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INTRODUCCION

Las células son las unidades fundamentales
de cada sistema de vida. Todas las instrucciones
que se necesitan para dirigir sus actividades
estdn contenidas dentro del DNA (el dcido
desoxirribonucleico). La secuencia de DNA es
el arreglo particular de bases a lo largo de la
hebra (por ejemplo, ATTCCGGA). Este orden
explica detalladamente las instrucciones exactas
requeridas para crear un organismo parficular
con sus rasgos caracteristicos. El genoma es el
juego completo de DNA de un organismo. La
palabra genoma es un término acunado por
Winkler en 1920 como una conjuncién entre GENy
cromosOMA. Los genomas varian extensamente
en tamafo: mientras que el genoma mds
pequeno conocido de un organismo viviente
(una bacteria) confiene aproximadamente
600,000 pares de bases de DNA, el genoma del
humano y del ratén tienen aproximadamente 3 x
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10¢ kb. EIl DNA del genoma humano se encuentra
dispuesto en 23 cromosomas distintos. Los genes
son las secuencias especificas de las bases que
codifican instrucciones de como hacer proteinas
o0 RNA (ribosomal, de transferencia, o ribozimas).
La constelacion de todas las proteinas producidas
en una célula es llamada proteoma (1, 8).

DESCRIPCION DEL PROYECTO
GENOMA HUMANO

El Proyecto Genoma Humano (PGH) fue
oficialmente iniciado en los Estados Unidos de
Ameérica el 1 de octubre de 1990. El objetivo PGH
del es conocer la secuencia del DNA de los 23
cromosomas humanos (22 autosomas mds los
cromosomasYyX,quedeterminanelsexo).Durante
los primeros anos del proyecto se prepararon
mapas fisicos de cada cromosoma humano
con el fin de obtener, para 1998, marcadores
de secuencias identificables localizados cada
100,000 bases. Ademds, del genoma humano,
el PGH también incluye secuenciar el genoma
de varios organismos “modelo”, tales como
bacterias (Escherichia coli 4.6 x 10¢bp); levaduras
(Saccharomyces cerevisiae 12 x 10¢ bp),
nematodos (Caenorhabditis elegans 97 x 10¢bp),
la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster
180 x 10¢bp) y el ratdn (Mus musculus 3000 x 10¢
bp). El objetivo del PGH consiste bdsicamente en
compilar una secuencia de letras y en conocer el
significado de dicha secuencia.
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El PGH tiene como objetivos especificos:

1. Revelar la secuencia de aminodcidos de
cada polipéptido codificado por nuestros
genes.Mediante elandlisisdelassecuencias,
se conocerd la funcidn probable de dichos
polipéptidos.

2. Obtener informacién detallada acerca de
las secuencias que participan en el confrol
de la expresién de los genes.

3. ldentificar los genes que causan
enfermedades humanas o que contribuyen
a ellas, asi como determinar los cambios

en la secuencia que deferminan la
enfermedad.
4. Obtener conocimientos acerca de la

evolucion al nivel molecular. Los productos de
los genes caracteristicos delhombre ayudardn
a explicar porqué somos biocldgicamente
diferentes a ofros organismos.

5. Disponer de la informacién para obtener
cualquier gen particular en muestras de
DNA y continuar la investigacién en biologia
molecular humana.

6. Proporcionar la oportunidad para elaborar
proteinas humanas antes desconocidas
con valor potencial en medicina (1, 5, 12).

En 1985 se propuso un proyecto con la
finalidad de secuenciar los nucledtidos del
genoma humano. En 1990, el PGH se inicid
oficialmente en los EUA bajo la direccion de
los Institutos Nacionales de Salud (NIH) y el
Departamento de Energia de EUA (DOE) con
un plan de 15 aios y 3 billones de ddlares para
completar la secuencia del genoma (6, 9). El 14
de abril del 2003 el Consorcio Internacional de
Secuenciacién del Genoma Humano, dirigido en
los EUA por el Instituto Nacional de Investigacién
del Genoma Humano (NHGRI) y el DOE, anuncid
la terminacién exitosa del PGH con dos anos de
anticipacién. La secuencia terminada producida
por el PGH cubre mds del 99 % de las regiones de
genes contenidas en el genoma humano y éstas
han sido secuenciadas con una precision de 99.99
% (9. 13). La secuencia de cada cromosoma
humano se encuentran a disposicién del publico
en la siguiente pdgina web: http://www.ncbi.nim.
nih.gov/genome/guide/human/

METODOLOGIA DEL PROYECTO
GENOMA HUMANO [ ]
El PGH, al tratarse de un proyecto que
pretende identificar la secuencia completa
del genoma humano, tanto las secuencias
codificantes (exones) como las no codificantes
(intrones), necesita de técnicas que permitan
identificar el lugar (locus) y la distancia en que se
encuentran dichos genes. La secuenciacién es el
proceso por el cual se identifican las secuencias
en gque estdn unidas los 3 x 107 pares de bases
y, posteriormente, saber qué significan dichas
secuencias (1, 9). En un principio se acordd
que el PGH se redlizaria en dos etapas, una de
ligamiento o cartografia genética de todos los
cromosomas, etapa que termind en 1998 y otra
que corresponde a la secuenciacidon que inicié
en 1998 y concluyd en abril del 2003. Existen dos
categorias principales de técnicas de cartografia
genética: 1) ligamiento o cartografia genética,
que sdlo identifica el orden relativo de los genes
a lo largo del cromosoma vy 2) cartografia fisica,
que son métodos mds precisos para determinarlas
distancias entre genes dentfro del cromosoma.

La cartografia  mediante ligamiento se
desarrolld a principios del siglo XX gracias al
frabajo de T.H. Morgan. El mapa de ligamiento
de Morgan localiza una serie de secuencias
marcadoras, una con respecto a ofra y con
respecto a un gen defectuoso. De esta manera,
se puede determinar la regidn cromosdmica
que confiene un gen mutado que se hereda
de acuerdo con las Leyes de Mendel. En 1994
el mapa genético del PGH contenia 6,000
marcadores ubicados a menos de un millén de
pares de bases uno del otro.

La cartografia fisica determina la distancia real
entre puntosdiferenciadosdeloscromosomas. Las
técnicas mds precisas combinan robdtica, uso de
l&ser e informdtica para medir la distancia entre
marcadores genéticos. Para realizar estos mapas
se exirae el DNA de los cromosomas humanos
y se rompe aleatoriamente en numerosos
fragmentos. A continuacién, éstos se duplican
varias veces en el laboratorio para analizar las
copias idénticas obtenidas, llamadas clones. Los
clones que comparten varias marcas proceden
por lo general de segmentos superpuestos del
cromosoma. Las regiones de superposicion de
los clones pueden a continuacién compararse
para determinar el orden global de las marcas
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a lo largo del cromosoma vy la secuencia exacta En el PGH se utiliz6 primordialmente un método
gue ocupan inicialmente los segmentos de DNA | de secuenciacion desarrollado por el bioquimico
clonados. Los mapas fisicos especifican distancias | britdnico y dos veces premio Nobel, Frederick
fisicas que se pueden medir en pares de bases | Sanger. Este método consiste en replicar piezas
(pb) o alguno de sus multiplos. El mapa fisico | especificas de DNA y modificarlas, de modo
corresponde a la propia secuencia del genoma. | que terminen en una forma fluorescente de
Pero antes de llegar a obtenerla, hay que | uno de los cuatro nucledtidos. En los modernos
elaborar mapas fisicos partiendo de resoluciones | secuenciadores automdticos de DNA, el
bajas y avanzando hacia las resoluciones cada | nucledtido modificado, situado al extremo de
vez mayores. En cierta manera, los mapas fisicos | una de estas cadenas, se detecta con un haz
de menor resolucién son los propios cariotipos: | de ldser y se determina el nUmero exacto de
la visualizacién microscépica de la dotacidn | nucledtidos de la cadena. A continuacién, se
cromosémica haploide humana tenida con | combina estainformacion en un ordenador para
colorante de Giemsa muestra un patrdén | reconstruir la secuencia de pares de bases de
alternante de bandas claras y oscuras, en el que | la molécula original de DNA (Figura 1) (4, 12).
cada banda tiene una media de unos 7 millones | Los mapas fisicos de mayor resoluciéon se suelen
de pares de bases (9, 10). elaborar a partir de genotecas (bibliotecas
A C
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Figura 1. Secuenciacién por el método de Sanger. (A) Ambas cadenas de DNA pueden ser separadas por accién de altas temperaturas
(= 95°C). (B) Un oligonucledtido iniciador se emplea para permitir a la enzima DNA polimerasa (secuenasa) agregar el siguiente
nucledtido. (C) Se realizan cuatro mezclas de reaccién, en las cuales cada una contendra los cuatro nucleétidos y un didesoxinucleétido
marcado. (D) Las reacciones son separadas en un gel de electroforesis capilar de poliacrilamida y cada banda generada es detectada
por un laser.
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de genes) en las que el genoma a estudiar se
encuentfra fragmentado en multitud de trozos
aleatorios y desordenados, cada uno de ellos
clonado por separado en un vector adecuado:
plasmido, cdsmido, cromosomas artificiales de
levadura (Yeast Arfificial Chromosomes, YACs),
cromosomas artificiales de bacteria (Bacterial
Artificial Chromosomes, BACs), etc. Laelaboracién
de los mapas fisicos es, en cierto modo, similar a
la de ensamblar un rompecabezas: consiste en
ordenar los fragmentos del genoma mediante la
bUsqueda de fragmentos que tienen alguna zona
en comun; es decir, hallar conjuntos de pares
de fragmentos parcialmente superpuestos. Ello
conduce al concepto contig, que es un conjunto
de fragmentos de un genoma que se han clonado
por separado, pero que son contiguos y que estdn
parcialmente superpuestos. La cartografia de los
contigs se puede redlizar buscando la “huella
genética” comun a distintos clones de una
genoteca de DNA humano. Dicha huella puede

consistir en un patrén compartido de secuencias
de enzimas de restriccidn (que se pueden
indagar ayuddndose de algoritmos y programas
de cémputo adecuados). Las estrategias mds
recientes hacen uso de DNA humano en forma de
unos 20,000 fragmentos independientes clonados
en los BACs, y buscando la “huella genética
comun” entre clones con base en la deteccién
de determinadas secuencias repetitivas. El Ultimo
gran hito en cuanto a elaboracién de mapas
fisicos ha sido el desarrollo de “marcadores fisicos
universales” facilmente generables, que permiten
que los datos obtenidos en un laboratorio sean
rdpidamente compartidos y asumidos por toda
la comunidad investigadora (Figura 2). Se trata
de los llamados “lugares etiquetados por su
secuencia” (Sequence Tagged Sites, STS). Los STS
consisten en fragmentos cortos de DNA (de entre
100y 1000 pb) cuya secuencia exacta se conoce
y se sabe que es Unica en todo el genoma. Los
STS definen puntos concretos Unicos del mapa

DNA Gendmico
B Libreria BAC
e - —  Contigs organizados
.~ - T BAC a ser secuenciado
A e 3 o~ - ~— ?
D AT e Ty
ACOITARRTAGEIC TEATCATICTTAAR o
E TEATCRTEC TTARACCC TETECATCCTACTS, . . Ensamblado y secuenciacion
del fragmento
ACCETRAATGEECTEAT CATECTTARRCCCTET 3CATOCTACTS. o .

Figura 2. Estrategia para la secuenciacién de genomas empleando clones BAC organizados en contigs. (A) El DNA blanco a ser
secuenciado es fragmentado y clonado. (B) Los fragmentos clonados resultan en una librerfa de vectores de clonacién de fragmentos
grandes (BAC). (C) Los fragmentos de DNA gendmico son organizados en mapas fisicos. (D) Los clones BAC son seleccionados y
secuenciados por la estrategia de escopeta. (E) Las secuencias son ensambladas para reconstruir la secuencia del genoma.
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fisico y constituyen magnificos “marcadores”
facilmente detectables. El empleo de los STS
ayuda a elaborar mapas de contigs segun el
contenido del STS de los clones superpuestos.
Estos mapas de STS permiten la integracion de
los mapas genéticos vy fisicos, hacen accesible la
fase de secuenciacién y facilitan la clonacién de
genes implicados en enfermedades mediante la
llamada estrategia del candidato posicional (6,
12).

ElequipodelacompaniaCeleraGenomics,que
incluye a unos 282 investigadores de instituciones
de EUA, Australia y Espaia, en representacién
de 12 organizaciones académicas, sin fines de
lucro y comerciales, obtuvo muestras de DNA de
cinco personas, fres mujeres y dos hombres. Este
grupo incluyd un afroamericano, un chino, un
hispano y dos blancos. Luego de seleccionarlos
para librarlos de contaminantes y conjuntarlos en
bibliotecas de DNA, se analizaron los trozos del
codigo genético de estos donantes.

Un elemento central de este andlisis fue
la estrategia de “shotgun” (o escopeta). Este
sistema computarizado empieza fragmentando
el genoma en un conjunto al azar de piezas de
una longitud conocida de 2,000 pb, 10,000 pb y
50,000 pb. Luego de su secuenciacién, se usan
operaciones matemdaticas para ensamblar los
fragmentos en bloques continuos y asignarlos
al lugar correcto que ocupan en el genoma.
En comparacién, el método de Sanger duplica
grandes trozos del cédigo humano en forma de
clones BACs los cuales pueden ser colocados en
elmapa del genoma enla regidon apropiada. Esta
estrategia, usada por los investigadores del PGH
y financiado con fondos publicos, concentra al
comienzo mds tiempo y esfuerzo enla generacién
de clones y mapas, mientras que la estrategia de
Celera Genomics usa al final con mds intensidad
las computadoras.

Celera Genomics empled el método de
escopeta para establecer la secuencia del DNA
cubriendo, por lo tanto, todo el genoma cinco
veces (11, 12). A continuacion, la informacién del
genoma de los BACs, depositada en el banco
de datos publico, fue dividida en segmentos
cortos de 550 bases y cargada en la férmula de
escopeta para cubrir el genoma ofras 2.9 veces.
El grupo de investigaciéon ensambld luego varias
veces la secuencia del genoma humano, usando
dos férmulas u operaciones matemdticas: un

enfoque de Ensamblado del Genoma integro
(EGI), que permitié trabajar de inmediato con
toda la secuencia, y un enfoque de Ensamblado
de Escopeta Dividido en Compartimientos (EEC),
disenado para aclarar segmentos especificos
(6, 11). La secuencia producida por Celera
cubre mds del 99 % del genoma. Segun Celeraq,
alrededor del 85 % del genoma estd en segmentos
correctamente ordenados de, por o menos,
500,000 pb. La secuencia indica la existencia
de 26,383 genes codificantes de proteinas v,
débilmente, indica la existencia de otros 12,731
genes humanos hipotéticos. Por lo tanto, el total
de genes varia de 26,383 a 39,114. Para hacer
una doble comprobacién de la precisién de su
secuencia, se compard el trabajo descrito con
secuencias completadas de los cromosomas 21 y
22 y se encontrd una “excelente concordancia”.
Cuando se compard con la secuencia del
resto de los cromosomas, el andlisis insinué que
hay muchos mds puntos de ruptura (errores de
ensamblado o variaciones genéticas) en el
proyecto de ensamblado (financiado con fondos
puUblicos) que en el ensamblado de Celera (9, 11,
12).

En Ultimas fechas se crearon los chips de
hibridacién que sirven como un método de
secuenciacion por hibridacién en chips con
oligonucledtidos. Se basa ello en sintetizar
distintas sondas de oligonucledtidos y unirlas en
disposiciones ordenadas (arreglos) a una fina
placa de nylon o vidrio. El chip se prueba frente
a un DNA marcado fluorescentemente, de
modo que el patrén y cantidad de fluorescencia
suministra informacién sobre la secuencia del
DNA en cuestion. A modo de estudio piloto sobre
sus posibilidades, la empresa Affimetrix ha logrado
re-secuenciar por este método los 16 kb de DNA
mitocondrial humano, con un dispositivo formado
por 135,000 oligonucledtidos (2, 13).

RESULTADOS OBTENIDOS POR
EL PROYECTO GENOMA HUMANO

Al momento, el PGH ha arrojado algunas
cifras:

1. El genoma humano contiene 3.1647 x 10¢
kb de nucledtidos.

2. El tomano del gen promedio consiste
en 3000 bases, pero los tamanos varian
enormemente. El gen humano mds grande
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conocido es que codifica para la distrofina
con 2.4 millones de bases.

3. El nUmero total de genes estimado es de
30,000 a 35,000, mucho menor que las
estimaciones hechas anteriormente, que
iban de 80,000 a 140,000.

4, Casi todas las bases de nucledtidos (99.9%)
son exactamente las mismas en toda la
poblacion.

5. Las funciones son desconocidas para mds
del 50% de los genes descubiertos.

6. Menos del 2% del genoma codifica para
proteinas.

7. Las secuencias repetidas que no codifican
para proteinas compone al menos el 50%
de genoma humano.

8. Las secuencias repefitivas, como se
pensaba, no fienen funciones directas,
pero apoyan la estructura y la dindmica
del cromosoma. Con el fiempo, estas
repeticiones reacomodan al genoma,
creando nuevos genes y modificando y
reorganizando los genes existentes.

9. Durante los pasados 50 millones de anos,
parece haber ocurrido una disminucion
dramdtica en la tasa de acumulacion de
repeticiones en el genoma humano (4).

La porcién de heterocromatina secuenciada
del genoma comprende aproximadamente 2.9
x 10¢ kb de DNA. Eltamano total del genoma es
aproximadamente 3.2x 10%kb, porloqueelrestante
10% (0.3 x 10¢ kb) corresponde a secuencias
altamente repetitivas en la heterocromatina. La
mayoria de las secuencias altamente repetitivas
son elementos transponibles, es decir, que
pueden cambiar de lugar, que se mueven a lo
largo de todo el genoma como intermediarios de
RNA, estos representan el 45% de la secuencia de
eucromatina. Otro 5% del genoma consiste de
segmentos de DNA duplicado, de tal manera
que cerca del 60% del genoma humano consiste
de secuencias de DNA repetitivas (3).

PERSPECTIVAS DEL PROYECTO
GENOMA HUMANO [

El PGH influird enla biomedicina, pues permitird
avanzar en el conocimiento de la base genética
de enfermedades (Medicina Gendmica) y abrird
perspectivas nuevas en el diagndstico, prondstico
y tratamiento de enfermedades; aunque esto
Ultimo requerird de investigaciéon post-gendmica.

Diagnéstico molecular: Deteccion de
mutaciones. El avance en el PGH y en los
mapas y secuencias ya disponibles impulsan
la necesidad de disponer de técnicas
capaces de rastrear DNA en la bUsqueda de
mutaciones asociadas con enfermedades
humanas. En los préximos anos se habrdn
identificado la mayor parte de los genes
implicados en enfermedades humanas
importantes y en las bases de datos se estd
infroduciendo informacién sobre mutacionesy
susimplicaciones clinicas. Uno de losretos de la
medicina serd hacer uso de dicha informacion
para mejorar el diagndstico y prondstico de
las enfermedades denfro de segmentos de
DNA con secuencia conocida.

Nuevos y mejores marcadores polimoérficos.
Los SNPs se encuentran frecuentemente en
el genoma y existe un SNP cada 1,000 pb
aproximadamente. Si bien la mayoria de
los SNPs se encuentran fuera de la region
codificante de los genes, algunos contribuyen
directamente ala patologia por alteracién de
un gen y como consecuencia, de la proteina
correspondiente. Los SNPs son la base de un
fuerte desarrollo en el terreno de la disciplina
farmacogendmica y para el descubrimiento
de nuevos caracteres asociados con
enfermedades.

Los “chips” genéticos. Los SNPs proporcionan
la base para confeccionar un mapa genético
detallado de cada individuo. La posibilidad
de evaluar la variacién individual en un
solo ensayo genético es factible gracias all
desarrollo de la microelectréonica aplicada
a la genética molecular. Un conjunto de
sondas derivadas de SNPs (que representan la
variacion gendmica de un individuo) se hace
reaccionar con el chip y permite obtener
un patrén de hibridacidn  caracteristico
del genoma del individuo estudiado. El
perfil genético se interpreta en un lector
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de fluorescencia confocal y en su andlisis
interviene un procesador electrénico. Este
tipo de andlisis permitird no sélo continuar
el andlisis de enfermedades genéticas
monofactoriales, sino también comenzar
con mejores posibilidades de éxito con el
andlisis de enfermedades multifactoriales,
tales como la hipertensiéon, la esquizofrenia,
las enfermedades maniaco-depresivas
o la diabetes tipo Il. Otra consecuencia
de esta tecnologia es la busqueda de un
medicamento adaptado al perfil genético
de cada paciente, base de los desarrollos
farmacogendmicos (6, 12).

CONSIDERACIONES ETICAS

El desarrollo cientifico, en lo que respecta al
PGH, abre las puertas a diferentes tratfamientos
que podrian ser benéficos para el hombre; sin
embargo, no se debe olvidar que esto implica
manipular directamente los mecanismos que
transmiten la vida y dirigen la evolucion de las
especies, incluyendo la humana. Estos hechos
exceden los conceptos de ética y humanidad,
ya gue nunca se habia pensado en la posibilidad
de que la vida fuera manipulada de este modo.
Asi surgen preguntas como: sse debe prohibir
o desaconsejar algun tipo de manipulaciéon
genéticag, sa quién le corresponde la
responsabilidad de discriminar entre lo permitido

o no? Asi, la UNESCO se compromete a promover
y desarrollar la reflexién ética en los avances
cientificos dentro de las dreas de la biologia y la
genética (1, 5, 8, 9)

CONCLUSIONES

En este trabajo se presenta un andlisis
cualitativo y cuantitativo del Proyecto Genoma
Humano, con base en la informacién obtenida
de diferentes medios bibliogrdficos. El PGH es un
esfuerzo cientifico internacional que pretende
localizar y secuenciar todos los genes que
constituyen elgenoma humano y de algunos otros
organismos, con el fin de adquirir el conocimiento
de la organizacién, estructura y funcién de los
genes en los cromosomas. El PGH hace uso de
la cartografia genética y la cartografia fisica
para caracterizar el genoma. El conocimiento
integral del genoma humano tiene aplicaciones
potenciales que van mds alld de la genética
propiamente dicha, pues se podrd valorar la
susceptibilidad y la resistencia a enfermedades y
disenar estrategias mds poderosas y especificas
para su confrol; asi como profundizar en
importantes aspectos del orden bioldégico y de
interés econdmico y social. El conocimiento del
genoma humano ofrecerd nuevas formas de
prevencién, diagnéstico y tratamiento de las
enfermedades.
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