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Bases moleculares de la herencia
X. Estivill Palleja

Nueva genética en la practica
médica: del conocimiento
a la revolucion tecnologica

La genética molecular se ha desarrollado de forma extra-
ordinaria durante los ultimos 25 afios. El descubrimiento de
la estructura de doble hélice del dcido desoxirribonucleico
(DNA), la determinacién del paso de la informacién del gen
a la proteina y el conocimiento de la estructura y de los me-
canismos de acciéon de muchas proteinas relevantes en las
distintas vias metabdlicas o con funcién estructural, han sido
los avances mas destacados que se han realizado en el estu-
dio de las bases moleculares de la vida. A este progreso en el
campo del conocimiento debe anadirse el desarrollo de la
tecnologia del DNA recombinante, que ha permitido disponer
de herramientas de andlisis inimaginables hace sélo unos
anos.

Hasta hace poco, la genética molecular ha estado alejada
de las ensenanzas médicas, principalmente debido a que
esta rama de la biologia se ha desarrollado muy lejos de la
practica clinica, pero también debido a que las aplicaciones
médicas de esta disciplina han evolucionado muy rapida-
mente, sin que haya existido una transmisiéon académica de
los avances realizados a los médicos en formacién. Sin em-
bargo, la revolucién tecnolégica que ha acompanado a la
genética molecular durante los Ultimos anos ha permitido
la aplicacion de esta disciplina al estudio, diagndstico, trata-
miento 'y prevencion de las enfermedades humanas. En la ac-
tualidad, la genética molecular constituye una disciplina im-
prescindible para el conocimiento médico, del mismo nivel
que la anatomia, la fisiologia o la histologia.

Las notables aportaciones realizadas en los anos cincuen-
ta y sesenta sobre las bases moleculares de la herencia, la es-
tructura del DNA y el descubrimiento del cédigo genético no
permitieron, sin embargo, realizar estudios en los organismos
superiores (eucariotas) hasta principios de los anos setenta.
El desarrollo de los métodos de ingenieria genética ha permi-
tido disponer de herramientas poderosisimas para el estudio
molecular. Entre los avances metodoldgicos mas relevantes
debemos destacar: la transcripcién de las secuencias del dci-
do ribonucleico (RNA) mensajero, mediante la enzima trans-
criptasa inversa, en DNA complementario (cDNA); el empleo
de las enzimas de restriccion que cortan el DNA en fragmen-
tos de distintos tamanos; el método de analisis molecular de
Southern, para el estudio de cualquier secuencia de DNA
con una sonda especifica; la integracion del DNA en el inte-
rior de vectores (plasmidos o bacteri6fagos), que ha permiti-
do la obtencién de recombinantes y la clonacion de genes,
y el andlisis de la secuencia del DNA. Si bien en genética mo-
lecular la mayoria de las técnicas que se utilizan son muy la-
boriosas, algunas han podido ser automatizadas, como la sin-
tesis de oligonucleétidos (secuencias cortas de nucleétidos),
la secuenciaciéon del DNA y la clonacién in vitro de los aci-
dos nucleicos.

Con el desarrollo de la tecnologia del DNA recombinante
y su aplicacioén a la medicina, se aislaron los primeros genes
humanos (lactégeno placentario y hemoglobina). El estudio
de los genes de la hemoglobina ha revelado una variada pa-
tologia molecular, siendo un modelo ttil para el estudio de
otros genes. A principios de los afios ochenta sélo una vein-
tena de genes humanos habian sido clonados, mientras que
en la actualidad la cifra sobrepasa los 3.000 genes.

Genética molecular y patologia
humana

El desarrollo tecnolégico experimentado en los anos se-
tenta se ha aplicado con éxito para resolver importantes ne-
cesidades del estudio y diagnéstico de las enfermedades
genéticas. La utilizacién de las enzimas de restriccion y el
descubrimiento de los fragmentos de restriccion de longitud
polimorfica (FRLP), permitieron desarrollar el concepto de
genética reversa o clonacion posicional, empleando marcado-
res del DNA para localizar en el genoma los genes responsa-
bles de las distintas enfermedades hereditarias que afectan al
hombre. Una vez localizado el gen, es posible el diagndstico
directo del defecto molecular o el andlisis indirecto sobre la
base de la herencia de FRLP préximos al gen mutado.

Las principales consecuencias de los avances en el anali-
sis de la patologia molecular se han centrado en la preven-
ciéon de las alteraciones genéticas hereditarias. El consejo
geneético ofrece a las familias con defectos hereditarios opcio-
nes reproductivas adecuadas, gracias al diagnostico prenatal
y a la deteccion de portadores. Para un considerable nimero
de enfermedades genéticas es posible establecer el diagnoés-
tico prenatal, en algunos casos sin que el defecto molecular
responsable haya sido identificado. A medida que se locali-
zan nuevos genes, aumenta el nimero de enfermedades ge-
néticas que pueden ser estudiadas desde el punto de vista
molecular, existiendo en la actualidad méas de 700 procesos
cuya localizacién cromosémica es conocida. Por otra parte,
los avances en el andlisis de los trastornos hereditarios han
sido bésicos para el estudio de la patologia celular y molecu-
lar de las enfermedades adquiridas del genoma, como el
cancer.

Los avances en el campo de la biologia molecular han
simplificado considerablemente la metodologia del aisla-
miento y de andlisis genéticos. Algunas de las enfermedades
genéticas, hereditarias o adquiridas, de las que antano tenia-
mos limitadas nociones sobre sus bases bioquimicas, pue-
den ser definidas en la actualidad desde el punto de vista
molecular con una gran precision. Los progresos que se es-
tan realizando en el conocimiento de la patologia molecular
humana suponen un crecimiento exponencial en lo que se
refiere a la informacién generada.

Espectro de la patologia genética humana

En las dltimas décadas se ha producido un progreso consi-
derable en los niveles sociales y de atencién médica. En los
paises desarrollados, la mortalidad infantil debida a procesos
infecciosos y a malnutricion ha disminuido notablemente. El
mejor control sobre la enfermedad infecciosa y nutricional
ha permitido descubrir el papel real de los procesos de ori-
gen genético (total o parcial) en la morbilidad y mortalidad
infantil.

Existen mas de 6.000 alteraciones que son heredables de
forma dominante, recesiva o ligada al sexo. Las enfermeda-
des genéticas hereditarias afectan al 1% de la poblacién, re-
presentan mas del 5% del total de los ingresos hospitalarios
en pediatria y son una causa importante de mortalidad an-
tes de los 15 afos de vida. La mayoria de las enfermedades
hereditarias son raras, pero algunas tienen una elevada in-
cidencia, como es el caso de la fibrosis quistica, altamente
frecuente en la poblacién de raza blanca (1/2.500) en com-
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paracion con Asia o Africa. La anemia de células falciformes
es la enfermedad hereditaria monogénica mas frecuente en
la poblacién mundial y tiene una incidencia de 1/40 en Afri-
cay de 1/400 en la poblacién de raza negra americana. Otras
enfermedades como la distrofia muscular de Duchenne, la
hemofilia A y el retraso mental ligado al cromosoma X fragil
tienen incidencias entre 1/3.000 y 1/10.000.

Las anomalias cromos6micas son la causa de pérdida fetal
y malformacién congénita mejor definida. La frecuencia de
abortos espontaneos en el total de embarazos es del 15%, y
en la mitad de los casos existe asociada una anomalia cro-
mosomica. La frecuencia de las anomalias cromosémicas en
el nacimiento es del 5,6%0, dando mas de un centenar de
cuadros clinicos distintos, de los que el mas conocido y fre-
cuente es el sindrome de Down (trisomia 21), con una inci-
dencia aproximada de 1 de cada 700 nacimientos.

Las malformaciones congénitas o dismorfologias tienen
una elevada incidencia. Malformaciones como la anencefa-
lia, las malformaciones cardiacas, la estenosis pilérica, la
hernia inguinal, la escoliosis o la espina bifida tienen una in-
cidencia de entre 2 y 30 de cada 700 nacimientos. La mayo-
rfa de estos procesos tienen un importante componente ge-
nético y muchos de ellos son de origen poligénico.

Las enfermedades crénicas con un componente genético
notable afectan a mas del 10% del total de la poblacién adul-
ta. Existe un componente genético variable en las enferme-
dades comunes que padece la sociedad occidental, como la
enfermedad coronaria isquémica, la hipertension, las enfer-
medades mentales o la diabetes. En muchos casos, el com-
ponente genético que existe en estas enfermedades comu-
nes es probablemente poligénico, como se ha visto ya en
enfermedades como la esquizofrenia y la psicosis maniaco-
depresiva. Alrededor de un tercio de los pacientes con enfer-
medad coronaria isquémica tienen algin tipo de anomalia
de las lipoproteinas. La hipercolesterolemia familiar se here-
da de forma autosémica dominante y afecta a 1 de cada 500
personas en EE.UU.

Los estudios de ligamiento genético, utilizando marcado-
res del DNA, han permitido la localizacién cromosémica de
un considerable nimero de genes. En los ultimos anos se
han podido identificar los genes implicados en enfermeda-
des hereditarias, de especial relevancia por lo que respecta a
su incidencia y gravedad, como la corea de Huntington, la fi-
brosis quistica, las neurofibromatosis, la distrofia mioténica,
la distrofia muscular de Duchenne, la miocardiopatia hiper-
trofica, el retraso mental ligado al cromosoma X fragil, las
ataxias hereditarias, la poliposis de colon familiar, el sindro-
me de Marfan, etc. Este mismo tipo de estudios ha permitido
desvelar el componente genético de otras enfermedades co-
munes que afectan al hombre y permiten sefnalar las regio-
nes cromosomicas en que se encuentran los genes implica-
dos en ellas. Enfermedades como la demencia de Alzheimer,
la psicosis maniaco-depresiva, la esquizofrenia o el alcoholis-
mo han sido analizadas genéticamente y han podido locali-
zarse las regiones cromosOmicas implicadas en ellas, permi-
tiendo el abordaje molecular, aun sin conocer el defecto
bioquimico. Cabe esperar que esta metodologia permita lo-
calizar la mayoria de los genes implicados en patologia hu-
mana, desentranando las bases moleculares de las enferme-
dades comunes que afectan al hombre.

Enfermedades neoplasicas
y patologia molecular

La mayoria de las formas de cancer son el resultado de de-
fectos adquiridos del genoma, aunque en una pequena parte
existen alteraciones que se presentan de forma hereditaria.
La investigacién en el campo de los oncogenes ha ampliado
considerablemente nuestros conocimientos sobre la génesis
del cancer. En algunos casos, los oncogenes pueden ser acti-
vados mediante mutaciones puntuales que originan la pro-
duccién de una proteina anémala y la génesis tumoral. En
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otras situaciones, la activacion de los oncogenes puede ser
debida a translocaciones o reordenamientos cromosémicos.
Otro mecanismo tumoral es la homocigosidad que se en-
cuentra en el retinoblastoma, el tumor de Wilms y en mu-
chos otros tumores, siempre debido a la herencia de una
mutacién germinal y a la produccioén de una mutacion soma-
tica o un reordenamiento cromosomico consiguientes en
una unica célula.

Existen varios ejemplos de herencia mendeliana en el can-
cer humano: las neurofibromatosis, la poliposis colénica fa-
miliar, la neoplasia endocrina multiple, el sindrome de Von
Hippel-Lindau, el sindrome de Li-Fraumeni, el cancer de
mama, el melanoma maligno, etc. Para varios de estos proce-
sos ya se han aislado los genes implicados y se ha podido po-
ner en evidencia su participacion en otras neoplasias huma-
nas. Algunos de estos genes son oncogenes, mientras que
otros se conocen con el nombre de antioncogenes, en los
que la transformacién neoplésica esta relacionada con la le-
sién en los dos alelos de cada uno de ellos. Otro mecanismo
genético de relevancia en el desarrollo tumoral reside en de-
fectos en genes encargados de la reparacion del material ge-
nético.

Genética molecular y tratamiento

Hasta hace poco, las enfermedades de origen genético te-
nian pocas posibilidades terapéuticas, centrandose la mayo-
rfa de las acciones médicas en el campo de la prevencion.
Algunos de los defectos metabdlicos pueden ser controlados
mediante la administracién de la enzima o proteina o previ-
niendo la acumulacién de metabolitos t6xicos mediante una
dieta apropiada. Sin embargo, en los tltimos anos se han de-
sarrollado enormes perspectivas para el tratamiento de algu-
nas enfermedades hereditarias. La correccién de los trastor-
nos hereditarios mediante la sustitucion del gen deletéreo
por el gen normal debe permitir el control directo de las en-
fermedades genéticas en general, y del cancer en particular.
Los primeros resultados positivos en experimentos en huma-
nos se han obtenido en algunas neoplasias humanas y en el
déficit de adenosindesaminasa (ADA). Experimentos en ani-
males de laboratorio permiten augurar un futuro muy espe-
ranzador para la distrofia muscular de Duchenne y para la
fibrosis quistica, habiéndose aprobado los primeros experi-
mentos en seres humanos en varios paises.

La obtencién de los productos proteicos mediante inge-
nierfa genética permite su administracién terapéutica, consti-
tuyendo el tratamiento idéneo para varias enfermedades. La
produccion industrial mediante ingenierfa genética de in-
sulina, factores VIII y IX de la coagulacion, hormona del
crecimiento, interferones, factor estimulante de colonias gra-
nulomonociticas (GM-CSF) y granulociticas (G-CSF) eritropo-
yetina, activador tisular del plasminégeno, vacunas, etc., es
ya una realidad, con la extraordinaria ventaja de la pureza
de los productos obtenidos, evitando la presencia de agentes
infecciosos contaminantes.

Los animales de laboratorio que contienen genes que no
les son propios se denominan transgénicos. La obtencién de
estos animales permite el estudio de la expresién de los ge-
nes humanos. Por otra parte, también es posible la manipula-
cién de genes en animales de laboratorio, ocasionando lesio-
nes que reproducen enfermedades genéticas humanas, lo
que permite disponer de modelos animales experimentales
para su estudio.

(Genomas exdgenos y patologia humana

El aislamiento de los genomas de los organismos que pue-
den infectar al hombre ha permitido realizar avances con-
siderables sobre la patogenia de los procesos en que se
encuentran implicados. Entre estos organismos debe desta-
carse los virus de las hepatitis B y C, el virus del sindrome de



BASES MOLECULARES DE LA HERENCIA

la inmunodeficiencia adquirida humana (SIDA) y el papilo-
mavirus humano. El conocimiento de la secuencia de estos
virus ha permitido estudiar sus mecanismos de integracién
en el genoma humano, a la vez que ha facilitado el desarro-
llo de nuevas estrategias de vacunacién, como la disponible
en la actualidad para la hepatitis B, mediante la obtencién
de la vacuna recombinante. Por otra parte, la nueva tecnolo-
gia permite el diagnostico genotipico de estos procesos, cuya
fidelidad es superior a la de los métodos inmunolégicos exis-
tentes en la actualidad, ademés de permitir un diagnéstico
del proceso infectivo en sus primeras fases.

Individualidad del material genético

Los estudios moleculares han puesto de manifiesto la va-
riabilidad individual del material genético. Esta variabilidad
permite la aplicacién de la genética molecular a estudios an-
tropolégicos y de identificacion de individuos, de gran rele-
vancia en medicina legal y forense. La posibilidad de amplifi-
car cualquier secuencia de DNA a partir de escaso material
genético ha incrementado de forma notable las posibilida-
des de la genética molecular en este campo, permitiendo el
andlisis de muestras en parafina o formol.

DNA y medicina predictiva

Una de las principales consecuencias del enorme progre-
so en el conocimiento sobre la estructura de los genes huma-
nos y del desarrollo tecnolégico experimentado es su aplica-
cién en el diagnéstico de la patologia humana. A medida
que se progresa en el estudio del mapa del genoma humano,
un nimero mayor de loci son accesibles al andlisis genotipi-
co, permitiendo estudiar en cada individuo un gran nimero
de enfermedades, la predisposicion a ellas, determinar el es-
tado de portador y realizar diagnostico prenatal y presintomd-
tico de los distintos procesos genéticos.

Los avances que se estan realizando en genética molecu-
lar humana permitiran la prediccién de los procesos patol6-
gicos que pueden afectar a cada individuo. De este modo,
puede decirse que entramos en el periodo de la medicina
predictiva, mediante la cual el médico podré realizar una me-
dicina preventiva individual eficaz. Esta nueva situacion tiene
aspectos éticos de gran relevancia, ya que se plantea la cir-
cunstancia de poder diagnosticar enfermedades, para mu-
chas de las cuales todavia no existen posibilidades terapéuti-
cas, mucho antes de que se desarrollen. Desde el punto de
vista diagnodstico, los avances que se realicen en este campo
dependerén, en gran parte, de la facilidad con la que pue-
dan incorporarse a la practica clinica los conocimientos que
se deriven de las investigaciones.

Informacion genética

El DNA es, sin la menor duda, la molécula més importante
de la vida. En la cadena del DNA se encuentra la informa-
cién que determina la estructura de las proteinas, asi como
las instrucciones para el crecimiento, el desarrollo y la dife-
renciacion celulares. El DNA ha sido el artifice de la evolu-
cién de las especies desde el origen de la vida en nuestro
planeta hace mas de 3 billones de afos.

Las células constituyen la forma mas pequena de vida. Las
células que contienen un ntcleo que almacena el material
genético se denominan eucariotas, mientras que las células
sin nicleo se designan como procariotas. En las células euca-
riotas el DNA se encuentra en estructuras denominadas cro-
mosomas. Las células tienen la capacidad de desarrollarse y
dividirse y constituyen verdaderas factorias en las que se pro-
ducen millares de proteinas con distintas funciones en los es-

pacios intracelular y extracelular. Estas distintas funciones
definen la especializacién celular. Por otra parte, cada una
de las moléculas de una célula determinada es capaz de rea-
lizar un considerable nimero de reacciones quimicas con
moléculas procedentes de otras células.

Las distintas proteinas estan formadas por cadenas consti-
tuidas por 20 aminodcidos distintos, siendo la secuencia de
éstos y la longitud de la cadena la base de la diversidad pro-
teica y polipeptidica. A pesar de que la mayoria de las protei-
nas son enzimas, muchas tienen una funcién estructural, y
otras actian como hormonas.

La totalidad de las caracteristicas que poseemos los seres
vivos las hemos heredado de nuestros padres y han sido
transmitidas a nosotros desde las postrimerias del origen del
hombre. Los experimentos que realizé MENDEL en la década
de 1860 permitieron comprobar que las distintas caracteristi-
cas de un individuo se encuentran bajo el control de dos fac-
tores distintos, que hoy conocemos como genes, provenien-
tes de cada uno de nuestros padres. Del mismo modo, es
posible distinguir entre las caracteristicas fisicas del indivi-
duo, a las que denominamos fenotipo, y la composiciéon ge-
nética exacta de aquél, que se conoce como genotipo. De
este modo, los genes que se bastan por si solos para la expre-
sién de la caracteristica que determinan se designan domi-
nantes, mientras que aquellos que requieren dos copias para
su expresion se denominan genes recesivos. El DNA de cada
célula es capaz de codificar para mas de 50.000 proteinas
distintas. Los genes que codifican para estas proteinas se en-
cuentran situados de forma lineal en la cadena del DNA y es-
tan empaquetados en los cromosomas. Cada célula de nues-
tro organismo (somatica) tiene 46 cromosomas agrupados
en 23 pares; cada par de cromosomas ha sido heredado de
cada uno de nuestros progenitores.

Cromosomas

El DNA se encuentra dentro del nicleo celular, organizado
en unas estructuras denominadas cromosomas (del griego,
cuerpos coloreados). Los cromosomas se estudian durante la
divisién celular y, concretamente, durante la prometafase tar-
dia y la metafase, ya que es cuando presentan un grado de
condensacion adecuado que permite su identificacion. Un
cromosoma tipico es una estructura simétrica constituida por
dos elementos idénticos, las cromadtides, cada una de las cua-
les estd formada por una molécula Gnica de DNA de doble
hélice con sus proteinas asociadas, que recorre el cromoso-
ma de forma continua de un extremo a otro. Ambas cromati-
des conectan entre si en una constriccion, denominada cons-
triccion primaria o centromero, que resulta crucial para la
orientacion del cromosoma durante la division celular. A am-
bos lados del centromero se sitian unas estructuras proteicas,
visibles s6lo mediante el microscopio electrénico, denomina-
das cinetocoros, a las que se asocian las fibras del huso acro-
matico durante la metafase y la anafase (fig. 9.1).

El nimero de cromosomas, que se encuentran en forma
de pares de homaologos (dotacion diploide, 2n), es constante
para todas las células somadticas, mientras que las células ger-
minales maduras poseen s6lo un cromosoma de cada par
(dotacion haploide, n). El nimero diploide es 46, y esta orga-
nizado en 23 pares; 22 son autosomas, y al par restante se le
denomina gonosomas o cromosomas sexuales, que son di-
ferentes segtn el sexo: XX para la hembra (sexo homogameti-
co) y XY para el varén (sexo heterogametico). Cada par de
cromosomas homdologos posee caracteristicas morfologicas
parecidas y en ambos sus genes contienen informacién para
los mismos caracteres, aunque no necesariamente la infor-
macioén serd idéntica, ya que uno tiene origen materno, y
otro, paterno.

Si bien todos los cromosomas tienen la misma organiza-
cion, la forma y el aspecto de cada uno de ellos son distintos,
segln sean la longitud y la disposicion del centrémero, el cual
determina dos brazos: uno corfo y uno largo a los que denomi-
namos p y q, respectivamente. En 1960 se normaliz6 la no-
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Fig. 9.1. Representacion esquemadtica de un cromosoma durante la
metafase, en la que se aprecian las dos cromdtides unidas en el cen-
tromero.

menclatura utilizada para cada uno de los cromosomas hu-
manos y en 1971 se estableci6 un sistema para identificar las
regiones y subregiones originadas por las técnicas de andlisis
de bandas (bandeo). Las bandas se definen como una parte
del cromosoma que puede identificarse de los segmentos ad-
yacentes, al aparecer mas clara o més oscura que éstos, se-
gin el método de tincién empleado. El cariotipo consiste en
la disposicién ordenada de los cromosomas segin la forma y
el tamano, atendiendo a los criterios de mayor a menor y la
localizacion del centrémero o bien a la técnica de bandeo
correspondiente. Por ejemplo, 9q34.12 indica cromosoma 9,
brazos largos, regién 3, banda 4, subbanda 1-2 (fig. 9.2). En el
estudio de un caso determinado, una vez ordenados los cro-
mosomas y comprobado que su niimero es correcto, los pa-
res homologos son iguales y su morfologia se cife a la descri-
ta, se concluye que la muestra se corresponde a un cariotipo
normal, cuyo nimero y férmula es de 46,XX para la mujer y
46,XY para el varon (fig. 9.3). Los cariotipos son laboriosos y
su indicacién siempre se basa en criterios clinicos. Los cro-
mosomas se estudian més facilmente en los linfocitos de san-
gre periférica, pero cualquier tejido puede ser (til, en parti-
cular médula 6sea, fibroblastos de piel, amniocitos, etc.

Estructura de los 4cidos nucleicos: DNA y RNA

El DNA es una macromolécula muy larga, de doble hebra,
formada por un gran niimero de desoxirribonucledtidos, cada
uno de los cuales contiene una base nitrogenada, un aztcar
y un grupo fosfato. Las bases del DNA son las portadoras de
la informacién genética, mientras que los azlicares y grupos
fosfato tienen un papel estructural (fig. 9.4).

El RNA esta formado por una sola cadena de ribonucledti-
dos. El azicar del DNA es la desoxirribosa, mientras que en
el RNA es la ribosa. La desoxirribosa se diferencia de la ri-
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Fig. 9.2. Localizacion del grupo sanguineo ABO en el brazo largo
(q) del cromosoma 9, region 3, banda 4, subbandas 1-2.
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Fig. 9.3. Cariotipo normal humano de un varon.

bosa en que le falta un 4tomo de oxigeno. Las bases nitro-
genadas pueden ser piricas o pirimidicas; las puricas son la
adenina (A) y la guanina (G), y las pirimidicas, la citosina
(Ola timina (T) y el uracilo (U). Un nucledsido consiste en
una base ptrica o pirimidica unidas a un azicar. Los cuatro
nucledsidos del DNA son desoxiadenosina, desoxiguanina,
desoxitimidina y desoxicitidina, mientras que los del RNA
son adenina, guanina, citosina y uracilo (fig. 9.5).
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Fig. 9.4. Estructura espacial de la molécula de doble hélice del DNA
y organizacion molecular de éste. A: adenina; G: guanina; T: timina;
C: citosina.

DNA y replicacion

La estructura del DNA consiste en un armazén de desoxi-
rribosas unidas a grupos fosfato; esta estructura es invariable
a lo largo de toda la molécula. El 5-hidroxilo (OH) del azi-
car de un desoxirribonucleétido se une al 3-OH del azicar
adyacente mediante un puente fosfodiéster. La parte variable
del DNA es la secuencia de las cuatro bases, A, G, Ty C. Un
extremo de la cadena del DNA tiene un grupo 5-OH, y el
otro extremo, un grupo 3-OH. La secuencia de bases esta de-
terminada en el sentido 5 - 3’, que se corresponde a la se-
cuencia de aminoacidos de la proteina en el sentido amino-
carboxilo (fig. 9.4).

WaTsoN y CRrIcK dedujeron la estructura tridimensional del
DNA. La molécula del DNA esta formada por dos cadenas de
nucledtidos enrolladas alrededor de un eje, las cuales tienen
direcciones opuestas. Las bases ptricas y pirimidicas se en-
cuentran en el interior de la hélice, mientras que los grupos
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fosfato y los azicares estan en la parte externa. Las dos cade-
nas se hallan unidas por puentes de hidr6geno entre los pa-
res de bases: la adenina se empareja con la timina, unidas
por dos puentes de hidrégeno, mientras que la guanina lo
hace con la citosina mediante tres puentes de hidrégeno. La
secuencia de bases es la portadora de la informacion genéti-
ca (fig. 9.4).

El modelo de doble hélice de WATSON y CRICK sugiri6 el
mecanismo por el cual se produce la replicacion del DNA, es
decir, de cémo se copia el DNA en DNA. El mecanismo con-
siste en que s6lo una de las hebras de cada molécula de
DNA hija es sintetizada de nuevo, mientras que la otra es he-
redada sin cambios en la molécula original. Este tipo de re-
plicacién se denomina replicacion semiconservativa. Las dos
hebras de una hélice de DNA se separan con rapidez cuando
los puentes de hidrogeno entre las bases se rompen median-
te el calor o el tratamiento con una solucién alcalina. La re-
plicacién del DNA constituye la base de la transmisién de la
informacion genética, es decir, de la herencia.

La enzima DNA-polimerasa I cataliza la replicacién al per-
mitir la incorporacion de desoxirribonucledtidos a la ca-
dena de DNA. Estos deben encontrarse en forma de 5-
dATP, dGTP, dCTP y dTTP, y se uniran al extremo 3’-OH de
una cadena de DNA ya existente, la cual ha sido abierta
mediante la accién de la DNA-polimerasa. Los desoxirribo-
nucleétidos que se incorporen lo haran de forma comple-
mentaria a la otra hebra de DNA que actia como templado
o molde. La elongacion del DNA se realiza en la direccion
5 - 3'. La DNA-polimerasa [ cataliza la formacién del enla-
ce fosfodiéster s6lo si la base que se incorpora es comple-
mentaria a la que se encuentra en la hebra que actia como
templado.

RNA y transcripcion

Si bien el DNA es la molécula de la herencia, el flujo de la
informacién genética hacia la célula se lleva a cabo median-
te el RNA. El RNA se encuentra tanto en el niicleo como en
el citoplasma de las células eucariotas. Un tipo de RNA, co-
nocido como RNA mensajero (mRNA), se encarga de trans-
mitir la informacién genética para la sintesis proteica. Otras
moléculas, como el RNA de transferencia (t{RNA) y el RNA ri-
bosomico (1RNA), estan directamente implicadas en el me-
canismo de sintesis de las proteinas en el citoplasma. Todas
las moléculas de RNA se sintetizan a partir de DNA mediante
la accién de las RNA-polimerasas. Se define como transcrip-
cion a la sintesis de mRNA a partir de DNA, mientras que la
traduccion es la sintesis proteica a partir del mRNA.
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Fig. 9.5. Estructura de las cinco bases nitrogenadas de los dcidos nucleicos y de las pentosas.
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Fig. 9.6. Mecanismo de la transcripcion de DNA en RNA. La enzima RNA-polimerasa cataliza la incorporacion de ribonuclectidos complementa-

rios a una de las hebras del DNA que actiia como templado.

El mRNA es el molde para la sintesis proteica. Para cada
gen que se expresa, se produce una molécula de mRNA. La
longitud media de una molécula de mRNA es de unas 1.500
bases. El tRNA consiste en moléculas de unos 75 nucleétidos
que transportan a los aminoacidos en forma activa hacia el
ribosoma para la formacién de los péptidos segiin la informa-
cién proporcionada por el mRNA molde. Existe un tRNA
para cada uno de los 20 aminoacidos distintos. El rRNA es el
principal componente de los ribosomas. Existen tres tipos de
rRNA, que se denominan 23 S, 16 Sy 5 S, existiendo una mo-
lécula de cada uno de ellos para cada ribosoma. El mRNA es
el menos abundante de los tres tipos de RNA, representando
s6lo el 5% del total del RNA celular. La sintesis del RNA es
similar a la del DNA, realizdndose también en la direccién
5 - 3 mediante la enzima RNA-polimerasa. El DNA que ac-
tda como molde permanece totalmente conservado en el
proceso de sintesis del mRNA (fig. 9.6).

El DNA molde contiene regiones denominadas promotoras
a las que se une la RNA-polimerasa de forma especifica, de-
terminando el lugar donde debe empezar la transcripcion.
Existe una regiéon denominada TATA box que consiste gene-
ralmente en la secuencia TATAAA y que se encuentra en po-

sicién —25, asi como otra regién conocida como CAAT box,
que se sitda a =75 nucleétidos y que contiene la secuencia
de bases CAAT. Ademas de estas regiones reguladoras exis-
ten otras, conocidas con el nombre de enhancers, que se en-
cuentran a varias Rilobases (kb) del inicio de transcripcion,
las cuales pueden estar en situacion 3’ o 5’ del gen (fig. 9.7).
Muchos genes tienen en su region 5’ secuencias ricas en cito-
sinas y guaninas, conocidas como islas de CpG o HTF, las
cuales desempenan un papel fundamental en la regulaciéon
de la expresion de estos genes.

Cédigo genético

El codigo genético consiste en la relaciéon entre la secuen-
cia de bases del DNA (RNA en el transcrito) y la secuencia
de aminoacidos de las proteinas. En 1961 se establecieron
las caracteristicas principales del c6digo genético, que fue
descifrado finalmente en 1966 por BRENNER, CRICK y OCHOA.
Cada codon contiene tres nucleétidos que definen un amino-
acido. La mayoria de los aminoacidos estdn determinados
por méas de un codén, y 61 codones de las 64 combinaciones
posibles de tres bases son los utilizados para codificar los 20

Lugar de union

del poli A
L CB(?QT T@A ATG AATAAA
eﬁﬁg,‘g;r i Exén Exén Exén Exén i
1 2 3 4
s5s——— || || || || F—3
—75 -25
Intrén Intrén Intrén L |
1 2 3 20-30 pb T\
Final
L]
Region Lugar CAP
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Fig. 9.7. Representacion esquemdtica de un gen eucariota tipico. Se puede apreciar una region enhancer, la region promotora con el CAAT box
y el TATA box, el lugar de union del poli A, y 4 exones con sus 3 intrones. CAAT box y TATA box corresponden a las secuencias CAATy TATA que
actiian como promotoras de la transcripcion. ATG es la secuencia iniciadora correspondiente al aminodcido metionina. El extremo 5’ del mRNA se
modifica en el proceso de maduracion de éste mediante la adicion de la estructura CAP.
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aminoécidos distintos. El c6digo genético no da lugar a am-
bigiiedad, al referirse un codén a un solo aminoacido. Las
tres combinaciones que no determinan ningiin aminoacido
(UAA, UAG y UGA) se corresponden a senales para la termi-
nacién o stop de la cadena proteica. Todas las cadenas pro-
teicas empiezan por un aminoacido concreto, la metionina
(AUG). El hecho de que varios aminoacidos estén determina-
dos por mas de un triplete se conoce como degeneracion del
codigo genético; ésta minimiza el efecto de posibles muta-
ciones, las cuales podrian dar lugar a la terminacién de la ca-
dena proteica (tabla 9.1).

El cédigo genético es universal, aunque se han encontra-
do variantes en el DNA mitocondrial y en especies como los
ciliados. Los principales cambios hallados en el DNA mito-
condrial consisten en que el codén UGA se lee como senal
para tript6fano; AGA y AGG son senales de terminacion en
lugar de ser codones para arginina, y AUA se lee como co-
dén para metionina en lugar de isoleucina. Con excepciéon
de estas pequenas variantes, el c6digo genético ha permane-

TABLA9.1. El codigo genético segiin la informacion contenida
en el RNA mensajero

Tercera
posicion
(extremo 3’)

Primera
posicion
(extremo 5’)

Segunda posicion
A
Phe Ser Tyr Cys
U Phe Ser Tyr Cys

Leu Ser Stop Stop
Leu Ser Stop Trp

Leu Pro His Arg
C Leu Pro His Arg
Leu Pro GIn Arg
Leu Pro GIn Arg

Ile Thr Asn  Ser
A lle Thr Asn  Ser
lle Thr Lys Arg
Met  Thr Lys Arg

Val Ala  Asp Gly
G Val Ala  Asp Gly
Val Ala  Glu Gly
Val Ala  Glu Gly

Qrac|arac|iarac|arac

A: adenina; C: citosina; U: uracilo; G: guanina; stop: terminacién; Ala: alanina;
Arg: arginina; Asn: asparagina; Asp: acido aspartico; Cys: cisteina; Gln: glutami-
na; Glu: acido glutamico; Gly: glicina; His: histidina; Ile: isoleucina; Leu: leuci-
na; Lys: lisina; Met: metionina; Phe: fenilalanina; Pro: prolina; Ser: serina; Thr:
treonina; Trp: tript6fano; Tyr: tirosina; Val: valina.

cido practicamente invariable en los més de 3 billones de
anos de evolucion del hombre, desde las formas mas ele-
mentales de vida como las bacterias.

Estructura génica: del DNA a la proteina

La mayoria de los genes de los mamiferos que se han aisla-
do hasta la actualidad tienen regiones codificantes (exones)
interrumpidas por regiones no codificantes (intrones). Los
exones contienen las secuencias especificas para la cadena
polipeptidica. Los intrones se encuentran en las regiones
no codificantes y no son traducidos en proteina. El nimero
de exones e intrones varia segin la longitud del gen. La
transcripcion origina un largo mRNA precursor que se corres-
ponde al gen entero, incluyendo intrones y exones. Esta
molécula sufre varias modificaciones en el interior del nd-
cleo celular antes de pasar al citoplasma. Los intrones son
eliminados y los exones se religan de forma precisa para for-
mar una molécula perfecta, que es el mRNA maduro. Este
proceso se denomina splicing (fig. 9.8). Las primeras bases
de un intrén en el extremo 5 son siempre GT, mientras que
las dltimas bases en el extremo 3’ son AG. El mecanismo pre-
ciso mediante el cual los intrones son eliminados y los exo-
nes se unen es todavia desconocido. Ademas de esta impor-
tante modificacién, se producen otros cambios en el interior
del nicleo, dos de los cuales son esenciales para poder obte-
ner un mRNA maduro. El primero es la modificacién del ex-
tremo 5’ mediante la adicion de la estructura conocida como
CAP, y el segundo consiste en la adicion, en el extremo 3’,
de un largo residuo de adeninas designado poli A. El lugar de
unién del poli A se relaciona con la secuencia AATAAA,
denominada serial de poliadenilacion (fig. 9.8).

El mRNA en el citoplasma actia de molde para la sintesis
proteica. Los distintos tRNA presentan especificidad para los
diferentes aminoacidos, teniendo tres bases (anticodon)
complementarias al codén respectivo del mRNA para cada
aminoacido. La sintesis proteica se realiza en los ribosomas,
los cuales estan formados por dos subunidades. La sintesis se
inicia cuando un ribosoma se une a la regién en la que exis-
te un codén de iniciaciéon o AUG. Un tRNA se une a este co-
dén y seguidamente lo hace otro tRNA, formandose un enla-
ce peptidico entre los aminodacidos aportados por estos
tRNA. El primer tRNA se libera y el proceso se repite sucesi-
vamente en la direccion 5 - 3’ hasta completar toda la tra-
duccion proteica. La sintesis finaliza cuando se llega a un co-
dén de terminacién UAA, UAG o UGA. Posteriormente la
cadena peptidica se libera del ribosoma, asi como el mRNA
(figs. 9.9y 9.10).

5 — T - MRNA
CAP s — E— AAAAT CAP
l poli A
CAP 4%; AAAA 3 Splicing
Fig. 9.8. Maduracion del mRNA: union RNA maduro

del CAP y el poli A y mecanismo de spli-
cing. IVS: intervining sequence o intron.
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Fig. 9.9. Representacion esquemdtica del inicio de la traduccion proteica. El primer tRNA lleva el aminodcido metionina y se une a la subunidad
ribosomica 40S, a la que se incorporan posteriormente el mRNA y la unidad ribosomica 60S. F2, F1, F4A y F4B: factores proteicos de inicio de la
traduccion; GTP: guanosintrifosfato; GDP: guanosindifosfato; ATP: adenosintrifosfato; ADP: adenosindifosfato; AAAn: cadena de aminodcidos;
MET: metionina. (Modificada de KapLAN JC 'y DeLPECH M. Biologie moléculaire et médecine. Paris, Flammarion, 1989; 72.)
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Fig. 9.10. Mecanismo de elongacion de la proteina (A) y esquema del codon del mRNA y del anticodon del tRNA en la sintesis proteica (B). G-Cy:
codones; AA-AA,: aminodcidos; AGC, CUU, GUU: codones; UCG, GAA, CAA: anticodones; GTP: guanosintrifosfato; GDP: guanosindifosfato. Arg: ar-
ginina; Phe: fenilanina; Leu: leucina. (Modificada de KaPLAN JC y DELPECH M. Biologie moléculaire et médecine. Paris, Flammarion, 1989; 72.)
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Vida celular: ciclo de las células

Mitosis y cromosomas

La mitosis consiste en la divisién celular mediante la cual
una célula origina dos células hijas idénticas. La division mi-
totica sucede en todas las células del embrién y continta a
un ritmo menor en la mayoria de los tejidos, con excepcién
de las células finitas, como las neuronas. De este modo, la
mitosis es fundamental para la formacién y el mantenimien-
to de los tejidos. La mitosis es un proceso rapido que dura en
las células de los mamiferos entre 20 y 60 min, mientras que
el paso previo en el que se produce la replicacién del DNA
tarda entre 6y 8 h.

Se han definido cinco estadios en la vida celular: interfase,
profase, metafase, anafase y telofase. La interfase se corres-
ponde al periodo de no divisién celular. Este estadio incluye
los periodos de G,, Sy G,. La replicacioén del DNA sucede en
la fase S, de forma que el nicleo en fase G, tiene el doble nu-
mero de cromosomas que en la fase G,. Cada cromosoma tie-
ne su propio patrén de sintesis de DNA, y algunos segmentos
se replican antes que otros. A medida que la célula se prepa-
ra para la divisién, los cromosomas se condensan y se hacen
visibles. Es en este momento cuando empieza la profase.
Cada cromosoma consiste en un par de cromadtides hermanas
que se encuentran juntas, unidas en el centrémero. En este
estadio de profase se produce el intercambio de material ge-
nético entre las cromatides hermanas, asi como la divisién
del centriolo, migrando cada elemento hacia polos opuestos
de la célula. La metafase comienza cuando los cromosomas
han alcanzado su méxima contraccién. En este estadio los
cromosomas migran hacia la zona ecuatorial de la célula, y
unos microtibulos unen el centromero de cada cromosoma
con los centriolos. La anafase empieza cuando los centréme-
ros se dividen, separdndose el par de cromatides y convir-
tiéndose en cromosomas hijos. El huso cromatico se contrae
atrayendo a los cromosomas hijos hacia los polos de la célu-
la. La telofase se inicia en el momento en que los cromoso-
mas hijos han alcanzado cada polo celular. El citoplasma
se divide, los cromosomas se desenrollan y la membrana nu-
clear vuelve a su estadio inicial.

La mitosis da origen a dos células con una constitucién ge-
nética idéntica a la célula madre. Es posible que durante
la mitosis se produzca recombinacion somadtica (frente a la
meidtica, que veremos mas adelante), en la que se intercam-
bia material genético entre los cromosomas homologos, pu-
diendo dar lugar a homocigosidad para un /ocus determina-
do en esta célula, mientras que el resto del organismo es
heterocigoto. Este fenémeno tiene gran relevancia en la gé-
nesis de las neoplasias y esta relacionado con la pérdida de
los genes conocidos como supresores o antioncogenes.

Meiosis y recombinacion

La meiosis consiste en la division del nimero diploide de
cromosomas somaticos para dar una célula haploide (divi-
sién reduccional), de forma que cada gameto tiene un
miembro de cada par de cromosomas. La reduccién en el
nimero de cromosomas se consigue mediante la divisién ce-
lular meidtica. La fusién de un espermatozoide y un 6vulo
determina la restauraciéon del nimero diploide de cromoso-
mas en el huevo fertilizado. La divisién meiética ocurre sélo
en las células germinales. En la meiosis se producen dos divi-
siones sucesivas, la primera y la segunda divisiones meio6ti-
cas, en las cuales el DNA se replica s6lo una vez, antes de la
primera division.

La profase de la primera division meiotica consta de cinco
estadios: leptonema, cigonema, paquinema, diplonema y
diacinesis. El leptonema se inicia con la primera apariciéon de

los cromosomas. En este estadio cada cromosoma consiste
en un par de cromatides hermanas. Los cromosomas homé-
logos se emparejan durante el cigonema. Durante el paquine-
ma se produce la condensacién cromosémica y aparece el
patron de bandas similar al observado durante la mitosis.
Cada cromosoma consiste en dos crométides, por lo que
cada bivalente es una tétrada de cuatro hebras. Durante el di-
plonema los bivalentes empiezan a separarse, aunque los
centrémeros no se separan y las dos cromatides de cada cro-
mosoma permanecen juntas. En esta separaciéon se producen
contactos entre distintos puntos que se denominan quias-
mas. En este momento pueden suceder los fenémenos de re-
combinacion meictica entre los cromosomas homologos. Las
cromatides que han intercambiado material genético se de-
nominan recombinantes. Se produce una media de 50 quias-
mas por célula. La diacinesis es la fase final de la profase en
la que los cromosomas se encuentran mas condensados.

La metafase empieza con la desaparicién de la membrana
nuclear y la movilizaciéon de los cromosomas hacia el ecua-
dor celular. En la anafase los cromosomas se separan y se di-
rigen hacia ambos polos celulares. El citoplasma se divide y
cada célula consiste en 23 cromosomas, cada uno de los
cuales tiene un par de cromatides, que se diferencian entre
si en las recombinaciones que se hayan producido.

La segunda division meidtica se produce tras la primera sin
que exista periodo de interfase entre ambas. Como en la mi-
tosis, los centromeros se dividen y las cromatides hermanas
se dirigen hacia los polos opuestos y dan lugar a células hi-
jas que son haploides, es decir, tienen la mitad de cromoso-
mas que la célula madre.

Debido a que los cromosomas se distribuyen de forma in-
dependiente durante la meiosis, existen 2% combinaciones
distintas en los gametos de cada progenitor, lo que significa
2% posibles combinaciones en el huevo fecundado. La re-
combinacién genética implica un incremento aiin mayor en
la variabilidad. De este modo, la gametogénesis proporciona
al cigoto una informacién genética Unica, gracias a la distri-
bucién independiente de los cromosomas maternos y pater-
nos, asi como a la recombinacién genética que se produce.

(Gametogénesis y fertilizacion

La espermatogénesis se produce en los tibulos seminiferos
del varén a partir de la madurez sexual y dura unos 75 dias.
Las espermatogonias son las células madre para la formaciéon
de espermatozoides. El espermatocito primario sufre la pri-
mera division meidtica para producir dos espermatocitos se-
cundarios, cada uno de los cuales contiene 23 cromosomas.
Estas células sufren la segunda divisién meiética, dando ori-
gen cada una de ellas a dos espermaétides, las cuales madura-
ran hasta formarse dos espermatozoides maduros (de cada
célula germinal se generan cuatro gametos).

La ovogénesis es un proceso que se encuentra ya finaliza-
do en el momento del nacimiento. Las ovogonias, que deri-
van de las células germinales, son las células centrales del
desarrollo del foliculo. Las ovogonias se han transformado
en ovocitos primarios alrededor del tercer mes del desarrollo
fetal. Estos ovocitos primarios se encuentran en situacién de
profase y permanecen en ella hasta la madurez sexual. La
primera divisién mei6tica se completa con la maduracién y
liberacion del foliculo a la trompa de Falopio. En la primera
divisién meidtica el citoplasma se divide de forma desigual,
produciéndose un ovocito secundario que retiene la mayor
parte del citoplasma de la célula original, mientras que el pri-
mer cuerpo polar no contiene casi citoplasma. La segunda
divisién meidtica finaliza tras la fertilizacién en la trompa de
Falopio y da como resultado la formacién del 6vulo y del se-
gundo cuerpo polar. De este modo, mientras que la esperma-
togénesis produce cuatro espermatocitos viables, la ovogéne-
sis origina un 6vulo Gnico y tres corptsculos polares. La
fertilizacion se produce generalmente en la trompa de Falo-
pio. Una vez ha penetrado el espermatozoide en el 6vulo,
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éste completa la segunda division meiotica, y luego se fun-
den para formar el cigoto, iniciAndose asi la embriogénesis.
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Herencia y enfermedad

X. Estivill Palleja y V. Volpini Bertran

Existen méas de 6.000 defectos genéticos que siguen un pa-
tron de herencia mendeliana y que dependen de un solo
gen. Estos procesos comprenden las alteraciones de herencia
dominante, recesiva o ligada al sexo. La mayoria de las enfer-
medades hereditarias son raras consideradas aisladamente;
sin embargo, como grupo de enfermedades constituyen una
causa importante de morbilidad y mortalidad. Por otra parte,
algunas enfermedades hereditarias tienen una considerable
incidencia, como es el caso de la hipercolesterolemia fami-
liar, la poliquistosis renal del adulto, la fibrosis quistica, la
anemia de células falciformes y el retraso mental ligado al
cromosoma X fragil.

Las enfermedades crénicas con un sustrato genético nota-
ble afectan a méas del 10% de la poblacién adulta. Existe un
componente genético variable en las enfermedades comu-
nes que padece la sociedad occidental y la mayoria de las
formas de cancer son el resultado de defectos adquiridos del
genoma.

Hay enfermedades bastante frecuentes para las que existe
una mayor susceptibilidad genética. Entre ellas cabe desta-
car la epilepsia, la diabetes, la enfermedad coronaria y las
enfermedades autoinmunes. En muchos casos el componen-
te genético es probablemente poligénico, como se ha podi-
do observar en enfermedades como la esquizofrenia y las
psicosis maniaco-depresivas. Alrededor de un tercio de los
pacientes con enfermedad coronaria tienen algin tipo de
anomalia de las lipoproteinas.

Finalmente, la existencia de varios genes responsables de
una misma enfermedad, o la presencia de diversas mutacio-
nes en el mismo gen que dan lugar a cuadros clinicos distin-
tos, plantea el tema de la heterogeneidad genética y mo-
lecular.

Enfermedades monogénicas:
patrones de herencia

Las enfermedades de herencia monogénica corresponden
a las ocasionadas principalmente por la alteracién de un
solo gen, hereddndose segtn los clasicos modelos mende-
lianos.

El término locus se refiere a una posicion definida de una
secuencia de DNA determinada en un cromosoma. Si la
mencionada secuencia corresponde a un gen, hablaremos
de locus genético. Los organismos diploides (2n), entre los
que se encuentra el hombre, poseen dos formas aproximada-
mente iguales de cada cromosoma autosémico: los cromoso-
mas homologos. En éstos, los diferentes loci pueden estar
ocupados en posiciones equivalentes por secuencias o for-
mas génicas distintas: los alelos. Un individuo diploide s6-
lo puede presentar dos alelos para cada locus, pero un locus
puede presentar varios alelos (sistema polialélico) portados
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por diferentes individuos de una poblacién. Un locus es poli-
morfico si el alelo mas frecuente no supera el 90-95% del to-
tal de ellos, en la poblacién considerada. Una combinacién
de alelos de uno o més loci de un individuo constituye un ge-
notipo, correspondiendo el fenotipo a su manifestaciéon (ex-
presién) en el organismo. Para un determinado locus, si los
dos alelos respectivos de ambos cromosomas homadlogos
son idénticos, se trata de un genotipo homocigoto (1/1)
(para dicho locus); si son distintos, es un genotipo heteroci-
goto (1/2).

La interaccién de los dos alelos (1/2) de un gen o locus
para constituir un fenotipo (interaccion intragénica) respon-
de a las clésicas relaciones mendelianas de dominancia y re-
cesividad. Existe dominancia completa (1 > 2) cuando un fe-
notipo de (1/2) es el mismo de (1/1), pero distinto al de
(2/2). Al alelo 1 se lo denomina dominante, y al 2, recesivo.
Si el fenotipo de (1/2) es intermedio al de (1/1) y (2/2) se ha-
bla de dominancia incompleta o semidominancia. Si los efec-
tos de 1 y 2 no se mezclan en el heterocigoto y cada alelo
contribuye al fenotipo, se trata de una herencia codominante.

Los alelos de los loci de los cromosomas sexuales (X,Y)
presentan el mismo tipo de relaciones de dominancia-recesi-
vidad en las mujeres (X/X), pero no en los varones (X/Y),
que s6lo presentan un alelo (hemicigotos), tanto si el locus es
del cromosoma X (herencia ligada al sexo) como del cromo-
soma Y (herencia holdndrica).

Para distinguir los alelos de un gen cuya alteracién causa
una enfermedad hereditaria, atendiendo a sus relaciones de
dominancia o recesividad, se suele seguir una sencilla no-
menclatura: D indica un alelo deletéreo dominante, d indica
un alelo recesivo y + se refiere al alelo normal o salvaje. En la
tabla 9.2 se relacionan algunas de las enfermedades heredita-
rias monogénicas mas frecuentes que afectan al hombre.

Herencia autosémica dominante

Se conocen mas de 1.500 defectos que se heredan de for-
ma autosémica dominante. Los heterocigotos (+/D) padecen
la enfermedad, con lo que la presencia de una sola copia del
alelo “enfermo” (D) es suficiente para que la enfermedad se
manifieste. Los homocigotos (D/D) pueden estar mas grave-
mente afectados o ser indistinguibles de los heterocigotos.
En la mayoria de los procesos no se citan casos de homoci-
gotos, quiza debido a la escasa incidencia de las entidades o
a que los homocigotos mueren antes de nacer.

En la figura 9.11 se muestra la genealogia de una enferme-
dad autosémica dominante. Pueden establecerse los siguien-
tes criterios esenciales para distinguir un proceso de heren-
cia dominante: a) los individuos enfermos tienen su padre o
su madre también afectados por el proceso, hablandose de
un patrén de herencia vertical;, b) ambos sexos tienen el mis-
mo riesgo de padecer el defecto genético y de transmitirlo a
la descendencia; ¢) cuando un individuo afectado se empa-
reja con uno sano de la poblacién general, tiene un riesgo de
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TABLA9.2. Algunas de las principales enfermedades
monogénicas hereditarias

Autosomicas dominantes
Hipercolesterolemia familiar
Poliquistosis renal del adulto

Corea de Huntington
Neurofibromatosis tipo 1
Neurofibromatosis tipo 2

Déficit de proteinas Cy S (trombofilia)
Distrofia muscular facioescapulohumeral
Enfermedad de Alzheimer
Neuroblastoma

Tumor de Wilms

Sindrome de Von Hippel-Lindau
Neoplasia endocrina multiple
Sindrome de Gilles de la Tourette
Melanoma maligno familiar

Sindrome del nevo basocelular

Ataxia espinopontocerebelosa
Sindrome de Marfan

Distrofia mioténica

Esclerosis tuberosa

Esferocitosis hereditaria

Porfiria aguda intermitente
Osteogénesis imperfecta

Enfermedad de Von Willebrand
Estenosis subaértica hipertrofica idiopatica
Otosclerosis

Exostosis miltiple

Poliposis colénica

Acondroplasia

Autosomicas recesivas

Fibrosis quistica

Anemia de células falciformes
Betatalasemia

Alfatalasemia

Déficit de a-antitripsina

Ataxia de Friedreich
Fenilcetonuria

Enfermedad de Wilson
Hemocromatosis
Homocistinuria

Cistinuria

Fiebre mediterranea familiar
Enfermedad de Tay-Sachs
Hiperplasia suprarrenal congénita
Anemia de Fanconi

Poliquistosis renal infantil
Xeroderma pigmentoso
Leucodistrofia metacromatica
Atrofias musculares espinales infantojuveniles
Galactosemia

Distrofias musculares de cinturas

Recesivas ligadas al cromosoma X
Hemofilia A

Hemofilia B

Distrofia muscular de Duchenne-Becker
Enfermedad granulomatosa crénica
Déficit de glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa
Retraso mental ligado al cromosoma X fragil
Enfermedad de Fabry

Sindrome de feminizacién testicular
Daltonismo

Sindrome de Lesch-Nyhan

Enfermedad de Emery-Dreifuss
Enfermedad de Norrie

Enfermedad de Wiskott-Aldrich

Heterogeneidad genética

Albinismo (AR, XR)

Ataxia-telangiectasia (AD, AR)

Retinitis pigmentaria (AD, AR, XR)

Sindrome de Ehlers-Danlos (AD, AR, XR)
Seudoxantoma elastico (AD, AR)
Inmunodeficiencia grave combinada (XR, AR)
Enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (AD, AR, XR)
Atrofias musculares espinales del adulto (AD, AR, XR)
Ictiosis (AD, AR, XR)

Sordera (AD, AR)

AD: autosémica dominante; AR: autosémica recesiva; XR: recesiva ligada al sexo.

SR G

AB AC

Relelilems
. b 0 8T

.V”Eg Lt i

AC CC AD CD

® Atectad
. eclados

% No afectados

Fig. 9.11. Arbol genealdgico de una familia con miembros afecta-
dos de corea de Huntington, enfermedad de herencia autosomica do-
minante, en la que se aprecia un patron de herencia de tipo vertical.
En esta familia la enfermedad se hereda ligada al haplotipo A.

1/2 de tener hijos afectados por la enfermedad, y d) los hijos
normales de una pareja en la que uno de los miembros pade-
ce el defecto, no lo transmitiran a su descendencia (salvo en
casos de no penetrancia, véase mas adelante).

Es caracteristico que las enfermedades genéticas domi-
nantes presenten una expresion variable, de forma que en
ciertos casos existe una manifestacion florida, mientras que
otros pasan casi inadvertidos. Esta circunstancia puede suce-
der incluso en el seno de una misma genealogia. La falta
completa de expresion del defecto dominante en un indivi-
duo se conoce como ausencia de penetrancia. Un ejemplo
claro lo constituye el de un individuo que no padece la en-
fermedad, pero que es hijo y padre de afectados por ella,
con lo que necesariamente es portador heterocigoto (+/D)
del alelo mutado. La presencia de otros muchos genes modi-
ficadores (genes menores) que interactian con el ambiente y
con el gen fundamental del proceso (gen mayor) se aduce
usualmente para explicar los fenémenos de penetrancia y
expresividad variables (véase Penetrancia e interacciéon ge-
nética, mas adelante).

Una determinada proporcién (X) de los individuos enfer-
mos (+/D) que aparecen en cada generaciéon (incidencia, /)
se debe a mutaciones nuevas. La probabilidad de que un ale-
lo normal (+) mute ocasionando uno deletéreo (D), en la uni-
dad de tiempo de una generacion, es lo que se conoce como
tasa de mutacion recurrente o, simplemente, tasa de muta-
cion (). En el caso de mutaciones puntuales puede conside-
rarse una tasa de mutacioén reversible reciproca (D - +), mu-
cho mas infrecuente (no asi en las deleciones, que son
procesos irreversibles). La proporcién de mutaciones de
novo que se producen en las enfermedades dominantes esta
en relacion inversa con la capacidad de los individuos afec-
tados de tener hijos que puedan llegar a la edad adulta y re-
producirse. Si definimos la penetrancia (P) como la probabi-
lidad de que se manifieste un fenotipo determinado (en este
caso, la enfermedad), dado que se posee un genotipo deter-
minado, y la eficacia bioldgica o fitness (f) como la probabili-
dad relativa de dejar descendientes, es posible encontrar ex-
presiones matematicas que relacionen todas las variables
mencionadas, atendiendo a complejos calculos de genética
de poblaciones. De este modo, la pérdida de los alelos delete-
reos (D) (seleccion en contra) se verd compensada por el
“aporte” debido a la mutacién de novo, llegdndose a una si-
tuacion final de equilibrio. Segin lo mencionado, la propor-
cién de individuos enfermos debidos a mutaciones de novo
(X) sera:

X=2u/l=(l-bHP (1]
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siendo fla eficacia bioldgica de los afectados por la enferme-
dad. Obsérvese asimismo que:

I=2u/(1-HP (2]

En la esclerosis tuberosa, proceso autosémico dominante,
si consideramos una penetrancia P=0,9 y una f= 0,25 segin
[1], resulta:

X=67,5%

En el caso de que la mutacién de novo se haya producido
en una célula germinal de uno de los padres, sélo el hijo
afectado transmitira la enfermedad a la mitad de su descen-
dencia, mientras que sus otros hermanos y sus propios pa-
dres, seran normales. En una enfermedad que ocasione este-
rilidad (f = 0, alelo D, letal en términos de genética de
poblaciones), todos los casos (+/D) seran debidos a mutacio-
nes de novo:

=2 X=1

considerando una penetrancia P = 100%, al sustituir en [1] y
[2]. En procesos como la corea de Huntington, en la que la
enfermedad se manifiesta en la edad media de la vida, los
casos debidos a nuevas mutaciones representan menos del
5% del total.

Herencia autosomica recesiva

Se conocen mas de 1.000 defectos que se heredan de for-
ma autosémica recesiva, en la que Ginicamente los homoci-
gotos (d/d) manifiestan la enfermedad y los padres de los in-
dividuos enfermos son portadores obligados o heterocigotos
(+/d), fenotipicamente normales. El 25% de los hijos de una
pareja portadora seran genotipicamente (+/+), el 50% (+/d) y
el 25% (d/d); es decir, el 75% de ellos seran fenotipicamente
sanos (de los cuales 2/3 son portadores) y el 25% seran enfer-
mos.

En estos procesos la penetrancia suele ser completa (P =
100%) en los homocigotos (d/d), con expresividad poco va-
riable y nula (P =0) en los heterocigotos (+/d). Las enferme-
dades recesivas acostumbran a ser mas graves que las domi-
nantes, con una eficacia biolégica muy baja (no llegan a la
edad reproductiva o dejan pocos descendientes). La tasa de

. . Afectados

D O No afectados

mutacién recurrente es despreciable (4 = 0), de modo que
frente a un afectado, sus padres son portadores obligados. La
pérdida de alelos deletéreos de la poblacién se compensa
por otros mecanismos, como la ventaja selectiva de los hete-
rocigotos (+/d) (anemia de células falciformes), efectos fun-
dadores o consanguinidad (deriva genética). Dichos meca-
nismos compensatorios pueden explicar la alta incidencia
de determinados procesos recesivos en algunas poblaciones,
como la fibrosis quistica en la poblacién caucésica (raza
blanca) o la anemia de células falciformes (hemoglobina S)
y las talasemias en regiones con malaria (véase Susceptibili-
dad genética, mas adelante).

Otras caracteristicas de los procesos recesivos son: a) la
transmision es de tipo horizontal, en la que padres normales
tienen uno o mas hijos enfermos; b) en el caso de que un in-
dividuo afectado tenga hijos, éstos seran normales a no ser
que su pareja sea un individuo portador, y ¢) ambos sexos
se ven igualmente afectados. La consanguinidad se encuen-
tra presente en muchos casos de defectos recesivos, espe-
cialmente en aquellos cuya incidencia en la poblacién ge-
neral es baja. Un matrimonio consanguineo favorece la
concurrencia en un mismo individuo de dos genes recesivos
(fig. 9.12).

Herencia autosémica codominante

En la herencia codominante el caracter fenotipico produci-
do por cada alelo tiene su expresion en el heterocigoto. En el
caso de muchos grupos sanguineos, como el clasico ABO, en
el que los genotipos [*/1* e [4/i ocasionan el grupo sanguineo
“A” IB/IBe IB/i el “B”, ei/i el “0”. En todos los casos expuestos
existe una dominancia con B >i e [* > i. La codominancia se
da en el genotipo I*/IB, que causa un grupo sanguineo (feno-
tipo) “AB”. Existe asimismo codominancia en el complejo
HLA (véase Complejo mayor de histocompatibilidad y enfer-
medad, mas adelante) y en muchas variantes bioquimicas.
Los polimorfismos del DNA, que utilizamos en los estudios
de segregacién genéticos de las genealogias, tienen un pa-
trén de herencia codominante.

Herencia ligada al cromosoma X

Se han descrito mas de 200 defectos recesivos ligados al
cromosoma X. La enfermedad se transmite a la siguiente ge-
neracion mediante una mujer portadora asintomaética (X/X)

!] o Portadores

Fig. 9.12. A. Patron de herencia de la fibrosis quistica, enfermedad autosomica recesiva, en una familia en la que se puede advertir un matrimo-
nio consanguineo (I-1 y II-2). El mismo haplotipo B estd asociado a la enfermedad en las dos ramas de la familia. B. Genealogia de otra familia
con fibrosis quistica en la que no existe consanguinidad, pero los dos hermanos portadores (II-2 y II-3) se han casado con portadores de la pobla-
cion general (probabilidad de 1 en 25) y han tenido hijos enfermos. Los distintos haplotipos heredados demuestran la ausencia de consanguini-
dad en esta familia. En ambas familias se aprecia el patron de herencia horizontal.
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Fig. 9.13. Arbol genealdgico de una familia afectada de hemofilia A,
enfermedad recesiva ligada al cromosoma X. La enfermedad se here-
da asociada al alelo B de un marcador cercano al gen del factor VIII
de la coagulacion.

O Sanos no portadores

(+/d) (penetrancia nula), en la que la mitad de los hijos varo-
nes (X/Y) seran enfermos (d/-) (hemicigotos) y la mitad de
las hijas (X/X) seran portadoras (+/d) (heterocigotas) sanas.
En la figura 9.13 se muestra una genealogia donde se trans-
mite un defecto recesivo ligado al sexo. En algunas circuns-
tancias se pueden presentar mujeres afectadas: a) hijas de un
var6n enfermo (d/-) y una mujer portadora sana (+/d); b) ca-
sos de cierta penetrancia (incompleta, pero no del todo
nula) en las mujeres; ¢) casos de semidominancia (fenotipo
menos severo); d) inactivacion estocdstica preferente del cro-
mosoma X portador del alelo “sano” (+), en suficiente pro-
porcién de células como para manifestarse la afeccion, y e)
inactivacion no estocdstica (dirigida) del citado cromosoma.
Esto ultimo suele ocurrir en translocaciones reciprocas auto-
soma/X, causantes de enfermedad por disrupciéon de un gen,
en las que se inactiva siempre el cromosoma X no afectado
por aquélla, siendo un ejemplo algunos casos de distrofia
muscular de Duchenne (DMD).

Las enfermedades de herencia recesiva ligada al sexo sue-
len ser de gravedad intermedia respecto a las autosémicas
dominantes y recesivas. Las mutaciones de novo tienen cier-

1 2 @ B Afectados
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Fig. 9.14. Patron de herencia dominante ligado al sexo. Se observa
que los hijos de un varon afectado son siempre sanos, mientras que
todas las hijas presentan la enfermedad. La mitad de los hijos y las hi-
jas de una mujer afectada padecerdn la enfermedad. En esta familia el
defecto se hereda ligado al alelo A de un marcador cercano al locus
enfermo.

ta relevancia, y la fraccién (X) de la incidencia (1) debida a
ellas se calcula segtn la expresion:

-HI2 u+v)

siendo Py v las tasas de mutacién en 6vulos y en espermato-
zoides, respectivamente. Si =0y f= 0 (enfermedad que im-
pide dejar descendencia, como es el caso de la DMD), X =
1/3 (véase Consejo genético y diagnodstico, més adelante).

La herencia dominante ligada al cromosoma X es rara. La
enfermedad se transmite por mujeres afectadas (+/D), siendo
usualmente letal en los varones, en los que suele ser aborti-
va. Este tipo de proceso se ilustra en la figura 9.14. Algunos
ejemplos son la incontinencia pigmenti, la hipoplasia dérmi-
ca focal, el sindrome orofaciodigital y el déficit de ornitina
transcarbamilasa. En la mayoria de estas enfermedades sélo
estan afectadas las mujeres, mientras que los varones enfer-
mos no llegan a la edad reproductiva.

X=p(

Imprinting gendmico

El término imprinting genémico se refiere a la diferente ex-
presion de los genes en un individuo, dependiendo del sexo
del progenitor del que proceden. En embriones de ratén
Unicamente se expresa el gen para el factor de crecimiento
IGF-II procedente del progenitor masculino. En cambio, el
gen del receptor para el IGF-II s6lo se expresa si su proceden-
cia es materna. En varias enfermedades hereditarias se cita el
fenémeno del imprinting: las deleciones de 15q11-13 originan
el sindrome de Angelman si la procedencia es materna,
mientras que si es paterna el hijo padece un sindrome de
Prader-Willi. Los casos esporadicos del sindrome de Beck-
With-Wiedemann se asocian a una duplicacién del cromoso-
ma 11p15 procedente del padre, mientras que en las genea-
logias con varios afectados s6lo las mujeres transmiten la
enfermedad, no hallandose tal duplicacién. Otras enferme-
dades son de inicio més temprano si se heredan procedentes
de un varén, como la corea de Huntington y la ataxia domi-
nante olivopontocerebelosa.

El efecto del imprinting puede verse reflejado también en
los sindromes neoplésicos recesivos. En los tumores recesi-

TABLA 9.3. Efecto del origen paterno o materno en las mutaciones
dominantes y en tumores recesivos

Enfermedad Cromosoma | Comentarios

Corea de Huntington 4 Comienzo mas temprano
asociado a
transmision paterna

Comienzo mas temprano
asociado a
transmision paterna

Pérdida de alelos
en tumores
esporadicos

Pérdida de alelos
en tumores
esporadicos

Delecion de 15q11-13
de origen materno

Delecion de 15q11-13
de origen paterno

Mayor gravedad en la
transmision materna;
mutaciones
espontaneas mas
frecuentes de origen
paterno

Forma congénita de
transmision materna
casi exclusivamente

Comienzo temprano con
transmision materna

Ataxia espinocerebelosa 6

Tumor de Wilms 11

Osteosarcoma 13

Sindrome de Angelman 15
Sindrome de Prader-Willi 15

Neurofibromatosis tipo 1 17

Distrofia mioténica 19

Neurofibromatosis tipo 2 22
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vos, ambos alelos del gen supresor tumoral se encuentran al-
terados, uno debido a mutacion y el otro por recombinacion
somética o no disyuncién. El retinoblastoma, el osteosarco-
ma y el tumor de Wilms parecen actuar mediante este meca-
nismo. En los casos esporadicos de estos tumores se ha ob-
servado que la pérdida cromos6mica materna o paterna no
se produce con igual frecuencia. En el tumor de Wilms y en
el osteosarcoma se pierde con mayor frecuencia el cromoso-
ma materno que el paterno, mientras que en el retinoblasto-
ma no existe ninguna preferencia en la pérdida cromos6mi-
ca. La retencién preferencial de uno de los cromosomas
podria explicarse gracias al imprinting, el cual conferiria a los
distintos alelos paternos o maternos una susceptibilidad dis-
tinta frente a la mutacién somatica.

El fenémeno del imprinting no se comprende suficien-
temente, pero se supone que actuaria sobre los gametos o
sobre el embrién de forma distinta en funcién del sexo del
progenitor transmisor del gen mutado. En la corea de Hun-
tington, la distrofia mioténica y la ataxia espinocerebelosa el
mecanismo mutacional de expansién de tripletes de nucle6-
tidos (véase més adelante) ha supuesto una mejor compren-
sion del mecanismo mutacional en estos procesos. Los genes
que controlan el imprinting podrian desempenar un papel
esencial en la expresividad de los defectos genéticos, aun-
que de momento todavia no son conocidos (tabla 9.3).

Herencia poligénica

El principal impacto de la genética en el campo de la me-
dicina se ha centrado sobre todo en dos tipos de alteracio-
nes genéticas: los defectos que se transmiten de forma men-
deliana, debidos a alteraciones situadas en un Gnico gen
(enfermedades monogénicas), y las alteraciones cromosémi-
cas. Sin embargo, los factores genéticos desempefan un pa-
pel fundamental en la mayoria de las enfermedades comu-
nes que afectan a la poblacién. Estas alteraciones incluyen
los defectos del nacimiento (defectos del tubo neural, enfer-
medad cardiaca congénita), las enfermedades comunes de
la edad media de la vida (coronariopatia, diabetes, hiperten-
sién arterial) y los principales trastornos psiquiatricos (es-
quizofrenia, psicosis manfaco-depresiva). En todas estas en-
fermedades se ha demostrado una clara predisposicién fami-
liar, aunque no se ha podido hallar un patrén claro de heren-
cia mendeliana.

El fenotipo de un individuo es el resultado de la interac-
cién de sus distintos genes entre si y con el ambiente con el
que se relaciona. Un gen determinado produce efectos (fe-
notipo) a distintos niveles anatomofisiolégicos de un organis-
mo, lo cual se conoce como pleiotropia. De forma reciproca,
un fenotipo determinado suele ser debido a la interaccién de
varios genes. Cuando un fenotipo depende fundamentalmen-
te de la accién de un solo gen, denominado gen mayor, se
trata de una herencia monogeénica, explicable con modelos
mendelianos sencillos. Son caracteres fenotipicos facilmente
clasificables desde el punto de vista cualitativo o de varia-
cién discreta. El efecto del gen mayor puede estar modulado
por la accién de un conjunto de genes menores o modifica-
dores, ademas de por el ambiente, produciendo una distribu-
cién mas continua en la variacién de los fenotipos.

GaLTON, a mediados del siglo xix, coetaneo de DARWIN y
MENDEL, inicié una aproximacion estadistica en los estudios
de la herencia de los caracteres fenotipicos de variacion conti-
nua (altura, peso, conducta, inteligencia, etc.), susceptibles
de mediciéon (biometria) (caracteres cuantitativos). En su
momento, se pensd que estos caracteres seguian una heren-
cia no mendeliana. En la segunda década de nuestro siglo se
dilucidé que dichos caracteres se heredaban segin una he-
rencia poligénica o cuantitativa. Se trata de muchos loci, no
necesariamente ligados (segregacién no independiente) y
con herencia mendeliana, que contribuyen cada uno de
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ellos con pequenas acciones, de forma fundamentalmente
aditiva, en el desarrollo de un fenotipo determinado. Cada
locus puede presentar varios tipos de alelos de efectos asi-
mismo aditivos. En los caracteres fenotipicos cuantitativos de
variacién continua, ademaés de los factores genéticos (heren-
cia poligénica), se invoca la gran importancia del factor am-
biental en la configuracion del fenotipo final, hablandose de
una herencia multifactorial. De este modo, la variacién en los
fenotipos (F) se debe a la variacién en los genotipos (G) su-
mado a la variaciéon producida por el ambiente (4). En térmi-
nos de variancia (¢?):

2 _ 42 2
Op=0°;+07

En muchas enfermedades genéticas se sospecha este tipo
de herencia multifactorial (defecto del tubo neural, hendi-
dura palatina, espina bifida, estenosis pilérica congénita,
malformaciones cardiacas, diversas malformaciones congé-
nitas, etc.). El 2% de los recién nacidos padecen malforma-
ciones de herencia multifactorial, siendo cada dia mas nu-
merosos los procesos en los que se advierte una base
genética (hipertension esencial, arteriosclerosis, enfermedad
coronaria, diabetes, reumatismos, procesos autoinmunes,
alergias, esquizofrenia, enfermedad maniaco-depresiva, es-
clerosis miltiple, etc.).

La “porcién” heredable de un caracter cuantitativo conti-
nuo se calcula con la heredabilidad (h?), relacionando la va-
riacion del caracter debida al genotipo con la total:

2 52 Jg?
h?=o0%;/0%

Asimismo, la sospecha de estar frente a una enfermedad
de sustrato genético surge al comprobar genealogias en las
que la aparicién de nuevos casos (recurrencia) es superior a
la incidencia en la poblacién general. En otros procesos se
advierte un componente hereditario aun cuando no se dis-
pone de caracteres mesurables, tratdndose el fenotipo mas
bien de la presencia o la ausencia de una alteracién determi-
nada que de una gradacién en el fenotipo (pudiendo subya-
cer algin caracter cuantitativo no identificado).

Susceptibilidad genética

Algunas caracteristicas genéticas predisponen o previenen
la afectacion frente a determinadas enfermedades. Los indi-
viduos heterocigotos para la hemoglobina S, el déficit para la
glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa y algunas betatalasemias
previenen la infeccién palddica, al crear en el hematie un
ambiente bioquimico adverso al desarrollo del esporozoo.
Las asociaciones del sistema HLA (antigenos leucocitarios
humanos) con determinados procesos patolégicos son toda-
via de mayor interés.

Complejo mayor de histocompatibilidad y enfermedad

El sistema HLA est& constituido por un conjunto de protei-
nas relacionadas con el sistema inmunitario, correspondien-
do en su mayor parte (no exclusivamente) a antigenos de
membrana de leucocitos. Los genes que codifican dichas
proteinas estan situados en una regién, de unas 4 megabases
(Mb), del brazo corto del cromosoma 6 (6p21.3) (fig. 9.15),
agrupados en tres subregiones, funcionalmente similares. La
subregion mas telomérica (distal) codifica para las proteinas
del tipo I, que corresponden a un componente (cadena pesa-
da de 44 kD, hipervariable) de antigenos de membrana am-
pliamente distribuidos en la superficie de células de muchos
tejidos, reconocibles por los linfocitos T citotéxicos. En la
constitucién definitiva de estos antigenos se forma un dime-
ro no covalente con una P,microglobulina (cadena ligera de
12 kD, constante) codificada por un gen localizado en el cro-
mosoma 15. Los genes responsables se agrupan en varios loci
(méas de 20), tres de los cuales presentan sistemas poliale-
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Fig. 9.15. Mapa de los genes del sistema HLA localizados en la region 6p21.3. Los niimeros de la linea superior indican kilobases (kb).

licos, reconocibles inmunolégicamente: A, B y C. El grupo
incluye asimismo el gen de la hemocromatosis idiopatica.
La subregion centromérica (proximal) codifica para las pro-
teinas del tipo II: antigenos de membrana de linfocitos B,
macréfagos y células epiteliales. Entre sus genes destacan
los loci polialélicos DP, DQ y DR, que codifican, cada uno
de ellos, para una cadena polipeptidica a (34 kD) y una b
(29 kD), identificables inmunolégicamente. La region central
codifica para las proteinas del tipo Ill, que corresponden a
ciertos factores del complemento. Ademas contiene el gen
de la 21-OH-hidroxilasa de esteroides.

Se han descrito més de 4.000 situaciones en las que, en
afectados de diversos procesos morbosos, la frecuencia de
determinados antigenos HLA (alelos) es significativamente
distinta a la frecuencia correspondiente a individuos de la
poblacién general. La asociaciéon se explica por una de las
dos siguientes hipdtesis: @) un efecto directo inmunolégico
debido a la peculiar estructura del antigeno o b) un desequi-
librio de ligamiento: la proximidad de los loci HLA con los
loci responsables de algunas enfermedades posibilita la aso-
ciacion preferente de determinados alelos HLA con alelos
deletéreos. Este Gltimo mecanismo explicaria la asociaciéon
del alelo A3 con la hemocromatosis, cuyo gen esté ligado al
complejo HLA tipo | y la del alelo Bw47 con la deficiencia
de 21-OH-hidroxilasa, ligada al complejo HLA tipo IIl. La aso-
ciacién a otras entidades puede corresponder a cualquiera
de las dos hipétesis; asi, la espondilitis anquilosante, la artri-
tis reumatoide, la diabetes juvenil insulinodependiente y
otras con un sustrato fisiopatolégico autoinmune pueden es-
tar causadas por alglin déficit inmunoldgico debido al pro-
pio antigeno HLA, o bien puede tratarse de un desequilibrio
de ligamiento subyacente con algin /locus préximo al com-
plejo de genes HLA, cuya alteracién en su producto ocasio-
na el proceso morboso. En general, la incidencia de las
enfermedades mencionadas es baja y no se detectan asocia-
ciones de intensidad suficiente como para aumentar sensi-
blemente el riesgo de padecerlas; sin embargo, el hecho de
no detectar un alelo HLA puede ser ttil para excluir un tras-
torno determinado: la ausencia del alelo B27 en un indivi-
duo hace muy improbable que éste presente una espondili-
tis anquilosante (unas 100 veces menos probable que
cuando se detecta). La asociacion entre el alelo DR2 y la
narcolepsia es tal que todos los individuos con la enferme-
dad lo presentan, mientras que sélo se detecta en el 10-34%
de la poblacién general. La ausencia de dicho alelo en un
individuo excluye la enfermedad en éste; de todos modos,
la presencia del alelo sigue haciendo a la enfermedad harto
improbable: probabilidades del 0,5%, debido a su baja inci-
dencia (0,05-0,67%).

En la tabla 9.4 se muestran algunas de las asociaciones en-
tre enfermedades y alelos de los loci HLA y la variacién en el
riesgo de padecerlas (riesgo relativo) que implica su pre-
sencia:

riesgo relativo = riesgo con el alelo / riesgo sin el alelo

TABLA 94. Principales enfermedades para las que existe
una asociacion a alelos del sistema HLA

Enfermedad HLA Riesgo relativo
Hemocromatosis idiopatica A3; B14 8
Deficiencia de 21-hidroxilasa Bw47 15
Espondilitis anquilosante B27 90-350
Sindrome de Reiter B27 37
Artritis reumatoide DR4; DRw4 4-6
Artritis reumatoide juvenil B27 3.9
Lupus eritematoso diseminado B8 3
Psoriasis B17 53
Enfermedad celiaca B8 7,6
Esclerosis multiple DR2 2.7
Miastenia grave B8 3,3
Diabetes mellitus insulinodependiente DR4 3,6

DR3 3,3

B7; DR2 0,5-0,25
Pénfigo vulgar DRw6 2,5

DQBI1.3 100
Narcolepsia DR2 e

La probabilidad (P) de presentar determinada enfermedad
debido a la identificacién de cierto alelo (riesgo) se calcula
segin un cdlculo bayesiano (véase el apartado sobre riesgo
de recurrencia en Consejo genético y diagnéstico, mas ade-
lante). Si £, es la frecuencia de un alelo HLA en los indivi-
duos con determinada enfermedad y f, es su frecuencia en la
poblacién general, obtendremos que:

R=1,/1,

Siendo / la incidencia de la enfermedad, dicha probabili-
dad sera:

P=R/[R+(1/D)-1]

Enfermedad cardiaca coronaria

La enfermedad coronaria presenta su mayor incidencia en
la poblacién occidental, siendo la principal causa de muerte
de los varones entre 45 y 75 afios de edad en EE.UU. y en Eu-
ropa occidental. La cardiopatia isquémica es consecuencia
de aterosclerosis en las arterias coronarias. Entre los varios
factores de riesgo descritos para la aterosclerosis coronaria,
los principales son: edad, sexo, hipertension, hipercolestero-
lemia (considerada globalmente), concentraciones bajas de
lipoproteinas de alta densidad (HDL), concentraciones altas
de lipoproteinas de baja densidad (LDL), diabetes y taba-
quismo. Otros factores de riesgo implicados son: hipertrigli-
ceridemia, concentraciones elevadas de apolipoproteina A,
concentraciones elevadas de lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL), sedentarismo, obesidad, estrés, etc. La re-
currencia de la enfermedad es unas cinco veces mas alta en
familias con miembros afectados por ella que en familias
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control de la poblacién general. Esta mayor incidencia es
mas acusada si se trata de enfermedad cardiaca coronaria
prematura o si existen mujeres entre los familiares afectados.
La historia familiar de enfermedad cardiaca coronaria pre-
matura es el factor de riesgo més relevante y tiene mayor va-
lor que los factores restantes.

La hipercolesterolemia de causa multifactorial, en la que
se encuentran elevadas las LDL, con un alto indice aterogéni-
co (relacion entre el colesterol total y el transportado por las
HDL), parece tener un papel relevante en la aterosclerosis,
afectando alrededor del 5% de la poblacién. La hipercoleste-
rolemia familiar (hiperlipemia tipo IIA) es un defecto autosé-
mico dominante con una frecuencia de heterocigotos de
1/500 en EE.UU. Los individuos heterocigotos tienen eleva-
das las concentraciones de colesterol y de LDL, por encima
de los de la poblaciéon general. El 50% de los varones afecta-
dos presentan algunas manifestaciones de enfermedad car-
diaca coronaria hacia la edad de 50 anos. La aparicién de
xantomas en los tendones y del arco senil precoz en los hete-
rocigotos es muy frecuente. En las mujeres la sintomatologia
aparece unos 15 anos mas tarde. El estado de homocigoto es
extremadamente raro, y en estos casos la enfermedad coro-
naria ocurre antes de los 20 o 30 anos de edad. Se calcula
que uno de cada 25 individuos con niveles de colesterol
situados por encima de los valores normales es portador
del gen de la hipercolesterolemia familiar, y que alrededor del
5% de los pacientes que han padecido un infarto de miocar-
dio antes de los 60 afnos, son heterocigotos para el gen de la
citada entidad.

Recientemente se ha demostrado que alrededor del 10%
de los pacientes con hipercolesterolemia presentan alte-
raciones moleculares en el gen del receptor de las LDL, tra-
tdndose de deleciones o duplicaciones (véase Patologia
molecular hereditaria y Anomalias cromosémicas). La hiper-
lipemia familiar combinada, en la que se encuentran eleva-
dos los triglicéridos y el colesterol (tipo IIB), el colesterol
solo (tipo II) o los triglicéridos solos (tipo V), cursa con valo-
res elevados de apolipoproteina B y afecta al 1% de la pobla-
cién, segregandose de forma autosémica dominante con
una penetrancia que es maxima hacia los 30 anos de edad.
La hipertrigliceridemia familiar se transmite de forma autoso-
mica dominante, afecta al 1% de la poblacién y el defecto
bésico de la enfermedad no se conoce todavia. La hiperlipe-
mia tipo Il o disbetalipemia afecta a uno de cada 10.000 in-
dividuos, y se han descrito mutaciones en el gen de la apoli-
poproteina E.

Enfermedades psiquiatricas

Se sospecha que existe un marcado componente genético
en muchas enfermedades psiquiatricas. Existen familias con
miembros afectados de psicosis maniaco-depresivas o de es-
quizofrenia en las que estas enfermedades se presentan con
un claro componente hereditario. Los estudios de ligamiento
genético realizados hasta la actualidad en estos procesos
han proporcionado resultados contradictorios. Ello se debe
probablemente a que existen varios loci y en las distintas fa-
milias la afeccién correspondiente se debe a genes localiza-
dos en cromosomas distintos. Los estudios de asociacion alé-
lica empleando marcadores altamente informativos pueden
facilitar la identificaciéon de cada uno de los genes implica-
dos en estos procesos.

Heterogeneidad

Heterogeneidad genética

Existe heterogeneidad genética cuando un mismo tipo de
enfermedad hereditaria se debe a alteraciones de diversos
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genes, localizados en distintas partes del genoma, que res-
pectiva y aisladamente son capaces de reproducirla. Un gen
determinado seréa el responsable del trastorno hereditario en
una proporcién determinada de genealogias, no necesaria-
mente relacionadas. Algunas posibles explicaciones de la he-
terogeneidad son las mutaciones en distintos genes que codi-
fican enzimas de una via metabdlica comun (epistasis) o en
la alteracion de subunidades, dependientes de distintos ge-
nes, de un complejo proteico determinado.

La metahemoglobinemia hereditaria puede ser debida a
alteraciones en las cadenas de globina a (cromosoma 16), 3
oY (cromosoma 11) (autosémica dominante) o en la NADH-
metahemoglobina - reductasa (cromosoma 22) (autosémica
recesiva). En la ataxia cerebelosa autosémica dominante
hay familias en las que el gen responsable esté ligado a loci
marcadores del cromosoma 6 (segregacion no independien-
te; véase el apartado Ligamiento genético). El gen situado en
el cromosoma 6 ha sido aislado recientemente; sin embargo,
en otras familias el gen responsable de la ataxia cerebelosa
de herencia dominante se encuentra ligado a loci mar-
cadores del cromosoma 12, y en otras se ha observado liga-
miento en el cromosoma 14, sospechandose mas de 10 ge-
nes implicados en la enfermedad. En todos los casos, el
ligamiento con cada locus enfermo se acompana de la segre-
gacion independiente con el resto. La enfermedad de Char-
cot-Marie-Tooth (CMT) tipo I (forma més comun, hipertréfica
y desmielinizante) presenta dos grupos de ligamiento con
herencia autosémica dominante. En la forma /a el ligamiento
genético senala el cromosoma 17 (17p11.2), en el que re-
cientemente se ha aislado el gen responsable de la enferme-
dad. En la forma /b estd localizado en el cromosoma 1
(1g21.1-23.1), y depende de mutaciones en el gen Po. Exis-
ten familias en las que se diagnostica otra forma menos fre-
cuente y mas grave de CMT tipo [, con herencia autosémica
recesiva, asi como una forma ligada al cromosoma X. La en-
fermedad de Werdnig-Hoffmann, o atrofia muscular espinal
infantojuvenil (AME p SMA) aguda, es una enfermedad auto-
sémica recesiva, dependiente de un gen en el cromosoma 5
(5q11.2-13.3) en el 95% de las familias. El 40% de las familias
con AME de forma cronica dependen del mismo gen (hipéte-
sis de alelismo) en el cromosoma 5, tratindose el resto de
otro u otros genes responsables con herencia autosémica do-
minante.

La heterogeneidad se ha descrito en muchas otras enfer-
medades: esclerosis tuberosa, ataxia-telangiectasia, sordera
congénita, retinitis pigmentaria, etc., debiéndose tener muy
en cuenta esta situacion en los cdlculos de las probabilida-
des de padecerlas o/y transmitirlas (véase Consejo genético y
diagnostico).

Heterogeneidad molecular

La heterogeneidad molecular se refiere a las distintas mu-
taciones de un mismo gen (pudiéndose considerar alelos),
que a menudo causan enfermedades distintas. La DMD esta
provocada por distintas mutaciones en un gen situado en
Xp21.2. Otro grupo de mutaciones en ese mismo gen provo-
ca una forma menos grave, la distrofia muscular de Becker.
Distintas mutaciones en el gen de las cadenas de globina 8
originan diferentes formas de betatalasemia o anemia de cé-
lulas falciformes. Mutaciones en los genes del colageno
COL1A1 y COL1A2 son responsables de enfermedades muy
distintas, como la osteogénesis imperfecta o la enfermedad
de Ehlers-Danlos, segin el tipo de defecto molecular que
presenten.

Penetrancia e interaccion genética

La penetrancia es la probabilidad de que se presente un fe-
notipo determinado, dado que se posee un genotipo deter-
minado. Un individuo que ha heredado un alelo deletéreo
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(D) de una enfermedad autosémica dominante, poseerd un
genotipo (+/D) para el locus donde asienta el gen responsa-
ble de la enfermedad [(+) corresponde al alelo no mutado];
la penetrancia del genotipo (+/D) corresponde a la probabili-
dad de que dicho individuo desarrolle la enfermedad. Si la
citada probabilidad es 1 (el 100% de los casos), se habla de
penetrancia completa; si es menor que 1, de penetrancia in-
completa [s6lo una proporcién de individuos (+/D) enfer-
man]. Usualmente las enfermedades autosémicas recesivas
tienen penetrancia completa, y las dominantes, penetrancia
incompleta. Por lo general, la penetrancia varia segin la
edad de los individuos, siendo muchas veces completa en
términos globales, considerando toda la vida de un indivi-
duo, pero incompleta dependiendo de cada edad. Un indi-
viduo de 10 afos con un genotipo (+/D) tiene menos del 5%
de probabilidad de manifestar una ataxia cerebelosa autosé-
mica dominante, en comparacién con uno de 70 anos, con
una probabilidad de practicamente el 100%.

Las fenocopias son los fenotipos que emulan a uno que de-
pende de un genotipo dado. Corresponden a caracteres ad-
quiridos, no hereditarios, o de naturaleza multifactorial. Pue-
den tratarse en términos de penetrancia: un genotipo (+/+)
tendrd una probabilidad definida (pequefia) de producir el
mismo fenotipo enfermo (fenocopia) que el genotipo (+/D);
la mayoria de los casos de ataxia cerebelosa son casos aisla-
dos, no hereditarios, con el mismo fenotipo que los de heren-
cia autosémica dominante. Un ejemplo tipico de fenocopia
es el enfisema asociado al tabaquismo frente al enfisema que
se desarrolla en los pacientes homocigotos para mutaciones
en el gen codificante para la a;-antitripsina.

La expresividad se refiere al grado de manifestaciéon de un
fenotipo determinado. Si una enfermedad presenta varios
grados de manifestacién (heterogeneidad clinica) se dice
que es de expresividad variable. La penetrancia y la expresi-
vidad responden a la interaccion de genes menores (véase
Herencia poligénica, antes) de pequenos efectos fenotipicos
muy influidos por el ambiente, que modulan el efecto del
gen mayor, principal responsable del proceso morboso.

Patologia mitocondrial:
herencia materna

Se conoce como herencia materna la que depende de ge-
nes localizados en las mitocondrias. Las mitocondrias del ci-
goto proceden del 6vulo, por lo que sélo las mujeres transmi-
ten las lesiones en el DNA mitocondrial, pudiendo padecer
las enfermedades derivadas de ellas ambos sexos por igual.

El DNA mitocondrial tiene 16.569 nucleé6tidos en una molé-
cula circular. Codifica para unos 13 polipéptidos de la via ge-
neradora de ATP de la mitocondria para la fosforilaciéon oxida-
tiva, funcionalmente implicados en la cadena de transporte
electronico de la respiracion aerobia, junto con RNA
ribosémico (rRNA) 12S y 16S y 22 RNA de transferencia
(tRNA). Cada célula tiene centenares de mitocondrias y cada
mitocondria posee de 8 a 10 cadenas diplex de DNA mitocon-
drial, calculandose unas 5.000 copias de DNA mitocondrial

por genoma diploide. Las dos cadenas de cada molécula son
codificantes, sin intrones en sus genes, pudiéndose distinguir
entre una cadena “pesada” y una “ligera”, segin su composi-
cién nucleotidica, que se transcriben en un gran RNA policis-
trénico a la manera de los organismos procariotas.

En las enfermedades genéticas mitocondriales, las célu-
las de los tejidos afectados no presentan la mutacién en el
DNA de todas sus mitocondrias, sino en un grupo de ellas, fe-
némeno conocido como heteroplasmia. Las mutaciones del
DNA mitocondrial ocasionan anomalias cuando se implica
una proporcion suficiente o umbral (cifrada en el 10%) de
mitocondrias. Varios tejidos requieren la energia de las mito-
condrias a distintos niveles, especialmente el cerebro, el co-
razon, el musculo, el rindn y las glandulas exocrinas, en los
que el metabolismo aerobio tiene especial relevancia. A me-
dida que la proporcién de DNA mitocondrial mutado au-
menta entre los familiares de una madre portadora de una
mutacién determinada, se presentara sintomatologia clinica,
que se traducird en cuadros patolégicos concretos, depen-
diendo del gen o los genes alterados.

El DNA mitocondrial tiene un elevado indice de mutacién.
Las mutaciones que se producen en la célula germinal daran
como resultado una enfermedad familiar, mientras que aque-
llas que sucedan durante el desarrollo provocaran una enfer-
medad somatica esporadica a la vez que el deterioro relacio-
nado con la edad en la fosforilacién oxidativa. Cuando las
células se dividen mitéticamente, las mitocondrias se repar-
ten al azar entre las dos células hijas, provocando que la pro-
porcién de ellas mutadas varie de una célula a otra. Ello
explica la expresividad tan variable en su intensidad y exten-
sién histolégica de este grupo de procesos, entre los que se
hallan la atrofia éptica hereditaria de Leber (LHON), la epi-
lepsia mioclénica y la enfermedad de fibras ragged red
(MERRF), la miopatia mitocondrial (MM), episodios de acci-
dente vascular cerebral, la acidosis lactica y la encefalomio-
patia mitocondrial (MELAS), y el sindrome de Kearns-Sayre.
Ademas del efecto de las lesiones en el tejido por las mu-
taciones especificas del DNA mitocondrial, existen genes
nucleares, codificantes de funciones mitocondriales, que
modulan el efecto de las mutaciones mitocondriales heredi-
tarias, implicando manifestaciones clinicas distintas. Las le-
siones moleculares del DNA mitocondrial se estan estudian-
do con gran intensidad durante los ultimos anos. Estos
estudios permitiran resolver las grandes incégnitas sobre el
papel y el efecto de estas mutaciones en los procesos patolé-
gicos.
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Principios del analisis genético
X. Estivill Palleja y N. Morral Codol

Las nuevas tecnologias en biologia y medicina suponen, a
menudo, un cambio rapido y sustancial sobre la forma de
abordar los problemas cientificos que se plantean ante noso-
tros. La tecnologia del DNA recombinante ha tenido un enor-
me impacto en la investigacion y el diagndstico de las bases
moleculares de las enfermedades. Los métodos de laborato-
rio que se emplean para el anélisis molecular son laboriosos
y requieren una notable especializacion. En este capitulo se
revisan las principales tecnologias empleadas en genética
molecular, con especial hincapié en sus aplicaciones mé-
dicas.

Analisis del DNA genomico

Extraccion de acidos nucleicos

El DNA puede obtenerse a partir de cualquier célula nu-
cleada de nuestro organismo. Pocos microgramos (ug) de
DNA son suficientes para realizar un analisis genotipico. Una
célula contiene aproximadamente 5 picogramos (pg) de
DNA. Los estudios de la expresion de la informaciéon genéti-
ca requieren del analisis del RNA, el cual debe proceder de
tejidos en los que el gen que se estudia se encuentre expresa-
do. Los métodos de obtencién de los &cidos nucleicos son
muy sencillos, aunque laboriosos. La principal preocupacion
en la obtenciéon del DNA o el RNA es evitar la degradacion
producida por las enzimas liberadas por las células una vez
lisadas.

La extraccién de DNA a partir de leucocitos es la mas utili-
zada, dado que es el tejido de mas facil acceso. Unos 20 ml
de sangre periférica, recogidos en presencia de un anticoa-
gulante como el EDTA, proporcionan entre 250 y 500 pg de
DNA, cantidad suficiente para la mayoria de los estudios. Las
muestras de sangre pueden conservarse a temperatura am-
biente hasta un maximo de 48 h después de la extraccion,
debiendo ser procesadas posteriormente o congeladas hasta
que se proceda a la extraccion del DNA. Para la extraccion
del DNA deben lisarse previamente los hematies mediante
una soluciéon hipoténica, sometiendo a los leucocitos a un
tratamiento con un detergente (SDS) y una enzima que de-
grada las proteinas (proteinasa K). EI DNA liberado del nu-
cleo celular se extrae con fenol y cloroformo, los cuales re-
tienen los restos proteicos, dejando indemne el DNA; éste se
precipita posteriormente mediante la accion del etanol abso-
luto, pudiéndose visualizar los filamentos del DNA. EI DNA
se resuspende posteriormente en una solucioén que contiene
Tris y EDTA, cuya misién es prevenir las roturas en la molé-
cula y asegurar su conservacién a 4 °C durante anos.

En determinados casos se requiere el andlisis del DNA a
partir de moléculas més grandes, como, por ejemplo, en la
construcciéon de mapas moleculares de fragmentos grandes
del genoma. Ello se consigue con la inclusion de las células
en agarosa, de forma que, al quedar el DNA inmovilizado, se
previene su rotura.

La extraccion del DNA a partir de tejido s6lido, como son
los tumores, requiere su trituracién antes de la extraccion
propiamente dicha. Es importante que el tratamiento se haga
a =80 °C, para evitar la degradacién del DNA y, sobre todo,
del RNA, que es mucho mas fragil. Es por ello importante
que el clinico se ponga en contacto con el laboratorio de ge-
nética molecular para conseguir las mejores condiciones y
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asegurar que el estudio podra realizarse de forma convenien-
te. Debido a la laboriosidad de la extraccion del DNA, exis-
ten hoy en dia aparatos que realizan automaticamente los
distintos pasos y que permiten procesar de forma simultanea
varias muestras.

Enzimas de restriccion

Las enzimas de restriccion cortan el DNA de doble hebra
en puntos especificos de la cadena de nucleétidos. Las enzi-
mas de restriccién se encuentran presentes en las bacterias,
en las que constituyen un mecanismo de defensa frente a los
bacteri6fagos. Las secuencias que reconocen las enzimas de
restriccion son palindromicas, es decir, que, al ser leida, la
secuencia es idéntica en ambos sentidos de las dos hebras
del DNA. Existen enzimas de restriccién que reconocen la
misma secuencia y que se denominan isoesquizomeros. Al-
gunas enzimas cortan dejando un extremo 5 o 3’ libre, y
otras producen un corte limpio en la molécula de DNA. Las
enzimas de restriccion se utilizan para fragmentar el DNA de
forma especifica en la secuencia de bases reconocida por la
enzima, permitiendo realizar estudios genotipicos y manipu-
lar el DNA para la clonacién de sus fragmentos de interés
(fig. 9.16).

Separacion del DNA

El DNA puede separarse segin el tamafio de los fragmen-
tos que se obtienen tras la digestion con enzimas de restric-
cién. Esta separacion se realiza sometiendo al DNA a una
electroforesis en un gel de agarosa o poliacrilamida, que per-
mite la migracién de los fragmentos de DNA en funcién del
tamafno y de la carga eléctrica. Los geles de agarosa resuel-
ven fragmentos de entre 30 kilobases (kb) y unos 100 pares
de bases (pb), mientras que los geles de poliacrilamida ofre-
cen separaciones de fragmentos menores, entre 1.500 y 1 pb,
segln sean las concentraciones empleadas.

Un tipo de electroforesis particular es la electroforesis en
geles de campos pulsantes (PFGE, del inglés, pulsed field gel
electrophoresis), que permite la separacion de fragmentos de
DNA de entre 50 y 10.000 kb. El DNA utilizado en este tipo

5 GIGATCC 3 5 GAATTC 3
3 CCTAGIG 5% 3 CTTAAG &%

Bam HI Eco RI
5 CCCIGGG 3 5 CICGG 3
33 GGGCCC 5 3 GGCIC %
Smal Msp |
5 GGTAC|IC % 5 CGAT|ICG
3 CCATGG 5% 3 GCTAGC
Kpn | Pvu |

Fig. 9.16. Ejemplos de enzimas de restriccion y sus lugares de reco-
nocimiento.
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de electroforesis debe haber sido incluido en agarosa. La
base de la migracién del DNA consiste en que las moléculas
de DNA quedan atrapadas en la red que forma el gel de aga-
rosa, y para poder avanzar su orientacién debe cambiar cada
vez que se cambia la direccién del campo eléctrico. Cuanto
mayor es el peso molecular del fragmento, més tarda en
orientarse, y menor es su migracion a través del gel.

Los fragmentos de DNA obtenidos con la electroforesis del
DNA se visualizan mediante la tincién de bromuro de etidio;
sin embargo, en el caso del DNA genémico, existen miles de
fragmentos de cada tamano, con lo que la informacién que
puede obtenerse con este procedimiento es de poco valor,
siendo necesario complementar el analisis con otra metodo-
logia.

Southern blotting

El método de Southern, descrito en 1975, ha representado
un importante avance en los estudios moleculares, al permi-
tir visualizar cualquier fragmento de DNA mediante el em-
pleo de una sonda o marcador conocido. Se basa en la trans-
ferencia de los fragmentos de DNA obtenidos al digerir con
enzimas de restriccion y fraccionados mediante un gel de
agarosa, a un soporte sélido, el cual puede hibridarse poste-
riormente con una sonda marcada. El gel se trata con el fin
de desnaturalizar las hebras, para que éstas puedan unirse
posteriormente a una sonda de interés. La transferencia del
DNA al filtro de nilén o nitrocelulosa se realiza por capilari-
dad durante aproximadamente 24 h. Transcurrido este tiem-
po, los fragmentos se unen covalentemente al filtro mediante
exposicion a rayos ultravioleta (UV) o bien a 80 °C. El filtro
se hibrida con una sonda marcada radiactivamente. Este pro-
ceso se realiza a una temperatura elevada para aumentar la
especificidad de los hibridos que se producen entre el DNA
presente en el filtro y la sonda marcada que empleamos. Pos-
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teriormente el filtro se lava con soluciones de mayor a menor
salinidad para eliminar la sonda que no ha hibridado con los
fragmentos de interés (fig. 9.17). La exposicién del filtro a
una pelicula de radiografia permite visualizar en la autorra-
diografia unas senales o bandas, que se corresponden con
los tamarios de los fragmentos de DNA estudiados.

Sondas moleculares

El hecho de que las hebras del DNA puedan disociarse y
reasociarse in vitro permite la utilizacién de fragmentos espe-
cificos de DNA como sondas o marcadores para complemen-
tar la secuencia de DNA que se quiere estudiar.

Sondas génicas

Las sondas génicas pueden ser de tres tipos: genémicas,
de DNA complementario (cDNA) y de RNA. Las sondas ge-
nomicas consisten en fragmentos del DNA del genoma, los
cuales pueden corresponder a un gen o a una secuencia
anénima no codificante. Las sondas de cDNA se obtienen a
partir de la copia de un mRNA vy, por tanto, corresponden
a secuencias codificantes de un gen. Las sondas RNA son co-
pias del RNA y se obtienen in vitro, mediante la sintesis de
una cadena complementaria utilizando una RNA-polimerasa.

Las sondas génicas se introducen en un vector determina-
do para facilitar su manipulacién en el laboratorio. Existen
distintos vectores, segin el tipo de estudios que quieran reali-
zarse (véase Clonacién molecular).

Oligonucledtidos sintéticos

La molécula del DNA puede obtenerse de forma sintética.
El proceso de sintesis se realiza en la actualidad de forma au-
tomatica. EIl DNA que se sintetiza (oligonucledtidos) es de ca-
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Fig. 9.17.

Fijacion del DNA
al filtro

Representacion esquemadtica de los distintos pasos en el método de Southern blotting.

1193



GENETICA MEDICA

dena sencilla. Los oligonucleétidos pueden ser empleados
como sondas para detectar los cambios puntuales en la se-
cuencia del DNA, para experimentos de secuenciacién o de
PCR (primer) o bien para analizar mutaciones.

Marcado de sondas

Las sondas pueden someterse al marcado mediante la
utilizacién de is6topos radiactivos, generalmente el
(a®P)dCTP o el (a*S)dCTP. Estos compuestos tienen una
vida media corta (14,3 y 87,2 dias, respectivamente) y, por
tanto, las sondas pueden utilizarse durante poco tiempo.
Para el manejo de is6topos es necesario el uso de mampa-
ras de proteccién y de contenedores especiales. En la
actualidad se continda utilizando la radiactividad, princi-
palmente porque ofrece una sensibilidad muy elevada,
aunque ya han aparecido métodos de marcado alternati-
vos en los que se utilizan elementos no radiactivos. Los
maés aceptados son la fluorescencia, la quimioluminiscen-
cia y la colorimetria. Se han desarrollado muchos sistemas,
pero el mas ampliamente utilizado es el marcado de son-
das con un nucleétido al que se ha incorporado un hapte-
no (biotina o digoxigenina). Después de la hibridacién
de la sonda, el hapteno es reconocido por una proteina
(avidina, estreptavidina, antidigoxigenina) a la que se ha
incorporado un compuesto que determina el sistema de
deteccion (p. €j., la fluoresceina emite fluorescencia, mien-
tras que la fosfatasa alcalina permite la deteccién por qui-
mioluminiscencia).

Los métodos mas cominmente utilizados para marcar
sondas genémicas son la nick-translation, en la que se utiliza
la enzima DNA-polimerasa I de Escherichia coli, y el oligola-
belling, en el que se emplea el fragmento largo de la DNA-
polimerasa I (Kleenow). En ambos casos se utilizan nucleéti-
dos no marcados, y uno o dos marcados o no marcados
radiactivamente. El marcado del extremo 5 de oligonu-
cleé6tidos también es muy utilizado y se lleva a cabo con
(Y*?P)ATP, y la enzima T4 polinucledtido-cinasa.

Analisis de la expresion génica

Una vez conocidas las particularidades de un gen en cuan-
to a la secuencia de nucleétidos, es preciso analizar su uni-
dad transcripcional, la cual informara sobre la expresion del
gen y sobre su organizacion. Existen varios métodos que per-
miten analizar la expresion génica, entre los cuales debemos
destacar el Northern blotting y los andlisis cuantitativos y de
transcripcion.

Northern blotting

El mRNA puede estudiarse mediante la electroforesis en
geles de agarosa desnaturalizantes. La transferencia del RNA
a un filtro de nilon se realiza del mismo modo que en el mé-
todo de Southern, aunque en este caso no es necesario reali-
zar el tratamiento con hidréxido sédico, pues el RNA es ya
de cadena simple. El RNA transferido al filtro de nilén se hi-
brida del mismo modo que el DNA. Este método, denomina-
do Northern blotting, permite confirmar la presencia de un
RNA determinado en un tejido, conocer el tamaino del trans-
crito, apreciar el nivel de expresion de un gen, a la vez que
permite observar fragmentos de RNA inmaduros. En ciertas
ocasiones es posible observar la presencia de varios mRNA
para un mismo gen, los cuales son debidos a lugares de spli-
cing alternativos o a la existencia de lugares de poliadenila-
cion distintos, al empleo de varios promotores u a otros me-
canismos.
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Anélisis cuantitativos y transcripcion

Mediante el dot-blot es posible cuantificar un RNA determi-
nado. El RNA procedente de distintos tejidos se deposita en
la superficie de un filtro y, una vez fijado a él, se hibrida con la
sonda que se desea analizar. La intensidad de las senales
frente al RNA conocido determina el nivel de expresion del
gen en estudio. Este método permite tanto la cuantificaciéon
del RNA en distintos tejidos, como en diferentes etapas del
desarrollo y la diferenciacién celulares.

Existe la posibilidad de analizar in vitro la actividad de la
transcripcion. Ello se realiza utilizando los nicleos de las cé-
lulas en presencia de ribonucleétidos marcados. Sélo las ca-
denas que ya han iniciado la transcripcion in vivo la conti-
nuaran in vitro. El RNA marcado se hibrida con un filtro que
contiene gel en estudio, con lo que sélo los fragmentos del
gen que se transcriben podrén ser visualizados en la autorra-
diografia.

Clonacion y secuenciacion

Clonacion molecular

La clonacion molecular consiste en la obtencién de frag-
mentos de DNA independientes en cantidad suficiente que
permita su estudio. La clonacién se puede realizar introdu-
ciendo los fragmentos del DNA en el seno de un vector [plés-
mido, césmido, bacteriéfago o yeast artificial chromosome
(YAC)] y amplificandolos posteriormente en el interior de
E. coli o de una levadura. Otro método de clonacién molecu-
lar, desarrollado recientemente, se basa en la utilizacién de
la PCR.

El DNA que se desea clonar puede proceder de cualquier
célula y debe obtenerse en condiciones de pureza y cantidad
suficientes. EI DNA se digiere con las enzimas de restriccion
apropiadas, las cuales permitirdn introducir los fragmentos
obtenidos en un vector. El vector escogido para la clonacién
de los fragmentos de DNA depende del tamafio de éstos. Los
bacteri6fagos pueden incorporar entre pocas bases y 20 kb
de DNA exdégeno, mientras que los c6smidos permiten la clo-
nacion de fragmentos de entre 35 y 45 kb. Actualmente el uso
de vectores de levaduras (YAC) permite la clonacion de frag-
mentos de DNA de hasta 10.000 kb, facilitando el mapeo de
genomas complejos y la caracterizaciéon de genes. Los YAC
han sido construidos a partir de secuencias de DNA de leva-
dura imprescindibles para el mantenimiento del cromosoma
en la célula. Las levaduras son organismos eucariotas y, por
tanto, su sistema de expresién es mucho mas parecido al hu-
mano que al bacteriano. Los YAC pueden ser también intro-
ducidos en células de mamifero. Gracias a la capacidad de
estos vectores para aceptar fragmentos grandes de DNA, un
solo YAC puede contener un gen entero, que puede ser modi-
ficado in vitro y expresado en levadura o en células de mami-
fero, proporcionando informacién de gran valor sobre la es-
tructura y funcién de ese gen.

El DNA que se va a clonar se mezcla con el DNA del vec-
tor y se ligan los extremos terminales mediante la accion de
la enzima 74 DNA-ligasa, que permite establecer enlaces co-
valentes entre los extremos. Posteriormente el DNA se intro-
duce en E. coli (cuando se utilizan plasmidos o césmidos),
en la cépside de un bacteriéfago (que infectard células de
E. coli) o bien en Saccharomyces cerevisiae, donde el DNA se
replicara al dividirse las células. El conjunto de clones que
cubre la totalidad del genoma en estudio se denomina geno-
teca (library) (fig. 9.18). En la mayoria de los casos es preciso
seleccionar sélo un pequeno fragmento del inserto de inte-
rés. Ello se realiza mediante la subclonacion de dicho frag-
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Fig. 9.18. Esquema de la construccion de
una genoteca en bacteriofago A. R: lugar
de corte para la enzima EcoRl; cos: lugar
cohesivo de union del bacteriofago A.

mento en un plasmido, el cual permite una manipulaciéon
mas simple.

No so6lo es posible clonar el DNA gendémico, sino que el
RNA puede copiarse en cDNA de doble hebra e introducirse
en el vector apropiado. El RNA debe ser especifico del tejido
que se desee estudiar, ya que contendra sélo los genes que
se expresan en dicho tejido. El paso de RNA o DNA se realiza
mediante el empleo de la enzima transcriptasa inversa. Poste-
riormente se obtiene la hebra complementaria y el cDNA
puede ser introducido en el vector.

Las genotecas pueden ser analizadas (screening) con una
sonda genémica o de cDNA, con un oligonucleétido o con
un anticuerpo. Los distintos pasos de anélisis conducen a ob-
tener el clon Unico de interés, el cual podra ser amplificado
y purificado para posteriores estudios.

Secuenciacion del DNA

La secuencia de nuclectidos de los mas de 3.000 millones
de pb que contiene el genoma humano ain no se ha deter-
minado. En la actualidad se dispone de una pequena frac-
cion de ella, la cual corresponde a los pocos genes que han
sido clonados y a las secuencias que los flanquean. El pro-

NS
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Inserto cos ;
Clones recombinantes

Empaquetamiento
in vitro

Y

Infeccién y siembra de bacterias

Genoteca
(6 x 105-1 x 106 clones)

yecto de secuenciar la totalidad del genoma humano requie-
re la colaboracién de muchos laboratorios de todo el mundo
y es uno de los principales objetivos cientificos de los proxi-
mos 10 afnos.

Existen dos métodos que permiten secuenciar el DNA,
uno desarrollado por MAXaM y GILBERT y otro por SANGER. Este
dltimo es el méas empleado y simple. El DNA que se va a se-
cuenciar (DNA templado) puede estar introducido en un
vector o bien puede proceder de una amplificacién por el
método de la PCR. La reaccién de secuenciacion se lleva a
cabo en presencia de nucleétidos (desoxirribonucleétidos y
didesoxirribonucleétidos) y de un cebador primer (oligonu-
cleétido). Para la deteccion se utiliza un desoxirribonucle6ti-
do o un primer que estdn marcados radiactivamente. El pri-
mer se une a las moléculas de DNA templado y, mediante la
accion de una polimerasa, las cadenas se van alargando. Las
reacciones se bloquean cuando se incorpora un didesoxirri-
bonucleétido, que impide que se forme un enlace con el de-
soxirribonucledétido siguiente, con lo que se obtiene un pool
de cadenas de distintos tamanos, cada una de las cuales fina-
liza en un lugar distinto. El tamano de los fragmentos obteni-
dos se puede detectar mediante autorradiografia tras electro-
foresis en un gel de poliacrilamida. La lectura de los tamafios
de los fragmentos obtenidos con cada didesoxirribonucle6ti-
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Fig. 9.19. Secuenciacion del DNA. A. Esquema de los distintos pasos en la secuenciacion del DNA mediante didesoxinucleotidos o de Sanger.
B. Autorradiografia de la secuenciacion de dos clones distintos. dATP, dGTP, dTTP, dCTC: desoxinucledtidos; ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP: dide-

soxinucleotidos.

do se corresponde con la secuencia complementaria del
DNA original en el sentido 3’ - 5’ (fig. 9.19).

En la actualidad es posible proceder a la secuenciacion
del DNA mediante aparatos que realizan la lectura de los ge-
les de forma automatica. Esta tecnologia emplea marcadores
fluorescentes de cuatro fluorescencias distintas, obteniendo
la secuencia de forma mucho mas rapida, a la vez que ana-
liza varios clones simultdneamente. El perfeccionamiento
de la tecnologia de secuenciacién automaética del DNA per-
mitird un avance considerable en el estudio del genoma
humano.

Hibridacion in situ

La hibridacién in situ con fluorescencia (FISH, del inglés,
fluorescence in situ hybridisation) permite la deteccién y loca-
lizacion de secuencias de acidos nucleicos en estructuras
biolégicas morfolégicamente conservadas. Esta técnica ha
experimentado un enorme desarrollo con aplicaciones en
distintos niveles, pudiendo emplearse en el anélisis tanto de
tejidos como del DNA. El DNA debe encontrarse fijado en un
soporte sélido (porta), en forma condensada (cromosomas
en metafase) o descondensada (ntcleos interfasicos). La se-
paraciéon minima necesaria en la FISH para visualizar cada
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Fig. 9.20. Identificacion de un paciente con cariotipo XYY en nticleos
en interfase, empleando dos sondas fluorescentes. Y: rojo rodamina;
X: verde fluoresceina.

sonda como un punto independiente cuando la hibridaciéon
se realiza sobre cromosomas metafasicos es de 5-7 megaba-
ses (Mb), mientras que si se realiza sobre nucleos interfasi-
cos puede discernirse entre sondas separadas por 50-1.000 ki-



PRINCIPIOS DEL ANALISIS GENETICO

lobases (kb). Mediante FISH pueden detectarse deleciones
de pocas kilobases de DNA, aneuploidias y translocaciones.
El RNA puede ser estudiado también mediante FISH.

La sonda se marca mediante el método de nick translation,
utilizando nucleétidos que generalmente tienen incorporada
una molécula de biotina o digoxigenina. La sonda marcada
se hibrida con el DNA que se encuentra fijado en el porta y
posteriormente se trata con una soluciéon que contiene las
proteinas avidina o antidigoxigenina unidas a un fluorocro-
mo (fig. 9.20). Estas proteinas reconocen la biotina y la digo-
xigenina, respectivamente, uniéndose a ellas. El porta se ana-
liza en un microscopio de fluorescencia, que posee filtros
especificos para cada fluorocromo (los més utilizados son el
TRITC y el FITC). Actualmente existen fluorocromos (fluores-
ceina, rodamina, hidroxicumarina) que se encuentran incor-
porados a los nucleétidos, con lo que la visualizacién de la
hibridacién es directa.

Amplificacion del DNA (PCR)

En los dltimos anos se ha desarrollado una nueva y revolu-
cionaria tecnologia que facilita los estudios moleculares en
el laboratorio y que abre nuevas perspectivas a la investiga-
cién y al diagnéstico médico. Esta nueva tecnologia se basa
en la amplificacién de secuencias especificas del DNA. La
tecnologia que permite tal amplificaciéon se conoce como
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés, polyme-
rase chain reaction).

La PCR constituye un sencillo método para la clonacién in
vitro de cualquier segmento de DNA, sin necesidad de recu-
rrir a la metodologia convencional. La PCR permite disponer,
de forma rapida y eficaz, de cantidades suficientes de una se-
cuencia de DNA determinada para su posterior estudio mole-
cular. La aplicacién de la PCR a distintas areas de la medici-
nay la biologia ha crecido considerablemente en los Gltimos
anos, simplificando y magnificando las posibilidades diag-
nosticas de la tecnologia del DNA recombinante. La nueva
tecnologia permite el diagnéstico preciso de los trastornos
genéticos hereditarios o adquiridos y facilita la investigacion
sobre los defectos moleculares todavia no definidos. La apli-
cacioén de la PCR en la medicina forense y legal supone, sin
duda, entrar en una nueva era para esta disciplina. Finalmen-
te, la PCR permite la detecciéon de una amplia variedad de
patégenos responsables de enfermedades infecciosas.

La revolucién que la PCR ha supuesto en el campo de la
investigacion genética y molecular es comparable a la pro-
ducida por el descubrimiento de las enzimas de restriccion,
de los polimorfismos del DNA u otros mecanismos intimos
del funcionalismo celular. El descubrimiento de la PCR le va-
li6 a MuLLis el premio Nobel de Quimica en 1993.

Principio de la PCR

El método de la PCR se basa en la utilizacién de secuen-
cias cortas de nucleétidos sintéticos (oligonucleétidos) o pri-
mers, que hibridan de forma especifica con las dos hebras
complementarias de DNA, las cuales flanquean la regién de
interés. La amplificacién se consigue al realizar una serie
de ciclos repetitivos que consisten en la desnaturalizaciéon
del DNA molde o templado, la hibridacién de los primers
con el templado y la sintesis del DNA complementario me-
diante la accién de la enzima DNA-polimerasa. Si se realizan
20-30 ciclos del proceso de PCR sefialado anteriormente, se
pueden obtener varios millones de copias de la secuencia de
interés, flanqueada por los primers utilizados en la amplifica-
cion (fig. 9.21).

La reaccion tipica de PCR consta del DNA muestra, las se-
cuencias cebadoras o primers, el tampoén de reaccion, los des-
oxinucleétidos trifosfatos y la enzima DNA-polimerasa del

Principio de la PCR
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Fig. 9.21. Esquema del principio de la PCR. El DNA se somete a va-
rios ciclos de desnaturalizacion, hibridacion y elongacion, en presen-
cia de nucleotidos libres, primers y la enzima Tag DNA-polimerasa.

DNA. El DNA muestra puede consistir en 100 ng de DNA ge-
némico, lo cual puede suponer hasta 100.000 copias del
DNA molde que se desea amplificar, o incluso una Gnica cé-
lula, en la que existen s6lo 5 pg de DNA (s6lo una o dos co-
pias del DNA templado).

De los varios tipos de enzimas DNA-polimerasa existentes,
las més utilizadas son las procedentes de E. coli, concreta-
mente el fragmento largo de la DNA-polimerasa I (kleenow).
Sin embargo, la actividad de esta enzima desciende conside-
rablemente por encima de los 37 °C, y la exposicion a altas
temperaturas de desnaturalizacién necesarias para separar
las dos cadenas de DNA inactiva la enzima tras cada ciclo de
amplificacién. La DNA-polimerasa del microrganismo Ther-
mus aquaticus (Taqg DNA-polimerasa) permite la sintesis del
DNA a temperaturas por encima de los 70 °C y resiste perfec-
tamente los 94-95 °C necesarios para separar las dos hebras
de DNA. Con la polimerasa 7aq se consigue una mayor espe-
cificidad en la reaccién, ademds de permitir la automatiza-
cion del proceso. La polimerasa Taqg es la que se utiliza en la
actualidad en la mayoria de los experimentos de amplifica-
cién de DNA.

La reacciéon de amplificacion puede realizarse mediante
un aparato automatico programado para conseguir las tem-
peraturas y los ciclos deseados. Un ciclo tipico consiste en la
desnaturalizaciéon a 94 °C durante 20 seg, la hibridacién de
los primers con el DNA molde a 50-60 °C durante 20 seg y la
sintesis a 72 °C durante 30 seg. Los aparatos que existen en el
mercado permiten el proceso de amplificacién en menos de
3h.

Una de las extraordinarias particularidades y ventajas de la
PCR, de especial importancia en su aplicaciéon diagnostica,
es que permite la amplificacién de cualquier secuencia de
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DNA, a pesar de que éste se encuentre degradado. Sin em-
bargo, uno de los principales problemas de la PCR es la posi-
bilidad de contaminacién con material genético extrano.
Esto reviste especial importancia cuando se realiza amplifica-
cién de escaso material genético, como puede ser una sola
célula (ovocito o esperma) o un pelo, y tiene una relevancia
mayor cuando se trata de detectar secuencias como, por
ejemplo, las del virus de la inmunodeficiencia humana
(HIV) adquirida. La rigurosidad en los diversos procedimien-
tos del laboratorio consigue disminuir la posibilidad de con-
taminacién en la PCR.

Los productos obtenidos en la amplificacién pueden ana-
lizarse mediante una amplia variedad de técnicas, que inclu-
yen la hibridacién mediante dotblot, la simple visualizacion
del producto en geles de agarosa o poliacrilamida, el anélisis
de restriccién o la secuenciacion directa del DNA. En el mé-
todo de dot-blot se deposita en un filtro de nilén una parte
del producto de la amplificaciéon, que queda fijado mediante
irradiaciéon UV o por calor. El filtro se hibrida con el oligonu-
cledtido especifico de secuencia (SSO) o especifico de alelo
(ASO), marcado radiactivamente o con biotina. Luego los fil-
tros se lavan a la temperatura 6ptima, exponiéndolos a una
pelicula de rayos X (en el caso del marcado radiactivo) u ob-
teniendo la conversién colorimétrica (en el caso del marca-
do enzimético). También es posible realizar un dot-blot inver-
so, en el que son los oligonucleétidos los que se depositan
en el filtro y el DNA amplificado el que, marcado radiactiva o
enzimaticamente, actiia como sonda.

Aplicaciones de la PCR

La PCR ha simplificado y magnificado las posibilidades
diagnésticas del DNA en medicina. La nueva tecnologia per-
mite el diagnéstico preciso de los trastornos hereditarios, que
incluyen tanto los procesos en los que el defecto molecular
es conocido en detalle, como aquellos para los que s6lo ha
sido posible la localizacién cromosémica del defecto en
cuestion. En las enfermedades genéticas adquiridas, como el
cancer y los procesos autoinmunes, la PCR permite detectar
con precision los defectos moleculares que han sido defini-
dos y facilita la exploracion de su patologia bésica. El estu-
dio de la hipervariabilidad en el genoma supone la posibili-
dad de su empleo en los estudios de susceptibilidad a ciertas
enfermedades y la aplicacién a la medicina forense y legal.
En este campo, el poder discriminativo de la nueva tecnolo-
gia es altamente superior al obtenido con la metodologia clé-
sica. La deteccion de patégenos infecciosos y la identifica-
cién de variabilidad genética asociada a enfermedad se han
visto también revolucionadas con la utilizacion de la tecno-
logia del DNA recombinante.

La PCR en el campo de las enfermedades monogénicas
tiene dos aplicaciones principales: @) el andlisis indirecto de
los procesos hereditarios mediante el estudio de polimor-
fismos asociados a los genes responsables de los distintos
procesos y b) la deteccion directa de mutaciones, mediante
hibridacion, digestiéon con enzimas de restriccion, secuencia-
cién directa del DNA o simple visualizacién de fragmentos.

Ademaés de la posibilidad de anélisis de procesos genéti-
cos, cancer y susceptibilidad a enfermedad, la nueva tecno-
logia permite el andlisis rapido de patdgenos infecciosos. El
andlisis de la presencia de estos patégenos y de mutaciones
en oncogenes en material médico de archivo, como bloques
de tejidos en parafina, fijados en formol, permite importantes
trabajos retrospectivos. A partir de escaso material genético,
como pueden ser gotas de sangre seca, pelos, semen, etc., la
PCR es también un poderoso método para estudiar muestras
de archivo.

La PCR ha revolucionado la tecnologia del DNA recombi-
nante en el campo de la investigacion genética y molecular.
Los métodos de clonacién de cDNA y DNA gendémico, la ma-
nipulacién de regiones promotoras de los genes, la secuen-
ciacién del DNA, el anélisis de la expresion génica, la detec-
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cion de mutaciones, los estudios evolutivos, el marcado ra-
diactivo, la mutagénesis in vitro, etc., se han visto sustituidos,
complementados o altamente facilitados con la PCR. La apli-
cacion de la nueva tecnologia en la investigacion ha permiti-
do importantes contribuciones sobre la variabilidad, la ex-
presion, la recombinacién y la evolucion genética.

Polimorfismos del DNA

Fragmentos de restriccion de longitud
polimorfica

Dentro de la semejanza entre los individuos de una misma
especie, existen variaciones individuales en la secuencia de
la informacién genética, la mayoria de las cuales son neu-
tras, sin efecto alguno sobre la informacién hereditaria. Los
polimorfismos consisten en variaciones en la secuencia del
DNA, muchas de las cuales no tienen consecuencia biol6gi-
ca selectiva alguna. Esta variacién genética debe ser detecta-
ble en, al menos, el 1% de los individuos de una poblacién.
Los polimorfismos del DNA pueden ponerse de manifiesto
con la metodologia de que se dispone para el andlisis del ge-
noma humano.

La mayoria de los cambios en el DNA se producen en los
intrones o entre los genes, no afectando las regiones codifi-
cantes para las proteinas. Se estima que uno de cada 200 nu-
cledtidos varia entre los distintos individuos, por lo que se
calcula que existen méas de 10 millones de lugares polimorfi-
cos en nuestro DNA. La gran abundancia de polimorfismos
en el DNA contrasta con los escasos polimorfismos proteicos
(s6lo algunas docenas), que incluyen grupos sanguineos,
grupos tisulares, isoenzimas y antigenos de membrana. Por
otra parte, la gran ventaja de los polimorfismos del DNA es la
uniformidad metodolégica para su estudio, frente a la diver-
sidad de los polimorfismos proteicos.

Las enzimas de restriccion pueden poner de manifiesto los
polimorfismos, ya que un cambio en la secuencia del DNA
puede crear o destruir un lugar de corte, dando lugar a un
fragmento (destruccion del lugar de corte) o a dos fragmen-
tos (presencia del lugar de corte) (fig. 9.22). Los fragmentos
de restriccion de longitud polimérfica (RFLP, del inglés, res-
triction fragment lenght polymorphism) pueden analizarse
mediante la amplificacién del DNA por PCR. Los primeros
RFLP detectados en el hombre fueron en los genes de las glo-
binas, aunque posteriormente se observaron también RFLP
en secuencias del DNA no codificantes, denominando a es-
tos Ultimos anénimos o extragénicos, y a los primeros RFLP
intragénicos. Los polimorfismos del DNA que dependen de
su secuencia y que no pueden ser reconocidos mediante en-
zimas de restriccién son los més abundantes y s6lo pueden
ponerse de manifiesto si se conoce la secuencia de nucleé-
tidos.

Minisatélites y microsatélites

Existe un tipo de polimorfismos que presentan gran varie-
dad de alelos: son los minisatélites o nimero variable de se-
cuencias repetidas en tandem (VNTR, del inglés, variable
number of tandem repeats) y los microsatélites (STRP, del in-
glés, short tandem repeat polymorphisms). Ambos consisten
en repeticiones situadas en tAndem de un nimero determi-
nado de nucleétidos, denominandose microsatélites cuando
el nicleo repetitivo es inferior a 6 nucleétidos, y minisatélites
cuando es superior. El nimero de veces que se repite este
nulcleo varia de un individuo a otro, constituyendo distintos
alelos (fig. 9.22). Estos marcadores son altamente informati-
vos, ya que presentan gran nimero de alelos, siendo muy
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elevada la probabilidad de encontrar dos alelos diferentes en
el mismo individuo. Los minisatélites se analizan mediante
digestion del DNA con enzimas de restriccion y analisis con
una sonda que reconoce la zona repetitiva. El anéalisis de mi-
crosatélites se lleva a cabo mediante amplificaciéon con PCR

de la region polimorfica y posterior separacion de los frag-
mentos en un gel de acrilamida (fig. 9.23).

Polimorfismos e informatividad

Los polimorfismos del DNA son de gran utilidad en el estu-
dio de la patologia molecular. No obstante, un polimorfismo
de utilidad en los estudios genéticos debe ser informativo. La
informatividad es la probabilidad de que un individuo sea he-
terocigoto para el locus en estudio. La heterocigosidad supo-
ne la posibilidad de poder distinguir los dos cromosomas ho-
mologos.

El estudio de un polimorfismo permite determinar su fre-
cuencia alélica, pudiendo calcular la frecuencia de heteroci-
gotos y de homocigotos, asi como el contenido de informa-
cion polimorfica o PIC =1 — (p? + ¢* + 2 p?q?) de un FRLP, el
cual nos da una idea de su informatividad (p y q son las fre-
cuencias de cada alelo). Para un FRLP dialélico situado en
un autosoma, el PIC méximo que puede obtenerse es de
0,38, mientras que para un FRLP del cromosoma X es de 0,50.
La gran ventaja de los minisatélites y los microsatélites res-
pecto a los FRLP estriba en que la informatividad que se ob-
tiene es muy elevada, debido a la existencia de miultiples ale-
los, lo que permite obtener PIC cercanos a 1,0.

Utilidad de los polimorfismos

Los polimorfismos VNTR y microsatélites permiten explo-
rar muchos /oci de forma rapida y construir lo que se deno-
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mina improntas digitales o fingerprinting del DNA y explorar
la identidad de los individuos, de extrema utilidad en las
identificaciones forenses y en medicina legal.

Los polimorfismos del DNA responden a un patrén de he-
rencia mendeliana codominante. Los polimorfismos, princi-
palmente los minisatélites y microsatélites, constituyen la he-
rramienta esencial en la elaboracion del mapa del genoma
humano. Su empleo ha sido fundamental en los estudios de
ligamiento genético para enfermedades monogénicas o poli-
génicas, permitiendo acotar la localizacién cromosémica y
la posterior clonacién de los genes responsables de las prin-
cipales enfermedades hereditarias.

HLA y polimorfismos

Las moléculas codificadas por el complejo mayor de histo-
compatibilidad (HLA) presentan un elevado grado de poli-
morfismo. El papel exacto de este polimorfismo es todavia
desconocido, pero parece estar relacionado con la capaci-
dad del sistema inmunitario para responder a la amplia va-
riedad de antigenos. La PCR se ha aplicado con éxito al estu-
dio de la variabilidad alélica de las subregiones DP, DQ y DR
del HLA. El método del dot-blot reverso permite aplicar cual-
quier muestra a un filtro de nilén que contiene todas las va-
riantes posibles de estos loci en forma de oligonucleétidos.
Este método constituye una forma répida y precisa de anali-
zar los polimorfismos del HLA de clase Il (véase méas adelan-
te). La PCR permite ademas trabajar con escasa muestra bio-
légica, siendo el método mas preciso, simple y rapido para
realizar tipificacién de HLA, de aplicacién para el trasplante
de tejidos, la identificaciéon de individuos y los estudios de
susceptibilidad a diversas enfermedades.

Diagnostico genotipico

Estrategias diagnosticas

La tecnologia del DNA recombinante ha tenido un impac-
to revolucionario en el diagnéstico prenatal y la deteccién
de portadores de enfermedades monogénicas. A pesar de
que esta tecnologia no ha cubierto el espectro total de sus
posibilidades diagndsticas, se ha difundido con gran rapidez
permitiendo aumentar las opciones de los laboratorios en el
diagnéstico molecular. Antes de 1987, el diagnéstico prena-
tal de enfermedades como la anemia de células falciformes,
la betatalasemia y las hemofilias se realizaba mediante tec-
nologia de Southern blotting, tardandose varias semanas en
la obtencién de los resultados de este tipo de andlisis. Desde
finales de 1987 es posible establecer el diagnostico de estos
procesos en menos de una semana mediante la amplifica-
cién proporcionada por la PCR. Esta nueva tecnologia no
s6lo ha aumentado la rapidez diagndstica, sino que ha per-
mitido un considerable incremento en su fiabilidad.

Analisis indirecto

Para muchas de las enfermedades hereditarias monogéni-
cas la deteccién de portadores y el diagnéstico prenatal sélo
son posibles analizando polimorfismos del DNA que se en-
cuentran ligados a los genes responsables de estos procesos,
es decir, mediante el estudio de polimorfismos y el segui-
miento de su herencia en una familia determinada (véase
Consejo genético y diagndstico).

Anélisis directo

En enfermedades para las que es conocido el gen, como
la anemia de células falciformes, la betatalasemia, la alfatala-
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semia, la distrofia muscular de Duchenne, la hemofilia, el re-
tinoblastoma o la fibrosis quistica, es posible utilizar técnicas
(SSCP -single strand conformation polymorphism-, DGGE
—denaturant gradient gel electrophoresis—, heterodtplex, etc.)
que permiten detectar las mutaciones responsables de esa
enfermedad (diagnéstico directo). En la mayoria de estas
técnicas se usa la amplificacién por PCR.

Otras aplicaciones del diagndstico genotipico

Afecciones neoplasicas

En los tltimos afos, las investigaciones sobre las bases
moleculares del cancer se han dirigido a la identificaciéon de
las alteraciones responsables del desarrollo de tumores y a la
caracterizacion de los genes que controlan el crecimiento y
la diferenciacién de las células en la carcinogénesis. Se ha
aislado un amplio ntimero de genes relacionados con el cén-
cer, los cuales contienen mutaciones especificas que pueden
ser identificadas a partir de material genético del tumor. Los
reordenamientos cromosémicos especificos asociados a cier-
tas leucemias son marcadores diagnoésticos de gran utilidad,
los cuales pueden ser detectados mediante PCR.

Medicina legal y forense

La posibilidad de detectar polimorfismos del DNA en cual-
quier muestra biolégica ha constituido una revolucién para
la medicina legal y forense. El empleo de la PCR ha mejora-
do considerablemente la utilizacién de la variabilidad alélica
en los estudios de identificacién, sobre todo con el empleo
de minisatélites y microsatélites. La PCR permite realizar una
tipificacion a partir de un solo pelo, de una sola célula, un
Unico esperma o una gota de sangre seca, a pesar de que el
material biol6gico se encuentre degradado.

Los sistemas de marcadores para andlisis mediante PCR,
de utilidad en medicina forense, deben ser altamente poli-
morficos y tener un elevado nivel de heterocigosidad genéti-
ca. La secuencia que se ha de estudiar debe ser amplificable
con facilidad; del mismo modo, la deteccién de la variacion
alélica debe ser reproducible. Es necesario también disponer
de las frecuencias genotipicas para estimar el poder de dis-
criminacién de los marcadores. Si los marcadores emplea-
dos se heredan de forma independiente (proceden de distin-
tos cromosomas), las frecuencias derivadas de un sistema de
marcadores pueden multiplicarse por las obtenidas con
otros sistemas, aumentando el poder discriminativo del total
del sistema.

Uno de los sistemas mejor desarrollados para el andlisis fo-
rense mediante PCR es el DQa del HLA. El segundo exén del
gen DQa es altamente variable. Una vez amplificada esta re-
gion del DNA, es posible emplear un oligonucleétido especi-
fico de sonda para la detecciéon de cada una de las secuen-
cias variantes o alelos (ASO). Los genotipos que se obtienen
muestran frecuencias que van de 0,005 a 0,15, teniendo un
poder de discriminacién del 0,93; es decir, altamente supe-
rior al conseguido con los grupos sanguineos ABO, que es
solo del 0,60. El locus DPP aumenta considerablemente el
poder de discriminacién obtenido con el sistema DQa.

Otro sistema altamente polimorfico es el que se encuentra
en la region D-loop del DNA mitocondrial humano. La hiper-
variabilidad presente en el DNA mitocondrial tiene una gran
ventaja frente al DNA gendémico, ya que existen entre 100 y
10.000 copias de una secuencia determinada de DNA mito-
condrial por célula, comparado con una sola copia de DNA
gendmico, lo que representa una gran ventaja cuando se dis-
pone de escasa muestra bioldgica.

Los marcadores del DNA que detectan regiones hipervaria-
bles VNTR y los microsatélites permiten distinguir a dos indi-
viduos entre millones de individuos. Los microsatélites tie-
nen ademas la ventaja de que pueden analizarse mediante
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PCR al nivel de la secuencia del DNA. Estos marcadores son
los de mayor utilidad en estudios de paternidad.

Cualquier muestra bioldgica puede ser analizada median-
te PCR, sin importar sus caracteristicas o su tamano. De este
modo, manchas de esperma, gotas de sangre, pelos, células
epiteliales bucales, muestras de autopsia conservadas en for-
mol, etc., pueden ser estudiadas con estos sistemas hiperva-
riables y PCR. El estado de degradacion del DNA en la mues-
tra biolégica no representa un gran problema para la PCR, ya
que muchos de los fragmentos que se desea analizar son de
alrededor de 100 pb. Mediante esta metodologia ha sido po-
sible estudiar muestras de restos humanos de hace més de
7.000 anos.

Uno de los principales problemas en la PCR es la posibili-
dad de contaminacién con muestras de otros individuos, in-
cluido el que las manipula. En cada estudio deben realizarse
controles positivos y negativos que permitan monitorizar la
tecnologia y la posibilidad de contaminacién.

Diagnéstico de procesos infecciosos

En el campo de la microbiologia la tecnologia del DNA re-
combinante ha aportado considerables avances, al permitir
la deteccién rapida y especifica de todo tipo de patdgenos:
virus, bacterias y hongos. La PCR permite amplificar una se-
cuencia de DNA de interés en cuestion de pocas horas, y
ocuparé un papel fundamental en el diagnéstico, frente a los
métodos clasicos de cultivo, los cuales requieren dias e in-
cluso semanas, especialmente para procesos en los que el
cultivo es muy dificil o imposible. Por otra parte, la PCR per-
mite realizar el andlisis a partir de escaso material genético,
como el obtenido en una biopsia, un lavado o una puncién
aspirativa.

Los anticuerpos monoclonales o policlonales se utilizan
para la deteccién de gran variedad de procesos infecciosos.
Estos anticuerpos pueden reaccionar con otros patdégenos
distintos y, por consiguiente, impedir el diagnoéstico fiable o
precisar una amplia bateria de anticuerpos para establecer el
diagnéstico especifico. Por otra parte, los métodos inmunolé-
gicos no permiten detectar el proceso infectivo en el momen-
to en el que éste se produce, sino varias semanas después.
Por tltimo, ciertos agentes infecciosos comprometen seria-
mente el sistema inmunitario, o éste se encuentra ya muy
afectado, como en el caso de las inmunodeficiencias congé-
nitas y adquiridas (como el SIDA), de los pacientes someti-
dos a tratamiento antineoplésico o afectos de procesos can-
cerosos. En estas situaciones, la deteccién seroldgica de los
procesos infectivos es muy dificil.

Existen varios retrovirus humanos que han sido caracteri-
zados, entre ellos los virus HIV-1 y HIV-2, responsables del
SIDA. Los cultivos del virus en individuos seropositivos y en
aquellos que padecen la infeccién tienen una amplia varie-
dad y son altamente laboriosos, largos y costosos. La PCR se
ha aplicado con éxito en la deteccién de individuos infecta-
dos, permitiendo el diagnéstico antes del desarrollo de anti-
cuerpos. El método permite establecer un diagnéstico preci-
so en aquellos casos en los que los estudios inmunoldgicos
son dudosos, asi como demostrar la infecciéon en individuos
seropositivos para los que los métodos de deteccién directa
del virus son negativos. El método ha mostrado gran utilidad
para el andlisis en recién nacidos, para andlisis pretransfusio-
nal y para determinar el tipo de virus presente en el indivi-

duo. Uno de los principales problemas con los virus HIV-1 y 2
es la gran heterogeneidad molecular de ciertas regiones del
genoma de estos virus, por lo que es preciso emplear secuen-
cias que se encuentran altamente conservadas.

Los virus HTLV-l y Il son retrovirus que infectan los linfoci-
tos. El virus HTLV-I se asocia a un tipo de leucemia muy gra-
ve, que se conoce como leucemia de células T del adulto,
as{ como a una mielopatia crénica progresiva. En muchos
paises, el andlisis serolégico para el HTLV-l es obligatorio
para los bancos de sangre. La PCR es de gran utilidad clinica
al permitir identificar a los individuos infectados antes de
que se produzca la seroconversiéon, confirmando ademas la
presencia del virus para los casos detectados mediante méto-
dos serolégicos. El virus HTLV-II se encuentra de forma epi-
dérmica en drogadictos; por otra parte, la deteccién de este
virus mediante PCR permitira establecer su relacién con pro-
cesos especificos todavia no claros.

La PCR ha aumentado considerablemente la sensibilidad
(mas de 10.000 veces) de la deteccion del virus de las hepati-
tis By C, permitiendo detectar el virus en pacientes seronega-
tivos. La infeccion por citomegalovirus (CMV) es de especial
importancia para los recién nacidos, al ser responsable de re-
traso mental y de sordera congénita no hereditaria. En los in-
dividuos inmunodeprimidos el CMV es un agente patégeno
grave. La deteccion temprana de la presencia del virus me-
diante PCR permite la rapida instauracién de una terapéutica
eficaz, la cual no seria posible mediante el cultivo del virus.
Este puede ser detectado en la orina de recién nacidos, de
pacientes afectos de SIDA y de enfermos sometidos a trata-
miento inmunodepresor y trasplantados, entre otros.

Se han identificado varios tipos de papilomavirus huma-
nos que se encuentran asociados a displasia de cuello uteri-
no y a carcinoma (tipos 16 y 18) o a condiloma benigno (ti-
pos 6y 11). La posibilidad de realizar la tipificacién de estos
virus en las muestras genitales permite elucidar el papel que
cumplen en estos procesos, particularmente en el cancer de
cuello uterino. Por otra parte, la presencia de los tipos de vi-
rus asociados con mayor frecuencia a la transformacién ma-
ligna permite monitorizar el seguimiento de las pacientes en
las que se demuestre la presencia de estos tipos virales.
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Patologia molecular hereditaria
X. Estivill Palleja

La patologia molecular de algunas de las enfermedades
monogénicas es bien conocida. En unos casos el gen respon-
sable se ha aislado a partir de la proteina para la que codifi-
ca, mientras que en otros ha sido necesario recurrir a su
identificacion en funcién de la posiciéon que éste ocupa en el
genoma, estrategia conocida como clonacion posicional o
genética reversa.

Del total de 100.000 genes que se estima forman parte de
nuestro material genético, s6lo se han identificado unos
3.000. El considerable nimero de genes que todavia no co-
nocemos (méas del 95%) dificilmente se descubriran em-
pleando métodos bioquimicos que permitan detectar los
distintos productos proteicos de nuestro organismo. El enor-
me éxito de la clonacién posicional, identificando los genes
de las principales enfermedades hereditarias, hace albergar
enormes esperanzas de que la mayoria de los genes implica-
dos en procesos patoldgicos seran descubiertos en funcién
del lugar que ocupan en el genoma. De hecho, en los dlti-
mos 5 afnos el progreso alcanzado ha sido extraordinario y
se ha identificado un considerable nimero de genes para
los que no existia informacién bioquimica alguna. En este
apartado se describen algunas de las enfermedades heredi-
tarias para las que se han producido importantes avances en
el conocimiento molecular. La limitacién de espacio no per-
mite una descripcién exhaustiva ni cubrir la totalidad de la
patologia molecular que es posible analizar en la actuali-
dad.

Hemoglobinopatias

Las hemoglobinopatias han sido ampliamente estudiadas
en el plano molecular. Gran parte de nuestros conocimientos
sobre la patologia molecular humana tienen su origen en el
estudio de estas afecciones.

Los cambios en las distintas moléculas de la hemoglobina
(Hb) responden a las necesidades de adaptacién a los distin-
tos requerimientos de oxigeno durante el desarrollo. Las Hb

Embrién Feto
C a2 al 4 a2 al
—J—i Sl | |
€ Gy Ay 5 B € Gy Ay [

Hb Gower 1 Hb F
(2¢€2 a2 y2
Hb Gower 2

oa2e2

Hb Portland

2y2

humanas tienen la estructura de un tetramero. La Hb adulta
y fetal estd formada por cadenas o, combinadas con cadenas
BenlaHb A (a,3,), cadenas d en la Hb A, (a, d,) y cadenas
yen la Hb F (0, y,). En la vida embrionaria las cadenas { se
combinan con las € y y para formar la Hb Gower 1 ({,, €,) 0
la Hb Portland (T, Y,), y las cadenas a y € se combinan para
formar la Hb Gower 2 (a, &,) (fig. 9.24).

Los genes de la Hb estan divididos en dos familias, los que
codifican para las cadenas @, situados en el cromosoma 16p,
y los que codifican para las cadenas 3, localizados en el cro-
mosoma 11p.

La familia de los genes a estd formada por cuatro genes
funcionales ({,, 0,, a, y 6,), de los que s6lo los genes o, y a,
se expresan en la vida adulta, y los tres seudogenes (¢, ya,
y Wa,). Estos genes y seudogenes se encuentran en una re-
gién genémica que comprende unas 30 kilobases (kb). Los
dos genes a (0, y 0,) tienen tres exones y dos intrones, son
idénticos en la regién codificante y difieren en pocos nucleé-
tidos en los intrones y en la regién intergénica. El producto
proteico final de los genes a, y a, es idéntico.

La familia de los genes 3 esta formada por cinco genes
funcionales (g, %y, 4y, 8y B), y por un seudogén {3,. Los genes
funcionales tienen tres exones y dos intrones. El gen € se ex-
presa sélo en la vida embrionaria, mientras que los genes Cy
y Ay estan activos en el periodo fetal. El gen B se expresa a
partir de la décima semana de vida intrauterina, y el gen &
s6lo lo hace tras el nacimiento, aunque a un bajo nivel.

Las regiones que flanquean las secuencias codificantes de
los genes de las hemoglobinas han sido analizadas en deta-
lle. En el extremo 5’ existen secuencias que regulan la trans-
cripcién de estos genes: una secuencia conocida como
TATA box, situada a 20-30 pares de bases (pb) antes del lugar
de iniciacion del RNA, y otra secuencia denominada CCAAT
box, a 7090 pb. A varias decenas de kilobases del cluster de
genes 3, en situacién 5, existen unas secuencias denomina-
das lcr, que regulan la expresion de la -globina. Se han iden-
tificado distintas alteraciones moleculares responsables de
las enfermedades de la Hb. Estas alteraciones compren-
den las variantes estructurales —entre las que destacan las Hb
S, Cy E—, las talasemias y la persistencia hereditaria de Hb fetal.

Vida extrauterina
a2 al

Genes a

4
: o]
&S

Genes B

Sintesis de hemoglobina

Hb F
a2 y2

=1%

Fig. 9.24. Control genético de la sintesis de hemoglobina humana. En negro se sefialan los genes activos; en rayado, los genes poco activos; en
sombreado, los genes que todavia no son activos, y en blanco, los genes que han pasado de activos a no funcionales.
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Variantes estructurales de la hemoglobina

Existen més de 500 variantes estructurales de la Hb. La ma-
yoria de ellas consisten en el cambio de un aminoacido en
las cadenas a o B y generalmente no producen enfermedad,
debido a que no implican un cambio funcional en la mo-
lécula final. Estas mutaciones se denominan de cambio de
sentido (missense). Las variantes més frecuentes y de impor-
tancia clinica son las Hb S, Cy E (tabla 9.5).

La Hb S se encuentra distribuida ampliamente en Africa
tropical, el Mediterrdneo y el Oriente Medio. Esta distri-
bucién geografica parece tener relacién con una ventaja
selectiva para los heterocigotos Hb C / Hb A, al estar protegi-
dos contra el paludismo. La enfermedad debida al estado
homocigoto se conoce como drepanocitosis 0 anemia de
células falciformes. Las caracteristicas clinicas de la drepa-
nocitosis se describen en la seccién de Hematologia, pero
cabe destacarse la extrema gravedad del proceso, que se ca-
racteriza por anemia, lesiones 6seas, del SNC y renales; du-
rante las crisis hemoliticas pueden producirse infartos. En
Africa, la mayoria de los pacientes homocigotos no sobrevi-
ven mas alla del primer afio de vida y pocos llegan a la edad
adulta.

La Hb S se debe a la sustituciéon de una valina por un aci-
do glutamico de la B-globina. Esta sustitucién se debe a una
mutacion puntual A - T en el codén 6. Inicialmente se sugi-
ri6 un origen Gnico de la mutacién, pero los estudios de frag-
mentos de restriccién de longitud polimérfica (RFLP) cerca-
nos al gen de la B-globina ha puesto en evidencia haplotipos
especificos de poblaciones distintas, estableciendo al menos
tres origenes en Africa y uno en Asia. La identificacién del
defecto molecular de la anemia de células falciformes permi-
te el diagnéstico prenatal genotipico de la enfermedad. Esta
enfermedad monogénica es la mas frecuente en la pobla-
cién mundial, con una incidencia de 1/40 en Africa y de
1/400 en la poblac1on negra americana. Se calcula que en
Africa nacen unos 100.000 nihos con anemia de células falci-
formes cada ano.

La Hb C consiste en la sustituciéon de un acido glutdmico
por lisina en la B-globina, debido a una mutacién puntual
G - A en el codén 6. La mutacién se encuentra principal-
mente en el oeste de Africa. Los homocigotos para la Hb C
padecen una anemia hemolitica moderada. Es posible en-

TABLA 9.5.  Mutaciones del gen {3 en algunas de las hemoglobinas

anormales
Denominacion dﬁej[;[r?)ctgga AZI{Z”[])C]CZ” Deteccion
Hb S B¢ glu - val GAG - GTG  Ddel o Mstll
ASO
Hb C Reglu - lys GAG - AAG  ASO
Hb E B*glu - lys GAG - AAG  ASO

ASO: oligonucleétidos especificos de alelos.

contrar casos de heterocigotos Hb C / Hb S, cuya gravedad
es superior a la de los homocigotos para Hb C.

La Hb E consiste en el mismo cambio que en la Hb C, pero
en el codon 26, en lugar del 6. Los homocigotos para la Hb E
tienen una anemia moderada, apenas sintomatica. En ciertas
regiones del sudeste asiatico el indice de portadores es supe-
rior al 50%. La herencia de Hb E no justifica el analisis genoti-
pico para el diagnéstico prenatal, aunque en ciertos casos
puede encontrarse asociada a otros defectos de la Hb que
producen anemia grave.

Sindromes talasémicos

Este grupo de alteraciones genéticas se caracteriza por la
disminucién en la produccién de una o varias de las cade-
nas de la hemoglobina. Se clasifican en talasemia a, 3, 8By
€yof3 segin cudl sea la cadena de Hb alterada, y se distin-
guen en 0+ 0 B+, y a° o B°, en funcién de que la sintesis de la
cadena a o [ se encuentre disminuida o esté ausente. Las
consecuencias clinicas de las talasemias reflejan los proble-
mas derivados de la produccién insuficiente (o nula) de Hb
y el efecto nocivo de las otras cadenas de Hb que se produ-
Cen en exceso.

Alfatalasemias

Las deleciones son el defecto molecular més frecuente en
las o-talasemias. Segin el nimero de genes delecionados es
posible establecer distintos genotipos patolégicos: rasgo o+,
tres genes funcionales (ao/-a); rasgo o’ dos genes funciona-
les (aa/--); hemoglobinosis H, un gen funcional (-a/--), e hi-
dropesia fetal, ningiin gen funcional (--/--). Las deleciones de
un solo gen a se encuentran principalmente en el Mediterra-
neo, Africa y Asia.

Existen dos tipos principales de delecién a+; en uno de
ellos la delecién es de 3,7 kb, afecta la mitad del gena, y la
mitad del gen a,, dando como resultado un gen hibrido a, a;;
el otro tipo de delecién es de 4,2 kb y afecta la totalidad del
gen 0,. Las deleciones en los genes o respetan generalmente
el gen ¢, el cual es funcional en la vida embrionaria. De este
modo, los nifos con hidropesia fetal, los cuales son homoci-
gotos para estas deleciones, pueden producir Hb Port
land (L, Y,) y sobreviven hasta el nacimiento, y mueren a con-
secuencia de un cuadro de anasarca fetoplacentaria.

Existen dos tipos de talasemia 0+, las debidas a deleciones
y las producidas por mutaciones puntuales. Las deleciones
son debidas a la ausencia de un solo gen d. Las mutaciones
responsables de talasemia a+ son muy variadas, afectando la
region codificante o regiones que participan en la regulacion
del mRNA. Las principales deleciones en el cluster de los ge-
nes de la a-globina se describen en la figura 9.25.

Betatalasemias

Se han descrito mas de un centenar de mutaciones en el
gen de las B-globinas en pacientes con [-talasemia. Estas mu-

vy Yo, Yo a,
1 1 1 -_-_3

Fig. 9.25. Representacion de las distin-
tas deleciones que pueden encontrarse en
el cluster de genes a que dan origen a
distintas formas de o-talasemia. Las ba-
rras senalan la extension de las delecio-

— 42

—-—SEA

—q52

-—MED

nes. —o*7: delecion de 3,7 kb; —a*?: dele-
cion de 4,2 kb; —a*2: delecion de 5,2 kb;

--GB

SEA: sudeste asidtico; MED: Mediterrdneo;
GB: Gran Bretana.
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taciones originan dos tipos de cuadros clinicos: la talasemia
3°, en la que no se producen cadenas [3, y la talasemia [+, en
la que existe una produccién parcial de globina .

Las mutaciones descritas en el seno del gen de la (-globi-
na son de cinco tipos: a) sin sentido (nonsense), debidas al
cambio de una base creando un codén de stop prematuro;
b) mutaciones de corrimiento del molde (frameshift) de lectu-
ra, las cuales se deben a inserciones o deleciones de una o
dos bases, que originan un mRNA no funcional; ¢) mutacio-
nes que alteran el splicing del mRNA, pudiendo ocasionar un
mRNA no funcional en su totalidad o s6lo parcialmente se-
gln el tipo de mutacién; d) mutaciones en el lugar de polia-
denilacién del mRNA, con efecto regulador negativo en la
expresion del gen B, y e) mutaciones en la region promotora
del gen, que pueden disminuir el grado de transcripcion del
gen. Las mutaciones sin sentido y las de corrimiento de mol-
de, asi como algunas que alteran el splicing del mRNA, pro-
ducen talasemia (°, mientras que las mutaciones en la re-
gién promotora, las de poliadenilacién y la mayoria de las
que afectan el splicing del mRNA causan talasemia (+.

En la tabla 9.6 se relacionan las mutaciones betatalasémi-
cas mas frecuentes en las distintas poblaciones. La distribu-

TABLA 9.6. Principales mutaciones en el gen 3 responsables
de la Balasemia

> 5 Frecuencia Tipo de

Mutacion Poblacion %) palasemia

Codén 39 Mediterranea 30 0
C - T nonsense

IVS-1 posicion 110 Mediterranea 35 +
G - A splicing

IVS-1 posicién 6 Mediterranea 10 +
T - Csplicing

IVS-1 posicion 745 Mediterranea 5 +
C - Gsplicing

IVS-1 posicién 1 Mediterranea 10 0
G - A splicing

IVS-2 posicién 1 Mediterranea 10 0
G - A splicing

Promotor-87 Mediterranea 1 +
C-G

IVS-1 posicién 5 India 35 +
G - Csplicing

-29 TATA box Negra 40 +

(EE.UU.)

Poliadenilacion Negra 25 +
T-C (EE.UU.)

IVS-2 posicion 654 China 40 0
C - Tsplicing

Codon 71/72 del 1 China 49 0
frameshift

IVS: intervining sequence (intrén); 0: ausencia de produccién de B-globina;
+: sintesis parcial de proteina.

(Modificada de ANnTONARAKIS SE, KazaziaNn HH Jr, ORKIN SH. DNA polymorphism
and molecular pathology of the human globin gene clusters. Human Genet
1985; 69: 1-14.)

cién geogréafica de las mutaciones betatalasémicas no es uni-
forme. Cada mutacion se encuentra de forma predominante
en una poblacién determinada; por otra parte, en una misma
poblacién coexiste una amplia variedad de mutaciones. Por
ejemplo, una mutacion sin sentido que produce un stop en
el codén 39 se encuentra distribuida ampliamente en el Me-
diterrdneo, constituyendo alrededor del 30% del total de mu-
taciones betatalasémicas en esta zona, pero en la isla de Cerde-
na esta mutacioén supera el 90%.

Las &Btalasemias y la persistencia hereditaria de Hb F
(PHHF) son el resultado de grandes deleciones en el seno
del cluster de los genes B (fig. 9.26). Las deleciones en el gen
B son maés raras que las mutaciones puntuales. Existen dele-
ciones que suponen la pérdida de hasta 100 kb. Las conse-
cuencias clinicas de estas deleciones son variables. Segtn el
grado de compensacion de la pérdida del gen 8 que se pro-
duce con la expresién de uno o de ambos genes 3, pueden
existir cuadros clinicos distintos: un sindrome talasémico gra-
ve (talasemia B° delecional), un sindrome talasémico mode-
rado (0fB-talasemia) o un estado clinico completamente nor-
mal (PHHF), en el que la ausencia de cadenas & y B se
compensa mediante la produccién de cadenas .

Patologia molecular de la
coagulacion: hemofilia y trombofilia

Hemofilias

Las hemofilias son enfermedades hemorragicas causadas
por el déficit de los factores VIII (hemofilia A) o IX (hemofilia
B) de la coagulacién. Son enfermedades recesivas ligadas
al cromosoma X, en las que las mujeres transmiten el defec-
to sin padecer la enfermedad. La deteccién de pacientes
portadoras de estas enfermedades es dificil mediante la do-
sificaciéon de los factores de la coagulacién, por lo que el
aislamiento de los genes de los factores VIl y IX y el recono-
cimiento de su patologia han representado un avance consi-
derable.

Hemofilia A

La incidencia de la hemofilia A es de uno de cada 5.000
nacimientos. El gen que codifica para el factor VIII se locali-
za en la region 28 del cromosoma X. Es un gen de una lon-
gitud de 186 kb, con un total de 26 exones. El mRNA del gen
del factor VIII mide aproximadamente 9 kb y la proteina para
la que codifica tiene 2.351 aminoacidos. En la hemofilia A
existe una intensa heterogeneidad fenotipica, con casos muy
graves en los que el nivel de produccién de factor VIII es in-

5 € Gy A [} 2
- B° Tal (India)
- B° Tal (EE.UU., raza negra)
— B0 Tal (Holanda)
I
— (8B)° Tal (Sicilia)
— (8P)° Tal (Espaia) Fig. 9.26. Principales deleciones en el
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cluster de los genes de la Bglobina. Las
barras senalan la extension de las delecio-
nes. Entre paréntesis se indica la pobla-
cion en la que se ha observado la dele-
cion. Las lineas continuas en negro
serialan la region delecionada; las lineas
discontinuas indican que la delecion va
mds alld de las zonas serialadas en la f-
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ferior al 1%, casos moderados con una produccién del 1-5%
y casos benignos en que se produce mas de un 5% de pro-
teina.

El andlisis molecular de la hemofilia A es dificil debido a
las grandes dimensiones del gen y a que alrededor de un ter-
cio de los casos son el resultado de mutaciones de novo. Las
deleciones en el gen del factor VIII representan menos del
4% de los casos. En el gen del factor VIII se han detectado
mutaciones missense, nonsense, frameshift, deleciones, inser-
ciones y duplicaciones. Algunas mutaciones se han observa-
do de forma recurrente, debido a que se producen en el di-
nucleétido CG, pero la mayoria de los casos son debidos a
mutaciones independientes en cada familia. El estudio ex-
haustivo de cada paciente con hemofilia permite detectar las
distintas mutaciones en la mayoria de los casos de hemofilia
moderada o leve, mientras que en la mitad de los casos gra-
ves no ha sido posible identificar la mutacién responsable.
Recientemente se ha detectado que el 45% de estos casos
graves se deben a una inversion en el seno del gen del factor
VIII, que interrumpe el gen y origina una proteina truncada
no funcional. La inversién se debe a la recombinacién entre
secuencias homologas situadas en el intron 22 del gen del
factor VIII y dos genes situados en direccién opuesta, a unas
500 kb, 5 respecto al gen del factor VIII. Dado que los ca-
sos graves de hemofilia A representan aproximadamente el
50%, los casos debidos a inversiones en el gen del factor
VIII constituyen el 25% de todos los casos de hemofilia A
(fig. 9.27).

Debido a las dificultades en la deteccion directa de los de-
fectos moleculares responsables de la hemofilia A y a la ele-
vada incidencia de mutaciones nuevas, el andlisis genético
puede realizarse siguiendo la segregacién en cada familia
del alelo mutado, ligado a marcadores polimorficos intragé-
nicos, especialmente del tipo de los microsatélites.

Hemofilia B

La hemofilia B es una enfermedad recesiva ligada al cro-
mosoma X en la que se producen hemorragias debido al dé-

ficit del factor IX de la coagulacién, que afecta a uno de
cada 30.000 varones. Es una enfermedad muy heterogénea a
nivel molecular. Aproximadamente el 50% de los pacientes
con hemofilia B desarrollan anticuerpos especificos contra el
factor IX. Estos pacientes tienen la particularidad de expresar
el gen normalmente, aunque la actividad del factor IX se en-
cuentra muy reducida o es inexistente. Los defectos molecu-
lares del gen del factor IX incluyen las deleciones (10%) y
una amplia gama de mutaciones puntuales (90%). La mayo-
ria de las deleciones se han encontrado en los pacientes que
tienen anticuerpos y muchas de ellas estan situadas en los
exones VI y VIII. Alrededor de la mitad de las mutaciones
descritas se han detectado s6lo en una ocasién, mientras que
la otra mitad se presentan en 19 lugares recurrentes. Los
datos sobre la actividad coagulante y los niveles de antige-
nos del factor IX permiten determinar las mutaciones presen-
tes en cada paciente, ya sean defectos puntuales o dele-
ciones en el seno del gen.

Trombofilia

Las trombosis venosas profundas son una afeccién muy
frecuente en la que influyen factores de riesgo, como la inter-
vencién quirtrgica reciente, la inmovilizacién, el embarazo
o el déficit de alguno de los principales inhibidores de la
coagulacion, proteina C, proteina S y antitrombina III. La pro-
teina C es una serinproteasa con afinidades por los factores
VII, IX y X, que actia como anticoagulante al destruir los fac-
tores V y VIII. Las alteraciones en un cofactor de la proteina
C, de la proteina S o de la proteina C producen predisposi-
cién al tromboembolismo venoso. En el 20% de los indivi-
duos con tromboembolismo antes de los 45 anos de edad,
éste se debe a déficit de proteina C, S o antitrombina III, exis-
tiendo historia familiar de tromboembolismo. En el 80% de
los pacientes con trombofilia estas proteinas no presentan al-
teracion alguna. Recientemente se ha descubierto un nuevo
cofactor activador de la proteina C, el cual se encuentra alte-
rado en mas del 20% de los casos con trombofilia. Los estu-

Factor VIII

123 4 56

tel

789101112 13 14 15-22 23-25 26

cen

A A A
—> —> -
Inversién en factor VI
15-22 14 13 12 1110987 65 4 32 1 23-25 26
tel cen
A A A
—> —> -—

Fig. 9.27.

Esquema de la region genomica del gen del factor VIII de la coagulacion (en sombreado). Las barras verticales en negro correspon-

den a los exones (numeros 1 a 26) del gen del factor VIII. El trazado vertical rayado corresponde a los genes A, situados en el intrén 22y en la re-
gion 5’ del gen del factor VIII. Las flechas indican el sentido de transcripcion de los genes A. Las mutaciones que originan la inversion del factor
VIII se producen por recombinacion entre las secuencias de los genes A, resultando en alteraciones estructurales como la mostrada en la figura.

cen: centromero; tel: telomero.
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dios moleculares que definen las mutaciones en los genes
codificantes para estas proteinas proporcionan informacién
relevante sobre el papel de sus distintos dominios, a la vez
que permiten la prevenciéon adecuada de la trombofilia en la
poblacién.

Fenilcetonuria

La fenilcetonuria y las hiperfenilalaninemias son procesos
autosémicos recesivos, debidos a mutaciones en el gen co-
dificante para la enzima hepatica fenilalanina-hidroxilasa
(PAH), que afectan a uno de cada 10.000 individuos de raza
blanca. La enfermedad se puede detectar ya desde el naci-
miento al observar concentraciones elevadas de acido fenil-
piravico en la orina o valores elevados de fenilalanina en el
suero. La deteccion tras el nacimiento mediante la prueba
de Guthrie permite tratar a los ninos afectos con una dieta
pobre en fenilalanina, impidiendo el desarrollo de las lesio-
nes neurologicas, caracteristicas de la enfermedad.

El gen PAH se encuentra en la regién q22-24 del cromoso-
ma 12 y comprende 96 kb de DNA genémico, con 13 exones
que suponen un mRNA de 2,4 kb. Hasta el momento se han
identificado mas de 50 mutaciones distintas en el gen PAH,
la mayoria en el exén 7 (fig. 9.28). Varias de estas mutacio-
nes se han detectado en dinucleétidos CpG. En algunos ca-
sos se han detectado mutaciones de tipo recurrente en po-
blaciones distintas. La frecuencia y la distribuciéon de
muchas de estas mutaciones se han estudiado en varias po-
blaciones. Estas mutaciones se encuentran asociadas a ha-
plotipos determinados. En el este de Europa la mayoria de
los cromosomas mutados con haplotipo 2 tienen la mutacién
R408W, mientras que en el norte y oeste de Europa la misma
mutacion se encuentra asociada al haplotipo 1. Los estudios

de mutaciones han permitido determinar las frecuencias de
los distintos alelos en cada poblacién, con heterogeneidad
en algunas poblaciones y homogeneidad en otras.

Los estudios in vitro han confirmado la heterogeneidad fe-
notipica observada en la fenilcetonuria, reflejando la hete-
rogeneidad alélica. La determinacion genotipica en los pa-
cientes tiene gran relevancia para evaluar su afectacion
fenotipica en las pruebas de deteccién neonatal, mejorando
el diagnéstico clinico, el tratamiento y el prondstico. El diag-
nostico prenatal de fenilcetonuria sélo es posible mediante
la deteccion directa de las mutaciones responsables o la uti-
lizacién de marcadores polimérficos. Por otra parte, los mé-
todos bioquimicos no permiten la identificacion de los porta-
dores asintomaticos de la enfermedad en la poblacién
general.

Colagenopatias

Los genes del coldgeno tienen una patologia molecular
compleja. Diversas alteraciones en un mismo gen pueden
producir procesos patolégicos clinicamente distintos, lo que
se conoce como heterogeneidad alélica. Por otra parte, una
misma enfermedad puede estar causada por la alteracion
molecular de distintos genes; es decir, existe heterogeneidad
genética.

El colédgeno es la proteina estructural mas abundante en el
organismo, y estd presente en mas del 60% de los tejidos,
como huesos o cartilagos. La estructura global del coldgeno
es una triple hélice formada por tres cadenas polipeptidicas.
La familia de los genes del coldgeno estd formada por mas
de 18 genes distintos. La molécula del coldgeno puede tener
todas las subunidades iguales, como en el caso de los tipos Il
y III, estar compuesta s6lo por a; como en los tipos II (cartila-
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R252W
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Fig. 9.28. Representacion del gen de la fenilalanina-hidroxilasa (PAH). Los recuadros sombreados representan los distintos exones (niimeros 1
al 13). Las principales mutaciones se indican mediante flechas. Las letras senialan el aminodcido, y los niimeros senialan el codon en el que se

produce el cambio. IVS: intrones; nt: nuclectido.
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TABLA 9.7 Genes del coldgeno y enfermedades asociadas

Gen Localizacion | Proteina |Enfermedad Herencia

COLIA1 17921.3-q22 proal(l) Oltipol Dominante
Ol tipo II Dominante
ED tipo VIIA1 ~ Dominante

COL1A2 7q21.3-q22.1 proa2(I) Oltipo IlI Recesiva
Ol tipo IV Dominante
ED tipo VIIA2  Dominante

COL2A1 12q14.3 proal(ll) Condrodisplasia Dominante
Kniest/Stickler

COL3A1 2qg31-q32.3 proal(lll) ED tipo IV Dominante

Recesiva

COL4A1 13q34 proal(IV)

COL4A2 13q34 proa2(IV)

COL4A3  2q36 proa3(IV) SA Recesiva

COL4A4  2qg36 proo4(IV) SA Recesiva

COL4A5 Xqg22 proa5(IV) SA Dominante

COL4A6 Xqg22 proa6(IV) SA Dominante

COL5A2 2ql4-q32 proo2(V)

COL6A1 21q22.3 proal(VI)

COL6A2 21q22.3 proa2(VI)

COL6A3  2q37 proa3(VI)

COL7A1  3p21 proal(VI) EA Recesiva

Dominante

COL9A1 6ql2-ql4 proa1(IX)

COLI1A1 1p21 proa 1(XI)

COL11A2 6p21.3 proa2(XI)

COLI3A1 proa 1(XIII)

Ol osteogénesis imperfecta; ED: Ehlers-Danlos; EA: epidermélisis ampollar;
SA: sindrome de Alport.

go y vitreo) o Il (piel, arterias, ttero e intestino), o estar for-
mada por subunidades distintas, como en el colageno de
tipo I, compuesto por dos subunidades a, y una subunidad
0, (hueso, tendén y piel). Los genes del coldgeno descritos
hasta el momento se encuentran localizados en ocho cromo-
somas distintos (tabla 9.7). Cada uno de los genes del cola-
geno esta formado por unos 50 exones.

Los principales procesos debidos a alteraciones de los ge-
nes del coldgeno son la osteogénesis imperfecta y el sindro-
me de Ehlers-Danlos.

Osteogénesis imperfecta

La osteogénesis imperfecta afecta a uno de cada 10.000
nacimientos. Se caracteriza por fragilidad dsea, esclerdticas
azules, dientes decolorados y sordera debida a otosclerosis.
Existe gran variabilidad clinica, siendo la forma méas modera-
da de transmisién autosémica dominante, mientras que las
formas mas graves son autosémicas recesivas. Se han identifi-
cado varias mutaciones en el gen COL1A1, que provocan un
cuadro de osteogénesis imperfecta muy grave, mientras que
deleciones de varios nucleétidos se asocian a diversos tipos
de gravedad clinica, dependiendo del lugar en el que se pro-
duce la delecién y de si ésta altera el molde de lectura de la
cadena. Las mutaciones en el gen del COL1A2 producen un
cuadro de osteogénesis imperfecta de menor gravedad. Tan-
to las mutaciones en el gen COL1A1 como las del COL1A2
ocasionan cuadros de osteogénesis imperfecta autosémi-
ca dominante, aunque algunas mutaciones en el gen del
COLIAZ se transmiten de forma autosémica recesiva.

Sindrome de Ehlers-Danlos

El sindrome de Ehlers-Danlos tiene una incidencia de uno
de cada 150.000 nacimientos y se caracteriza por hiperelasti-
cidad de la piel, laxitud articular, fragilidad vascular y cierta
dificultad en la cicatrizaciéon de las heridas. El defecto se
transmite de forma autosémica dominante, recesiva o ligada
al sexo. Existen varias mutaciones en los genes del COL1Al,
COL1A2 y COL3A1 que dan origen al sindrome. Las que se lo-

calizan en los genes COL1A1 y COL1A2 ocasionan cuadros
dominantes, mientras que las que se producen en el gen
COL3A1 pueden ser dominantes o recesivas. Para otras enfer-
medades del colageno ain no se ha definido la patologia
molecular.

Sindrome de Marfan

El sindrome de Marfan es de transmisién autosémica do-
minante, con un 20% de los casos debidos a mutaciones de
novo. Durante los udltimos anos se ha progresado enorme-
mente en el sindrome de Marfan, identificando el gen princi-
pal en el cromosoma 15 (FIB15), el cual codifica para una
glucoproteina denominada fibrilina. El gen FIB15 codifica
para un mRNA de méas de 9 kb y estd organizado en unos
65 exones. Se han detectado varias mutaciones en el gen
FIB15 en pacientes con sindrome de Marfan, aunque las difi-
cultades en su andlisis estriban en la complejidad del gen. Se
han descrito otras dos fibrilinas en los cromosomas 2 y 5, ha-
biéndose detectado alteraciones en pacientes que presentan
aracnodactilia contractural. La informacién que debe pro-
porcionar el mejor conocimiento de las bases moleculares,
celulares y bioquimicas del sindrome de Marfan debera faci-
litar las bases para un mejor tratamiento y para la prevencion
eficaz del proceso.

Hipercolesterolemia familiar

La hipercolesterolemia familiar es la enfermedad autosé-
mica dominante mas frecuente, con una incidencia de uno
de cada 500 individuos, y afecta al 5% de los pacientes que
sufren infarto de miocardio antes de los 60 afios. Los pacien-
tes heterocigotos padecen lesiones ateromatosas y alteracio-
nes cardiovasculares, mientras que en los homocigotos la
sintomatologia es mucho més grave, pudiendo causar la
muerte por infarto de miocardio en la infancia. La enferme-
dad se debe a mutaciones en el receptor de las lipoproteinas
de baja densidad (LDL), que provocan concentraciones ele-
vadas de colesterol y de LDL en suero.

La secuencia de aminoécidos del receptor LDL est4 forma-
da por 839 residuos que dan lugar a cinco dominios o regio-
nes con funciones especificas. Se ha podido establecer una
correlacion entre los defectos moleculares y las distintas for-
mas fenotipicas de la enfermedad. Fenotipicamente, en los
fibroblastos de los pacientes afectos pueden distinguirse cua-
tro clases de hipercolesterolemia: clase I, en la que hay au-
sencia de proteina; clase I, defectos en el transporte de la
proteina; clase IlI, alteracion en la unién con las LDL, y clase
IV, incapacidad para internarse en las vesiculas tras la fija-
cién del LDL.

El gen que codifica para el receptor LDL consta de 18 exo-
nes que abarcan un total de 45 kb en la region p13 del cro-
mosoma 19. Se han descrito mas de 50 mutaciones en el gen
del receptor LDL. La mayoria de las familias tienen mutacio-
nes especificas, que no se detectan en otras. En el gen LDL-R
existe una elevada abundancia de secuencias repetitivas.
Estas secuencias se denominan Alu, de las que existen mas
de 500.000 copias en el genoma. Varias de las deleciones
que se han encontrado se deben a recombinaciones en el
seno de las secuencias Alu. La clase I (50% de los casos) se
debe a mutaciones que causan la ausencia de proteina, de
las que se han descrito mas de 20. La clase Il (38%) corres-
ponde a distintos tipos de mutaciones, que incluyen dele-
ciones de pocas bases o mutaciones puntuales. Deleciones
o inserciones de varias bases en los exones 2 a 8 son respon-
sables de la clase Ill. La clase IV se debe tanto a mutacio-
nes puntuales como a deleciones en el extremo 3’ del gen
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(ex6n 17), correspondientes al dominio citoplasmatico de la
proteina.

El diagnéstico de hipercolesterolemia familiar se estable-
ce mediante la determinacién de colesterol plasmético y de
las LDL, pero debe estudiarse genotipicamente a nivel mo-
lecular. El estudio de las distintas mutaciones que causan hi-
percolesterolemia familiar ha proporcionado importantisi-
mos conocimientos sobre la estructura, los dominios y las in-
teracciones del receptor de LDL y permite desarrollar las
bases para la correccién génica.

te en una sustitucion en el ex6n V del gen, dando un cambio
de 4cido glutdmico a lisina en el codén 342. La frecuencia
alélica de esta mutacion es de 1-2% en la poblacion caucési-
ca. La mutacion S es el resultado de una sustitucion de acido
glutdmico por valina en el codén 264 del exén III. Esta muta-
cién tiene una frecuencia del 2-4% en los europeos. La mu-
tacion Z es mas grave que la S en relacion con el riesgo al de-
sarrollo de enfisema pulmonar. Otras mutaciones que se han
descrito, asociadas al déficit de a-antitripsina, son también
responsables del desarrollo de enfisema.

Déficit de o -antitripsina

Fibrosis quistica

El gen de la o -antitripsina esta formado por tres exones no
codificantes y tres exones que codifican para una proteina
de 394 aminoéacidos. El gen estd situado en la regién q31-32.3
del cromosoma 14. La proteina consiste en un inhibidor de
la elastasa de los neutréfilos, enzima capaz de destruir la ma-
yoria de los componentes de la matriz extracelular. El princi-
pal lugar de expresion del gen es el higado, aunque también
puede estar expresado en pulmoén, rinén e intestino. La al-
teracion clinica mas frecuentemente asociada a déficit de
o,-antitripsina es el enfisema pulmonar con deterioro progre-
sivo de la funcién pulmonar. La enfermedad hepética puede
encontrarse también asociada a déficit de oj-antitripsina,
produciéndose cirrosis e insuficiencia hepatica.

Se han identificado mas de 75 alelos en el gen a;-antitrip-
sina. Las principales mutaciones que ocasionan déficit de
o,-antitripsina son la mutaciéon Z y la S. La mutacién Z consis-

El gen de la fibrosis quistica o mucoviscidosis ha sido el
primer gen humano aislado sin conocer la proteina para la
que codifica, ni disponer de claves citogenéticas que permi-
tiesen un avance rapido en su identificacion. Es la enferme-
dad hereditaria autosémica recesiva grave mas frecuente en
la raza blanca. Tiene una incidencia aproximada de uno por
cada 2.500 recién nacidos y una frecuencia de portadores de
uno por cada 25. La fibrosis quistica es una enfermedad de
las células epiteliales exocrinas. Los pacientes producen un
mocCo espeso y viscoso que obstruye los conductos del 6rga-
no donde se localiza. Aunque la enfermedad afecta la mayo-
ria de los 6rganos, el pancreas y los pulmones son los méas
danados, siendo la insuficiencia pancreética y la enferme-
dad pulmonar las que determinan la gravedad del proceso,
asi como su pronéstico y mortalidad. En la actualidad, gra-
cias al diagnéstico precoz, la antibioticoterapia y la medicina
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Fig. 9.29. Mapa del gen de la fibrosis
quistica con representacion de sus exones
(barras verticales), la mutacion principal
(AF508), los marcadores polimorficos,
microsatélites y otros clones clave en el
andlisis del gen CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator
gene), el mRNA (trazado sombreado cla-
ro), la proteina CFTR (trazado sombreado
oscuro) y representacion de la estructura
CFTR con los distintos dominios (trans-
membrdnico), union al ATP y regulador
(con unién de grupos fosfato, P).
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preventiva, la mayoria de los pacientes sobreviven a la infan-
cia con una esperanza de vida media, en centros especializa-
dos, superior a los 30 afnos.

Los estudios fisiopatolégicos han demostrado que el de-
fecto se localiza en la regulacion del transporte idnico de las
células epiteliales exocrinas. La concentracion de electréli-
tos en el sudor esta altamente elevada, por lo que su determi-
nacion constituye una importante prueba diagnostica.

El método que condujo a la identificacién de la regiéon
cromosémica que se encuentra mutada en la fibrosis quisti-
ca se basa en los estudios de ligamiento genético y son el re-
sultado del trabajo de 5 afos analizando familias con mas de
un hijo afecto, utilizando marcadores del DNA. Los primeros
datos de ligamiento para la fibrosis quistica se obtuvieron en
1985 en el brazo largo del cromosoma 7, entre los marcado-
res MET y J3.11, a una distancia genética menor de 1 centi-
morgan (cM). Sin deleciones que facilitasen la tarea de la
localizacién fina del gen de la fibrosis quistica, tuvieron
que desarrollarse técnicas moleculares de cartografia fisi-
ca, como la electroforesis en geles de campos de pulsan-
tes (PFGE), que permitieron el estudio detallado de esta re-
gioén cromosdémica, y determinan el orden de loci en rela-
cién con la fibrosis quistica: MET-INT1L1-D7523-D7S399-FQ-
D75410-D7S8. Los marcadores desarrollados pusieron de
manifiesto una intensa asociacién alélica o desequilibrio
de ligamiento, indicativo de una elevada homogeneidad del
defecto molecular, de forma que una sola mutacién es res-
ponsable de aproximadamente el 80% de los casos de la en-
fermedad y que los marcadores estan muy cerca del gen res-
ponsable. Estos marcadores permitieron limitar la regién en
la que se encuentra el gen de la fibrosis quistica a menos de
300 kb, entre MP6d-9 y G-2. El andlisis con secuencias deriva-
das de esta region cromosémica permitié aislar un cDNA de
6.129 pb, a partir de una genoteca de células epiteliales. Este
cDNA se extiende en una regién genémica de unos 250 kb
que consta de 27 exones. La secuencia de aminoécidos para
la que este gen codifica supone una proteina de 1.480 amino-
acidos (fig. 9.29).

La funcién de la proteina CFTR (regulador transmembrana
de la fibrosis quistica) es la de un canal del cloro regulador
del transporte i6nico a través de la membrana apical de las
células epiteliales. El analisis del gen normal y del gen de la
fibrosis quistica mutado ha permitido observar una mutacién
muy frecuente, que consiste en la pérdida de tres bases en
el codén 508 (mutacion AF508), que ocasiona la pérdida de
una fenilalanina. Esta delecién se produce en una regiéon
de la proteina de unién al ATP. Alrededor del 70% de los cro-
mosomas de la fibrosis quistica de la poblacién del norte de
Europa y América tienen esta delecion, mientras que en el
Mediterrdneo y en la poblacién espanola esta mutacién s6lo
representa el 50% de los casos, lo que sugiere y confirma una
mayor heterogeneidad para la enfermedad en la poblacién
del sur de Europa (tabla 9.8). Se han identificado méas de 400
mutaciones en el gen CFTR, aunque existen pocas que ten-
gan una frecuencia elevada en el conjunto de la poblacién
mundial. Las cinco mutaciones mas frecuentes son: AF508,
G542X, G551D, N1303K y W1282X. En poblaciones especificas
la distribucion es distinta, como es el caso de la poblacién
espanola en la que unas 50 mutaciones cubren sélo el 80%
de los cromosomas de la fibrosis quistica, estimandose en
maés de un centenar el total de mutaciones de la poblacién
(tabla 9.9). Estos datos contrastan con los obtenidos en po-
blaciones como la britanica, el norte de Francia o la belga,
en las que una decena de mutaciones cubre mas del 95% de
los cromosomas de la fibrosis quistica. El estudio de estas
mutaciones que afectan puntos clave de la proteina CFTR
proporciona informacién sobre su funcién y sobre la fisiopa-
tologia de la enfermedad. Esta informacion permitira un me-
jor planteamiento terapéutico para los pacientes, a la vez que
abrird las puertas a la terapia génica, de la que ya existen di-
versos protocolos clinicos en varios paises con esta finalidad.

Durante los tltimos anos se ha intentado correlacionar las
mutaciones que presentan los pacientes con fibrosis quistica

TABLA 9.8. Distribucién de las mutaciones de la fibrosis quistica
en distintas poblaciones

AF508 (%) no-AF508 (%)
Dinamarca 85 15
Reino Unido/Irlanda 75 25
Norteamérica 72 28
Alemania 70 30
Francia 70 30
Espana 50 50
Italia 48 52
Finlandia 45 55
Grecia 40 60
Turquia 30 70
Israel 20 80

TABLA9.9. Principales mutaciones de la fibrosis quistica
en poblacién mundial y espanola

Poblacion mundial Poblacion espanola
Mutacion Porcentaje | Mutacion Porcentaje
AF508 68,3 AF508 50,6
G542X 2,4 G542X 8,0
G551D 1,7 N1303K 2,4
N1303K 1,2 1811+1.6kb - G 1,9
W1282X 1,1 R1162X 1,8
621+1G - T 0,7 T11+1G > T 1,2
1717-1G - A 0,6 R334W 1,1
R553X 0,7 712-1G - T 1,0
Otras mutaciones 4,0 Otras mutaciones 12,0
Mutaciones 19,3 Mutaciones 20,0

desconocidas desconocidas
Total 100,0 Total 100,0

con las alteraciones clinicas. Existen algunas mutaciones del
tipo missense, en las que cambia un aminoécido, las cuales
se encuentran principalmente asociadas a pacientes con fun-
cién pancreatica normal. La determinacién del genotipo es-
pecifico en cada paciente tiene especial importancia en
cuanto al pronéstico de la enfermedad, sobre todo cuando
la enfermedad se diagnostica en la edad adulta. El gen de la
fibrosis quistica presenta también mutaciones en pacientes
con esterilidad debida a agenesia bilateral de vasos deferen-
tes, sin sintomatologia clinica de la enfermedad. Las muta-
ciones que presentan estos pacientes son benignas, y no pro-
ducen lesiones pulmonares o digestivas.

Poliquistosis renal del adulto

Aproximadamente el 10% de los casos de insuficiencia re-
nal crénica se deben a poliquistosis renal de transmisién do-
minante. La enfermedad se manifiesta en la edad adulta y
afecta a uno de cada 1.000 individuos. A pesar de que es po-
sible detectar los quistes mediante ecografia, ésta no tiene
suficiente sensibilidad diagnoéstica, de forma que sélo el 65%
de los casos de poliquistosis son diagnosticados antes de los
20 anos, y alrededor del 5% no se detectan hasta después de
los 30 anos de edad. La enfermedad se caracteriza por la for-
macion y el agrandamiento de quistes en los rifiones y otros
organos. En el 10% de los pacientes se producen aneurismas
cerebrales. En 1985 se describi ligamiento genético entre la
poliquistosis renal dominante y marcadores localizados en
la regién cromosémica 16p13.3 (locus PKD1). Estos estudios
demostraron que el 15% de las familias no estaban ligadas al
cromosoma 16, sugiriendo heterogeneidad para la poliquis-
tosis renal. Un estudio en las familias no segregantes con
marcadores del cromosoma 16 ha permitido detectar el se-
gundo locus (PKD2) en el cromosoma 4. El gen de la PKD1
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ha sido aislado recientemente, encontrandose mutaciones
en los pacientes con la enfermedad. El gen PKD2 no ha sido
aislado todavia.

A pesar de que se han realizado diagnésticos prenatales
de poliquistosis renal utilizando marcadores cercanos al gen,
este tipo de estudios plantea también ciertos problemas éti-
cos. En primer lugar, se trata de realizar el diagndstico prena-
tal de una enfermedad que no se manifestara hasta la edad
media de la vida y para la que s6lo existe un tratamiento pa-
liativo. Por otra parte, los pacientes pueden ser diagnostica-
dos mucho antes de que lleguen a desarrollar la sintomatolo-
gia de la enfermedad, sin disponer, de momento, de un
tratamiento preventivo. Sin embargo, el avance en el conoci-
miento de la enfermedad reside en el aislamiento de los ge-
nes responsables y el desarrollo de estrategias preventivas y
terapéuticas.

Patologia neuromuscular

Distrofia muscular de Duchenne

La genética inversa ha conducido a la identificacién del
gen alterado en la distrofia muscular de Duchenne y de Bec-
ker (DMD/DMB). Esta enfermedad es una de las mas frecuen-
tes de las recesivas ligadas al cromosoma X (1/3.500). La vida
de los varones afectos se ve limitada a la silla de ruedas, y la
mayoria no sobrevive después de los 20 anos. El pronéstico

de la DMB es algo mejor. A principios de la década de los
ochenta el conocimiento sobre la DMD se limitaba al cuadro
clinico y a la localizacién del gen en el cromosoma X, debi-
do al patrén de transmision que presenta. Los niveles eleva-
dos de creatincinasa en suero permitian el diagnéstico a par-
tir del perfodo neonatal, pero el diagnéstico prenatal era
totalmente imposible.

La clave inicial sobre la localizacion precisa en el cromo-
soma X del gen responsable de la enfermedad se debi6 a la
observacién de translocaciones entre autosomas y el cromo-
soma X, en las que la regién Xp21 se encontraba siempre im-
plicada. La localizacion del gen en esta regién cromos6mica
fue también sugerida por los estudios de ligamiento genético
con RFLP que detectan loci situados a ambos lados de la re-
gion Xp21. Estos marcadores permitieron su utilizacién para
el diagnéstico prenatal y la deteccién de portadores de la en-
fermedad. El enriquecimiento en clones de la regién del gen
de la DMD permiti6é identificar un mRNA de 14 kb, corres-
pondiente al gen de la enfermedad, y aislar el DNA comple-
mentario (cDNA) a partir de mRNA de células musculares.

El gen de la DMD cubre una region genémica de 2,5 Mb
(2.500.000 pb). Dicho gen es el mas grande que se ha identi-
ficado, el cual es 1.000 veces més grande que los genes de la
globina, y més de 70 veces mayor que el gen del factor VIl y
contiene méas de 79 exones. El elevado tamano de este gen
justifica, en parte, la alta frecuencia de casos debidos a muta-
cién espontanea (fig. 9.30).

La proteina para la que el gen de la DMD codifica se ha
denominado distrofina —debido a que su ausencia o defecto
causa distrofia— y contiene 3.685 aminoacidos. Los estudios
de expresion del gen de la DMD y del producto proteico

p84 xJ p87 JBIR p20 J66/HI Songjas_
l l l l l genémicas
1-2a 2b-3 4-5a 5b-6 7 8 9 10
I T T T T T T T ] Sondas
cDNA
12345678101213141617 1920 2226 28 29 30 34353637 3840424344 4546 47 484950 51 52 53 54 55 56 57 58 60
+ 4+ + + + o+ o+ + + + + Exones
9 11 15 18 21 25 27 33 3941 59
= Deleciones

Fig. 9.30. Localizacion de las deleciones en el seno del gen de la distrofia muscular de Duchenne. La mayoria de las deleciones se corresponden
a las regiones reconocidas por las sondas genomicas XJy P20. (Modificada de KoeniG M et al. Am J Hum Genet 1989; 45: 498-506.)
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muestran que muchos pacientes con dicha enfermedad no
producen la proteina en sus musculos, mientras que los pa-
cientes con DMB producen una proteina mas corta, que rea-
liza parte de su funcién. El andlisis de la estructura primaria
de la cadena proteica de la distrofina ha puesto en evidencia
su estructura fibrilar. Existen cuatro dominios: uno parecido
al de la a-actinina, un segundo dominio muy similar al de la
cadena a de la espectrina, un tercer dominio parecido al de
la ao-actina y un dominio que sirve para unirse a la membra-
na celular. A pesar de que la funcién y la fisiologia de esta
proteina aiin no se conocen bien, pertenece a la familia de
las proteinas del citosqueleto.

Alrededor del 65% de los pacientes con DMD tienen dele-
ciones en el seno del gen para dicha enfermedad. Esta eleva-
da incidencia de deleciones es sorprendente si se compara
con otras regiones del cromosoma X, en las que las delecio-
nes sélo suponen el 10%. De este modo, parece que en la re-
gion Xp21 existen secuencias que favorecen las deleciones,
lo cual se ha podido evidenciar al encontrarlas en regiones
especificas del gen de la DMD, a nivel del marcador P20 y de
la sonda XJ. Estas dos zonas son consideradas hot spots
de recombinacién (fig. 9.30). El tamano de las deleciones
comprende desde unas pocas kilobases a més de 2.000 kb. El
empleo de las sondas derivadas del cDNA o sistema de PCR
miltiple permiten poner en evidencia facilmente las delecio-
nes del gen. En el 5% de los casos se presentan duplica-
ciones. El andlisis detallado de los casos en los que no se ha
encontrado ninguna delecién ha permitido identificar muta-
ciones puntuales que consisten en cambios de aminodcidos
o mutaciones que originan un proteina truncada.

El diagnéstico prenatal genotipico de DMD/DMB se basa
en la deteccion directa de la delecion, cuando ésta se halla
presente, o en el diagndstico indirecto proporcionado por la
segregacion de marcadores en la familia. El andlisis con mi-
crosatélites de las zonas mas frecuentemente delecionadas
permite poner en evidencia con mayor rapidez el defecto
molecular en cada familia.

En los casos esporadicos debe tenerse en cuenta la posibi-
lidad de que se trate de una mutacién de novo, que puede
presentarse en alrededor del 30% de los casos. El diagndstico
de tales mutaciones reviste especial importancia ya que evita
someter a la madre a un diagnoéstico prenatal innecesario y
excluye al resto de las mujeres de la familia de ser portadoras
de la mutacién. Existe la posibilidad de que una madre trans-
mita a varios de sus hijos una delecién, pero que ella no po-
sea tal defecto en sus células somaéticas. Este fenémeno cons-
tituye lo que se conoce como mosaicismo y se debe a un
error mitético en la formacién de las células precursoras de
los gametos.

Distrofia miotonica

La distrofia mioténica de Steinert es la enfermedad neuro-
muscular no ligada al sexo mas frecuente, con una inciden-
cia de uno en 8.000. Es un proceso que se manifiesta princi-
palmente en la edad adulta, aunque la primera sintomatologia
se presenta antes de los 20 anos. La enfermedad afecta tanto
el musculo estriado como otros tejidos y se transmite de for-
ma autosémica dominante, aunque la expresividad clinica
es muy variable. Ademas de la miotonia, los pacientes pre-
sentan debilidad y atrofia muscular progresiva, cataratas, al-
teraciones de la conduccién cardiaca, atrofia testicular, cal-
vicie frontal y, en los casos de inicio temprano, retraso
mental. Existe una forma neonatal muy grave que se presen-
ta en los hijos de una madre afecta.

Los primeros datos de ligamiento genético se encontraron
con los grupos sanguineos Lutheran y Lewis en 1951, pero no
fue hasta 1982 cuando pudo localizarse el gen en el cromo-
soma 19 al encontrar ligamiento con el factor 3 del comple-
mento, localizado en dicho cromosoma. Estudios posteriores
con otros marcadores permitieron localizar el gen de la dis-
trofia mioténica en la regiéon 19q13.3, en situacion distal al lo-

cus de la apolipoproteina CII (APOCII). El anélisis detallado
de esta region cromosémica permitié la identificacion del
gen de la distrofia mioténica. Este codifica para una protein-
cinasa. La mutacién responsable de la distrofia miot6nica es
una secuencia repetitiva de tres bases (CTG)n que se en-
cuentra en la region 3’ del gen de la distrofia mioténica, la
cual produce una alteracion en la regulacion de la expresion
del gen. La secuencia (CTG)n es variable en los individuos
normales, pero se encuentra anormalmente expandida en
los pacientes con distrofia mioténica. La expansion varia en-
tre 0,2 y 13 kb, detectando las expansiones de mayor tamano
en los casos congénitos. El tamano de la expansion se corre-
laciona con la gravedad clinica de los pacientes, aunque no
es posible realizar un diagnéstico predictivo de la enferme-
dad so6lo sobre la base de la longitud de las repeticiones en-
contradas. La distrofia mioténica es una de las enfermedades
neurolégicas en las que se producen las denominadas muta-
ciones dindmicas, juntamente con el retraso mental ligado al
cromosoma X fragil, la ataxia espinobulbar, la corea de Hun-
tington y la ataxia espinocerebelosa tipo 1.

Neuropatia sensorial y motora
desmielinizante hereditaria

Enfermedad de Charcot-Marie-Tooth

La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth tipo 1 es la neuro-
patia sensorial y motora hereditaria méas frecuente. Se carac-
teriza por atrofia y debilidad musculares distales simétricas.
La velocidad de conduccién nerviosa sensorial y motora se
encuentra reducida (< 38 m/seg) e histolégicamente exis-
te desmielinizacién e hipertrofia. El proceso se transmite de
forma autosémica dominante con elevada penetrancia. La
mayoria de las familias afectas de enfermedad de Charcot-
Marie-Tooth tipo 1 muestran ligamiento genético con marca-
dores localizados en el cromosoma 17, locus denominado
CMTI1A. En la mayoria de los pacientes con enfermedad de
Charcot-Marie-Tooth tipo 1 se ha detectado una duplicacién
de unas 500 kb en la regién 17p11.2. Esta duplicacién impli-
ca el gen PMP-22 (proteina 22 de la mielina periférica) y en
algunos casos se han detectado mutaciones puntuales que
implican directamente al gen PMP-22 en la patogenia de la
enfermedad de Charcot-Marie-Tooth tipo 1A.

La proteina P, o proteina de la mielina cero, es la princi-
pal proteina estructural de la mielina del sistema nervioso. La
proteina P, es una glucoproteina de la superfamilia de las in-
munoglobulinas, que desempena un papel esencial en la
compactacion de la mielina. El gen codificante para P, se ha
localizado en el cromosoma 1q22-23, donde previamente se
situ6 el segundo locus de CMT1 (CMT1B). El andlisis de va-
rias familias con CMT1B ha permitido detectar mutaciones
en el dominio extracelular de P,

Existen familias con enfermedad de Charcot-Marie-Tooth
ligada al cromosoma X, en las que se han encontrado muta-
ciones en el gen que codifica para la proteina conexina loca-
lizado en dicho cromosoma.

Sindrome de Déjerine-Sottas

El sindrome de Déjerine-Sottas (neuropatia sensorial y mo-
tora hereditaria tipo IlI) es una neuropatia desmielinizante
grave de inicio en la infancia o la adolescencia. La mayoria
de los casos se han calificado de esporadicos, aunque presu-
miblemente son de transmisién autosémica recesiva. Los pa-
cientes presentan velocidad de conduccién nerviosa nota-
blemente disminuida, desmielinizacién y remielinizacion de
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los nervios periféricos. El cuadro clinico es similar al de la
enfermedad de Charcot-Marie-Tooth tipo 1, pero con un ini-
cio mas temprano y una sintomatologia mas grave. Estudios
realizados en pacientes con neuropatia sensorial y motora
hereditaria tipo Il han puesto de manifiesto mutaciones
tanto en el gen P, como en el PMP-22. Estos resultados re-
flejan que el sindrome de Déjerine-Sottas y la enfermedad de
Charcot-Marie-Tooth tipo 1 son formas distintas de procesos
clinicos relacionados debidos a heterogeneidad alélica en
los genes P, o PMP-22, demostrando que la identificacion de
los defectos moleculares de las enfermedades permite una
clasificaciéon de las neuropatias periféricas, desde el punto

de vista etiolégico, y progresar en el conocimiento del papel
fisiolégico de cada componente de la mielina (fig. 9.31).

Patologia neurodegenerativa

Corea de Huntington

La corea de Huntington es una enfermedad neurodegene-
rativa que se inicia entre los 30 y 50 anos de edad y se carac-
teriza por alteraciones neuroldgicas y psiquiatricas que evo-
lucionan a la demencia. Existe una preponderancia de casos
juveniles, derivados de la transmisién paterna de la enferme-
dad. Las alteraciones motoras se inician como movimientos
involuntarios que se van haciendo cada vez més exagerados
hasta incapacitar al paciente en un cuadro coreico. No existe
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Fig. 9.31. Modelos estructurales de las proteinas P, (A) y PMP-22
(B) y representacion de mutaciones responsables de sindrome de Dé-
Jerine-Sottas y enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, asi como mutacio-
nes en PMP-22 en el raton. La parte sombreada del esquema corres-
ponde a la region transmembrdnica. El lugar de glucosilacion se
seniala con Y. Las letras corresponden a los aminodcidos y los ntime-
ros a las posiciones de los codones. NH2: extremo aminoterminal;
COOH: extremo carboxiterminal.

tratamiento efectivo ni posibilidad de prevenir la enferme-
dad, y la mayoria de los pacientes mueren antes de los
20 anos de iniciarse el proceso. El patréon de herencia es do-
minante y la incidencia de la enfermedad es de uno de cada
10.000 individuos, afectando mayoritariamente a la raza
blanca.

Los estudios de ligamiento genético entre RFLP y la enfer-
medad en familias con varios miembros afectos permitié lo-
calizar el gen de la corea de Huntington en el extremo termi-
nal del cromosoma 4, ligado al marcador G8. El estudio
genético y la aplicacién de las tecnologias de clonacién posi-
cional permitieron la identificacién del gen de la corea de
Huntington 10 anos después de su localizacién en el cromo-
soma 4. Dicho gen codifica para un transcrito de 10 kb que
contiene el trinucleétido (CAG)n, que es polimoérfico en indi-
viduos normales (11 a 34 copias), mientras que se encuentra
expandido en los pacientes con corea de Huntington (42 a
86 copias) (fig. 9.32). Los estudios realizados han demostra-
do que existe una relacién inversa entre la longitud de la re-
peticién y la edad de inicio de la enfermedad. Por otra parte,
la secuencia repetitiva es inestable, produciéndose incre-
mentos y decrementos de la longitud de las repeticiones du-
rante la mieosis, siendo los cambios mas notables durante la
transmision paterna. Estos estudios han puesto de manifiesto
que en los casos sin antecedentes familiares (de novo) los
pacientes afectos tienen expansiones por encima de las
42 repeticiones, mientras que sus familiares no afectos tienen
expansiones entre los valores normales y los patolégicos. Los
estudios de expresion del gen de la corea de Huntington
muestran que el mRNA se encuentra distribuido de forma
muy uniforme en todas las neuronas del cerebro, aunque sin
correlacién especifica con las alteraciones neuropatolégicas
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Fig. 9.32. Andlisis del triplete (CAG)n del gen de la corea de Huntington (A) y del gen de la ataxia espinocerebelosa tipo 1 (SCAI) (B) en pa-
cientes afectados y normales. Los niimeros con las flechas, a ambos lados de la figura, indican el niimero de repeticiones del triplete CAG detecta-
das para cada alelo. Los alelos mutados se corresponden a tripletes con mds de 40 repeticiones.

detectadas en los pacientes con corea de Huntington. El pa-
tron de herencia dominante sugiere que la mutacién de la
enfermedad causa una ganancia de funcién de la proteina,
pudiendo producir una funcién nueva, nociva para el orga-
nismo, quiza con lesiones especificas para regiones neurona-
les determinadas, especialmente en las neuronas del nicleo
estriado.

En las familias con corea de Huntington los hijos de un in-
dividuo afecto tiene un riesgo de 1/2 de heredar el gen muta-
do y de desarrollar la enfermedad. En la actualidad es posi-
ble realizar el diagndstico presintomatico y prenatal de la
enfermedad de forma eficaz. Este tipo de andlisis tiene im-
portantes connotaciones éticas, ya que el individuo diagnos-
ticado se encuentra sin sintomatologia en el momento del es-
tudio, con lo que éste representa una sentencia sobre su
futuro, sin posibilidades terapéuticas en la actualidad.

Ataxias hereditarias recesivas y dominantes

Las ataxias hereditarias constituyen un grupo heterogéneo
de trastornos degenerativos del sistema neurolégico. Las ata-
xias de herencia recesiva se centran en la ataxia de Frie-
dreich y en la ataxia derivada del déficit de vitamina E. Las
localizaciones cromos6micas de los genes responsables de
estas enfermedades se han podido definir, situdndose el gen
de la ataxia de Friedreich en el cromosoma 9q13-21, y el del
déficit de vitamina E en el brazo largo del cromosoma 8. Los
genes de estos trastornos todavia no se han identificado, aun-
que los marcadores detectados permiten el diagndstico indi-
recto de estos procesos, tanto prenatal como de portadores.

Las ataxias de transmision dominante son un grupo hete-
rogéneo clinica y genéticamente, con varios loci detectados
en los cromosomas 6, 12 y 14, y varios otros loci todavia no
identificados. Se caracterizan por degeneracion del cerebelo
con ataxia, disartria, amiotrofia y alteraciones extrapiramida-
les. El gen responsable de la ataxia espinocerebelosa tipo 1
(SCAL1) se ha localizado en el cromosoma 6p y contiene una
region repetitiva (CAG)n, que se encuentra expandida de for-
ma anémala en los pacientes con la enfermedad. Los estu-
dios realizados indican repeticiones entre 41 y 82, mientras
que en los individuos normales existen entre 6 y 39 copias de
la secuencia (CAG)n (fig. 9.32). De este modo, para SCA1 es
posible el diagnéstico presintomético de forma adecuada.
Otras ataxias dominantes, como es el caso de la enfermedad
de Machado-Joseph, localizada en el cromosoma 14, o el lo-
cus SCA2 en el cromosoma 12, tienen anticipacién clinica
(es decir, presentaciéon de la enfermedad en edades preco-

ces o bien mayor gravedad de la misma), sugiriendo que
pueden ser debidas a mutaciones similares. Cabe esperar
que los genes implicados en estos procesos puedan identifi-
carse en los préoximos anos.

Enfermedad de Alzheimer

Es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada por
la presencia de placas seniles amiloides y neurofibrilares en
el cerebro. El principal componente de la sustancia amiloide
es AB, un péptido de 4943 amino4cidos, derivado del pre-
cursor de la proteina amiloide (APP), codificada por un gen
situado en el cromosoma 21. Una parte de los casos de enfer-
medad de Alzheimer es de tipo hereditaria, presentan hetero-
geneidad. Un /locus implicado en casos de inicio temprano
(< 65 anos) se ha localizado en el cromosoma 21, con un 3%
de las familias que sufren mutaciones en el gen APP. Recien-
temente se ha detectado un segundo locus implicado en la
enfermedad de Alzheimer de inicio temprano, localizado en
el cromosoma 14. Por otra parte, algunas familias con inicio
mas tardio de la enfermedad (> 65 afios) tienen ligamiento
genético en el cromosoma 19. La identificacién de genes ho-
mologos con APP en estos cromosomas, a la vez que el estu-
dio detallado de familias afectas y de las regiones cromosé-
micas especificas, permitird avanzar en el conocimiento de
esta enfermedad.

Distrofias hereditarias de retina

La retinitis pigmentaria es un conjunto de alteraciones dege-
nerativas hereditarias de la retina que tiene una incidencia glo-
bal de uno de cada 3.500 individuos. Los estadios iniciales de
la enfermedad se caracterizan por ceguera nocturna y pérdida
del campo visual periférico. A medida que la enfermedad pro-
gresa se pierde el resto de la vision periférica y central, con ce-
guera completa. Las principales alteraciones oculares incluyen
pigmentacion intrarretiniana, en la periferia, con destruccién
de los bastones, observandose electrorretinogramas disminui-
dos. La retinitis pigmentaria puede heredarse de forma autosé-
mica dominante, recesiva o recesiva ligada al sexo. Indepen-
dientemente, cada una de estas formas hereditarias muestra
heterogeneidad, con varios loci responsables del proceso.

El gen de la rodopsina, localizado en el cromosoma 3q, es
responsable del 30% de los casos de retinitis pigmentaria de
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herencia autosémica dominante. Este mismo gen es también
responsable de algunos casos de herencia autosémica rece-
siva. Otro locus ha sido implicado en el cromosoma 6p, en-
contrando mutaciones en el gen de la periferina en familias
con herencia autosémica dominante, pero también en casos
de otras distrofias retinianas. Otros loci implicados en la reti-
nitis pigmentaria se han localizado en los cromosomas 7
(dos loci) y 8, aunque los genes responsables no han sido
identificados. Finalmente, en el cromosoma X se han detec-
tado dos loci implicados en la retinitis pigmentaria, aunque
ninguno ha sido caracterizado todavia. La identificacién de
los distintos genes implicados en la patologia retiniana y su
estudio molecular debe permitir una mejor comprensiéon de
estos trastornos, a la vez que debe proporcionar las bases
para el desarrollo de tratamientos adecuados, que pueden
incluir la correccién genética.

Enfermedad de Wilson

La enfermedad de Wilson es un proceso autosémico rece-
sivo del transporte del cobre, en el que existe un defecto en
la incorporacién de cobre en ceruloplasmina en el higado y
en la excrecion biliar. El resultado de esta alteracion es la
acumulacion de forma téxica de cobre en el higado, el ri-
non, el cerebro y la coérmea, produciendo cirrosis y lesiones
neurolégicas progresivas. El gen de la enfermedad de Wilson
se localiz6 en el cromosoma 13q14.3 mediante ligamiento
genético en familias con varios miembros afectos. El gen de
la enfermedad de Wilson se ha aislado recientemente, basan-
dose en la localizacién cromosémica y en la similitud que
presenta la proteina para la que codifica con ATPasas trans-
portadoras de metales pesados. El gen de esta enfermedad se
transcribe en un mRNA de 7,5 kb que se expresa predomi-
nantemente en placenta, higado y rinén, que codifica para
una proteina de 1.411 aminoacidos, miembro de la subfami-
lia de proteinas P-ATPasa, homdloga con otra proteina impli-
cada en el transporte de cobre, que se halla alterada en la
enfermedad de Menkes (proceso de inicio en la infancia,
con degeneracion cerebral y retraso mental, anomalias facia-
les, hipopigmentacién, cambios cutaneos y 6seos, roturas ar-
teriales, trombosis e hipotermia); en esta enfermedad existen
cambios bioquimicos similares a los de la enfermedad de
Wilson, pero sin alteraciones hepéticas. En el gen de la enfer-
medad de Wilson se han detectado varias mutaciones pun-
tuales, responsables de este proceso. El aislamiento de los
genes de la enfermedad de Menkes y de Wilson debe permi-
tir comprender el papel del cobre en el organismo, a la vez
que debe proporcionar las bases para la prevencion y el tra-
tamiento de estos procesos.

Identificacion de genes: nuevas
técnicas, nuevo conocimiento

El avance en la identificaciéon de genes implicados en pa-
tologia genética es incesante. Los genes de la adrenoleuco-
distrofia, esclerosis lateral amiotréfica familiar, coroideremia,
enfermedad de Norrie, sindrome de Waardenburg, enferme-
dad granulomatosa crénica, miosina cardiaca, etc., han sido
identificados recientemente. Para muchas enfermedades
s6lo se ha podido localizar el cromosoma en el que se en-
cuentran los genes implicados en ellas, y es s6lo cuestion de
tiempo la identificacion final de los genes. Es de esperar que
en los proximos anos la mayoria de los genes implicados en
enfermedades seran identificados. Los nuevos descubrimien-
tos permiten acercarnos a las bases moleculares de las enfer-
medades de forma rapida. Las herramientas diagnésticas que
se generan permiten una medicina predictiva eficaz. Final-
mente, el conocimiento sobre las bases moleculares de las
enfermedades permitird abordar la terapia de un modo més
adecuado y abre la posibilidad a la correccién génica.
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Anomalias cromosomicas

M. Mila Recasens y X. Estivill Palleja

Anomalias cromosomicas

Cualquier variacién en el nimero y/o en la morfologia de
los cromosomas de un individuo constituye una anomalia
cromosémica. Las anomalias pueden ser numéricas o estruc-
turales (fig. 9.33).
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Las alteraciones numéricas constituyen cambios en la dota-
cién total de cromosomas. Cuando los cromosomas de mas
o de menos constituyen un juego completo se habla de eu-
ploidias: triploidia 3n, tetraploidia 4n y, en general, poliploi-
dia. Cuando los cromosomas de mas o de menos no corres-
ponden a un juego completo se designan aneuploidias. En
general se trata de un cromosoma en exceso o defecto, de-
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NUMERICAS
ESTRUCTURALES
Fig. 9.33. Clasificacion de las anoma-
lias cromosomicas. En las formulas n indi-
ca dotacion haploide: (2n+l), trisomia;
(2n-1), monosomia; 3n, triploidia, y 4n,

tetraploidia.

nominandose monosomia 2n-1, o trisomia 2n+1, respectiva-
mente.

Las anomalias estructurales son aquellas en las que uno o
mas cromosomas alteran su morfologia, variando de forma
y/o tamano. El resultado puede ser una alteracién cromosé-
mica equilibrada, cuando el contenido total de material ge-
nético se conserva, o desequilibrada, cuando se gana o pier-
de material.

La estructura de los cromosomas es estable, pero, esponta-
neamente o por la acciéon de un agente externo, pueden
romperse. Cuando esto sucede, sus extremos se convierten
en cohesivos, siendo susceptibles a una nueva unién. Ha-
bitualmente la célula repara la mayoria de las agresiones ex-
ternas, de forma que la mayoria de las lesiones no tienen
consecuencias. Sin embargo, en aquellos casos en los que
no hay reparacion, o ésta es defectuosa o insuficiente, puede
producirse una alteracién cromosémica. Las alteraciones es-
tructurales bésicas son las roturas, las cuales originan una
discontinuidad en el cromosoma, que conduce a la forma-
cién de una delecién o a un fragmento acéntrico (sin centr6-
mero).

Las deleciones consisten en la pérdida de una parte del
cromosoma, dando como resultado una monosomia para la
parte delecionada. En la mayoria de los casos se producen
de novo, mientras que en el 10-15% corresponden a segrega-
ciones anémalas, como consecuencia de una alteraciéon pa-
rental equilibrada. Cuando se producen dos roturas a ambos
lados del centromero en un mismo cromosoma y posterior-
mente se unen los extremos se forma un anillo. Otra posibili-
dad es la formacién de un cromosoma dicéntrico, el cual po-
see dos centromeros y es el resultado de dos roturas en dos
cromosomas distintos y la posterior reunién de los dos frag-
mentos que incluyen el centrémero. La supervivencia de es-
tos cromosomas esta supeditada a la inactivaciéon de uno de
los centrémeros, actuando uno solo y funcionando como un
monocéntrico.

Las inversiones se producen como resultado de dos rotu-
ras en un mismo cromosoma; el fragmento roto gira 180° y se
reinserta en el cromosoma. El material que contiene este cro-
mosoma es el mismo que en su forma original, pero su orden
es distinto.

En el caso de roturas en cromosomas distintos, pueden
producirse reorganizaciones cromosomicas. Las alteraciones
mas comunes son las franslocaciones, las cuales consisten en
intercambios de fragmentos entre cromosomas homologos o
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Fig. 9.34. Esquema de los mecanismos de formacion de las princi-
pales anomalias cromosomicas. i(p): isocromosoma de brazos cortos;
i(q): isocromosoma de brazos largos.

entre cromosomas distintos. Cuando el intercambio se pro-
duce entre las zonas terminales se denominan reciprocas; si
es una parte de un cromosoma que se intercala en otro se
designan inserciones, y cuando se producen entre dos cro-
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mosomas acrocéntricos (grupos D y G) se denominan robert-
sonianas; en estos casos los dos brazos largos de ambos cro-
mosomas quedan preservados y los cortos se pierden.

Se denomina isocromosomas a los cromosomas en los
que un brazo es la imagen especular del otro, de manera que
estd formado por dos brazos idénticos, ya sean los dos cortos
o los dos largos; su formacién ocurre durante el periodo de
divisién y se debe a que el centromero se divide de forma
transversal en lugar de hacerlo longitudinalmente, que es lo
habitual (fig. 9.34).

Si las roturas ocurren en la fase G2, por lo general se rom-
pe una sola cromatide; los tipos de alteraciones que se pro-
ducen son béasicamente las mismas, pero no afectan al
cromosoma en su totalidad. A veces pueden aparecer confi-
guraciones que son el resultado de translocaciones o de in-
tercambios entre cromatides y que se denominan imdgenes
trirradiales. Estas configuraciones se deben por lo comin a la
accién de un mutdgeno o bien forman parte de un sindrome,
como es el caso de la anemia de Fanconi, en la que pueden
utilizarse como signo diagnoéstico.

Los efectos de una alteracion cromosémica en el fenotipo
estan relacionados mas a menudo con las funciones regula-
doras y de dosis de un gen, que con un defecto estructural
en su seno. De hecho, cualquier variacién en lo que se consi-
dera como cariotipo normal puede implicar un efecto fenoti-
pico, cuyo grado dependera de la cantidad de material im-
plicado y de su relevancia (si se trata de un autosoma o un
gonosoma o si implica heterocromatina o eucromatina).
Cuando el material implicado es eucromatina generalmente
comporta consecuencias, entre las que se deben destacar re-
traso mental y retraso en el desarrollo, como las més genera-
les, y las variaciones dismorfolégicas y/o malformaciones de-
bidas a los genes perdidos o duplicados, que a menudo
darédn un patrén de anomalias caracteristico de una altera-
cién cromosémica determinada, constituyendo un sindrome
Cromosomico.

Anomalias numéricas

Anomalias numéricas de los autosomas

Maés de dos tercios de las alteraciones cromosémicas se
asocian a abortos esponténeos, y casi la mitad de las altera-
ciones que se encuentran en los recién nacidos consisten en
la presencia de un cromosoma extra, ya que las monosomias
totales son incompatibles con la vida. Para la mayoria de los
casos no existe historia familiar de alteraciones y el riesgo de
recurrencia en las madres jovenes que tienen un hijo con
una alteracién cromosémica es del 1%.

Se estima que la frecuencia con la que se presenta de un
cromosoma extra (aneuploidia) en el momento de la con-
cepcién es alrededor del 10%, aunque podria incluso ser ma-
yor. La mortalidad perinatal y los abortos espontaneos contri-
buyen notablemente a disminuir la incidencia de las
alteraciones en el nimero de cromosomas en el total de ni-
nos que nacen. Las trisomias constituyen la anomalia cromo-
soémica mas frecuente y se deben a una ausencia de disyun-
cion, por lo general de origen materno, fenémeno que esta
directamente relacionado con la edad. Pese a que se han
descrito varias trisomias parciales, existen tres trisomias com-
pletas que tienen una elevada incidencia: la trisomia 21 (1
en 700), la trisomia 18 (1 en 8.000) y la trisomia 13 (en 4.000-
10.000). De todas ellas, practicamente sélo los pacientes con
trisomia 21 llegan a la edad adulta, mientras que el 90% de
los pacientes con las otras dos en general no sobreviven mas
alla del ano de vida. Otras trisomias llegan a término s6lo en
forma esporadica, y la mayoria de los casos que sobreviven
se encuentran en estado de mosaicismo (no todas las células
del individuo tienen la alteracion) o trisomia parcial.
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Trisomia 21: sindrome de Down

La trisomia 21 es la cromosomopatia mas frecuente y la
primera causa de retraso mental. Las alteraciones morfologi-
cas del sindrome de Down o trisomia 21 son muy caracteris-
ticas, siendo facil el diagnéstico clinico. Estas alteraciones
incluyen hipotonia, braquicefalia, hipertelorismo, epicanto,
presencia de manchas de Brushfield, protrusién lingual, pala-
dar ojival, orejas de implantacion baja, dedos de las manos
cortos y curvados, surco simiesco, clinodactilia del quinto
dedo y mayor espacio entre el primer y el segundo dedos de
los pies. El 40% de los pacientes padecen malformaciones
cardiacas. Otras complicaciones que presentan son atresia
duodenal, epilepsia, mayor susceptibilidad a infecciones y
leucemia.

El retraso mental es la complicacién méas importante del
sindrome. Los pacientes tienen un coeficiente intelectual in-
ferior a 50. El 95% de los casos de sindrome de Down tienen
una trisomia 21 regular con cariotipo 47, +21. Alrededor del
1% de los pacientes con sindrome de Down son mosaicos,
con la coexistencia de una linea normal de 46 cromosomas y
una linea trisémica de 47, +21. El 4% de los casos de sindro-
me de Down tienen una alteracién no equilibrada cuyo ori-
gen es una translocacién robertsoniana ya sea parental o de
novo. Estas translocaciones afectan principalmente los cro-
mosomas 14, 22y 21, que se fusionan con el cromosoma 21.

Una pareja joven con un hijo con sindrome de Down con
una trisomia regular tiene un riesgo de reincidencia del 1-2%.
En los casos de padres portadores de translocaciones la recu-
rrencia dependera de los cromosomas implicados y del ori-
gen materno o paterno, siendo el riesgo menor cuando el
portador de la translocacién es el padre (< 5%) y de un 10%
cuando la portadora es la madre. La situacién extrema la
constituye la translocacién (21,21), paterna o materna, para
la que no hay posibilidad de descendencia normal. Para la
poblacién general el riesgo de recurrencia esta en relaciéon
directa con la edad materna, de forma que a los 40 afos se
sitia alrededor de 1 en 50. La edad materna superior a 35
anos y la existencia de antecedentes familiares y/o de cro-
mosomopatia son indicaciones de diagndstico prenatal.

El 95% de los casos de sindrome de Down se deben a au-
sencia de disyuncion cromosémica durante la meiosis. Los
marcadores polimérficos del DNA han permitido determinar
en qué progenitor se ha producido la alteracién y en qué eta-
pa de la meiosis ha sucedido. El 80% de los casos se deben a
una no disyuncioén durante la primera division meidtica y el
75% es de origen materno, guardando relacién con la mayor
edad de la madre.

La existencia de casos raros con trisomias muy parciales
ha permitido localizar la regién q22.2-q22.3 como la respon-
sable directa de las alteraciones presentes en el sindrome de
Down, siendo posible encontrar casos sin trisomia citogenéti-
ca, pero con el defecto situado a nivel molecular, con impli-
cacion de una regiéon de menos de 5 Mb del cromosoma 21.

El cromosoma 21 ha sido el primer autosoma para el que
se ha construido un mapa integral genético, fisico, de clones
y de alteraciones cromosémicas. Esta informacién permitira
identificar y aislar la totalidad de los aproximadamente 1.500
genes que contiene el cromosoma 21. El estudio detallado
de la region q22.2-q22.3 permitird detectar los genes implica-
dos en la patogenia de las distintas alteraciones que presen-
tan los pacientes con sindrome de Down. Por otra parte, me-
diante el estudio detallado de la regién centromérica del
cromosoma 21 se podran dilucidar las alteraciones en la au-
sencia de disyuncion, responsables de la trisomia 21.

Trisomia 18: sindrome de Edwards

La incidencia de esta alteraciéon es de uno de cada 8.000
nacimientos, con un exceso en el sexo femenino respecto al
masculino (4:1). La incidencia real es probablemente mucho
mayor, ya que el 95% de los fetos afectos son abortados de
forma espontanea. El 90% de los afectados mueren durante
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el primer ano. Las malformaciones caracteristicas del sindro-
me incluyen retraso de crecimiento, frente ancha, occipucio
prominente, micrognatia, malformacién de las orejas, ester-
nén corto y pelvis estrecha, entre otros. El aspecto de las ma-
nos es muy caracteristico con los dedos siempre en la misma
posicion: el segundo dedo cabalga sobre el tercero, y el
quinto sobre el cuarto, tanto es asi que en algunos casos ha
permitido el diagnéstico prenatal ecografico. Los pacientes
presentan malformaciones renales, cardiacas y de otros 6rga-
nos. El retraso mental es muy profundo. La mayoria de los
casos se deben a una trisomia regular por no disyuncién du-
rante la primera o la segunda divisién meiética, mientras que
el 10% de los casos corresponden a mosaicismos, mostrando
una clinica menos grave y una mayor supervivencia. En el
riesgo influye la edad materna, pero los padres que tienen un
hijo con trisomia 18 no tienen un mayor riesgo de recurren-
cia, con excepcion de los casos en los que uno de los padres
es portador de una translocacién equilibrada.

Trisomia 13: sindrome de Patau

La incidencia se calcula entre uno de cada 4.000 a 10.000
recién nacidos. Sélo el 10% sobrevive al afio de vida. La ma-
yoria de los pacientes padecen ceguera, sordera y crisis
epilépticas, presentando la totalidad retraso mental muy pro-
fundo. Algunas de las principales caracteristicas son micro-
cefalia, microftalmia, orejas malformadas, paladar y labio
hendidos y polidactilia. Las malformaciones congénitas afec-
tan el cerebro, los rifiones y el corazén. El 75% de los casos
se deben a no disyuncién meiética y, por lo tanto, muestran
una trisomia regular con la consiguiente influencia de la
edad materna; el 20% se debe a la presencia de una translo-
caciéon robertsoniana, fundamentalmente t(13q14q) en uno
de los padres, y el resto es causado por translocaciones de
novo. En alrededor del 5% de los casos existe mosaicismo. El
riesgo de recurrencia es inferior al 1%, incluso en aquellos
casos en los que alguno de los padres sufre una t(13q14q).

Alteraciones de los cromosomas sexuales

Las anomalias en los cromosomas sexuales tienen una re-
percusion fenotipica menor que la de los autosomas. La prin-
cipal caracteristica de las alteraciones de los cromosomas se-
xuales es la esterilidad, contrastando con las anomalias de
los autosomas que se asocian casi siempre a malformaciones
graves y retraso mental. Las alteraciones de los cromosomas
sexuales méas frecuentes son el sindrome de Turner (45,X), el
sindrome de Klinefelter (47,XXY), el sindrome del triple X
(47 XXX) y el sindrome doble Y (47,XYY). Otras alteraciones
menos frecuentes incluyen las translocaciones entre el cro-
mosoma X o Y y un autosoma, y las translocaciones entre los
cromosomas X e Y (fig. 9.35).

Sindrome de Turner

TURNER describié en 1938 un sindrome en mujeres de talla
baja (130-150 cm), con disgenesia gonadal, Pterygium colli y
Cubitus valgus. Otras manifestaciones clinicas frecuentes son
amenorrea primaria, linfedema en las recién nacidas,
coartacién adrtica y acortamiento del cuarto metacarpiano.
El desarrollo intelectual es normal en la mayoria de las pa-
cientes. Las manifestaciones clinicas son variables debido a
que el sindrome engloba alteraciones distintas en el carioti-
po, siendo la més tipica (40-60% de los casos) la monosomia
del cromosoma X (45X). Otras alteraciones incluyen:
46,X,i(Xq) isocromosoma de brazos largos, que supone una
monosomia para los cortos y una trisomia para los largos;
46,X,del Xp, delecién de brazos cortos; 46,X,del Xq, deleciéon
de brazos largos, y otras alteraciones estructurales del cromo-
soma X, como un cromosoma X en anillo 46,Xr(X),
46,X,i(Xp) isocromosoma de brazos cortos, translocaciones
del cromosoma X a un autosoma e inversiones. Los mosaicis-
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Fig. 9.35. Representacion esquemadtica de alguna de las principales
anomalias estructurales de los cromosomas sexuales. i: iSocromoso-
ma; del: delecion; r: anillo; p y q indican brazos cortos y largos, res-
pectivamente. La zona terminal de los brazos largos del gonosoma Y
corresponde a una zona heterocromdtica.

mos son también frecuentes. Recientemente se ha puesto de
manifiesto que en el 5% de las mujeres con este sindrome se
detecta la presencia de parte del gonosoma Y. El interés de
su deteccion radica en que el 30% de las pacientes con parte
del gonosoma Y desarrollan un gonadoblastoma o disgermi-
noma.

El sindrome de Turner tiene una incidencia de uno de
cada 2.500 a 3.500 mujeres recién nacidas, aunque la fre-
cuencia en la concepciéon es mucho mas elevada, ya que
son responsables de la quinta parte de todos los abortos es-
pontaneos del primer trimestre. La mayoria de las anomalias
son de origen materno, aunque no hay una asociacién direc-
ta con la edad de la madre.

Sindrome de Klinefelter

El sindrome de Klinefelter puede definirse como varones
con hipogonadismo que poseen como minimo dos cromoso-
mas X y uno Y. La incidencia es de uno de cada 1.000 varo-
nes recién nacidos. El 10% de los varones estériles tienen
este sindrome, asi como el 1% de los recluidos en institucio-
nes mentales. Es la causa mas frecuente de hipogonadismo y
esterilidad en varones. En general son de elevada estatura,
presentan hipoplasia testicular y producen concentraciones
bajas de testosterona, con lo que el desarrollo de los rasgos
sexuales secundarios es escaso, apareciendo ginecomastia
en el 40% de los casos. El tratamiento con testosterona puede
mejorar las caracteristicas sexuales secundarias, aunque per-
siste la esterilidad. El coeficiente intelectual es algo inferior
al normal, con retraso mental notable en el 20% de los casos.
El cariotipo es 47,XXY, siendo raras las anomalias estructura-
les, y en el 10% de los casos se detectan mosaicismos. Se des-
criben también polisomias X (48, XXXY o 49,XXXXY) que pue-
den formar parte de mosaicos con lineas normales de 46,XY
0 47, XXY. El cromosoma X extra es de origen materno en el
60% de los casos y se produce por ausencia de disyuncion
en la divisién meidtica.

Sindrome del triple X

El sindrome del triple X se presenta en una de cada 1.000
mujeres. El aspecto clinico es totalmente normal, pero el 15
25% tienen retraso mental moderado. Se debe a la ausencia
de disyuncion en la division meidtica. Alrededor del 75% de
los casos son fértiles, y se esperaria que la mitad de la des-
cendencia estuviesen afectados, aunque el porcentaje de hi-
jos sin cromosomopatia es superior al esperado.
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Sindrome doble Y

Afecta a uno de cada 1.000 varones. El aspecto fenotipico
es normal, supone el 2% de los recluidos en instituciones pe-
nitenciarias y el 3% de varones de instituciones mentales. Los
pacientes son en general altos y pueden presentar un ligero
retraso mental, aunque son mas frecuentes los problemas de
comportamiento, que se traducen en cierta agresividad. Los
pacientes se reproducen normalmente.

Anomalias estructurales:
reordenamientos cromosomicos

Las alteraciones estructurales cromosdémicas son el resulta-
do de roturas cromos6émicas y uniones anémalas entre ellos.
La incidencia de deleciones, duplicaciones o combinacio-
nes de ambas es de uno de cada 2.000 nacimientos. Las alte-
raciones maés frecuentes son las deleciones y las transloca-
ciones.

Deleciones

Las roturas cromosémicas pueden producir la pérdida de
parte de un cromosoma. Si la parte que se pierde es grande,
la situacién es incompatible con la vida. La mayoria de las
deleciones ocurren de novo y alrededor del 15% se deben a
un reordenamiento equilibrado en uno de los padres, con lo
que estas deleciones representan una monosomia o trisomia
parciales; las deleciones verdaderas constituyen el 85% de
los casos.

Algunos de los fenotipos se asocian a una regién cromosoé-
mica especifica; uno de los maés tipicos es el sindrome del
maullido de gato, que se asocia a una delecién en el cromo-
soma 5: del(5)(p15-pter). El sindrome se caracteriza por mi-
crocefalia, retraso mental grave, llanto méas agudo de lo nor-
mal, cara de media luna, que con la edad se va alargando.
Otro sindrome menos frecuente que el anterior es el de Wolf
0 4p- que consiste en una delecion de los brazos cortos del
cromosoma 4; los pacientes presentan un retraso de creci-
miento, encefalopatia y facies tipica, “en casco de guerrero
griego”.

Sindromes microdelecionales

El desarrollo de las técnicas de alta resolucién cromosémi-
ca ha permitido la observacién de pequefias anomalias es-
tructurales, microdeleciones, translocaciones, etc. Los ejem-
plos més claros de esta microcitogenética se hallan en una
serie de procesos, entre los cuales los mejor conocidos son:
el retinoblastoma, el WARG (tumor de Wilms, aniridia, retra-
so mental y anomalias genitourinarias), el sindrome de Beck-
with-Wiedemann, el sindrome de Langer-Giedion, el sindro-
me de Prader-Willi, el sindrome de DiGeorge y el sindrome
de Miller-Dieker. Los avances en genética molecular y las téc-
nicas de hibridacién in situ y, en especial, la hibridacién in
situ con fluorescencia (FISH) facilitan el diagnéstico de estos
procesos.

Estos sindromes se deben a la ausencia de varios genes in-
dependientes, pero situados de forma contigua en el cromo-
soma (“genes contiguos”). Se caracterizan porque alrededor
del 50% de los pacientes presentan la alteracién estructural
visible a nivel citogenético, mediante técnicas de alta resolu-
cién cromosémica; un porcentaje reducido (3-5%) es resulta-
do de reorganizaciones cromosémicas, como translocacio-
nes o inversiones, y el resto se debe a deleciones que sélo
son visibles a nivel molecular o mediante FISH, debido a que
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se trata de pequenas deleciones, o a un fenémeno de imprin-
tig genoémico (UDP, disomia uniparental).

Sindrome de Prader-Willi y sindrome de Angelman

El sindrome de Prader-Willi, descrito en 1956, se caracteri-
za por hipotonia intensa, hipogonadismo e hipogenitalismo,
retraso en la maduracién 6sea y retraso mental. Su inciden-
cia se calcula entre 1/10.000 y 1/30.000 recién nacidos vivos.
Aproximadamente en el 60% de los afectos se observa una
delecion intersticial en los brazos largos del cromosoma 15,
en la banda ql1.1-q13, visible mediante técnicas citogenéti-
cas de alta resolucién. En el 20% existe una pequena dele-
cioén en la misma localizacién, que sélo se pone de mani-
fiesto con técnicas moleculares. Una pequefa proporcion
de casos presentan alteraciones citogenéticas que implican
la banda mencionada (translocaciones, inversiones y pre-
sencia de cromosomas marcadores). Existe un grupo de in-
dividuos sin delecién aparente que corresponden a una di-
somia uniparental materna para dicha banda; es decir,
poseen dos copias de la madre y ninguna del padre, con lo
que se trata de una delecion del material heredado del
padre.

Una delecién idéntica 15q11.1-q13 se encuentra en el sin-
drome de Angelman, que se caracteriza por retraso mental
severo, ausencia de lenguaje, movimientos estereotipados,
sonrisa permanente (se los ha denominado también murie-
cas sonrientes) y andar en tiron. Para este sindrome se descri-
be la misma etiologia que para el sindrome de Prader-Willi,
pero la pérdida de material genético corresponde al cromo-
soma materno, o sea del 15q11-13 mat, o disomia parental
paterna. Ambos sindromes son fundamentalmente esporadi-
cos, con un riesgo de recurrencia del 0,1% cuando se detecta
la delecion citogenética. Cuando ésta no se detecta, si s6lo
se tiene un hijo afecto, el riesgo es del 0,5%, mientras que
con dos hijos 0 mas se eleva al 50%. El hecho de que una
misma alteracién citogenética tenga un efecto fenotipico dis-
tinto dependiendo del origen parental se conoce como im-
printing genémico.

Sindrome de DiGeorge

El sindrome de DiGeorge se debe a un defecto en el desa-
rrollo del tercero y el cuarto arcos braquiales y se caracteriza
por hipoplasia o aplasia de timo y paratiroides y malforma-
ciones cardiacas, hipocalcemia y facies dismoérfica. Su pre-
sentacion es basicamente esporadica y los estudios citogené-
ticos detectan una microdelecién en el brazo largo del
cromosoma 22, en la banda q11 en la mayoria de los pacien-
tes. En algunos casos la delecién es s6lo visible a nivel mo-
lecular. A menudo se asocia al sindrome velocardiofacial,
por lo que cabe pensar en genes contiguos para ambos sin-
dromes. Actualmente se propone el nombre de sindrome
CATCH 22 (defectos cardiacos, facies anormal, hipoplasia de
timo, fisura palatina e hipocalcemia) para las deleciones que
afectan la zona 22q11. Mediante la combinacién de distintas
técnicas (citogenética, estudios moleculares y FISH) se de-
tectan deleciones en casi el 90% de los casos de sindrome de
DiGeorge y en alrededor del 80% de los de sindrome velocar-
diofacial. No parece existir un fenémeno de imprinting para
este sindrome. El consejo genético depende de si alguno de
los progenitores es portador de la delecién; se calcula que
en el 25% de los casos es asi, siendo entonces el riesgo de
reincidencia del 50%. En el caso contrario el riesgo de reinci-
dencia es practicamente nulo.

Sindrome de Langer-Giedion (tricorrinofalangico)

El sindrome de Langer-Giedion se caracteriza por dismor-
fia craneofacial, escaso pelo, piel laxa, nariz en forma de
pera y anomalias esqueléticas. Se debe a una delecién que
afecta la region 8q24.1, detectable mediante técnicas de alta
resoluciéon cromosémica y/o técnicas moleculares. Su pre-
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sentacion es esporadica, pero cuando se detectan casos fa-
miliares la delecion sigue un patrén de herencia dominante.

Sindrome de Miller-Dieker

El sindrome de Miller-Dieker es una alteracién poco fre-
cuente que consiste en lisencefalia, facies caracteristica y
otras malformaciones. Inicialmente se la consider6 una en-
fermedad autosémica recesiva, pero el 90% de los pacientes
afectos por este sindrome presentan microdeleciones en el
cromosoma 17, a nivel de p13.3, visibles por procedimientos
citogenéticos o moleculares. Se sugiere que el sindrome se
debe a alteraciones en un grupo de genes contiguos, ya que
en algunos casos de lisencefalias aisladas se detectan mole-
cularmente deleciones méas pequenas a este mismo nivel.

Retinoblastoma

El retinoblastoma se asocia a una microdelecion del brazo
largo del cromosoma 13 (13q14). En el 5% de los pacientes
se detecta la delecion cromosémica, que se asocia en algu-
nos casos a retraso mental, con un grado de afectacion de-
pendiente del tamano de la delecion. La incidencia se esti-
ma en uno de cada 18.000 recién nacidos vivos, pudiendo
presentarse de forma esporadica o familiar, con una heren-
cia de tipo dominante. A pesar de la herencia dominante, el
mecanismo tumoral se comporta de forma recesiva, siendo
necesario que ambos alelos del gen del retinoblastoma
(RB1) estén alterados para que se desarrolle el tumor. El gen
RB1 codifica para una proteina nuclear que detiene la pro-
gresion del ciclo celular en G1, de manera que en su ausen-
cia o deficiencia origina una proliferacién celular anémala.
Se han detectado mutaciones puntuales y deleciones en el
gen RBI en los pacientes con retinoblastoma, pero también
en pacientes con otras neoplasias. El riesgo de recurrencia
para una pareja con historia claramente negativa de retino-
blastoma y con un hijo afecto de un tumor unilateral es del
5%; si el tumor es bilateral, del 10%, y si existen varios miem-
bros afectos de retinoblastoma en la familia (casos claramen-
te familiares) de tumor unilateral o bilateral, el riesgo se ele-
va al 50% (fig. 9.36).

WARG: tumor de Wilms, aniridia, malformaciones
genitourinarias y retraso mental

Desde 1964 se conoce la asociacién del tumor de Wilms y
la aniridia. El sindrome completo es mucho menos frecuente
y en estos casos los pacientes afectos tienen retraso mental y
malformaciones genitourinarias, detectdndose una delecion
en 11p13, que puede ser o no visible con técnicas de alta re-
soluciéon cromosOmica. La aparicion del tumor de Wilms es
un suceso poscigético, comportandose de forma analoga al
retinoblastoma. Los pacientes que son heterocigotos para la
delecién en otros tejidos, en el tumor los dos alelos se en-
cuentran mutados.

Como minimo se proponen tres /oci implicados en el desa-
rrollo del tumor de Wilms: WT1, cuyo papel estaria relaciona-
do con una regulacion de la transcripcion localizada en
11p13; WT2, situado en 11p15.5 en pacientes con tumor de
Wilms, pero en el contexto del sindrome de Beckwith-Wiede-
mann, y, finalmente, WT3, sin localizar, responsable de una
parte de las familias con tumor de Wilms, pero sin ligamiento
con los otros dos loci. El gen de la aniridia (PAX6) ha sido
identificado, permitiendo su diagnéstico.

Sindrome de Beckwith-Wiedemann

El sindrome de Beckwith-Wiedemann se caracteriza por
onfalocele, gigantismo, macroglosia e hipoglucemia. El sin-
drome se asocia a una duplicacién de los brazos cortos del
cromosoma 11 (11p15.5) y su deteccion citogenética es muy
dificil, s6lo posible en la prometafase. En general su presen-
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Fig. 9.36. Southern blotting para el retinoblastoma. En los tres pa-
cientes afectos hay disminucion de intensidad para la sonda H3-8, co-
rrespondiente a una delecion del gen RBI.

tacion es esporadica y s6lo se describen casos familiares
cuando hay alteraciones cromosomicas estructurales que ori-
ginan la duplicacién. Los casos familiares tienen una trans-
mision de tipo dominante. Para este sindrome se describe un
fenémeno de imprinting gendémico materno. Se ha identifica-
do un gen denominado IGF2, localizado en 11p15.5, cuya
funcién esta relacionada con un factor de crecimiento y al
cual se atribuye la responsabilidad del sindrome.

Translocaciones

Las translocaciones reciprocas son bastante frecuentes,
calculandose que uno de cada 1.000 individuos es portador
de una translocacién equilibrada reciproca, la cual puede
dar lugar, en la meiosis, a gametos duplicados y/o deleciona-
dos, a gametos normales y a gametos equilibrados, iguales a
los originales. Aunque el riesgo tedrico para las translocacio-
nes en equilibrio es igual para cada una de ellas, en la practi-
ca depende de los cromosomas implicados y del tamano del
segmento translocado.

Un tipo particular de translocaciones lo constituyen las ro-
bertsonianas, cuya relacion con los sindromes de Down y de
Patau les confiere una mayor relevancia clinica. El origen
de las translocaciones esta en la fusién céntrica de dos cro-
mosomas acrocéntricos, de forma que quedan los dos brazos
largos unidos entre si, mientras que los dos cortos se pierden
sin aparente repercusion clinica. Alrededor del 5% de los ca-
sos con sindrome de Down se deben a una translocacion pa-
rental robertsoniana, siendo la més frecuente t(21q14q).
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Sindromes de inestabilidad cromosomica

Si bien el indice de roturas cromosémicas espontaneas es
en general bajo, ciertos sindromes presentan una elevada in-
cidencia de las mismas. Entre ellos cabe destacar la ataxia-te-
langiectasia, el sindrome de Bloom, la anemia de Fanconi y
el xeroderma pigmentoso. Todos estos procesos se heredan
de forma autosémica recesiva y se deben a un defecto en un
solo gen, que ocasiona inestabilidad genética. El cariotipo
en sangre periférica revela una inestabilidad cromosémica,
observandose una elevada frecuencia de intercambios de
crométides hermanas y/o roturas cromosémicas (fig. 9.37).
En todos estos sindromes existe una elevada tasa de mutacio-
nes espontaneas o inducidas por agentes quimicos (alquilan-
tes) o fisicos (radiaciones), siendo frecuente en todos ellos
la aparicién de neoplasias.

La ataxia-telangiectasia tiene una frecuencia de uno en
100.000 y el indice de portadores heterocigotos se calcula
en 1 cada 150 individuos. En el cariotipo destaca la presen-
cia de roturas cromosomicas inducidas por radiaciones ioni-
zantes. Los estudios de ligamiento relacionan la enfermedad
con un marcador situado en un cluster de genes implicados
en la reparacién del DNA, situado en el cromosoma 11, en la
banda 11q22-23.

El sindrome de Bloom se caracteriza clinicamente por re-
traso del crecimiento y fotosensibilidad. La frecuencia es
muy baja; citogenéticamente se detecta un incremento en la
tasa de intercambio de cromatides hermanas, que es unas 20
veces la tasa de los controles. Existe una alta sensibilidad
cromosémica a los mutdgenos quimicos y a las radiaciones.
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Fig. 9.37. Inestabilidad cromosomica. A. Roturas e imdgenes trirra-
diales (flechas). B. Intercambios de cromdtides hermanas. Cada cam-

bio de color en la cromdtide corresponde a un intercambio (la punta
de flecha indica uno de ellos).
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Como defecto molecular se postulé un gen responsable de
una DNA-ligasa, aunque recientemente se ha descartado esta
hipétesis.

La anemia de Fanconi afecta a uno de cada 350.000 indivi-
duos, calculandose un indice de portadores de uno en 300
individuos. La leucemia mieloide aguda en estos pacientes
es 15.000 veces mas frecuente que en la poblacién general.
La alteracién citogenética tipica consiste en la observacion
de iméagenes trirradiales en el cariotipo, tras la induccién con
diepoxibutano (agente alquilante bifuncional). La presencia
de esta alteracion cromosémica puede emplearse como sig-
no diagnostico. Actualmente se relacionan cuatro genes con
la anemia de Fanconi, indicando que se trata de un cuadro
heterogéneo. El gen FACC codifica para una proteina cuya
funcién todavia se desconoce, y junto con otros dos se sitia
en el cromosoma 9. Estudios de ligamiento relacionan un
marcador D20S20, situado en los brazos largos del cromoso-
ma 20, en el 10% de las familias con anemia de Fanconi.

El xeroderma pigmentoso se manifiesta por fotosensibili-
dad y una fuerte predisposiciéon al cancer cutaneo. La fre-
cuencia de afectos es de uno cada 200.000 y la de portadores
heterocigotos de uno en 220. En el cariotipo se detectan ines-
tabilidad cromosémica y aumento de la tasa de intercambios
de crométides hermanas tras exposicion a los rayos ultravio-
leta. En la actualidad existen siete posibles genes (heteroge-
neidad genética), todos ellos implicados en la reparacién del
DNA tras la exposicion a rayos ultravioleta. Se conocen cua-
tro posibles localizaciones para estos genes: XP-A y XP-D en
el cromosoma 19, a nivel de 19q34.1 y 19q134.2, respectiva-
mente, donde parece existir un cluster de genes responsables
de la reparacién del DNA por escision. XP-B se localiza en el
cromosoma 2, y XP-F en el cromosoma 15.

Sabemos que las roturas cromosémicas, ya sean inducidas
o espontaneas, no suceden al azar ni siguen una distribucién
de Poisson, sino que ocurren con mayor frecuencia en unos
puntos determinados denominados fragiles. Dichas regiones
pueden aparecer como zonas no tefiidas y el cromosoma
tiende a romperse por estos puntos. Es un hecho constante
para una region determinada y solo se expresa en algunas de
las células, nunca en todas. Esta fragilidad se hereda de for-
ma mendeliana, y su estructura y su funcién son ain desco-
nocidas. Actualmente se conocen dos puntos fragiles que se
asocian a enfermedades especificas y ambos se localizan en
los brazos largos del cromosoma X: uno en la banda q27.3,
dando lugar al conocido sindrome del cromosoma X fragil, y
el segundo en 28, asociado a otro sindrome con retraso
mental, denominado retraso mental ligado (FRAXE).

Sindrome del cromosoma X fragil

El sindrome del cromosoma X fragil afecta a uno de cada
1.500 varones y una de cada 3.000 mujeres, siendo la causa
mas frecuente de retraso mental hereditario y la segunda des-
pués del sindrome de Down. Se transmite como un trastorno
mendeliano de tipo dominante ligado al cromosoma X, con
una penetrancia incompleta (80% para varones y 30% para
mujeres) y una expresividad variable. La frecuencia de porta-
dores se estima en 1/700, existiendo tanto varones como mu-
jeres portadores y afectos.

El grado de afectacién clinica es muy variable, siendo la
triada mas caracteristica el retraso mental, la facies dismorfi-
cay el macrorquidismo en varones. El nombre del sindrome
se debe a que los individuos afectos muestran una fragilidad
citogenética en el cromosoma X, en la banda Xq27.3, cuando
se exponen las células a condiciones de cultivo pobres en
4cido félico. Dicho punto fragil se denomina FRAXA (retraso
mental ligado al cromosoma X fragil tipo A).

La alteracién molecular responsable del sindrome del cro-
mosoma X fragil, descrita en 1991, afecta a un gen, al que se
ha denominado FMR-1. La mutacién consiste en el incremen-
to variable de una zona repetitiva (CGG)n, acompanado de
una hipermetilacién de la isla CpG, adyacente al gen FMR-1,
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Fig. 9.38. Southern blotting para el sindrome del cromosoma X frd-
gil, doble digestion con EcoRI y Eagl e hibridacion con la sonda
StB12.3. Los circulos y cuadrados vacios indican individuos normales;
el circulo con el punto indica una portadora, y el cuadrado sombreado
un varon afectado. Los patrones de bandas se corresponden a los fe-
notipos normal, portadora y afectado, respectivamente.

que causa su inactivacién. La inactivacién del gen y la falta
de sintesis de la proteina para la que éste codifica
es la causa de las manifestaciones clinicas del sindrome.

El nimero de repeticiones CGG es variable en los indivi-
duos de la poblacion general, siendo los limites de la norma-
lidad entre 6 y 50 repeticiones, en las que el gen se comporta
de forma normal y expresa la proteina FMR-1, cuya funcién
todavia desconocemos. La isla CpG, situada en la regién 5’
del gen FMR-1, no estd metilada en los individuos normales.
Esta isla tiene la funcién de regular la expresiéon del gen.
Cuando el nimero de repeticiones se sitda entre 50 y 200, el
gen se encuentra en un estado de premutacion, en el que
la isla CpG se mantiene sin metilar, se sigue transcribiendo la
proteina, y el individuo portador no manifiesta alteraciones
fenotipicas. En estas circunstancias el nimero de repeticio-
nes adquiere inestabilidad, tanto mei6tica como mitética, de
forma que cada vez que el cromosoma pasa por una divi-
sién, el nimero de CGG va aumentando. Esta situacion es la
que presentan individuos portadores sanos, con riesgo de te-
ner descendencia afecta. A partir de las 200 repeticiones, el
gen FMR-1 pasa a una situacién de mutacién completa, la

isla CpG se hipermetila, el gen FMR-1 deja de transcribir
la proteina, y el individuo manifiesta el sindrome del cromo-
soma X fragil si es un varén, y en ciertos casos si es una mu-
jer. La hipermetilacién de la isla CpG se detecta sélo en indi-
viduos con la mutacién completa, correlacionandose con la
falta de expresion (transcripcion) del gen FMR-1. El diagnés-
tico molecular se realiza mediante estudio directo de la ex-
pansién de la zona repetitiva y la hipermetilacién de la isla
adyacente empleando Southern blotting (fig. 9.38) y PCR.

Los varones portadores que no presentan manifestaciones
clinicas se denominan NTM (normal transmitting males), los
cuales transmiten a todas sus hijas el gen mutado; aunque és-
tas nunca manifiestan la enfermedad, se presentara en los
hijos varones de la siguiente generaciéon (nietos de NTM) y
en el 30% de las mujeres. De este modo, el riesgo de retraso
mental se relaciona con la posicién que ocupa el individuo
en el arbol genealdgico, de forma que la mutacién progresa
a través de las generaciones, fend6meno que se conoce como
“anticipacion” o paradoja de Sherman.

Retraso mental ligado al cromosoma X fragil
tipo E (FRAXE)

Este sindrome es muy similar al anteriormente descrito, en
sus tres aspectos clinico, citogenético y molecular. Clinica-
mente los pacientes presentan retraso mental, dismorfias y
dificultades en el area del aprendizaje. Citogenéticamente se
asocia a una fragilidad cromosémica en el brazo largo del
cromosoma X, en la banda 2.8, que se pone de manifiesto
en cultivos pobres en acido félico. El defecto molecular es
idéntico al descrito para el FRAXA y se debe a la expansion
de un triplete (CGG) y a la hipermetilacién de la isla CpG ad-
yacente. Los individuos normales tienen entre 6 y 25 copias,
mientras que los afectos tienen méas de 200; a diferencia del
SFX (FRAXA), el nimero de CGG puede sufrir una expansion
o una reduccién a través de las generaciones. La reducciéon
se produce fundamentalmente cuando se hereda a través de
varones transmisores a sus hijas y se expande cuando pasa
de esta mujer a sus hijos. Debido a la posibilidad de reduc-
cién a veces se detectan saltos de generaciones. No hay ho-
mologia con el gen FMR-1 en cuanto a la proteina, tan sélo
respecto al tipo de mutacion.
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Mapa del genoma humano
en perspectiva

Los métodos de observaciéon microscopica para el estudio
de los cromosomas, desarrollados en los anos cincuenta, y
los avances en la localizacién cromosémica y el andlisis mo-
lecular de los genes realizados durante los ultimos 20 afos
han supuesto un cambio sustancial en la genética clinica y
en la medicina en general. Este cambio es comparable al ex-
perimentado con la aportacién que en su dia realizaron la
anatomia, la fisiologia y la patologia al conocimiento mé-
dico.

La naturaleza de la herencia fue descrita por MENDEL en
1865 y los cromosomas por FLEMMING en 1877. Sin embargo,
fue SutToN, en 1902, quien propuso que los cromosomas eran
portadores de informacién genética, y MORGAN quien realizo,
a principios de este siglo, estudios que demostraron la situa-
cién lineal de los genes en los cromosomas y quien esta-
bleci6 la distancia entre genes, medible mediante la recom-
binacién genética.

El primer gen humano que pudo ser asignado a un cromo-
soma determinado fue el del daltonismo, deduciendo su lo-
calizacién en el cromosoma X en 1911. Varios rasgos ligados
al cromosoma X se han identificado gracias al patron de he-
rencia caracteristico. La estructura del DNA fue descubierta
en 1953 por WATSON y Crick. El primer gen asignado a un au-
tosoma especifico fue el del grupo sanguineo Duffy en el cro-
mosoma 1, en 1967. La haptoglobina fue asignada al cromo-
soma 16 al heredarse ligada a translocaciones y fragilidad en
dicho cromosoma en ciertas familias. Hacia 1970 se observd
la posibilidad de utilizar células hibridas hombre x ratén
en la localizacién cromosémica de genes especificos.

Para estudiar la herencia en el hombre fue necesario desa-
rrollar métodos de anélisis distintos a los empleados en ani-
males de experimentacion, ya que no es posible controlar
los apareamientos. Si bien el primer ligamiento genético en-
tre dos genes se observé entre la hemofilia A (déficit de fac-
tor VIII) y el daltonismo, MOHR establecid, en 1951, el primer
ligamiento humano en un autosoma, entre el grupo sangui-
neo Lutheran y un factor secretor, utilizando el método del
andlisis de pares de hijos (sib pair). En los afos cincuenta,
MoRTON elaboré el método de analisis de probabilidad de li-
gamiento entre /oci conocido como lod (log odds), el cual
ha sido adaptado mediante programas de ordenador para
andlisis de ligamiento genético (Liped y Linkage) por OTT y
LATHROP.

La importancia de la informacién derivada del ligamiento
genético en la medicina clinica ha quedado reflejada en los
constantes avances que se han producido en las dos Gltimas
décadas. El estudio de la cromatina sexual para la deter-
minacién del sexo en los amniocitos sugiri6 la posibilidad de
emplear liquido amniético para el diagnéstico prenatal de en-
fermedades hereditarias mediante el estudio de marcadores
ligados a éstas. Este tipo de estudios se aplicé con éxito para
el diagnostico de la hemofilia o de la distrofia mioténica.

En los afos setenta se produjo un importante avance en el
andlisis cromosémico, al desarrollar métodos que permiten
identificar de forma inequivoca cada cromosoma y el distin-
to patron de bandas que presentan. Los principales avances
en el anélisis molecular fueron debidos al descubrimiento de
las enzimas de restriccion, en 1970, las cuales permiten disec-
cionar el genoma. WATSON y TOOZE consiguieron clonar en
fragmentos el DNA Escherichia coli. En 1975, SOUTHERN desa-
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rroll6 el método de hibridaciéon en soportes s6lidos que hoy
en dia conocemos como método de Southern. A finales de
los anos setenta se desarrollaron genotecas de la totalidad
del genoma humano, genotecas especificas de cada cromo-
soma y genotecas de DNA complementario (cDNA) de dis-
tintos tejidos a partir del RNA mensajero (mRNA).

En 1977 se desarrollaron dos métodos para el anélisis de la
secuencia de bases del DNA. Estos métodos, descubiertos
por MAXaM y GILBERT y por SANGER, permitieron disponer en
1981 de la secuencia de nucleétidos del cromosoma mito-
condrial humano. Posteriormente, el analisis detallado de los
genes de las globinas humanas, de la insulina, etc., permitié
establecer las bases moleculares de muchas enfermedades.

El primer polimorfismo humano del DNA fue descrito por
KaN y Dozy en 1978, mediante la enzima Hpal, localizada en
el extremo 3’ del gen de la B-globina. En 1980 BOTSEIN sefald
la utilidad potencial de los fragmentos de restricciéon de lon-
gitud polimérfica (FRLP) del DNA en el estudio del genoma
humano. ORKIN y KAZAZIAN demostraron la utilidad de varios
RFLP en la construccién de haplotipos para el estudio de la
betatalasemia. La utilidad clinica de los FRLP qued6 demos-
trada al permitir localizar los genes de la corea de Hunting-
ton en 1983, de la enfermedad poliquistica del adulto, y de la
fibrosis quistica en 1985. A partir de este momento se abrie-
ron las posibilidades al diagnéstico y la prevencién para es-
tas entidades clinicas y se localizaron muchas maés.

Genoma humano: el reto
de la complejidad

El genoma humano contiene 3 billones de pares de bases
(pb) que se encuentran en los 23 cromosomas de cada célu-
la haploide. Las células normales son diploides y, por tanto,
tienen 46 cromosomas. Los cambios en la estructura de nues-
tro DNA, responsables de las enfermedades, se encuentran
en algin punto de los 6 billones de pb que forman parte de
las células diploides de nuestro organismo. La informaciéon
de que disponemos en la actualidad sobre nuestro genoma
es todavia muy limitada.

El estudio del genoma humano puede enfocarse desde
distintos frentes: estudiar las secuencias de DNA, analizar las
proteinas o investigar las enfermedades. Existen secuencias
de DNA o genes que han sido clonados, debiendo investigar-
se su participacion en procesos patolégicos. Las proteinas
que se han aislado pueden analizarse a nivel molecular, per-
mitiéndonos conocer los genes que codifican para ellas y
desentranar las bases moleculares que provocan las enferme-
dades. Finalmente, el andlisis de ligamiento genético con
marcadores del DNA permite el estudio de las enfermedades
hereditarias, pudiendo localizar cromosémicamente el gen
responsable, aislarlo e identificar sus defectos moleculares.

El estudio del mapa del genoma humano debe conducir a
la localizacion de todos los genes y marcadores en los distin-
tos cromosomas. El papel central del “mapeo” genético en la
investigacién médica actual queda reflejado en la gran varie-
dad de genes que se han “mapeado”: genes responsables de
fenotipos patolégicos; proteinas séricas; enzimas del meta-
bolismo de los hidratos de carbono, lipidos, esteroides, ami-
noacidos y acidos nucleicos; hemoglobinas; receptores de
hormonas, factores de crecimiento, complemento, virus y to-
xinas; hormonas; HLA, componentes del complemento, in-
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munoglobulinas y receptores para células T; factores de la
coagulacion; factores de crecimiento; proteinas estructura-
les; oncogenes; homeo box; antioncogenes, etc.

Se ha realizado un total de 12 congresos internacionales
sobre el mapa del genoma humano (HGM-1 al HGM-12), los
cuales han permitido compartir la informacién generada en
distintos laboratorios y han facilitado la construccién del
mapa del genoma humano. El nimero de genes que confor-
man el mapa actual es de unos 4.000, que representan el
4-8% del total de genes del genoma humano, que se estima
en unos 50.000 a 100.000 genes.

El gran interés que despierta la localizacién de los genes
responsables de enfermedades como la fibrosis quistica, la
corea de Huntington, la neurofibromatosis tipos 1y 2, la poli-
quistosis renal del adulto, la distrofia mioténica y de otras en-
fermedades, se plasma en el ambito tanto diagnéstico como
terapéutico. La informacién sobre la posiciéon de cada gen
en el genoma ha permitido su aislamiento mediante el em-
pleo de tecnologia compleja y una estrategia conocida como
clonacion posicional o genética inversa. Una vez identificado
un gen es posible determinar la patologia molecular subya-
cente que presenta. Finalmente, el mejor conocimiento so-
bre las bases moleculares de las enfermedades debe permitir
disenar estrategias terapéuticas mas eficaces, las cuales pue-
den incluir la terapia génica.

Mapa fisico

Se han empleado métodos fisicos para localizar una se-
cuencia de DNA; del mismo modo, es posible utilizar un fe-
notipo enfermo para la localizacién de una anomalia cromo-
sémica. Los métodos fisicos permiten el mapeo de loci en
términos citogenéticos o en unidades de DNA (pares de ba-
ses, kilobases, megabases). La nomenclatura citogenética se
basa en las bandas que se observan en los cromosomas teni-
dos. Los marcadores del DNA han contribuido notablemente
al desarrollo del mapa fisico del genoma humano. En la loca-
lizacién cromosémica de los distintos marcadores se ha em-
pleado una amplia variedad de métodos.

Hibridacién in situ

La hibridacioén in situ constituye uno de los métodos méas
directos para el mapeo. Un fragmento de DNA clonado pue-
de ser hibridado directamente a los cromosomas en metafa-
se, y su localizacién en el mapa puede elucidarse mediante
la inspeccién microscépica. La hibridacién in situ ha experi-
mentado un notable avance con el empleo de sondas fluo-
rescentes (FISH), que permiten también el anélisis de las cé-
lulas en el periodo de interfase. La resolucion que se obtiene
con la hibridacién in situ es de aproximadamente 10-20 mi-
llones de pares de bases (fig. 9.39). El estudio en interfase
permite resoluciones de hasta 50 kb.

Células somaticas

La hibridacién con células somaticas ha sido el método de
mapeo fisico mas utilizado en genética humana. Si se realiza
una fusién de células de ratén y células humanas en cultivo,
mediante tratamiento con polietilenglicol, las células hibri-
das que se forman tienden a perder los cromosomas huma-
nos al azar. De vez en cuando se obtienen lineas celulares
que contienen todos los cromosomas del ratén y sélo uno o
algunos cromosomas humanos. Las lineas celulares deben
caracterizarse mediante la observacion microscépica. Una
vez se dispone de varias lineas celulares bien caracterizadas,
es posible localizar cromos6émicamente cualquier fragmento
de DNA clonado. Si se dispone de lineas que presentan dele-
ciones o translocaciones cromosémicas, es también posible
utilizar los hibridos sométicos para la localizacién del frag-
mento de DNA en estudio, en funcion de dichas alteraciones
cromosémicas (fig. 9.40). Los hibridos sométicos han permi-

Fig. 9.39. Identificacion de un marcador correspondiente al cromo-
soma 15 (flechas) mediante hibridacion in situ con fluorescencia
(FISH), empleando una sonda fluorescente centromeérica de dicho cro-
mosoma. M = marcador.

tido localizar muchos genes y fragmentos anénimos de DNA
en el genoma.

Alteraciones cromosomicas

Las anomalias cromosémicas constituyen una gran ayuda
para el mapeo de genes. La mayoria de las alteraciones cro-
mosoémicas afectan a varios genes y producen sindromes
multisistémicos. En otros casos, una enfermedad determina-
da se asocia a una pequena anomalia cromosémica. En el
retinoblastoma, tanto en los casos esporadicos como en los
familiares, puede existir una pequena delecién en el cromo-
soma 13q14. Aun en los casos sin alteraciones citogenéticas
es posible observar la pérdida de la heterocigosidad para
marcadores de esta region cromosémica. El gen del retino-
blastoma RB1 fue aislado basandose en la alteracién cromo-
soémica presente en algunos pacientes.

Existen lugares de fragilidad en los cromosomas que pue-
den ponerse en evidencia mediante cultivos especiales de
las células en estudio. Se han definido 113 lugares fragiles en
el genoma humano, 87 de los cuales son bastante frecuentes,
mientras que el resto se observa s6lo de forma esporadica. Es
muy probable que la mayoria de los lugares fragiles del geno-
ma humano estén relacionados con secuencias repetitivas
CGG, como es el caso del sindrome del cromosoma X fragil.

Las deleciones y las roturas cromos6émicas pueden ser res-
ponsables de enfermedades. Muchos tumores estan asocia-
dos a roturas cromosémicas, algunas de las cuales se corres-
ponden con la localizacién de oncogenes, como es el caso
del oncogén c-ABL (9q34) y la leucemia mieloide crénica, o
el c-MYC (8qg24) y el linfoma de Burkitt.

Las translocaciones entre el cromosoma X y un autosoma
tienen especial interés debido a la inactivacién que se pro-
duce de uno de los dos cromosomas X en las mujeres. En el
caso de que exista una translocacion, si el lugar de rotura al-
tera un gen, la mujer portadora estara afectada por el proce-
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Fig. 9.40. Localizacion cromosomica de marcadores en el cromosoma 21 humano. Ideograma que muestra un panel de hibridos somadticos del
cromosoma 21 para el mapeo de 14 clones que contienen secuencias repetitivas (microsatélites) CA/GT.

so como un varon afecto de la enfermedad. Estos casos sena-
lan la localizacién cromosémica del gen de la enfermedad.
En la distrofia muscular de Duchenne (DMD), estas translo-
caciones permitieron localizar el gen en la regién Xp21. De
forma similar, en la neurofibromatosis tipo 1 (Von Reckling-
hausen) dos translocaciones facilitaron la localizacién y el
aislamiento del gen NF1 en la regién centromérica del cro-
mosoma 17.

Citofluorometria y genotecas especificas de cromosoma

Los cromosomas pueden separarse mediante citofluoro-
metria de flujo. Su tincién con un marcador fluorescente per-
mite su deteccién mediante rayos laser de longitudes de
onda apropiadas. La intensidad de la senal depende del ta-
mano del cromosoma, pudiendo seleccionar y separar cada
uno de los cromosomas humanos en funciéon de la fluores-
cencia emitida. Mediante citofluorometria de flujo y/o utili-
zando hibridos somaticos se han podido obtener genotecas
especificas de cada uno de los cromosomas humanos, facili-
tando la labor del mapeo fisico del genoma. Por otra parte,
se han desarrollado métodos que permiten diseccionar parte
de un cromosoma y construir genotecas enriquecidas en la
region cromosOmica de interés.

Electroforesis en geles de campos pulsantes

El limite inferior de la resolucién cromosémica en citoge-
nética es de unos 3 millones de pares de bases [megabases
(Mb)], mientras que la resolucién mediante electroforesis
convencional es de 20.000-30.000 pb [1.000 pb = 1 kilobase
(kb)]. La electroforesis en geles de campos pulsantes (PFGE,
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del inglés, pulsed field gel electrophoresis) permite cubrir el
vacio entre estos dos métodos de mapeo, ya que tiene un po-
der de resolucion de entre 50 kb y 10 Mb. Estos fragmentos
largos de DNA pueden separarse debido a que las moléculas
de DNA se someten a un campo eléctrico perpendicular a la
direccién de migracion. Las moléculas de pequeno tamano
se reorientan con mayor facilidad, mientras que las de mayor
tamafo tardan mas en corregir la trayectoria. Los fragmentos
de DNA separados mediante este método pueden ser transfe-
ridos a un filtro de nilén e hibridados con una sonda marca-
da radiactivamente (fig. 9.41). Las enzimas de restriccion
que se utilizan en este tipo de experimentos reconocen se-
cuencias poco representadas en el genoma de los vertebra-
dos, que facilitan la construccién de los mapas fisicos deta-
llados de cualquier regién cromosémica.

Fragmentos de DNA de gran tamafio: YAC

Es posible construir minicromosomas artificiales humanos
que pueden ser propagados en levaduras (YAC, del inglés,
yeast artificial chromosomes). El sistema se basa en la utiliza-
cién de un vector que tiene todas las senales especificas de
un cromosoma (origen de replicacion, centrémero y teléme-
ro), pudiendo propagarse de forma estable en células euca-
riotas como las de la levadura. Este tipo de vectores permite
insertar fragmentos de DNA de gran tamano, lo que facilita el
andlisis de regiones cromos6micas de especial importancia e
interés y permite el estudio de genes de gran tamano como
el de la DMD, la fibrosis quistica o el factor VIII de la coagula-
cién, cuyo tamano gendémico (2.300, 240 y 180 kb, respecti-
vamente) no puede ser analizado con facilidad mediante los
sistemas de clonacién convencionales. Los YAC disminuyen
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Ejemplo de utilizacion de la electroforesis en geles de campo pulsante para el mapeo de la region g31 del cromosoma 7 con el mapa

de restriccion resultante del andlisis realizado. A: Nael; E: Eagl; Notl; C: Sacll; B: BssHII; R: Narl. kb: kilobases; Contig: clones contiguos.

considerablemente la complejidad de los estudios molecula-
res y permiten disponer de la totalidad del genoma en sélo
unas decenas de miles de clones. El empleo de YAC ha sido
fundamental para aislar los genes de la poliposis colénica fa-
miliar, la corea de Huntington, la neurofibromatosis tipo 2 y
el retraso mental ligado al cromosoma X, entre otros. La apli-
cacion de YAC al mapa del genoma humano se ha concreta-
do en la construccién de los mapas continuos de los cromo-
somas 21 e Y, debiendo estar completados mapas similares
para la totalidad de los cromosomas antes de 1995.

Walking, jumping y linking cromosémicos

Una vez identificada la regién cromosémica de interés, es
necesario avanzar de forma progresiva hacia el locus en
cuestion. Esto puede realizarse mediante el aislamiento de
clones que se sobreponen a otros de referencia, de forma
que cada vez se avanza en la direccién deseada; este tipo de
anélisis se denomina walking cromosémico. Otra posibilidad
es la construccion de genotecas que permiten realizar saltos
de 100 o 200 kb desde puntos conocidos hacia el locus en
cuestion, lo que se designa jumping cromosomico; estos clo-
nes pueden ser ligados mediante otros, procedentes de geno-
tecas enriquecidas para lugares de restriccién que cortan ra-
ramente en el genoma de los vertebrados, constituyendo
puntos de referencia para realizar saltos en el genoma. Los
clones que permiten unir saltos se denominan clones linking.
Estos estudios permiten un avance rapido en el estudio de re-
giones cromosoémicas sin necesidad de aislar todo el mate-
rial genético existente entre un punto de partida determina-
doy el lugar de interés. Esta metodologia ha sido muy (til en
la clonacién de los genes de la fibrosis quistica, la neurofi-
bromatosis tipo 1y la corea de Huntington, entre otros.

Unidades fisicas de mapeo: STS

El desarrollo de las unidades fisicas de mapeo, definidas
por los STS (sequence tagged sites) ha constituido uno de los
principales avances en la construccién del mapa del genoma
humano. Los STS son marcadores definidos por secuencias
de DNA determinadas que sirven de puntos de referencia en
la construccion de mapas cromosémicos. Para algunos cro-
mosomas (21 e Y) ya ha sido posible obtener mapas con STS
situados a lo largo de todo el cromosoma. Esta situacion es
mucho mas detallada para las regiones cromosémicas en las
que se encuentran genes de gran importancia médica. El ob-
jetivo del Proyecto Genoma Humano para los préximos
3 anos es la identificacion de un STS cada 300 kb, debien-
do conseguirse que éstos se hallen espaciados cada 100 kb
(unos 5 anos) para poder efectuar el mapeo de las dis-
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Fig. 9.42. Objetivos del estudio del genoma humano, entre los que
se incluyen el mapa genético, la identificacion de genes, el mapa fisi-
co y la secuenciacion del DNA. YAC: cromosomas attificiales de leva-
duras; STS: unidades fisicas de mapeo; cM: centimorgans. (Modifica-
da de COLLINS F, GALAS D. Science 1993; 262: 43-47.)

tintas enfermedades y secuenciar la totalidad del genoma
(fig. 9.42).

Mapa genético

Dos loci se encuentran ligados genéticamente si son here-
dados juntos en el seno de familias con varios miembros, de
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forma mas frecuente que por el simple azar. Los loci que se
encuentran ligados estan situados en el mismo cromosoma,
mientras que la ausencia de ligamiento genético implica que
estos loci se encuentran lejos el uno del otro en el mismo
cromosoma o que estan situados en cromosomas distintos.
La distancia genética entre loci estd determinada por la fre-
cuencia con que se producen recombinaciones meidticas o
cross-over. El indice de recombinacién (8) refleja la distan-
cia que separa a dos loci. A mayor distancia, las posibilida-
des de recombinacién son mayores. Cuando dos loci se en-
cuentran muy cerca, éstos tienen altas probabilidades de
heredarse juntos, por lo que se dice que se encuentran liga-
dos. El sistema para valorar este ligamiento es la cosegrega-
cion a través de varias generaciones (fig. 9.43).

Una de las exigencias de los loci en estudio es que deben
poder distinguirse mediante un marcador genotipico, como
es un RFLP, o un marcador fenotipico, como puede ser una
enfermedad. Por otra parte, el nimero de meiosis (posibili-
dades de recombinacién) debe ser suficiente para tener un
valor estadisticamente significativo, que apoye el ligamiento
o su exclusion.

Suponiendo que la recombinacién genética es la misma
para cualquier parte del genoma y que es por igual en ambos
sexo0s, se puede establecer una correlacion entre la distancia
genética entre loci y la distancia fisica. La unidad de medida
de la distancia genética es el morgan o unidad de recombina-
cion. La distancia relativa entre distintos /oci en un cromoso-
ma determinado estd relacionada con la frecuencia con la
que se producen recombinaciones entre ellos. En los cromo-
somas humanos existe una media de 52 quiasmas (puntos de
entrelazamiento entre cromatides) durante la primera divi-
sién meidtica en el total de 22 pares de autosomas. Los quias-
mas se correlacionan con la recombinacion genética, por
lo que la longitud genética total del genoma humano haploi-
de es de 26 morgans (30 contando el cromosoma X). Si con-
sideramos que la longitud fisica del genoma humano es de
3 billones de pb, 1 morgan equivale a 100 millones de pb o,
lo que es lo mismo, 1 centimorgan (cM) es 1 millén de pb.
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Fig. 9.43. Andlisis de ligamiento genético entre una enfermedad au-
tosomica dominante y dos loci definidos por marcadores. La ausencia
de recombinacion con el locus Aa sugiere que éste se encuentra mds
cerca del gen de la enfermedad que el locus Bb, con el que se obser-
van tres recombinaciones.
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Todos los cromosomas tienen una longitud de, al menos,
50 cM, y casi todos sobrepasan los 100 cM. El cromosoma 1
constituye el 9% del total del genoma haploide, mientras que
el cromosoma 21 es menos del 2%. Un cM equivale a 1 Mb, y
una banda cromosémica equivale a 5 Mb, pudiendo conte-
ner entre 100 y 200 genes.

Ligamiento genético

Es posible estudiar la distancia entre dos loci y establecer
su orden en el seno de un cromosoma frente a un tercer
locus. Si consideramos dos loci con un polimorfismo dialéli-
co, en el caso de que no exista ligamiento entre ellos, por en-
contrarse en cromosomas distintos, obtendremos que la mi-
tad de los gametos recombinaran, mientras que la otra mitad
permaneceran ligados, por lo que 8 = 0,5. Por otra parte, si
los loci estan ligados en esta familia, 8 sera igual a 0, pudien-
do establecerse que la distancia genética entre los loci es
nula.

El método de probabilidades para el andlisis de ligamiento
se basa en la valoracién de la fraccion de recombinacion, 6,y
en probar si una observacién determinada es significativa-
mente inferior al 50%. La valoracién del ligamiento genético
requiere un analisis estadistico en el que se calcula la rela-
cién entre dos hipoétesis opuestas: a) que los dos loci se en-
cuentren ligados a una fraccién de recombinacién determi-
nada (0 < 0,5) y b) que no exista ligamiento (8 = 0,5). La
fraccion de estas probabilidades (odds ratio) es la posibili-
dad de que los loci se encuentren ligados. Para facilitar el
célculo se utiliza el logaritmo decimal de esta fraccion, que
se conoce como lod score Z (0):

Z(8) =log,,[L(B)/L(6, )]

Los lod scores se calculan para fracciones de recombina-
cién de 0,0, 0,001, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 y 0,5. El valor més ele-
vado de Z(0) senalard la fraccion de recombinaciéon mas
probable entre los loci. Un Z(0) de 0 significa que puede ha-
ber ligamiento o no entre los loci; un valor positivo esté a fa-
vor de ligamiento, y un valor negativo estd en contra de él, a
la fraccién de recombinacién sefialada (fig. 9.44). Si el Z(0)
maximo es igual a 3 o superior, el resultado es significativo e
indica que el valor de recombinacion 0 tiene una fiabilidad
de uno contra 1.000. La fraccién de recombinacién a la que
se obtiene dicho Z(0) da la distancia genética entre los loci,
por lo que una frecuencia de recombinacién del 1% corres-
ponde a 1 cM. Si el lod score es inferior a -2, se puede excluir
ligamiento entre los loci. Se conviene en admitir como ambi-
guos los resultados entre -2y 3.

En la figura 9.44 se muestran cuatro ejemplos: en A los va-
lores de Z(8) estan entre 3y -2, por lo que no es posible ni
confirmar ni excluir ligamiento; la curva B permite excluir un
ligamiento mas cercano a 15 cM, debido a que coincide el li-
mite de exclusién de -2 con la fraccién de recombinacién
de 0,15; la curva C muestra un Z(0) de 6,5, el cual es signifi-
cativo y corresponde a una 6 = 0,1, lo que significa una dis-
tancia genética de unos 10 cM, suponiendo que la probabili-
dad es de 1 millén contra uno de que exista ligamiento entre
los loci, y de que éstos se encuentren separados a una distan-
cia de 10 cM; la curva D muestra un estrecho ligamiento con
el valor maximo de Z(8) = 6, con una fracciéon de recombina-
cién de 0, debido a que no se han observado recombinantes.

Una ventaja en la utilizacion de lod scores es que éstos son
aditivos, de forma que si inicialmente los datos recogidos en
el estudio de familias para ligamiento de una enfermedad de-
terminada eran insuficientes, se trata de estudiar mas fami-
lias y sumar los datos obtenidos. Ello representa una conside-
rable ventaja cuando se realizan estudios de ligamiento con
enfermedades raras, que requieren de la colaboracién entre
distintos centros. A pesar de que se considera el limite de un
lod score de 3 para su credibilidad, existe todavia un 5% de
posibilidades de que este lod sea debido al azar, por lo que
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han de tenerse ciertas reservas para los valores entre 3y 5, y
cierto escepticismo para los inferiores a 3.

El calculo de Z(0) puede realizarse en forma manual, pero
resulta de elevada complejidad cuando se trata de arboles fa-
miliares extensos con varias generaciones o cuando se estu-
dian enfermedades complejas. Deben destacarse los progra-
mas LIPED y LINKAGE que ayudan a calcular el ligamiento
genético y a establecer el orden de loci. El Gltimo programa
permite el anélisis de ligamiento con varios loci, establecien-
do el lugar mas probable en el que un determinado locus
puede encontrarse frente a otros. El location score permite
conocer la probabilidad de que un determinado /ocus se en-
cuentre entre /oci conocidos y es igual a:

e[Z(8,) - Z(6p)]/2

Aunque es posible establecer que la distancia genética es
equivalente a la distancia fisica, existen circunstancias en las
que esta equivalencia no se cumple. Por ejemplo, en el geno-
ma pueden existir zonas con una elevada frecuencia de re-
combinacién en las que un valor de 1 cM puede ser mucho
menor a 1 millén de pb; del mismo modo, en otras zonas del
genoma la recombinacién puede ser escasa y 1 cM supone
una distancia fisica muy superior al millén de pb. Por razo-
nes desconocidas, la recombinacion es generalmente mayor
en las mujeres que en los varones. Para algunos cromosomas
la longitud genética de la mayoria de los cromosomas de las
mujeres es el doble de la de los varones, mientras que la lon-
gitud fisica es idéntica. Entre ciertos loci la distancia es supe-
rior en los varones que en las mujeres, aunque en general es
a la inversa.

En el estudio de la localizacién de un gen en un cromoso-
ma determinado, las recombinaciones entre [oci tienen gran

importancia, ya que permiten establecer el orden de los mar-
cadores en relacion con el locus de la enfermedad. El anali-
sis de pares de hermanos es un método muy Uutil para realizar
el mapeo de genes recesivos y es una forma rapida de probar
genes candidatos. En este tipo de estudios se analizan pares
de hijos afectos y se observan los alelos que se heredan jun-
tos en los dos hermanos con una frecuencia superior al 25%,
que seria la probabilidad que existiria al azar.

Microsatélites: mapas genéticos
de nueva generacion

En los tltimos 3 anos se ha desarrollado un nuevo tipo de
marcadores que dependen de la variabilidad de secuencias
repetitivas cortas del DNA. En general se trata de secuen-
cias CA/GT, AAAT/TTTA, las cuales se encuentran repetidas
mas de 12 veces en miltiples loci del material genético de
muchos organismos. Estas secuencias presentan un elevado
grado de variabilidad, que se traduce en una heterocigo-
sidad superior al 70%, convirtiéndolas en los marcadores idea-
les para la construccién del mapa genético. El grupo de WEIs-
SENBACH en Francia ha desarrollado méas de 3.000 microsatéli-
tes CA/GT, los cuales ya cubren mas del 95% del genoma. El
estudio de estos marcadores en familias de referencia con
muchos miembros ha permitido avanzar considerablemente
en el mapa genético del hombre. El objetivo final es dispo-
ner de un marcador genético cada 2 cM. Ello permitira el ma-
peo de enfermedades hereditarias raras para las que existen
pocos miembros afectos, asi como el estudio de enfermeda-
des genéticas complejas, entre las que deben incluirse los
procesos multigénicos y el cancer.
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Pérdida de heterocigosidad y estudios de homocigosidad

El anélisis de pérdida de heterocigosidad en las afeccio-
nes neoplésicas se ha visto facilitado considerablemente por
los marcadores con elevado indice de polimorfismo. Estos
estudios se basan en la pérdida de alelos en el tejido tumo-
ral, respecto al tejido normal, reflejando una alteracién gené-
tica en la region del locus analizado. Los microsatélites que
cubren la totalidad del genoma permiten avanzar en la iden-
tificacion de genes implicados en patologia neoplésica.

Los procesos recesivos pueden analizarse de forma facil
mediante microsatélites que cubran cada uno de los cromo-
somas. En el caso de consanguinidad (muy habitual en los
trastornos autosémicos recesivos) los individuos afectos se-
ran homocigotos para marcadores que cubran una regioén de
unos 30 cM. Esta situacion permite el estudio de familias con
muy pocos miembros afectos y sanos, y serd fundamental
para determinar la localizacién cromosémica de los genes
implicados en la mayoria de los procesos autosémicos rece-
Sivos.

Desequilibrio de ligamiento

El estudio de los haplotipos (combinaciones de alelos
para loci ligados o para un mismo /ocus en una poblacién
determinada) permite comparar la frecuencia observada con
la tedrica, derivada de las frecuencias génicas. Cuando éstas
coinciden se dice que estos loci se encuentran en equilibrio.
Si los valores observados son significativamente distintos a
los esperados se habla de desequilibrio de ligamiento. Es de-
cir, existen asociaciones preferenciales que nos indican una
proximidad fisica entre loci o una proximidad en el tiempo
entre las mutaciones que han dado lugar a los alelos de estos
loci. El desequilibrio de ligamiento observado entre loci per-
mite establecer la dataciéon de una mutacién, como en el
caso de la drepanocitosis o anemia de células falciformes,
cuyo origen se produjo de forma independiente en tres regio-
nes africanas y en una zona asiatica hace mas de 3.000 anos.
En el caso de la fibrosis quistica el intenso desequilibrio de li-
gamiento entre varios marcadores y la enfermedad ha permi-
tido conocer la direccién en la que se encuentra el gen mu-

tado, y sugiere que la principal mutacién sucedié hace unos
50.000 afios.

El desequilibrio de ligamiento tiene también implicacio-
nes diagnésticas de interés para ciertos procesos patolégicos
y ha sido de especial relevancia en la localizacién de los ge-
nes de la corea de Huntington, la distrofia miot6nica, la ata-
Xia espinocerebelosa, etc.

Mapa de enfermedades

Las mutaciones presentes en el seno de un gen implican la
existencia de dos alelos para el locus de este gen, uno corres-
pondiente al estado patolégico, y el otro, a la normalidad.
Asi pues, el estado patolégico es un marcador del gen, pu-
diendo establecer ligamiento genético entre el locus para
una enfermedad y el marcador de localizacién conocida en
el genoma. El ligamiento genético permite localizar cromoso6-
micamente una enfermedad determinada: corea de Hunting-
ton, poliquistosis renal del adulto, fibrosis quistica, poliposis
colénica familiar, melanoma, etc. (tabla 9.10).

El catdlogo sobre la herencia mendeliana en el hombre
(Mendelian inheritance in man) de Victor McKusick propor-
ciona informacién sobre las enfermedades y los defectos he-
reditarios observados en el hombre, detallando su localiza-
cién cromosémica. El catdlogo tiene en la actualidad més de
6.000 defectos hereditarios. La publicacién del 12.° congreso
sobre el Mapa del Genoma Humano (Human Gene Mapping
12) es de gran utilidad para la consulta sobre los loci patol6-
gicos y no patolégicos del genoma, marcadores, RFLP, mini-
satélites, microsatélites y alteraciones cromosdmicas que se
han descrito en el hombre (fig. 9.45).

Muchos defectos genéticos han sido “mapeados” cono-
ciendo el gen que se encuentra implicado en la enfermedad,
mientras que en otros la localizacion se ha realizado de for-
ma indirecta, utilizando marcadores ligados al defecto. Los
métodos de mapeo empleados incluyen: hibridacién in situ,
hibridos sométicos, ligamiento genético o anomalias cromo-
somicas, utilizados de forma individual o combinada.
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1993 Fig. 9.45. Crecimiento de la informa-
cion proporcionada por el Proyecto Geno-
ma Humano. STS: unidades fisicas de ma-
peo. (Modificada de CuriccHiA AJ et al.
Science 1993; 262: 47-48.)
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TABLA 9.10.  Principales loci de enfermedades humanas

Localizacion

r—r Simbolo Proteina/patologia Enfermedad
cromosomica
1pter-p36.13 ENO1 Enolasa-1, a Déficit de enolasa
1p36.3-p34.1 C1QAB Complemento 1qa y 3 Déficit Clq (?)
1p36.3-p36.2 PLOD Procolageno-lisina, 2-oxoglutarato-5-
dioxigenasa Sindrome de Ehlers-Danlos tipo VI
1p36.2-p36.1 NB Neuroblastoma Neuroblastoma
1p36.2-p34 EL1 Eliptocitosis 1 (proteina 4.1) Eliptocitosis 1
1p36.2-p34 EKV Eritroqueratodermia variable Eritroqueratodermia variable
1p36.2-p34 RH Rhesus sanguineo Eritroblastosis fetal
1p36.1-p34 ALPL Fosfatasa alcalina Hipofosfatasia infantil y del adulto
1p36 BRCD2 Céncer de mama ductal Cancer de mama ductal
1p36-p35 GALE UDP-galactosa-4-epimerasa Déficit de galactosa-epimerasa
1p34 FUCA1 Fucosidasa, o-L-1 Fucosidosis
1p34 UROD Uroporfirin6geno-descarboxilasa Porfiria cutanea tarda, porfiria hepatoeritropoyética
1p32 C8A Complemento 8 a y 3 Déficit C8 tipos [ 'y 1l
1p32 CLN1 Lipofuscinosis ceroidea Lipofuscinosis ceroidea neuronal 1
1p32 TCL5 Leucemia/linfoma-5 de células T Leucemia-1, aguda linfoblastica células T
1p31 ACADM Acetil-CoA-deshidrogenasa cadena media Déficit de acetil-CoA-deshidrogenasa
1p21 AGL Amilo-1,6-glucosidasa, 4-0-glucanotransferasa Glucogenosis I
1p13.1 HSD3B2 Hidroxi-0-5-esteroide, deshidrogenasa, 3 Hiperplasia suprarrenal II
1p13 TSHB Hormona estimulante tiroidea 3 Hipotiroidismo
1p13-pll CPT1 Carnitina-palmitoiltransferasa Miopatia debida a déficit de CTPasa
lcen-q32 PFKM Fosfofructocinasa muscular Glucogenosis VII
1q2 CAE Cataratas, zonular pulverulenta Cataratas, zonular pulverulenta
1921 GBA Glucosidasa 8 Enfermedad de Gaucher
1g21 PKLR Piruvatocinasa Anemia hemolitica, déficit de piruvatocinasa
1q21.2q23 CMT1B, Po Mielina Po Charcot-Marie-Tooth, neuropatia tipo 1B
1923 F5 Factor V de la coagulacion Déficit de factor V de la coagulacion
1923 FCGR3 Fc-fragmento de IgG Lupus eritematoso diseminado
1923 PBX1 Factor 1 de transcripcion Leucemia aguda de células pre-B
1923-q25 AT3 Antitrombina I Déficit de antitrombina III, trombofilia
1925 NCF2 Factor 2 citosélico de neutréfilos Enfermedad granulomatosa crénica
1g31-q32.1 F13B Factor XIIIB de la coagulacion Déficit de factor XIIIB
1q32 USH2 Sindrome de Usher-2 Sindrome de Usher tipo 2
1q32 VWS Sindrome de Van der Woude Sindrome de Van der Woude
2p25 POMC Propiomelanocortina Déficit de ACTH
2p24 APOB Apolipoproteina B Dislipemia, apolipoproteina B
2ql3-ql4 PROC Proteina C Déficit de proteina C, trombofilia
2q21 ERCC3, XPB Tiolosa 3-oxoacil-CoA-peroxisdmica Xeroderma pigmentoso grupo B
2q31 COL3A1 Colageno IlI, polipéptido a1l Sindrome de Ehlers-Danlos tipo IV; aneurisma familiar
2g33-935 CRYGI Cristalino, polipéptido 1y Cataratas tipo Coppock
2q34 TCL4 Leucemia/linfoma-4 de células T Leucemia/linfoma células T
2q34-q35 ACADL Acetil-CoA-deshidrogenasa de cadena larga Acetil-CoA-deshidrogenasa cadena larga
Chr.2 UGT1 IDP-glucuronosiltransferasa-1 Sindrome de Crigler-Najjar tipo I
3p26-p25 VHL Sindrome de Von Hippel-Lindau Sindrome de Von Hippel-Lindau
3p23-p22 ACAA Tiolasa 3-oxoacil-CoA-peroxisémica Sindrome de seudo-Zellweger
3p23-p21 CLC1 Cancer de pulmon células pequenas Cancer de pulmon de células pequenas
3p21 COL7A1 Colageno VII, a-1 Epidermoélisis ampollar distrofica dominante
y recesiva
3p21-pl4.2 GLB1 Galactosidasa, -1 GM1-gangliosidosis; mucopolisacaridosis [VB
3pl4.2 RCC1 Carcinoma de células renales Carcinoma de células renales
3pll.l1-ql1.2 PROSI Déficit de proteina S Déficit de proteina S, trombofilia
3qll-ql2 GPX1 Glutation-peroxidasa-1 Anemia hemolitica, déficit de glutation-peroxidasa-1
3q13 OPRT Orotato-fosforribosiltransferasa Aciduria orética
3q21 TF Transferrina Atransferrinemia
3q21-q22 PCCB Propionil-CoA-carboxilasa 3 Acidemia propi6nica tipo I
3q21-q24 CP Ceruloplasmina Hipoceruloplasminemia hereditaria
3q21-q24 FHH Hipercalcemia hipocalcitrica familiar Hipercalcemia-hipocalcitrica familiar
3q21-q24 RHO, RP4 Rodopsina Retinitis pigmentaria, autosémica dominante
3q26.1-q26.2 BCHE Seudocolinesterasa 1 Apnea postanestésica
4p16.3 HD Huntingtina Corea de Huntington
4p16.3 IDUA a-L-iduronidasa Sindrome de Hurler, mucopolisacaridosis
4ql11ql3 AFP, HPAFP Alfafetoproteina Persistencia hereditaria de alfafetoproteina
4qll-ql3 ALB Albimina Analbuminemia
4ql1-ql3 JPD Periodontitis juvenil Periodontitis juvenil
4ql3-q21 DGI1 Dentinogénesis imperfecta-1 Dentinogénesis imperfecta 1
4q21-q23 GNPTA N-acetil-a-glucosaminil-fosfotransferasa Mucolipidosis Il y III
4q23-q27 AGA Aspartilglucosaminidasa Aspartilglucosaminuria
4q23-q27 RGS Sindrome de Rieger Sindrome de Rieger
4q25 IF Complemento componente [ Déficit inactivador C3b
4q26-q27 IL2, TCGF Interleucina 2 Inmunodeficiencia grave combinada
4q28 FGA Fibrin6geno Disfibrinogenemia
4q31.1 MLR Receptor mineralcorticoide Seudohipoaldosteronismo
435 F11 Factor XI de la coagulacion Déficit de factor XI
4q35 FMD, FSHD Distrofia muscular fascioescapulohumeral Distrofia muscular fascioescapulohumeral
4q35 KLK3 Calicreina Déficit de factor Fletcher
5pl3 C6, C7,C9 Complemento, componentes 6, 7, 9 Déficit C6, C7, C9

(Continda)
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TABLA 9.10.  Principales loci de enfermedades humanas (continuacion)

LOCG/IZ(J‘CIO_H Simbolo Proteina/patologia Enfermedad
cromosomica
5pl3-pl2 GHR Receptor hormona crecimiento Enanismo
5ql1-ql3 ARSB Arilsulfatasa B Sindrome de Maroteau-Lamy
5q11.2-q13.2 DHFR Dihidrofolato-reductasa Anemia megaloblastica por déficit de
dihidrofolato-reductasa
5q12.2-q13.3 SMA Atrofia muscular espinal Enfermedad de Werdnig-Hoffmann, atrofia muscular
espinal Il y III
5q21 MCC Mutado en cancer colorrectal Cancer colorrectal
5q21-q22 APC, GS Poliposis adenomatosa de colon Sindrome de Gardner, poliposis colénica familiar
Sindrome de Gardner Céncer colorrectal
5q22.3-q31.3 LGMD1 Distrofia muscular limb-girdle Distrofia muscular limb-girdle, autosémica dominante
5q31-q33 LFHL1 Sordera progresiva Sordera
5q31-q34 DTD Displasia distrofica Displasia distrofica
5q33-qter F12, HAF Factor XII de la coagulacion Déficit de factor XII
Chr.5 FBN2 Fibrilina 2 Aracnodactilia contractural congénita
Chr.5 GM2A Proteina GM2-activadora GM2-gangliosidosis, variante AB
6pter-p23 OFC, CL Hendidura orofacial Hendidura orofacial
6p25-p24 F13A1 Factor XIIIA de la coagulacion Déficit de factor XIIIA
6p21.3 C2,C4 Complemento C2, C4 ay B Déficit C2, C4
6p21.3 CYP21 Citocromo P,y esteroide 21-hidroxilasa Hiperplasia suprarrenal congénita
6p21.3 EJM1 Epilepsia mioclénica juvenil Epilepsia mioclénica juvenil
6p21.3 GLUR Glucosuria renal Glucosuria renal
6p21.3 HFE Hemocromatosis Hemocromatosis
6p21.3 PDB Enfermedad de Paget Enfermedad de Paget
6p21.3-p21.2 SCA1 Ataxina 1 Ataxia espinocerebelar tipo 1
6p21.1-cen RDS Degeneracion retiniana (periferina) Retinitis pigmentaria
6p21 MCM Metilmalonil-CoA-mutasa Aciduria metilmalénica-mutasa
6q13-q21 MCDRI1 Distrofia macular de retina 1 Distrofia macular tipo 1
6q24-q27 ESR Receptor de estrogeno Cancer de mama
6q26-q27 PLG Plasminogeno Déficit de plasminégeno, tipos 1y II
6q27 LPA Apolipoproteina Lp () Susceptibilidad a enfermedad coronaria
7p21.3-p21.2 CRS Craneosinostosis Craneosinostosis
p13 GCPS Greig, craneopolisindactilia Craneopolisindactilia de Greig
7q11.23 NCF1 Factor 1 citosélico de neutréfilos Enfermedad granulomatosa crénica (déficit de NCF-1)
7q11.23 ZWS1 Sindrome 1 de Zellweger Sindrome 1 de Zellweger
7q21.11 GUSB B-glucuronidasa Mucopolisacaridosis VII
7q21.3-q22 PLANH1 Inhibidor del activador del plasminégeno 1 Trombofilia, diatesis hemorragica
7q21.3-q22.1 COLIA2 Colageno I, a2 Osteogénesis imperfecta, sindrome de Ehlers-Danlos,
tipo VIIA2
7q31.2 CFTR, CF Regulador de conduccién Fibrosis quistica, agenesia congénita de vasos
transmembrana en la fibrosis quistica deferentes
7q36 HLP3 Holoprosencefalia tipo 3 Holoprosencefalia tipo 3
Chr.7 HADH Hidroxiacil-CoA-deshidrogenasa Déficit 3-hidroxiacil-CoA-deshidrogenasa
8p22 LPL Lipoproteinlipasa (lipasa D) Hiperlipoproteinemia |
8p21.1 GSR Glutatién-reductasa Anemia hemolitica, déficit de glutation-reductasa
8pl2 PLAT, TPA Activador tisular del plasmin6geno Déficit de activador plasminégeno
8pl2-pll WRN Sindrome de Werner Sindrome de Werner
8pll-g21 RPI Retinitis pigmentaria 1 Retinitis pigmentaria 1
8q21 CYP11B1,B2  Citocromo P450, XI 1, 2 Hiperplasia suprarrenal congénita, déficit
de 11-B-hidroxilasa
8q22 CAl, CA2 Anhidrasas carbénicas [y 11 Déficit de anhidrasa I carbénica, acidosis tubular
renal
8q24 EBS1 Epidermélisis ampollar simple 1 (Ogna) Epidermoélisis ampollar tipo Ogna
8q24.11-q24.13 LGCR Sindrome de Langer-Giedion Sindrome de Langer-Giedion
8q24.12 TRPS1 Sindrome tricorrinofalangico Sindrome tricorrinofalangico tipo I
8q24.12-q24.13 MYC Oncogén myc Linfoma de Burkitt
8q24.2-q24.3 TG Tiroglobulina Hipotiroidismo hereditario congénito
8p22-p21 LALL Leucemia linfoblastica aguda Leucemia linfoblastica aguda
9p21 IFNA Interferén o Déficit interferén o
9p13 GALT Galactosa-1-fosfato-uridiltransferasa Galactosemia
9q13-q21.1 FRDA Ataxia de Friedreich Ataxia de Friedreich
9q22 ALDOB Aldolasa B-fructosa-bisfosfatasa Intolerancia a la fructosa
9q31 BCNS Sindrome de nevo basocelular Sindrome de nevo basocelular (sindrome de Gorlin)
9g31 TAL2 Leucemia 2 linfoblastica aguda de células T Leucemia 2 linfoblastica aguda de células T
9q32-q34 DYT1 Distonia de torsion Distonia de torsion
9q33-q34 TSC1 Esclerosis tuberosa 1 Esclerosis tuberosa 1
9q34 ALAD d-aminolevulinato-deshidratasa Porfiria hepatica aguda
9q34.1 ABL Oncogén abl Leucemia mieloide crénica
9q34.1 C5 Complemento, componente 5 Déficit de C5
9q34.1 XPA Xeroderma pigmentario A Xeroderma pigmentario A
10p12-q23.2 GBM Glioblastoma multiforme Gioblastoma multiforme
10g21-q22 PSAP, SAP1 Prosaposina Leucodistrofia metacromatica
10g21.1 MEN2A, RET  Oncogén ret Neoplasia endocrina multiple I Ay 11 B
MEN2B Carcinoma medular de tiroides
10g21.1 HSCR, RET Megacolon (Hirschsprung) Megacolon (enfermedad de Hirschsprung)
10q24 HOX11, TCL3  Homeo box-11 Leucemia linfoblastica aguda de células T
10g925.2-q26.3 UROS Uroporfirinégeno [ll-sintetasa Porfiria congénita eritropoyética
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TABLA 9.10. Principales loci de enfermedades humanas (continuacion)

Localizacion

r—r Simbolo Proteina/patologia Enfermedad

cromosomica

Chr.10 CYP17 Citocromo P,g, XVII Hiperplasia suprarrenal V

11pter-pl5.4 BWS Sindrome de Beckwith-Wiedemann Sindrome de Beckwith-Wiedemann

11p15.5 ADCR Carcinoma corticosuprarrenal Carcinoma corticosuprarrenal

11p15.5 HBB Hemoglobina 8 Anemia de células falciformes, talasemia

11p15.5 LQT Sindrome de QT largo Sindrome del QT largo

11p15.5 MTACRI1 Tumor de Wilms tipo 2 Tumor de Wilms tipo 2

11p15.5 RMS Rabdomiosarcoma Rabdomiosarcoma embrionario

11p15.4-15.1 SMPD1 Esfingomielinasa Enfermedad de Niemann-Pick

11p15.3-p15.1 PTH Hormona paratiroidea Hipoparatiroidismo familiar

11p14-p13 CD59 Antigeno CD59 (p18-20) Hemoglobinuria paroxistica nocturna

11p13 GUD Displasia genitourinaria Displasia genitourinaria

11p13 PAX6, AN2 Paired box home6tico-6 Aniridia 2

11p13 TCL2 Leucemia/linfoma-2 de células T Leucemia aguda de células T

11p13 WT1, WAGR Tumor de Wilms 1 Tumor de Wilms, aniridia, sindrome WAGR,
gonadoblastoma

11pll-ql2 F2 Protrombina Hipoprotrombinemia, disprotrombinemia

11q PC Piruvato-carboxilasa Déficit de piruvato-carboxilasa

11ql1-q13.1 CINH, C1I Inhibidor de complemento C 1 Angioedema hereditario

11q12-q13 APLIIGEL Atopia Atopia, asma alérgica, rinitis

11q13 MEN1 Neoplasia endocrina multiple 1 Neoplasia endocrina multiple tipo |

11q13 PYGM Glucégeno-fosforilasa muscular Enfermedad de McArdle

11q13.3 BCL1 LLC/linfoma-1 de células B Leucemia/linfoma-1 de células B

11q14-g21 TyR, ATN Tirosinasa Albinismo (albinismo tirosinasa negativo)

11q22-q23 ATA-AT1 Ataxia-telangiectasia Ataxia-telangiectasia

11q23 APOAL1 Apolipoproteina Al Déficit Apo Al'y Apo ClII combinado

11923 MLL Leucemia mieloide/linfoide Leucemia mieloide/linfoide

11q24.1-q24.2 PBGD, UPS Porfobilinégeno-desaminasa Porfiria aguda intermitente

Chr.11 GLAU1 Glaucoma 1 congénito Glaucoma congénito

Chr.11 GIF Factor gastrico intrinseco Anemia perniciosa, déficit de factor intrinseco

12pter-p12 F8VWF Factor VIII VWF de la coagulacion Enfermedad de Von Willebrand

12p13.3-p12.3 A2M o,-macroglobulina Enfisema debido a déficit de a,-macroglobulina

12p13 CIR Complemento Clr Déficit C1r/Cls

12p12.1 KRAS2 Oncogén K-ras2 Céncer colorrectal

12q11-q13 KRT1 Queratina-1,a Epidermolisis ampollar simple, hiperqueratosis
epidermolitica

12q11-q13 KRT5 Queratina-5 Epidermolisis ampollar tipo Dowling-Meara

12q13-q14 BABL, LIPO Lipoma Lipoma liposarcoma mixoide

12q13.11-q13.2 COL2A1 Colageno Il al Sindrome de Stickle, displasia espondiloepifisaria
congénita

12q22-qter ACADS Acetil-CoA-deshidrogenasa, cadena corta Déficit de acil-CoA-deshidrogenasa cadena corta

12g24.1 PAH, PKU1 Fenilalanina-hidroxilasa Fenilcetonuria, hiperfenilalaninemia

12q24.2 ALDH2 Aldehido-deshidrogenasa-2, mitocondrial Intolerancia aguda al alcohol

13q14-q21 WND, WD Enfermedad de Wilson Enfermedad de Wilson

13ql4.1 OSRC Osteosarcoma Osteosarcoma, retinoblastoma

13q14.1-q14.2 RB1 Retinoblastoma 1 Retinoblastoma

13932 PCCA Propionil-CoA-carboxilasa a Acidemia propi6nica tipo |

13q34 F7 Factor VII de la coagulaciéon Déficit de factor VII

13q34 F10 Factor X de la coagulacion Déficit de factor X

Chr.13 BRCD1 Cancer de mama Céancer ductal de mama

14q USHI1A Sindrome de Usher 1A Sindrome de Usher tipo 1A

14ql1.2 TCRA Receptor antigeno células T Leucemia/linfoma de células T

14q12 MYH7 Miosina cardiaca 3 Miocardiopatia hipertréfica

14g21-q31 GALC Galactocerebrosidasa Enfermedad de Krabbe

14q22-q23.2 SPTB Espectrina 3 Eliptocitosis 3, esferocitosis 1

14q31 TSHR Hormona estimulante del tiroides Hipotiroidismo debido a resistencia TSH

14q32 VP, PPOX Porfiria variegata Porfiria variegata

14g32.1 AACT o,-antiquimotripsina Déficit a-antiquimotripsina

14g32.1 PI, AAT o,-antitripsina Enfisema-cirrosis

14g32.1 TCL1 Linfoma-1 de células T Leucemia/linfoma de células T

Chr.14 PYGL, PPYL Glucégeno-fosforilasa higado Glucogenosis tipo VI

15q11 PWCR, PWS Sindrome de Prader-Willi Sindrome de Prader-Willi

15q15-q22 LGMD2 Distrofia muscular limb-girdle Distrofia muscular limb-girdle

15q21-q22 B2M f3,-microglobulina Hemodialisis relacionada con amiloidosis

15g21.1 FBN1, FBN Fibrilina 1 Sindrome de Marfan

1522 PML Leucemia promielocitica aguda Leucemia promielocitica aguda

15q23-q24 HEXA, TSD Hexosaminidasa A Gangliosidosis GM2, Tay-Sachs

15q23-q25 FAH Fumarilacetoacetasa Tiroxinemia tipo |

Chr.15 XPF Xeroderma pigmentario grupo F Xeroderma pigmentario tipo F

16pter-p13.3 HBA1 Hemoglobina al Talasemias a

16p13.31-p13.12  PKD1 Poliquistosis renal del adulto Poliquistosis renal

16p13 MEF Fiebre mediterranea familiar Fiebre mediterranea familiar

16p13 TSC Esclerosis tuberosa 2 Esclerosis tuberosa 2

16p12 CLN3, BTS Lipofuscinosis ceroidea neuronal-3 juvenil Enfermedad de Batten

(Batten)
16g22.1 CTM Cataratas tipo Marner Cataratas tipo Marner
16q22.1-q22.3 TAT Tirosina aminotransferasa Tirosinemia tipo Il

(Continda)
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Localizacion

o Simbolo Proteina/patologia Enfermedad

cromosomica

16q24 APRT Adenina-fosforribosiltransferasa Urolitiasis, 2,8-dihidroxiadenina

16q24 CYBA Citocromo b-245, o Granulomatosis cronica autosémica, déficit de CYBA

17pter-p12 GP1BA Glucoproteina Ib, a Sindrome de Bernard-Soulier

17pter-p12 PLI Inhibidor de la plasmina a-2 Déficit de inhibidor de la plasmina

17p13.3 MDCR Sindrome de Miller-Dieker, lisencefalia Sindrome de Miller-Dieker lisenceféalico

17p13.1 TP53 Proteina p53 Cancer colorrectal, sindrome Li-Fraumeni

17pl11.2 CMTIA, Charcot-Marie-Tooth la Neuropatia de Charcot-Marie-Tooth tipo la

PMP22

17pl11.2 SMCR Sindrome de Smith-Magenis Sindrome de Smith-Magenis

17q11-q12 EDH17B1 Estradiol 17-B-deshidrogenasa-1 Seudohermafroditismo masculino, con ginecomastia,
ovario poliquistico

17q11.2 NF1, VRNF Neurofibromatosis tipo 1 Neurofibromatosis, Von Recklinghausen

17q11.2 WSS Sindrome de Watson Sindrome de Watson

17q12-g21 KRT14 Queratina 14 Epidermolisis ampollar simple

17q21 ACAC Acetil-CoA-carboxilasa Déficit de acetil-CoA-carboxilasa

17g21 BRCA1 Cancer de mama-1, inicio precoz Cancer de mama-1, inicio precoz

17q21-q22 GALK Galactocinasa Déficit de galactocinasa

17q21-q22 KRT10 Queratina-10 Hiperqueratosis epidermolitica

17g21.1 RARA Receptor 4cido retinoico a Leucemia aguda promielocitica

17q21.3-q22 MPO Mieloperoxidasa Déficit de mieloperoxidasa

17q21.31-q22.05 COLIA1 Colageno |, al Osteogénesis imperfecta, sindrome de Ehlers-Danlos
tipo VIIA1

17q21.32 ITGA2B, B3 Integrina a I B 3 Trombastenia de Glanzmann tipo A, B

17q22-q24 CSH1 Somatomamotropina coriénica A Déficit de lactégeno placentario

17q22-q24 GH1, GHN Hormona de crecimiento Déficit de hormona de crecimiento

17923 GAA Glucosidasa acida a Enfermedad de Pompe; déficit de glucosidasa acida o

17q23.1-q25.3 SCN4A Canal sodio 4 a Pardlisis periédica hiperpotasémica

18ql1-ql2 LCFS2 Sindrome de Lynch (?) Céancer familiar sindrome Il de Lynch

18q11.2-q12.1 TBPA Transtirretina Neuropatia amiloidética familiar

18q21.3 BCL2 LLC/linfoma-2 de células B Linfoma-2 de células B

18q21.3 FECH Ferroquelatasa Protoporfiria eritropoyética

18q22.1 GTS Sindrome de Gilles de la Tourette (?) Sindrome de De la Tourette

18q23.3 DCC, CRCI8 Cancer colorrectal gen delecionado Cancer colorrectal

Chr.18 CYB5 Citocromo b5 Metahemoglobinemia, déficit de citocromo b5

19p13.3-p13.2 C3 Complemento 3 Déficit C3

19p13.3-p13.2 NSR Receptor de la insulina Diabetes mellitus resistente a la insulina

19p13.3-p13.2 TCF3, E2A Factor 3 transcripcion Leucemia linfoblastica aguda

19p13.2-p13.1 LDLR, FHC Hipercolesterolemia familiar (receptor LDL) Hipercolesterolemia familiar

19p13.1 RFX1 Factor regulacion 1 (HLA clase II) Inmunodeficiencia grave combinada

19p13 LYL1 Leucemia linfoide-1 Leucemia linfoblastica aguda de células T

19q13 BCL3 LLC/linfoma-3 células B Leucemia/linfoma-3 de células B

19q13.1 APOE Apolipoproteina E Hiperlipoproteinemia, tipo III

19q13.1 APOC2 Apolipoproteina CII Hiperlipoproteinemia, tipo Ib

19q13.1 RYR1 Receptor rianodina Hipertermia maligna

19q13.2-q13.3 DM Distrofia mioténica Distrofia mioténica

19q13.2-q13.3 ERCC2 Escision reparacion, complementacion Xeroderma pigmentario, grupo D

19q13.3 LIG1 DNA-ligasa 1 Déficit de DNA-ligasa

19q13.32 LHB Hormona luteinizante 8 Hipogonadismo hipergonadotréfico

Chr.19 ETFB Flavoproteina transferidora de electrones 3 Glutaricaciduria, tipo llc

20pter-p12.21 ARVP, VP Arginina vasopresina-neurofisina I Diabetes insipida neurohipofisaria

20pter-p12 PRNP, PRIP Proteina prion (p27-30) Creutzfeldt-Jakob, Gerstmann-Straussler

20p11.2 AGS, AHD Sindrome de Alagille Sindrome de Alagille

20p11 CST3 Cistatina C Angiopatia cerebal amiloidética

20q13 MODY1 Diabetes juvenil tipo | Diabetes juvenil tipo I

20q13.1 PPGB Proteina protectiva para B-galactosidasa Galactosialidosis

20q13.11 ADA Adenosindesaminasa Inmunodeficiencia grave combinada

20q13.2 GNAS1 Proteina de uni6n de guanina Seudohipoparatiroidismo tipo la

20q13.2-q13.3 EBN, BNS Epilepsia benigna neonatal Epilepsia benigna neonatal

20q13.2-q13.3 FA, FAl Anemia de Fanconi 1 Anemia de Fanconi 1

21q21.3-q22.05 APP Proteina (A4) precursora B-amiloide Amiloidosis cerebroarterial tipo holandés;
enfermedad de Alzheimer

21q22 AMLI1 Leucemia mieloide aguda Leucemia mieloide aguda

21q22-q22.2 ALS1, SOD1 Esclerosis lateral amiotrofica 1 Esclerosis lateral amiotréfica

21q22.3 CBS Cistationina B-sintetasa Homocistinuria con respuesta a By

21q22.3 EPM1 Epilepsia progresiva mioclénica 1 Epilepsia progresiva mioclénica

21q22.3 ITGB2 Integrina (3-2 Déficit de adhesion de leucocitos

21q22.3 PFKL Fosfofructocinasa hepética Anemia hemolitica debida a déficit de
fosfofructocinasa

22ql11 CECR Sindrome de ojo de gato Sindrome de ojo de gato

22q11 DGCR, DGS Sindrome de DiGeorge Sindrome de DiGeorge

22ql1 HCF2, HC2 Cofactor Il de la heparina Trombofilia debida a déficit de cofactor heparina

22q11 VCFS Sindrome velocardiofacial Sindrome velocardiofacial

22ql11.1-q11.2 GGT2, GTG yglutamiltranspeptidasa-2 Glutationinuria

22ql1.2-qter TCN2 Transcobalamina II Déficit de transcobalamina II

22q11.21 BCR, CML Breakpoint cluster region Leucemia mieloide crénica

22q11.21-q13.1 NF2, ACN Neurofibromatosis 2 Neurofibromatosis 2
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TABLA 9.10. Principales loci de enfermedades humanas (continuacion)

Localizacion

r—r Simbolo Proteina/patologia Enfermedad
cromosomica
22q12 S Sarcoma de Ewing (neuroepitelioma) Sarcoma de Ewing, neuroepitelioma
22q12.3-qter MGCR Meningioma Meningioma
22q13.1 ADSL Adenilsuccinasa Déficit de adenilsuccinasa
22q13.31-gter ARSA Arilsulfatasa A Leucodistrofia metacromaética
22q13.31-qter DIA1 NADH-diaforasa-1 Metahemoglobinemia enzimopatica
Xpter-21 CSF2RA Receptor factor-2 estimulante de colonias Leucemia mieloide aguda tipo M2
Xp22.31 STS Sulfatasa esteroide microsomal Ictiosis, déficit de sulfatasa esteroide
Xp22.31 DHOF Hipoplasia dérmica focal Hipoplasia dérmica focal
Xp22.3 CDPX1 Condrodisplasia punctata Condrodisplasia punctata
Xp22.3 KAL Sindrome de Kallmann Sindrome de Kallmann
Xp22.3 OAl Albinismo ocular tipo 1 Albinismo ocular
Xp22.3-p22.1 AMELX Amelogenina Amelogénesis imperfecta
Xp22.3-p21.1 NHS Sindrome catarata dentaria de Nance-Horan Sindrome de Nance-Horan
Xp22.3-p22.1 RS Retinosquisis Retinosquisis
Xp22.2 CMTX2 Charcot-Marie-Tooth X2 Neuropatia de Charcot-Marie-Tooth
Xp22.2-p21.2 KFSD Queratosis folicular espinulosa Queratosis folicular espinulosa
Xp22.2-p22.1 CLS Sindrome de Coffin-Lowry Sindrome de Coffin-Lowry
Xp22.2-p22.1 HYP Hipofosfatemia hereditaria Hipofosfatemia hereditaria
Xp22.2-p22.1 MRSXS1 Retraso mental con epilepsia Retraso mental con epilepsia
Xp22.2-p22.1 PDHALI Piruvato-deshidrogenasa Déficit de piruvato-deshidrogenasa
Xp22.2-p22.1 PAK Fosforilasacinasa Glucogenosis hepética tipo VII
Xp22 AGMX2 Agammaglobulinemia X2 Agammaglobulinemia tipo 2
Xp22 AIC Sindrome de Aicardi Sindrome de Aicardi
Xp22 GY Hipofosfatemia hereditaria Hipofosfatemia con sordera
Xp22 HOMG Hipomagnesemia ligada al cromosoma X Hipomagnesemia primaria ligada al cromosoma X
Xp22 MRX1 Retraso mental X1 Retraso mental X1
Xp22 SEDL Displasia espondiloepifisaria Displasia espondiloepifisaria tardia
Xp22-p21 GDXY Disgenesia gonadal XI Disgenesia gonadal XI, tipo mujer
Xp21.3-p21.1 RP3 Retinitis pigmentaria 3 Retinitis pigmentaria 3
Xp21.3-p21.2 AHC, AHX Hipoplasia suprarrenal primaria Hipoplasia suprarrenal primaria
Xp21.3-p21.2 GK Glicerolcinasa Déficit de glicerolcinasa
Xp21.2 DMD, BMD Distrofina Distrofia muscular de Duchenne-Becker
Xp21.1 CYBB, CGD Enfermedad granulomatosa crénica Enfermedad granulomatosa crénica
Xp21.1-p11.3 COD1 Distrofia progresiva de conos Distrofia progresiva de conos
Xp21.1-q22 MRXS6 Retraso mental X6 con ginecomastia y obesidad Retraso mental X6 con ginecomastia y obesidad
Xp21-pll THC Trombocitopenia Trombocitopenia
Xpll.4 NDP, ND Enfermedad de Norrie Enfermedad de Norrie
Xpl11.4-p11.23 PFC Properdina, factor P Déficit de properdina
Xpl1.3 RP2 Retinitis pigmentaria-2 Retinitis pigmentaria-2
Xpll.3-pll.2 WAS, IMD2 Sindrome de Wiscott-Aldrich Sindrome de Wiskott-Aldrich
Xpl1.21 ALAS2, ASB Aminolevulinato &sintetasa 2 Anemia sideroblastica
Xpl1.21 IP1, IP Incontinencia pigmentaria Incontinencia pigmentaria
Xpl1.2 SSCR Sarcoma sinovial Sarcoma sinovial
Xpll-qll AIED, OA2 Albinismo ocular tipo Forsius-Eriksson Albinismo ocular tipo Forsius-Eriksson
Xpll-q21 MRXS2 Retraso mental S2 Retraso mental S2 con dismorfismo y atrofia cerebral
Xpl1-q21.3 MRXS3 Retraso mental XS3 Retraso mental XS3 con diplejia espastica
X-cen-q22 AR Receptor androgénico Feminizacion testicular, sindrome de Reifenstein
Xqll-ql2 MRX2 Retraso mental X2 Retraso mental X2 no dismoérfico
Xql2-q13 MNK-MK Menkes Sindrome de Menkes
Xql2-q21.1 DIT3 Distonia de torsién tipo filipino Distonia de torsion-parkinsonismo tipo filipino
Xql2.2-13.1 EDA, HED Ectodermia anhidrética Displasia ectodérmica anhidrética
Xql3 CMTX1 Charcot-Marie-Tooth X1 Charcot-Marie-Tooth X1
Xql3 PGK1 Fosfogliceratocinasa 1 Anemia hemolitica debida a déficit de piruvatocinasa
Xql13-g21 WWS Sindrome de Wieacker-Wolff Sindrome de Wieacker-Wolff
Xql13-g21.31 CPX Paladar hendido Paladar hendido y labio leporino
Xql13-q22 MRXS4 Retraso mental XS54 Retraso mental XS4 con contractura congénita
Xql13.1 RPS4X Proteina ribosémica S4 Sindrome de Turner
Xql3.1-q21.1 SCIDX1 Inmunodeficiencia grave combinada Inmunodeficiencia grave combinada
Xq21-q22 SPG2 Paraplejia espéstica Paraplejia espastica
Xq21.2 CHM, TCD Coroideremia Coroideremia
Xq21.3-q22 AGMX1 Agammaglobulinemia tipo 1 (Bruton) Agammaglobulinemia tipo 1 (Bruton)
Xq21.3-q22 MGC1 Megalocérnea Megalocérnea
Xq22 COL4A5 Colageno IV a5 Sindrome de Alport
Xq22 GLA Galactosidasa o Enfermedad de Fabry
Xq22 PLP, PMD Proteina proteolipidica Enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher
Xq24-q27 HIGM1 Inmunodeficiencia con hiper-IgM Inmunodeficiencia con hiper-IgM
Xq25 LYP, IMD5 Sindrome linfoproliferativo Sindrome linfoproliferativo
Xq25-q27 PGS Retraso mental, sindrome de Pettigrew Retraso mental XS5 con malformacién Dandy-Walwer
Xq26-q27 BFLS Sindrome de Borjeson-Forssman-Lehmann Sindrome de Borjeson-Forssman-Lehmann
Xq26-q27 HPT, HPTX Hipoparatiroidismo Hipoparatiroidismo
Xq26-q27 POF1, POF Fallo ovéarico prematuro Fallo ovarico prematuro
Xq26-q27.2 HPRT Hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa Sindrome de Lesch-Nyhan
Xq26.1 OCRL Sindrome oculocerebrorrenal de Lowe Sindrome de Lowe
Xq26.3-q27.1 ADFN Sordera-albinismo Sordera-albinismo
Xq27-q28 P2 Incontinencia pigmentaria 2 Incontinencia pigmentaria familiar
Xq27.1-q27.2 F9, HEMB Factor IX de la coagulacion Hemofilia B
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Xq27.3 FRAXA FMR1, sindrome de Martin-Bell Retraso mental ligado al cromosoma X fragil

Xq28 CBBM, BCM Daltonismo monocromatico azul Daltonismo monocromatico azul

Xq28 CDPX2 Condrodisplasia punctata Condrodisplasia punctata, sindrome de Happle

Xq28 DIR, DI1 Diabetes insipida nefrogénica Diabetes insipida nefrogénica

Xq28 DKC Disqueratosis congénita Disqueratosis congénita

Xq28 EFE2, BTHS Fibroelastosis 2 endocéardica Fibroelastosis 2 endocéardica, sindrome de Bart

Xq28 EMD Distrofia muscular Emery-Dreifuss Distrofia muscular Emery-Dreifuss

Xq28 F8C, HEMA Factor VIII de la coagulacion Hemofilia A

Xq28 G6PD Glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa Déficit glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa

Xq28 HSAS1 Hidrocefalia Hidrocefalia por estenosis del acueducto de Silvio

Xq28 IDS, MPS2 Sulfoiduronato-sulfatasa Mucopolisacaridosis II, sindrome de Hunter

Xq28 MASA Sindrome MASA Sindrome MASA, paraplejia espéstica

Xq28 MRSD Retraso mental con displasia esquelética X3 Retraso mental y displasia esquelética

Xq28 MTM1 Miopatia miotubular Miopatia miotubular

Xq28 MIP1 Miopia 1 Miopia 1

Xq28 OPD1 Sindrome otopalatodigital tipo | Sindrome otopalatodigital tipo |

Xq28 TKC, TKCR Sindrome Goeminne TKCR Sindrome Goeminne TKCR

Xq28 WSN Sindrome de Waisman Sindrome de parkinsonismo con retraso mental
de Waisman

Los aspectos clinicos del mapa genético del hombre des-
piertan un creciente interés desde los distintos campos de la
investigacién biomédica. Se ha efectuado el mapeo de los
genes relacionados con las enfermedades hereditarias mas
graves y muchos de ellos ya han sido identificados y aisla-
dos, siendo posible estudiar su patologia molecular. La infor-
macion sobre los aspectos clinicos asociados a loci especifi-
cos tiene gran relevancia para las aplicaciones diagnésticas y
para el estudio de la funcién de los distintos genes.

En los tultimos anos ha habido un creciente interés en el
estudio comparativo de los genomas de distintas especies y
el humano. En la actualidad existen datos de mapeo compa-
rativo para mas de 25 especies de mamiferos. Este tipo de es-
tudios reviste gran importancia para el avance en el mapa
del genoma humano, ya que puede proporcionar una extra-

Cromosomas del raton
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Fig. 9.46. Localizacion de genes homologos entre el hombre y el ra-
ton. Cada cuadrado con un patron indica al menos un locus que ha
sido “mapeado” para el cromosoma correspondiente en el raton y en
el hombre. (Modificada de CopeLAND NG et al. Science 1993; 262: 57-
63.)
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ordinaria informacién sobre la estructura del genoma y so-
bre el proceso evolutivo que lo ha generado. El mapa com-
parativo entre distintas especies facilitara el anélisis del geno-
ma humano y ayudard a comprender mejor la evolucion del
hombre. La distribuciéon cromosémica de los genes homolo-
gos puede ser de gran ayuda para comprender la organiza-
cién gendémica y la evolucién de los cromosomas. El orden
de genes en el cromosoma X se ha alterado en varias ocasio-
nes en la evolucién, debido a inversiones cromosomicas
principalmente. En los autosomas los segmentos conserva-
dos sugieren que han sucedido mas de 138 cambios desde la
divergencia entre el hombre y el raton.

El ratén ha sido uno de los principales organismos para es-
tudios genéticos, ya que el periodo de gestacién es muy corto
y es posible controlar los apareamientos. Para la mayoria de
las enfermedades hereditarias el ratén ha constituido
el modelo de estudio méas empleado. En los Gltimos anos, el
desarrollo de animales transgénicos ha permitido expresar
practicamente en cualquier tejido el gen de interés y crear
mutaciones de distinto tipo. La posibilidad de introducir YAC
en las células germinales del ratén abre la posibilidad de pro-
ducir modelos animales para cualquier enfermedad humana.

De este modo, el interés en el mapa genético del raton tie-
ne una gran relevancia para el mapa genético del hombre.
En la actualidad, de los 2.616 loci del ratén conocidos, 917 ya

TABLA 9.11. Principales clusters de genes y localizacion
cromosomica

Localizacion Nombre de los genes Simbolo

1g21 Histonas H1F2, H3F2, H4F2

2pl12 Inmunoglobulina K IGKC, IGKV

2q12-g21 Interleucina 1 IL1A, IL1B

4Q21-Q23 Alcohol-deshidrogenasa ADH1, ADH2, ADH3,
ADH4

4q28 Fibrinégeno FGA, FGB, FGG

5q23-31 Interleucinas 3,4y 5 IL3, IL4, IL5

6p21.3 HLA HLA clases I, Il y 1II

11p15.5 Hemoglobinas 3, 8, €,y HBB, HBD, HBEI,
HBG1, HBG2

11q23-gter Apolipoproteinas Al, C3, A4, APOAL,
APOA4, APOC3

12p13.2 Proteina rica en prolina PRB1-4, PRH1, PRH2

14932.33 Inmunoglobulinas H IGHA, A, D, E, G, M, V

16p13.3 Hemoglobinas a, ¢ HBA, HBQ, HBZ

17pterpll Miosina, cadena pesada MYH3, MYH4

19q13.2 Apolipoproteinas APOC1, APOC2,

€ Gy 1B APOE
22ql11 Breakpoint cluster region BCR
22q11.1-11.2 Inmunoglobulinas L IGLC, IGLV
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han sido localizados en el genoma del hombre. Estos loci
marcan unos 100 segmentos de homologia conservada entre
el ratén y el hombre. Por ejemplo, el cromosoma humano 17
tiene 8 loci que se encuentran en el cromosoma 11 del ratén;
el brazo corto del cromosoma humano 6 tiene mas de 10 loci
homologos situados en el cromosoma 17 del ratén. La asig-
nacioén de genes en el ratén permite conocer de forma inme-
diata su localizacion en el hombre. Los datos comparativos
pueden ser de gran ayuda para dilucidar las bases genéticas
de enfermedades como la trisomia 21 en el hombre; en el ra-
tén, sin embargo, la trisomia del cromosoma 16 no constitu-
ye un modelo completo de las alteraciones del sindrome de
Down, ya que varios de los loci implicados en esta enferme-
dad se encuentran situados en los cromosomas 10 y 17 ade-
mas del cromosoma 16 del ratén (fig. 9.46).

El conocimiento del mapa genético ha permitido demos-
trar la presencia de genes que se encuentran agrupados en
determinadas zonas, o clusters, los cuales tienen relaciones
estructurales y funcionales entre si. La tabla 9.11 indica los
clusters de genes que se han descrito. El término familias de
genes se destina a aquellos que guardan una relacién estruc-
tural entre si, con un origen evolutivo comun, como serian
los genes de la a-globina y los de la B-globina.

Proyecto Genoma Humano

El Proyecto Genoma Humano es un esfuerzo internacional
para desarrollar mapas genéticos y fisicos y determinar la se-
cuencia de DNA del genoma humano y de los genomas de
otros organismos. El proyecto se inici6 en 1990 y pretende
conseguir su objetivo en unos 15 afios. Los esfuerzos princi-
pales de dicho proyecto se estdn desarrollando en EE.UU.,
Francia, Gran Bretana y Japon. Otros paises participan en el
proyecto, ya sea de forma parcial, con apoyo oficial de los
propios gobiernos o por iniciativa individual de los investiga-
dores en paises para los que no existe el Proyecto Genoma.

Desde el inicio del proyecto hasta la actualidad se han
producido considerables avances tecnoldgicos, los cuales
son determinantes para el desarrollo del proyecto. Entre es-
tos avances debe destacarse: a) nuevos tipos de marcadores
(microsatélites) que se analizan de forma facil mediante
PCR; b) vectores que permiten aislar fragmentos de DNA de
gran tamano (YAC) para el desarrollo de mapas fisicos; ¢) la
definicién de los STS como unidades fisicas de mapeo, y
d) nueva tecnologia para la secuenciacion del DNA. Estos
avances han sido de gran relevancia, aunque se consideran
insuficientes para conseguir el objetivo final del proyecto.

Los objetivos del Proyecto Genoma para los préximos
5 afnos son los siguientes: a) desarrollar un mapa genético
de 2 cM por marcador, obteniendo marcadores mas faciles
de analizar y sistemas de analisis més rapidos; b) obtener
marcadores STS situados cada 100 kb; ¢) desarrollar sistemas
para secuenciar varias megabases de DNA humano de espe-
cial interés médico y conseguir tecnologia para secuenciar
unas 50 Mb al ano; d) desarrollar métodos para identificar
y localizar genes conocidos en el mapa fisico del genoma;
e) desarrollar la tecnologia del DNA; f) acelerar el estudio
de modelos animales, incluyendo Drosophila, Escherichia
coli, Saccharomyces cerevisiae y Caenorhabditis elegans;
g) desarrollar bases de datos adecuadas para el intercambio
de informacién y desarrollar herramientas para interpretar la
informacién generada; h) estudiar los aspectos éticos, legales y

sociales del Proyecto Genoma, e i) favorecer la formacién de
cientificos en el campo de la investigacion sobre el genoma.

Existen tres bases de datos de gran relevancia para el Pro-
yecto Genoma Humano. En estas bases de datos se almacena
informacion sobre DNA (GenBank), sobre el mapeo de cro-
mosomas (Genome Data Base) e informacién sobre protei-
nas (Protein Information Resource). El acceso a estas bases de
datos es esencial para la investigacion y sus aplicaciones en
el marco del Proyecto Genoma. La informacién generada ha
crecido de forma espectacular en los Gltimos anos, ademas
de producirse con extraordinaria rapidez, estando desfasada
la mayoria de la informacién escrita que se genera en las pu-
blicaciones cientificas. El progreso que se esta generando en
el Proyecto Genoma debe conducir practicamente a la desa-
paricién de la informacién en forma de revistas cientificas,
salvo con finalidades exclusivamente lddicas o de divulga-
cién entre cientificos ajenos al campo de investigacion. De
este modo, las bases de datos serdn el medio adecuado para
la comunicacién de los avances cientificos.

A pesar del enorme debate que el Proyecto Genoma gene-
16 en sus inicios, se acepta de forma mayoritaria que el cono-
cimiento sobre el DNA proporcionard una informacién de
enorme peso bioldgico, la cual no podria obtenerse por otras
vias. La utilidad potencial del mapeo/secuenciacioén del ge-
noma humano no sélo tiene interés desde el punto de vista
de las enfermedades hereditarias y del cancer, sino que su
utilidad se centra en la mejor comprensién sobre las enfer-
medades multifactoriales, entre las que se encuentran la ma-
yoria de los procesos comunes que afectan al hombre: la hi-
pertension, la aterosclerosis, las enfermedades mentales y las
malformaciones congénitas.

El Proyecto Genoma ya ha generado importantes frutos
con la identificacion de los genes de la neurofibromatosis ti-
pos 1y 2, la corea de Huntington, la distrofia mioténica, la
poliposis colénica familiar y el sindrome del cromosoma X
fragil, entre otros. Por otra parte, ya se han localizado en cro-
mosomas especificos los genes de procesos muy frecuentes,
como el cancer de mama, el cancer de colon, la hiperten-
sion, la diabetes y la enfermedad de Alzheimer. Es de esperar
que la mayoria de los genes implicados en enfermedades hu-
manas podran ser identificados en el curso de la presente dé-
cada.
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Consejo genético y diagnostico

V. Volpini Bertran y X. Estivill Palleja

A medida que se avanza en el conocimiento de las distin-
tas afecciones de origen genético, una proporcién considera-
blemente mayor de la poblacién puede beneficiarse de los
avances en el diagnéstico médico y del consejo genético. Es-
tas facilidades asistenciales no dependen sélo de los progre-
sos realizados, sino que son también el resultado del mejor
nivel econémico y social y de la capacidad de incorporar los
avances en el campo de la medicina. Gran parte de la patolo-
gia hereditaria y congénita es rara o muy rara, de modo que
el médico de cabecera e incluso el especialista nunca ve un
cuadro determinado ni es capaz de reconocerlo cuando se
encuentra ante él. En algunos paises, la especialidad de ge-
nética clinica o médica se ha desarrollado plenamente y los
pacientes son remitidos cada vez mas a las clinicas genéti-
cas. Por otra parte, los avances en el diagnostico molecular
han permitido la creacién de laboratorios especializados en
genética molecular que disponen de la tecnologia adecuada
y de la posibilidad de incorporar con rapidez nuevos méto-
dos diagnosticos. Por desgracia, éste no es el caso de mu-
chos paises, en los que la especialidad de genética médica
no existe y se dispone de escasos facultativos y centros que
ofrezcan un diagnéstico clinico y molecular adecuado a la
poblacién.

Los objetivos del consejo genético son informar a los posi-
bles padres de la probabilidad de recurrencia de una anoma-
lia genética o congénita, aconsejar a un individuo cuando
existe un factor indicativo de riesgo en la historia familiar,
diagnosticar de forma precoz ciertos procesos y facilitar el
diagnéstico prenatal de las enfermedades hereditarias. La ex-
periencia de los paises con tradicion en el consejo genético
sugiere que éste deberia realizarse en centros de genética, di-
rigidos por un genetista clinico experto, con personal médi-
co especializado y con distintas areas de andlisis genético o
con acceso a laboratorios de referencia. En los paises desa-
rrollados se tiende cada vez mdas a una mayor especializa-
cién de las clinicas genéticas, ofreciendo asistencia en cam-
pos como la oftalmologia, la neurologia y la dermatologia. La
falta de formacién especializada suficiente y la ausencia de
cauces sanitarios oportunos provocan que, en demasiadas
ocasiones, el asesoramiento genético lo realicen profesiona-
les inadecuadamente instruidos. Ello puede generar efectos
psicolégicos devastadores en individuos de genealogias con
enfermedades hereditarias.

Consejo genético

Cuando una enfermedad genética se diagnostica por pri-
mera vez en un individuo, éste se convierte en el caso indice,
proposito o probando. Dicha circunstancia obliga a estudiar
la genealogia relacionada con dicho individuo, con objeto
de investigar la transmision de la enfermedad y dilucidar la
presencia de otros afectados.

El consejo genético es un acto médico complejo, por el
que se informa al individuo consultante sobre la enferme-
dad, su modo de herencia y los riesgos de padecerla y/o
transmitirla a su descendencia, ofreciéndole soluciones y
apoyo. El consejo genético requiere que se establezca un
diagnostico preciso en el caso indice, coordinando la accién
de diversos especialistas, familiarizados con las distintas enti-
dades nosolégicas. En muchas ocasiones es necesario un
estudio citogenético y/o molecular. De este modo, actual-
mente es posible diagnosticar muchas enfermedades mono-
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génicas con la deteccién de una mutacién segin las técnicas
de la genética molecular, aclardndose diagnoésticos hasta el
presente inciertos (como casos sospechosos de distrofia
muscular de Becker o distrofias de cinturas, en las que se de-
tecta una alteracion en el gen de la distrofia muscular de Du-
chenne-Becker). En las enfermedades en las que no es posi-
ble identificar la mutacién, el consejo genético que resulta
depende del diagnéstico correcto efectuado en el caso in-
dice.

El consejo genético debe realizarse de forma individual y
en una entrevista personal, cuidando mucho los aspectos
psicologicos inherentes a la situacién y su confidencialidad.
Deben explicarse veraz e inteligiblemente los resultados ob-
tenidos en los diversos estudios y las opciones frente a ellos,
que ayuden al consultante a asumirlos y en la toma de deci-
siones respecto a una planificacién familiar adecuada, segin
sus propios valores y criterios personales. Debe adjuntarse un
informe escrito, aclarando todas las dudas que éste suscite.
El genetista evitard opiniones personales o dirigismos, siendo
méas un acto de asesoramiento que de consejo, lo que ha-
ce més adecuado el empleo del primer término, situacién
que parece felizmente extenderse.

En el ambito del asesoramiento se incluye la realizacion
de una serie de diagnasticos genéticos, distintos al diagnosti-
co de la entidad clinica como tal. Se trata de averiguar si un
individuo determinado de la genealogia ha heredado altera-
ciones en su material hereditario, que en el caso del proban-
do se ha transformado en enfermedad. En las enfermedades
con expresion citogenética, serd este tipo de andlisis el que
revelara el estado de portador de una alteracién determina-
da del nimero o de la estructura de los cromosomas. Si se
trata de una enfermedad con herencia mendeliana simple
(monogénica), se abordara segin la tecnologia geneticomo-
lecular. En este sentido, se habla de diagnéstico presintoma-
tico, de portadores, prenatal y de preimplantacién. En mu-
chas ocasiones estos diagnésticos se expresan segtn cifras
de probabilidad de heredar o haber heredado una determi-
nada caracteristica genética deletérea.

Historia familiar

El estudio de la genealogia relacionada con el caso indice
es indispensable en las enfermedades genéticas. Es impor-
tante la investigacion de otros casos de afectacién, la com-
probacién del modo de herencia y la revision clinica de los
individuos relacionados, con objeto de demostrar signos y
sintomas del proceso en estudio (fenotipificacién). Asimis-
mo se deben recabar datos sobre consanguinidad, area o
region de procedencia de los individuos y etnias. Debe dis-
ponerse también de historias clinicas resumidas de los miem-
bros de la genealogia, con datos de filiacién, edad de naci-
miento, enfermedades padecidas y, en su caso, edad y causa
de la defuncién.

Las edades de inicio de los primeros signos o sintomas de
la enfermedad son cruciales en los casos de herencia autosé-
mica dominante con penetrancia incompleta. De esta mane-
ra pueden obtenerse datos imprescindibles para los céalculos
de riesgo. En las mujeres reviste especial interés obtener los
datos obstétricos y ginecolégicos (nlimero y caracteristicas
de los embarazos, abortos, etc.). Se tendran en cuenta las po-
sibles falsas paternidades, que en la actualidad pueden de-
terminarse facilmente mediante el andlisis molecular. Sobre
este Ultimo aspecto debe explicarse que bajo ninglin con-
cepto se faltard a la confidencialidad de los resultados, que
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Mujer Sexo no
conocido

No afectados

Q Afectados

Portadores

Mujer portadora

Hermanos y hermana
de los mismos padres

Pareja
Pareja consanguinea

Dos emparejamientos,
uno de ellos consanguineo

Gemelos
‘ Aborto

Individuo fallecido

Fig. 9.47. Simbolos utilizados con mayor frecuencia en las genealo-
gias.

solo seran revelados al consultante implicado (siempre se-
gun el criterio del asesor genético, si entran en conflicto con
la herencia de la enfermedad en estudio).

Las genealogias se representan graficamente en forma de
arbol genealogico, siguiendo una simbologia ampliamente
aceptada (fig. 9.47). Las distintas generaciones se especifican
en el margen izquierdo con nimeros romanos, comenzando
por la més antigua (I, II, I, etc.). En las generaciones pater-
nas sin antepasados, los varones se sitian a la izquierda. En
las generaciones filiales los descendientes se sitian de iz-
quierda a derecha segtlin los sucesivos nacimientos, nume-
rados en la parte inferior. Muchas veces es practico anadir,
debajo de cada individuo representado, algunos datos
relevantes, como fecha de nacimiento, nombres y apellidos
o resultados genotipicos de los analisis efectuados.

Riesgo genético

Uno de los objetivos del asesoramiento es informar al con-
sultante sobre el riesgo genético, es decir, la probabilidad
que posee de padecer y/o transmitir a sus descendientes una
enfermedad genética determinada, detectada en la genealo-
gia de la que forma parte. Los riesgos de enfermar que pre-
sentan los individuos emparentados con los afectados varian
segln los tipos generales de enfermedades genéticas. De este
modo, las de herencia monogénica entranan un alto riesgo,
mientras que éste es bajo o moderado en las debidas a he-
rencia multifactorial.

El riesgo genético se expresa con cifras probabilisticas,
cuya exactitud y precisiéon dependen tanto de la enfermedad
de que se trate como de la tecnologia empleada para la con-
secucion de los diagndsticos genéticos.

En el contexto del asesoramiento genético debe tenerse
muy en cuenta el concepto de riesgo subjetivo, es decir, la

percepcioén por parte del consultante de la cifra objetiva que
resulta del célculo matematico. Para una correcta compren-
sién del alcance del riesgo debe informarse al consultante
sobre la gravedad de la enfermedad, su evolucién y los cos-
tes familiares, sociales, psicoldgicos y econémicos que repre-
sentan el cuidado de los enfermos, asi como de las eventua-
les soluciones terapéuticas, segin los casos. Un riesgo de
transmitir una enfermedad de un 7% puede considerarse so-
portable en una entidad grave y de curso rapido, como la en-
fermedad de Werdnig-Hoffmann, en la que los afectados fa-
llecen en los primeros meses de vida extrauterina, y alto en
casos de distrofia muscular de Duchenne o en formas juveni-
les mas crénicas de atrofia muscular espinal, en las que los
costes que representan los enfermos, dada su mayor esperan-
za de vida, son muy superiores. La repercusién psicolégica
que hayan producido los familiares afectados en los consul-
tantes tendra capital importancia en la toma de decisiones
sobre la planificacién familiar de estos tltimos y en su acti-
tud general frente a la enfermedad en cuestion.

Es muy importante aclarar, en el &mbito del asesoramiento
genético, que el riesgo “no tiene memoria”. La probabilidad
de una pareja, con un hijo afectado de fibrosis quistica, de
tener otro hijo que padezca la enfermedad es siempre de 1/4,
con independencia del fenotipo que tengan los anteriores hi-
jos. Se trata, en términos matematicos, de pruebas probabilis-
ticas no exhaustivas.

Equilibrio de Hardy-Weinberg

Consideremos un determinado gen autosémico dialélico
A/a. Se pretende calcular, en una poblacién de individuos
diploides, las frecuencias (7) alélicas:

fl@)=q; f(A) =p
y genotipicas:
f(AA) =P; f(Aa) = H; f(aa) = Q

y averiguar como se comportan a lo largo de las generacio-
nes. Obsérvese que:

p+g=1lyP+H+Q=1

Consideremos una poblacién ideal en la que se cumplen
un conjunto de condiciones: a) se trata de una poblacién
grande, teéricamente infinita; b) existe pannixia (el aparea-
miento entre los individuos se realiza completamente al
azar) y pangamia (la fecundacién es también al azar); ¢) no
hay mutaciéon (no aparecen nuevas formas alélicas, a partir
de las preexistentes); d) no existe seleccién a favor o en con-
tra de los alelos del gen, y e) no presenta migraciones (trans-
ferencias de individuos y/o genes entre las poblaciones).

En una poblacién con las caracteristicas citadas, las com-
binaciones al azar de los gametos, portadores de dotaciones
haploides A o a, cuyas frecuencias en la poblacién son res-
pectivamente p y g, produciran individuos diploides cuyas
frecuencias genotipicas vendran dadas segin el desarrollo
(P +q)=p*+2pq +q*.

De este modo:

P=p% H=2pq; Q=¢ (1]
;Cuéles seran las frecuencias alélicas generadas ahora por

una poblacién con estas frecuencias genotipicas? En cual-
quier poblacién, para un locus dialélico A/a:

p=P+H/2yq=0Q+H/2 [2]

Ello resulta evidente al considerar /N individuos y su cir-

cunstancia de homocigotos (AA o aa) o heterocigotos (Aa),
de forma que al tratarse de individuos diploides:

p= (2PN + HN)/2Ny q = (20N + HN)/2N
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Si sustituimos en [2] los valores P, Hy Q de [1], observare-
mos que las frecuencias alélicas p y g permanecen invaria-
bles. Si no intervienen otras causas externas a la poblacion,
ésta permanecerd constante en sus valores de frecuencias
alélicas y, por consiguiente, genotipicas: estara en equilibrio.

El célculo de las frecuencias genotipicas segtn el desarro-
llo del binomio al cuadrado y la invarianza, a lo largo de las
generaciones, de las frecuencias alélicas, forman los supues-
tos de la ley de Hardy-Weinberg, enunciada en 1908 indepen-
dientemente por ambos y por otros autores coetdneos. Como
corolario de la ley, se menciona que una poblacién que co-
mience con unas frecuencias genotipicas cuyos valores no
corresponden a los esperados segtn [1], si cumple los requi-
sitos ideales citados anteriormente, en s6lo una generacion
se estableceran las cifras de P, Hy Q en consonancia con el
desarrollo del binomio [1].

En los genes de herencia ligada al sexo, la situacién es mu-
cho mas compleja. En una poblacién ideal como la anterior,
las frecuencias alélicas y genotipicas fluctuaran, dependien-
do de los valores iniciales en varones y mujeres, tendiéndose
a un equilibrio final. Es posible deducir los valores de fre-
cuencias correspondientes en los sistemas polialélicos, en los
que se observa también una situacién de equilibrio (en sélo
una generacién en los genes autosémicos y en el limite de
generaciones en los ligados al sexo).

Ninguna de las circunstancias que hacen posible el equili-
brio de Hardy-Weinberg se cumplen en la realidad, apartan-
dose las poblaciones de las frecuencias esperadas segin la
citada ley. De todas formas, en muchas ocasiones las desvia-
ciones son pequenas y es ttil asumir su cumplimiento. La fi-
brosis quistica del pancreas o mucoviscidosis es una enfer-
medad hereditaria autosémica recesiva, cuya incidencia se
estima en un individuo afectado por cada 2.500 nacidos vi-
vos. Para calcular la frecuencia del alelo deletéreo (g) consi-
deramos la distribucién de los genotipos segin la ley de
Hardy-Weinberg, de forma que:

1/2.500 = Q = ¢? (frecuencia de homocigotos
del alelo deletéreo d/d).

De este modo:
g=VQ=1/50yH=2pq=1/25 (conp=1)

es decir, una frecuencia de portadores (+/d) de aproximada-
mente uno en 25.

En una enfermedad autosémica dominante, los homocigo-
tos para el alelo deletéreo (D/D) son extraordinariamente ra-
ros (p? = 0), y la baja incidencia (1) de la enfermedad se co-
rrespondera con los heterocigotos (+/D):

I=H=2pqg =2p

siendo g = 1. De ese modo, la frecuencia del alelo deletéreo
p =f(D) sera:

p=H/2

Asi, si consideramos una incidencia de 5 afectados de ata-
xia cerebelosa autosémica dominante por cada 100.000 indi-
viduos, la frecuencia del alelo deletéreo para dicha entidad
sera: p = 0,000025. La frecuencia de homocigotos (D/D) es
despreciable.

Riesgo de recurrencia

Se define como riesgo de recurrencia de una enfermedad
genética la probabilidad de que ésta aparezca de nuevo en
otro individuo de la genealogia donde ya ha sido advertida
en uno (caso indice) o mas casos.

La simple herencia mendeliana y la ley de Hardy-Wein-
berg permiten calcular la probabilidad de tener un hijo afec-
tado de mucoviscidosis, un hermano del caso indice empa-
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/ 23 1/25

1/150

Fig. 9.48. Riesgo de recurrencia en una genealogia con un caso in-
dice (1) diagnosticado de fibrosis quistica.

rejado con una mujer de la poblacién general. El hermano
consultante es de fenotipo sano y, por consiguiente, tiene
una probabilidad 2:/ de ser portador heterocigoto (+/d),
frente a homocigoto (+/+) (herencia mendeliana simple). Un
individuo sano de la poblacién general tiene una probabili-
dad de ser heterocigoto:

Probabilidad = 2pq/[1 - ¢*] =2q/[1 +q] =1/25
(para g = 1/50)
Probabilidad de hijo afectado =2/3 x1/25 x 1/4=1/150
(fig. 9.48)

En la mayoria de los casos el riesgo de recurrencia supone
un célculo de probabilidad condicionada, es decir, la proba-
bilidad de que ocurra un suceso determinado (un nuevo
afectado o portador), dado que se han producido una serie
de sucesos (hechos, datos) en la genealogia (caso indice,
otros afectados, individuos sanos, resultados del analisis mo-
lecular, etc.).

En un espacio muestral S, tal que p(S) = 1 (donde p es la
probabilidad de), se ha realizado una particién en subcon-
juntos (sucesos) disjuntos A, los cuales presentan intersec-
cién con otro subconjunto (suceso) B de S. La probabilidad
de que ocurra el suceso A, dado que ha sucedido el B se ex-
presa como:

P(A,\B) =p(A,NB)/p(B) = p(A,) p(B\A)/p(B)

Al anotar que:

p(B) =X p(A)p(B\A),

resulta la expresion general del teorema de Bayes:

p(AYp(B\A)

A\B)=—————
PN =S pBA)

Pp(A) son las probabilidades a priori; p(B\A,) son las probabili-
dades condicionadas; p(A,\B) es la probabilidad final.

La distrofia muscular de Duchenne es un ejemplo de enti-
dad con herencia recesiva ligada al sexo, en la que los varo-
nes afectados no dejan descendencia, dada la gravedad del
cuadro clinico (el alelo deletéreo es letal). Una mujer de la



CONSEJO GENETICO Y DIAGNOSTICO

poblacién general tiene una probabilidad a priori de ser por-
tadora de distrofia muscular de Duchenne de 4 veces la tasa
de mutacién (4 1) (la tasa de mutacion, Y, se define como la
proporciéon de alelos nuevos de un determinado tipo que
aparecen, para un gen dado, en cada generacién. En la dis-
trofia muscular de Duchenne, p = 0,0001). Es decir, la fre-
cuencia de heretocigotos (+/d) es H =4 P (su demostracion
matematica se escapa a este texto). La probabilidad de que
una pareja de la poblacién general tenga un hijo varén afec-
tado de distrofia muscular de Duchenne sera: P= (1/2) 4 p+
M =3 M (s6lo la mitad de los hijos varones de las mujeres por-
tadoras heredaran el alelo deletéreo, anadiéndose también
la probabilidad de que ocurra una nueva mutacién [p] en el
ovulo de la madre). El hecho de haber tenido una mujer un
hijo afectado de distrofia muscular de Duchenne modificara
radicalmente las expectativas de recurrencia. El célculo ba-
yesiano indica que la probabilidad de una madre de ser por-
tadora de un caso esporadico de distrofia muscular de Du-
chenne es de 2/3 (tabla 9.12). La probabilidad de que nazca
un nuevo varén afectado serd de 1/3. Las altas tasas de muta-
cioén explican el mantenimiento en la poblacion de los alelos
deletéreos (d), en este tipo de enfermedades, al compensar
su pérdida en los individuos enfermos.

Es posible utilizar loci proximos al locus morboso como
marcadores y observar su segregaciéon conjunta en una ge-
nealogia. Los fragmentos de restriccion de longitud polimorfi-
ca (RFLP) son ttiles como loci marcadores y permiten un
célculo de riesgo mas preciso. Citamos un ejemplo de una ge-
nealogia con varios afectados de una enfermedad recesiva li-
gada al sexo (fig. 9.49), en la que las consultantes [-2 (falleci-
da) y 1I-2 son portadoras obligadas, al ser madres de afectados
geneal6gicamente relacionados. Las consultantes 14 y 11I-3
heredan el alelo B del marcador, que no se halla en los afec-
tados por la enfermedad. Las consultantes III-1 y IIl-2 han he-
redado de su madre el alelo 4, presente en su hermano y en
su tio materno, ambos enfermos. Segin el calculo bayesiano
y para una frecuencia de recombinacién entre los loci marca-
dor (A/B) y de la enfermedad (+/d) de 6, las mujeres que han
heredado el alelo A tienen una probabilidad de haber here-
dado asimismo el alelo deletéreo (d), probabilidad = 1 — 26(1
- 6); las que han heredado el alelo B, probabilidad= 26(1 - 0).
Es imprescindible que 6 sea muy pequena (idealmente 6 = 0),
es decir, que los loci marcador y de la enfermedad estén muy
proximos, para que el procedimiento diagnéstico sea ttil.

En las enfermedades genéticas autosémicas dominantes el
mantenimiento en la poblacién de los alelos deletéreos (D)
se explica por mutacién [a partir de los alelos salvajes (+)], y
por su difusién a patrtir de los individuos no penetrantes y de
los propios enfermos, al tratarse de procesos que merman
pero no anulan la reproduccién de estos tltimos. Los proce-
sos dominantes letales tienen una duracién efimera en las
poblaciones, al requerir su persistencia tasas de mutaciéon
demasiado altas. Para el cdlculo del riesgo de recurrencia
en una genealogia con un caso esporadico, se debe tener en
cuenta la penetrancia (P) (segin las edades de los indivi-
duos) del genotipo (+/D) y las probabilidades de reproduc-
cion relativa [eficacia biolégica (f)] de los enfermos, resul-
tando expresiones bayesianas complejas. Con un tnico valor

TABLA 9.12.  Probabilidad de una madre de ser portadora
de un caso esporadico de una enfermedad genética recesiva
letal ligada al sexo

Probabilidad D2 =2 De no ser
portadora portadora

A priori 4u 14p=1
Condicionada de tener

un afectado 1/2 u
Interseccion 2u Tl

2
Bzl H oo s
2H+ 2H+H

1 2 3 4
I L]
B A-B A B-B
1 2 3 4
1]
A-B A-B B-B A

-1 12 1-3 -4 -1 w-2 -3 -4

Fig. 9.49. Genealogia de una enfermedad de herencia recesiva liga-
da al sexo. Ay B representan los alelos de un fragmento de restriccion
de longitud polimorfica (RFLP) ligado al locus de la enfermedad. El
alelo deletéreo (d) segrega junto con el alelo A del locus marcador
RFLP.

de penetrancia (P), la probabilidad de que unos padres ten-
gan otro hijo enfermo (sin hermanos sanos) es:

Probabilidad = P(1 - P)/2(1 — P

Asi, en la esclerosis tuberosa, considerando una penetran-
cia P=0,9y una f= 0,25, resulta:

Probabilidad = 0,058

Las enfermedades autosémicas recesivas son las de mayor
gravedad (las recesivas ligadas al sexo tienen una gravedad
intermedia) con una tasa de mutacién despreciable y una
gran reserva de alelos (d) en los heterocigotos asintomaticos.
Alguna ventaja selectiva de estos Gltimos puede compensar
la pérdida de alelos (d) que ocurre en los enfermos, que no
suelen dejar descendientes (otros fendmenos pueden expli-
car también la situacion). El calculo de riesgo de recurrencia
debe tener en cuenta la consanguinidad (que aumenta las
probabilidades de tener un nuevo hijo afectado) y el dese-
quilibrio de ligamiento frente a determinados haplotipos de
alelos marcadores (véase Andlisis molecular indirecto, mas
adelante).

En los procesos multifactoriales el riesgo de recurrencia
suele basarse en expresiones empiricas, fruto de la observa-
cion estadistica. Deben tenerse en cuenta, asimismo, factores
raciales y el area de procedencia de los individuos de la ge-
nealogia, valorando la consanguinidad (que facilita la homo-
cigosis). Por ejemplo, el riesgo de recurrencia en los padres
de un hijo previo con espina bifida se estima entre el 2 y
el 5%.

El consejo genético va maés alla de los valores de riesgo y
del célculo de las probabilidades para una enfermedad de-
terminada. Los pacientes encuentran que la discusion gene-
ral sobre las distintas consideraciones que forman parte de
una enfermedad son de gran ayuda. Los pacientes y las pare-
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jas deben conocer con certeza donde se encuentran y la na-
turaleza de los distintos procesos.

Diagnostico prenatal

El diagnéstico prenatal incluye todos los aspectos del diag-
noéstico fetal y embriénico. El diagnéstico prenatal esta indi-
cado en las parejas que presentan un riesgo elevado de una
enfermedad genética. En la practica médica, mas del 90% de
todos los diagndsticos prenatales que se realizan suponen la
continuacién del embarazo, mientras que menos del 10% re-
quieren su interrupcion.

Métodos en el diagnostico prenatal

El diagnéstico prenatal se realiza mediante biopsia de ve-
llosidades cori6nicas, amniocentesis, extraccion de sangre o
examen directo del feto. El andlisis del liquido amniético ha
sido una de las herramientas mas empleadas para el diagnds-
tico prenatal; sin embargo, la amniocentesis ha quedado
relegada a un segundo término frente a la posibilidad de ob-
tener tejido fetal. Este se obtiene mediante biopsia o aspira-
cion de vellosidades coridnicas durante el primer trimestre
del embarazo, y es el método diagnéstico de eleccién para
la mayoria de los casos.

Una vez obtenido el material fetal (liquido aminético o ve-
llosidades coridnicas), los estudios citogenéticos permiten de-
tectar las anomalias cromosomicas, el cultivo de las células
fetales ayuda al diagnéstico de muchas alteraciones metabdli-
cas, la determinacién de las concentraciones de alfafetoprote-
ina o acetilcolinesterasa en liquido amniético confirma defec-
tos del tubo neural y el andlisis del DNA permite el diagnosti-
co molecular de la mayoria de las enfermedades hereditarias.

La posibilidad de obtener sangre fetal mediante puncién
del cordén umbilical (cordocentesis) facilité inicialmente el
diagnéstico de varios procesos hereditarios, como las hemo-
globinopatias, los defectos enzimaticos eritrocitarios, las he-
mofilias o la enfermedad de Von Willebrand. Los principales
problemas con esta técnica radican en la escasa muestra que
se obtiene, la mortalidad fetal proxima al 3% y la mortalidad
materna debido a la posibilidad de hemorragias o infeccio-
nes. Como en el caso de la amniocentesis, la obtencion de
sangre fetal no puede realizarse hasta el segundo trimestre
del embarazo, con lo que para la mayoria de los procesos no
es posible obtener el diagnéstico hasta la 20.2 semana. Final-
mente, existe la posibilidad de contaminacién de la muestra
con sangre materna.

Amnios

Ecografo
Pared

abdominal

Vejiga

Trofoblasto

La exploracion directa del feto puede realizarse mediante
ecografia, que permite la deteccién de muchas malformacio-
nes congénitas.

Amniocentesis

La amniocentesis consiste en la extraccion de liquido am-
niético. Se realiza generalmente entre las semanas 14.2 y 20.2
del embarazo, cuando hay alrededor de 200 mL de liquido
en la cavidad amniética. Para su extraccién se introduce una
aguja en la cavidad uterina, a través de la pared abdominal,
bajo control ecogréfico. Se extraen entre 10 y 20 mL de liqui-
do, que son suficientes para la mayoria de los estudios. Sin
embargo, para el anélisis de DNA, con la nueva tecnologia
de amplificacién de DNA (PCR) pueden ser suficientes inclu-
so cantidades inferiores a 1 mL.

Con el liquido extraido pueden realizarse varios tipos de
pruebas, entre las que deben destacarse: cariotipo, analisis
metabdlicos y bioquimicos, y andlisis del DNA. Las nuevas
tecnologias en genética molecular y la practica mas extendi-
da de la biopsia de corion estan relegando la amniocentesis
s6lo a los analisis de metabolopatias y defectos bioquimicos
o cuando la paciente acude a consultar en avanzado estado
de gestacion.

Vellosidades corionicas

Uno de los principales avances en el diagnoéstico prenatal
ha sido la posibilidad de obtener vellosidades coridénicas a
partir del primer trimestre del embarazo. Tras la implanta-
cién del embrién el trofoblasto tapiza la cavidad uterina. Ha-
cia las 8 semanas el trofoblasto es de mayor tamano que el
feto. Las células del trofoblasto son diploides y de origen fe-
tal. A partir de la 8.2 semana de gestacion es posible biopsiar
o aspirar una muestra de las vellosidades coridnicas frondo-
sas, bajo control ecografico (fig. 9.50).

A partir de las vellosidades cori6nicas es posible obtener
suficiente cantidad de DNA para varios anélisis. Por otra par-
te, la cantidad de material celular obtenido permite el andli-
sis citogenético directo sin requerir cultivos celulares. Debi-
do a las peculiaridades del tejido fetal, es facil separar el
tejido coriénico del material contaminante materno, en espe-
cial para estudios de DNA o para el anélisis cromosémico.
Sin embargo, cuando las células coriénicas se cultivan para
estudios citogenéticos o bioquimicos, las células maternas
pueden proliferar mejor que las fetales y ocasionar proble-
mas diagnosticos. Los abortos producidos tras biopsia corié-
nica son, en manos expertas, sensiblemente inferiores al 2%,
cifra similar a la de la amniocentesis.

La biopsia coridnica tiene frente a la amniocentesis
la gran ventaja de permitir el diagnéstico durante el primer

Pinza l l
de biopsia Cariotipo Estudios Analisis
P bioquimicos del DNA Fig. 9.50. Biopsia de vellosidades corio-

y metabdlicos
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nicas. Durante el primer trimestre del em-
barazo es posible obtener material fetal
que puede ser objeto de varios estudios.
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trimestre del embarazo, con las indudables ventajas que im-
plica el diagnéstico precoz para la madre y la pareja, en par-
ticular si debe procederse a la interrupcién del embarazo.

Cariotipo fetal

Las principales indicaciones del estudio del cariotipo fetal
son: la edad avanzada de la madre, los antecedentes de
aneuploidia en uno de los hijos de la pareja y los embarazos
en que uno de los padres tiene una alteracién cromosémica.
Hasta hace poco se realizaba para determinar el sexo del
feto, pero en la actualidad es mucho més simple y rapida la
determinacion de la presencia del cromosoma Y mediante
andlisis del DNA utilizando PCR.

Maés de dos tercios de las alteraciones cromosémicas se
asocian a abortos espontaneos. Del tercio restante que llega
a nacer, casi la mitad se debe a la presencia de un cromoso-
ma extra. Para la mayoria de los casos no existe historia fami-
liar de la alteracion, y el riesgo de recurrencia es relativa-
mente bajo (1%). Ciertas anomalias cromos6micas pueden
detectarse a través de varias generaciones debido a la ten-
dencia a producir abortos espontaneos y defectos del naci-
miento.

Alrededor del 0,5% de los nacimientos vivos tienen ano-
malias cromosémicas, la mayoria de las cuales son responsa-
bles de graves alteraciones (tabla 9.13). El cariotipo fetal
debe realizarse cuando la madre tiene mas de 35 anos, edad
a partir de la cual el riesgo de aneuploidia (presencia de un
cromosoma extra) es mayor. Este riesgo aumenta de forma
exponencial con la edad materna avanzada para las triso-
mias 21, 18 y 13, y para el 47 XXX y 47, XXY. La relacién entre
edad materna e incidencia de trisomia 21 se representa en la
tabla 9.14. Los avances que se estan realizando en citogenéti-
ca molecular sugieren que la estrategia en la prevencién de
la aneuploidia se basarad en la hibridacién in sifu, al menos
en el grupo poblacional con un riesgo menor.

Alteraciones cromosémicas en el diagndstico prenatal

A menudo se encuentran alteraciones en el nimero de
cromosomas sexuales en el curso de un estudio prenatal
para el sindrome de Down. Estas incluyen el sindrome de Tur-
ner (45,X), la hembra triple X (47,XXX), el sindrome de Kline-

TABLA 9.13. Deteccién de anomalias cromosomicas en embarazos
de mujeres mayores de 35 afos de edad, comparada con datos
del total de nacimientos

o Seguimientos en el
Tipo de alteracion Dtgir,z;;stglco total de nacimientos
cromosomica > =
%) (%) Indice
Alteraciones autosémicas
Trisomia 21 1,16 0,12 1/700
Trisomia 18 0,23 0,01 1/3.000
Trisomia 13 0,07 0,01 1/5.000
t(13q14q) 0,05 0,07
Otras translocaciones
balanceadas 0,18 0,12
Marcador cromosémico
extra 0,06 0,02
Otras translocaciones
no balanceadas 0,08 0,06
Alteraciones en los
cromosomas sexuales
47 XXX 0,25 0,10 1/800
47 XXY 0,33 0,09 1/700
47 XYY 0,07 0,09 1/800
45X 0,09 0,01 1/2.500
Otras alteraciones 0,05 0,06

Datos obtenidos de FERGUSON SMITH MA y YATES JRW. Prenatal Diagnosis 1984;
4: 545, y de Hook EB, HamerTON JL. En: Hook EB, PorTeR [H, eds. Population
Cytogenetics: Studies in Humans. Nueva York, Academic Press, 1977; 63.

TABLA 9.14. Relacion entre edad materna y trisomia 21

FEdad materna Trisomia 21 (%)
35 0,35
36 0,57
37 0,68
38 0,81
39 1,09
40 1,23
41 1,47
42 2,19
43 3,24
44 2,96
45 4,53
46 8,19

Datos obtenidos de FERGUSON SMITH MA y YATES JRW. Prenatal Diagnosis 1984;
4: 545,

felter (47,XXY) y el varén 47 XYY (véase Anomalias cromosémi-
cas, anteriormente citado). El hallazgo de tales alteraciones
plantea a la pareja la posibilidad de la interrupcién del embara-
70, decisién que debe ser tomada s6lo por la propia pareja, tras
la pertinente exposicién de la situacion por parte del médico.

En otras ocasiones se detectan reordenamientos cromosoé-
micos, la mayoria de los cuales son hereditarios. Es dificil la
valoracién de estos casos, ya que no se dispone de un cario-
tipo de los padres y no se conoce con certeza las consecuen-
cias clinicas de tales anomalias. El riesgo de que un padre
con una translocaciéon cromosémica balanceada tenga un
hijo con una translocacion no balanceada depende del tipo
de anomalia, del cromosoma afectado, del lugar de rotura
cromosomica, del sexo y de la edad del portador de la ano-
malia cromosémica.

Las translocaciones de novo balanceadas plantean un im-
portante problema de interpretacion, y el riesgo de que se
acomparfen de alteraciones fenotipicas varia entre el 1y el
14%, mientras que el riesgo de anomalias en el nacimiento
en general —sin estudios cariotipicos previos— es del 1-2%. Por
este motivo deben ser los padres quienes decidan sobre el
embarazo, sin que esté justificado recomendar su interrup-
cién. Por otra parte, el riesgo de anomalias fenotipicas en el
caso de encontrar cromosomas supernumerarios varia entre
el 5y el 30%.

Andlisis metabélicos y bioquimicos

El diagnéstico prenatal de alteraciones del metabolismo
puede realizarse para mas de 70 procesos. El liquido amni6ti-
co puede cultivarse con el objeto de obtener suficientes cé-
lulas para analizarlas para la enzima de interés. El estudio de
las concentraciones de alfafetoproteina en liquido amniético
estd indicado en los casos en los que existe riesgo de defec-
tos del tubo neural, y estan elevados en el caso de anencefa-
lias o espinas bifidas abiertas. Sin embargo, en la actualidad
la anencefalia puede diagnosticarse perfectamente mediante
ecografia, y el diagnéstico de la espina bifida ha mejorado
considerablemente con la determinacion de la acetilcolines-
terasa en el liquido amnidtico.

El principal problema del diagnéstico bioquimico es la di-
ficultad o imposibilidad de dosificar la proteina especifica.
En la mayoria de los casos la proteina de interés es de dificil
acceso, como sucede con la hemoglobina eritrocitaria para
el diagnéstico de las hemoglobinopatias o la fenilalanina-hi-
droxilasa hepética en la deteccion de la fenilcetonuria. En
otras situaciones, la posibilidad de contaminacioén materna
es critica para el diagnéstico, como es el caso de la mayoria
de las coagulopatias. A pesar del indudable valor del diag-
néstico bioquimico, la tecnologia del DNA recombinante tie-
ne enormes ventajas frente a la bioquimica al permitir el ana-
lisis en el primer trimestre del embarazo y al ampliar las
posibilidades diagnésticas a las enfermedades cuyo produc-
to proteico es desconocido.
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DNA fetal

El analisis del DNA fetal mediante las técnicas de genética
molecular permite realizar un diagnoéstico prenatal preciso
de muchas enfermedades genéticas. EIl DNA se obtiene prefe-
rentemente del material procedente de una biopsia de corion
(vellosidades coriénicas). Actualmente se realiza una biop-
sia incisional bajo control ecogréfico, via transabdominal (la
mas habitual) o transcervical (de eleccién en la disposicion
anatémica del ttero en retroversion), a partir de las 9-10 se-
manas de gestaciéon. De una biopsia coriénica se obtienen
entre 20 y 50 pg de DNA.

También puede obtenerse DNA a partir de amniocitos (am-
niocentesis). Para la extracciéon de suficiente cantidad de
DNA los amniocitos deben cultivarse 1 o 2 semanas, aunque
actualmente la tecnologia de la reaccién en cadena de la po-
limerasa (PCR) permite amplificar DNA a partir de muy pocas
células (1 mL de liquido amniético puede ser suficiente). Las
posibilidades de contaminacién de las muestras con celulari-
dad materna son grandes, pudiendo la propia PCR falsear los
resultados al amplificar pequenas cantidades de DNA conta-
minante. La amniocentesis se realiza a partir de las 16 sema-
nas de gestacion (si se indica la interrupcién del embarazo, la
fecha limite legal es actualmente de 22 semanas). Todo lo ex-
puesto no aconseja el uso de los amniocitos como método de
eleccion para estudiar el DNA fetal.

Asimismo, es posible la obtencién de DNA a partir de san-
gre fetal, tras cordocentesis. La posibilidad de contamina-
cién a partir de sangre materna es otro de los principales in-
convenientes.

Diagnostico molecular

Con el advenimiento de la tecnologia de SOUTHERN (1975), el
descubrimiento de los FRLP (BotseiN, 1980) y la PCR (MuLLs,
1987), junto a los modernos procedimientos de electroforesis y
secuenciacion (véase Principios del andlisis genético, anterior-
mente citado), actualmente es posible efectuar un diagnostico
directo, detectando muchas mutaciones causantes de anomali-
as hereditarias. Cuando ello no es factible, se realiza un diag-
nostico indirecto, estudiando la segregacion de loci marcado-
res, principalmente mediante el estudio de FRLP o VNTR/STRP
(secuencias polimorficas de repeticién en tindem).

Anélisis molecular directo

Actualmente son muchos los genes identificados y aisla-
dos (clonados), responsables de enfermedades hereditarias.
Las posibilidades de andlisis dependen del defecto molecu-
lar en cuestion (véase Mapa del genoma humano y Princi-
pios de andlisis genético, anteriormente citado).

Microdeleciones y microduplicaciones

Las microdeleciones son pérdidas de DNA de una me-
gabase (Mb) o inferiores. En la distrofia muscular de Du-
chenne/Becker (DMD/B) mas del 50% de las mutaciones co-
rresponden a microdeleciones. La PCR permite su rapida de-
teccion utilizando primers o cebadores que amplifican 18
regiones del gen, especialmente alteradas en la DMD/B. En la
actualidad se utilizan dos reacciones de 9 parejas de primers
cada una (sistema multiplex). Tras la PCR se practica una
electroforesis, visualizandose el DNA (bandas) con bromuro
de etidio en un transiluminador de luz ultravioleta. De esa
forma deben aparecer las 18 bandas de DNA correspondien-
tes a las distintas regiones. La ausencia de producto ampli-
ficado (ausencia de las bandas) identifica las deleciones.
Mediante ese procedimiento sélo es posible observar dele-
ciones en los individuos varones (un solo cromosoma X), al
obtener siempre amplificacién del alelo sano (+) en las mu-
jeres heterocigotas (+/-). Usada de esta forma, la PCR permi-
te el diagnostico prenatal, pero no el de mujeres portadoras.
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Utilizando segmentos del cDNA (complementario al mRNA)
del gen DMD/B como sondas, es posible visualizar un patrén
caracteristico de bandas (fragmentos de restriccién), en un
DNA digerido con la enzima de restricciéon Hindlll. La ausen-
cia de determinadas bandas en el DNA de un varén afectado
por la enfermedad define y sitia las deleciones del gen
DMD/B en ese individuo indice. Ello permite la deteccién di-
recta de esa delecién en el DNA procedente de una biopsia
de corion y el diagnéstico de mujeres portadoras (+/-) al ob-
servar la intensidad de banda (efecto dosis) de los fragmen-
tos correspondientemente ausentes en el DNA del familiar
enfermo (caso indice): una portadora poseerd 1/2 de la in-
tensidad (densidad 6ptica) de banda (una tnica dosis, +/-)
que las no portadoras (dos dosis, +/+). El mismo criterio de
la intensidad de banda (dosis) indicara la presencia de dele-
ciones en otras enfermedades, pero la subjetividad en la in-
terpretacion de los resultados hace que el método no esté
exento de errores, especialmente en los procesos autosémi-
cos dominantes (enfermedad de Von Recklinghausen, reti-
noblastoma), en los que la delecién en el caso indice esta
enmascarada por la banda correspondiente al alelo sano
(+-).

Muchas veces es posible detectar una delecién que intere-
sa un locus marcador, pudiéndose observar la pérdida de ale-
los, lo cual permite establecer diagndsticos objetivos. En el
ntcleo familiar de la figura 9.51, la sonda intragénica P20 de-
tecta la ausencia de los FRLP correspondientes en el caso in-
dice (II-1), afectado de distrofia muscular de Duchenne. Sus
hermanas (112 y 11-4) sé6lo han heredado el fragmento (alelo)
procedente de su padre (I-1). De este modo, la consultante
(I-2), aparentemente homocigota, resulta ser hemicigota, es
decir, portadora de la deleciéon (+/-). Obsérvese que la ban-
da correspondiente a los fragmentos de restricciéon de la con-
sultante es aproximadamente de la misma intensidad que la
de su hijo sano (II-6) (una sola dosis).

En la genealogia de la figura 9.52 se diagnostica neuro-
fibromatosis tipo I (NF1) en el individuo Ill-1 (caso indice).
Su madre (II-3) esta asimismo afectada. El andlisis genético
(véanse los apartados correspondientes) se efectia con dis-
tintos loci marcadores:

TS

-1 w2 13 I-1 -4 -5 -2 -6

e -“

Shaee

Fig. 9.51. Niicleo familiar con un caso esporddico de distrofia mus-
cular de Duchenne. El DNA de los distintos individuos se digiere con
EcoRV y se hibrida con la sonda P20, que detecta un fragmento de
restriccion de longitud polimdrfica (FRLP) intragénico en el intron 44
del gen. Los fragmentos son de 7,0y 7,5 kb. No se observan los men-
cionados fragmentos en el caso indice II-1, lo que se interpreta como
una extension intronica de una delecion. II-2 y II-4 solo heredan el
fragmento (alelo) de 7 kb, procedente de I1, lo que revela, junto con
I2, su condicion de hemicigotas (+/-). II-3, II-5 y lI-6 heredan de su
madre I-2 el alelo sano (+), de 7,5 kb (véase el texto).
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Fig. 9.52. Anadlisis genético de una genealogia con neurofibromato-
sis tipo 1 (enfermedad de Von Recklinghausen). A. Genotipos de los
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individuos con las fases alélicas (haplotipos) mds probables de los
loci pHHH202, IVS27TAAAT2.1, IVS27AC33.1 y IVS38GT53.0. II-3 tni-
camente hereda los alelos procedentes de su padre -1, en los loci
IVS27AAAT2.1 y IVS38GT53.0. III-1 solo hereda los alelos paternos
para los loci IVS27AC33.1 y IVS38GT53.0. B. Autorradiografias
AE25/Taql: las bandas de los individuos II-3 y lll-1 son de la mitad de
intensidad que las demds. IVS27TAAAT2.1: -3 solo hereda el alelo 1,
procedente de su padre, I-1. Los alelos 1 y 2 se diferencian en 4 nuclec-
tidos (AAAT). IVS27AC33.1: Ill-1 solo hereda el alelo t procedente de
su padre, 1I4. Los alelos e y f se diferencian en 2 nucledtidos.

A)
1
B 4 ®
1 2
]
-1 2 11 12
15,8
, . " - - -
12,5 z ” - -
7.0 - e L
B)
5 Yo a, a, 3
T y I h
Bgl li 12,5kb Bolh . 7.0kb Bgl Il
5 " 0, -0, 3 Fig. 9.53. Deteccion de una delecion en
| —| | | 7 el complejo de los genes de la o-globina.
A. Patron de segregacion de alfatalasemia
en una familia con un miembro (1Il-1) ho-
mocigoto para una delecion de 3,7 kb. B.
Al digerir el DNA de los distintos indivi-
Bgi i 15,8kb Bgl i duos con Bgl II, se generan dos fragmentos
de 12,5y 7,0 kb (presencia de diana, alelo
normal). La delecion destruye la diana, ob-
teniéndose un fragmento de 15,8 kb.
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1. Locus extragénico tipo FRLP con diana de restriccion
polimoérfica frente a la enzima Rsal, puesta de manifiesto al
digerir el producto amplificado (PCR) de una regién proxi-
ma al gen NF1 [situada a 5’ de éste, con una distancia genéti-
ca menor a 1 centimorgan (cM)] denominada pHHH202.

2. Loci intragénicos: a) RFLP obtenidos con digestién Tagl,
con la sonda AE25 (AE25/Taql); b) loci tipo STRP o micro-
satélites IVS27AC33.1 y IVS38GT, que corresponden a dis-
tintas unidades de repeticion dinucleotidicas (AC), y (GT),,
respectivamente, situados en intrones del gen; c¢) locus
IVS27AAAT2.1, que corresponde a una secuencia intrénica
polimorfica tipo Alu. Obsérvese que II-3 s6lo ha heredado los
alelos procedentes de su padre I-1, en los loci IVS27TAAAT2.1
y IVS38GT53.0. El caso indice III-1 sélo hereda los alelos pa-
ternos (114), para los loci IVS27AC33.1 y IVS38GT53.0. Ello in-
dica la presencia de una delecién del gen NF1 que incluye a
los tres loci marcadores intragénicos. Las distintas fases aléli-
cas (haplotipos) estan construidas de modo que no impli-
quen recombinaciones. Véase que la mutacién se origind en
la célula germinal de la abuela del caso indice -2, al ser ésta
heterocigota para marcadores delecionados en sus descen-
dientes afectados. Obsérvese que, segin el anélisis de sus ha-
plotipos, II-1, II-2 y [l-2 no son portadoras de la deleci6n. Uti-
lizando el FRLP detectado por la sonda AE25 con la enzima
Tagl se obtienen dos tipos de fragmentos, 6.7 y 5.5 kb, y en
los individuos II-3 y IIl-1 (enfermos con la delecién, +/-), los
fragmentos presentan aproximadamente la mitad de intensi-
dad que en los demés, debido a la dosis dnica procedente
del cromosoma sano (sin la delecién).

En otras circunstancias, como en la alfatalasemia, en la
distrofia muscular de Duchenne o la hemofilia A pueden ge-
nerar fragmentos de distinto tamano, equivalentes a la pérdi-
da de DNA en la delecién (fig. 9.53). Aparte ciertas enferme-
dades como la distrofia muscular de Duchenne, en las que
las deleciones son la norma, las grandes anomalias en los ge-
nes representan sélo una pequena parte de los defectos que
podemos encontrar. Por ejemplo, sélo el 1% de los alelos be-
tatalasémicos son debidos a deleciones o reordenamientos
del gen de la B-globina, y este tipo de alteraciones sélo repre-
sentan el 5% de los casos de hemofilia A.

Las microduplicaciones son réplicas de un segmento de-
terminado, en situaciéon dispersa o contigua (en tdndem).
Son causa de anomalias en varios procesos como la DMD/B,
las alfatalasemias y la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth
(cromosoma 17). Algunas de estas duplicaciones son de
gran tamafo, como es el caso de la enfermedad de Charcot-
Marie-Tooth, y pueden detectarse mediante el empleo de hi-
bridacioén in situ con marcadores fluorescentes (FISH) o elec-
troforesis en geles en campos pulsantes (PFGE). Tanto la
FISH como la PFGE constituyen métodos moleculares de
andlisis directo de alteraciones genéticas, que cubren el es-
pacio existente entre la tecnologia molecular clésica y la ci-
togenética convencional. La FISH permite la deteccién facil
de lesiones cromosémicas y moleculares, en las que la triso-
mia 21 y una delecién de pocas kilobases en el gen NF1
constituyen dos ejemplos situados a ambos extremos de su
amplio espectro de anélisis.

Expansiones de trinucledtidos

Recientemente se ha descrito un mecanismo mutacional
no conocido en otras especies animales. Se trata de muta-
ciones en las que una secuencia repetitiva presenta un nu-
mero anormalmente incrementado de copias. Estas secuen-
cias son trinucledtidos ricos en guanina y citosina. La ataxia
cerebelosa autosémica dominante, uno de cuyos genes se
encuentra en el cromosoma 6 (fig. 9.54), la enfermedad de
Huntington (cromosoma 4) y la atrofia muscular espinobul-
bar (cromosoma X) dependen de incrementos en la secuen-
cia (CAG), en la region 5 de los respectivos genes. La se-
cuencia (CAG), codifica para un segmento polipeptidico de
poliglutamina. En el retraso mental ligado al cromosoma X
fragil el trinucledtido es (CGG), en la regién 5 transcrita,
pero no traducida, del gen. En la distrofia mioténica (enfer-
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Fig. 9.54. Autorradiografia de los productos (alelos) de una PCR en
una amplia genealogia con enfermos afectados de ataxia cerebelosa
autosomica dominante. Uno de los dos primers estd marcado con *’P
en su extremo 5’ (posicion vy). Electroforesis en poliacrilamida desna-
turalizante al 6% [desplazamiento de arriba (cdtodo) abajo (dnodo)].
La técnica permite observar una tinica cadena de DNA por alelo, con
distintas unidades de repeticion (CAG),. A la derecha se explicitan los
tamanos (pb) de los fragmentos expresados en repeticiones. Las co-
lumnas desde la 8 a la 21 corresponden a individuos que presentan
un alelo mutado de tamario superior a n = 47.

medad de Steinert) se trata de (CNG),, (N = pirimidina) en la
region 3'.

La expansion de trinucle6tidos puede detectarse facilmen-
te mediante PCR. Los individuos normales presentan distintos
tamanos para estas zonas repetitivas, mientras que los pacien-
tes con dichos trastornos tienen un namero de repeticiones
superiores a los valores normales. En estos individuos existe
inestabilidad en el nimero de repeticiones, por lo que éstas
aumentan de una generacion a otra. Los incrementos que se
producen estan también asociados a una mayor gravedad del
proceso o a un inicio mas precoz de la sintomatologia.

Mutaciones puntuales

Las mutaciones puntuales corresponden a las alteraciones
que incumben a uno o pocos nucleétidos. El tipo més fre-
cuente de mutacién puntual es la fransicion, con sustitucion
de una purina por otra purina o de una pirimidina por otra
pirimidina. La transversion corresponde al reemplazo de una
purina por una pirimidina, o viceversa.

En los genes estructurales (que codifican para proteinas),
las mutaciones puntuales pueden producir el reemplazo de
un aminoacido por otro en el producto proteico. Estas muta-
ciones se denominan de cambio de sentido (missense) y el
efecto funcional que ocasionan dependera de la ubicacién y
del tipo de aminoacido afectado. Una mutacién denomina-
da sin sentido (nonsense) es la que origina un codén de stop
(UAG, UAA o UGA), que termina prematuramente la traduc-
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Fig. 9.55. Diagnostico prenatal de mucoviscidosis. Electroforesis en
un gel de poliacrilamida al 6% de los productos de PCR. Se amplifica
una region del exon X del gen regulador transmembrana de la fibrosis
quistica (CFTR) de modo que el alelo normal consiste en un fragmen-
to de 98 pb y el alelo mutado de 95 pb, debido a la delecion de 3 pb,
AF508. Los enfermos, -2 y II-3, presentan la delecion AF508 en am-
bos cromosomas. El feto ha heredado asimismo el genotipo homoci-
goto para la delecion.

cién, truncandose el polipéptido resultante. Una mutacion si-
lenciosa es la que no opera cambio alguno en el aminoacido
codificado (a pesar del cambio del codén); se debe a la de-
generacion del codigo genético (véase el apartado corres-
pondiente). Una mutacion neutra es la que opera un cambio
de aminoacido que no tiene ninguna repercusion funcional
en la proteina final.

Una mutacién que altera el splicing es aquella que inter-
vendréa en el procesamiento del mRNA o RNA maduro, en la
supresion de las secuencias intrénicas. Las mutaciones de
splicing pueden producirse en distintas partes de un gen,
siendo las més caracteristicas las que se sittian en las regio-
nes dadoras o aceptadoras de intrones. El mecanismo muta-
cional més frecuente en estas mutaciones es el cambio de
una base por otra (transiciones o transversiones), aunque pe-
quenas deleciones o inserciones pueden tener el mismo
efecto.

Existen mutaciones que implican la adicién o la delecién
de uno o de varios nucleétidos, de forma que la pauta de lec-
tura del cédigo genético del gen en cuestion queda alterada.
Estas mutaciones se denominan de corrimiento de molde (fra-
meshift). Originan una proteina anémala, con varios cambios
en la secuencia de aminoacidos, o (mas corrientemente)
una proteina truncada, debido a la creacién de un codén de
stop méas adelante. En algunas circunstancias las deleciones
de nucledtidos en grupos de tres 0 mas producen una protei-
na en la que faltan uno o varios aminoécidos. Estas proteinas
son generalmente no funcionales. La mutacién maés frecuen-
te en la fibrosis quistica consiste en la delecién de sélo tres
pares de bases (AF508) en el ex6n 10 del gen CFTR. Esta de-
lecion representa alrededor del 50% del conjunto de las mu-
taciones del mencionado gen en la poblacién espanola. La
identificacién de la mutacion AF508 se realiza mediante PCR
y electroforesis en geles de poliacrilamida (fig. 9.55).

Es posible determinar el genotipo de los distintos indivi-
duos de una genealogia utilizando oligonucleétidos sintéti-
cos con secuencias definidas de manera que hibriden (véase
Principios del analisis genético, anteriormente citado) con la
secuencia del alelo normal o con la del mutado, para deter-
minado gen responsable del proceso patolégico (fig. 9.56). Si
la mutacién provoca una alteracién en una diana de restric-
cion, la enzima es de utilidad diagnéstica (fig. 9.57).
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Fig. 9.56. Diagndstico prenatal en una familia con un hijo, II-1, afec-
tado de betatalasemia. La mutacion puntual corresponde a una transi-
cion C - Ten el codon 39 del gen B, origindndose un codon de stop
(mutacion sin sentido). El empleo de oligonuclectidos especificos
para esta mutacion (B*°) y para la secuencia normal del gen de la
B-globina (B"), permiten realizar el diagndstico de feto homocigoto
(B*/B%) en II4.

Andlisis molecular indirecto

Cuando no se detecta la mutacién causante de una enfer-
medad genética, se debe realizar un diagnoéstico de tipo indi-
recto. Dicho procedimiento es ineludible cuando no se ha
aislado el gen del proceso morboso. Si se conoce el gen de
la enfermedad, puede ser también necesario el diagnéstico
indirecto cuando no se conocen las mutaciones o si su deter-
minacion es técnicamente demasiado compleja o muy costo-
sa. En el diagnéstico indirecto, al no examinar el defecto mo-
lecular responsable, es indispensable que el diagnéstico
clinico en el caso indice sea correcto, y es fundamental la fe-
notipificacién en el resto de la genealogia (véase Historia fa-
miliar, anteriormente citado).

El diagnéstico indirecto se basa en la utilizacién de loci
marcadores (véase Principios del analisis genético, anterior-
mente citado), proximos al del proceso morboso, para obser-
var la segregacion conjunta de sus respectivos alelos. Para es-
tablecer la probabilidad de poseer un genotipo determinado
se utiliza el cdlculo bayesiano. Deben existir estudios previos
de andlisis de ligamiento genético para disponer de buenas
estimaciones de la frecuencia de recombinacién entre cada
marcador y el locus de la enfermedad y la posicion relativa
(ordenacion) de todos ellos. De ese modo se construiran ma-
pas donde se especifiquen todos estos datos. Para minimizar
el error debido a la frecuencia de recombinacion, se usaran
loci marcadores flanqueantes al gen de la enfermedad; de
este modo serian necesarios dos entrecruzamientos meioti-
cos (uno a cada lado del gen) para obtener un recombinan-
te, suceso mucho menos probable. Este ultimo se calcula
como el producto de dos sucesos independientes (obviando-
se la interferencia), 0 (final) =6, x 6,.

Si se conoce el gen de la enfermedad, se usaran ademéas
marcadores intragenicos. Es conveniente utilizar, si es posi-
ble, méas de un marcador intragénico y en ambas posiciones
flanqueantes, confecciondndose haplotipos ttiles para el
control interno de errores; sobre todo en genes de gran tama-
fio como el de la NF1 o la DMD/B (fig. 9.58).

La informatividad de un locus marcador es la probabilidad
de que en un apareamiento de la poblaciéon general se ob-
tengan asociaciones utiles entre sus alelos y los del locus
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Fig. 9.57. Diagndstico prenatal de anemia drepanocitica, mediante deteccion de la mutacion de la hemoglobina S. A. Transversion CAG - GTG
en el codon 6 del gen de la 3globina. La mutacion comporta la pérdida de la diana para la enzima de restriccion Mstll, origindndose un fragmen-
to de mayor tamarno al digerirse con esta enzima el producto de una PCR utilizando cebadores (primers) flanqueantes. A: hemoglobina A; S: he-
moglobina S. B. Diagnostico prenatal. PCR seguida de digestion con Mstll y electroforesis. El feto es normal (AA).
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Fig. 9.58. A. Genealogia con un caso
indice de distrofia muscular de Duchenne.
La madre tiene un 50% de probabilidades
de ser portadora (+/d). La consultante
embarazada, II-2, hereda el haplotipo de
riesgo, no presente en su hermano sano:
probabilidad (+/d) = 50%. El feto varon
hereda el haplotipo alternativo de no ries-
go; se trata de un feto sano con probabili-
dad > 99,99%. B. Las autorradiografias
muestran los microsatélites dinucleotidi-
cos (STRP) intragénicos empleados en el
estudio.
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Fig. 9.59. Ejemplos de informatividad 40
para un marcador que detecta dos alelos.
1, informatividad al 100%; 2, no informati- 3.2
vidad; 3y 4, informatividad al 50%; 5, in- Kb
formatividad al 100% combinando las
sondas Ay B.

morboso, de forma que pueda seguirse la herencia del alelo
deletéreo en esa genealogia a través de la herencia de los
alelos del marcador (fig. 9.59). Dicha probabilidad depende
de las frecuencias de los distintos alelos del marcador y se
conoce como PIC (contenido en informatividad de un poli-
morfismo). Su calculo se basa en la ley de Hardy-Weinberg
(véase Principios del andlisis genético, antes citado). Entre
los distintos marcadores genéticos (RFLP, VNTR y STRP), los
marcadores STRP o microsatélites son los de mayor utilidad
y los mas empleados en la actualidad, existiendo miles de
ellos situados a lo largo de cada cromosoma y en las cercani-
as o en el interior de la mayoria de los genes.

Otro tipo de diagnéstico indirecto es el que se fundamenta
en el desequilibrio de ligamiento, especialmente Util en pro-
cesos autosomicos recesivos, como la fibrosis quistica del
péancreas, con gran heterogeneidad mutacional. Es posible
calcular el riesgo de ser portador del alelo deletéreo de un
individuo de la poblacién general, segin las distintas fre-
cuencias de asociacién de determinados haplotipos de loci
marcadores respecto a los alelos normales (+) o deletéreos
(d). De este modo, consideremos un individuo que posea un
genotipo constituido por dos haplotipos, a y b. Las frecuen-
cias de estos haplotipos en asociacién al alelo (+) son, res-
pectivamente, £, y f,. Las frecuencias de la asociacion a los
alelos mutados [agrupados ahora todos en (d)] son, respecti-
vamente, f°, y f,. Una vez analizado el DNA del individuo
para descartar las X mutaciones mas frecuentes (lo que co-
rresponde, en el laboratorio de diagnéstico, a un 60% de las
mutaciones del gen de la fibrosis quistica), la probabilidad

de ser portador heterocigoto, segin el calculo bayesiano,
sera:

Probabilidad = 1/{1 +49/[(1 = X)(F. /f, + F,/6)]}  [1]

Ello puede suponer un drastico cambio en el riesgo de re-
currencia de un caso determinado. Si consideramos una aso-
ciacién preferente de cada uno de los dos haplotipos a y b
con los alelos (d) del orden de 100 veces con respecto a su
frecuencia en asociacion con el alelo (+), entonces segtin
[1] (con X =0,60):

Probabilidad (+/d) = 62%

La probabilidad de que la pareja tenga un nifo afectado
de mucoviscidosis ahora sera:

Probabilidad = 2/3 x 0,62 x 1/4=10%

En la tabla 9.15 se relacionan las principales enfermeda-
des para las que es posible el diagnéstico prenatal mediante
métodos directos o indirectos.

Diagnostico de portadores

La tecnologia del DNA constituye el método méas adecua-
do para el diagnéstico de portadores de una enfermedad he-
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TABLA 9.15.  Principales enfermedades para las que se puede
realizar diagnostico molecular directo o indirecto

Enfermedad Locus Cromosoma
Gen conocido: analisis mutacional

o mediante marcadores de DNA intragénicos
Déficit de antitrombina III AT3 1q23-25
Déficit de proteina C PROC 2q13-14
Sindrome de Waardenburg PAX3 2q35
Sindrome de Von Hippel-Lindau VHL 3p26-25
Déficit de proteina S PROS1 3pll.1-11.2
Retinitis pigmentaria RHO 3q21-24
Corea de Huntington IT25 4pl16.1
Poliposis colénica familiar APC 5q21-q22
Sindrome de Gardner APC 5q21-q22
Hiperplasia congénita suprarrenal CYP21B 6p21.3
Greig-craneopolisindactilia GCPS 7pl3
Osteogénesis imperfecta COL1A2 7q21.22.1
Sindrome de Ehlers-Danlos tipo IV COL1A2 7q21.22.1
Fibrosis quistica CFTR 7931
Neoplasia endocrina miltiple MEN2A 10g21.1
Hipoparatiroidismo tipo [ PTH 11p15
Betahemoglobinopatias HBB 11p15.5
Tumor de Wilms WT1 11p13
Aniridia PAX-6 11p13
Fenilcetonuria PAH 12g24.1
Enfermedad de Wilson WND 13q14-21
Retinoblastoma RB1 13q14.1-2
Déficit de a-antitripsina PI 14q32.1
Sindrome de Prader-Willi PWS 15q11
Sindrome de Angelman AGMS 15q11
Sindrome de Marfan FBN1 15g21.1
Enfermedad de Tay-Sachs HEXA 15q23-24
Alfahemoglobinopatias HBA 16p13
Esclerosis tuberosa 4 TSC4 16p13
Poliquistosis renal del adulto PKD1 16p13.31
Sindrome de Charcot-Marie-Tooth

tipo la PMP22 17pl11.2
Sindrome de Li-Fraumeni P53 17p13.1
Neurofibromatosis 1

(Von Recklinghausen) NF1 17q11.2
Sindrome de Watson NF1 17q11.2
Osteogénesis imperfecta COL1Al 17q21-q22
Sindrome de Ehlers-Danlos tipo VIIAI ~ COL1A1 17q21-q22
Hipercolesterolemia familiar LDL 19p13.2
Distrofia miotonica de Steinert DM 19q13.2-3
Hipertermia maligna RYR1 19q13.1
Enfermedad de Alzheimer familiar APP 21q21-q22.1
Neurofibromatosis tipo 2 NEF2 22q12
Enfermedad de Norrie NDP Xpll.3
Distrofia muscular de Duchenne DMD Xp21
Enfermedad granulomatosa crénica CYBB Xp21
Sindrome de Kallman KAL Xp22.3
Déficit de ornitina-transcarbamilasa OTC Xp21
Coroideremia TCD Xql13-q21
Sindrome de Alport COL4A5 Xq22
Sindrome de Lowe OCRL Xq25-q26.1
Sindrome de Lesch-Nyhan HPRT Xq26-q27.2
Hemofilia B F9 Xq27.1-q27.2
Hemofilia A F8C Xq28
Sindrome de X fragil A FMR-1 Xq27.3
Sindrome de X fragil E FRAXE Xq28
Distrofia adrenoleucocitaria ALD Xq28
Gen desconocido: marcadores de DNA cercanos al gen
Sindrome de Werdnig-Hoffmann SMA 5q12.2-13.3
Atrofia muscular espinal Il SMA 5q12.2-13.3
Hemocromatosis HFE 6p21.3
Ataxia de Friedreich FRDA 9cen-q21
Esclerosis tuberosa 1 TSC1 9q33-q34
Neoplasia endocrina multiple 1 MEN1 11q13
Ataxia-telangiectasia ATA 11q22-23
Esclerosis tuberosa 2 TSC2 11923
Ataxia-telangiectasia AT 11q22-q23
Esclerosis tuberosa 3 TSC3 12q23.3
Sindrome de DiGeorge DGS 22ql1
Retinitis pigmentaria ligada al sexo RP2 Xp4.4-pl1.2
Retinitis pigmentaria ligada al sexo RP3 Xp21.2-pl1.4
Displasia ectodérmica hipohidrética ~ EDA Xpll-ql2
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reditaria. El objetivo es detectar a los individuos portadores
sanos de enfermedades hereditarias capaces de transmitirlas
a su descendencia. La estrategia que se utiliza para el diag-
nostico de portadores es la misma que se ha descrito para el
diagnéstico prenatal. En el diagnéstico de portadores inclui-
mos a las mujeres portadoras de un defecto recesivo ligado
al cromosoma X, a los individuos de ambos sexos para las
enfermedades autos6micas recesivas y a los sujetos afectos o
portadores (sin que hayan desarrollado todavia la enferme-
dad) de un proceso de herencia autosémica dominante.

En el caso de las enfermedades recesivas ligadas al cromo-
soma X, la mitad de las hermanas de un afecto seran porta-
doras del gen mutado. El anélisis de portadoras permitira evi-
tar el diagndstico prenatal a todas aquellas cuyos estudios
demuestren que no han heredado el gen mutado. De este
modo, a las portadoras que se detectan se les podra ofrecer
el diagnéstico prenatal adecuado, libre de las cargas emoti-
vas de la prisa y de la incertidumbre de la informatividad
diagnéstica cuando existe un embarazo de por medio.

Un problema adicional en las enfermedades ligadas al cro-
mosoma X es la detecciéon de casos que implican mutacio-
nes nuevas (neomutaciones o mutaciones de novo). En la dis-
trofia muscular de Duchenne el indice de neomutaciones se
aproxima al 30%. Es necesario establecer el nivel en el que
se ha producido la mutacién en el seno de cada familia, ya
que ello condiciona las estrategias para el diagnostico en
cada uno de sus miembros.

En las enfermedades autosémicas recesivas es posible de-
tectar a los heterocigotos, portadores sanos del gen enfermo.
Para la mayoria de los procesos recesivos la baja incidencia
de éstos no requiere una particular atencién al diagnésti-
co de portadores. Sin embargo, para poblaciones en las que
ciertas enfermedades tienen una elevada incidencia, como
la talasemia en Grecia, Chipre y Cerdena o la fibrosis quistica
en las poblaciones caucésicas, es deseable detectar a los
portadores de estas enfermedades, ya que el riesgo de un
portador de tener un hijo enfermo es notablemente superior
al de la poblacién general. En el caso de la fibrosis quistica
el riesgo de un hermano de un individuo afecto —diagnosti-
cado portador de la enfermedad- de tener un hijo enfermo
es de 1/100, sensiblemente superior al que tendria una pareja
de la poblacién general (1/2.500). Asi pues, una vez detecta-
dos los portadores del gen enfermo en una familia con
miembros afectos de fibrosis quistica, el estudio en la pareja
de cada uno de ellos, de la poblacién general, permitira re-
ducir o aumentar el riesgo final de la pareja de tener un hijo
enfermo de fibrosis quistica.

Para la anemia de células falciformes, las betatalasemias y
la fibrosis quistica es necesario el andlisis de portadores en la
poblacién general. Para las betatalasemias se ha conseguido
una notable reduccién de la incidencia de la enfermedad en
las comunidades afectadas, y es de esperar que suceda lo
mismo con la fibrosis quistica, cuando pueda aplicarse un
plan de deteccién que cubra la mayoria de las mutaciones
que provocan la enfermedad. En el caso de la fibrosis quisti-
ca es posible detectar al 50% de los portadores en la pobla-
cion espanola y al 75% en la poblacion del norte de Europa y
de Norteamérica. Para la enfermedad de Tay-Sachs es posi-
ble detectar a los portadores en las familias judias askenazi,
en las que el proceso tiene una elevada incidencia. Para la
fenilcetonuria es posible detectar al 50% de los portadores
al conocer las mutaciones que afectan a la mitad de los pa-
cientes.

Diagndstico presintomatico

Una de las posibilidades diagnésticas de que se dispone
en la actualidad es la deteccién de enfermedades que no se
manifiestan en la infancia, sino que empiezan a dar sintoma-
tologia a partir de la edad adulta.
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Uno de los ejemplos més conocido es el de la corea de
Huntington. Esta enfermedad neurodegenerativa no se mani-
fiesta hasta los 50 anos, sin que sea posible detectar la enfer-
medad, por métodos bioquimicos ni clinicos, antes de que
se presenten los sintomas. La enfermedad tiene una transmi-
sién autosémica dominante. El gen de la corea de Hunting-
ton se encuentra en el extremo del brazo corto del cromoso-
ma 4, y se ha descubierto el defecto molecular responsable
de la enfermedad. La expansion del trinucleétido (CAG), en
los individuos enfermos permite disponer de un método
diagnéstico para detectar la enfermedad antes de que ésta se
manifieste clinicamente. La situacién es casi idéntica en la
ataxia dominante, uno de cuyos genes esta en el cromosoma
6. La determinacion de la mutacién en individuos no afecta-
dos clinicamente supone una sentencia de una enfermedad
grave para la que no existe en la actualidad un tratamiento
eficaz. Las mismas consideraciones pueden hacerse para la
poliquistosis renal del adulto (cromosoma 16) o para la en-
fermedad de Alzheimer (cromosomas 14, 19 y 21), entre
otras.

A pesar de las controversias éticas con respecto al diag-
nostico presintomadtico, el mejor conocimiento del riesgo de
padecer un proceso hereditario permitira el desarrollo de una
medicina predictiva que sea eficaz en la prevenciéon de los
factores que contribuyen al desarrollo y manifestacion de las
enfermedades genéticas, abriendo la posibilidad a su correc-
cién y al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.

Diagndstico de preimplantacion

La nueva tecnologia molecular abre la posibilidad de rea-
lizar diagnésticos en el estadio de preimplantaciéon de un
embrion. En los experimentos llevados a cabo ha sido posi-
ble aislar una o dos células de un embrién en el estadio de
blastula y realizar un diagnoéstico genético mediante PCR, im-
plantando posteriormente el embrién que no tiene el defecto
genético, el cual ha dado lugar al desarrollo de un feto total-

mente normal. Otra posibilidad es la determinacion del sexo
(de utilidad en el diagnéstico de enfermedades ligadas al
cromosoma X) y/o el diagnéstico de anomalias cromosémi-
cas en los embriones mediante FISH. El diagnéstico de
preimplantacion se ha empleado con éxito para el diagndsti-
co de fibrosis quistica y en la determinacién de sexo para ca-
sos de hemofilia A o de distrofia muscular de Duchenne.

El diagnéstico de preimplantacién es una posibilidad para
las madres de un hijo afecto que fueron esterilizadas poste-
riormente y que desean tener mas hijos o para los casos en
los que la pareja valora positivamente la fecundacioén in vitro
y el diagnéstico prenatal, frente a la fecundacion natural y el
diagnostico prenatal, con posible ulterior interrupcién del
embarazo.
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Enfermedad neoplasica y patologia molecular
F. Real Arribas y X. Estivill Palleja

En los dltimos 15 afos una serie de avances espectacula-
res, estrechamente ligados al desarrollo de técnicas para el
analisis de los acidos nucleicos, ha conducido a la evidencia
de que el cancer es una enfermedad genética, resultante de
la acumulacién de lesiones moleculares en genes que parti-
cipan en el control del crecimiento celular.

Los procesos de proliferacion y diferenciacion celulares se
hallan normalmente sometidos al control de moléculas que
ejercen efectos activadores o inhibidores. Aquellos genes
cuya activacién anémala conduce a una lesién neoplésica
se denominan protooncogenes, y las formas anormales se
conocen como oncogenes. Cuando es la inactivacién la que
tiene un efecto transformante, se habla de genes supresores.
En la tabla 9.16 se relacionan algunos de los principales on-
cogenes aislados y su localizacién en el genoma humano.

Los protooncogenes codifican proteinas que desempenan
un amplio espectro de funciones en la célula: factores de
crecimiento, receptores para factores de crecimiento y hor-
monas, moléculas implicadas en la transmisiéon de senales
bioquimicas al nicleo, factores reguladores de la transcrip-
cién génica, moléculas implicadas en la interaccion célula-

célula, entre otras. Los mecanismos por los cuales puede al-
terarse la funcionalidad de uno de estos dos tipos de genes
son variados e incluyen la mutacién puntual, la amplifica-
cién génica, la delecion génica y el reordenamiento génico.

En general, las alteraciones que llevan a una ganancia de
funcién tienen efecto dominante, y las que conducen a una
pérdida de funcién tienen efecto recesivo. Sin embargo, exis-
ten situaciones de pérdida de funcién que tienen caracter
dominante y reflejan mecanismos mas complejos.

Virus, oncogenes y cancer

La primera evidencia que indicaba que los virus podian
producir cancer fue obtenida a principios de este siglo por
ELLERMAN, BANG (en el estudio de leucemias de pollo) y
Rous (en el estudio de un sarcoma de pollo), al demostrar
que filtrados acelulares de estos tumores eran oncogéni-
cos. Experimentos posteriores confirmaron que en ambos
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TABLA 9.16. Principales oncogenes en el genoma humano
y localizacion cromosdmica

Oncogen Localizacion
N-RAS 1p22
L-MYC 1p32
LYM 1p32
TCK 1p35
FGR 1p36
TRK 1g31-q41
SKI 1q22-q24
REL 2q13-cen
N-MYC 2p24
RAF1 3p25
KIT 4q11-q22
FMS 5933
SYN 6921
MYB 6922
ROS-1 6q22-q23
MAS-1 6q24-q27
ERB-B 7pl4-p12
RAL 7p22-pl5
MET 7931
LYN 8ql3-gter
MOS 8qll
MYC 8q24
ABL 9q34
RET 10q11
H-RAS1 11p15.5
SEA 11q13
INT2 11q13
BCLI 11q13.3
BHSIL 11g23.3
K-RAS2 12p12.1
INT1 12pter-q14
FOS 14q24q31
AKTI1 14g32.3
FES 15925-q26
P53 17p13
ERBB1 17q11.2
ERBB2/NEU 17q21-22
BCL2 18q21.3
YES1 18q21.3
MEL 19p13-q13
SRC 20q12-q13
ETS2 21q22
BCR 22qll
SIS 22q12.3q13.1
RAF1 Xpl3-pll
MCF2 Xq27

casos era un virus RNA el responsable de la enfermedad. El
virus del sarcoma de Rous (RSV) se ha constituido en el
clasico ejemplo de retrovirus transformante. Los virus on-
cogénicos pueden subclasificarse de acuerdo con la natu-
raleza del acido nucleico que transporta su informacién
genética en virus RNA (retrovirus) y virus DNA. Esta clasifi-
cacion es til porque los mecanismos utilizados por ambos
tipos de virus para producir tumores son completamente
diferentes. Obviamente, no todos los virus tienen potencial
oncogénico.

Retrovirus oncogénicos

Los retrovirus se caracterizan por tener como material ge-
nético dos copias de un RNA de hebra simple de 3,5 a 9 kb
de tamano. Los retrovirus aprovechan la maquinaria de sin-
tesis de DNA y de proteinas de la célula infectada y su redu-
cido genoma contiene tipicamente tres genes que son im-
prescindibles para la formacién de nuevos viriones: gag, pol
y env. El gen gag codifica la proteina de la cépside virica; el
gen pol codifica para la transcriptasa inversa, una enzima
capaz de sintetizar una cadena de DNA complementaria a la
del RNA virico; el gen env codifica la glucoproteina de la cu-
bierta virica, que es la responsable de la interaccién con la
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célula diana. En los extremos 5 y 3’ se encuentran, respecti-
vamente, secuencias cortas denominadas U5 y U3, asi como
una secuencia comin a los dos extremos denominada “r”.
Durante la replicaciéon del genoma virico a DNA de doble
hebra estas secuencias dan origen a una estructura U3-r-U5
que se halla en los dos extremos del DNA virico y que se co-
noce como LTR (del inglés, long terminal repeat). Los LTR
constituyen secuencias reguladoras e incluyen senales para
el inicio y el final de la transcripcién génica. Una vez que un
retrovirus se ha adsorbido a la membrana celular, se interna-
liza y la célula esta infectada. La transcriptasa reversa virica
sintetiza en el citoplasma una copia de DNA complementa-
rio (=) del DNA virico (+) y posteriormente se sintetiza la he-
bra de DNA (+) y se degrada el RNA virico. Seguidamente, el
DNA de doble hebra provirico se integra en el genoma, y su
replicaciéon se producird cada vez que lo haga el DNA de
la célula huésped (fig. 9.60). Las secuencias LTR regulan la
transcripcion virica y la propia maquinaria celular de sinte-
sis de proteinas conduce a la produccién de las proteinas
estructurales viricas necesarias para el ensamblaje de la pro-
genie virica, que se externaliza por gemacion. Los virus ca-
paces de completar este ciclo de infeccién/replicacion se
denominan competentes o completos. Algunos retrovirus
carecen de alguno de los tres genes especificados y no son
capaces de completar el ciclo; se denominan virus defectuo-
sos 0 incompletos.

El estudio experimental de la capacidad oncogénica de
los retrovirus rapidamente revel6 diferencias entre el com-
portamiento de diferentes virus: algunos de ellos inducen
neoplasias mucho tiempo (meses) después de la inocula-
cién y s6lo en una proporcion baja de animales (la mayoria
de los retrovirus pertenecen a este grupo); otros inducen
neoplasias muy rapidamente (en pocas semanas) en la ma-
yoria de los animales inoculados. Los primeros se denomi-
nan virus lentos y los segundos, virus rapidos. Todos los virus

Virus
infectante, RNA

R Us gag pol env UsR
CCr— T — 71711

DNA
genémico
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DNA
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RNA
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Fig. 9.60. Ciclo de los retrovirus. El virus RNA se copia en DNA me-
diante la transcriptasa inversa, pudiendo ser integrado en el genoma
de la célula huésped. La transcripcion origina la sintesis del RNA del
genoma virico y de las proteinas viricas, liberdandose posteriormente el
virus.
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Fig. 9.61. A. Esquema de la organiza- 5 I | | [ | dheiosusioeEzhes
cion del genoma de los retrovirus y de los
provirus tras la retrotranscripcion. B. Es- LTR L) e LTR )
quema del genoma de un retrovirus nor- 5 I [ I 3 Retrovirus transformante

mal y de un retrovirus transformante que
ha incorporado un oncogén. LTR: long
terminal repeat.

lentos son virus competentes. Por el contrario, los virus rapi-
dos son defectuosos con una sola excepcioén, el RSV descrito
anteriormente.

En los anos setenta, BisSHOP, VARMUS et al demostraron que
retrovirus rapidos contenian secuencias de DNA que eran
complementarias de otras presentes en el DNA normal de cé-
lulas de diferentes especies animales. Un anélisis detallado
de este tipo de retrovirus ha demostrado la presencia de ge-
nes imprescindibles para el mantenimiento de la actividad
oncogénica que tienen secuencias homologas en especies
superiores. Estos genes han sido transducidos al genoma viri-
co durante la infeccién virica a lo largo de la evolucién y su
incorporacioén se ha acompanado de la pérdida de otros ge-
nes viricos para poder mantener un acido nucleico de redu-
cido tamano. Durante este proceso, algunos de los genes
transducidos han acumulado alteraciones estructurales, y
aquellas que implicaban un aumento de la capacidad onco-
génica han sido seleccionadas en el curso del tiempo (fig.
9.61). Las secuencias del genoma celular transducidas se
han denominado protooncogenes o genes c-onc, mientras
que las secuencias viricas se conocen como v-onc. Cada on-
cogén retrovirico representa también a un protooncogén ce-
lular (tabla 9.17).

Si bien no se conocen con exactitud los mecanismos por
los cuales los retrovirus lentos provocan neoplasias, en algu-
nos casos su integraciéon se produce cerca de genes impor-
tantes para el control de la proliferacién/diferenciacién celu-
lar. En la tabla 9.17 se muestran ejemplos de estos casos. En
otras situaciones, una proteina codificada por el genoma viri-
co puede activar la expresion de genes celulares que son im-
portantes en la regulacién de los procesos de proliferacion
celular. Los retrovirus rapidos, por el contrario, son portado-
res de los genes oncogénicos y son mucho mas efectivos en
la induccién de tumores, si bien esto los convierte en virus
defectuosos para la replicacion. En la figura 9.62 se esquema-
tizan los distintos mecanismos oncogénicos de los retrovirus.
Entre los retrovirus lentos cabe destacar el virus de la leuce-
mia de las aves (ALV), del ratén (MuLV) y del gato (FeLV), el
virus de los tumores de mama del ratén (MMTV) y los virus
causantes de algunos sindromes linfoproliferativos que ocu-
rren en humanos (HTLV-l y II).

El primer oncogén descubierto en un retrovirus fue el gen
v-src del virus RSV, causante de sarcomas en el pollo. El
gen v-src y su homologo celular c-src codifican una proteina
con actividad tirosincinasa. La tnica diferencia entre el gen

v-src y el gen c-src es que el primero no tiene secuencias in-
trénicas (fig. 9.62).

;Qué tipo de proteinas codifican los genes que han sido
incorporados por los retrovirus de tipo rapido? En general los
v-onc codifican proteinas importantes en el control de la pro-
liferacién celular. Asi, el gen v-sis, del virus del sarcoma del
mono, es homologo del c-sis y codifica la cadena 3 del fac-
tor de crecimiento derivado de plaquetas (PDFG). El gen

TABLA 9.17.  Principales oncogenes descubiertos en los retrovirus

Oncogen | Virus | Especie | Tumor | Transformacion
ABL MLV Ratén  Leucemia pre-B Aguda
ERB-A AEV Pollo  Eritroblastosis Aguda
Sarcoma
ERB-B AEV Pollo  Eritroblastosis Aguda
Sarcoma
ERB-B ALV Pollo  Eritroblastosis Lenta
ETS AMV Pollo  Mieloblastosis Aguda
Eritroblastosis
FES FuSV  Gato Sarcoma Aguda
FGR FeSV  Gato Sarcoma Aguda
FMS FeSV  Gato Sarcoma Aguda
FMS FMLV  Ratéon Mieloblastosis Lenta
FOS MSV Ratéon  Osteosarcoma Aguda
INT-1 MMTV Ratén Mama Lenta
INT-2 MMTV Ratéon Mama Lenta
KIT FeSV  Gato Sarcoma Aguda
MYB AMV Pollo  Mieloblastosis Aguda
Eritroblastosis
MYB MLV Ratéon  Mieloblastosis Lenta
MYC MC29 Pollo Mieloma Aguda
MYC ALV Pollo  Linfoma B Lenta
MYC FeLV  Gato Linfoma T Lenta
MOS MSV Ratén  Sarcoma Aguda
PIM-1 MCF Ratéon Linfoma T Lenta
RAF MSV Ratén  Sarcoma Aguda
H-RAS Ha-MSV Rata Sarcoma Aguda
Eritroleucemia
K-RAS Ki-MSV Rata Sarcoma Aguda
Eritroleucemia
REL REV Pavo Reticuloendoteliosis Aguda
ROS ASV Pollo  Sarcoma Aguda
SIS SSV Mono  Sarcoma Aguda
SKI SKV Pollo  Carcinoma escamoso Aguda
SRC RSV Pollo  Sarcoma Aguda
YES ASV Pollo  Sarcoma Aguda
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v-erbB, del virus de la eritroblastosis del pollo, es homélogo
al gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGF), si bien la proteina virica representa una forma trunca-
da del receptor normal. Este receptor se encuentra en la
membrana celular y adquiere actividad tirosincinasa cuando
se une al ligando, mientras que la forma truncada codificada
por el retrovirus estd permanentemente activada. Los genes
Harvey (H)-RAS y Kirsten (K)-RAS, de los virus del sarcoma
de ratén, codifican la proteina RAS p21 (de 21 kilodaltons,
kD), localizada en la cara interna de la membrana celular, fi-
jan nucledtidos de guanina y tienen actividad GTPasa. Mien-
tras que las formas normales de la proteina RAS pueden ha-
llarse en estado activo o inactivo en la célula, la proteina
RAS p21 virica presenta una mutacién que le confiere activi-
dad permanente. El gen MOS, del virus del sarcoma de Molo-
ney del ratén, codifica una proteina con actividad enzimati-
ca serina/treonincinasa cuyo homoélogo normal se localiza
en el citoplasma. El gen MYC, del virus de la mielocitomato-
sis del pollo, codifica una proteina nuclear que desempena
un papel fundamental en la regulacién de la expresion géni-
cay en la proliferacion celular. En la tabla 9.17 se muestran
las caracteristicas de un grupo seleccionado de v-oncogenes
y sus caracteristicas transformantes.

Retrovirus oncogénicos implicados
en cancer humano

A pesar de que en los Gltimos anos ha quedado claramen-
te establecido que los retrovirus son responsables de algunos
procesos patoldgicos en el hombre, sélo contribuyen a una
proporcién muy baja de los tumores humanos. Los virus
HTLV-l y HTLV-II (del inglés, human T cell leukemia virus)
son responsables de la leucemia de células T del adulto y de
algunos casos de tricoleucemia, respectivamente. Estos dos
virus se hallan a medio camino entre los retrovirus agudos y
los lentos: no contienen oncogenes viricos ni se caracteri-
zan por un lugar universal de integracién en el genoma. El
HTLV-l induce neoplasias clonales de células CD4+. Otro gru-
po de retrovirus, pertenecientes a la familia de los lentivirus,

Muestras

1 2

4 5 6 7

3
#
+r @ O @

18

LTR

Virus del
sarcoma de Rous
(RSV) Fig. 9.62. Genoma del virus del sarco-
ma de Rous (RSV) con el gen v-src, com-
parado con el gen ¢-SRC del genoma del
pollo. En el primer caso se trata de RNA y
en el segundo de un gen DNA con los co-
rrespondientes intrones, los cuales estan
ausentes en la forma v-SRC. LTR: long ter-
minal repeat.

c-SRC

son los HIV-l y HIV-II (del inglés, human immunodeficiency vi-
rus) causantes del sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA). Estos virus tienen un genoma relativamente comple-
jo de unas 10 kb e infectan selectivamente las células CD4+.
La infeccién por los virus HIV conduce a una deplecién se-
lectiva de la poblacién linfocitaria CD4+ que se manifiesta
clinicamente como una inmunodeficiencia severa. Los virus
linfotrépicos HTLV y HIV se transmiten por contacto sexual o
sanguineo y de madres a hijos.

Virus DNA oncogénicos implicados
en cancer humano

En los ultimos afnos también se han acumulado pruebas
crecientes que implican a algunos virus DNA en la etiopato-
genia del cancer humano: linfoma de Burkitt y carcinoma
nasofaringeo (virus de Epstein-Barr), el hepatocarcinoma
(virus de la hepatitis B) y el carcinoma de cuello uterino
(papilomavirus). Estos virus tienen una accion lenta, se inte-
gran en el DNA de la célula huésped y carecen de un onco-
gén transformante. El virus de la hepatitis B puede permane-
cer de forma crénica en el individuo infectado y desarrollar
un hepatocarcinoma 20-30 anos después de la infeccién
aguda.

Los papilomavirus se encuentran asociados a diversas neo-
plasias humanas, especialmente el cancer de cuello uterino.
Existen mas de 50 tipos de papilomavirus que se asocian a
distintos tipos de lesiones patoldgicas. Por ejemplo, el HPV-
11 se asocia a papilomas y condilomas laringeos, y el HPV-4,
a la verruga vulgar. Por el contrario, los serotipos HPV-16 y
HPV-18 se asocian a la neoplasia del cuello uterino. En mas
del 80% de los casos de esta neoplasia puede detectarse el
genoma virico integrado en las células del tumor, mientras
que en las lesiones precancerosas no se encuentra integrado.
Algunos productos del genoma virico pueden interaccionar
directamente con proteinas celulares (p. €j., la proteina P53)
y alterar su funcién. La PCR permite la deteccién rapida
y sensible de los distintos genotipos de papilomavirus
(fig. 9.63).
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HPV-18 Fig. 9.63. Deteccion de papilomavirus

HPV-16 y HPV-18 en muestras cervicales
mediante PCR e hibridacién con un mar-
cador especifico de cada virus. En las
muestras 3y 7 existe infeccion por ambos
tipos de virus, mientras que en la muestra
6 no se observa ninguno de los virus.
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Oncogenes y cancer humano.
Cambios genéticos multiples
conducen al cancer

El cancer resulta de la acumulacién de alteraciones gené-
ticas somaticas que tienen un patrén particular para cada
tipo de tumor (fig. 9.64), como ha sido brillantemente ilustra-
do por los estudios del grupo de VOGELSTEIN en céncer de co-
lon. La incidencia de la mayoria de los canceres humanos
aumenta con la edad (fig. 9.65). Asi, si bien la exposicién a
radiacion o a carcindgenos quimicos esta relacionada con el
desarrollo de tumores, es necesario que transcurran varios
afnos para que puedan detectarse clinicamente.

La necesidad de que se produzcan lesiones en mas de un
gen para que se desarrolle un tumor se ha puesto de mani-
fiesto en varios tipos de neoplasias. En el cancer de colon se
ha demostrado que la acumulacion de mutaciones en genes
especificos conduce primero al desarrollo de un adenoma
benigno y, méas tarde, a un carcinoma invasivo. El carcinoma
de cuello uterino se inicia por la infeccién por papilomavi-
rus, el cual es portador de dos oncogenes (E6 y E7), que pue-
den transformar células in vitro gracias a que las proteinas E6
y E7 interaccionan con los productos de los genes supresores
de tumores P53 y RB1. Sélo los subtipos de papilomavirus cu-
yas proteinas E6 y E7 se unen a RB1 y a P53 estan asociados
a cancer de cérvix. Por otra parte, la progresién de las célu-
las infectadas hacia el desarrollo de un tumor maligno re-
quiere otras alteraciones moleculares. En el cancer de colon
y en la leucemia mieloide crénica (LMC) estd demostrado
que la alteracién en los genes APC y ABL, respectivamente,
anteceden a los cambios que conducen a la progresion tu-
moral, sugiriendo que existen ciertas prelaciones en la acu-
mulacién de las lesiones moleculares. Estas observaciones
sugieren que las mutaciones que conducen al desarrollo
neoplasico se encuentran en las células del individuo duran-
te mucho tiempo, quizd décadas, antes del diagnoéstico de la
neoplasia.

Los tumores que se detectan en la infancia constituyen
una variaciéon del modelo de acumulacién de mutaciones en
el cancer. Los estudios de KNUDSON en el retinoblastoma han
proporcionado las bases para entender estos tumores, a la
vez que han permitido desarrollar el concepto de genes su-
presores de tumores. En el tumor de Wilms y en el retinoblas-
toma son necesarias dos mutaciones en un gen determinado
para que se desarrolle el tumor. Una de estas mutaciones
puede ser heredada y la otra somética, o ambas pueden ser
somaticas, lo que condiciona el desarrollo unilateral o bilate-
ral del tumor en estos pacientes, a la vez que la transmision
familiar de la mutacién.
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Fig. 9.65. Incidencia de cdncer de prostata, estomago, piel, recto,

pdncreas y esofago en varones de distintos grupos de edades. (Modifi-
cada de MiLLER DG. Cancer 1980; 46: 1.307-1.318.)

Las alteraciones genéticas del DNA descritas hasta el mo-
mento pueden subclasificarse en varios tipos: @) mutaciones
puntuales en la secuencia codificante; b) deleciones géni-
cas; ¢) amplificacién y/o sobreexpresion génicas; d) reorde-
namientos genéticos que afectan la secuencia codificante, y
e) reordenamientos genéticos fuera de la regién codificante.
Muy recientemente se ha descrito que mutaciones en algu-
nos genes implicados en la reparacion del DNA pueden con-
tribuir de forma importante a la progresiéon neoplésica, pues
su disfuncién amplifica la persistencia de errores producidos
durante la copia del DNA. Este nuevo mecanismo se ha im-
plicado en el cancer de colon hereditario que no esta asocia-
do a poliposis.

Mutaciones puntuales: familia de genes RAS

El ejemplo mas caracteristico de activaciéon de un onco-
gén por mutaciones puntuales es el de los genes de la familia
RAS. El primer oncogén activado identificado en un tumor
humano fue el gen H-RAS, aislado a pattir de la linea de can-
cer de vejiga urinaria EJ utilizando la técnica de transfeccion
génica. Esta técnica consiste en introducir una serie de frag-
mentos de DNA en otras células por un medio fisico, ya sea

Mutacién/Activacion
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Mutacién en DDC
Mutacién en P53

Otras mutaciones
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Fig. 9.64. Estadios en la progresion de la enfermedad tumoral colorrectal y mutaciones en distintos genes supresores de tumores y oncogenes.

(Modificada de FEARON ER y VOGELSTEIN B. Cell 1990; 61: 759-767.)
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precipitando el DNA con sales de fosfato calcico que son in-
ternalizadas por la célula, insertando el DNA en pequenas
vesiculas lipidicas (liposomas) o sometiendo a las células a
un campo eléctrico y facilitando asi la entrada del DNA. El
DNA de las células EJ era capaz de convertir células de ratéon
no transformadas en células transformadas. Cuando se aislé
el fragmento de DNA humano de las células de raton trans-
formadas y se determiné su secuencia nucleotidica se obser-
v6 que ésta era homologa a la del oncogén presente en el
virus del sarcoma murino de Harvey (c-H-RAS1). Este gen
codifica una proteina denominada RAS que tiene 21.000 dal-
tons de peso molecular y también se conoce como RAS p21.
La comparacién de las secuencias del gen H-RAS aislado de
las células transfectadas con la de células normales revel6
que so6lo diferian en una base en el codén 12. Esta sustitu-
cién hacia que la glicina presente en la proteina normal fue-
ra sustituida por una valina. En el hombre, la familia RAS
comprende tres diferentes subfamilias de genes intimamente
relacionadas desde el punto de vista estructural y funcional:
c-Harvey-ras (c-H-RAS), cKirsten-ras (c-K-RAS) y c-N-RAS. Al-
teraciones moleculares en estos tres genes se han descrito en
tumores humanos y estan presumiblemente involucradas
en el desarrollo de tumores “espontaneos”. Por ejemplo, el
gen c-K-RAS esta frecuentemente mutado en cancer de colon
y cancer de péancreas, mientras que c-N-RAS estd a menudo
mutado en el sindrome mielodisplésico y en la leucemia
mieloide aguda. Las bases moleculares de esta especificidad
no se conocen con exactitud. Con independencia del gen
RAS considerado, la mayoria de las mutaciones identificadas
en los tumores humanos se localizan en los codones 12, 13,
59, 61y 63, lo que sugiere que estos codones se hallan en re-
giones funcionalmente importantes de la proteina.

(Qué funcioén tienen los genes de la familia RAS? Las pro-
teinas RAS p21 son similares a las proteinas G, tienen activi-
dad GTPasa y se localizan en la cara interna de la membrana
plasmaética. Cuando RAS p21 estd unida a GTP, la proteina se
halla activada, y cuando el GTP es hidrolizado a GDP, se pro-
duce la transicién a la forma inactiva. El intercambio de GDP
por GTP, favorecido por ciertas proteinas asociadas a RAS
p21, conduce de nuevo a la activacion de ésta. Las mutacio-
nes descritas en los genes de la familia RAS confieren a la
proteina anormal la capacidad de permanecer unida a GTP
(fig. 9.66) y, por tanto, mantener el estado activado. Los ami-
nodcidos 12-13 y 59-63 estan implicados en la unién a nu-
cledtidos de guanina y en su hidrdlisis.

Los datos actuales indican que las alteraciones en los pro-
tooncogenes de la familia RAS son el resultado de mutacio-
nes sométicas que se producen durante el proceso de car-
cinogénesis. En el cancer de colon parecen constituir un
acontecimiento molecular relativamente temprano: las muta-

RAS-p21-GTP

Forma activa

SOS (estimulador
de intercambios ()
de nucleétidos)

GAP (proteina
() activadora
de GTPasa)

Forma inactiva

RAS-p21-GDP

Fig. 9.66. Actividad GTPasa de las proteinas p21 de los genes de la
familia RAS. La proteina normal estd activada cuando se une al nu-
cledtido GTP; una vez que este nucledtido es hidrolizado a GDP, RAS
p21 pasa a estar en la forma inactiva. La actividad GTPasa es regula-
da por diversas proteinas (p. ej., GAPy SOS). Las formas mutadas de
RAS p21 estdn permanentemente activadas y, por tanto, unidas al nu-
clectido GTP.
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ciones en el protooncogén c-K-RAS pueden detectarse en
adenomas, tumores benignos que, en algunos casos, evolu-
cionan a un carcinoma de colon. En los tltimos afos se han
desarrollado nuevos métodos moleculares para la deteccion
de mutaciones en los genes de la familia RAS que son a la
vez mas sensibles y més sencillos que la transfeccién génica,
basados en la tecnologia de amplificaciéon del DNA median-
te PCR.

Genes supresores del cancer: P53

El gen P53 (localizado en 17p13.1) ha sido objeto de am-
plio estudio en los tltimos anos y parece estar implicado en
maés del 50% de las neoplasias humanas en forma de muta-
ciones y deleciones. La proteina codificada por este gen fue
identificada gracias a su capacidad para unirse al antigeno T
del virus SV40 e inducir una respuesta inmunoldgica en ani-
males portadores de tumores inducidos por este virus o
por el carcinégeno metilcolantreno A. Inicialmente descrita
como un oncogén, datos de los Gltimos anos indican que la
molécula P53 normal es en realidad un gen supresor de tu-
mores recesivo, mientras que las formas mutadas de P53 ac-
tian como oncogén dominante. La proteina P53 normal tie-
ne una vida media muy corta (30 min) y ejerce sus efectos
en forma de oligbmeros que participan en diversas funciones
celulares: control del ciclo celular, reparacion y sintesis del
DNA, control de la diferenciacién celular y regulacién de la
muerte celular programada (apoptosis). El pleiotropismo de
accion de P53 esta relacionado con su capacidad de actuar
como factor regulador de la transcripcién de otros genes
(tanto de forma positiva como negativa). Se ha propuesto
que P53 actia como controlador de la calidad del DNA
y que, cuando ésta es deficiente, P53 impide la proliferacion
celular. Las formas mutadas de P53 pueden formar parte de
complejos oligoméricos, inactivandolos, y asi secuestrar P53
normal e inhibir su funcionalidad (este mecanismo convierte
a P53 mutada en un oncogén dominante). Asimismo, existen
evidencias de que algunas mutaciones de P53 pueden confe-
rir a la proteina nuevas actividades reguladoras de transcrip-
cién (fig. 9.67).

Las mutaciones en el gen P53 son frecuentes en la mayoria
de los tumores humanos, y datos preliminares en varios ti-
pos de neoplasias sugieren que su presencia se acompana
de un peor pronéstico clinico (p. €j., cancer de pulmén y de
mama). Al contrario que en el caso de los genes RAS, las mu-
taciones inactivantes de P53 se producen en una regién
mucho méas amplia del gen (si bien se localizan sobre todo
en cinco dominios altamente conservados de la proteina que
se supone son importantes para su funcién) (fig. 9.68). La
mayoria de las mutaciones conducen a sustituciones de un
aminoacido y a un aumento de la vida media de la proteina
y de los niveles totales de P53 celular. Dado que el polimor-
fismo de las mutaciones de P53 es muy amplio y que cada
carcinégeno tiene un efecto mutagénico especifico, el estu-
dio del espectro de las mutaciones de P53 en un tumor deter-
minado puede proporcionar hipétesis sobre los carcindge-
nos implicados en su desarrollo (cada carcinégeno deja una
huella particular). Estas consideraciones hacen que P53 se
haya convertido en objeto de numerosos estudios de epide-
miologia molecular en la actualidad.

Amplificacion y/o sobreexposicion génicas

Si bien las alteraciones cualitativas en la estructura o nive-
les de expresion génica han sido objeto de constante investi-
gacion, son muchas mas las alteraciones cuantitativas descri-
tas en la literatura. Varios mecanismos pueden conducir a un
aumento de concentraciones de una determinada proteina:
amplificacién del nimero de copias del gen que la codifica,
aumento de los niveles de transcripciéon de mRNA, aumento
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P53 dimérica
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dimeros). Las formas mutadas de la protei-
na P53 tienen una vida media mds larga y
retienen su capacidad de formar oligéme-
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secuestran e impiden que ejerza sus efec-
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de la vida media del mRNA o aumento de la vida media de
la proteina.

La amplificacién génica consiste en un aumento del ni-
mero de copias de un gen determinado. En muchas ocasio-
nes el nimero de copias es bajo, pero en otras es tan alto
que puede manifestarse a nivel citogenético en forma de di-
minutos dobles (pequenos seudocromosomas que carecen
de centrémero) o de regiones cromosomicas de tincién ho-
mogénea (HRS, del inglés, homogeneously stained regions).
En la tabla 9.18 se indican algunos de los protooncogenes
cuya amplificacién a nivel génico ha sido descrita en tumo-
res humanos. En la mayoria de los casos de amplificacién de
oncogenes, éstos son aparentemente normales, por lo que
parece que en general las mutaciones no acompanan a la
amplificacién. En algunos casos la amplificaciéon génica re-
presenta un hallazgo esporadico en un tumor, pero en otros
se trata de una alteracion reproducible en tumores de dife-
rentes pacientes. La amplificacion del protooncogén N-MYC
se ha descrito en el neuroblastoma, el retinoblastoma y el
carcinoma de células pequenas de pulmén. En el neuroblas-
toma se detecta en el 20% de los casos y se ha descrito una
asociacion entre el grado de amplificacion, el estadio y el
pronostico clinico (a mayor amplificacion, mas alto estadio y
peor prondstico).

El gen c-ERBBI, que codifica el receptor EGF, se encuen-
tra sobreexpresado en diversos tipos de tumores, pero su am-

TABLA9.18. Protooncogenes y amplificacion génica

Protooncogén Neoplasia

N-MYC Neuroblastoma, retinoblastoma, carcinoma
pulmén

L-MYC Carcinoma pulmén

MYC Carcinoma colon, estémago, pulmon;
leucemia promielocitica

ABL Leucemia mieloide crénica

ERBB1 Glioblastoma, carcinoma escamoso

ERBB2 Carcinoma mama, carcinoma estomago

MET Carcinoma estémago

plificacién génica se ha descrito sobre todo en carcinomas
escamosos y en tumores cerebrales. Del mismo modo, el gen
c-ERBB2 se encuentra sobreexpresado en miltiples tumores
y la amplificacion génica se ha descrito en algunos casos de
adenocarcinoma de mama y de estobmago. Diversas observa-
ciones sugieren que cualquiera que sea el mecanismo que
conduce a la sobreexposicion de la proteina oncogénica, el
efecto funcional es semejante. En algunos casos la amplifica-
cién génica se acompana de otras alteraciones moleculares,
como reordenamientos génicos, que conducen a la sintesis
de proteinas truncadas que pueden tener mayor potencial
transformante por estar constitutivamente activadas (p. €j.,
los protooncogenes c-ERBB1 y c-MET).
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Factores de crecimiento y sus receptores
como protooncogenes

Multiples observaciones sugieren que factores de creci-
miento, hormonas o sus receptores pueden desempenar un
papel crucial en el proceso de transformacién neoplasica.
Por una parte, algunos v-ONC y protooncogenes correspon-

Receptor
tirosincinasa

RAS-GDP

SOS

GBR2

Factor de crecimiento

Receptor
tirosincinasa

SOS
GBR2

Fosfotirosina

RAS-GTP @
MAP- \ 4

cinasa

Activacion de
c-FOS, c-MYC, JUN

Fig. 9.69. FEsquema de la activacion de la transcripcion génica
como consecuencia de la interaccion de factores de crecimiento con
sus receptores tirosincinasa. Este esquema integra la forma en que
RAS p21 participaria en la conexion de estos receptores con la via de
las serina-treonincinasas activadas por mitogenos (MAP). (Adaptada
de MAaRx J. Science 1993; 260: 1.588-1.590.) En ausencia del factor de
crecimiento (panel superior), el receptor no estd fosforilado, RAS p21
estd unida a GDP y el complejo GRB-SOS se halla en el citoplasma.
Cuando el ligando se une al receptor (panel central), se activa la tiro-
sincinasa, se produce la autofosforilacion del receptor, y el complejo
GRB-SOS se une al receptor de membrana. Ello conduce al intercam-
bio de GDP por GTP. RAS p21 activado puede unirse a RAF-1 e inducir
la activacion de la via de las cinasas de serina-treonina tipo MAP, que
conduce a la transcripcion génica en el nticleo (panel inferior).
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den a genes que codifican factores de crecimiento [p. €j.,
v-sis es homologo al gen de la cadena 3 del PDGF, y el pro-
tooncogén HST estd relacionado con el gen del factor de
crecimiento de fibroblastos bésico (bFGF)]. Por otra parte,
otros protooncogenes codifican receptores de membrana de
tipo tirosincinasa que tienen capacidad de unirse a factores
de crecimiento. Entre ellos cabe destacar los genes c-ERBB1
(que codifica una molécula capaz de fijarse al EGF, TGF
alfa, anfirregulina y cripto), c-ERBB2 (codifica el receptor de
herregulina), c-MET [codifica el receptor del factor de creci-
miento de hepatocitos (HGF)] y c-FMS [codifica el receptor
del factor estimulante de colonias hematopoyéticas (CSF-
1)]. Todos estos receptores constan de una region extracelu-
lar por la que se unen al ligando, una regiéon transmembrana
y una region intracitoplasmatica con actividad tirosincinasa.
En general, la unién del ligando al receptor activa el domi-
nio cinasa y se produce la autofosforilacién del receptor.
Datos muy recientes indican que la fosforilacién en tirosina
en el dominio citoplasmético del receptor aumenta la afini-
dad de éste por una molécula denominada GRB (del inglés
growth factor receptor-binding protein) que se encuentra nor-
malmente en el citoplasma unida a SOS, que es una molécu-
la que estimula el intercambio de nucle6tidos de guanina.
La interaccién del complejo GRB-mSOS con fosfotirosina
permite que SOS se una a RAS p21 (ubicado en la cara in-
terna de la membrana celular) activindola al estimular el
intercambio de GDP por GTP. Entonces, RAS p21 activado
podria, a través de una o méas moléculas intermediarias, esti-
mular la actividad de una cascada de serina/treonincinasa
conocida como cinasa tipo MAP (del inglés, mitogen activa-
ted protein). Finalmente, algunas de las enzimas implicadas
en estas vias podrian activar a factores reguladores de la
transcripcion (p. €j., ¢-MYC) e inducir (o inhibir) la expre-
sién génica (fig. 9.69).

Este esquema explica cémo la activacién anémala de ge-
nes que codifican receptores de factores de crecimiento de
tipo polipeptidico estd interconectada con otras proteinas
oncogénicas (como los genes RAS) y puede conducir a la
transformacién neopléasica. También se han implicado los re-
ceptores de hormonas no polipeptidicas en la oncogénesis.
Dos ejemplos son el receptor de las hormonas tiroideas, cuyo
gen es homologo al del oncogén retrovirico v-ERBA, y uno
de los genes del receptor de acido retinoico (que se halla
translocado en la leucemia promielocitica).

Alteraciones cromosomicas y cancer

La mayoria de las leucemias tienen alteraciones cromoso-
micas especificas. En los linfomas y en los carcinomas el ni-
mero de alteraciones acumuladas en la progresiéon maligna
es todavia mayor que en las leucemias. Una de las areas de
mayor desarrollo en la biologia y la genética del cancer ha
sido el estudio de la relacion entre alteraciones cromosémi-
cas identificadas en células neoplésicas y los genes implica-
dos en la génesis tumoral. Los lugares de rotura en dos cro-
mosomas distintos y el punto de unién indican regiones en
las que se encuentran genes que podrian estar relacionados
con la génesis o progresiéon tumoral. El gen implicado en el
crecimiento tumoral puede ser trasladado de su localizacién
habitual hacia otro cromosoma, o puede permanecer en su
posicion original, con el punto de rotura cromosémica situa-
do en un lugar préximo a él. Ejemplos clésicos de esta situa-
cién se hallan en el linfoma de Burkitt t(8;14) o en la LMC
t(9;22), en los que las translocaciones afectan a protoonco-
genes conocidos. De este modo se han identificado varios de
los oncogenes implicados en neoplasias hematoldgicas (ta-
bla 9.19). Las translocaciones cromosémicas pueden tener
distintos efectos: alterar el patrén de expresion de la proteina
para la que el gen implicado codifica o alterar el producto
proteico final.
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TABLA 9.19. Principales oncogenes, translocaciones y regiones cromosémicas implicadas en neoplasias hematoldgicas

Oncogen ] Translocacion/ Oncogen ] Translocacion/
- Neoplasia AR Gen - Neoplasia S Gen
implicado localizacion implicado localizacion
C-ABL Leucemia mieloide cronica t(9;22) ber TCF-3 Leucemia linfoblastica
C-ABL Leucemia linfoide aguda  t(9;22) ber aguda 19p13.3
C-ABL Linfoma T t(7;9) TCRPB Leucemia linfoblastoide T 19p13
C-BCL-1 Linfoma B t(11;14) IgH Leucemia mieloide aguda Xp21 CSF2Ra
C-BCL-1 Leucemia linfoide crénica  t(11;14) IgH TCF-1 Leucemia de células B 1923
C-BCL-2 Linfoma folicular t(14;18) IgH Leucemia promielocitica
CETS-1 Leucemia monocitica aguda 17g21.1 RARA
aguda t(9;11) IFNB Leucemia aguda
C-ETS-1 Leucemia aguda t(4;11) IgJ promielocitica 15q22
C-ETS-2 Leucemia aguda t(8;21) ? Leucemia mieloide/linfoide 11q23
C-MYC Linfoma de Burkitt t(8;14) IgH Leucemia linfoblastica
C-MYC Linfoma de Burkitt t(8;22) Ig aguda T 11p15 RBTNI1
C-MYC Linfoma de Burkitt t(2;8) Ig Leucemia aguda
C-MYC Leucemia aguda de células T 9q34.3
de células T t(8;14) TCRy HOX11 (TCL-3)Leucemia linfocitica
C-TCL-1 Leucemia T t(11;14) TCRy aguda T 10923
C-TCL4 Leucemia/linfoma TCL-5 Leucemia linfoblastica
de células T 2q34 aguda T 1p32
C-TCL-1 Leucemia/linfoma Leucemia linfoblastica
de células T 14g32.1 aguda T 9qg31
Leucemia/linfoma ¢c-BCL-3 Leucemia linfatica
de células T 14ql1.2 TCRa crénica
C-AML-1 Leucemia mieloide aguda 21q22 Linfoma de células B 19q13
q q
Cromosoma 14 Cromosoma 8
32 7 igH 24 :| c-MYC
Cu sy E J D v 1 2 3
s /s s 1 _T1 171 =
/
IGH c-MYC
3 5 5 3
Cu Su E 2 3
3 5 5 3
Cu Sp 1 2 3
Fig. 9.70. Mecanismo molecular de la 3 5 & 3

translocacion t(8;14) del linfoma de Bur-
kitt. En la parte superior se indican la lo-
calizacion cromosomica de los genes y su
estructura molecular. En la parte inferior
se representan tres fusiones distintas de
los genes MYC'y C de la IgM.
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L [

1257



GENETICA MEDICA

Translocaciones cromosémicas, MYC
y linfoma de células B

En las neoplasias de células B, como el linfoma de Burkitt,
se han observado translocaciones especificas que afectan al
protooncogén MYC. El locus para el protooncogén MYC esta
situado en la region q24 del cromosoma 8. Se han descrito
tres translocaciones especificas en el linfoma de Burkitt: con
la region 14q32 (75% de los casos), con la region 2p12 (20%)
o con 22ql1 (5%). Estas regiones contienen los loci para los
genes C de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas
y para los genes V y C de las cadenas ligeras kappa, o los ge-
nes Vy C de las cadenas ligeras lambda, respectivamente
(figs. 9.70y 9.71).

Las consecuencias de estas translocaciones no son bien
conocidas. Si bien no existe un incremento en la expresion
del MYC en todos los casos, la translocacién puede ser res-
ponsable de algin tipo de disregulacion en el seno del gen.
De cualquier forma, las translocaciones que se producen pa-
recen alterar la expresion de MYC, el cual se expresa de for
ma elevada o fuera de las fases GO y G1 del ciclo celular. El
caso del linfoma de Burkitt ha servido de modelo en la inves-
tigacion del potencial neoplésico de las translocaciones cro-
mosomicas, permitiendo descubrir otros oncogenes: BCLI
t(11;14) en la leucemia linfoide crénica, BCL2 t(14;18) en el
linfoma folicular y TCL1 (11;14) en la leucemia de células T,
entre otros (tabla 9.19). Del mismo modo, MYC se ha implica-

Cromosoma 8

do en leucemias de células T en los casos de translocaciones
con el gen de la cadena y del receptor para células T (14q11).

Linfoma folicular y distintas etapas
de la transformacion maligna

El linfoma folicular puede presentar varias alteraciones
cromosomicas, entre las cuales la mas frecuente es la translo-
cacion t(14;18) (q32;q21), que afecta al 85% de los tumores.
El gen BCL2 se reorganiza con los genes de la IgH (entre la
region J y la region control) del cromosoma 14. El gen BCL2
codifica para una proteina de la membrana interna de la mi-
tocondria. La alteracién de BCL2 produce una vida prolonga-
da de las células B. Esta alteraciéon de BCL2 se encuentra en
todo tipo de linfomas foliculares y en lesiones premalignas,
como en la hiperplasia benigna de glandulas linfaticas o
amigdalas. De este modo, la alteracion BCL2/IGH produce
un efecto similar al de la inmortalizacién de linfocitos B por
parte del virus de Epstein-Barr, mediante la activaciéon de
BCL2. Experimentos en ratones transgénicos han demostrado
que la alteracién BCL2/IGH no es suficiente para desarrollar
un tumor, sino que se requieren también otras mutaciones
en la misma proliferacién clonal.

Los linfomas foliculares con duplicacién del brazo corto
del cromosoma 7 (7p) o del brazo largo del cromosoma 12
(12q) cursan con un cuadro clinico mas agresivo y grave.

Cromosoma 22

Fig. 9.71. Mecanismos moleculares de
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las translocaciones t(8;22) y t(2;8) en el
linfoma de Burkitt.
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La translocacion t(14,18) (implicando al gen BCL2) puede
asociarse a una translocacion t(8,14) (implicando al gen
MYC), originando un linfoma folicular con un curso muy
agresivo. Por otra parte, la asociacién de otras alteraciones,
como mutaciones en el gen supresor P53, del gen del retino-
blastoma (RB1) o de genes implicados en la regulacion de la
transcripcion, origina un linfoma difuso de mayor maligni-
dad.

Leucemia mieloide cronica y BCR/ABL

La LMC es el resultado de la transformacién neoplésica
monoclonal de una célula pluripotente de la hemopoyesis.
En el 90% de los casos se demuestra la presencia de un cro-
mosoma 22 anémalo, denominado cromosoma Filadelfia, el
cual es el resultado de la translocacién reciproca entre los
cromosomas 9 y 22. En esta translocacién el protooncogén
ABL del cromosoma 9 se fusiona con una secuencia del cro-
mosoma 22 que se conoce como BCR (del inglés, breakpoint
cluster union), la cual codifica para la proteina denominada
BCR, que tiene elevada actividad tirosincinasa (fig. 9.72).

En el cromosoma Filadelfia los genes BCR y ABL se fusio-
nan en la misma orientacién 5° - 3’, dando lugar a un gen
hibrido BCR/ABL. El mRNA que se produce del nuevo gen
mide 8,7 kb o 7,0 kb y codifica para una proteina de 210 kD
o 190 kD. La proteina de fusién de 210 kD se encuentra en to-
dos los casos de LMC, independientemente de si son cromo-
somas Filadelfia positivos o negativos. La proteina de 190 kD
se encuentra en los casos de leucemia linfoblastica aguda
(LLA) con cromosoma Filadelfia. En ambos casos el punto
de rotura en el protooncogén ABL se produce en el interior
del primer intrén, el cual mide unas 200 kb. En el BCR la
translocaciéon ocurre entre los exones 9y 14, en el caso de
la LMC, y en el primer intr6n en la LLA (fig. 9.72).

El analisis de los mRNA que se producen en estos proce-
sos permite determinar el tipo de patologia molecular, cons-
tituyendo un factor pronéstico de gran importancia. Del mis-
mo modo, la deteccién de la lesion molecular permite
determinar la persistencia de la poblacién neoplasica tras el
tratamiento. En este tipo de analisis reviste gran importancia
la utilizacién de la PCR, la cual permite detectar la secuencia
de interés a partir de escaso material genético.

Alteraciones cromosdmicas y tumores sélidos

Se han referido en la literatura mas de 15.000 casos con
alteraciones cromosémicas en neoplasias, de los cuales mas
de 10.000 corresponden a hemopatias malignas. Ello se debe
a las dificultades en los estudios cromosémicos de tumores
solidos. La tecnologia de clonacién molecular ha permitido
la caracterizacion de las regiones implicadas en las anomali-
as citogenéticas de los tumores hematolégicos. Sin embargo,
en los udltimos anos, la tecnologia de la clonacién posicional
ha permitido también el estudio de las translocaciones de-
tectadas en algunos tumores sélidos.

Entre los tumores sélidos en los que ha sido posible carac-
terizar alteraciones cromosdmicas merece destacar el sar-
coma de Ewing y el neuroepitelioma periférico, con trans-
locacion t(11;22), debida a la fusién de los genes EWS
(cromosoma 22) y Hum-FLI-1 (cromosoma 11). En la tabla
9.20 se relacionan algunas de las alteraciones cromosémicas
recurrentes detectadas en tumores sélidos humanos.

Cancer familiar dominante

Las formas hereditarias constituyen una pequena porcién
del total de las neoplasias méas frecuentes en el hombre
(aproximadamente el 5-10%) y tienen una gran relevancia, al
senalar la localizacion de genes que con frecuencia también
estan implicados en cancer no familiar. En general, la heren-
cia de una alteracién genética no es suficiente para el desa-
rrollo de una neoplasia, sino que se requieren otros cambios
somaéticos en el genoma.

La teorfa de las dos lesiones descrita en el retinoblastoma
(KNUDSON) constituye el principal mecanismo de las formas
hereditarias de cancer y del desarrollo tumoral en la mayoria
de las neoplasias humanas. La primera lesion de un tumor
seria una mutacién en un gen implicado en el céncer: en el
caso de un cancer hereditario seria en la linea germinal, y en
los casos no familiares seria en una célula somaética. La se-
gunda lesion seria una mutacién somatica o la pérdida de la
segunda copia (normal) del gen afecto. Asi, la susceptibili-
dad neoplésica se transmite de forma dominante, mientras

BCR c-ABL
1 2345678910111213141516 17 18 1 2 345678910111213
5 \ g o MAMNNT T/ 7
¥ [CE s % INRRINIEE
] L1
Cromosoma 22q11 Cromosoma 9q34
I
1 U 2 345678910111213
1 I MEANL] i
S LT J2
BCR | c-ABL
! LLA Ph+
MRNA
7,0 kb

Fig. 9.72. Patologia molecular del cro- I
mosoma Filadelfia en la génesis de la 1 2345678910 | 2 345678910111213
leucemia mieloide cronica (LMC) y la leu- | L NTVANVT
cemia linfobldstica aguda (LLA) cromoso- 5 | | | | || | | || | I | || | | || | | | | | |3'
ma Filadelfia positivas (Ph+). El gen BCR T
se fusiona con el oncogén ABL. En el on- R ! Bualelt
cogén ABL la fragmentacion se produce !
en una region de unas 200 kb entre los TR LMC Ph+
exones 1y 2, mientras que en el gen BCR 8.7 kb

ésta puede producirse entre los exones 1 y
2 (LLA) o entre los exones 10y 13 (LMC).
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TABLA 9.20. Anomalias cromosdmicas recurrentes

en tumores solidos

Enfermedad

Anomalia cromosomica

Tumores epiteliales

Cancer de mama
Cancer de colon

Cancer renal
Cancer de ovario

Céncer de prostata
Céncer de pulmén

de células pequenas
Tumor de Wilms

Liposarcoma mixoide
Condrosarcoma
Sarcoma de Ewing
Sarcoma sinovial
Lipoma

Cancer de vejiga urinaria

Tumores mesenquimales
Rabdomiosarcoma alveolar

Alteraciones estructurales 1, 3, 11
i(5p)/5q-, +7, -9/9q-

Alteraciones estructurales 1, 7
t/del(16q)

Alteraciones estructurales 1, 17, 18
del(5q), del(6q)

t(5;14)(q13;q22)

Alteraciones estructurales 1, 7, 11
t/del(6q), t(6;14)(q21;q24)

del(7)(q22), del(10)(q24)

del(3)(p14p23)
t/del(11)(p13)

t(1;13)(q37;q14)
t(12;16)(q13;p11)
1(9;22)(g31;q25)
t(11;22)(q24;q12)
tX;18)(p11;q1l)
t(12)(q13-14)

Leiomioma t(12;14)(q14-15;q23-24), del(7q)

Tumores neurogénicos

Gliomas Dobles diminutos, +7, —10
Neuroblastomas Dobles diminutos, del(1)(p31-32)
Retinoblastoma i(6p)

Meningiomas -22/22q-
Tumores melanociticos
Melanoma maligno t/del(6q), t(1;19)(q12;p13), t/del 9p
Tumores germinales

Teratoma

testicular/seminoma i(12p)

que la génesis neoplasica se produce de forma recesiva, sien-
do necesarias dos mutaciones en el mismo gen. La denomi-
nacién de gen supresor del cancer proviene del hecho que
una copia normal del gen previene el cancer.

En los Gltimos anos se han aislado o identificado varios ge-
nes implicados en el cancer familiar (tabla 9.21). La mayoria
de estos genes son del tipo supresor de tumores, siendo ne-
cesaria la ausencia de un gen normal para la transformacién

RB RB RB RB RB RB

Pérdida del
cromosoma normal y
reduplicacion posterior

Mutacién

Recombinaciéon
puntual itoti

mitética

Retinoblastoma familiar
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Retinoblastoma esporadico

TABLA 9.21. Principales genes implicados en el cancer familiar

Localizacion

Proceso patologico Gen P
cromosémica

Genes aislados

Retinoblastoma RB1 13q14
Tumor de Wilms WT1 11p13
Sindrome de Li-Fraumeni P53 17p13
Poliposis adenomatosa familiar APC 5q21

Neurofibromatosis tipo 1 NF1 17q11
Neurofibromatosis tipo 2 NF2 22q12
Sindrome de Von Hippel-Lindau VHL 3p25

Neoplasia endocrina miltiple tipo 2A MEN2A 10ql1
Sindrome de cancer familiar de Lynch ~ MSH2 ~ 2p22-21
Céncer de mama familiar BRCA1 17q21

Esclerosis tuberosa 4 TSC4 16p13
Genes localizados

Neoplasia endocrina miiltiple tipo 1 MEN1 11q13
Melanoma familiar MLM 9p21
Neuroblastoma NB 1p36
Sindrome nevo basocelular BCNS 9q31
Sindrome de Beckwith-Wiedemann BWS 11p15
Carcinoma de células renales RCC 3pl4
Esclerosis tuberosa 1 TSC1 9q34

neoplésica (ello puede producirse como consecuencia de
una mutaciéon en cada alelo o de una sola mutacién y la de-
lecién del otro alelo). La baja penetrancia constituye la prin-
cipal dificultad para su deteccién, pero en ciertos casos es
posible que no existan lesiones en la linea germinal. La de-
teccién de mutaciones en los genes supresores permite la
identificacién de individuos con mayor susceptibilidad a de-
sarrollar cancer. Esta posibilidad no se limita a las familias
con cancer hereditario, sino que las mutaciones pueden de-
tectarse en individuos de la poblacion general.

Retinoblastoma: gen supresor de tumores

El inicio temprano de los tumores infantiles sugiere que
para su desarrollo es necesario un nimero menor de cam-
bios genéticos que en tumores de la edad adulta. El retino-
blastoma (tumor ocular) y el tumor de Wilms (nefroblasto-
ma) constituyen las neoplasias infantiles sobre las que se ha
investigado con mayor profusion.

El retinoblastoma, un tumor de las células embrionarias

Fig. 9.73. Mecanismo de produccion
del retinoblastoma familiar (A) o espord-
dico (B). En el retinoblastoma familiar
existe una mutacion heredada en uno de
los genes, produciéndose una segunda
mutacion, la pérdida y duplicacion poste-
rior del cromosoma mutado, o la recombi-
nacion mitotica; todos estos mecanismos
conducen a dos genes mutados. En los
casos esporddicos deben producirse de
forma independiente dos mutaciones. RB:
genes del retinoblastoma.

RB RB

Dos mutaciones
independientes
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del ojo, es poco frecuente (afecta 1/20.000 nifios) y general-
mente esporadico, aunque existen casos con transmision au-
tosémica dominante. En la mayoria de casos se ha podido
detectar una delecién en la regiéon ql4 del cromosoma 13.
En los casos familiares se observé que las deleciones afecta-
ban la totalidad de las células del organismo, mientras que
en los casos esporadicos las deleciones se hallaban confina-
das a las células tumorales. Estas observaciones llevaron a la
conclusion de que en el cromosoma 13 debia existir un gen
implicado en el desarrollo del retinoblastoma, al que se de-
nominé gen RB1. Sin embargo, la lesién de uno solo de los
genes RB1 no explicaria el desarrollo del tumor, por lo que
se sospeché la presencia de dos mutaciones, una inicial
constitucional que afectaria a la totalidad de las células del
individuo, y otra somatica que afectaria so6lo las células tu-
morales de la retina. Ello explicaria las dos formas de reti-
noblastoma. Los casos esporadicos, con tumor unilateral, se
deben a dos mutaciones somaticas consecutivas que han
afectado a los dos alelos. Los casos hereditarios se deben a
una primera mutacién constitucional, que determina una
predisposicion familiar para la descendencia, desarrollando-
se la neoplasia cuando se produce una segunda mutacion
somatica (fig. 9.73).

La demostracién de la realidad de los genes supresores de
tumores en el retinoblastoma fue posible gracias al analisis
de la pérdida de heterocigosidad para marcadores polimorfi-
cos situados en la region 13q14. En las células constituciona-
les se observan los dos alelos, mientras que en el DNA tumo-
ral se aprecia la ausencia de uno de los alelos (fig. 9.74). La
identificacién del gen RB1 se consiguié mediante clonaciéon
posicional, utilizando material de los pacientes en los que

P M T L
o - 1
] 2
9D11
(Mspl)

Fig. 9.74. Perdida de heterocigosidad para un marcador (9D11) de
la region 13q14 en un caso de osteosarcoma esporddico. Se observa
que el DNA de las células tumorales ha perdido el alelo 2. En este
caso el alelo perdido en el tumor es el alelo materno. P: padre; M: ma-
dre; T: tumor; L: linfocitos.

el gen estaba delecionado. El gen RB1 cubre més de 180 kb
y codifica para un mRNA de 4,7 kb, correspondiente a
una proteina de 927 aminoacidos. Las sondas derivadas del
gen RBI permiten detectar deleciones en un tercio de los
casos de retinoblastoma. Sin embargo, la mayoria de las le-
siones en el gen RB1 se deben a mutaciones puntuales, y en
un individuo dado las mutaciones en ambos cromosomas
no son idénticas. En los pacientes con retinoblastoma here-
ditario puede desarrollarse también un osteosarcoma; ello
se debe a la presencia de la misma mutacién en las células
que desarrollan ambos tumores, apareciendo una segunda
mutacién independiente en el otro alelo. El producto protei-
co del gen RB1 se localiza en el nicleo, actia sobre el con-
trol del ciclo celular y se expresa en todas las células del or-
ganismo.

Tumor de Wilms: neoplasia y anomalias
del desarrollo

El tumor de Wilms (nefroblastoma) es una tumoracién ma-
ligna derivada del blastema renal. La mayoria de los casos de
tumor de Wilms son esporadicos y unilaterales, pero el 7% es
bilateral y el 1% muestra recurrencia familiar. La mayoria de
los pacientes con aniridia y tumor de Wilms presentan una al-
teracion citogenética, consistente en la delecion de la banda
pl3 del cromosoma 11. La delecién pl3 se asocia con fre-
cuencia a alteraciones genitourinarias y retraso mental, desig-
nandose esta asociacion WAGR. El 30-50% de los nifos con la
delecioén presentan criptorquidia bilateral e hipospadias.

Los estudios de clonacién posicional permitieron la identi-
ficacion del gen WTI, cuya secuencia codificante sugiere
una proteina implicada en la regulacion de la transcripcion
proteica. El gen WT1 podria actuar suprimiendo el creci-
miento y la proliferacién celulares al unirse y bloquear a los
promotores de genes que favorecen el crecimiento. Se han
descrito mutaciones puntuales o alteraciones que interrum-
pen el gen WT1, algunas en estado homocigoto, que demues-
tran que WT1 es un gen supresor de tumores. El patrén de ex-
presion del gen WT1 es compatible con un papel en la
diferenciacién de la célula progenitora metanefritica. Los ca-
sos de WAGR se deben a alteraciones en la regiéon cromosoé-
mica implicada en el tumor de Wilms y anomalias genitouri-
narias, cubriendo unas 350 kb. Se han descrito casos de
alteraciones genitourinarias con deleciones del gen WTI,
pero su papel final en el desarrollo renal estéd todavia por de-
terminar. En la regién 11p13 se ha detectado un gen, PAX6
(AN1), que presenta mutaciones que producen una proteina
truncada o anémala en los pacientes con aniridia. Con res-
pecto al tumor de Wilms, parece claro que otros loci adicio-
nales en la regién 11p13 pueden desempenar un papel en
este tumor. De hecho, el 12% de los pacientes con sindrome
de Beckwith-Wiedemann (SBW) que desarrollan un tumor
también presentan un tumor de Wilms. La regién cromoso6-
mica implicada en el SBW corresponde a 11p15, y los genes
INS e IGF2 han sido propuestos como posibles responsables
de esta enfermedad (tabla 9.22).

TABLA 9.22. Alteraciones preferenciales en alelos en el cancer

Tumor Cromosoma Alteracion | Gen | Origen del alelo alterado
Tumor de Wilms 11 LOH ? Materno

Tumor de Wilms 11 LOI IGF2, H19 Materno IGF2, paterno H19
Rabdomiosarcoma 11 LOH ? Materno

Retinoblastoma bilateral 13 LOH RB Materno

Osteosarcoma esporadico 13 LOH RB Materno

Retinoblastoma unilateral 13 LOH RB Materno

LMA 7 LOH ? Materno

LMC 9,22 Translocacion BCR/ABL Materno BCR, paterno ABL
Neuroblastoma 1 LOH ? Materno

Neuroblastoma 2 Amplificacién N-MYC Paterno

LOH: pérdida de heterocigosidad; LOI: pérdida de imprinting; LMA: leucemia mieloide aguda; LMC: leucemia mieloide crénica.
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Neurofibromatosis 1: mutaciones en un gen
supresor de tumores

La neurofibromatosis tipo 1 (enfermedad de VON RECKLING-
HAUSEN) es una de las enfermedades hereditarias mas fre-
cuentes, que afecta a unos 3 millones de individuos en el
mundo. El gen NF1, localizado en el cromosoma 17ql1 en
1987 y aislado en 1990, es un gen supresor de tumores. Los
pacientes con NF1 tienen neurofibromas miltiples, cutaneos
o plexiformes (tumores benignos formados por células de
Schwann y fibroblastos), manchas café con leche (creci-
miento anémalo de melanocitos) y nédulos de Lisch (ha-
martomas del iris), asi como una elevada incidencia de
neurofibrosarcomas malignos (derivados de neurofibromas
benignos), feocromocitomas (derivados de médula suprarre-
nal) y gliomas 6pticos (derivados de células gliales), ademas
de anomalias 6seas, retraso mental y dificultades para el
aprendizaje. La gran variedad de células y érganos implica-
dos en NF1 sugiere que el gen NF1 puede desempenar un pa-
pel relevante en la regulacion del crecimiento y desarrollo.

El 50% de los casos de NF1 son esporadicos, ya que no se
encuentran lesiones de NF1 en ninguno de los progenitores.
Estos casos esporadicos se deben a mutaciones de novo, la
mayoria de las cuales se producen en los gametos paternos.
Desde que se identificé el gen NF1 se ha realizado una bus-
queda intensa de mutaciones en los pacientes con NF1. Has-
ta el momento, sélo el 10% de las mutaciones responsables
de NF1 han sido identificadas.

La proteina de NF1, la neurofibromina, tiene homologia
con proteinas que regulan negativamente la actividad de
GTPasas, como RAS p21. El papel de la neurofibromina en el
cancer se ha puesto de manifiesto por la presencia de muta-
ciones en tumores no relacionados con NF1 (tabla 9.23).
En algunos melanomas y neuroblastomas, y en un neurofi-
brosarcoma, las mutaciones en el gen NF1 presentan un pa-
tron de homocigosidad, lo cual sugiere que NF1 es un gen
supresor de tumores. La deteccién de mutaciones en el
gen NF1 en tumores distintos a los de la NF1 muestra simili-
tud con el gen RB1 y mutaciones en otras neoplasias, como
en el carcinoma de células pequehas de pulmoén.

Neurofibromatosis tipo 2, schwannomas
y meningiomas

La neurofibromatosis tipo 2 (NF2) es un trastorno poco fre-
cuente que afecta a 1/40.000 individuos y se caracteriza por
schwannomas bilaterales que se desarrollan en la rama vesti-
bular del VIII par craneal. Otros tumores del SNC acompanan
la enfermedad, especialmente meningiomas y schwannomas
de otros nervios craneales y radiculares. La NF2 se transmite de
forma autosémica dominante con una penetrancia del 95%,
tratdndose de un proceso mucho mas grave que la NF1.

Los estudios de ligamiento genético localizaron el gen de
la NF2 en el cromosoma 22 (22q21). La pérdida del gen NF2
tiene importancia para el desarrollo de meningiomas y schw-
annomas esporadicos. Los experimentos de clonaciéon posi-
cional han permitido la identificacién del gen NF2. El gen
identificado mide 1.785 bases y codifica para una proteina de

TABLA 9.23. Tumores asociados a alteraciones del gen NF1

Tumor Asociado a NF1 | Alteracion
Neurofibrosarcoma St Deleciones
Feocromocitoma Nt Deleciones
Astrocitoma St Mutacién missense
Melanoma maligno No Deleciones
Neuroblastoma No Deleciones
Mutacién missense
Cancer de colon No Mutacién missense
Sindrome mielodisplasico No Mutacién missense

1262

595 aminoacidos denominada schwannomina. El analisis de
pacientes con NF2 y de sus tumores ha revelado distintas mu-
taciones que confirman que estas lesiones moleculares son
responsables del fenotipo NF2. Se han detectado alteracio-
nes en el cromosoma 22 en otros tumores, incluyendo carci-
nomas de colon y de mama.

Poliposis adenomatosa familiar
y cancer colorrectal

Los tumores de colon han sido un modelo excelente para
correlacionar los distintos estadios morfoldgicos de alteracio-
nes en el colon con mutaciones en distintos genes impli-
cados en la génesis tumoral. En el desarrollo de tumores
colorrectales participan mutaciones en el gen supresor de tu-
mores APC (poliposis adenomatosa colonica). Las mutacio-
nes en el gen APC pueden ser sométicas o germinales. Las
mutaciones somaticas originan un tumor colorrectal Gnico,
mientras que las germinales producen el desarrollo de miles
de tumores en el colon. Estos tumores pueden sufrir mutacio-
nes en otros genes, como RAS, DCC o P53, dando como re-
sultado un carcinoma (fig. 9.64). El gen APC fue aislado en
1991 mediante clonacién posicional, se localiza en el cromo-
soma 5q21-22 y codifica para un proteina de 2.843 amino4ci-
dos. El gen APC actia como un gen supresor de tumores en
el aparato digestivo.

Ademés de la poliposis colorrectal, los pacientes con poli-
posis adenomatosa colénica familiar pueden presentar neo-
plasias en otros tejidos. El sindrome de Gardner consiste en
poliposis colorrectal, osteomas, quistes epidermoides y tumo-
res de tejidos blandos. El sindrome de Turcot cursa con poli-
posis colorrectal y tumores neuroepiteliales del SNC. En am-
bos sindromes se detectan mutaciones en la linea germinal.
En pacientes con poliposis adenomatosa colénica o con sin-
drome de Gardner se han detectado las mismas mutaciones.

Se encuentran mutaciones germinales en los codones 1285
a 1465 principalmente en pacientes que desarrollan mas de
5.000 pdlipos de colon y recto, mientras que los pacientes con
pocos polipos tienen mutaciones en otras regiones del gen
APC. E1 98% de las mutaciones del gen APC detectadas en la li-
nea germinal de los pacientes con poliposis adenomatosa co-
l6nica familiar, en los canceres colorrectales que éstos desa-
rrollan o en tumores esporadicos, se producen en la primera
mitad de la regién codificante. La distribuciéon de las mutacio-
nes germinales en la primera parte de la regién codificante del
gen APC es uniforme, mientras que el 66% de las mutaciones
en el cancer colorrectal se circunscriben a una region deter-
minada, entre los codones 1286 y 1513, coincidente con la re-
gién con mutaciones asociadas a un fenotipo mas grave.

La identificacion del gen APC permite el diagnéstico pre-
sintomatico en miembros de familias afectas, con el objeto
de determinar el estado de portador de mutaciones en el gen
APC. De las mutaciones germinales que se han detectado, el
33% se encuentra en soélo tres codones (1061, 1309 y 1465),
mientras que el resto estd disperso en otros codones (mitad
5 del gen). De este modo, para el diagnéstico presintomati-
co es necesario combinar métodos indirectos con marcado-
res altamente polimérficos, situados en el seno del gen APC,
con el estudio de mutaciones.

Neoplasia endocrina multiple

La neoplasia endocrina miultiple (MEN) es un trastorno fa-
miliar que se caracteriza por hiperplasia de varios 6rganos
derivados del tubo neural. La MEN se transmite de forma au-
tosomica dominante en las familias afectadas, con una alta
penetrancia (fig. 9.75). Existen dos formas bien conocidas de
MEN: una afecta principalmente el tiroides (produciendo
carcinoma médular de tiroides, TMC), las suprarrenales (feo-
cromocitoma) y las paratiroides (hiperplasia), que se conoce
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Fig. 9.75. Genealogia de una familia con miembros afectos de MEN2A. Los simbolos en negro indican el estado de afectacion clinica.

como MEN2A; la otra produce hiperplasia o tumor y afecta
sobre todo a la glandula pituitaria, el pancreas y las glandu-
las paratiroides y se conoce como MEN1. Los estudios de li-
gamiento genético han permitido localizar el gen responsa-
ble de MEN1 en el brazo largo del cromosoma 11 (11q13),
mientras que el locus de MEN2A se encuentra en la region
centromérica del cromosoma 10. EIl TMC se presenta tam-
bién de forma familiar (TMCF) y el locus para el mismo se
encuentra en el cromosoma 10. MEN2B tiene un fenotipo
mas complejo, con ganglioneuromas difusos del tubo digesti-
vo y anomalias esqueléticas, ademés de TMC bilateral y feo-
cromocitoma.

En los estudios de ligamiento genético para MEN2A se sos-
pecho6 que el oncogén RET, un receptor de tipo tirosincinasa,
podia tener un papel en la enfermedad. RET se expresa en
tumores derivados de la cresta neural, en médula espinal y
en células leucémicas. Se han identificado varias mutacio-
nes en el oncogén RET en casos de TMCF y MEN2A, la mayo-
ria en los exones 7 y 8. Curiosamente, las mutaciones detec-
tadas se producen en codones codificantes para cisteinas,
sugiriendo que los cambios provocan alteraciones importan-
tes en la estructura secundaria y terciaria del producto de
RET mutado. Los resultados obtenidos demuestran que el on-
cogén RET es responsable de, al menos, dos de las formas
hereditarias de MEN2.

El oncogén RET no es un gen supresor de tumores, pero
mutaciones en él dan lugar a predisposicion neoplasica. Los
estudios encaminados a dilucidar su patologia molecular y
su papel en la célula deberan aportar considerable informa-
cién sobre su efecto en la predisposicion al desarrollo tumo-
ral. El gen RET se encuentra también mutado en los casos de
enfermedad de Hirschsprung (megacolon con ausencia con-
génita de ganglios entéricos, que afecta a 1/5.000 individuos
y se hereda de forma autosémica dominante), aunque en
distintos dominios del gen RET.

Sindromes de cancer familiar
recesivo

Entre los sindromes de cancer familiar recesivo se encuen-
tran la anemia de Fanconi, el xeroderma pigmentoso, la ata-

xia-telangiectasia y el sindrome de Bloom. En los tltimos
anos se han realizado importantes progresos en la identifica-
ciéon de los genes implicados en su desarrollo, habiéndose
localizado e identificado varios de los genes relacionados
con la anemia de Fanconi y el xeroderma pigmentoso.

La anemia de Fanconi consiste en un cuadro clinico que
incluye estatura corta, pulgares cortos o ausentes, cara trian-
gular, dificultad de aprendizaje o retraso mental y pigmenta-
cion de la piel. Los pacientes desarrollan anemia con dismi-
nucién de las cifras absolutas de leucocitos y plaquetas y
tienen una elevada predisposicién a padecer leucemia agu-
da no linfoblastica. Una de las principales caracteristicas de
la anemia de Fanconi es la fragilidad de los cromosomas en
los linfocitos cultivados, los cuales se rompen con gran facili-
dad, que puede ser acentuada mediante la adiciéon de me-
dios quimicos. Esta observacién pone de manifiesto un de-
fecto en la reparacién del DNA, de forma que las lesiones
normales que suceden en el material genético no pueden re-
pararse convenientemente.

En el xeroderma pigmentoso se han definido localizacio-
nes cromosémicas en 2q21, 19q13.2-13.3, 9q34.1 y en el cro-
mosoma 15. Sin embargo, existen también otras localizacio-
nes cromosOmicas tentativas, lo que demuestra la elevada
heterogeneidad de esta entidad.

La ataxia-telangiectasia se caracteriza por ataxia cerebelo-
sa progresiva, infecciones recurrentes, telangiectasias, altera-
ciones cromosémicas, hipersensibilidad de los fibroblastos
y linfocitos a las radiaciones ionizantes y riesgo elevado de
neoplasia. Un locus para la ataxia-telangiectasia ha sido
determinado en el cromosoma 11q22-23.

Otros genes supresores
y predisposicion neoplasica

Ademas de los trastornos y genes descritos previamente en
este capitulo, otros genes han sido descubiertos o relacio-
nados con predisposiciéon neoplésica. Recientemente se ha
aislado del cromosoma 2 (2q13-24) un gen implicado en el
cancer de colon hereditario no polipoideo (HNPCC) y el car-
cinoma de endometrio (sindrome de Lynch 2). El producto
de este gen estd implicado en la reparacion de errores del
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DNA. Otro locus implicado en el HNPCC y el carcinoma de
endometrio se ha localizado en el cromosoma 3p.

Otro gen supresor de tumores que ha sido descubierto es
el de la enfermedad de Von Hippel-Lindau, un proceso que
predispone a tumores oculares, cerebrales y renales. Por otra
parte, se ha identificado el papel del gen P53 en el sindrome
de Li-Fraumeni, entidad en la que se desarrolla cancer fami-
liar con una elevada incidencia de varios tipos de sarcomas.
La lista de genes supresores aislados atin es poco extensa (ta-
bla 9.21), pero probablemente seguira creciendo, a medida
que la observacién clinica y los estudios genéticos permitan
desvelar los factores hereditarios del cancer.

El estudio de los distintos genes implicados en el cancer
proporcionard una mejor comprension sobre los complejos
mecanismos que conducen a la transformacién neoplasica.
Si somos capaces de comprender estos procesos, podremos
desarrollar nuevas estrategias terapéuticas con farmacos que
realicen funciones similares a las de los genes supresores
normales o que interfieran en los efectos de los oncogenes
mutados. Finalmente, el conocimiento de las bases molecu-
lares del cancer deberia permitir la prevenciéon adecuada en
grupos de alto riesgo, asi como en la poblacién general.
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Genética y tratamiento
X. Estivill Palleja

En la actualidad no existe un tratamiento adecuado para
las enfermedades genéticas. En la mayoria de los casos la te-
rapia de que disponemos va dirigida s6lo a controlar la sinto-
matologia del proceso. En algunas enfermedades, por ejem-
plo la hemofilia, es posible la administracién del producto
proteico deficitario. En la fenilcetonuria la eliminacién del
aminoacido fenilalanina en la dieta impide el desarrollo de
lesiones orgénicas irreversibles. Sin embargo, la terapéutica
sustitutiva o de accién sobre el producto bioquimico impli-
cado en la enfermedad no es adecuada para procesos en los
que hay un érgano diana especifico para la accion de la pro-
teina o enzima o existen mecanismos reguladores especifi-
cos, cuyo control escapa a las posibilidades farmacolégicas
disponibles en la actualidad.

Los avances en genética molecular estan permitiendo el
desarrollo de nueva tecnologia para el tratamiento de las en-
fermedades, con el objeto de corregir los defectos genéticos
responsables de las mismas. Los resultados de los experimen-
tos en animales de laboratorio sugieren que el tratamiento
génico serd de gran utilidad para las enfermedades de la mé-
dula 6sea, hepaticas, SNC, cancer y déficit enzimaticos y de
factores de la coagulacion. La mayoria de los nuevos siste-
mas implican la transferencia de genes normales o modifica-
dos a las células especificas del paciente, consiguiendo ex-
presar el gen normal y corregir el fenotipo enfermo.

Terapia génica

Para la mayoria de las enfermedades hereditarias no existe
un tratamiento efectivo, y la terapia actual se limita a dismi-
nuir o paliar la sintomatologia de los pacientes. El tratamien-
to definitivo de una enfermedad genética sélo es posible me-
diante la correccion del defecto genético del gen mutado.

De un modo genérico, podemos considerar que los tras-
plantes de 6rganos son un tipo de terapia génica. En estos
casos se ha podido demostrar la eficacia de la terapia géni-
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ca para procesos de base hereditaria: trasplante de médula
Osea para las hemoglobinopatias graves o déficit inmunologi-
cos congénitos, de higado en enfermedades del metabolis-
mo hepético, de rinén en la poliquistosis renal del adulto y
pulmonar en la fibrosis quistica. Los progresos en la eficacia
de los trasplantes, la utilizacién de inmunodepresores y el
control tecnolégico del trasplante en si han permitido con-
templar una nueva perspectiva para la curacion de las enfer-
medades hereditarias. Sin embargo, las dificultades en la ob-
tencién de organos, las graves infecciones viricas de los
pacientes trasplantados y la necesidad de tratamientos inmu-
nodepresores prolongados justifican la bisqueda de sistemas
terapéuticos alternativos.

La terapia génica consiste en la introduccion en el organis-
mo de un gen normal, el cual debe corregir la alteracién ge-
nética del organismo receptor. La terapia génica se ha lleva-
do a cabo con éxito en la Drosophila y en el raton, y es de
esperar que pueda emplearse eficazmente en el tratamiento
de las enfermedades genéticas humanas, incluyendo el cén-
cer. La correccion de un defecto genético mediante genética
molecular puede realizarse de dos formas: @) la terapia geni-
ca propiamente dicha, que incluye la reparacioén del genoti-
po alterado actuando directamente sobre el defecto molecu-
lary b) la correccion genética, en la que se corrige el fenotipo
alterado mediante la introduccién de una versién normal del
gen. Emplearemos el término terapia génica para referirnos a
todo tipo de tratamiento que implique el empleo de tecnolo-
gia molecular y celular para corregir el defecto genético.

En unos casos el objetivo es el autotrasplante de las pro-
pias células del paciente tras modificarlas genéticamente in
vitro, mediante la introduccién del gen normal en su interior.
Otra posibilidad es la terapia génica in vivo, en la que se in-
troduce directamente el gen normal en un tejido determina-
do del individuo.

Las células de los mamiferos contienen herramientas enzi-
maticas y estructurales para la recombinacion especifica del
DNA foraneo, que permiten las modificaciones genéticas de
cualquier secuencia conocida. En estos experimentos se bus-
ca la recombinacion homologa entre las secuencias que se
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TABLA 9.24.  Principales protocolos de terapia génica

Protocolo Centro Enfermedad Inicio
NeoR/TIL NIH/Bethesda Melanoma maligno 1989
NeoR/TIL Universidad Melanoma maligno 1992
de Pittsburgh
NeoR/TIL Centro Leon Berard, Melanoma maligno 1991
Lyon
TNF/TIL NIH/Bethesda Melanoma maligno 1991
HLA-B7/melanoma Universidad Melanoma maligno 1993
de Michigan
Ann Arbor
NeoR/TIL Universidad Melanoma maligno 1993
de California Cancer renal
Los Angeles
NeoR/médula 6sea St. Jude Children’s LMA 1991
R. Hospital,
Memphis
NeoR/médula 6sea MD Anderson, LMC 1993
Houston
NeoR/médula 6sea Universidad LLA/LMA 1993
de Indiana
Indianéapolis
NeoR/médula ésea St. Jude Children’s Neuroblastoma 1992
R. Hospital,
Memphis
TNF/células NIH/Bethesda Céncer terminal 1992
tumorales
IL-2/células NIH/Bethesda Céncer terminal 1992
tumorales
Herpes simple/ Universidad Céancer de ovario 1993
timidincinasa de Rochester
Herpes simple/ Fred Hutchinson,  SIDA 1993
timidincinasa Seattle
NeoR/hepatocitos Baylor, Houston Insuficiencia 1993
hepéatica
Factor X/ Universidad Fudan, Hemofilia B 1991

fibroblastos Shanghai

LDL-R/hepatocitos Universidad Hipercolesterolemia
de Michigan, familiar 1992
Ann Arbor

ADA/células T NIH/Bethesda Déficit ADA 1990

ADA/células T Hospital St. Raffaele, Déficit ADA 1992
Miléan

ADA/médula 6sea Universidad Déficit ADA 1993
de Leiden

CFTR/adenovirus  Universidad Fibrosis quistica 1993
de Lyon

CFTR/adenovirus  Universidad Fibrosis quistica 1993
de lowa

CFTR/adenovirus  NIH/Bethesda Fibrosis quistica 1993

CFTR/adenovirus  Gene Therapy Fibrosis quistica 1993
Center, Filadelfia

CFTR/liposomas  Universidad Fibrosis quistica 1993
de Londres

ADA: adenosindesaminasa; CFTR: regulador transmembrana de la fibrosis
quistica; LDL-R: receptor de lipoproteinas de baja densidad; LLA: leucemia lin-
fobléstica aguda; LMA: leucemia mieloide aguda; LMC: leucemia mieloide cré-
nica; NeoR: gen de resistencia a la neomicina; TIL: linfocitos infiltrantes de tu-
mor.

transfieren y la secuencia diana que se quiere modificar. Por
otra parte, se han realizado experimentos que permiten la
modificacion de la expresion de determinados genes median-
te la introduccién en las células de sus secuencias normales.
Uno de los efectos no deseados de la introduccién de un gen
exo6geno es la posibilidad de que éste se sittie en un lugar no
habitual del genoma y que pueda alterar la expresién de
otros genes.

En la Drosophila se ha conseguido corregir varios defectos
genéticos transfiriendo los genes implicados a los embriones
mediante transposones. En los vertebrados, los mayores éxi-
tos en terapia génica se han obtenido mediante la utilizacién
de vectores retroviricos, con los que se ha conseguido trans-
ferir genes funcionales a las células de la médula 6sea. El pri-
mer éxito en terapia génica en vertebrados se consiguié en
una cepa de raton denominada litfle, el cual tiene una muta-
cién que origina concentraciones séricas bajas de hormona

del crecimiento. La transferencia del gen normal de la hor-
mona del crecimiento a estos ratones da como resultado al-
tos niveles de expresién del gen, corrigiéndose el defecto,
aunque de forma incontrolada, por lo que el tamano de los
ratones obtenidos es superior al de los normales.

La terapia génica en seres humanos ha progresado de for-
ma espectacular en poco tiempo. A finales de 1990 se inici6
la primera experiencia en seres humanos de terapia génica
para corregir la deficiencia de adenosindesaminasa (ADA).
En la actualidad existen mas de dos docenas de protocolos
clinicos de terapia génica en el mundo (tabla 9.24). El éxito
de la aplicacion clinica de la terapia génica dependera de la
coordinacioén en el desarrollo de las distintas tecnologias y
de la interaccién entre los investigadores clinicos y basicos.
En la actualidad la investigacién que se realiza se centra en:
a) el desarrollo de métodos de transferencia de genes, y b) el
desarrollo de modelos clinicos de terapia génica.

Métodos para la transferencia de genes

El desarrollo de métodos para transferir genes es una de
las principales areas de investigacion. Existen dos grandes
vias para transferir genes a las células de mamiferos; a) el
empleo de vectores viricos (retrovirus, adenovirus, virus ade-
noasociados, virus herpes, virus de la poliomielitis u otros vi-
rus RNA) y b) los métodos quimicos (precipitaciéon del DNA
mediante fosfato célcico, encapsulacion del DNA en liposo-
mas, exposicion de las células a cambios rapidos de voltaje
—electroporacién— o conjugados que ligan DNA). Los distin-
tos métodos empleados para transferir genes y su eficacia y
modo de aplicacién (ex vivo o in vivo) se resumen en la ta-
bla 9.25. En el caso de los retrovirus y los virus adenoasocia-
dos las secuencias de DNA se integran de forma estable en el
material genético de la célula diana. Estos vectores se han
empleado principalmente para experimentos ex vivo, lo cual
supone aislar las células diana del organismo, transferir el
material genético in vitro y reintroducir las células modifica-
das en el organismo. Los otros métodos, que se emplean
principalmente in vivo, no implican la integracién del mate-
rial genético en el nicleo de las células diana y tienen como
resultado una expresion alta, pero transitoria, del gen transfe-
rido. Tanto in vivo como in vitro el gen que se va a transferir
puede ser el cDNA o la secuencia genémica de un gen. En
algunos casos la secuencia genémica comprende varios
cientos de kilobases (kb), con lo que la transfeccion de ge-
nes de un tamano tal es altamente dificil.

La mayoria de los experimentos de transferencia de genes
realizados se han centrado en la complementaciéon de los

TABLA 9.25. Métodos para la transferencia de genes en las células
de mamiferos para terapia génica

Aplicacion en

Meétodo ferapia genica | pyapilidad

Exvivo | Invivo
Virico
Retrovirus + ? E
Adenovirus +/— + T
AAV + ? E
Herpes virus +/—- + ?
Poliovirus +/— + T
Otros virus RNA +/— + T
No virico
Complejos DNA - + T
Complejos DNA/adenovirus - + T
Liposomas +/- + T
Microinyeccion = + T
Precipitacion fosfato +/— - E

+: principal aplicacién; +/—: alguna aplicacion; —: sin aplicacién; E: expresion
estable; T: expresion transitoria; AAV: virus adenoasociado.
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defectos genéticos in vitro y la implantacion de las células
modificadas en el organismo vivo. El érgano diana de im-
plantacién debe ser el que exprese la enfermedad, el cual
debe ser facilmente accesible, poder manipularse in vitro, ser
modificable y contener células madre pluripotentes que per-
mitan la perpetuacién de la correccién genética. Ademas,
debe ser posible la reimplantacién de las células modifica-
das en el organismo de forma estable y funcional. La médula
6sea cumple la mayoria de los criterios mencionados ante-
riormente, y ha sido uno de los érganos en los que se han
realizado mas experimentos de terapia génica.

Virus

Uno de los sistemas mas eficaces de transferir genes es me-
diante la utilizaciéon de vectores viricos, capaces de infectar
practicamente cada célula de la poblaciéon celular que se so-
mete a transfeccion. Existen grandes ventajas en la utiliza-
cién de vectores viricos. En primer lugar, la eficacia de la
transfeccion puede ser del 100% de las células. En segundo
lugar, pueden infectarse de forma simultanea tantas células
como se desee. En tercer término, en las condiciones ade-
cuadas s6lo una secuencia se integrara en un lugar inico del
genoma, mientras que con los métodos fisicos y quimicos se
introducen copias miltiples. En cuarto lugar, la estructura
del genoma virico que transporta la secuencia que se ha de
integrar es conocida. En quinto término, la infeccién y la ma-
nipulacioén de las células no es un mecanismo tan lesivo para
ellas, como sucede con los otros métodos. Finalmente, los
distintos pasos son muy controlables y se ha desarrollado
una amplia experiencia.

Existen, sin embargo, ciertas dificultades en el empleo de
virus, derivadas del hecho que el vector virico puede lesio-
nar seriamente las células huésped mediante la insercion del
virus en una region esencial del genoma, la activacion de un
oncogén, la activacion de un virus lento o latente o la trans-
formacioén del virus vector en un virus patolégico infectivo, al
recombinarse con secuencias celulares. Asi pues, es necesa-
rio emplear virus que se integren en las células huésped sin
lesionar su genoma y que expresen los genes introducidos
de forma estable y eficaz.

Retrovirus

Los retrovirus parecen ser los vectores mas ttiles para la
mayoria de los experimentos de terapia génica al ser capa-
ces de infectar una amplia gama de tipos celulares. Sin em-
bargo, los retrovirus precisan que las células se repliquen
para que la forma de provirus (DNA) pueda integrarse en el
genoma, con lo que su empleo se restringe a las células que
pueden dividirse. Una de las grandes ventajas del empleo de
retrovirus es la estabilidad funcional y estructural de las for-
mas integradas del vector retrovirico o provirus. A pesar de
que los retrovirus pueden integrarse en cualquier parte del
genoma, parecen existir ciertos lugares de inserciéon prefe-
renciales.

Cuando los retrovirus infectan a una célula el material
genético el virus se retrotranscribe de RNA a DNA de doble
hebra. Este DNA puede integrarse de forma precisa como
copia simple, denominada provirus en el genoma de la célu-
la huésped. Los vectores para la transfecciéon de genes deri-
van de modificaciones de algunos de los retrovirus como el
virus murino de Moloney (Mo-MLV). El vector conserva las
secuencias LTR indispensables para el control de la trans-
cripcion y de la integracion, la secuencia necesaria para la
encapsulacion, y la secuencia PB necesaria para la replica-
cién virica. Los genes viricos gag, pol y env han sido delecio-
nados y reemplazados por el gen a transferir, el cual puede
acompanarse del propio promotor del gen o de otro distinto,
a la vez que de un marcador selectivo. Otro virus, denomina-
do helper, es portador de los genes retroviricos completos
necesarios para la multiplicacién del genoma virico y la for-
macion de particulas viricas completas, aunque le faltan las
secuencias LTR, PB y y, aportadas por el vector. La forma

1266

provirica del helper se encuentra integrada en el genoma
de una linea celular de ratén. Tras la transfeccién con el vi-
rus defectivo la cepa celular es capaz de producir particulas
viricas infectivas. Las células de ratén produciran sélo los
virus defectivos, portadores del gen que se ha de transfectar,
y la misién de ellas es la produccion de grandes cantida-
des del virus a transfectar. De este modo, cuando se realice
la transferencia de estos virus en las células diana, al no
poseer éstas el virus helper, no podran multiplicarse, limitan-
dose a la integracion en el genoma de la célula a modificar
(fig. 9.76).

Los retrovirus permiten la transferencia del material genéti-
co en practicamente la totalidad de las células diana. Es un
método ideal para aplicaciones ex vivo. Las principales limi-
taciones actuales son: a) el escaso conocimiento que se tie-
ne sobre los receptores celulares para los distintos retrovirus
en cada tipo celular; b) la necesidad de integracién en el ge-
noma de la célula diana, la cual es dependiente de su ca-
pacidad de divisioén en los periodos iniciales tras la trans-
feccién, y ¢) la escasa estabilidad de los retrovirus. En los
dltimos anos se han producido células que generan virus que
no pueden replicarse en otras células, con lo que se ha elimi-
nado su poder infectivo. Sin embargo, en algunos animales
de experimentacion, en los que se emplearon virus portado-
res del material genético exdgeno contaminados por virus
con capacidad infectiva, se ha observado que varios de los
animales desarrollaron linfomas.

Adenovirus

Los adenovirus tienen posibles aplicaciones para terapia
génica in vivo. Los adenovirus pueden infectar de forma efi-
caz células que no estan en fase de division y facilitar la ex-
presiéon de grandes cantidades del producto proteico. Los
adenovirus son altamente estables sin producir en general la
integracion en el material genético de la célula diana. La eli-
minacién de varios de los genes del adenovirus (E1A-E1B y
E3) permite insertar segmentos exégenos de unas 7 kb. La
capacidad del adenovirus para replicar in vivo puede depen-
der del tipo de célula diana. Existen problemas de toxicidad
para la célula por parte de algunos de los productos protei-
cos del adenovirus. Finalmente, la expresion de productos vi-
ricos en el curso de la expresion del material genético exdge-
no puede favorecer una respuesta inmune contra las células
diana.

Otros virus

Otros vectores viricos para terapia génica incluyen los vi-
rus adenoasociados (AAV), herpes, poliovirus y otros virus
RNA. Los AAV pueden infectar células humanas, son muy es-
tables y producen integracion en el genoma de la célula dia-
na. Los AAV se integran en el cromosoma 19, en una regién
que podria estar implicada en leucemias tipo B. Al parecer,
los AAV no requieren que las células diana se encuentren en
division.

Los virus herpes podrian tener importantes aplicaciones en
trastornos que interesan el SNC. Sin embargo, todavia no se
han dilucidado los efectos téxicos para las células de los dis-
tintos productos de los virus herpes. Otros virus, que inclu-
yen el de la poliomielitis y varios virus RNA, se encuentran en
consideracion y estudio.

Métodos no viricos

La mayoria de los métodos no viricos que se estan em-
pleando en terapia génica se basan en sistemas normales
que tienen las células para incorporar macromoléculas. Exis-
te un gran interés en la endocitosis mediada por receptores,
mediante la cual se generan complejos entre el DNA de plas-
midos y ligandos polipeptidicos que pueden ser reconocidos
por receptores en la superficie celular. El principal problema
empleando este sistema es la posterior degradacién del ma-
terial incorporado a la célula. La incorporaciéon de adenovi-
rus al complejo permite mejorar la transferencia del material
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Fig. 9.76. Empleo de retrovirus en terapia genica. El vector defectivo es portador del gen normal que se va a trasplantar (A) y de un marcador
selectivo (neo), ademads de las secuencias necesarias para la transcripcion, la encapsulacion y la replicacion viricas. La infeccion de células de ra-
ton que tienen integrado, en forma de provirus, el resto de genes viricos permite la complementacion y la produccion del virus completo en el inte-
rior de dichas células. Los virus producidos se podran integrar en el genoma, pero no podran multiplicarse en la célula huésped infectada. LTR:

long terminal repeat; PB: secuencia necesaria para la replicacion virica.

genético en las células diana, aunque la expresién de los ge-
nes es solo temporal.

Otros métodos para transferir genes incluyen la electropo-
raciéon y la microinyeccion. La electroporacién recurre a
cambios en el voltaje para permitir el paso del material gené-
tico a través de la membrana celular. A pesar de que se ha
empleado con éxito en algunos casos, su aplicacion a la tera-
pia génica, frente a otros métodos existentes, es algo incierta.
La microinyeccion se emplea desde hace anos y es altamen-
te eficaz (alrededor del 20% de las células inyectadas consi-
guen mantener el material genético introducido). Sin embar-
go, s6lo una célula puede ser inyectada cada vez, con lo que
la manipulacién de un considerable nimero de células cons-
tituye una labor ardua.

La transferencia mediante métodos quimicos se basa en la
precipitacion del material genético mediante fosfato célcico.
Este método es poco eficaz con células de médula 6sea y tie-
ne poco futuro en experimentos de terapia génica.Con los
métodos fisicos o quimicos se introducen en el genoma va-
rias copias del gen en cuestion situadas en tandem. Sin em-
bargo, existen serias dificultades en la utilizacién de los méto-
dos fisicos o quimicos de transferencia de genes. En primer
lugar, la eficacia de la transferencia es muy baja (préxima al
1%), y, en segundo lugar, no existe control sobre el lugar en el
que se integrard el DNA transferido, pudiendo hacerlo en
cualquier sitio del genoma y originar el desarrollo de cuadros
patolégicos. A pesar de que la microinyecciéon ha tenido un
éxito espectacular en la obtencién de animales transgénicos,
esta técnica tiene dificil aplicaciéon en seres humanos con fi-
nes terapéuticos, por lo que las otras técnicas alternativas su-
ponen una mayor eficacia y garantia para la aplicacién en se-
res humanos.

Modelos clinicos de terapia génica

Para poder aplicar terapia génica en las distintas enferme-
dades genéticas es necesario trabajar en cada modelo pato-

légico concreto. El estudio especifico de cada problema re-
quiere salvar dificultades técnicas especificas. Los avances
logrados se han producido en grupos patologicos concretos.

La terapia génica deberia ser ideal para reemplazar una
enzima o proteina que falta en el interior de una célula o
una proteina defectuosa en el torrente circulatorio. Algunos
genes se encuentran funcionando de modo permanente,
como es el caso del que codifica para la hipoxantina-guani-
na-fosforribosiltransferasa, cuyo déficit produce la enferme-
dad de Lesch-Nyhan; el déficit de purina-nucleésido-fosforila-
sa, que provoca una inmunodeficiencia muy grave, y el
déficit de ADA, que causa una inmunodeficiencia combina-
da letal. La extrema gravedad de estos tres sindromes, la lo-
calizacion del defecto en las células de la médula ésea y la
ausencia de tratamientos eficaces sugieren que estos proce-
sos podran beneficiarse de la terapia génica. En los tres ca-
sos, disponemos de las secuencias de DNA que codifican
para las proteinas respectivas.

Trastornos hematoldgicos

Un grupo de enfermedades hereditarias en las que se cre-
y6 que seria posible la terapia génica fueron las hemoglobi-
nopatias, especialmente debido a que son alteraciones de
las células sanguineas, que permiten manipular la médula
6sea in vitro con cierta facilidad. Los principales problemas
en la terapia génica de las hemoglobinopatias estriban en la
extrema complejidad de los mecanismos que regulan la ex-
presion de los genes de la a-globina y la B-globina y el equili-
brio entre ellas. Los experimentos iniciales que se han reali-
zado en estas enfermedades no han tenido mucho éxito. Sin
embargo, los experimentos en ratones transgénicos corti-
giendo la talasemia en estos animales, con vectores que con-
tienen las secuencias reguladoras del gen de la 3-globina,
sugieren que es posible obtener una expresiéon y una regula-
cién génica eficaces.

Las células hematolégicas ideales para ser modificadas
son las células progenitoras. Una de las principales dificulta-
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des estriba en obtener suficiente cantidad de células proge-
nitoras para poder ser tratadas ex vivo. A esta dificultad se
anade la ausencia de métodos adecuados para cuantificar
los precursores hemopoyéticos. El tratamiento previo de las
células con 5-fluorouracilo e interleucina 3, durante la adi-
cién del virus que debe infectarlas, facilita la integracion del
virus en el genoma de las células diana. Otro aspecto impor-
tante es la regulacion de la expresion de los genes transduct-
dos. En el caso de los genes de la B-globina, los niveles de ex-
presiéon son muy bajos, debido a la ausencia de factores re-
guladores de la transcripcién (especialmente los factores Icr)
que se encuentran a varias kilobases del gen. A pesar de co-
nocer desde hace anos una parte considerable de la biologia
celular del sistema hematopoyético, esta informacién es to-
davia muy limitada en lo que concierne a la biologia de las
células progenitoras hematopoyéticas y del trasplante de mé-
dula 6sea.

Mientras que la terapia génica de los trastornos de los genes
de la hemoglobina es dificil debido a la compleja regulacion
de la expresion de estos genes, los esfuerzos en terapia génica
se han centrado en el déficit de ADA. Este se ha tratado duran-
te anos mediante trasplante de médula 6sea. En 1990 se reali-
z6 el primer experimento de terapia génica para el déficit de
ADA en una nina de 4 anos que recibi6 sus propios linfocitos
T corregidos. El protocolo que se sigui6é consistia en obtener
linfocitos de la paciente, estimular la division de las células T,
incubarlas con un retrovirus que llevaba el gen de la ADA nor-
mal y un gen de resistencia a la neomicina (NeoR), para pos-
teriormente ser perfundidas a la paciente. Alrededor del 25%
de las células T periféricas pudieron corregirse mediante este
protocolo, realizdndose tratamientos de mantenimiento cada
5 meses. Otros pacientes han sido tratados posteriormente con
un éxito similar. Sin embargo, el tratamiento recibido no es
definitivo y algunas de las pruebas inmunoldgicas no se han
corregido. Una posibilidad es realizar la terapia génica sobre
células progenitoras (la poblacién CD34), ademés de hacerlo
sobre las células T maduras. Si se consigue transducir las célu-
las progenitoras el efecto corrector puede ser permanente. En
varios paises se estan desarrollando protocolos para tratar ge-
néticamente el déficit de ADA, constituyendo el primer defec-
to genético abordado por terapia génica y, quizés, el primero
en el que se obtenga un éxito definitivo.

Trastornos hepéaticos

Para los trastornos en los que estan implicados genes de
expresion hepética se han probado métodos in vivo y ex
vivo. La mayoria de los experimentos se han realizado tratan-
do las células hepaticas ex vivo e introduciendo las células
modificadas en el higado o el bazo. El principal problema es-
triba en la escasa implantacion de las células trasplantadas,
que es inferior al 10%. Se han realizado tres experimentos de
terapia génica en el déficit del receptor de lipoproteinas
de baja densidad (LDL-R), implicado en la hipercolesterole-
mia familiar. El tratamiento ex vivo de células hepéaticas del
propio paciente, obtenidas tras hepatectomia parcial, con re-
trovirus con el gen normal, resulta en la reimplantacién del
10% de ellas en el higado, con una produccién de LDL-R sufi-
ciente para normalizar los niveles de colesterol, LDL, etc., in-
cluso anos después del tratamiento. Se ha observado tam-
bién que los adenovirus pueden infectar el higado de forma
eficaz. El higado desempena un importante papel en el meta-
bolismo humano y en la expresion de muchas enfermedades
genéticas. Se han realizado investigaciones con hepatocitos
de rata sobre la expresion de los genes que codifican para
las LDL, la fenilalanina-hidroxilasa y la a-antitripsina. Los ex-
perimentos realizados son muy prometedores, aunque el
principal problema estriba en la reintroduccién de las célu-
las modificadas en el higado. El desarrollo de vectores capa-
ces de actuar in vivo (quiza con tropismo hepéatico) podria
ser el sistema ideal para la correcciéon de estos defectos. Mu-
chas afecciones metabdlicas podrian ser abordadas median-
te terapia génica sobre células hepaticas. El desarrollo de
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vectores adecuados y el incremento en la eficacia de implan-
tacion son los principales objetivos a cubrir.

Trastornos respiratorios

La terapia génica de las enfermedades respiratorias se ha
focalizado en el empleo de métodos que introduzcan el gen
normal in vivo. El principal vector utilizado ha sido el adeno-
virus, el cual ha sido eficaz en ratones para incorporar varios
genes ex6genos a las células del epitelio respiratorio. La ma-
yoria de los trabajos se han centrado en la fibrosis quistica y
en el déficit de a;-antitripsina. En los experimentos realiza-
dos se ha podido observar una transduccién eficaz y una
permanencia considerable del virus recombinante. El gen de
la fibrosis quistica se ha introducido en células epiteliales
respiratorias mediante otros métodos, que incluyen la trans-
ferencia mediante liposomas, consiguiendo corregir eficaz-
mente el defecto del gen de la fibrosis quistica en los rato-
nes. En varios paises existen protocolos clinicos de terapia
génica para la fibrosis quistica.

La intensidad con la que se realicen experimentos en el
campo de la terapia génica en células epiteliales respirato-
rias puede marcar la via que se ha de seguir en otros proce-
sos. Es muy posible que puedan emplearse las células epite-
liales respiratorias (nasales o traqueales) para introducir
otros genes. El sistema que se estd desarrollando en la tera-
pia con adenovirus y liposomas implica la utilizacién de ne-
bulizadores, constituyendo una via rapida con facil acceso a
células diana.

Trastornos de la coagulacién

La mayoria de las enfermedades de la coagulacién han de
poder ser corregidas mediante terapia génica. Las células
diana adecuadas son aquellas que permiten realizar experi-
mentos ex vivo, para posteriormente contactar, de forma efi-
caz, con las células del torrente circulatorio. Se han transdu-
cido eficazmente fibroblastos, miocitos y queratinocitos. Los
retrovirus se han aplicado de forma eficaz en queratinocitos.
Sin embargo, el principal problema estriba en la eficacia de
la expresion de los genes transducidos. Los mioblastos trans-
ducidos con el gen del factor IX de la coagulacién producen
concentraciones eficaces de dicho factor durante unos 6 me-
ses tras la inyeccion intramuscular de los mioblastos transdu-
cidos. A pesar del enorme avance realizado, existen muchas
dificultades que atin se deben superar, algunas de las cuales
estriban en la complejidad de ciertos genes, como es el caso
del factor VIII, y la posibilidad del empleo de métodos in
vivo para introducir los genes.

Trastornos del SNC

Las enfermedades del SNC merecen una consideraciéon
especial. Las principales dificultades en el desarrollo de la te-
rapia génica para trastornos del SNC derivan de la falta de
conocimiento del defecto molecular y de la funcién bioqui-
mica alterada. La inaccesibilidad del 6rgano y de la mayoria
de sus células representa otra seria dificultad. Por dltimo,
muchos de los procesos que afectan al SNC son multigénicos
o multifactoriales. Probablemente, la utilizacion de virus con
cierto neurotropismo, como los de la familia herpes, permiti-
ra vehiculizar los genes en las células del SNC en las que és-
tos deban expresarse. El reciente descubrimiento de muchos
genes implicados en trastornos neuroldgicos permitird abrir
la puerta a la investigacion en terapia génica para este grupo
de enfermedades. Este es el caso de la corea de Huntington,
la ataxia dominante tipo 1, la neurofibromatosis 1y 2, la dis-
trofia miotdnica, el retraso mental ligado al sindrome del cro-
mosoma X fragil, la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, la
enfermedad de Alzheimer, la esclerosis lateral amiotrofi-
ca, etc. En algunos casos se tratard de anular una funcién
anoémala debida a la mutacién. En otras situaciones, la intro-
duccién del gen que no funciona proporcionara la correc-
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cion del fenotipo anémalo. Sin duda, en los proximos 5 anos
se produciradn grandes avances con traduccion clinica para
pacientes que en la actualidad no tienen tratamiento.

Trastornos neoplasicos

El cadncer debe ser considerado una enfermedad genética.
Los estudios sobre el papel de los oncogenes y los factores
del crecimiento en el desarrollo y la proliferacién celulares
han permitido mejoras considerables en el empleo de las te-
rapéuticas convencionales antineoplésicas. Sin embargo, los
modelos genéticos més interesantes han venido de la mano
de los genes supresores o antioncogenes. El retinoblastoma y
el tumor de Wilms se deben a mutaciones en genes recesi-
vos, siendo necesaria la presencia de dos genes mutados
para el desarrollo del tumor. De este modo, seria posible re-
vertir e incluso reparar la expresion de las células tumorales
mediante la introduccién de un gen normal. El aislamiento
de los genes del retinoblastoma, del tumor de Wilms, APC,
MCC, DCC, de la neurofibromatosis 1y 2, de la enfermedad
de Von Hippel-Lindau, entre otras (véase el capitulo corres-
pondiente) abre enormes perspectivas a la terapia génica y
para el control de numerosos procesos neoplasicos. En cier-
tas situaciones, la deteccioén de predisposicién para desarro-
llar un cancer determinado puede ser motivo suficiente para
introducir una copia adicional del gen lesionado, con el fin
de prevenir el desarrollo tumoral.

En contraste con lo que sucede con los genes recesivos
del céncer, la inactivacion del efecto dominante de una mu-
tacion en un oncogen sera una labor mucho mas dificil. Has-
ta ahora se han empleado secuencias complementarias al
RNA patolégico con el objeto de bloquear la expresion del
gen mutado. Una de las principales dificultades estriba en la
estabilidad de las secuencias introducidas y en la existencia
de vectores que permitan una transferencia adecuada.

En la enfermedad neoplasica la terapia génica actual pue-
de complementarse desde distintos aspectos: a) la sustitu-
cién de las células neoplésicas por células corregidas genéti-
camente o b) la introduccién de células modificadas en el
organismo, capaces de controlar el crecimiento de las célu-
las tumorales. Las terapias potenciales actuales en cancer se
han centrado en el segundo aspecto. Se ha trabajado en la
modificacién genética de los linfocitos especificos de tumor
y en las células tumorales. Se han desarrollado linfocitos
infiltrantes de tumor para depositar, en el lugar en el que se
encuentra el tumor, grandes cantidades de citocinas y otros
productos génicos con actividad antitumoral, los cuales ten-
drian toxicidad in vivo. La primera experiencia de terapia gé-
nica en cancer en seres humanos se realizé en 1991. A pesar
de la eficacia inicial obtenida, la capacidad de los linfocitos
para llegar al tumor o el mecanismo de actividad antitumoral
no se ha establecido de forma adecuada.

Se han realizado experimentos de transduccion de células
tumorales para facilitar su capacidad en la generaciéon de
una respuesta inmune. La expresion de ciertas citocinas y
otros productos puede facilitar el rechazo por parte del orga-
nismo de las células tumorales. El desarrollo de las denomi-
nadas “vacunas” tumorales supone una importantisima via
de investigacion en la terapia génica del cancer. Otras vias de
terapia génica en el cancer incluyen: @) introducir genes su-
presores de tumores en los propios tumores; b) inhibir la ex-
presion de oncogenes en las células tumorales; ¢) hacer re-
sistentes a las células de la médula 6sea a los efectos téxicos
de la quimioterapia, y d) introducir agentes t6xicos en las cé-
lulas tumorales.

Otras aplicaciones

Una de las enfermedades humanas candidatas a la terapia
génica es el déficit de hormona de crecimiento. Sin embar-
go, los mecanismos de control sobre la expresion de los ge-
nes de la mayoria de las hormonas no son bien conocidos to-
davia, con lo que la obtencién de concentraciones correctas

de produccién hormonal es dificil. De este modo, parece cla-
10 que, en estas situaciones, es mucho mas sencillo recurrir a
la ingenieria genética para obtener cantidades suficientes de
hormona para la administracién terapéutica a los pacientes.
Finalmente, para enfermedades no genéticas también es
posible que la terapia génica pueda aportar nuevas formas de
tratamiento, al poder convettir a las células modificadas gené-
ticamente en pequenas factorias de produccién y distribuciéon
de sustancias de interés bioldgico: factores tromboliticos, anti-
cuerpos monoclonales, derivados de factores del comple-
mento, factores neurotrépicos, etc. Sin embargo, las mismas
limitaciones sefaladas para las hormonas deben aplicarse en
el caso de otros productos de interés biolégico que requieran
concentraciones determinadas de proteina circulante.

Terapia génica germinal y somatica

La manipulacién genética efectuada en una célula germinal
o en un embrién se denomina terapia génica germinal, ya que
es el material genético constitucional, que serd transmitido a la
descendencia de todas las células, el que resulta modificado.

La correccién genética efectuada sobre las células somati-
cas implica un cambio en el fenotipo de éstas, las cuales
constituyen un grupo celular determinado. Este tipo de mani-
pulacién se denomina terapia génica somdtica, y en ella el
material genético constitucional del individuo se mantiene
inalterado.

En los experimentos de transferencia germinal, el DNA
ex6geno se incorpora a la totalidad de las células del orga-
nismo transgénico, mientras que en la transferencia somd-
tica, ésta se realiza en células de un tejido especifico, las
cuales son reimplantadas posteriormente en el animal de ex-
perimentacion. Las células mas frecuentemente utilizadas en
experimentos de transferencia de genes son las de la médula
6sea. Una de las principales ventajas es el cultivo facil y la
capacidad de reimplantacién en el animal de experimenta-
cién. Otras células han mostrado gran utilidad, especialmen-
te los fibroblastos y los hepatocitos.

La terapia génica somatica tiene importantes aplicaciones
en medicina ya que debe permitir corregir un volumen im-
portante de defectos del genoma hereditarios o adquiridos.
La aplicacion de la terapia germinal al ser humano plantea
indudables problemas éticos, pero su aplicacién a la investi-
gacién en animales permite la posibilidad de desarrollar mo-
delos experimentales de enfermedades humanas.

Animales transgénicos

En los ultimos 10 anos se ha producido un enorme desa-
rrollo en la obtenciéon de animales transgénicos, que consti-
tuyen herramientas de gran valor en la investigacién bio-
médica. En los primeros experimentos se transformaron
embriones de ratén con DNA en virus SV40 o retrovirus, en
el estadio de blastocito. En 1980 se emple6 la inyeccién en el
prontcleo de DNA transgénico en el genoma del ratén, con-
siguiéndose posteriormente determinar la expresion de los
genes integrados en los ratones transgénicos. El desarrollo de
los animales transgénicos ha proporcionado a los investiga-
dores la posibilidad de producir proteinas funcionales y estu-
diar los mecanismos reguladores de la expresion de genes en
el organismo. Los animales transgénicos han abierto las puer-
tas a estudios como la diferenciacion celular y tisular o la
transformacién neoplasica. Por otra parte, los animales trans-
génicos permiten la produccién especifica de proteinas con
finalidades diagnésticas o terapéuticas.

Las 4reas de investigaciéon de los animales transgénicos
son muy amplias, incluyendo autoinmunidad, afecciones
cardiovasculares, metabolismo, biologia del desarrollo, fac-
tores de crecimiento, etc. Desde el punto de vista practico se
estan desarrollando animales transgénicos para obtener Or-
ganos para trasplantes, estudio de actividad de mutagénesis,
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desarrollo de vacunas, modelos de resistencia a las enferme-
dades y produccion de anticuerpos monoclonales humanos.

Recombinacién homéloga

La recombinacién homoéloga permite el intercambio de
material genético entre los dos fragmentos de DNA que con-
tienen secuencias idénticas. Se produce durante la integra-
cién en el lugar cromosémico normal de un gen o de una
porcién de éste introducido en una célula. La recombina-
ciéon homoéloga constituye uno de cada 500-2.000 de los fené-
menos de recombinacién que se producen al azar (fig. 9.77).
Entre las aplicaciones de la recombinaciéon homologa al es-
tudio y tratamiento de las enfermedades genéticas se debe
citar: @) la obtencién de animales transgénicos en los que se
modifica de forma dirigida una regién determinada del DNA;
b) la terapia génica somatica; c¢) la creaciéon de modelos ani-
males de enfermedades humanas determinadas genética-
mente; d) el estudio de genes implicados en el desarrollo, y
e) la produccién de anticuerpos monoclonales humanos.

La microinyeccion pronuclear constituye la técnica de
eleccion para la produccion de animales transgénicos, aun-
que durante los ultimos anos se han descrito y aplicado otros
métodos (retrovirus, microinyeccién de fragmentos cromosé-
micos, transfeccién de espermatozoides y fertilizacion in vi-
tro) (fig. 9.78). En el ratén, las técnicas pronucleares se estan
reemplazando progresivamente por la introduccién de célu-
las progenitoras embrionarias en embriones receptores en es-
tadio de blastocito. En estos experimentos se usan secuen-
cias homologas a regiones genémicas del genoma receptor.
Las regiones homologas del animal transgénico favorecen la
recombinacién homoéloga dirigida en las células en cultivo,
en la que las células embrionarias indiferenciadas permiten
la seleccion de las células que contienen los recombinantes.

Modelos animales de enfermedades humanas
y terapia génica

La obtencién de modelos animales para enfermedades hu-
manas permite la realizacién de experimentos que serian im-
posibles en el hombre, a la vez que facilita el conocimiento

de la fisiopatologia de estos procesos. El empleo de la tecno-
logia de animales transgénicos ha permitido obtener mode-
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Fig. 9.78. Obtencion de un raton transgénico. Mediante una micro-
pipeta se inyecta la secuencia de DNA que se va a integrar en el pro-
nticleo masculino. El oocito se implanta en el titero de una hembra ra-
ton seudogestante. El animal que nacerd debe poseer en cada célula
una copia del gen inyectado en el oocito.

los de enfermedades humanas, en los que se han creado mu-
taciones equivalentes a mutaciones en seres humanos o se
han eliminado determinados genes. Recientemente se han
transferido cromosomas attificiales en levadura a células
embrionarias indiferenciadas de ratén, obteniendo la inte-
gracién a nivel germinal de estructuras génicas humanas de
gran tamano. Estos experimentos permitiran el estudio deta-
llado de la expresién de los genes de forma mucho més ade-
cuada que la actual.

En los experimentos realizados sobre animales portadores
de defectos genéticos los resultados obtenidos han sido muy

neo 5 6 4 5 6
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Fig. 9.77. Terapia génica mediante recombinacion homologa. A. Terapia génica de sustitucion de una secuencia por otra. B. Terapia génica por
insercion sin eliminar la secuencia que se va a modificar. (Tomada de CAPECCHI MR. Science 1989; 244 1.288-1.292.)
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satisfactorios, consiguiendo corregir el defecto de un modo
eficaz en la mayoria de las situaciones. En estos casos se han
realizado las correcciones de los defectos inyectando el DNA
gendémico o complementario (cDNA) que contiene el gen de
interés en el interior de huevos fecundados o de embrio-
nes. En el ratén se ha logrado corregir varios defectos de la
respuesta inmune mediante la terapia génica germinal, asi
como el déficit de ornitina-carbamiltransferasa, betatalase-
mia, fibrosis quistica, distrofia muscular de Duchenne, etc.
Las mutaciones en genes homoélogos a los seres humanos
de otros organismos tienen gran interés. Sin embargo, estos
defectos son poco numerosos, con lo que se debe recurrir al
desarrollo de cepas de animales portadores de tales mutacio-
nes, para poder estudiar mejor la fisiopatologia y la patogenia
de las distintas enfermedades genéticas que afectan al hom-
bre. En los udltimos anos se han desarrollado varios de estos
modelos mediante la integracién de DNA exégeno clonado,
en el genoma del prontcleo de un oocito fecundado de ra-
tén. Las mutaciones transmitidas a las células germinales im-
plican su transmisién a la descendencia, pudiendo disponer
de un modelo para la enfermedad. Empleando distintas meto-
dologias se ha conseguido crear modelos de ratones transgé-
nicos para el sindrome de Lesch-Nyhan, la anemia de células
falciformes, la betatalasemia, el retinoblastoma, la leucemia
mieloide crénica y la fibrosis quistica, entre otros procesos.

Consideraciones éticas de la terapia génica

Como en cualquier ensayo de un nuevo tratamiento en
medicina, los estudios sobre terapia génica en seres huma-
nos se realizan sin un conocimiento total y con grandes im-
perfecciones. Existe un consenso internacional sobre la tera-
pia génica en humanos con fines terapéuticos, en el sentido
de que ésta debe tener como objetivo principal mejorar la lu-
cha contra la enfermedad. De este modo, la mayoria de los
gobiernos y las organizaciones médicas estan de acuerdo en
que debe realizarse la manipulacién genética de las células
somaéticas con el objeto de obtener una mejoria clinica de
los pacientes.

En 1989 se realiz6 el primer experimento de manipulacion
genética de linfocitos infiltrantes de tumor tras infeccion in
vifro con un retrovirus que expresa el gen neo, empleado
como marcador selectivo, y la reimplantacion posterior en
las células neoplasicas donantes de los pacientes. Desde en-
tonces, existen varios protocolos clinicos de terapia génica
que incluyen enfermedades hereditarias, cancer y SIDA. Las
informaciones obtenidas con estos estudios debe orientar,
en gran parte, los futuros experimentos que se realicen en
este campo.

Si bien la modificacién genética de las células somaticas
tiene unas finalidades claras en el control de las enfermeda-
des, el papel de la manipulacién de las células germinales en
el hombre debera afrontarse sélo tras disponer del control de
todas las particularidades de la terapia génica en células so-
maticas. Finalmente, si bien esta fuera de dudas que la trans-
ferencia génica con finalidades terapéuticas esta totalmente
justificada, a pesar de las limitaciones actuales en el conoci-
miento global del sistema, su empleo con el objetivo de co-
rregir las caracteristicas de un individuo es un tema fuera
de toda defensa. Un aspecto distinto es el de la prevencion
de una enfermedad mediante correccién génica, no accesi-
ble actualmente, pero que debera plantearse en un futuro.

Produccion de proteinas
por ingenieria genética

Para ciertas enfermedades hereditarias existe la posibili-
dad de realizar un tratamiento sustitutivo mediante la admi-

nistraciéon de la proteina deficitaria. Aunque siempre es de-
seable disponer de la proteina de origen humano, existen
considerables problemas de disposiciéon y de contamina-
cion. En el caso de la hemofilia A, se administran concentra-
dos de factor VIII, el cual se obtiene a partir de miles de
muestras de donantes de sangre. Los pacientes hemofilicos
han sido contaminados a menudo por los virus de las hepati-
tis By C, asi como por el virus de la inmunodeficiencia hu-
mana (HIV) causante del SIDA.

Para las enfermedades en las que existe un tratamiento
sustitutivo, pero para las que la terapia génica no es todavia
posible, la produccién de la proteina mediante ingenieria ge-
nética permite superar la mayoria de los problemas de la te-
rapia sustitutiva actual, a la vez que permite disponer de can-
tidades inagotables de proteina con fines terapéuticos.

En la tabla 9.26 se relacionan algunas de las proteinas que
se producen mediante ingenieria genética de utilidad tera-
péutica. La ingenieria genética permite también la obtencién
de vacunas en las que sblo se produce la proteina o fracciéon
proteica virica, necesaria para la induccioén de la reaccién in-
munoloégica.

En los experimentos iniciales para la produccién de pro-
teinas humanas mediante ingenieria genética se emplearon
vectores de expresion en el seno de bacterias. Los vectores
de expresion consisten en un plasmido capaz de reproducir-
se de forma rapida, dando lugar a un gran nimero de copias.
El plasmido debe contener un promotor, el cual es general-
mente el promotor de los genes de la B-galactosidasa (lacZ),
el operdn triptéfano (#rp) o el gen de resistencia a la ampicili-
na (B-lactamasa). El gen de la proteina que se va a producir
se introduce justo al principio de la secuencia codificante
para la proteina asociada al promotor. Una vez que se obtie-
nen los clones bacterianos productores de la proteina desea-
da se puede proceder a su produccién a gran escala.

Uno de los principales problemas es la eficacia de la pro-
duccién por parte de las bacterias. Es posible introducir se-
cuencias que refuercen la accién del promotor. Del mismo
modo, debido a que un mismo aminoacido puede ser sinteti-
zado por codones distintos, existen codones que pueden au-
mentar la rapidez de la traduccién proteica.

Otro problema estriba en evitar que la propia bacteria eli-
mine la proteina extrana que se le ha hecho sintetizar. Este
problema puede ser solucionado obteniendo proteinas hibri-
das en las que existe un componente bacteriano o utilizando
bacterias mutadas en las que las actividades proteoliticas se
encuentran reducidas.

Las proteinas que deben ser modificadas posteriormente
tras la traduccién para que ejerzan su actividad normal no
pueden ser sintetizadas en el interior de las bacterias, ya que
éstas no poseen los recursos enzimaticos necesarios. De este
modo, es preciso proceder a la sintesis de estas proteinas en
el seno de células eucariotas. Los vectores que se utilizan de-

TABLA 9.26. Relacion de algunas de las proteinas producidas
mediante ingenieria genética de utilidad en terapia humana

Activador tisular del plasmin6geno
Antitrombina III

o,-antitripsina

Eritropoyetina

Factor VIII de la coagulacion

Factor IX de la coagulacién

Factor estimulante de colonias granulociticas (G-CSF)
Factor de crecimiento epidérmico (EGF)
Factor de necrosis tumoral (TNF)
Hormona del crecimiento

Insulina

Interferones a, (3, y

Interleucinas

Lipocortina

Proteina C

Urocinasa

Vacuna contra la hepatitis B
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ben poseer potentes promotores y secuencias enhancer que
aumenten considerablemente la transcripcion. Por otra par-
te, los experimentos realizados con ciertas proteinas han per-
mitido observar que existen regiones proteicas que no son
estrictamente necesarias para su funcién, pudiendo eliminar
las secuencias de DNA que codifican para estas porciones
no imprescindibles para la funcién bioldgica. Otro de los
problemas en la produccion in vitro de proteinas deriva de la
especificidad celular en las modificaciones que son necesa-
rias para la obtencién del producto biolégicamente activo.
En ciertos casos sélo un tejido determinado es capaz de tales
modificaciones. Por 1ltimo, el cultivo y la proliferacién de la
mayoria de las células eucariotas diferenciadas s6lo son posi-
bles si éstas han sido sometidas a transformacién mediante
infeccion virica.

Recientemente se ha podido comprobar la posibilidad de
la produccién de hormonas y proteinas séricas en células
distintas de las normales. La transferencia de genes in vitro es
la base para la terapia génica de las hemofilias, los déficit
hormonales, algunas formas de diabetes insulinodependien-
te y el déficit de a-antitripsina. En los experimentos que se
han realizado en animales, los genes introducidos en éstos
son capaces de expresar su producto proteico, a pesar de en-
contrarse en tejidos distintos a los normales.

Sin duda, el avance que se produciré en el contexto de las
investigaciones del Proyecto Genoma Humano proporciona-
r4 conocimientos y herramientas que permitirdn una medici-
na terapéutica muy distinta a la actual, la cual sera accesible
en un plazo relativamente corto. El desarrollo de nuevas for-
mas de tratamiento de las enfermedades, ya sea mediante la
modificacién del genoma o empleando elementos biol6gi-
cos producidos mediante ingenieria genética, requiere multi-
ples ensayos que no pueden detenerse, pero para los que es
necesario un control muy estricto y agil por parte de las so-
ciedades cientificas y de los beneficiarios de los avances que
se deriven.
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