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LISTA DE ABREVIATURAS UTILIZADAS

ADN Acido desoxirribonucléico

ADNc Aclide desoxirribonucléico complementario
ARN Acido ribonucléico

ARNm Aclido ribonucléico mensajero

cM Centimorgans

dcTp Desoxicitidin S5-trifosfato

EDTA Acido etilén diaminotetra acético

FCU Fenllcetonérico

Hb Hemoglobina

oTC Oorniti{n transcarbamilasa

RFLP Polimorfismos de 1la longitud de los

fragmentos de restriccién
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DIAGNOSTICO PRENATAL DE ALGUNAS ALTERACIONES
GENETICAS HUMANAS.

INTRODUCCION.

Indiscutiblemente, el dlagnéstico prenatal es un as—
pecto importante de la practica de la genética humana.
A principlos de los afios sesentas las tnicas técnicas po-
sibles para el diagnéstico prenatal de algunas alteracio~
nes fueron la exploracién fisica y la radiologia. En los
afos setentas, el ultrasonido y la amniocentesis dQurante
el segundo trimestre del embarazo hacen su aparicién y
con la aplicacién de técnicas citogenéticas es posible
detectar anomalias cromosémicas en el feto. Ademés, con
el uso de una amplia variedad de técnicas blioquimicas so-
bre el liquido amniético, es posible detectar defectos
metabélicos hereditarios. En los afios ochentas entra en
"uso la blopsia coriénica como una fuente mis de material
diagnéstico. Dicho material se obtiene durante el primer
trimestre del embarazo, constituyendo asi un progreso con
siderable en cuanto a tomas de muestras para estudios clf
nicos (Evans, 1986).

En la 6ltima parte de este siglo se han desarrollado
grandes avances en el Area de la biologia celular, bioclo-

gfa molecular, bloquimica, citogenética e inmunologia,



lo cual ha abierto nuevas vias de andlisis para el diag-
néstico prenatal. Una buena cantidad de las enfermedades
humanas son atribuidas directa o indirectamente a nuestra
herencia y graclas a los avances modernos, es ahora posi-
ble detectar una gran variedad de enfermedades durante
el desarrollo fetal (Evans, 1986).

En el pasado eran tan desconocldos los aspectos pre
natales que no se podia preveer el nacimiento de un nifio
portador de una malformacién o de un.a enfermedad heredita
ria. El nacimiento de un nifio anormal se consideraba como
una fatalidad y asi se desarrollaba un sentimiento de cul
pabilidad, ya que se descubria en las familias una tara
gue por desgracia se transmitia con cierta frecuencia a
la descendencla; la medicina no podia predecir préctica
mente nada en torno a este tipo de problemas y el aborto,
atn el te:apéutl_co, no podfa siquiera contemplarse. Las
parejas renunciaban a procrear o, confiando en el desti-
no, vivian con la esperanza de que el siguiente producto
seria normal (Odile, 1985).

Las enfermedades genéticas frecuentemente tienen su
origen en la transmisién de un material hereditario defec
tuoso en el momento de la concepcién, por ingesta de far-
macos citotéxicos o mutagénicos o por infecciones virales
durante la gestacién ( Thompson y Thompson, 1973).

Desde que la patologfa infecciosa y las alteraciones



de la desnutricién han sido erradicadas de los paises in
dustrializados, las malformaciones congénitas y las enfer
medades genéticas han acentuado su presencia, tanto en
clfras de mortalidad como de moxrbilidad, especialmente
dura.nt:e el primer afo de vida ( Galjaard, 1986).

Se ha observado que después de reallzados los estu
dios genéticos, gran proporcién de parejas a las cuales
se les informa acerca del alto riesgo genético, abandonan
la idea del embarazo y optan por una adopcién. Atn mas,
para muchas parelas, la posibilidad de un dlagnéstico pre
natal de enfermedades genéticas es muy importante puesto
que abre la posibilidad del aborto terapédutico en caso
de que se demuestre gue el feto estad afectado ( Odile,
1985; Turnbull y MacKenzle, 1983).

Hasta la fecha, las aberraciones cromosémicas, el
sexo fetal y unos ochenta errores del metabolismo pueden
ser diagnosticados por anilisis de células fetales duran-
te el segundo trimestre del embarazo (Galjaard, 1986).

Recientemente, se ha dado un paso muy importante con
la {ntroduccién del muestreo de vellosidades del corion
Y su analisis bloguimico y citogenético directo. Alrede-
dor de la octava semana de embarazo se puede obtener una
muestra de 5 a 15 mg de tejido coriénico, lo cual permite
un dlagnéstico prenatal del sexo embrionario y aberracio-

nes cromosémicas; si se encuentra una anormalidad, el em—



barazo puede llegar a término pocos dias después del mues
treo, cuando el embrién tiene de uno a tres centimetros
{novena semana de desarrollo embrionario). Por lo tempra-
no del diignostico y tratamiento, el impacto psicolégico
para los padres es mucho menor que cuando se analizan las
células del liquido amniédtico, en cuyo caso los resulta-
dos se obtlenen entre la décimoquinta y vigésima semanas
de embarazo por lo gue ademas el rlesgo del posible abor-
to es mayor (0dile, 1985; Galjaard, 1986).

La combinacién del muestreo de vellosidades del co-
rion y el andlisis por técnicas usadas en ingenierfa geng
tica permiten un diagnéstico prenatal radpido de enfermeda
des genéticas tales como hemoglobinopatias fetales

{Goossens _et al., 1983), distrofla muscular de Duchenne

( Ionasescu et_al,, 1986 )}, enfermedades lisosomales

( Poenaru et al., 1984a ), mucolipidosis Il (Poenaru
et al., 1984b ), enfermedad de Tay-Sachs (Besancon

et al., 1984), etc.

Este trabajo tiene como objetivo presentar y anall
zar los métodos de diagnéstico prenatal de algunas en
fermedades genétlicas, bon metodologias a nivel molecu-
lar {( no clitogenéticas ).

Con la aplicacién clinica de la tecnologia de ADN
recombinante, se han logrado grandes avances en el diag

néstico prenatal de enfexrmedades genéticas, haclendo posi



ble detectar alteracliones directamente en la estructura
del gene usando ADN de células de liquido amniético o de
trofoblastos atin cuando los productos del gene mutado no
sean expresados en estas células. Mas atn, con la utiliza
cién de sondas de ADN gue detectan el polimorfismo de un
sitlio de restricclén, aumenta la posibilldad de un diag-
néstico prenatal para cualquler desorden genético unido
al polimorfismo, independientemente de sl se conoce o no

el defecto genético primario (Epstein et al., 1983).




ANTECEDENTES METODOLOGICOS PARA EL DIAGNOSTICO
PRENATAL .

RADIODIAGNOSTICO.

Hasta brlnclpios de los afios sesentas los exdmenes
radliolégicos eran los tnicos métodos de exploracién del
feto. 8in embargo, con estos estudios muy limitadamente
se puede preveer el nacimiento de un nifio portador de al
guna enfermedad hereditaria. Este método de diagnéstico
fue descubierto por Guillermo C. Roentgen quien estable-~
clé algunas de sus propiedades como son:

a) La impresién de placas fotograficas,
b} Produccién de fluorescencia en clertas sustancias

b 4
c) La lonlzacién del aire.

También establecié que los organismos eran atraveza
dos por los rayos X y que los tejidos blandos absorbifan
menos a estas radiaciones que los huesos. Este sistema,
como método de diagnéstico prenatal, ha caido en desuso
por el temor de que las radiaciones pueden ejercer un e-
fecto teratégeno en el feto al ocasionar un aumento en
la frecuencia de disyuncidn cromosémica durante el pri-
mer trimestre del embarazo. S4lo durante el dltimo tri-

mestre del embarazo son poslblemente innocuos para el



feto. Su utilizacién es para diagnosticar algunas malfor
maciones congénitas de tipo esqueléticas y neuronales

(Cuadro No. 1) (Turnbull y HacKenzie, 1983).

CUADRO No. 1.- Ejemplos de algunos desérdenes estruc-
. turales diagnostlicados por radlograffa.

ANOMALIAS CRANEALES ANOMALIAS GASTROINTESTINALES
Espina bifida Megacolon congénito
Osteoporosis Ano lmperforado

Ple equino varo
Polidactilia de pie
Hipoplasia de fémur
Agenesia de dedos

ANOMALIAS NEURONALES OTROS
Anencefalia Hidrops fetalls
Hidrocefalla

Microcefalia




ULTRASOROGRAFIA.

8e basa en el fenémeno piezoeléctrico de algunos
cristales, como el titanato de bario que transforma una
corriente eléctrica en energia mecanica (ondas sonoras])
y viceversa. Cuando la corriente mecadnica choca con el
cristal, genera un haz ultrasénico pulsatil con una du-
racién de microsegundos, unidireccional y con minima di
vergencia, leo gue permite ubicar con precisién las su-
perflcles reflejantes a través de la captacién de los e
cos producidos ( Pilu, 1986 ). Los pulsos ultrasénicos
son dirigideos contra el abdomen materno y las densida-
des acdsticas de los tejidos subyacentes (&tero, placen-
ta, lfquido amniétlico, feto y partes fetales) producen
ecos diferenclales, los cuales son captados sobre un tu-
bo de rayos catddlicos { Sybert y Holbrook, 1387 ).

Este tipo de examen carece de los peligros que en-
trafian los métodos radiolégicos ( Schmid, 1986 }.

Con el reciente avance en los instrumentos ultrasé-
nicos, hoy es posible obtener un alto grado de exactitud
diagnéstica. La importancia para el genetista radica en
la hablilidad de este método para revisar en forma secuen
cial y rd&pida los diferentes &rganos y tejidos {( Epstein
et al., 1383 }.

La principal aplicacién de la ultrasonografia en el



diagnéstico prenatal es en cuanto a malformaciones de la
estructura fetal, particularmente del esqueleto, asi co-
mo también para diagnéstico de defectos del tubo neural,
anencefalia, espina bifida, etc. ( Schmid, 1986 ).

Las anormalidades estructurales pueden ser diagnos-
ticadas con gran certeza ( Cuadro No. 2 ) ( Campbell y
Pearce, 1983 ). Es de especial mencién su uso en el dlag
néstico de arritmias cardiacas congénitas (Cuadro No. 2)
{Epstein et _al., 1983; Chervenak et al., 1986).

El ultrasonido es una técnica no invasiva, utiliza-
da tamblén como una gufa para visualizar las maniobras
de puncién para la amnlocéntesis, fetoscopia, muestreo
de sangre fetal y muestreo de vellosidades del corion
{8ybert y Holbrook, 1987}.

A la fecha, los exaAmenes ultrasonograficos son par-
te rutinaria de la préctica obstétrica. En el diagnésti-
co prenatal es una técnica que requiere una considerable
experiencia y la interpretacién de los modelos anormales
puede ser dificil.

Finalmente, su carActer indoloro, no agresivo y se-
guro, su aparente simplicidad y los buenos xesultados ob
tenidos, explican el éxito de esta tecnologia y su acep
tacién dentro del cuerpo médico y entre el péblico en ge

neral ( Bakketeig et al., 1984 ).



CUADRO No. 2.- Anomalfas estructurales diagnosticadas
por ultrasonido antes de la vigésimosex
ta semana de gestacién.

ANOMALIAS NEURONALES Y CRANEALES.
Anencefalia
Encefalocele
Hidrocefalia

TUMORES FETALES
Teratoma
Neuroblastoma

ANOMALIAS GASTROINTESTINALES
Hernia umbilical
Hernia diafragmatica
Atresia dQuodenal
Atresla yeyunal

ANOMALIAS DEL TRACTO URINARIOC
Uropatia obstructiva
Displasia renal

ANOMALIAS CARDIACAS
Atresia mitral
Cardiomiopatfa hipertréfica

10



FETOSCOPIA.

La fetoscopia es la visuvalizacién intrauterina dai-
recta. Se puede obtener fotografia del feto y nos per-
mite el acceso a la sangre fetal y otros tejidos. Los
primeros intentos fueron reallzados a medlados de los a-
fios cincuentas por via transcervical. El avance en el de
sarrollo de pequefios endoscoplios a principios de los se-
tentas ha permitido utilizar por via transabdominal un
endoscopio de fibras épticas de 2.2 mm de didmetro con
un relativo bajo riesgo de pérdida fetal; esta técnica
permite una visién de 2 a 4 em cuadrados, con una ampli-
flcacién de 2 - Sx. ( Epsteln et al., 1983 ).

La visualizacién fetal se realiza entre la décimo-~
quinta y décimooctava semanas de gestacién, dado gque a
esta edad el 1liquido amniético es transparente y el feto
es pequefio, con lo que se facilita el manejo de orienta-
cién del endoscopio. La obtencién de sangre fetal en es-—
te método generalmente se realiza entre la décimooctava
Y vigésimo primera semanas de gestacién, ya que tanto el
calibre de los vasos umbilicales como el volumen sangui-
neo es mayor (Rodeck y Nicolaides, 1983 y Alter, 19684).

Algunos de los principales usos de la fetoscopfa al
obtener la sangre fetal son para el anélisls de hemoglo-

binopatias y deteccién prenatal de talasemias, defectos

11



de coagulacién, desérdenes citogenéticos y metabédlicos,

inmunodeficiencias e infecciones ( Cuadro No. 3 )

{Chervenak et _al., 1986; Sybert y Holbrook,

,Rodeck y Nicolaides, 1983; Linch y Levisnky,

Forestler et al., 1986; Mibashan y Millar,

1983 ).

1987;
1983;

CUADRO NO. 3.- Desérdenes hereditarlos donde estd in-
dicado el muestreo de sangre fetal.

HEMOGLOBINOPATIAS
f-talasemia

Anemia de células falciformes

DESORDENES DE COAGULACION
Hemofilia A y B
Trombocitopenia

DESORDENES METABOLI1COS

Deficiencia de g-l-antitripsina

Galactosemia
Homocistinuria
Mucopolisacaridosis

INFECCIONES FETALES
Rubeola
Toxoplasmosis
Citomegalovirxus

OTRAS
Cariotipo

Distrofia muscular de Duchenne
Grupo fetal (1soinmunizacién Rh)

Otro uso m&s limitado de la fetoscopia es la obten

cién de biopsias de piel para el dilagnéstico prenatal de

algunas enfermedades hereditarias de la piel; sobre todo

aguellas en que existen cambios histopatolégicos y que

12



pueden ser dilucidadas por microscopia electrénica o de
luz y estsn presentes en el estado fetal (Cuadro No. 4)
(Sybert y Holbrook, 1987 y Rodeck y Nicolaides, 1983).

La blopsia de higado fetal también puede ser reali
zada por fetoscopia, sobre todo en aquellas enfermedades
en gue el defecto es expresado exclusivamente en hepato-
citos, por ejemplo, f£fenilcetonuria y deficiencia de
ornitintranscarbamilasa ( Rodeck y Nicolaides, 1983 ).

La v!;uallzaclbn fetal es usada en el diagnéstico
cuando el ultrasonido no da una resolucién adecuada o
existe un diagnéstico dudoso, por ejemplo, en pegueflas
anormalidades como: lablo leporino, polidactilia, etc.
(Cuadro No. 5) ( Epstein et al., 1983 ).

La fetoscopia, cuando es realizada por personal ex—
perimentado, para la obtencién de muestra sanguinea fe-
tal o bilopsias tiene un riesgo de 5% de pérdida fetal;
cuando es usada fGnicamente para visualizacién, el porcen
taje es mucho menor.

Pentro de las complicaciones podran mencionarse:
sangrado materno, infeccién, dafio al intestino o vejiga
de la madre. La fetoscopia estd limitada a pocos centros
de estudio y con el rapido progreso en el campo de la
ultrasonografia, raramente es indicada (Epstein et al.,
1983; Sybert y Holbrook, 1987; Rodeck y Nicolaides,
1983 ).

13



CUADRO No.

4.-

Enfermedades donde est4i indicada 1la
fetoscopia para obtencién de biopsia de
plel.

Epidermolisis bulosa letal
Epidermollisis bulosa distréfica
Albinismo oculocuténeo
Hiperqueratosis epidermolitica
Sindrome de Sjogren-Larson

CUADRO No.

5.~

Desérdenes dlagnosticados o excluidos
por visualizacién fetal con fetoscopia.

Microftalmia

Sindrome de fenitoina fetal
Paladar hendido

Labio leporino

Feminizacién testicular
onfalocele

Polidactilla

Ectodactllia

Hicrosomia hemifacial
Pterigia miltiple

14



AMNIOCENTESIS.

A principios de los afios setentas se introduce 1la
amniocentesis como una técnica de dlagnéstico pxenatal
ae uso rutlnario. Se refiere a la obtencién de liguido
amnlétlco'a través de una puncién transabdominal dirigi-
da al saco amniético y realizada entre la déclmoquinta
y vigésima semanas de gestacién, puesto que es a esta e-
dad cuando ya se puede obtener un volumen adecuado para
el anadlisis. La ultrasonografia se utiliza como guia pa-
ra visualizar la posicién del feto y la placenta y precj
sar el sitio de puncién ( Turnbull y MacKenzie, 1983 ).

Con el ‘ligquido amniético se ofrece un gran poten-
cial para propésitos de diagnéstico prenatal, sobre todo
en la determinacién del sexo fetal, anormalidades cromo-
sémicas, defectos del tubo neural y defectos metabdlicos
en gue la proteina defectuosa es expresada en estas célu
las ( Sybert y Holbrook, 1987; Patrick, 1983; GCosden,
1983; Brock, 1983; Ferguson~-Smith 1983b) (Cuadro No. 6).

La amniocentesis es una prueba rutinaria para estu-
dlos cromesémicos en mujeres de 35 afios o mas para des-
cartar aberraciones cromosémicas ya que estudios realiza
dos por Ferguson-Smith en 1983 mostraren un incremento
exponencial en la incidencia de trisomfa 21 y otras tri-

somias directamente relacionadas con la edad materna

15



{Figura No. 1 ) ( Ferguson-Smith, 1983a ).

También se pueden diagnosticar algunas genodermato-—
sis ( Cuadro No. 7 } ( Sybert y Holbrook, 1987 ).
' Las desventajas del método incluyen el avanzado
tiempo de gestaclén necesario para la amniocentesis, la
tardanza entre el muestreo y la obtencién de resultados,
sobre todo si es necesarlo un cultive celular, lo cual
requiere de 2 - 4 semanas. Todo esSte tiempo de espera
causa una gran tensién mental a la pareja. Ademds, si el
resultado indica un feto afectado y se lleva a término
el embarazo, generalmente se utiliza la induccién con
prostanglandinas o solucién salina, leo cual tiene una ma
yor morbilidad y mortalidad materna ademds del chogue
pslicolégico (Turnbull y MacKenzie, 1983; Sybert y
Holbrook, 1987 }.

®.0

. =.0
Trisomia a1

cmD -.0

2.0

) T T T
s -0 as so
maac materna cafhosd

Flgura No, 1.~ Relaclén de edad materna y porclento
de trisomfa 21. Estudlios realizados por amniocente-
sis,

16



CUADRO 'No.

6.~pDesérdenes

metabdlicos diagnosticados

por amniocentesis,

DESORDEN METABOLICO

Enfermedad de Fabry
Enfermedad de Farber
Enfermedad de Gaucher
Enfermedad de Tay-Sachs
Galactosemia

Aciduria arginosuccinica
Homocistinuria
Citrulinemia
Hipexamonemia II
Aciduria ramificada
8indrome de Lesch Nyhan

DEFICIENCIA

a-Galactosidasa A
Ceramidasa

f-Glucosidasa
Hexosaminidasa A
Galactosa-l-fosfato-
uridil-transferasa
Arginosuccinato liasa
Cistationina f-sintasa
Arginosuccinato sintetasa
Ornitin-transcarbamilasa
a-cetodcido-descarboxilasa
Hipoxantin-fosforribosil-
transferasa

CUADRO No. 7.~ Genodermatosis diagnosticadas or
. tudio de células de liquido amnfztico.

Ataxia-Telangiectaslia
Anemia de Fanconi
Xeroderma pigmentoso
Porfiria hematopoyética
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MUESTREO DE VELLOSIDADES CORIONICAS.

Este método de muestreo fue desarrollado a finales
de los afios sesentas, pero debido a la alta incidencia
de pérdida del producto el método fue abandonado. No fue
hasta mediados de los setentas cuando volvié a practicar
se exclusivamente para determinacién del sexo fetal
(Epstein et al., 1983; Sybert y Holbrook, 1987; Simoni
y Rosella, 1986 ).

El corion es el tejido fetal mAs accesible en el
primer trimestre del embarazo. Las vellosidades coriéni-
cas son obtenidas desde su sitio de implantacién o del
corion extraplacentario, entre la octava y doceava sema-
nas de gestacién ( Figura No. 2 ).

El equipo usado es un endoscoplio de 1.7 mm de diéme
tro, sostenido en una canula de dos vias, una para la
instilacién de solucién salina (dilatacién) y la otra pa
ra la introduccién de las pinzas de biopsia. La toma de
muestra es por via transvaginal. Con el uso de un buen
equipo de ultrasonido como gufa, la técnica estd relati-
vamente libre de complicaclones y es posihle hacerla sin
anestesia general ( Rodeck y Morsman, 1983; Gustavii,
1984). También se han tenido buenos resultados muestrean
do las vellosidades del corion por via transabdominal

(Maxwell et _al., 1986 ).
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La técnica ha tenido grandes problemas éticos y mo-
rales debido a que, cumpar&ndola con la amniocentesis
tiene un mayor riesgo de pérdida del producto ya sea por
trauma, infeccién o sangrado. Debe tomarse en cuenta que
conforme aumenta la experiencia en la toma de muestra,
disminuye el riesgo (Roy, 1986).

El material obtenido en la biopsia de vellosidades

coriénicas puede ser utilizado para la determinacién
del sexo fetai, cariotipo fetal (Simoni y Rosella, 1986;
Ferguson-Smith, 1983 ), deteccién de anemia de células

falciformes ( Goossens et al., 1983), talasemias ( Cao

et al,, 1986), ciertas deficiencias enzimaticas como la
enfermedad de Pompe, Tay-Sachs (Poenaru et al.,1§84a;'
Besancon et _al,, 1984 ) de hemofilias A y B ( Delpech

et al., 1986; Mulcahy et _al., 1984; Tonnesen et _al.,

1984) y de varias genodermatosis ( Sybert y Holbrook,
1987) ( Cuadro No. 8 ).

Las ventajas gue presenta el muestreo de vellosida-
des coriénicas son:
A) El diagnéstico se realiza durante el primer trimes-
tre del embarazo de manera que si el embrién se en-
cuentra afectado, se puede reallizar la terminacién
del embarazo sin grandes efectos psiguicos en 1la
pareja.

B) El tiempo entre el muestreo y los resultados es mu-
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cho mas corto que el requerido para el cultivo de

células del liquido amniético.

La desventaja es la alta proporcién de pérdida del
producto (3 - 5 %) cuando es comparada con la amniocente
8is { < 0.5 % )} ( Sybert y Hollbrook, 1987; 0Old et al.,

1986).

Pate

Vallesidadae
Cazlonivaa

Sndenaspis

Muestreo de vellosidades coridnicas por

Figura No. 2.~
técnica de vislién directa.
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Cuadro No.

8.-

Desérdenes dlagnosticados por muestreo
de vellosidades coriénicas.

a-Talasemia

p-Talasemia

Sindrome de Lesch-Nyhan
Fenlilcetonuria

Hemofilia A y B

Deficiencia de ornitin transcarbamilasa
Enfermedad de Farber

Anemia de Fanconi

Enfermedad de Fabry
Citrulinemia

Cistinosis

Anemia de células falciformes
Cetonuria ramificada
Homocistinuria

Aciduria metilmalénica
Hiperoxaluria

Xeroderma plgmentoso
Albinismo
Ataxia-Telangiectasia

Deficiencia de «-l-antitripsina
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AVANCES METODOLOGICOS EN EL DIAGNOSTICO PRENATAL.

Los grandes adelantos realizados en el campo de la
blologia molecular y el surgimiento de la ingenieria ge
nética han tenido profundas implicaciones dentro de los
métodos de diagnéstico prenatal a través de la tecnologia
del ADN recombinante.

Estas metodologias nos permiten alslar con relativa
facllidad genes para su andlisis en cantidad suficlente
y en forma completamente pura. Asi, se puede analizar la
disfuncién de un gene a nivel de ADN. Hoy se sabe gue el
ADN de cada célula somAtica del cuerpo es ldéntico al ADN
de otras células, de tal manera que un defecto especifico
de un gene puede ser detectado adn en una muestra de teji
do donde el gene en cuestién no es expresado ( Humphries

y Williamson, 1983 ).

TECNOLOGIA DEL ADN RECOMBINANTE.

A} Enzimas de restriccidn.

B) Electroforesis en gel de agarosa.
C) Transferencia de Southern.
D) Sondas moleculares.

E} Marcado de sondas moleculares.

F) Hibridaclén moleculares.

G) Autoradjografia.

H) Polimorfismos en la longlitud de los £rag-
mentos de restricciédn (RFLP).
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A) Enzimas de restriccién.

Son un grupo de enzimas de origden fundamentalmente
bacteriano. Algunos autores piensan gue en el organismo
portador actfan como un mecanismo de defensa contra la
invasién de ADN extrafio, como virus, ya que son capaces
de reconocer y romper secuencias especificas de ADN de
doble hilo. Asi, para el diagnéstico prenatal de algunas
enfermedades humanas, estas enzimas son utllizadas para
romper el ADN humano obteniéndose fragmentos especificos
para una posterior manipulaclén y andlisis.

Una caracteristica importante acerca del reconoci-
miento de secuencias por parte dg estas enzimas es la de
que generalmente actdan sobre formas palindrémicas, esto
es, la secuencia de bases en una banda del ADN es repeti
do en orden 1nv8{so en la otra banda.

Un ejempld de enzima de restriccién es la Eco RI,
que;zeconoce la secuencia: »
* e-a-A-T-T-c " IR * A-A-T-T-C ¥
” C-T-T-A-A-G T » C-T-T-A-A " Y rer
Y el rompimiento genera extremos cohesivos 5'.

Muchas enzimas de restricclén semejantes a Eco RI,
generan fragmentos de ADN con extremos coheéivos 5'; o-
tros como Pst I generan fragmentos con extremos cohesi-

vos 3'; mientras que otras enzimas de restricclién como
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Bal I, generan fragmentos con extremos romo {( Manlatis
et al., 1982 ) ( * indica los sitios de corte ).
La enzima de restriccién Pst I reconoce la siguien
‘te secuencia y genera extremos cochesivos 3':
- C-T-C-G-A'—G » * c-r-c-G-a " eV
T c" Yo A-G-c-7-C ¥
La enzima de restricciém Bal I reconoce la sigquien
te secuencla y genera extremos romo:
” 'r-a—ctc-c—a ” ¥ opeg-g ™. " e-c-a ™
¥ A-C-C-G-G-A" * Alg-e ™ o c-G-T *
En‘foxma general, las diferentes enzimas de res-
triccién reconocen diferentes secuencias, sin embargo,
hay enzimas alsladas de diferentes fuentes que rompen

la misma secuencia blanco y a estas enzimas se les cong

ce como isosquizémeros; por ejemplo, Mst II obtenida de

Microcoleus sp. Y la Cvn I de Chromatium vinosum, ambas

reconocen la siguiente secuencia y el rompimiento genera

extremos cohesivos 5' (N es cualquier nucleétido):
*

* ¢-Cc-T-N-A-G-G "' " c-c " T-N-A-G-G ¥

———) .

3 . »

+
G-G-A-N~T-C-C G-G-A-N-T * * c-c ™
*
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B} ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA.

El método mé&s comén para separar, identificar e in
cluso purificar fragmentos de ADN, es la electroforesis
en geles de agarosa. Es una técnica sencilla y répida ca-
paz de separar fragmentos de ADN a partir de una mezcla
de la que no pueden ser separados por otros métodos (por
ejemplo, centrifugacién por gradliente de densidad).

La velocidad de migracién electroforética del ADN
a través del gel de agarosa depende del tamafio molecular,
concentracién de agarosa, conformacién del ADN y corrien
te eléctrica aplicada. La velocidad es inversamente pro-

porcicnal al logaritmo del peso molecular (Sharp et al.,

1973; Johnson y Grosmann, 1977).

Existe una relacién lineal entre la movilidad eleg
troforética del ADN y la concentraclién del gel, de mane-
ra que, dentro de ciertos limites, a mayor concentracién
de agarosa, mayor eficiencia de separacién para fragmen-
tos de ADN de menor peso molecular. Generalmente se usa
una concentracién de 0.8 a 2.5 %.

Dependiendo de la conformacién del ADN, este presen
taré diferentes velocidades de migracién, por ejemplo,
el ADN de los plasmidos puede tener las siguientes confor
maciones:

a) La forma I se refiere al ADN clrcular cerzado super-
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enrrollado.

b) La forma II se reflere al ADN circular ablerto, donde
se presentan cortes sobre uno de los hilos del ADN,

c) La forma III se refiere al ADN lineal.

Asi, las movilidades relativas de las tres formas
son dependientes principalmente de la concentracién de
agarosa en el gel, de la corriente aplicada, de la fuer-
za 1lénica del amortiguador y de la densidad de super-
enrrollamiento de la forma I de ADN (Johnson y Grossman,
1977). Bajo algﬁnas condiciones la.fotma I de ADN migra
més répldo que la forma II1 y viceversa.

El rango efectivo de separacién en geles de agaro-
sa, disminuye conforme aumenta el voltale. Para obtener
una mAxima resoluclén, los geles son corridos a no mas

de 5 v/cm ( Maniatis, et al., 1982).
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C) TRANSFERENCIA DE SOUTHERN,

Esta técnica fue desarrollada por Edwin Southern en
1975. Bs un producto de la tecnologia de ADN recombinan-
te utilizada ampliamente para la detecclién directa de ge-
nes especificos en el ADN humano.

Puede ser utilizada no sélo para localizar secuen-
clas Especificas de ADN clonado, sino también para iden
tificar secuenclias en un ADN total digerido (Maniatis
et al., 1982 ).

El objetivo de la técnica es transferir los fragmen
tos de ADN separados por electroforesis en un gel, a un
soporte sélido como puede ser el filtro de nitrocelulosa,
de tal manera que queden inmovilizados. Asi se preservan
las posiciones relatlivas de los fragmentos de ADN que te-
nian en el gel de agarosa, de manera que con técnicas sub
secuentes se pueda realizar la localizacién de las bandas
de algunas secuencias particulares de ADN.

Los fragmentos de ADN separados por electroforesis
en gel son desnaturalizados colocando al gel en una solu-
cién alcalina. Hecho esto, se coloca al gel en una solu-
cién amortiguadora neutralizante. Posteriormente, en un
recipiente que contiene una solucién salina concentrada
se coloca una tira de papel filtro y sobre éste el gel

de agarosa. Después, sobre el gel se aplica una hoja de
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nitrocelulosa (u otro soporte sélido como por ejemplo,
£iltros de nylon, papel diazo, etc.) y sobre ésta, papel
absorbente. Asf{, la solucién salina, al moverse por capl-
laridad, arrastraréa los fragmentos de ADN hacia el £iltro
de nitrocelulosa obteniéndose una réplica del gel de aga-
rosa (Flgura No. 3) (Southern, 1975; Gussella, 1986).
Los fragmentos de ADN en el rango de 0.5 - 50 kilo
bases pueden ser transferidos por este método. Fragmentos
mds grandes se transfleren ineficientemente mientras que
los mAs pequefios no se unen blen al flltro de nitrocelulo

sa (Humphries y Williamson, 1983).
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Figura No. 3.- Dlagrama de organlzacién de materlal-
es para la transferencia de Southern. Los componen-
tes son: (1) peso, (2) placa de vidrio, (3) y (4)
sanitas (elemento absorbente), (5) papel Whatman
3MM, (6) filtro de nitrocelulosa, {(7) gel de agarosa
(8) placa de vidrio, {9) amortiguador, (10) soportes
{11) recipiente.

29



D)} SONDAS MOLECULARES.

La detecclén de secuenclas particulares dentro de
una muestra de ADN digerida con una o mis enzimas de res-
triccién depende de muchos factores siendo uno la sonda
utilizada.

Las sondas pueden ser obtenidas de bibliotecas de
ADN gendémico o de bibliotecas de expresién de ADN comple
mentario.

El punto de partida generalmente es la purificacién
de la proteina de la cual se puede obtener datos sobre
la secuencia de aminodcidos y con esta informacién gene
rar oligonucleétidos (de 14 a 20 nucleétidos) que corres
pondan a reglones particulares de la secuencia de aminoa-
cidos de la proteina en cuestién. Una o mis de estas son-—
das se pueden utilizar para sondear bibliotecas de ADN
genémico o complementarios para as{ aislar el gene parti-
cular (Cuadro No. 9) (Montgomery et al., 1978; Goeddel
et al., 1980; Suggs et al,, 1981).

Otra forma es la de obtener anticuerpos {monoclona-
les) especificos contra la proteina, de manera gue los
anticuerpos pueden ser utilizados para sondear bibliote-
cas de expreslién, en virtud de la reaccién entre los anti
cuerpos y las cadenas polipeptfidicas en sintesis. Asi se

han obtenido ARNms muy puros que pueden ser usados para
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preparar unﬁ‘sonda de ADN complementario (Manitis et al.,
1982).

Las bibliotecas genémicas contienen una coleccién
de fragmentos que comprenden el genoma completo de un or-
ganismo dado. Por el contrario, las bibliotecas de ADN
complementario contienen moléculas de ADN complementario
producidos por una preparacién heterogénea de ARN poli

'\

PROTEINA PURIFICADA

«

ANTICUERPOS MONOCLONALES

BIBLIOTECA DE EXPRESION ADNc SECUENCIA DE AMINOACIDOS

l !

CLONAS DE ADNc DE EXPRESION

BIBLIOTECA GENOMICA DE ADN

CLONAS DE ADN GENOMICO

Cuadro No. 9.- Dlagrama de flujo para la obtenclén
de clonas de ADN genémico o de ADN complentario.
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E) MARCADO DE SONDAS MOLECULARES.

Son reacciones que sirven para marcar radiactivamen-
te un ADN que va a ser utilizado como sonda para detectar
o cuantificar secuencias especificas de ADN o ARN.

El método de " nick translation ", uno de los mas
usados en la actualidad, utiliza dos enzimas, la DNAasa
1 due reallza cortes en una sola tira de un ADN y la ADN
polimerasa I que repara dichos cortes. Ademas, utiliza
como sustrato desoxinucleétidos trifosfatados marcados
radiactivamente con P en posiclén alfa. De esta manera,
una vez que se tlenen los cortes realizados por la DNAasa
I, la ADN polimerasa I incorpora los desoxinucleétidos
marcados en el extremo 3*'-hidroxilo y como esta enzima
también presenta una actividad exonucleolitica en ambas
direcciones { S'y 3' ), elimina los residuos de nucledti-
dos no marcados del extremo 5'-fosforilo (Figura No. 4)
(Rigby et al., 1977).

La eventual observacién de las secuencias especifi
cas de ADN o ARN depende en gran parte de la actividad
especiflca de la sonda.

Como las secuencias a estudiarse en el diagnéstico
prenatal provienen de células eucariéticas superiores y
la cantidad de ADN o ARN disponibles es baja, generalmen-

te se utilizan sondas con una actividad especifica por
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arriba de 10 * desintegraciones por minuto por microgramo

de ADN (Montlel, 1987 ;Humphries y Willlamson, 1983).

. OO OCIIT T,

T e

ADN de doble hilc.

ADN con una muesca en 3'0OH
creado por la ADNasa.

Uno de los varlos nucleétidos
removidos del lado 5' de 1la
muesca, por la actividad de 1la
polimerasa I de E. coll.

Nucleétido radiactivo incorpora-
do.

Repeticlién de los pasos 3 y 4.

Figura No. 4.~ Actividad de la ADN polimerasa I de
E. coli en la técnica de "nick translation".
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F) HIBRIDACION MOLECULAR.

En este proceso, la sonda de ADN marcada y desnatura
lizada interacciona con el ADN desnaturalizado que se en-~
cuentra inmovilizado en el soporte sé6lido apareidndose a
través de puentes de hidrégeno en sitlos donde se encuen-
tra complementaridad de secuencias de bases., Este aparea-
miento depende en gran medida del grado de homologia en-
tre la sonda y el fragmento de ADN estudiado, asi como
también de la temperatura de incubacién y la fuerza idni-
ca del sistema (Casey y Davidson, 1977). Para los fragmen
tos inmovilizados de mas de 50 bases de longitud en los
gue 1a homologia entre las bandas a hibridarx es del 100%,
la temperatura promedio a 1la cual el 50 % de la doble hé-
lice se disoclia es de 73 ©C., Una temperatura por debajo
de este valor ( 59C ) es la que se usa experimentalmente
para observar hibridacién entre moléculas perfectamente
complementarias (Meinkoth y Wahl, 1987). Consideraciones
tedricas indican gue por cada 1% de diferencia en la homg
logia de las bandas a hibridar, la temperatura de incuba-
cién debe descender 1°C. De cualquier manera, la tempera-
tura 6ptima debe determinarse empiricamente, puesto gue
conforme se disminuye la temperatura se favorece la hibrji
dacién inespecifica, con la consecuente disminuclén de

la relacién sefial/ruido ( Montiel, 1987 ).
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G) AUTORADIOGRAFIA.

' Los 4&cldos nucléicos radiactivos pueden ser detecta-
dos por autoradiografia, de manera que se puede obtener
una buena imagen en una placa fotogr&fica, determinando

‘asl la posicién del fragmento en estudio inmovillizado en
el filtro (Manlatis et al., 1982; Montiel, 1987).

Esta deteccién depende de la actividad especifica
de la sonda usada, del tipo de pelicula y del tiempo de
exposicién.

Las pelfculas mAs utilizadas para la autoradlografia
son la Kodak X-OMATK, Kodak XAR-5X o la Fuji RX.

Generalmente se utilizan intensificadores para aumen
tar el efecto de 1a seffal radiactiva. Los mids usuales son
a base de tungstenato de calcio los cuales fluorecen pro-
duciendo luz azul-violeta. El funcionamiento de estos in-
tensificadores consiste en producir una doble impresién
sobre la placa fotografica y su utilidad estad en funcién
de la sefial radlactiva; se usan sl la sefial es débil (me-
nos de 500 cpm medida en un minimonitor).

Al usar las pantallas intensificadoras se emplean
temperaturas de -80 a -70 °C para obtener un rendimiento
maximo de los intensificadores. La baja temperatura es
dnicamente para prolongar el periodo de fluorescencia

(Maniatis et al., 1982; Montiel, 1987).
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En el caso que la sefial sea intensa ( mis de 1,000
cpm detectado por un minimonitor ) no es necesario em-
plear pantallas intensificadoras y no hay necesidad de
usar bajas temperaturas, con lo cual la autoradiografia
se realiza a temperatura ambiente.

El tiempo de exposicién de la placa de rayos X al
filtro depende de la intensidad de la sefial, en funcién
inversa, esto es, menos tlempo s1 la sefal es intensa,

mis tiempo si la sefial es Aébil (Montiel, 1987).
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H) POLIMORFISMOS DE LA LONGITUD DE LOS FRAGMENTOS
DE RESTRICCION.

Los polimorflismos del ADN se pueden definir como va-
riaclones naturales que ocurren en la secuencla primaria
del ADN genémico entre los pares de alelos codificadores
de las caracteristicas genéticas (Gusella, 1986).

Estos polimorfismos se presentan tanto en secuencias
de ADN expresado, lo cual guiard a la formacién de molé
culas protélcas alteradas, como en secuencias de ADN no
expresado. Los datos sugieren que aproximadamente uno
entre cada 100 a 200 nucleétidos en las reglones de ADN
no expresado es polimérfico, de manera que si se extra-
pola en el ADN humano teézléamente existen 10'p011moz£1§

mos (Epstein et al., 1983; Humphries y Williamson, 1983;

Feingold et al., 1986).

La utllidad de estos polimorfismos genéticos radica
en que nos da pautas para dlstinguir entre dos copias de

un locus particular en el genoma humano, ya que las va-—

riaciones o cambios de secuencias en el ADN genémico PO,
dran crear o destruir sitios de restriccién especificos,
dando como resultado la obtenciédn de fragmentos de ADN
de diferente tamafo después de la digestién con diferen-
tes enzimas de restriccién y analizados con una variedad
de sondas genéticas (Wijsman, 1984; Weatherall, 1984;

Newmark, 1984; Grzeschik, 1986). Estos polimorfismos en
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la longitud de los fragmentos de restriceién han revolu
cionado el anAdlisis genético y han encontrado un gran usa
en el diagnéstico prenatal. Es importante mencionar que
los polimorfismos no necesarlamente estén asociados de
manera directa con la lesién que causa la enfermedad,
sino simplemente pueden ser una variacién pre-existente
en una gran poblacién pero deben estar lo suficientemen
te cercanos al locus cromosémico responsable de la enfer
medad, con ello disminuye la probabilidad de que se sepa

ren del locus mutade por recombinacién durante la segre

gacién genética. De esta manera, pueden ser utilizados
come marcadores para el diagnéstico (Newmark, 13584;

Jeffreys et al., 1985; Gusella, 1986).

La forma generalmente usada para el estudio de los
polimoxfismos en la longitud de los fragmentos de res-
triccién es como sigue:

a) Digestién del ADN genémico por una enzima de

restriccién (Figura No. 5a).

8e tiene un locus hipotético A donde existe una in

sercién o delecién del ADN entre dos sitios de recgo

nocimiento para una enzima de restriccién B. Esto
alterard el tamafio del fragmento de restricelién pro
ducido por la digestién de la enzima.

b) Separacién electroforética de los fragmentos

resultantes (Figura No. 5b).
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c) Transferencla del ADN hacla un soporte sélido
{Southern blotting) . (Figura No. 5b).
a) Hibridacién con una sonda clonada y especifica

para el locus en cuestién (Figura No. 5b).

e) Autoradiografia (Figura No. 5b).

B B
V| |y Alelo 1
Vdd VL4
B BA B8
/L) | L/ Alelo 2
77 V4
Digestién 4 V\\/
; S SN
" wermn 2T A
ADN Fragmentos
Gendmico de  aON
8x 65itio ¢e reconocimiento
adiclonal en el alelo 2
reduce el tamefo dei fragmento

Figura No. 5.- Mapeo de un locus hipotético A. El1
locus hipotético A presentando sitlos de reconoci-
miento especificos para la endonucleasa B. Log ale-

los 1 y 2 difleren por la presencia de un sitioc de
restriccién adicional en el alelo 2.
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P M H
Electroforesis
y Z/ o s
/\) en gel de agarcea
——
NS .
Tramsrerencia
ADN diger o .
. Hibriaacién
P M H
kb
Autoradiograffa
——
[ e 12
Filtro
Bolsa
[ I e A} selloda
4 142 2 Fenotipo slucién oo
1.4 1,2 2,2 Gerotlpo hibridecién

Figura No. 5b.- Detecclién de polimorfismos en 1la
longitud de los fragmentos de restriccién (RFLP).
Deteccién de RFLP en tres individuos, ( P, M, H )
usando para la hibridacién una sonda clonada especi-
ficamente para el locus A. Se presentan los fenoti-
pos y genotipos de cada indlviduo.
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METODOS.

A) Obtenclén de vellosidades coriénicas.

B} Obtencién de ADN.

C)} Electroforesis.

D) Marcaje radiactivo de sondas moleculares.
Técnica de " random primer extension ".

E) Hbridacién y Lavado.

F) Autoradiografia.

A) Obtencién de vellosidades coriénicas.

Como se menciond anteriormente, la principal ventaja
de usar las vellosidades coriénicas como fuente de ADN
para su anAdlisis genético en vez de células de ligquido
amniético, consiste en que el diagnéstico se puede reall-
zar temprano durante el primer trimestre del embarazo,
reduce el perfiodo estresante de espera de resultados y
81 el feto estd afectado, la pareja puede optar por la
terminacién del embarazo cuando los riesgos para la madre
son minimos.

Las vellosidades coriénicés son las unidades funcio-
nales del lado fetal de la placenta. Se desarrollan a par
tir del trofoblasto el cual proviene del blastocisto im-
plantado y es un tejido que prolifera rApidamente en los
primeros estadlos del desarrolloc embrionario ({ Rodeck y
Morsman, 1983 ).

En las primeras semanas de desarrollo embrlionario

las vellosidades cubren toda la superficie del corion al-
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canzando un m&ximo de crecimiento y dilatacién en el Area
del polo embrionario constituyendo el corion frondoso.

Por otra parte en el polo abembricnario (polo cpues
to al sitio de implantacién) las vellosidades degeneran
y esta porcién se vuelve lisa y se llama corion leve o
calvo.

La diferencia entre los polos embrionario y abembrio
nario se manifiesta en la decidua: en el polo embrionario
sus células son muy voluminosas y se le llama decidua ba-
sal, la cual tiene una intima relacién con el corion. En
el polo abembrlonario, al aumentar de volumen la cavidad
coriénica, la decidua sufre un estiramiento y sus células
degeneran, a ésta se le llama decidua capsular. Esta capa
estA posterlormente en contacto con la decidua parietal.
En consecuencia, la porcién del coxion que participa de
los procesos de intercambio entre la madre y el producto
es el corion frondoso el cual, junto con la decidua ba-
sal, constituyen la placenta ( Figura No. 6 )} ( Rodeck
y Horsman, 1983 ).

Como se podrd suponer, las vellosidades coriénicas
pueden ser obtenidas del sitio de implantacién, corion
frondoso, o del corlon extraplacentario, futuro corion

leve o calvo, antes de que este tejido degenere,
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Flgura No. 6.- Esquema de un embarazo de 8 semanas
mostrando la toma de velloslidades coriénicas.

Las muestras de vellosidades coriénicas pueden ser
obtenidas entre la octava y décimo-sequnda semanas de
gestacién. La técnica ma&s utilizada y de mejores resul-
tados es la endoscopia gulada con ultrasonido desarrolla

da por Gustavil et_al., (1984). El egquipo usado es un en

doscopio de 1.7 mm de didmetro (Dyonics needlescope) y
una cénula de 3.0 x 4.7 mm de didmetro externo con dos
compartimientos, uno paxa la instilacién de solucién sa
lina a temperatura corporal y el otro para la introduc-

clén de la pinza de biopsia ( forceps ) (Figura No. 7 ).

43



El endoscoplio colocado en la cinula es introducido
a través del canal cervical al espacio extra~amniétlco
y dirigido al sitio donde emerge el saco amnidtico de la
pared uterina. La pinza de blopsia es insertada y se
remueve una pleza de declidua. Se saca la pinza y bajo
visién del endoscopio el instrumento se introduce a 2 cm

de la placenta.

A
i!’a.-“d? — >

i simasill]

/ < '«:m'

)
3

Figura No. 7.- Esquema de un endoscopic de dos vias,
usado para el muestreo de las vellosidades
coriénicas.

Se introduce otra pinza de biopsia entre la base
del saco amniético y la base de la placenta. Esto es
reallzado con la guia de ultrasonido. El eapecimen de

vellosldades coriénicas es tomado bajo visién directa
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del endoscopio., Finalmente la pinza de biopsia es remo-
vida con culdado. E1l volumen de la blopsia varia entre
10 - 100 mg o mas.

81 la muestra no ser& procesada inmediatamente, el
especimen se congela a —-40 ©C a razén de 1 °C por minuto
en un tubo conteniendo medio de cutivo de tejidos, suple
mentado al 2 % con suexo de ternera fetal y 10 % de di-
metil sulféxido. Las muestras de velloslidades pueden ser
transportadas a otros laboratorios en un lapso de hasta
48 hrs. en hielo seco ( 014, 1986 ).

Ventajas de las vellosidades coriénicas:

a) No se requiere anestesia ni analgesia.

b) Se realiza en pocos minutos.

E) No se requiere dlilatacién cervical aGn en muje-

res nuliparas.

d) Con la visién directa se evita la contaminacién

de la muestra con tejido materno y se puede se-
leccionar las vellosidades para el crecimiento

in vitro ( 0ld, 1986 ).



B) Obtencién de ADN ( 0Old y Higgs, 1983 ).

1l.- 8§ es necesario, descongelar la muestra de ve-
llosidades coriénicas y transferirla a un tubo eppendorf
de 1.5 ml. Centrifugar a 11,000 g's por 5 minutos y des-
cartar la capa acuosa.

2.- Lavar la muestra con 0.5 ml de una solucién con-
teniendo NaCl 150 mM, EDTA 25 mM y mezclar. Centrifugar
y descartar la capa acuosa. En esta fase se puede pesar
la muestra.

3.- Agregar 0.5 ml de la solucién salina con EDTA
mas 0.5 1l de solucién de dodecil sulfato de sodio al
10 % mas 50 #g de Proteinasa K y mezclar. Incubar a 379C
por 16 hrs. con agitacién ocacional.

4.- Agregar 0.25 ml de una solucién de alcohol isg
amilico-cloroformo ( 1:16 ) mds 0.25 ml de fenol. Mez-
clar y centrifugar por un minuto.

5.- Transferir la capa acuosa superior a un tubo
eppendorf limpio. Realizar una segunda extraccién, rep}i
tiendo el paso anterior.

6.- Aftadir 0.5 ml de la solucién de alcohol isoami
lico-cloroformo ( 1:16 ), mezclar y centrifugar por un
minuto. '

7.- Transferir la capa acuosa superior a un tubo

eppendorf limpio. Repetir la extraccién del paso ante-
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riox.

8.- Precipitar el ADN afladiendo cloruro de sodio a
una concentracién final de 0.4 M y dos volémenes de eta
nol absoluto a temperatura ambiente, mezclar y centrifu
gar 5 segundos.

9,.- Remover el etanol y redisolver el botén de ADN
en 50 ul de agua destilada.

10.- Agregar 25 M1 de una solucién de acetato de a
monio 7.5 M, mezclar y afladir 300 J1 de etanol absoluto
a temperatura amblente, mezclar y centrifugar por 5 se-
gundos. En este paso se redisuelven los polisacaridos
que inhiben a las enzimas de restriccién.

11.~ Remover el etanol y lavar el botén de ADN con
etanol al 70 %. Remover el etanol y secar el botén de
ADN.

12.- Redisolver el ADN en 50 yl de agua destilada o
en amortiguador de Tris-HCl1l 10 mM ( pH 8.0 ), EDTA 1 mM.

13.- Tomar una alicuota de 5 §l y llevarla a 1 ml
con agua destilada, medir la absorbancia a 260 nm en un
espectrofotémetro de ultravioleta.

Generalmente por cada mg de muestra seca se obtiene
1 ug de ADN (0ld, 1986) { Figura No.8 ). Segén 014, se
utilizan 5 jg de ADN para cada andlisis.
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Flgura No. 8.~ La grAfica muestra la relacién entre
el tamafio de la muestra de vellosidades coriénica
Y el rendimiento en la obtencién de ADN.
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C) Electroforesis. ( Montiel, 1987 ).

Este método es usado para separar fragmentos de ADN
en base a su peso molecular de manera que pequefios frag-
mentos migran mé&s répido que los grandes y la distancila
de mligracién sobre el gel varfa en forma inversa con el
logaritmo del peso molecular (Johnson y Grossman 1977).
El tamafio de los fragmentos puede ser determinado cali-
brando el gel con el uso de estdndares conocidos y compa-
rando las distanclas de migracién de los fragmentos desco
nocidos.

l.- Preparar el gel de agarosa en placas de 20xl4
x0.5 cm a una concentracién entre 0.8 ~ 2.5 % en amorti-
guador para electroforesis, generalmente de Tris-borato
pH 8.0 (la concentracién del gel de agarosa dependera del
tamafio de los fragmentos de ADN a separar, por ejemplo,
a mayor contenido de bases menor concentracién del gel
y viceversa) (Maniatis, 1982).

2.~ Cargar los pocillos con la muestra de ADN digg
rido.

3.- Colocar la placa de agarosa en la cAdmara de e~
lectroforesis teniendo cuidado que los pocillos gqueden
cerca del electrodo negativo (cAdtodo). El gel debe que-
dar comunicado con el amortiguador de electroforesis a

través de puentes de papel filtro.
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4.~ Se realiza la corrida aplicande una diferencia
de potencial de 1.5 v/cm durante 14-16 hrs,

5.- Al terminar la corrida se retira la placa de a
garosa y se sumerge en una solucién de bromuro de etidio
(1 pg/ml) durante 5 - 10 min. Lavar después con agua
destilada.

6.- El gel tefildo se coloca en un transiluminadorx
de luz ultraviocleta (290 nm) para visualizar las bandas

de los fragmentos de ADN.
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D) MARCAJE RADIACTIVO DE SONDAS MOLECULARES.
TECNICA DEL " RANDOM PRIMER EXTENSION ".

Esta técnica, descrita por Feinberg y Vogelstein

(1983 y 1984) recupera fragmentos de ADN del gel de aga

rosa y las marca a una alta actividad especifica (10°* -

10° cpm/pg ADN).

La técnica tiene las sigulentes ventajas:

a) No requiere purificacién del ADN de la agarosa,
por lo tanto, elimina la pérdida de ADN en las fases
de recuperacién desde agarosa.

b) Evita pérdida de tiempo en las fases de recupe-
racién de ADN. )

¢) Se puede utilizar atn con muy pequeflas cantida-
des de ADN como molde.

d) El producto marcado es muy estable.

e) La actividad especifica puede llegar a ser mayor
de 10 ° cpm/pMg de ADN.

£} La ugillzaclén del  fragmento Klenow aumenta el
porcentaje de incorporacién porgue no contiene la
actividad exonucleasa 5' -+ 3' evitando asi pérdida
de marca incorporada.

g) E1 pH de la reaccién (6.6) también disminuye en
gran medida la actividad de exonucleasa 3' » 5' pre-

viniendo la pérdida de marca incorporada.
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TECNICA DEL "RANDOM PRIMER EXTENSION".

1.- El ADN es digerido con una enzima de restric-

cién y los fragmentos son separados electroforéticamente.

2.~ La banda deseada es cortada limpiamente y colo

cada en un tubo' de microcentrifuga previamente pesada.

Afadir agua en proporcién de 3 ml/g de gel y colocar en

un bafio en ebullicién por 7 minutos para disolver el gel

y desnaturalizar el ADN.

3.- En un tubo nuevo, afiadir los siguientes react}

vos en el orden indicado:

a) Agua destilada a un volumen total de 50 p1.

b) Amortiguador (10 pl) con hexdmeros de desoxirribp
nucledtidos (a una concnetracién de 90 unidades de
pO/ml).

¢) Alb6mina sérica bovina 2 pl (10 mg/ml).

d) ADN en agarosa hasta 32.5 pul1 (del paso 2).

e) ACTP marcado con P, § M1 (con actividad especi-
fica de 3,000 - 6,000 Ci/mmol).

£) Mezcla de desoxinucledsidos trifosfatados (no ra-
diactivaos) 10 y) (QATP, 4GTP y TTP a una concentra-
cién 100 M de cada uno).

g) Fragmento Klenow, 2 unidades.

h) Incubar 3 horas a temperatura amblente.
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1} Parar la reaccién con la adicién de 200 pl de una

soluclén que contiene NaCl 20 mM, Tris-HCl1l (pH 7.5)

20 mM, EDTA 2 mM, dodecilsulfato de sodio 0.25 % y

dCTP 1 pM.

4.- Purificacién del fragmento marcado. Para separar
el fragmento de ADN marcado de los nucleétidos radiacti-
vos na incézporados, la muestra se hace pasar a través
de una columna de Sephadex G-50 guedando atrapada en la
columna la radiactividad no incorporada y en el eluido

la sonda radiactiva.
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E) Hibridacién y Lavado.

En esta fase del proceso es cuando la sonda radiag
tiva empleada para muestrear la poblacién de moléculas
de 4&cidos nucléicos inmovilizados en un. soporte sélido
interacciona con moléculas de secuencia complementaria
apareéndose con ellas.

La hibridacién estd basada en dos principlos:

a) La formacién de puentes de hidrégeno entre la comple-
mentaridad de la sonda radiactiva y las moléculas de &ci-
dos nucléicos a muestrear dando origen a un comportamien-
to de hibridacién altamente especifico.

b) La formacién de la estructura del tipo doble hélice
lo cual es reversible.

La estabilidad de la formacién de la doble hélice
depende de varios factores en los que se incluyen: tempe-
ratura de incubacién del sistema, fuerza iénica, compoai-
cién de bases entre la sonda y el fragmento estudiado
{grado de homoleogia}), composicién del amortiguador y la
presencia de agentes desestabilizantes (Montiel, 1987;
Thein y Wallace, 1986).

Una temperatura de 68 9C es la que se utiliza expe
rimentalmente para observar hibridacién entre moléculas
perfectamente complementarjias (Montiel, 1987). Sin embar-

go, la temperatura éptima deberd determinarse empiricamen ’
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te ya que conforme se disminuye la temperatura aumenta
la hibrldacién lnespecifica.

A continuaclén se detalla un protocolo de hibrida-
cién y lavado:
1.- Colocar el £iltro en una bolsa gruesa de polietileno.
2.~ Hibridar el gel un minimo de 2 horas a la temperatura
aproplada con la sonda marcada (10’ dpm/jg de sonda) en
una solucién: SSPE 5x (a), SDS 0.1% (b} 250 a 500 jg de
ADN heterélogo (c) y reactivo de Denhardt 5x. Sellar la
bolsa de plastico tenlendo cuidado de no atrapar burbuijas
de aire.
3.~ Al té:mino(del periodo de hibridacién retirar el £il-
tzro de la bolsa de plastico y colocarlo en un recipiente
con la soluclién de 8SC 5x (d) a temperatura ambiente. Re-
petir el lavado.
4.- Lavar por 1 - 2 minutos en SS8C 6x (d) a la temperatu-
ra de hibridaclén. Repetir el lavado por 1-2 hrs. a tempe
ratura ambiente. ..
5.- Secar el gel entre dos hojas de papel Whatman.
(a) SSPE 1x: NaCl 180 mM, NaH,PO, 10 mM, EDTA (pH 8) 1mM.
{b) 8DS es: dodecil sulfato de sodio.
{c) ADN heterélogo puede ser ADN de esperma de salmén.
{d) S8C 1x: NaCl 0.15 M, citrato de sodio 0.015 M (pH 7).
rectivo de Denhardt 5x: polivinilpirrolidona 40-T, albémi

na bovina y Ficoll 400, todos al 0.1l%

55



F) Autoradiografia.

Esta es la etapa final ﬂe la técnica de Southern,
tiene como objetivo obtener una buena imagen en una pla
ca fotogradfica que permite el estudio de una determina-
da secuenclia de ADN.

El procedimiento es el siguiente:

1.- Colocar el £iltro radiactivo, seco y montado so-
bre una hoja de papel £iltro, en un estuche para pelicula
de rayos X (Kodak X-ARS5}.

2.- 81 la sefial radiactiva es débil (< de 500 cpm
medida en un minimonitor) colocar las pantallas intensifi
cadoras y colocar el sistema para autoradiografia en un
congelador a -700C toda la noche. 81 la sefial es intensa
el sistema de autoradiografia se coloca a temperatura am-
biente durante 6 horas.

3.- Revelar y lavar.

4.- Secar la pelicula a temperatura ambiente, suspen
dida en un soporte que no la toque extensamente para evi-

tar que se manche.
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EJEMPLOS DE ALGUNOS DESORDENES GENETICOS
DIAGNOSTICADOS CON TECNOLOGIA DE ADN RECOMBINANTE.

‘DIAGNOSTICO PRENATAL DE FENILCETONURIA CLASICA.

El metabolismo es la suma de todos los procesos fis]
cos y quimicos involucrados en el crecimiento, manteni-
miento y transformacién de sustanclias en los sistemas vi-
vos.

Todos los procesos bloguimicos estdn bajo control
genético y consisten de una secuencia compleja de reacclg
nes guimicas en que cada paso de una via metabélica esté.
catalizada por una enzima de manera que, cuando tenemos
un gene defectuoso, la actividad enzimdtica especifica
requerida estd ausente o deficiente y el proceso normal
es blogueado, resultando en efectos fenotiplcos de mayor '
© menor consecuencia.

Los genetlistas Beadle y Tatum en 1941 establecleron
el concepto de un gene - una enzima, de manera que la my
tacién de un simple gene puede produclr una alteracién
solamente en la proteina especifica para la cual es res-
ponsable. Sin embargo, si esta protefna controla una reag
cién critica en una vi{a, también puede afectar la calldad
o cantidad de otras reacciones { Figura No. 9 ).

En 1902 Garrod describilé la existencia de algunas

alteraciones a las cuales llamé "errores innatos del metg
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bollsmo"; causadas por deficienclia hereditaria de una en-~
zima especifica que pravocaba disturbios metabélicos re-
sultando en la acumulacién de cantidades anormales de al-
g@n intermediario metabélico normal, lo cual daba lugar

al sindrome clinico caracteristico.

A B
DIETA DIETA
GENE # GENE
NORMAL MUTANTE
SUSTRATO SUSTRATO
ACUMULACION
DE
METABOLITOS
~——» ALTERNOS
ENZIMA~—————ACCION PRODUCTO EFEg'ro
FENOTIPICO
i ENZIMATICA | DEFECTUOSO—s BLOQUEO
PRODUCTO AUSENCIA DE q—J
PRODUCTO

Figura No. 9.- A} Via metabélica normal.
B) Efecto de un gene defectuoso en la via
metabélica normal.

Hay muchos desérdenes hereditarios debldos a un
error innato del metabolismo y la mayorfa de las veces
el modo de herencla es autosémico recesivo. De esta mane-
ra, sl el gene es responsable de una enzima esenclal y
el individuo tiene los dos genes normales (homocigoto nor

mal) la enzima es producida en cantidades normales. El
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heterocigoto, quien tiene solamente un gene con efecto
normal producird la enzima en cantidades suficlentes para
realizar la funcién metabdélica bajo circunstancias norma-
les. El individuo homocigoto anormal o mutante que hereda
un gene defectuoso de ambos padres no tendr& enzima fun-
clonante y estard cli{nicamente afectado.

La fenilcetonuria es un claro ejemplo de un error
innato del metabolismo. La primera descripcién de la fe
nilcetonuria fue realizada por el bioquimico noruego
Asbjérn F5lling en 1934 cuando reporté que un grupo de
pacientes con retraso mental excretaron fenilpiruvato en
1a orina y tuvieron altos niveles de fenilalanina tanto
en orina como en suero, el llamé a la enfermedad

mimbecllitas fenilpiruvica". Penrose y Quastel en 1937

introdujeron el nombre de fenilcetonuria.

La fenilcetonuria cladsica es un desorden del metabo-
lismo del aminoicideo fenilalanina debido a un defecto en
la enzima fenilalanina hidroxilasa que convierte fenilala
nina a tirosina en la primera fase de su metabolismo, por
lo cual la fenilalanina es degradada por una via alterna-
tiva la cual préduce 4cido fenilpirtdvico y otros metabolj
tos en cantidades anormalmente elevadas, los cuales son

excretados en la orina (Figura No., 10 ).
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ACIDO FENIL-LACTICO ACIDO FENILACETICO

Figura No. 10.~ Vias metabélicas de la fenilalanina.

Es una enfermedad transmitida como un caracter auto
sémico recesivo y se cree gue tiene una incidencia de 1
en 10,000 nacimlentos en Estados Unldos, de tal manera
que la incidencia del acarreador {(heterocigoto) es de 1
en 50 (Thompson y Thompson, 1973).

Las principales manifestaciones clinicas que presen
tan los individuos afectados son: retrasoc mental, microce

+ falla e hipopigmentacién.

La importancia de la deteccién Prenatal estd relaclo
ln’ada con la necesldad de adminlistrar un tratamiento inme-
diatamente después del nacimiento (dieta bala en fenilala
nina) evitando de esta manera el efecto irreversible del
retraéo mental por acumulaciones téxicas de metabolitos
anormales en el cerebro ( Thompson y Thompson, 1973 ).

Como la fenllalanina hldroxilasa es una enzima hepé

tica y no esté& presente en el suero del feto o en células
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del fibroblasto del embrién, se carecia de una metodolo-
gia para el diagnéstico prenatal de este desorden heredi-
tario hasta gue Woo y colaboradores en 1983 establecieron
una técnica para el diagnéstico prenatal (Woo et al.,
1983).

Robson y col, en 1982 purificaron el ARNm de la en
zima fenilalanina hidroxilasa de higado de rata por inmu
noprecipitacién de polisomas y a partir de este ARNm se
obtuvo el ADN complementario, Este fue utilizado como una
sonda de hibridacién especifica para ldentificar el ARNm
humano correspondiente a la fenilalanina hidroxilasa. Con
el ARNm humano usado como sonda se estudié una biblioteca
de ADN complementario de higado humano para obtener el
ADN camplemen;atio corzespondliente. Este ADN complementa-—
rio humano fue clonado y usado para anallzar el locus de
la fenilalanina hidroxilasa en pacientes con fenilcetonu-

rla clasica ( Robson et al., 1982 ) ( Cuadro No. 10 }.

Se realizaron estudios con ADN genémico de pacientes
fenllcetontricos digerido con varias enzlmas de restric-
cién y tres de esas enzimas (Sph I, Msp I y Hind III)} per
mitieron descubrir patrones polimérficos ﬁor el andlisis

mediante la técnica de Southern ( Woo et al., 1983 ).
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Cuadro No. 10.- Pasos para la obtencién de una sonda de
ADN complementario humano, para el andlisis de
la deficiencia de fenllalanina hidroxllasa
humana (segtn Robson et al., 1982).

1.~ Obtener ARNm de fenilalanina hidroxilasa a tra
vés de inmunoprecipitacién de polisomas de rata.
2.~ Sintetlzar ADN complementario de rata.

3.- Clonacién del ADN complementario de rata.

4.- Hibridacién del ADN complementario de rata con
ARNm de fenilalanina hidroxilasa humano.

5.- El1 ARNm humano de fenllalanina hidroxilasa es
utilizado para sondear una biblioteca de ADN comple
mentario de higado humano { 40,000 transformantes
independientes ).

6.~ Aislar ADN de plAsmidos recombinantes de colo-
nias bacterianas que dieron seflales de hibridacién
fuertes.

7.~ Este ADN complementario humano es utilizado como
sonda para el andlisis en pacientes fenilcetontricos

En 19684, Woo y col. anallzaron a 7 familias danesas
fenilcetondricas con uno o dos nifios afectados y uno no
afectado. E1 ADN se obtuvo de linfocitos y fue analizado
por la técnica de peolimorfismos en la longitud de los
fragmentos de restriceién (RFLP), utilizando la enzima
de restriccién Sph I, obteniéndose un resultado que suge
ria que el diagnéstico prenatal se podia realizar en fami
lias fenilcetondricas ( Figura No. 11 ) ( Ledley et al.,
1984).
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FIGURA No. 11.- Reglién del gene de la fenllalanina
hidroxilasa y el modelo de andlisis de res
triccién. A,B y C corresponden a sitlos
de reconocimiento de la enzima Sph I.

B es la regién donde existe un cambio de
base que previene el reconocimiento con
la enzima de restriccién.

Interpretacién de los resultados:

l.- La enzima de restriccién Sph I reconoce un hexanu-
cleétido con una secuencia de GCATGC.

é.— En un individuo con dos genes normales, la enzima
cortard en los tres sitios marcadeos como A,B,C, dando un
patrén similar al del hijo no fenilcetontrico.

3.- En un individuo con dos genes anormales donde se
presenta un polimorfismo en la zona oscura de la fiqura,
la enzima cortard los sitios marcados como A y C y dard

un patrén similar al del hijo fenilcetondrico.
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4.- En un individuo con un gene no polimérfico (normal)
¥y un gene poliméxfico (anormal) la enzima cortard en el
gene no polimérfico en los tres sitios A,B,C, y en el
gene polimérfico sélo en dos sitios A y C, y dard un mo
delo similar al de los padres nc afectados pero que son
portadores del gene anormal (heterocigotos).

En famllias caucdsicas se han identificado 10 sitlos
de restriccién polimérficos en el locus de la fenilalani-
na hidroxilasa y estos marcadores polimérficos segregan
de acuerdo con el fenotipo de la fenllcetonuria clésica
(Lidsky et _al., 1985a).

Las mutaciones responsables de otros tipos de hiper-
fenilalaninemia, tales como deficiencia de la dihidro-
pteridin reductasa y anormalidades en la via de sintesis
de biopterina, probablemente se encuentran en otros si-
tios del gene (Lidsky et al., 1985b).

Asi, el dlagnéstico prenatal es posible aproximada
mente en un 90 % de las familias fenilcetontricas en la

poblacién caucésica {(Daiger et al., 1986).
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DIAGNOSTICO PRENATAL DE HEMOGLOBINOPATIAS.

Las hemoglobinopatias producen un modelo de enferme
dades genéticas que ofrecen un claro entendimiento de las
mutaciones y la aplicacién pradctica de este conocimiento
para el diagnéstico de las enfermedades en una comunidad
{Davies, 1986}).

Las hemoglobinopatias son enfermedades genéticas co
munes y un problema de salud pablica en muchas partes del
mundo y por esta razén varlos paises estan desarrollando
programas de diagnéstico prenatal para la prevenvencién
de estos desérdenes, particularmente paises desarrolla-
dos, debido al gran nidmero de inmigrantes de Areas de al
ta incidencia (Weatherall et al., 1985).

Son de las alteraciones mds comunes como condiciones
recesivas. Se estima la existencia aproximadamente de 2490
millones de individuos heterocigotos en el mundo y cada
afio nacen alrededor de 200,000 afectados (ﬁodell 1983).

La protefna mds abundante en los glébulos rojos es
la hemoglobina, la cual estd constituida de 4 subunidades
y cada subunidad contiene una porcién hemo y una cadena
polipeptidica. Dos clases diferentes de polipéptidos se
combinan para formar una molécula de hemoglobina normal.
La hemoglobina adulta normal (HbA) est4 constituida Qde

2 cadenas alfa idénticas y 2 cadenas beta ldénticas. La
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cadena alfa contiene 141 residuos de aminoacidos y la ca
dena beta tiene 146 residuos de aminoaAcidos.

Existen cinco genes diferentes designados alfa, be
ta, gamma, delta y epsilon, los cuales dirigen la sinte
sis de cadenas polipeptidicas que.conforman las diferep

tes hemoglobinas (Thompson y Thompson, 1973).

HEMOGLOBINAS NORMALES FORMULA
Hb A alfa 2 beta 2
Hb A, alfa 2 delta 2
Hb F alfa 2 gamma 2
Grower I epsilon 4
Grower II alfa 2 epsilon 2

Las talasemias son un grupo de anemias hereditarias
en las cuales los erltrocltos tienen una apariencia de
estructuras para "tiro al blanco". En estas condiciones
la alteracién se encuentra en la disminucién de la sinte-
sis de hemoglobina, especificamente en la sintesis de una
cadena polipeptidica en particular.

Existen dos tipos principales de talasemlas:

A) La alfa-talasemia debido a una reducida sintesis

de la cadena alfa y

B) La beta-talasemia con una defectuosa produccién

de la cadena beta.

66



Ambas talasemias pueden ocurrir en la forma mayor
(homocigética) y en la forma menor (heteroclgética)
(Thompson y Thompson, 1983).

El nombre de talasemla deriva del griego thalasso,
mar, y significa que la enfermedad fue descubierta prime-
ro en personas del Mediterraneo. La distribucién geografi
ca es caracteristica: el Mediterraneo, Italia, India y
el orlente cercano y lejano (Modell 1983).

En las talasemias menores sélo se tiene un gene de-
fectuoso, por lo tanto se tiene suficiente produccién de
hemoglobina y las manifestaciones del desorden generalmen
te no se observan.

En las talasemlias mayores se producen anemias de se-
veras a fatales, En la alfa-talasemia mayor el feto pre-
senta una anemia intrauterina severa con hidrops fetalis
y muerte intrauterina o neonatal (Modell 1983).

La beta-talasemia mayor generalmente se desarrolla
durante el primer afioc de vida habiendo alteraclones en
el desarrollc de los huesos del crénec (Modell 1983).

Los genes de la cadena alfa se encuentran en el bra-
zo corto del cromosoma 16, mientras que los genes de las
cadenas beta, gamma, delta y epsilon se hallan en el bra-
zo corto del cromosoma 11 (Antonarakis et al., 1985).

En la secuencia de ADN del gene de la beta~globina

existen una gran cantidad de polimorfismos y éstos se re-
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fileren a varlaciones neutras en el ADN. Estos polimorfis-
mos introducen o remueven sitios de restriceién, dando
as!{ un método directo para el anilisis de ADN.
Wainscoat y col. en 1984 describieron un polimorfis-
mo-paza la enzima de restriccién Ava II en el gene de la

beta-globina (Figura No. 12).
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Figura No. 12.- Diagrama mostrando los sitios de cor
te de la enzima Ava II en la reglén del gene
de l1la beta-globina y los fragmentos resultantes

El sitio polimérfico generalmente estd ausente en
czoﬁosomas beta-talasémicos de origen mediterréneo y ca
sl slempre estad presente en cromosomas normales,

Cuando 155 muestras de ADN fueron digeridas con 1la
enzima de restricecidn y los fragmentos obtenidos separa
dos y transferidos a filtros de nitrocelulosa e hibrida
dos con una sonda especiflca, el patrén observado se

muestra en la figura No. 13.

68



1 2 3 4
33
—— e—— —— 3s
— ——— ———— ee— as
28
— S ——— 1.1
Genollpe o= -1- ol o

Figura No. 13.- Autoradlografia de muestras de ADN
digeridas con Ava II. Los cromosomas nor-
males dan fragmentos de 1.1 y 2.8 kb, mien~
tras que los cromesomas talasémicos dan
el fragmento de 3,9 kb.

La muestra 3 corresponde a un individuo homocigoto
normal, la muestra 2 a un homocigoto anoxmal y las mues,
tras 1 y 4 a heterocigotos.

En poblaciones del noreste de Italia la factilidad
del diagnéstico es entre el 70 y 90 % con este polimor-
fismo (Wainscoat, 1984).

En adquellos casos donde la mutacién no estd caracte
rizada, el diagnéstico prenatal puede realizarse por ani
lisis de ligamiento de los sitios de restriccién polimér-

ficos dentro del gene de la f-globina. Sin embargo, este
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andlisis por ligamiento sélo puede ser aplicado cuando
los cromosomas f-talasémicos y normales pueden ser identi
ficados y siempre y cuando la pareja tenga un hijo normal
o uno afectado para definir el ligamiento (Cao, 1986).
Estos estudios consumen tiempo y es mejor realizarlos an-
tes de nuevos embarazos (Alter, 1986).

El uso de sondas de oligonucleétidos puede evitar
el consumo de tiempo cuando ya se conocen las mutaciones
responsables de la mayoria de las beta-talasemias ( Cao
et al., 1986; Alter, 1986 ).

Existen otros métodos de dliagnéstico prenatal de
beta-talasemias como el analisis de distribucién del ta
maffo de los glébulos rojos a través de un analizador
CDulgez: {Rosatelll et al., 1986), electroenfoque en gra-
dientes de pH inmovilizado (Manca et al., 1986) y el uso
de anticuerpos monoclonales (Allen et al., 1986). Sin em-
bargo, son métodos coun menor aplicaclén y sabre tode con
problemas adicionales al tener que utililizar sangre fe-~
tal'que debe ser obtenida en la décimo-octava semana de
gestacién con un riesgo de pérdida fetal mayor del 5 %
{Alter, 1986).
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DIAGNOSTICO PRENATAL DE ANEMIA DE CELULAS

FALCIFORMES,

La anemia de células falciformes es una enfermedad
hemolitica severa caracterizada por una tendencia de los
erltrocitos a tomar una forma de media luna bajo condi-
clones de baja tensién de oxigeno. Las manifestaciones
clinicas incluyen anemia, lctericia, obstrueccién vascular
Y la subsecuente isquemia tisular (Cuadro No. 11) (Kan

y Dozy, 1578).

o,
¥ ¥ L3
Destruccién Crisis celular dcirculacisn
e (malformacién)
eritrocitos Agregaclién
Anemia Obstruécién
'\\\\\\5 ¢,/”” artexrial
Isquemia

Cuadro No. 11.- Sintomatologia clinica en la anemla
de células falciformes por una baja pre-
sién parclal de oxigeno,

La enfermedad tiene una distribucién geografica ca
racteristica, ocurriendo mi&s frecuentemente en Africa e
cuatorial. En los neqros americanos, cerca del 0.25% na
cen con esta enfermedad. Los individuos afectados son ho
mocigotos para el gene mutante; los padres de los nifios

afectados son clinicamente normales, pero sus eritrocitos
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se alteran cuande son sometidos a muy bajas presiones de

oxigeno in vitro. Este estado heterocigoto se presenta

apzuxln\adamenté en un 8 %+ en los negros americanos
{Steinberg, 1984).

En 1959, V. M. Ingram descubrié que la diferencia
entre la hemoglobina normal y la de células falciformes
yacia en la cadena beta, exlstiendo el cambio de un aming
Acido en la sexta posicién de 1a cadena: valina por &cido
glutdmico. Esta sustitucién en las dos cadenas beta de
la hemoglobina de células falciformes es la tinica diferen
cia bioquimica y nos explica la diferencia en el compor-—
tamiento electroforético as{ como todas las manifestacio
nes clinicas (Thompson y Thompson, 1973).

Kan y Dozy en 1978 implementaron una técnica indirec
ta para el diagnéstico prenatal de esta enfermedad por
andlisis de ADN de células de liquido amniético basindose
en que, en los negros americanos, el ger;e estad asociado
en forma frecuente con un sitio de restriccién de Hpa I
que flanquea el gene de la cadena beta. Sin embargoc, esta
situacién requiere de un estudio familiar para establecer
el ligamiento con la enfermedad.

En 1982, Orkin y col. desarrollaron otra técnica de
diagnéstico prenatal de la anemia de células falciformes
por andlisis de ADN de células de l1iquido amniético, perxo

su ansllsls fue mds directo y utilizaron la enzima de res
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tricelén Mst II que rompe la secuencia CCTNAGG. Esta se-
cuencia ocurre menos frecuentemente y requiere de 1l jg de
ADN para su andlisis.

En 1984 Law y col. desarrollaron un método miniatu
rizado todavia mas sensitivo y rdpido utilizando el mig
mo principio que el equlpo de Orkin.

Goossens y col., en 1983 desaxrollaron en Francia una
técnica para el diagnéstico de anemia de células falcifor
mes usando la enzima de restricecién Cvn I para analizar
el ADN de vellosidades corlénicas, abriendo la posibili-
dad de un diagnéstico durante el primer trimestre del em
barazo. Anallzaron 5 casos de los cuales dos mostraxon
fetos con genotipo normal, uno con genotipo portador de
la mutacién y dos fetos con genotipo anormal. En la figu
ra se puede observar la diferencia entre el modelo homoc}i

goto anormal y el del portador (Figura No. 14).
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Figura No. 14.- Dlagnéstico prenatal de la anemia
de células falciformes. Modelo autoradio-
gréfico de muestras de ADN obtenlidas de
la madre (1), padre (3) y feto (2).

La endonucleasa Cvn I (un isosquisémero de la enzima
de restriccién Mst II) rompe la secuencia CCTNAGG y produ
ce fragmentos de ADN de diferentes longltudes para los
genes normal y anormal. Estos son separados por electrofo
resis en gel y transferidos a un filtro de nitrocelulosa
donde son hibridados con una sonda de ADN marcada. Esta
sonda fue obtenida de un fragmento genémico de 1.2 kb de
longitud a partir del sitio de reconocimiento de Cvn I
en el sexto coddn del gene de la B-é;oblna al siguiente
sitio de reconocimiento de cvn I en la regién f£lanqueado-
ra en direccién 5' (Flgura No. 15) (Goossens et al.,
1983).

Con este estudio se demostxré gue la blopsia de vellg
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sidades coriénicas es dtil para el dliagnéstico prenatal
de la anemia de células falciformes a través del uso de
una endonucleasa de restriccién especifica para el sitio
mutado, o sea, en un caso donde el defecto molecular res-
ponsable del desorden altera al mismo tlempo un sitio de

restriccién.

1.2 kb

sonda l0.2 kb

1.4 kb

"
Pro Glu Glu
A

Norma |
——'_l CCIGAGGAG l—'—'_

S 6 7

L CCTGTGGAG J
Pro val Glu

Figura No. 15.- Sonda de ADN obtenida de un £ragmen-
to genémico de 1.2 kb de longitud.
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DIAGNOSTICO DE LA DEFICIENCIA DE ORNITIN

TRANSCARBAMILASA.

En los mamiferos, la ornit{n transcarbamilasa es una
enzima gque se localiza en la matriz mitocondxial de los
hepatocitos. Es un trimero de subunidades idénticas y ca
taliza la seqgunda etapa del clclo de la urea, la condensa
cién del fosfato de carbamilo con ornitina para formar
citrulina. Es una enzima codificada en el ntcleo, traduci
da en los polirribosomas del citoplasma y después trans-
portada hacia el interior de la mitocondria por un proce-
so dependiente de energfa (Horwich et _al., 1984}).

El gene de la ornitin transcarbamilasa se encuentra
codificado en el cromosoma X y su deficiencia da com§ re-
sultado una caracteristica intoxicacién con ameniaco, in-
tolerancia a proteinas y retraso mental; es comfn la muer
te de nifios varones hemicigotos afectados ( el término
hemicigoto se aplica sélo al cromosoma X en varones )
(Rozen et al,, 1985 ).

El diagnéstico prenatal por amniocentesis no es posji
ble porque la ornitin transcarbamllasa no estéd expresada
en amniocitos ¥ no hay productos metabdlicos en este de-
sorden que puedan ser observados en el liquido amniético.
La biopsia fetal se ha realizado en algunas familias en
riesgo pero los pellgros inherentes a este procedimiento

limitan severamente su utilidad (Rozen et al., 1985 ).
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Fox y col, en 1986 lograron hacer diagnéstico prena-
tal mediante el empleo de polimorfismos en la longitud

del fragmento de restricecién para el locus de la ornitin

transcarbamilasa en dos familias donde las mujeres esta-
ban en riesgo de tener hijos con deficiencia.

En una familia se estudiaron dos embarazos consecut}
vos. El primero fue diagnosticado como alterado mientras
que el sequndo se dlagnosticé como normal. En la segunda
familia el feto fue diagnosticado afectado y fue confirma
do por un ensayo directo de 1la act.ivxdad de la ornitin
transcarbamilasa en e)l higado fetal obtenido después de
terminado el embarazo ( Fox et al., 1986 ).

En la primexr £amilia, el ADN de la mujer mostréd
corresponder a un heterocigoto para el polimorfismo iden-
tificado con la enzima Msp I el cual se caracterizé por
dos bandas en 5.1 kb y 4.4 kb (Figura No. 16 carril 3).
Se obtuvo muestra de ADN de un hijo nacido vivo pero afec
tado y que murié més tarde y de un nifio afectado que abor
té6 a la décimo-novena semana de embarazo. Cada uno de es-
tos hljos afectados mostraron la banda de 4.4 kb pero no
el fragmento de 5.1 kb (Figura No. 16 carril 1 y 2 respeg
tivamente). Asi, en esta familia se establecisé que la de-
ficiencla de la ornitin transcarbamilasa estd ligada al
cromosoma X que porta la banda de 4.4 kb.

En el quinto embarazo, el anilisis de ADN revelé ani
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camente la banda 4.4 kb indicando que el feto varén esta-
ba afectado (Figura No. 16 carril 4 }.

El andlisis de ADN durante un sexto embarazo revelé
la presencia de la banda 5.1 kb y la ausencia del fragmen
to 4.4 kb, indicando que el feto varén no estaba afectado
por la deficiencia de la ornitin transcarbamilasa (Figura.

No. 16 carril 5 ).
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Figura No. 16.- Pedigree y andlisis de Southern pa
ra la familia 1 afectada por deficlencia
de la ornitin transcarbamilasa. Las mues-
tras de ADN fueron digeridas con Msp I e
hibridadas con una sonda de ADN complemepn
tarlo de la ornitin transcarbamilasa huma
na marcada con P, La deficiencla esta
asoclada al fragmento de 4.4 kb en esta
familia.

En la familia 2 el andlisis de ADN de la madre iden-
tificé a un heterocligoto para el polimorfismo descubierto
por la endonucleasa Bam HI y caracterizado por bandas de

18.0 kb ¥y 5.2 kb (Figura No. 17 carril 2).
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El andlisis de ADN de un nific nacido vive y muerto
més tarde mostré dnicamente la banda de 5.2 kb (Figura
No. 17 carril 1); indicando que en esta familia la def}i
ciencla de la ornitin transcarbamilasa estA ligada al crgo
mosoma X portador de la banda 5.2 kb. El andlisis de ADN
fetal durante un sequndo embarazo también presenté Gnica-
mente la banda de 5.2 kb, indicandc que el feto estaba
afectado por la deficiencia de la enzima (Figura No. 17
carril 3). El embarazo fue terminado a la semana vigésimg
primera. Se reallzé biopsia fetal, ée midié la actividad
de la enzima ornitin transcarbamilasa y se encontré muy
por abajo del valor normal, confirmando el diagnésticoa
prenatal (la actividad de la enzima en 2 determinaciones
414 valores por abajo de 0.4 unidades; el rango normal
en fetos de 16 a 21 semanas de gestacién ha sldo reporta-

do entre 10.7-19.4 unidades) (Holzgreve y Golbus, 1984).

Figura No. 17.- Pedigree y andlisis de Southern pa
ra la familia 2. Las muestras de ADN fue
ron digeridas con la enzima Bam HI e hi-
bridadas con una sonda de ADN complemen-—
tario de la ornitin transcarbamilasa.




El diagnéstico de mortalidad para ornitin transcaxr
bamilasa en fetos varones en riesgo se ha hecho en base

a los polimorfismos del ADN ( 0ld et al., 1985 ).

Como el andlisis de los polimorfismos en la longitud
del fragmento de restriccién no identifica una mutaclén
especifica general en el locus de la ornitin ttansc_azbami
lasa, la deteccién correcta de mujeres portadoras de la
deficlencia es esencial para poder establecer el diagnés-
tico prenatal. Una vez que se dlagnostica a un miembro
afectado de la familia, es necesario intentar determinar
el estado portador de la madre en rlesgo. La deteccién
del estado portador en ausencia de una historia familiar

positiva es un problema importante (Fox et al., 1986 ).

Algunos polimorfismos son informatives Gnica y exclu
sivamente en algunas familias, para otras pueden no ser
informativos y se tiene que seleccionar otro juego de en-
donucleasas que generen resultados informativos ( Fox

et _al., 1986).

En esta deficlencla se ha observado una frecuencia
alta de mutaciones nuevas. Esto, en conjunto con la varia
bilidad en la severidad del defecto entre las diferentes
familias, sugiere que las mutaciones son de naturaleza

heterogénea ( 014 et al., 1985 ).

Los estudios bloguimicos han mostrado qgue la defl-

ciencia puede ser causada por una insuficiencia cuantita-
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tiva de 1la enzima o por anormalidades en la afinidad o
cinética de la reaccién ( Saheki et al., 1984 ).

Maddalena y col. en 1988 estudiaron un paciente {(nji-
fo de 6 aflos) con deficiencia moderada de ornitin trans-
carbamilasa y los resultados del anilisis de ADN fueron
interpretados como la presencia de una delecién de una
porclién sustancial del gene de la ornitin transcarbamila-
sa. Sin embargo, el problema se resolvié al detectar un
gene de ornitin transcarbamilasa intacto en una poblacién
celular separada. De esta manera, ;e concluyé que este
paciente tuvo un mosalcisﬁo para la deficiencla de la or
nitin transcarbamilasa. Este caso de mosalcismo pudo ser
detectado por la gran cantidad de sondas de ADN disponi-
bles para la detecclén del gene de la enzima (un paciente
con un mosaicismo significa que es un individuo que puede
tener 2 o mds lineas celulares con diferente nftmero de
cromosomas) (Maddalena et _al., 1988).

Del paciente se tomaron muestras de plel y sangre
periférica a 1la edad de 5 afios y 10 meses. E1 ADN fue pre
parado directamente de la sangre, de fibroblastos prima-
rios, de linfoblastos transformados (LBL-644) y de una
linea celular linfoblastoide subclonada (LBL421A ) obteni
da de células del paciente a la edad de 4 afios y 2 meses.

El1 ADN fue digerido con la endonucleasa Hind III y

sondeado con un fragmento ADN complementario gue tiene
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la secuencia codificadora completa par& el gene de la or-
nitin transcarbamilasa. Los resultados obtenidos después

de la autoradiografia son mostrados en la Figura No. 18.
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Figura No. 18.- Autoradiografia presentando los fragmen-
tos de ADN correspondientes a los genes OTC en
varios tejldos del pactiente.

Carrll 1, muestra de ADN control.

Carril 2, linea de fibroblastos del pacliente.
Carril 3, sangre periférica reclente.

Carril 4, linfoblastos transformados (LBL-644).
Carril 5, linea linfoblastoide subclonada
{LBL-421A ) (subpoblacién celular portadora del
gene anormal).

A través de estos resultados en que aparecen las dos
bandas, normal {15 kh) y anormal (10 kb) en unas lineas
celulares y la derivaclén de una subpoblacién celular lle
vando solamente el gene OTC afectado probaron conclusiva-

vamente el mosaicismo en este paciente. Posteriormente,
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a través de otros estudios se encontré que varié la pro-
porcién relativa de los 2 fragmentos Hind III entre dife-
rentes tejidos, apoyando nuevamente el diagnéstico de
mosaicismo del paciente para el gene 0TC ( Maddalena
et al., 1988 ).

La existencla de 2 poblaciones celulares, una con
delecién en OTC y otra normal, sugiere que la delecién
ocurrié como resultado de un erzor mitético en el embrién

{ Maddalena et al., 1988 ).
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DIAGNOSTICO PRENATAL DE LA COREA DE HUNTINGTON.

Es una enfermedad hereditaria autosémica dominante
El nombre de la enfermedad se debié a George Huntington
que en 1872 describié en forma completa la enfermedad.

Clinicamente la enfermedad puede manifestarse en
dos formas diferentes:\

a) la forma de corea clésica y
b) la forma rigida.

La forma de corea consiste generalmente en movimien-
tos involuntarios anormales {corea), acompafflados por de-
trimento intelectual (demencia) y disturbios siquidtricos
(Conneally, 1984). Los movimientos son caracteristicos,
aumentan con el tiempo y en las fases tardfas de la enfer
medad parecen grotescos.

La forma rigida, a menudo referida como variante
Westphal, involucra rlg'!dez muscular, lentitud de movi-
mientos, tremor. El deterioro mental es similar en amhos
casos (Conneally, 1984}).

En la fase final de la enfermedad los pacientes no
pueden realizar sus funciones en forma independiente y
requieren de un soporte completo en todas las actividades
de la vida diaria.

Las causas m&s comunes de muerte son las enfermeda

des cardiovasculares y neumonia (Conneally, 1984). El com
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portamiento suicida también es una causa comin de muerte
{ Hayden et al., 1980 ).

Las manifestaclones clinicas pueden ocurrir en cual-
quier tiempo desde el periodo neonatal hasta las 70 afios
0 mas. Sln.embazgo, la edad en que se presentan los sinto
mas clinicos en el 50% de los genotipos susceptibles de
desarrollar la enfermedad es alrededor de los 40 afios

(Figura No. 19) (Reed y Chandler, 1958).
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Figura No. 19.- Edad de presentacién de la corea de
Huntington. A la edad de 40 afios la enfer-
medad se maniflesta en aproximadamente la
mitad de 1los individuos genéticamente
susceptibles.

La prevalencia de la enfermedad de Huntington es
aproximadamente de 10 por 100,000 en muchas poblaciones

caucdsicas ( CGusella et al., 1984; Robertson, 1983;
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Bird, 1985 ).

Las investigaciones en el &rea de la neuroquimica
han encontrado varias diferencias entre los pacientes con
la enfermedad de Huntington y controles. Se han abservado
cantidades disminuidas de neurotransmisores como dopamina
gaba, acetilcolina transferasa y algqunos péptidos como
la sustancia P y la enzima convertidora de la angliotensi-
na en Areas especificas del cerebro en pacientes con la
enfermedad ( Barbeau, 1979 ).

81 todos los individuos afectados se abstuvieran de
la reproduccidén, un desorden dominante se podria erradi-
car en la primera generacién y sé6lo aquellos casos causa-
dos por nuevas mutaciones evitardn la completa desapari-
cién de la enfermedad. Sin embargo, las personas suscepti
bles no saben si ellos son portadores del gene afectado
hasta que han pasado su perfodo reproductivo; de agui la
importancia de su deteccién.

Como ya se ha mencicnado, la tecnologia de ADN recom
binante provee de un método para la obtencién de marcado-
res genéticos que permitan el monitoreo de diferencias
heredables en la secuencia’'de ADN genémico. Estos marca-
dores son precisamente los polimorfismos en la longitud
de los fragmentos de restriccién. Como ya se mencloné,
los polimorfismos del ADN pueden ser encontrados tanto

en regiones codificadoras o no del genoma ( Gusella
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et al., 1983 ).

Gusella y col. identificaron un fragmento de ADN ané
nimo, del cromosoma 4 humano que permite detectar dos po-
limorfismos en la longitud de los fragmentos de xrestric-
cién al digerir el ADN con la endonucleasa Hind III. El
marcador muestra un ligamiento genético muy cerxcano al
gene de la enfermedad de Huntington {(Gusella et al.,
1983; Gusella et al., 1985 ).

El estudio lo realizaron en dos familias diferentes:
una norteamericana y otra venezolaﬁa.

De los marcadores utilizados, sélo el G8 sugirié 1i-
gamiento al gene de la enfermedad de Huntington a una dis
tancia de 4 cM del locus del gene ( Folstein et_al.,

1985).

La clona G8 es un bacteriéfaqo recombinante con 17
kb de ADN humano libre de secuencias repetitivas. La son-
da detecté dos fragmentos invariables y varios variables
de ADN genémico humano digerido con Hind III.

Para determinar la base de la varlacién se realizé
un mapeo de restriccién de la clona G8 con la enzima de
restriccién Eco RI y se obtuvo un fragmento de 5,5 kb que
fue subclonado y utilizado como sonda contra el ADN gené-
mico digerido con Hind III, dandoc los resultados mostra-
dos en la figura No. 20. 8i los sitios polimérficos en

el mapeo de ADN estAdn tan cercanos que la frecuencia de
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recombinacién entre ellos es despreciable, se dice que
ellos son heredados juntos como una unidad. Esta unidad
establecida sobre un cromosoma puede ser considerada como
up haplotipo ( un haplotipo esta constituido de dos
subloci, cada uno con especificidades antigénicas diferen
tes, que se transmiten como una unidad de los padres a
los hijos) { Thompson y Thompson, 1873 ).

Las cuatro posibles combinaciones de los alelos en

los dos sitios polimérficos se muestran en la figura

No. 20.
Hapiotipos Freomentos ce restriccion
A =
17.3 kb a7 12
L]
12.5 kb 4.9
c p— ==
2.5 13.0 kb 3.7 1.2
e ==
23 15.0 kb 4.9
T JMEEXT !
L L H
He Bubclone Q8 Kt
Altio 1 sltto 2

Figura No. 20.~ Haplotipos en el locus G8. El marcador
resulta de la detecclén de 2 sltlos polimérficos
Hind III, cada uno dando dos posibles alelos (presen
cia o ausencia del sitio). La combinacién de alelos
de cada uno de estos sitios es referido como haplo-
tipo. Los segmentos oscuros corresponden a los frag-
mentos detectados con la sonda (subclona G8). (La
subclona G8 proviene de la sonda G8 de 17.6 kb corta
da con la endonucleasa Eco RI y contlene 5.5 kb ).
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Cada haplotipo tiene una frecuencia significativa
en la poblacién general, haciendo de la subclona G8 un
locus de cuatro alelos altamente informativo ( Gusella
et al., 1984 ).

El descubrimiento de este marcador ligado a la enfer
medad de Huntington tiene varias implicaciones:

1) La tipificacién de €familias con la enfermedad
muestra que el gene responsable estd localizado sobre el
cromosoma 4, en la parte distal del brazo corto.

2) Se puede estudiar la £tecuénc!a de nuevas muta-
ciones en el gene responsable de la enfermedad (tiene una
baja frecuencia de mutacién).

3) Se debe buscar otro marcador polimérfico del otro
lado del gene responsable de la enfermedad, de manera de
poder intentar la clonacién del gene implicadc en la en-

fermedad de Huntington.
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DIAGNOSTICO PRENATAL DE LA DEFICIENCIA DE LA

ALFA-1-ANTITRIPSINA.

La g-l-antitripsina es una proteina sérica de 1la
fraccién o-1 que inhibe la actividad de la tripsina y de
otras enzimas proteoliticas ( Thompson y Thompson, 1973).

El interés clinico radica en que la deficiencia se
encuentra presente en muchos pacientes con enfermedades
hepAdticas y pulmonares ( Thompson y Thompson, 1973 ).

Esta proteina es sintetizada en el higado y su sitio
primario de accién fisiolégica es en la estructura alveo-
lar del pulmén ( Laurell y Erikson, 1965 ).

La a-l-antitripsina actta inhibiendo la elastasa de
los leucocitos, protegiendo de la hidrélisis las fibras
eladsticas de las paredes alveolares. Cuando existe un des
equilibrio entre los niveles de ag-l-antitripsina y elasta
sa, de manera que ésta tltima se encuentre en exceso, o-
curre un dafo permanente a la estructura alveolar del pul
mén, resultando en un desarrollo eventual de enfisema pul
monar. Asi{, aquellos individuos que sufren de una defi-
clencia genédtica de la enzima estédn predispuestos a esta
enfermedad degenerativa de pulmén con un riesgo de 20 a
30 veces mdyor que la poblacién general (Kidd et al.,
1983; Cox y Mansfleld, 1985 ).

La severidad de la enfermedad en individuos deficien

tes es influenciada directamente por factores ambientales
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como inhalantes industriales y humo de cigarrille ( Kidd
et_al., 1983 ).

Existen alrededor de 30 fenotipos diferentes de la
proteina. La mayorfa de los individuos son homocigotos
mostrando el fenotipo normal M, los individuos que mues
tran el fenotipo homocigoto Z sufren de una severa defi
ciencia de la a-l-antitripsina. Este caracter es hereda
do en forma autosémlica recesiva. Los demas fenotipos re
sultan con niveles normales de la enzima (Kidd et _al,,
1983 ). A

Se ha estimado que en los individuos caucdsicos uno
de cada 2,000 son homocigotos 2 y un 5% son portadores
del gene Z (Kidd et al., 1983; Cox et al., 1985)

La prevalencia del fenotipo Z en blancos norteameri-

canos es de une en 7,600 (Cox et al., 1976).

La base de la deficiencia es la sustitucién del resi
duo de &cido gluta&mico en la posliclén 342 de la proteina
tipo M normal por un residuo de lisina en la proteina ti-

po Z, anormal (Yoshida et al., 1976).

La estructura molecular del gene a-l-antitripsina en
el cromosoma humano se muestra en la figura No, 21. El
gene mide aproximadamente 10 kb de longitud, consistiendo
de 5 exones separados por 4 intrones. La mutacién se loca
liza en el exén 5, contenido dentro del fragmento de 2.4

kb producido por digestién del ADN con las endonucleasas
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de restriccién Hind II1 y Xba I (Kidd et al., 1984 ),

Hisd Ui

Hieg W
Eco A1 Eco R1 Eco Ry

Flgura No. 21.- Estructura del gene a-i-antitripsina
mostrando el fragmento de restricciédn Hind IIIX
+ ¥Xba I de 2.4 kb.

Kidd y col. en 1983 sintetizaron sondas de oligony
cleétidos complementarios a los genotipos My Z del gene
a-l-antitripsina las cuales fueron utilizadas para el
diagnéstico prenatal de la deficiencia de la enzima en
dos familias, obteniendo los resultados mostrados en las
£iguras No. 22 y 23 ( Kidd et al., 1984 ).

El diagnéstico prenatal de los dos fetos fue conflr-

mado después del nacimiento.
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Figura No. 22.- Andlisis de ADN de la familia 1 4i
gexido con Hind II1I/Xba I e hibridado con oligé
meros M (A) y 2 (B). El gene clonado a-l-anti-
tripsina estd representado por pAT9.6. MM y 22
representan homocigotos controles de ADN., M es
madre, P es padre y F es el feto.

PATES MM XX M B ¢ pATES MM 2ZZ WM P #

S e— -— rate . e

Flgura No. 23.- Andlisis de ADN de la famillia 2 di
gerido con Hind II1/Xba I e hlbridado con oligd
meros M (A) y 2 (B}. El gene clonado a-1-anti-
tripsina esta representado por pAT9.6. MM y Z2Z
representan homocigotos controles de ADN. M es
madre, P es padre y F es el feto.

Este método de andlisis directo del sitio de muta-

c¢ién en el gene de la g-l-antitripsina puede diagnosticar
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los fenotipos MM, ZZ y MZ. Sin embargo, si hay un polimor
fismo o una mutacién silenciosa en el ADN del gene nor-
mal, debido a la degeneracién del cédigo genético, un fe-
to MZ puede ser diagnosticado como homocigoto ZZ, Esta
remota posibilidad puede ser eliminada con la inclusién
dentro del andlisis del ADN de los padres, de tal manera
que s1 el genotipo de los padres, siendo MZ o MM, es ca-
racterizado como ZZ por la prueba, entonces ello serd una
fuerte indicacién de la presencia de un polimorfismo o
una mutacién en la regién del gene g~l-antitripsina (Kidd
et al.,, 1984). .

En 1986 Cox y Blllingsley as{ como Hejtmanclik y col.
en 1986 hicleron una comparacién del método anterior con
el método de polimorfismos en la longitud de los fragmen-—
tos de restriccién hibridado con una sonda genémica marca
da. La sonda es un fragmento de 6.5 kb obtenido del gene
por digestién con Bam HI. Los 2 métodos dieron regultados
idénticos.

Las ventajas del anédlisis por polimorfismos en la
longitud de los fragmentos de restriccidén son:

a) es una técnica mds simple,

b) raramente necesita repetirse,

¢} los resultados se obtienen 7-10 dfas después del

muestreo (sin cultivo celular),

d) requiere menor cantidad de ADN.
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CONCLUSIONES:

Con las téenicas de ADN recombinante es posible el
diagnéstico prenatal de una gran variedad de enfer-—
medades genéticas.

Con estas técnicas se tiene la ventaja de identifi-
car directamente el gene afectado en lugar de basarxr
se en el producto del gene,

Existe la posibilidad de crear alguna sonda de ADN
complementario que nos ayude en el diagnéstico pre-
natal, conforme se van describiendo los defectos big
quimicos de la enfermedad.

El muestreo de vellosidades coriénicas es un fuerte
sustituto de la amnlocentesis como fuente de ADN
para el diagnéstico prenatal. »

La posibilidad de contaminacién de la toma de mues-
tra de vellosidades coriénicas con células maternas
es minima.

Cuando la muestrza de ADN es insuficiente para reali-
zar el examen, existe la posibilidad de amplificar
in vitro aquella porcién del gene que contiene el
sitio daflado.

Las reacciones de amplificacién de ADN in vitro ya

se encuentran automatizadas.
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10.-

1.~

La introduccién de la técnica del "random primer
extension" en sustitucién de la técnica de "nick
translation" para la produccién de sondas marcadas,
ha dado pautas en la obtencién de ADN de alta
actividad especifica con mejores rendimientos.

Una posible limitaclén de estos métodos en cuanto
a su aplicacién rutinaria es el empleo de lsétopos
radiactivos. Sin embargo, el usoc de nucledtidos bipo
tinilados incorporados a la sonda como marca podria
permitir un medlio alternativo para la deteccidédn de
anomaljias genéticas sin el uso de marcas radiactivas
cuando se alcanze un grado de sensibilidad similar
a los métodos radiactives,

La técnica de polimorfismos en la longitud de los
fragmentos de restriccién (RFLP) es una poderosa téc
nica indirecta para la deteccién de anomalias genéti

cas cuando no se conoce la mutacidn, pero se canoce

la posicién sobre el mapa genético de manera que sig

ven exclusivamente como marcadores genéticos para
mostrar la transmisién de la regién del gene a tra-
vés de una familia.

Los marcadores genédticos (RFLP) necesltan estar lntl‘

mamente ligados al locus defectuoso de tal manera

que sean heredados juntos como una unidad a lo largo

de la descendencia.
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112.- Los marcadores genéticos (RFLP) deben sexr informati-
vos, esto se refiere a que exista un desequilibrio
entre la poblacién afectada y la poblacién control.

13.~ Para poder usar oligonucleétidos sintéticos como son
das de hibridacién se debe tener informacién de la
secuencia de aminodcidos del producto.

14.- El diagnéstico individual por esta metodologla tiene
un precio elevado, sin embargo, al utilizarlo en

gran escala conlleva a una disminucién en su costo.
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COMENTARIOS:

El uso de metodologfas de ADN recombinante para dlag
nosticar enfermedades genéticas continua con un répido
desarrollo, muchas enfermedades y predisposiciones gené-
ticas a enfermedades estdn slendo mapeadas diariamente,
por ejemplo, los genes involucrados en el metabolismo del
colesterol, como varias formas de receptores de lipoprote
inas de baja densldad (Brown y Goldsteln, 1986} o los ge-
nes de Apo B, C y E (Shoulders y Baralle, 1986), son fac-
tores que predisponen a enfermedades de las arterlas corg
narlas.

Existen enfermedades donde la mutaclén precisa no
se puede predeclir y el andlisis genético tiene que reall-
zarse en famillas afectadas y se slgue la herencla del
gene mutante a través de marcadores genéticos, como es
el caso de la distrofia muscular de Duchenne (Ionasescu
et al,, 1986) y fibrosls quistica (Farral et al,, 1986).

El dlagnéstico de clertas enfermedades lnEecclosaﬁ
por técnlicas de an&lisis de &cldos nucléicos ofrece mu-
chas ventalas sobre las técnicas lnmunolégicas ya que se
pueden ensayar factores de virulencia microblana y genes
que confleren resistencla a antibiéticos, de tal forma,
que ayudardn a una réplda seleccién del tratamiento apro

piado (Caskey, 1987).
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Con esta metodologia tambilén nos permite la detec-
cién de leucemias o cénceres en general, esto debido a
la relativa faclilldad con la cual las sondas de ADN pue-
den ser sintetizadas, de tal maner, que es poslble dise-
far reactivos basados en el an&lisis de secuenclas de ADN
para detectar recurrencias o dlseminacién de células tumg
rales con las alteracliones genéticas caracterfisticas
(Landergren et al., 1988).

Un avance tecnolégico surgldo es el método de ampli-
ficaclén de ADN a través de la reaccién en cadena de la
polimerasa, con esta reaccién se puede ampliflcar exponen
clalmente un segmento de ADN. En 25 ciclos de amplifica-
clén, la secuencla tratada aumenta aproximadamente 10 ‘
veces. Una vez reallzada la amplificacién del segmento
de ADN, la secuencia de nucleétidos puede ser determina-
da (salki et al., 1985; saikl et al,, 1988).

En México exlsten buenos equlpos de trabajo en el
Area de biologia molecular y algunos trabajan en el &rea
de dlagnéstico de enfermedades utilizando las metodologi-

as presentadas, pero su estudlo no es a nivel prenatal.
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