipulacion tienen que ser cuidadosas. En relacion a los agentes
fisicos que pueden producir efectos adversos, debe regularse su uso en relacion a los
requerimientos, leyes o normas nacionales e internacionaes, esto es especialmente
valido para el uso de sustancias que produzcan algun tipo de radiacién (OMS, 2005).

10.2. Riesgos que entranan las muestras

Las muestras que se usan en Genética deben ser bien manipuladas. Basicamente,
al trabajar con cultivos de células deben guardarse las normas de asepsia y esterilizacion
comunes. Los frascos de cultivo, pipetas y cualquier otro tipo de materiales que estaran
en contacto directo con la muestra, deben ser perfectamente lavados y esterilizados.
Actualmente, los frascos de cultivo para células son descartables y de pléastico no toxico;
en caso de uso de material de vidrio, € lavado con jabon desionizado y luego, la
correccion del pH, dan buenos resultados. Es ideal e trabgo con campanas de
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bioseguridad tipo Il (flujo laminar), en las que se asegura €l trabajo estéril con la
muestra y los medios de cultivo. La contaminacion es tal vez e mayor problema del
trabajo con cultivos celulares y, pese a todas las medidas de asepsia, se recomienda el
uso de medios de cultivo con antibidticos y ain antimicoticos (OM S, 2005).

10.3. Riesgos para el personal

Una buena conducta con respecto al persona que labora dentro del laboratorio,
es llevar una ficha médica detallada en la que se registre el tiempo de trabajo, € tipo de
trabajo, los reactivos y muestras que maneja cada persona. Debe darse a este personal
las facilidades y comodidades indispensables, el trabgo debe ser una actividad
satisfactoria, social, psiquicay biolégica. ESs necesario destinar un lugar para cambio y
almacenamiento de ropas y utensilios personaes y sitios para reuniones, descanso y
alimentacion. Las muestras que llegan a laboratorio deben ser manipuladas con
guantes, en el caso de ser sangre u otras secreciones corporales contaminantes; como es
conocido, las muestras de sangre periférica entrafian riesgo de contagio de infecciones.
Todas las medidas de bioseguridad para € personal estdn encaminadas a evitar
accidentes, exposiciones a radiaciones, infecciones, intoxicaciones, quemaduras o
envenenamientos (OMS, 2005).
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Glosario

Aberraciones cromosdmicas: Anormalidad en € nimero o en la estructura de los cromosomas.

ADN: Molécula complgja, integrante de los cromosomas, que amacena la informacién
hereditaria en forma de variaciones en la secuencia de las bases de purina y pirimiding; esta
informacion se traduce en la sintesis de las proteinas, por lo que es determinante de todas las
caracteristicas fisicas y funcionales de las clulas y del organismo.

Acrocéntrico: Cromosoma que tiene su centrémero muy cercano a extremo de uno de sus
brazos, es decir |os brazos cortos normalmente no son mas que material satélite.

Adenocarcinoma: Tumor benigno desarrollado en e epitelio glandular o que forma estructuras
de tipo glandular.

Aléelo: Cada una de las diversas formas de un gen que aparece en la misma posicion relativa
(locus) de cromosomas homaol ogos.

Ambiente: Lo que rodea. Conjunto de todas las condiciones e influencias externas en las que
esta sometido, en un determinado momento, €l sistema sujeto a estudio.

Aminoacido Compuestos organicos que se combinan para formar proteinas. Los aminoacidos y
las proteinas son |os pilares fundamental es de la vida.

Amplificacién de genes. Produccion de copias de una secuencia de ADN intra o extra
cromosomico. En los plasmidos, se refiere a un aumento de copias del plasmido por célula,
inducido por un tratamiento especifico de las células transformadas.

Anamnesis. Parte del examen clinico que relne todos los datos personales, hereditarios y
familiares del enfermo, anteriores a la enfermedad (consiste en hacer memoria de los
antecedentes).

Aneuploidia: Cualquier variacion en e nimero de cromosomas que afecta a cromosomas
individuales més que a grupos completos de ellos.

Anticuer po: Proteina plasmatica secretada por |0s plasmocitos que posee lafacultad de entrafiar
ciertas reacciones (precipitacion o aglutinacion) con su correspondiente antigeno.

Antigeno: Es una sustancia que induce la formacion de anticuerpos, debido a que € sistema
inmune la reconoce como una amenaza. Esta sustancia puede ser extrafia (no nativa)
proveniente del ambiente (como quimicos) o formada dentro del cuerpo (como toxinasvirales o
bacterianas).

Apoptosis. Proceso fisiolégico previsto de muerte y desintegracion de tejidos dentro del
desarrollo normal de los seres vivos.

ARN detransferencia: El ARNt es una pegquefia molécula de ARN que participa en la sintesis
de proteinas. Cada molécula de ARNt tiene dos areas importantes: una region de trinucledtidos
denominada anticoddn y una region donde se une un aminoécido especifico.

ARN mensajero; EIl ARNm es el acido ribonucleico que contiene la informacion genética

procedente del ADN para la sintesis de proteinas, es decir, determina €l orden en que se uniran
los aminoacidos.
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ARN ribosdémico: El ARNr se combina con distintas proteinas para formar los ribosomas, que
luego intervendrén en la sintesis de proteinas.

ARN: Significa &cido ribonucleico. Es una molécula importante con largas cadenas de
nucledtidos. Un nucledtido contiene una base nitrogenada, un azlcar ribosay un fosfato. Justo
como &l ADN, e ARN esvital paralos seres vivos.

Asesoramiento genético: El asesoramiento genético ofrece informacion y apoyo a las personas
gue tienen o pueden tener riesgos de trastornos genéticos.

Bioética: rama de la Etica que se ocupa de promulgar los principios que debera observar la
conducta de un individuo en el campo médico.

Biomarcador: Medidas en los niveles molecular, bioquimico o celular, tanto en poblaciones
humanas, vegetales 0 animales, provenientes de habitats contaminados, como en organismos
expuestos experimentalmente a contaminantes, y que indican que el organismo ha estado
expuesto a sustancias toxicas y la magnitud de la respuesta del organismo a contaminante.

Bioseguridad: Es un conjunto de medidas preventivas encaminadas a reducir el riesgo de
transmision de enfermedades infecciosas, las plagas de cuarentena, las especies exoticas
invasoras, organismos vivos modificados.

Céancer: Denominacion de las tumoraciones malignas. Los carcinomas se originan en las
células epiteliales; los sarcomas en el tgjido conjuntivo.

Carcinogénesis: Este proceso puede ser resultado de eventos enddgenos como errores en la
replicacion del ADN, la inestabilidad intrinseca de ciertas bases del ADN o e ataque de
radicales libres generados durante el metabolismo celular. También puede ser resultado de
procesos exdgenos como radiaciones ionizantes, radiaciones ultravioletas y carcindégenos
quimicos.

Carcinégeno: Agente fisico, quimico o hioldgico capaz de incrementar la incidencia de
neoplasias malignas.

Carcinoma: Tumor maligno de células epiteliales.

Cariotipo: Es un examen que se hace para identificar anomalias cromosdmicas como causa de
una malformacion o de una enfermedad. El examen puede realizarse con una muestra de sangre,
médula sea, liquido amniético o tejido de la placenta

Caso-control, estudio: Estudio que se inicia con la identificacion de individuos con una
determinacion enfermedad de interés, y de un grupo control adecuado sano. Se examina la
relacion de un atributo con la enfermedad mediante comparacion del grupo enfermo y del sano
respecto alapresenciao cantidad del atributo en ambos.

Céula: Elemento constitutivo fundamental de los seres vivos, generalmente microscopico y
dotado de vida propia, que, segun la teoria celular, constituye la unidad morfolégica y
fisiologica de los seres vivos

Centrdmero: Estrechamiento o constriccion principal de las crométidas, que constituye el lugar
por el que el cromosoma se une a huso acromético durante la division celular.

Cigoto: Célula resultante de la fusién del gameto masculino (espermatozoide) con el gameto
femenino (6vulo), hasta que seimplanta en el Utero.
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Cistron: Es la unidad més pequefia de material genético capaz de ser responsable de
lasintesis de un polipéptido

Citogenética: Rama de la genética que relaciona la estructura'y nimero de los cromosomas en
células aidadas, con lavariacion del fenotipo y genotipo.

Clastogeno: Agentes quimicos que aumentan la velocidad de mutacién genéticainterfiriendo la
funcion de los écidos nucleicos.

Cadigo genético: Es el conjunto de reglas usadas para traducir la secuencia de nucledtidos del
ARNmM a una secuencia de proteina en e proceso de traduccion.

Codominancia: Tipo de herencia que se manifiesta en algunos heterocigotos en los cuales los
dos alelos de un carédcter se traducen en un fenotipo que presenta los dos caracteres en forma
simulténea, o como un estado intermedio.

Complejo mayor de histocompatibilidad: EI complejo mayor de histocompatibilidad es un
conjunto de genes proximos en un Unico cromosoma, cuya funcion es codificar moléculas
indispensables para e reconocimiento antigénico por parte de los linfocitos T y asi iniciar la
respuesta inmune.

Comunidad: En ecologia, conjunto de poblaciones que viven en una misma area geogréfica 'y
gue seinterrelacionan entre si.

Confianza, intervalo de: Conjunto de valores ordenados en € que se encuentra comprendido €l
valor de un parametro de una poblacién, con una probabilidad que viene determinada por un
nivel de confianza preestablecido (1 - ). Mide la precisién de la estimacion del parametro.

Consanguinidad: En los organismos, establecimiento de la homocigosis para todos los
caracteres en un plazo mas o menos largo, con € riesgo de que € individuo presente anomalias
recesivas.

Control, grupo: Grupo seleccionado o establecido necesariamente antes de un estudio,
integrado por humanos, animales, células, en todo idéntico al grupo que estudia, y mantenido en
lamisma situacion y condiciones que este, pero sin someterlo ala exposicion.

Craniosinostosis. Es un defecto congénito (presente en el momento de nacer) que causa €l
cierre prematuro anorma de una 0 méas suturas en la cabeza del bebé. Las suturas son
conexiones gque separan cada uno de los huesos individuales del créneo. Este cierre prematuro
de una sutura lleva a que se presente una forma anormal de la cabeza.

Cromatina: Complegjo coloreable de ADN y proteinas presentes en el nulcleo de una célula
eucariotica.

Cromosoma: Estructura autorreplicante formada por ADN asociado con proteinas, implicadas
en el amacenamiento y transmision de lainformacion genética; la estructura fisica que contiene
los genes.

Cromosomopatia: Grupo de enfermedades producidas por las variaciones numéricas,
estructurales o combinadas en la poblacién normal de los cromosomas.

Crossing over: Proceso que ocurre en lameiosis e incluye la ruptura de un cromosoma materno

y uno paterno (homdlogos), € intercambio de las correspondientes secciones de ADN y su
unién a otro cromosoma.
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Delecion: Unadelecion es un tipo de mutacion genéticaen la cua se pierde material genético,
desde un solo par de nucledtidos de ADN hasta todo un fragmento de cromosoma.

Deriva génica: Fluctuaciones arbitrarias en las frecuencias genéticas dentro de una poblacion.
A menor poblacién, mayor tendencia ala variacion en cada generacion, de forma que |os grupos
pequefios aislados, con parentesco cerrado, se diferencian bastante, desde el punto de vista
genético, de los antecesores de quienes proceden.

Deshidrogenasa: Enzima que cataliza la oxidacion de compuestos por sustraccion de aomos de
hidrégeno.

Desnaturalizacion: Cambios en la estructura molecular de las proteinas, que impiden sus
funciones normales; generalmente se producen por alteraciones de los enlaces de hidrégeno
intramoleculares, por causa de sustancias reactivas o € calor.

Dismorfologia: Estudio de malformaciones congénitas.

Dominancia: Propiedad de un gen de manifestarse siempre, tanto en el sujeto homocigoto como
en el heterocigoto, en donde enmascara | os efectos del gen alelomorfo recesivo.

ECLAMC: El Estudio Colaborativo Latino Americano de Malformaciones Congénitas es un
programa que se dedica a la investigacion de factores de riesgo como causas de anomalias
congénitas en hospitales de Latinoamérica, el cua utiliza una metodol ogia caso-control.
Embriologia: Ciencia que estudialaformacion y desarrollo de los embriones.

Empalme alter nativo: Fendémeno bioldgico por medio del cual, tras la transcripcion génica, se
madura el &cido ribonucleico mensgjero (ARNmM) en una formatal que se lee aternativamente
exones y se descartan intrones, 1o cual redunda en una gran diversidad de productos proteicos a
partir de un mismo gen.

Endogamia: Cruce entre individuos emparentados genéticamente.

Enfermedad: Situacién patolégica que presenta un conjunto de sintomas peculiares, que la
distingue como entidad anormal de otras situaciones normales o patol ogicas.

Enfermedades crénicas. Aquellas enfermedades de larga duracién, cuyo fin o curacién no
puede preverse claramente 0 no ocurrird nunca.

Enzima: Catalizador de las reacciones biogquimicas, facilitando la transformacién de los
sustratos.

Epigenética: La disciplina que se ocupa de investigar como |os hijos pueden heredar y expresar
lo que aparentan ser nuevos rasgos provenientes del comportamiento y entorno de sus padres,
sin cambiosen el ADN.

Etiologia: Parte de la Medicina gque se ocupa de las causas de |as enfermedades.

Etnia: Se trata de unacomunidad humana que puede ser definida por laafinidad cultural,
linguistica o racial.

Eucromatina: Material cromosdmico, que se tifie al maximo durante la metafase. Se trata de la
cromatina que forma parte de todos |os cromosomas excepto |os sexuales.
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Eutanasia: Accidon de provocar la muerte a un enfermo incurable para evitarle mayores
sufrimientos fisicos y psiquicos.

Exoma: Es la parte del genoma formado por los exones, es decir, |las partes codificantes de los
genes.

Exon: Los exones son las regiones de un gen que codifican proteina.

Expresion génica: Es e proceso mediante el cual la informacién amacenada en el ADN es
usada para dirigir la sintesis de un producto génico especifico.

Expresividad: Variabilidad con la que se modifican los patrones basicos de la herencia, tanto
en grado como en variedad, por efecto de un determinado gen en personas con un mMismo
genotipo.

Factores de crecimiento: Mensajero quimico capaz de inducir crecimiento celular de células
especificas paraformar vasos sanguineos, tendon, nervios, hueso, piel, etc.

Farmaco: Sustancia que sirve para curar 0 prevenir enfermedades, o para camar un dolor
fisico.

Fenotipo: Caracteristicas observables de un organismo, estructurales y funcionales,
determinadas por el genotipo y moduladas por el ambiente.

Fluorocromo: Sustancia que tiene la propiedad de convertir en fluorescentes los objetos que
impregna (técnica de la microscopia fluorescente).

Fragmento de Okazaki: Fragmentos cortos de DNA de hebra simple (1000-2000 bases)
producto de la sintesis discontinua del DNA. Posteriormente se unen coval entemente originando
una hebra continua.

Frecuencia: Namero de veces que sucede un evento, o el nimero de ocurrencias en un rango.

Funiculosentesis: Es la obtencion de sangre fetal, mediante la puncidn de un vaso umbilical
guiada por ecografia. Se practica a partir de la semana 19-20. Es una técnica con indicaciones
mucho mas selectivas, siendo Util para el estudio rpido de cromosomas fetales y para confirmar
infecciones 0 enfermedades graves del feto.

Gen: Unidad béasica estructural y funcional de material hereditario: una secuencia ordenada de
nucledtidos que codifica la sintesis de una cadena de polipéptido (traduccion), o una secuencia
reguladora que hace posible la traduccion.

Gen supresor tumoral: Par de genes que hacen que la célula elabore una proteina que controla
el crecimiento de las células. Se puede contraer cancer cuando la proteina de los antioncogenos
no funciona debido a mutaciones en los genes.

Genealogia: Conjunto de |os antepasados de una persona. Ascendencia.

Genética: Es € estudio de la herencia; € proceso en € cua un padre les transmite
ciertos genes a sus hijos.

Genoma: Es el conjunto de secuencias de ADN que caracterizan a un individuo. Por extension,
alas secuencias de ADN caracteristicas de una especie, se les conoce igualmente como genoma.
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Genotipo: Composicién alélica especifica de una célula bien referida al total del genoma o, mas
comunmente, a un gen o conjunto de genes.

Genotoxicidad: Capacidad para causar dafio al material genético; el dafio puede ser de tipo
mutageno o carcindgeno.

Genotdxico: Capacidad de los elementos fisicos, quimicos o biol6gicos de producir alteracion
en el material genético por cambios en el ADN o0 en las estructuras intracelulares vinculadas al
funcionamiento o propiedades de los cromosomas. Las sustancias genotOxicas pueden unirse
directamente @ ADN o actuar indirectamente mediante la afectacion de las enzimas
involucradas en lareplicacion del ADN y causando, en consecuencia, mutaciones que pueden o
no desembocar en un cancer. Las sustancias genotdxicas no son necesariamente cancerigenas,
pero lamayor parte de los cancerigenos son genotdxicos.

Hardy-Weinberg: Modelo estadistico que se utiliza para calcular las frecuencias genotipicas a
partir de las frecuencias al élicas.

Hemoglobina: Es una proteina en los glébulos rojos que transporta oxigeno. Un examen
sanguineo puede determinar qué tanta hemoglobina tiene uno en la sangre.

Herencia dominante: Quiere decir que un gen anormal de uno de los padres es capaz de causar
laenfermedad, aunque el gen paralelo del otro padre sea normal. El gen anormal domina.

Herencia recesiva: Significa que ambos genes de un par deben estar defectuosos para causar la
enfermedad.

Heterocigoto: Estado en € que los aelos del mismo locus en los cromosomas homélogos son
diferentes.

Heterocromatina: Region de la cromatina que no se descondensa durante la interfase,
manteniendo aparentemente la misma conformacion altamente condensada que presenta en €l
cromosoma en metafase

Homo sapiens: Es el nombre cientifico que se le otorga a la raza humana, la que constituye un
tipo 0 especie particular de animal. EIl Homo sapiens es €l Unico animal en la Tierra que ha
podido desarrollar un pensamiento abstracto, con razonamiento incluido.

Homocigoto: Cuando hablamos de que un organismo es homocigoto con respecto a un gen
especifico, significa que posee dos copias idénticas de ese gen para un rasgo dado en los dos
cromosomas correspondientes. Tales células u organismos se [laman homocigotos.

I diograma: Es una representacion grafica de un cromosoma utilizando tinciones.

Incidencia: NUmero de casos de iniciacion de enfermedad, o de personas que caen enfermas,
durante un determinado periodo de una poblacion especifica; usualmente se expresa como
razén, en la que el denominador es €l nimero medio de personas durante dicho periodo, o €l
numero estimado de personas en la mitad del periodo. La incidencia se refiere a casos nuevos,
mientras que el término prevalencia abarca a todos |0s casos, nuevos y antiguos.

Inmunitario, sistema: Conjunto de érganos, células, vasos y ganglios linféticos que participan
en la formacién, activacion, amacenamiento y distribucion de anticuerpos y mediadores de las
reacciones de hipersensibilidad.

Intervalo de confianza: Rango de valores de la variable que se mide, que tiene gran
probabilidad de contener el valor verdadero de lamedia, o de la proporcidn en la poblacion.
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Intréon: Es un fragmento de ADN que esta presente en un gen pero que no codifica ningdn
fragmento de la proteina. Los intrones son eliminados en el proceso de maduracion del ARN.

Linfocito: Tipo de cédlulainmunitaria elaborada en la médula espinal; se encuentra en la sangre
y €l tgjido linfético. Los dos tipos de linfocitos son los linfocitos B y los linfocitos T. Los
linfocitos B elaboran anticuerpos y los linfocitos T ayudan a destruir las células tumorales y
ayudan a controlar las respuestas inmunitarias. Tipo de gldbulo blanco.

Malformacion: Es una alteracion de la forma producida por un trastorno del desarrollo. Asi, las
malformaciones pueden concebirse como el resultado de una reaccion patolégica propia de las
estructuras hioldgicas en desarrollo. Esto significa que concluido el desarrollo deja de exigtir la
posibilidad de que se produzca una malformacién.

Meiosis: Proceso de division celular propio de células diploides, por medio de cual cada niicleo
hijo recibe la mitad del nUmero de cromosomas caracteristicos de las células somaticas de la
especie. Da por resultado gametos en los animales y esporas en las plantas.

M etabolismo: Suma de todos |os procesos quimicos y fisicos que tienen lugar en un organismo.
En sentido més estricto, cambios fisicos y quimicos que sufre una sustancia en un organismo.
Incluye la incorporacion y distribucion en el organismo de los componentes quimicos, 10s
cambiosy laeliminacién de los compuestos y de sus metabolitos.

M etacéntricos. Cromosoma en el que el centromero esté ubicado mas o menos en el centro, es
decir, los brazos p y q son aproximadamente de la misma longitud.

M etastasis: Movimiento de bacterias u otras células, especialmente las cancerosas, de una parte
del cuerpo aotra, dando lugar a modificaciones en lalocalizacién espacial de una enfermedad o
de sus sintomas. Crecimiento de microorganismos patdgenos o de células anormales lgjos de su
lugar de origen en el cuerpo.

Mitocondria: Organulo de las células eucaridticas rodeado de una membrana externay de una
membrana interna. La interna presenta pliegues llamados crestas en las que tiene lugar la
sintesis del ATP en la fosforilaciéon oxidativa en las células animales. En € interior, la matriz
mitocondrial contiene ribosomas, muchas enzimas oxidativas y una molécula de ADN circular
portadora de lainformacion genética para algunas de estas enzimas.

Mitosis: Proceso por € cual e nucleo celular se divide en dos nicleos hijos, cada uno de ellos
con la misma dotacién genética que la célula primitiva. Consta de cuatro etapas. profase,
metafase, anafase y telofase. La division de la célula suele tener lugar inmediatamente después
gue ladel nicleo durante la telofase mitética.

Mortalidad: Ocurrencia de muerte, estudiada en una poblacién o subpoblacion dada. La
palabra mortalidad se utiliza a menudo de formaincorrecta en lugar de indice de mortalidad.

Mosaicismo: Se refiere a una condicion en donde un individuo tiene dos 0 mas poblaciones de
células que difieren en su composicién genética. Esta situacion puede afectar a cualquier tipo de
célula, incluyendo las células sanguineas, gametos (ovarios y espermatozoides), y lapiel.

Mutacién: Cualgquier cambio heredable, relativamente estable, del material genético que puede
ser una transformacion quimica de un gen individual (mutacion génica o puntual) que altera su
funcién, o un reordenamiento, ganancia o pérdida de un cromosoma, visible al microscopio. Las
mutaciones pueden ocurrir en células germinales y transmitirse a la descendencia o en células
sométicasy pasar de unacélulaaotraa dividirse estas.
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Mutagénicos: Una sustancia o agente fisico que causa mutaciones, es decir, que altera de forma
permanente el ADN de las células.

Mutégeno: Cuaquier sustancia que puede inducir cambios heredables (mutaciones) en €l
genctipo de una célula, como consecuencia de alteraciones 0 de pérdida de genes, o de
cromosomas, o de parte de los mismos.

Necrosis. Muerte masiva de areas de tegjido rodeadas de zonas sanas. Cambios morfol 6gicos
subsiguientes ala muerte celular, caracterizados frecuentemente por cambios nucleares.

Neoplasia: Formacién nueva y anormal de tejido tumoral, o crecimiento por proliferacion
celular mas rapida de lo normal y que continla después de haber cesado € estimulo inicia que
lo desencadend.

Nucleosoma: Formacion nuclear en la que el ADN se enrolla arededor de proteinas de tipo
histona. Es el primer nivel de enrollamiento de ADN. Paratranscribir el ADN que lo forma hay
gue deshacer el nucleosoma.

Nucledtido: Es un compuesto organico que esta formado por una base nitrogenada, un azlcar y
acido fosforico. Es posible dividir a los nucledtidos en ribonucleétidos (cuando el azlcar es la
ribosa) y desoxirribonucleétidos (si @ azlcar es la desoxirribosa).

Odds ratio: Término inglés utilizado en estadistica, sin equivalente en espafiol. Es el cociente
obtenido a dividir un conjunto de “odds’ por otro.

Oncogén: Es un gen que contribuye a convertir células normales en células cancerosas.
Cualquier gen que produce la estimulacion, para que una célula se divida descontroladamente,
califica como un oncogén. Los oncogenes son versiones mutadas de los genes (Ilamados proto-
oncogenes) que juegan un papel en lamitosis normal.

Panmixia: Sistema de apareamiento en € que la eleccién de pareja serealiza al azar.

Paracéntricas. Los dos puntos de inversion se encuentran situados en € mismo brazo
cromosomico o bien son agquellas en las que el segmento invertido no incluye a centrémero.

PCR: Lareaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de Biologia Molecular que
permite la rdpida replicacion del ADN. Con la PCR, cantidades minimas de material genético
pueden ser amplificadas millones de veces en pocas horas, permitiendo la deteccién rapida y
fiable de los marcadores genéticos de enfermedades infecciosas, cancer y desdrdenes genéticos.

Penetrancia: Capacidad de un gen de originar un carécter dado, medida por el porcentaje de
casos en los que el caracter se manifiesta.

Pericéntricas. Ambos puntos de inversién (puntos de rotura y reunién) estan en brazos
cromosomicos diferentes. También se pueden definir como aquellas en las que el segmento
invertido incluye a centrémero 'y por ello pueden modificar la morfologia del cromosoma.

Pirimidina: Compuesto organico nitrogenado formado por un anillo hexagonal que contiene
cuatro dtomos de carbono y dos de nitrégeno.

Pleiotropia: Es el fendmeno por € cua un solo gen es responsable de efectos fenotipicos o
caracteres distintos y no relacionados.
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Poblacion en riesgo: Grupo de personas gue pueden desarrollar un efecto adverso y que estén
potencialmente expuestas a un factor de riesgo determinado. Aquellas personas que ya han
desarrollado la enfermedad se excluyen en los estudios de incidencia.

Poblacion: Conjunto de individuos de una misma especie que viven en la misma érea
geogréafica.

Poligénico: Rasgo fenotipico o enfermedad causado por lainteraccion de varios genes.

Polimerasa: Enzima que ayuda a construir moléculas y cataliza, es decir interviene
guimicamente, en la formacién de ADN o ARN actuando como plantilla o molde a partir de
ADN o0 ARN preexistente.

Polimorfismo genético: Situacion en la que un caracter genético aparece en mas de una forma
en una poblacion, 1o que produce la coexistencia de méas de un tipo morfol 6gico.

Polimorfismo: Variacion en la secuenciade un lugar determinado del ADN entre los individuos
de una poblacién. Aquellos polimorfismos que afectan a la secuencia codificante o reguladora y
gue producen cambios importantes en la estructura de la proteina o en e mecanismo de
regulacion de la expresién, pueden traducirse en diferentes fenotipos.

Prion: Es un agente infeccioso que se compone principa mente de proteinas.

Prognosis. Es @ acto de efectuar un pronostico sobre la base de la previsién de algo concreto
gue va a suceder en el futuro.

Pseudoher mafroditismo: Anomalia fisica o trastorno de la diferenciacion sexual, de tener la
constitucion genética de un sexo y los érganos genitales de otro.

Purinas. Las purinas son un grupo de moléculas que se encuentran en la naturaleza en todos los
seres vivos. Estan implicadas en una gran cantidad de rutas bioquimicas y son esenciales parala
vida. Proporcionan los ladrillos del esqueleto basico del ADN y ARN.

Radiacion: Emision de energia o de particulas, por parte de una sustancia radiactiva, que se
propaga por el espacio y através de los cuerpos con un determinado poder de penetracién.

Recesividad: Propiedad de un gen o de un carécter de manifestarse solamente en el sujeto
homacigoto; en e heterocigoto no puede presentarse puesto que estd enmascarado por €l
caracter dominante del gen alelomorfo.

Replicacion: Reproducciéon exacta de una molécula de acido nucleico monocatenario o
bicatenario.

RFLP: Los fragmentos de restriccion de longitud polimérfica son un tipo de polimorfismo que
resulta de la variacion en la secuencia de ADN reconocida por las enzimas de restriccion. Estas
son enzimas bacterianas que utilizan los cientificos para cortar moléculas de ADN en lugares
conocidos. Los RFLPs (se pronuncia "rif lips') se utilizan como marcadores en los mapas
genéticos.

Ribosoma: Es un organulo pequefio formado por ARNr y proteinas, cuya funcion es colaborar
en latraduccion, una etapa de la sintesis de proteinas.

Riesgo: Probabilidad de que se produzcan efectos adversos o dafios por exposicion a un agente

toxico, a causa de las propiedades inherentes del mismo y a las circunstancias o grados de la
exposicion.
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Salud: Estado de bienestar completo, fisico, mental y social, y no meramente la ausencia de
dolencia o enfermedad. Estado de equilibrio dinamico en el cual la capacidad de un individuo o
un grupo para hacer frente alas circunstancias, esta en un nivel éptimo.

Satélite: Segmento distal de un cromosoma que esta separado del resto del mismo por un
pedinculo o constriccién secundaria.

Segregacion: Transmision a azar de alel os de un locus de padres a hijos viameiosis.

Significacion, grado de (p): En un estudio comparativo, valora la verosimilitud de una
hipédtesis respecto a los datos empiricos. Por convenio se considera significativo (que discrepa
de la hipdtesis) todo desvio con un grado de significacion p < 0,05, lo que lleva a rechazar la
hipétesis.

Sindrome: Conjunto de signosy sintomas que caracterizan a una determinada enfermedad.

Sintoma: Evidencia subjetiva de una afeccion o enfermedad, percibida por el propio sujeto que
lasufre.

Sistema nervioso central: Esta constituido por €l encéfalo (cerebro y cerebelo) y la médula
espinal (albergada en la columna vertebral), conectados por €l tronco cerebral (bulbo raguideo).

Sistema nervioso: Conjunto de nervios, centros, tegido y ganglios nerviosos. Existen nervios
sensitivos y nerviosos.

Sondas. Tubo delgado que se introduce en una persona para administrarle alimentos, extraerle
liquidos o explorar una cavidad.

Susceptibilidad: Condicién en la que existe una disminucion de la resistencia de un individuo
frente a determinada enfermedad o intoxicacion, y que se experimenta con dosis a exposiciones
inferiores a las habitualmente nocivas para el resto de la poblacion.

Telomerasa: Enzima de las células que las ayuda a mantenerse vivas a agregar ADN a los
teldmeros (extremos de los cromosomas). Cada vez que una célula se multiplica, |os telémeros
pierden una cantidad pequefia de ADN y se acortan. Con el transcurso del tiempo, los
cromosomas se dafian y las células mueren. Latelomerasa ayuda a evitar que esto ocurra.

Terapia génica: Es un tratamiento médico que consiste en manipular la informacion genética
de células enfermas, para corregir un defecto genético o para dotar a las células de una nueva
funcién gue les permita superar una alteracion.

Teratdégeno: Agente que por administracion a la madre en periodo prenatal, induce a
malformaciones estructurales o defectos a la descendencia.

Toxicologia: Disciplina cientifica dedicada a estudio del peligro actua o potencial presentado
por los efectos nocivos de las sustancias quimicas sobre |0s organismos vivos y ecosistemas, de
las relaciones de tales efectos nocivos con la exposicion, y de los mecanismos de accion,
diagndstico, prevencién y tratamiento de las intoxicaciones.

Traduccién: Es el paso de la informacién transportada por ef ARN-m a proteina. La
especificidad funcional de los polipéptidos reside en su secuencia lineal de aminoécidos que
determina su estructura primaria, secundariay terciaria. De manera que los aminoécidos libres,
gue hay en € citoplasma, tienen que unirse para formar los polipéptidos y la secuencia lineal de
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aminoacidos de un polipéptido depende de la secuencia lineal de ribonucledtidos en el ARN,
gue a su vez esta determinada por la secuencialineal de bases nitrogenadas en el ADN.

Transcripcion reversa: Proceso por €l cual seredlizala sintesis de una cadena de ADN a partir
deunade ARN.

Transcripcion: Proceso por el que la informacion genética, codificada en una secuencia lineal
de nucledtidos, en una rama de ADN, se copia en una secuencia exactamente complementaria
de ARN.

Trandocacion: Anomalia cromosdmica debida a cambio de posicion de un segmento
cromosomico. El segmento translocado puede situarse en el mismo cromosoma (translocacion
intracromosdmica) o en otro cromosoma (transl ocacion intercromosdémica).

Transposén: Secuenciade DNA gue puede moverse de un lugar a otro del cromosoma, insertar
copias adicionales de ella misma en otros puntos 0 pasar de un cromosoma a otro. Tramo de
DNA que puede incorporarse en otras moléculas de DNA en lugares donde no hay homologia
de secuencia.

Tumor: Inflamacion o crecimiento anormal de un tejido, ya sea benigno o maligno.
Variabilidad genética: La variabilidad genética es una medida de la tendencia de | os genotipos
de una poblacion a diferenciarse. Los individuos de una misma especie no son idénticos. Si bien

son reconocibles como pertenecientes a la misma especie, existen muchas diferencias en su
forma, funciény comportamiento.
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El libro GENETICA MOLECULAR Y CITOGENETICA HUMANA detalla informacion especifica
y de facil entendimiento acerca de los procesos genéticos, moleculares y cromosémicos
que ocurren en las células humanas. Este libro brinda una extensa revision bibliografica
desde el descubrimiento de la célula, de la doble cadena del ADN, hasta la actualizacion
de los descubrimientos cientificos y técnicas moleculares mas relevantes en el campo
cientifico como el descubrimiento de la hélice G-cuadruple del ADN y la secuenciacion
genomica. Ademas, el libro narra sobre el desarrollo de la Genética Humana y analiza
datos muy valiosos como el origen de las discapacidades en el Ecuador o la incidencia de
sindromes genéticos estudiados los ultimos 20 afios. Los 17 capitulos que conforman este
libro son: Historia de fa Genética en el Ecuador. Impacto social de fos trastornos genéticos.
Conceptos bdsicos de la Genética Molecular. Poblacion de riesgo genético. Nociones sobre
Genética de Poblaciones. Patrones de /a herencia. Origen genético de Jas discapacidades en
el Ecuador. Biologia Molecular y caracterizacion de poblaciones humanas. Investigaciones
moleculares en el Ecuador: Enfermedades neurodegenerativas, enfermedades congénitas,
inmunologia, genotoxicologia. Citogenética. La genética de la diferenciacion sexual.
Aspectos genéticos del crecimiento y desarrolfo. Aspectos bioéticos en la investigacion.
Biodiversidad y biosequridad en la genética. Finalmente, este libro cientifico ha sido
certificado por cientificos internacionales bajo el sistema de revision por pares, obtenien-
do los mejores comentarios debido a su actualizacion y aporte para el Ecuador.
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