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DIAGNOSTICO PRENATAL DE ALGUNAS ALTERACIONES 
GENETICAS HUHANAS. 

INTRODUCCION. 

Indiscutiblemente, el diagnóstico prenatal es un as­

pecto importante de la práctica de la genética humana. 

A principios de los afias sesentas las ~nlcas técnicas po­

sibles para el dlagn6stico prenatal de algunas al teraclo­

nes fueron la exploración flslca y la radiologla. En los 

aKos setentas, el ultrasonido y la amniocentesis durante 

el segundo trimestre del embarazo hacen su aparición y 

con la aplicación de técnicas citogenéticas es posible 

detectar anomalias cromos6mlcas en el feto. AdemAs, con 

el uso de una amplia variedad de técnicas bioquimicas so-

bre el liquido amn16t1co, es posible detectar defectos 

metabólicos hereditarios. En los afias ochentas entra en 

·uso la biopsia cor16nlca como una fuente mAs de material 

diagnóstico. Dicho.material se obtiene durante el primer 

trimestre del embarazo, constituyendo asi un progreso co!!. 

siderable en cuanto a tomas de muestras para estudios clj_ 

nicos (Evans, 1986). 

En la 6.ltima parte de este siglo se han desarrollado 

grandes avances en el Area de la blologia celular, biolo­

gia molecular, bioquimlca, citogenética e lnmunologla, 

1 



R 

lo cual ha abierto nuevas vlas de análisis para el diag­

nóstico prenatal. una buena cantidad de las enfermedades 

humanas son atribuidas directa o indirectamente a nuestra 

herencia y gracias 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 desconocidos los aspectos pr!:_ 

natales que no se podla preveer el nacimiento de un ntn:o 

portador de una malformación o de una enfermedad heredlta 

ria. El nacimiento de un nin:o anormal se consideraba como 

una fatalidad y asi se desarrollaba un sentimiento de cu!. 

pabilidad, ya gue se descubrla en las familias una tara 

que por desgracia se transmltla con cierta frecuencia a 

la descendencia; la medicina no podla predecir práctlc~ 

mente nada en torno a este tipo de problemas y el aborto, 

aón el terapéuti.co, no podia siquiera contemplarse. Las 

parejas renunciaban a procrear o, confiando en el desti­

no, vivian con la esperanza de que el siguiente producto 

serla normal (Odile, 1985). 

Las enfermedades genéticas frecuentemente tienen su 

origen en la transmisión de un material hereditario defe=. 

tuoso en el momento de la concepción, por ingesta de fár­

macos citotóxicos o mutagénicos o por infecciones virales 

durante la gestación ( Thompson y Thompson, 1973), 

Desde que la patologta infecciosa y las alteraciones 
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de la desnutrición han sido erradicadas de los paises 1~ 

dustrlalizados, las malformaciones congénitas y las enfe~ 

medades genéticas han acentuado su presencia, tanto en 

cifras de mortalidad como de morbilidad, especialmente 

durante el primer afio de vida ( Galjaard, 1986), 

se ha observado que después de realizados los est~ 

dios genéticos, gran proporción de parejas a las cuales 

se les informa acerca del alto riesgo genético, abandonan 

la idea del embarazo y optan por una adopción. Adn mAs, 

para muchas parejas, la posibilidad de un diagnóstico pr!_ 

natal de enfermedades genéticas es muy importante puesto 

que abre la posibilidad del aborto terapéutico en caso 

de que se demuestre que el feto estA afectado ( Odile, 

1965; Turnbull y HacKenzie, 1983). 

Hasta la fecha, las aberraciones cromosómicas, el 

sexo fetal y unos ochenta errores del metabolismo pueden 

ser diagnosticados por aná.lisis de células fetales duran­

te el segundo trimestre del embarazo (Galjaard, 1986). 

Recientemente, se ha dado un paso muy importante con 

la introducción del muestreo de vellosidades del corion 

y su an~lisis bioqu!mico y citogenético directo. Alrede­

dor de la octava semana de embarazo se puede obtener una 

muestra de 5 a 15 mg de tejido coriónlco, lo cual permite 

un diagnóstico prenatal del sexo embrionario y aberracio­

nes cromos6mlcas; si se encuentra una anormalidad, el em-
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barazo puede llegar a término pocos dlas después del mue~ 

treo, cuando el embrión tiene de uno a tres centlmetros 

(novena semana de desarrollo embrionario). Por lo tempra­

no del d16gnostico y tratamiento, el impacto psicológico 

para los padres es mucho menor que cuando se analizan las 

cálulas del liquido amniótico, en cuyo caso los resulta­

dos se obtienen entre la déclmoquinta y vigésima semanas 

de embarazo por lo que además el riesgo del posible abor­

to es mayor (Odlle, 1985; Galjaara; 1986}. 

La combinación del muestreo de vellosidades del co­

rlan y el anAllsis por técnicas usadas en ingenierla gen! 

tlca permiten un diagnóstico prenatal rA.pldo de enf.ermed!!_ 

des genéticas tales como hemoglobinopatlas fetales 

(Goossens ~' 1983), distrofia muscular de Duchenne 

Ionasescu et al., 1986 ), enfermedades lisosomales 

Poenaru ~. 1984a ), mucollpldosls II (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 diagnóstico prenatal de algunas eu. 

fermedades genéticas, con metodologias a nivel molecu­

lar (no citogenétlcas ). 

Con la aplicación clinica de la tecnologla de ADN 

recombinante, se han logrado grandes avances en el dia~ 

nóstico prenatal de enfermedades genéticas, haciendo pos!. 
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ble detectar alteraciones directamente en la estructura 

del gene usando ADN de células de liquido amniótico o de 

trofoblastos a~n cuando los productos del gene mutado no 

sean expresados en estas células. MAs aó.n,, con la utiliz!. 

c16n de sondas de ADN que detectan el polimorfismo de un 

sitio de restricción·, aumenta la posibilidad de un diag­

nóstico prenatal para cualquier desorden genético unido 

al polimorfismo, independientemente de si se conoce o no 

el defecto genético primario (Epstein et al., 1983). 
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ANTECEDENTES HETODOLOGICOS PARA EL DIAGNOSTICO 
PRENATAL. 

RADIODIAGNOSTICO. 

Hasta principios de los afias sesentas los exámenes 

radiológicos eran los 6nicos métodos de exploración del 

feto. Sin embargo, con estos estudios muy limitadamente 

se puede preveer el nacimiento de un nifio portador de a! 

guna enfermedad hereditaria. Este método de diagnóstico 

fue descubierto por Guillermo C. Roentgen quien estable­

ció algunas de sus propiedades como son: 

a) La impresión de placas fotográficas, 

b) Producción de fluorescencia en ciertas sustancias 

y 

e) La ionización del aire. 

También estableció que los organismos eran atravez~ 

dos por los rayos X y que los tejidos blandos absorblan 

menos a estas radiaciones que los huesos. Este sistema, 

como método de diagnóstico prenatal, ha caldo en desuso 

por el temor de que las radiaciones pueden ejercer un e­

fecto teratógeno en el feto al ocasionar un aumento en 

la frecuencia de disyunción cromosómica durante el pri­

mer trimestre del embarazo. Sólo durante el último tri-

mestre del embarazo son posiblemente innocuos para el 
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feto. Su utilización es para diagnosticar algunas malfo~ 

maciones congénitas de tipo esqueléticas y neuronales 

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

CUADRO No. 1. - Ejemplos de algunos desórdenes estruc­
turales diagnosticados por radiografta. 

ANOHALIAS CRANEALES 

Espina b!fida 

Osteoporosis 

Ple equino varo 

Polidactilia de pie 

Hipoplasia de fémur 

Agenesia de dedos 

ANOHALIAS NEURONALES 

Anencefalia 

Hidrocefalia 

Microcefalia 

ANOHALIAS GASTROINTESTINALES 

OTROS 

7 

Megacolon congénito 

Ano lmperforado 

Hidrops fetalis 
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ULTRASONOGRAFIA. 

Se basa en el fenómeno piezoeléctr leo de algunos 

cristales, como el titanato de bario que transforma una 

corriente eléctrica en enerqla mecAnica (ondas sonoras) 

y viceversa. Cuando la corriente mecánica choca con el 

cristal, genera un haz ultrasónico puls~tll con una du­

ración de microsegundos, unidireccional y con minima di 
vergencla, lo gue permite ubicar c'on precisión las su­

perficies reflejantes a través de la captación de los ~ 

cos producidos ( Pllu, 1986 ). Los pulsos uitras6nicos 

son dirigidos contra el abdomen materno y las densida­

des acdstlcas de los tejidos subyacentes (dtero, placen­

ta, liquido amniótico, feto y partes fetales) producen 

ecos diferenciales, los cuales son captados sobre un tu­

bo de rayos catódicos 1 Sybert y Holbrook, 1987 ), 

Este t1po de examen carece de los peligros que en­

tra&an los métodos radiol69icos ( Schmid, 1986 ). 

Con el reciente avance en los instrumentos ultrasó­

nicos, hoy es posible obtener un alto qrado de exactitud 

d1agn6st1ca. La importancia para el genetista radica en 

la habilidad de este método para revisar en forma secue~ 

cial y rApida los diferentes órganos y tejidos ( Epstein 

et al., 1983 >. 
La principal aplicación de la ultrasonograffa en el 

8 



R 

diagnóstico prenatal es en cuanto a malformaciones de la 

estructura fetal, particularmente del esqueleto, asl co­

mo también para diagnóstico de defectos del tubo neural, 

anencefalia, espina bifida, etc. ( Schmid, 1986 ). 

Las anormalidades estructurales pueden ser dlagnos-

tlcadas con gran certeza ( cuadro No. 2 ) ( campbell y 

Pearce, 1983 ). Es de especial mención su uso en el dla~ 

nóstico de arritmias cardiacas congénitas (Cuadro No. 2) 

(Epstein ~' 1983¡ Chervenak et al., 1986). 

El ultrasonido es una técnica no invasiva, utiliza­

da también como una guia para visualizar las maniobras 

de punción para la amnioc~ntesis, fetoscopla, muestreo 

de sangre fetal y muestreo de vellosidades del corlan 

(Sybert y Holbrook, 1987). 

A la fecha, los exAmenes ultrasonogrAf icos son par­

te rutinaria de la pr~ctlca obstétrica. En el diagnósti­

co prenatal es una técnica que requiere una considerable 

experiencia y la interpretación de los modelos anormales 

puede ser dificil. 

Finalmente, su carActer indoloro, no agresivo y se-

guro, su aparente simplicidad y los buenos resultados o~ 

tenidos, explican el éxito de esta tecnologla y su ace~ 

taci6n dentro del cuerpo médico y entre el p~blico en g~ 

neral ( Bakketeig ~' 1984 ). 
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CUADRO No. 2 .- Anomal las estructurales diagnosticadas 
por ultrasonido antes de la viqéslmoseK 
ta semana de gestación. 

ANOHALIAS NEURONALES Y CRANEALES. 
Anencefalia 
Encefalocele 
Hidrocefalia 

TUMORES FETALES 
Ter a toma 
Neuroblastorna 

ANOHALIAS GASTROINTESTINALES 
Hernia umbilical 
Hernia dlafragm~tica 
Atresia duodenal 
Atresia yeyunal 

ANOHALIAS DEL TRACTO URINARIO 
Uropatia obstructlva 
Dlsplasla renal 

ANOHALIAS CARDIACAS 
Atres la mitral 
Cardiomiopatla hipertrófica 
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FETOSCOPIA. 

La fetoscopia es la visualización intrauterina di­

recta. Se puede obtener fotografia del feto y nos per­

mite el acceso a la sangre fetal y otros tejidos. Los 

primeros intentos fueron realizados a mediados de los a-

6os cincuentas por via transcervlcal. El avance en el de 

sarrollo de pequeffos endoscopios a principios de los se­

tentas ha permitido utilizar por vla transabdomlnal un 

endoscopio de fibras ópticas de 2.2 mm de dltrnetro con 

un relativo bajo riesgo de pérdida fetal; esta técnica 

permite una visión de 2 a 4 cm cuadrados, con una ampli­

ficación de 2 - Sx. ( Epstein et al., 1983 ). 

La vlsuallzac16n fetal se realiza entre la déclmo­

qulnta y déclmooctava semanas de gestación, dado que a 

esta edad el liquido amni6tlco es transparente y el feto 

es pequeao, con lo que se facilita el manejo de orienta­

ción del endoscopio. La obtención de sangre fetal en es­

te método generalmente se realiza entre la décimooctava 

y vigésimo primera semanas de gestación, ya que tanto el 

calibre de los vasos umbilicales como el volumen sangul­

neo ee mayor (Rodeck y Nicolaides, 1983 y Alter, 1984). 

Algunos de los principales usos de la fetoscopla al 

obtener la sangre fetal son para el an~llsis de hemoglo­

binopatlas y detección prenatal de talasemias, defectos 
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de coagulación, desórdenes cltogenétlcos y metabólicos, 

lnmunodeflclenclas e infecciones Cuadro No. 3 

(Chervenak ~ 1986; Sybert y Holbrook, 1987; 

.Rodeck y Nlcolaldes, 1983; Linch y Levlsnky, 1983; 

Forestier et al., 1986¡ Hibashan y Millar, 1983 ). 

CUADRO NO. 3.- Desórdenes hereditarios donde está In­
dicado el muestreo de sangre fetal. 

HEHOGLOBINOPATIAS 
a-talasemia 
Anemia de células falciformes 

DESORDENES DE COAGULACION 
Hemofilia A y B 
Trombocitopenla 

DESORDENES HETABOLICOS 
Deficiencia de a-1-antitrlpsina 
Galactosemla 
Homocistinuria 
Hucopollsacaridosls 

INFECCIONES FETALES 
Rubeola 
Toxoplasmosls 
Citomegalovlrus 

OTRAS 
Cariotlpo 
Distrofia muscular de Duchenne 
Grupo fetal (isoinmunización Rh) 

Otro uso m&s limitado de la fetoscopia es la obte~ 

clón de biopsias de piel para el diagnóstico prenatal de 

algunas enfermedades hereditarias de la piel; sobre todo 

aquellas en que existen cambios histopatológicos y que 
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pueden ser dilucidadas por microscopla electrónica o de 

luz y estAn presentes en el estado fetal (Cuadio No. 4) 

(Sybert y Holbrook, 1987 y Rodeck y Nicolaides, 1983), 

La biopsia de hlgado fetal también puede ser reall 

zada por fetoscopla, sobre todo en aquellas enfermedades 

en que el defecto es expresado exclusivamente en hepato­

citos, por ejemplo, fenilcetonuria y deficiencia de 

ornitlntranscarbamilasa ( Rodeck y Nicolaides, 1983 ). 

La vlsuallzaci6n fetal es usada en el diagnóstico 

cuando el ultrasonido no da una resolución adecuada o 

existe un diagnóstico dudoso, por ejemplo, en peque«as 

anormalidades como: labio leporino, polldactllla, etc. 

(Cuadro No. 5) ( Epsteln ~, 1983 J. 

La fetoscopla, cuando es realizada por personal ex­

perimentado, para la obtención de muestra sanguinea fe­

tal o biopsias tiene un riesgo de 5' de pérdida fetal; 

cuando es usada ~nicamente para visualización, el parce~ 

taje es mucho menor. 

Oentt:o de las complicaciones podrá.n mencionarse: 

sangrado materno, infección, da~o al intestino o vejiga 

de la madre. La fetoscopta está limitada a pocos centros 

de estudio y con el rá.pido pt:ogreso en el campo de la 

ultrasonogt:afla, raramente es indicada (Epstein et al., 

1983; Sybert y Holbrook, 1987; Rodeck y Nicolaides, 

1983 ) • 
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CUADRO No. 4.- Enfermedades donde está. indicada la 
fetoscopia para obtención de biopsia de 
piel. 

Epidermolisls bulosa letal 
Epl~ermollsls bulosa distr6flca 
Albinismo oculocutáneo 
Hlperqueratosls epldermolltlca 
Sindrome de SjOgren-Larson 

CUADRO No. S.- Desórdenes diagnosticados o excluidos 
por vlsuallzaclón fetal con fetoscop1a. 

Hicroftalmla 
S!ndrome de fenitolna fetal 
Paladar hendido 
Labio leporino 
Femlnizac16n testicular 
Onfalocele 
Polldactllia 
Ectodactllia 
Hlcrosomla hemlfaclal 
Pterigia m~ltlple 

14 
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AMNIOCENTESIS. 

A principios de los aftas setentas se introduce la 

amnlocentesis como una técnica de dlagn6stlco prenatal 

de uso rutinario. Se refiere a la obtención de liquido 

amniótico a través de una punción transabdomlnal dirigi­

da al saco amniótico y realizada entre la déclmoquinta 

y vigésima semanas de gestación, puesto que es a esta e­

dad cuando ya se puede obtener un volumen adecuado para 

el anállsls. La ultrasonografla se utlllza como gula pa­

ra visualizar la posición del feto y la placenta y preci 

sar el sitio de punción ( Turnbull y HacKenzie, 1983 ). 

Con el liquido amniótico se ofrece un gran poten­

cial para propósitos de diagnóstico prenatal, sobre todo 

en la determinación del sexo fetal, anormalidades cromo­

s6mlcas, defectos del tubo neural y defectos metabólicos 

en que la proteina defectuosa es expresada en estas cél~ 

las ( Sybert y Holbrook, 1987; Patrick, 1903; Gosden, 

1983¡ Brock, 1983¡ Ferguson-Smith 1983b) (Cuadro No. G). 

La amnlocentesis es una prueba rutinaria para estu­

dios cromos6micos en mujeres de 35 a«os o más para des­

cartar aberraciones cromos6mlcas ya que estudios realiz~ 

dos por Ferguson-Smith en 1983 mostraron un incremento 

exponencial en la incidencia de trisamia 21 y otras tri­

somias directamente relacionadas con la edad materna 

15 



(Figura No. l ) ( Ferguson-Smlth, l983a ) • 

También se pueden diagnosticar algUnas genodermato-

sis ( Cuadro No. 7 ) ( Sybert y Holbrook, 1987 ) • 

Las desventajas del m~todo incluyen el avanzado 

tiempo de gestación necesario para la amnlocentesls, la 

tardanza entre el muestreo y la obtención de resultados, 

sobre todo si es necesario un cultivo celular, lo cual 

requiere de 2 - 4 semanas. Todo eSte tiempo de espera 

causa una gran tensión mental a la pareja. AdemAs, si el 

resultado indica un feto afectado y se lleva a término 

el embarazo, generalmente se utiliza la inducción con 

prostanglandinas o solución salina, lo cual tiene una m!_ 

yor morbilidad y mortalidad materna ademAs del choque 

ps1col6gico (Turnbull y HacKenzie, 1983; 

Holbrook, 1987 ), 

Sybert y 

•.e 

~~~.· 
""º !110 

caño•:> 

Figura No. l.- Relación de edad materna y porclento 
de trisomia 21. Estudios realizados por amniocente­
sls. 
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CUADRO No. 6.-oesórdenes metabólicos diagnosticados 
por amnlocentesls. 

DESORDEN HETABOLICO 

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

Aciduria arginosucclnica 
Homocistinuria 
Citrulinemia 
Hlperamonemia II 
Acidurla ramificada 
Sindrome de Lesch Nyhan 

CUADRO No. 

DEFICIENCIA 

a-Galactosidasa A 
Ceramidasa 
P-Glucosldasa 
Hexosaminidasa A 
Galactosa-1-fosfato­
uridil-transferasa 
Arglnosucclnato llasa 
Cistationina P-sintasa 
Arginosucclnato sintetasa 
Ornitln-transcarbamilasa 
a-cetoAcldo-descarboxilasa 
Hipoxantin-fosforribosil­
transferasa 

Ataxia-Telangiectasia 
Anemia de Fanconi 
Xeroderma plgmentoso 
Porfiria hematopoyética 

17 
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MUESTREO DE VELLOSIDADES CORIONICAS. 

Este método de muestreo fue desarrollado a finales 

de los a~os sesentas, pero debido a la alta incidencia 

de pérdida del producto el método fue abandonado. No fue 

hasta mediados de los setentas cuando volvió a practica~ 

se exclusivamente para determlnac16n del sexo fetal 

(Epstein et al., 1983; Sybert y Holbrook, 1987; Simoni 

y Resella, 1986 ), 

El corlan es el tejido fetal· más accesible en el 

primer trimestre del embarazo. Las vellosidades corlóni­

cas son obtenidas desde su sitio de implantación o del 

corlan extraplacentarlo, entre la octava y doceava sema­

nas de gestación (Figura No. 2 ). 

El equipo usado es un endoscopio de 1.7 mm de diá.m~ 

tro, sostenido en una cánula de dos vias, una para la 

instilac16n de solución salina (dllatacl6n) y la otra p~ 

ra la introducción de las pinzas de biopsia. La toma de 

muestra es por vla transvaginal. Con el uso de un buen 

equipo de ultrasonido como guia, la técnica está relati­

vamente libre de complicaciones y es posible hacerla sin 

anestesia general ( Rodeck y Morsman, 1983; Gusta vi 1, 

1984). También se han tenido buenos resultados muestrea~ 

do las vellosidades del corlan por vla transabdominal 

(Maxwell~. 1986 ). 
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La técnica ha tenido grandes problemas éticos y mo­

rales debido a que, comparándola con la amniocentesis 

tiene un mayor riesgo de pérdida del producto ya sea por 

trauma, infección 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 

coriónicas puede ser utilizado para la determinación 

del sexo fetal, cariotipo fetal (Slmoni y Resella, 1986; 

Ferguson-Smlth, 1983 ), detección de anemia de células 

falciformes ( Goossens ~' 1983), talasemias ( Cao 

~' 1986), ciertas deficiencias enzimAticas como la 

enfermedad de Pompa, Tay-Sachs (Poenaru ~' 1984a; 

Besancon ~, 1984 ) de hemofilias A y B ( Delpech 

~' 1986; Hulcahy ~, 198~; Tonnesen ~' 

1984) y de varias genodermatoais ( Sybert y Holbrook, 

1987) ( Cuadro'No. 8 ). 

Las ventajas que presenta el muestreo de vellosida­

des corl6nicas son: 

A) El diagnóstico se realiza durante el primer trimes­

tre del embarazo de manera que si el embrión se en­

cuentra afectado, se puede realizar la terminación 

del embarazo sin grandes efectos psiqulcos en la 

pareja. 

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

células del liquido amniótico. 

La d~Rventaja es la alta proporción de pérdida del 

producto (3 - 5 %) cuando es comparada con la amniocent~ 

ele ( < o. 5 " 

1906). 

•M•••••L• 

( Sybert y Hollbrook, 1907; Old ~. 

Figura No. 2.- Muestreo de vellosidades cori6nlcas por 
técnica de visión directa. 
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cuadro No. 8 .- Desórdenes diagnosticados por muestreo 
de vellosidades corl6nlcas. 

Deficiencia de ~-1-antltripslna 
e1-Talasemia 
B-Talasemia 
Sindrome de Lesch-Nyhan 
Fenilcetonuria 
Hemofilia A y B 
Deficiencia de ornitln transcarbamilasa 
Enfermedad de Farber 
Anemia de Fanconi 
Enfermedad de Fabry 
Cltrulinemla 
Ciatinosis 
Anemia de células falciformes 
Cetonuria ramificada 
Homoclstinurla 
Aciduria metilma16nica 
Hlperoxalur la 
Xeroderma pigmentase 
Albinismo 
Ataxia-Telanglectasia 
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AVANCES HETODOLOGICOS EN EL DIAGNOSTICO PRENATAL. 

Los grandes adelantos realizados en el campo de la 

biologla molecular y el surgimiento de la ingen1er1a g~ 

nética han tenido profundas implicaciones dentro de los 

m6todos de diagnóstico prenatal a través de la tecnologla 

del ADN recambinante. 

Estas metodologlas nos permiten aislar con relativa 

facilidad genes para su anAllsls en cantidad suficiente 

y en forma completamente pura. Asl, se puede analizar la 

disfunción de un gene a nivel de ADN. Hoy se sabe que el 

AON de cada célula somAtlca del cuerpo es idéntico al ADN 

de otras células, de tal manera que un defecto especif lco 

de un gene puede ser detectado aún en una muestra de tej! 

do donde el gene en cuestión no es expresado ( Humphrles 

y Williamson, 1983 ), 

TECNOLOGIA DEL ADN RECOHBINANTE, 

A) Enzimas de restricción. 
B) Electroforesis en gel de agarosa. 
C) Transferencia de southern. 
Dl Sondas moleculares. 
E) Marcado de sondas moleculares. 
F) Hibridación moleculares. 
G) Autoradiografla. 
H) Polimorfismos en la longitud de los frag­

mentos de restricción (RFLP). 
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A) Enzimas de restricción. 

Son un grupo de enzimas de origen fundamentalmente 

bacteriano. Algunos autores piensan que en el organismo 

portador actúan como un mecanismo de defensa contra la 

invasión de ADN extraño, como virus, ya que son capaces 

de reconocer y romper secuencias especificas de ADN de 

doble hilo. As1, para el diagnóstico prenatal de algunas 

enfermedades humanas, estas enzimas son utilizadas para 

romper el ADN humano obtenl~ndose fragmentos especlf lcos 

para una posterior manipulación y análisis. 

Una caracterlstica importante acerca del reconocl-

miento de secuencias por parte de estas enzimas es la de 

que generalmente actdan sobre formas pallndr6micas, esto 

es, la secuencia de bases en una banda del ADN es repet~ 

do en arden inv3rso en la otra banda. 

Un ejempla· de enzima de restricción es la Eco RI, 

que·.reconoce la secuencia: 
• 

G-A-A-T-T-C J• '' G ,, 

-----> 
1 ° C-T-T-A-A-G 1

' J' C-T-T-A-A 1 ' 

A-A-T-T-C 
+ 

J' G •• 

y el rompimiento genera extremos cohesivos 5 1 • 

Huchas enzimas de restricción semejantes a Eco RI, 

generan fragmentos de ADN con extremos cohesivos s•; o­

tros como Pst I generan fragmentos con extremos cohesi-

vos 3 1 ; mientras que otras enzimas de restricción como 

23 



R 

Bal I, generan fragmentos con extremos romo ( Haniatls 

et al., 1982 } ( *indica los sitios de corte). 

La enzima de restrlcc16n Pst I reconoce la slgule~ 

te secuencia y genera extx:emos cohesivos 3 1: 

* C-T-C-G-A-G C-T-C-G-A" G 
•. ----> .. + 

G-A-G-C-T-C G '' A-G-C-T-C 

* 
La enzima de restrlcc16n Bal I reconoce la slgule~ 

te secuencia y genera extremos .tomo: 
* " T-G-G-C-C-A '' T-G-G '' C-C-A 

-----> + 
ª' A-C-C-G-G-A 1

' A-e-e G-G-T 

• 
En forma general, las diferentes enzimas de res-

trlcc16n reconocen diferentes secuencias, sin embargo, 

hay enzimas aisladas de diferentes fuentes que rompen 

la misma secuencia blanco y a estas enzimas se les con~ 

ce como isosquizómeros; por ejemplo, Hst 11 obtenida de 

Mlcrocoleus !!.E.:,_ y la Cvn I de Chromatium ~, ambas 

reconocen la siguiente secuencia y el rompimiento genera 

extremos cohesivos 5' (N es cualquier nucleótido): 
• 

c-c-T-N-A-G-G ,. e-e •• ,. T-N-A-G-G ,. 

G-G-A-N-T-C-C 

* 
----> 

G-G-A-N-T 

24 
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B) ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA. 

El método mAs comdn para separar, identificar e in 

cluso purificar fragmentos de ADN, es la electroforesis 

en geles de agarosa. Es una técnica sencilla y r&pida ca­

paz de separar fragmentos de AON a partir de una mezcla 

de la que no pueden ser separados por otros métodos (por 

ejemplo, centrlfugaci6n por gradiente de densidad). 

La velocidad de migración electroforética del ADN 

a través del gel de agarosa depende del tamafto molecular, 

concentración de aqarosa, conformación del ADN y corrie~ 

te eléctrica aplicada. La velocidad es inversamente pro­

porcional al logaritmo del peso molecular (Sharp ~, 

1973; Johnson y Grosmann, 1977). 

Existe una relación lineal entre la movilidad eles 

troforétlca del ADN y la concentración del gel, de mane­

ra que, dentro de ciertos limites, a mayor concentración 

de agarosa, mayor eficiencia de separación para fragmen­

tos de ADN de menor peso molecular. Generalmente se usa 

una concentración de o.a a 2.5 '· 

Dependiendo de la conformación del ADN, este preserr 

tarA diferentes velocidades de migración, por ejemplo, 

el ADN de los plAsmidos puede tener las siguientes confo~ 

maciones: 

a) La forma I se refiere al ADN circular cerrado super-
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enrrollado. 

b) La forma II se refiere al ADN circular abierto, donde 

se presentan cortes sobre uno de los hilos del ADN. 

c) La forma III se refiere al ADN lineal. 

As1, las movilidades relativas de las tres formas 

son dependientes principalmente de la concentracl6n de 

agarosa en el gel, de la corriente aplicada, de la fuer­

za 16nlca del amortiguador y de la densidad de super­

enrrollamiento de la forma I de ADN (Johnson y Grossman, 

1977). Bajo algunas condiciones la forma I de ADN migra 

m&s r&pido que la forma III y viceversa. 

El rango efectivo de separación en geles de agaro­

sa, disminuye conforme aumenta el Voltaje. Para obtener 

una mAxlma resolucl6n, los geles son corridos a no mAs 

de 5 V/cm ( Haniatis, et al., 1982). 
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C) TRANSFERENCIA DE SOUTHERN. 

Esta técnica fue desarrollada por Edwln Southern en 

1975. Es un producto de la tecnología de ADN recombinan­

te utill.zada ampliamente para la detección directa de ge­

nes especificas en el ADN humano. 

Puede ser utilizada no sólo para localizar secuen­

cias especificas de AON clonado, sino también para ide~ 

tlficar secuencias en un ADN total digerido (Haniatis 

~. 1982 ). 

El objetivo de la técnica es transferir los fragmen 

tos de ADN separados por electroforesis en un gel, a un 

soporte sólido como puede ser el filtro de nitrocelulosa, 

de tal manera que queden inmovilizados. Asi se preservan 

las posiciones relativas de los fragmentos de ADN que te­

nian en el gel de agarosa, de manera que con tbcnlcas su~ 

secuentes se pueda realizar la localización 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

ción alcalina. Hecho esto, se coloca al gel en una solu­

ción amortiguadora neutralizante. Posteriormente, en un 

recipiente que contiene una solución salina concentrada 

se coloca una tira de papel filtro y sobre éste el gel 

de agarosa. Después, sobre el gel se apllca una hoja de 
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nitrocelulosa (u otro soporte sólido como por ejemplo, 

filtros de nylon, papel diazo, etc.) y sobre ésta, papel 

absorbente. As1, la solución salina, al moverse por capi­

laridad, arrastrará los fragmentos de ADN hacia el filtro 

de nitrocelulosa obteniéndose una réplica del gel de aga­

rosa (Figura No. 3) (Southern, 1975; Gussella, 1986). 

Los fragmentos de ADN en el rango de 0.5 - 50 kil~ 

bases pueden ser transferidos por este m~todo. Fragmentos 

más grandes se transfieren ineficientemente mientras que 

los más pequeños no se unen bien al filtro de nltrocelul~ 

sa (Humphrles y Wllllamson, 1983). 
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' 1 3 

4 

Figura No. 3. - Diagrama de organización de material­
es para la transferencia de Southern. Los componen­
tes son: (1) peso, (2) placa de vidrio, (3) y (4) 
nanitas (elemento absorbente), ( 5) papel Whatman 
JMH, (6) filtro de nitrocelulosa, (7) gel de agarosa 
(8) placa de vidrio, (9) amortiguador, (10) soportes 
(11) recipiente. 
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O) SONDAS HOLECULARES • 

La detección de secuencias particulares dentro de 

una muestra de ADN digerida con una o mAs enzimas de res­

trlcc16n depende de muchos factores siendo uno la sonda 

utilizada. 

Las sondas pueden ser obtenidas de bibliotecas de 

ADN gen6mico o de bibliotecas de expresión de ADN compl!. 

mentarlo. 

El punto de partida generalmente es la purlf icación 

de la protelna de la cual se puede obtener datos sobre 

la secuencia de aminoácidos y con esta información gen~ 

rar oligonucle6tidos (de 14 a 20 nucle6tidos) que corre§. 

pondan a reglones particulares de la secuencia de aminoA.­

cidos de la proteina en cuestión. Una o má.s de estas son­

das se pueden utilizar para sondear bibliotecas de ADN 

g:en6mico o complementarlos para asi aislar el gene parti­

cular (Cuadro No. 9) (Hontgomery et al., 1978; Goeddel 

~' 1980; Suggs et al., 1981). 

Otra fotrna es la de obtener anticuerpos (monoclona­

les) espec1ficos contra la prote1na, de manera que los 

anticuerpos pueden ser utilizados para sondear bibliote­

cas de expres16n, en virtud de la reacción entre los ant!. 

cuerpos y las cadenas polipept1dicas en s1ntesls. As1 se 

han obtenido ARNms muy puros que pueden ser usados para 
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preparar un~sonda de ADN complementarlo (Hanitis et al., 

1982). 

Las bibliotecas genómicas contienen una colección 

de fragmentos que comprenden el genoma completo de un or-

ganlsmo dado. Por el contrario, las bibliotecas de ADN 

complementario contienen moléculas de ADN complementarlo 

producidos por una preparación heterogénea de ARN poli 

PROTEINA PURIFICADA 

ANTICUERPOS MONOCLONALES 

1 \ 
BIBLIOTECA DE EXPRESION ADNc SECUENCIA DE AHINOACIDOS 

l 
CLONAS DE ADNc DE EXPRESION ~ 

BIBLIOTECAGENOHICADEADN 

l 
CLONAS DE ADN GENOHICO 

cuadro No. 9.- Diagrama de flujo para la obtención 
de clonas de ADN genómico o de ADN complentarlo. 
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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 AON o ARN. 

El método de 11 nick translation ", uno de los má.s 

usados en la actualidad, utiliza dos enzimas, la ONAasa 

I que realiza cortes en una sola tira de un ADN y la ADN 

pollmerasa t que repara dichos cortes. AdemAs, utiliza 

como sustrato desoxlnucle6tldos trifosfatados marcados 

radlactlvamente con np en posición alfa. De esta manera, 

una vez que se tienen los cortes realizados por la DNAasa 

I, la ADN polimerasa I incorpora los desoxinucleótidos 

marcados en el extremo 3'-hidroxilo y como esta enzima 

también presenta una actividad exonucleolltlca en ambas 

direcciones < 5'y 3' ), elimina los residuos de nucleóti­

dos no marcados del extremo 5 1 -fosforilo (Figura No. 4) 

(Rigby et al., 1977). 

La eventual observación de las secuencias especif!. 

cas de ADN o ARN depende en gran parte de la actividad 

especifica de la sonda. 

Como las secuencias a estudiarse en el diagnóstico 

prenatal provienen de células eucarióticas superiores y 

la cantidad dl 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 mlcrogramo 

de ADN (Hontlel, 1987 ;Humphrles y Willlamson, 1983). 

;111111111 111 1 i 

~· 111 111 

~ 
:=np 1 1 &1 1 1 1 1 1 

11 

:· 11 rl 1 1 1 1 1 1 1 1 rr=r: 

ADN de doble hilo. 

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

Uno de los var!oo nucleótidos 
removidos del lado 5' de la 
muesca, por la actividad de la 
pol!merasa I de E. coll. 

Nucleótldo radiactivo incorpora­
do. 

Repetición de los pasos 3 y 4. 

Figura No. 4.- Actividad de la ADN polimeraoa de 
~en la técnica de "nlck translatlon". 
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F) HIBRIDACION HOLECULAR. 

En este proceso, la sonda de ADN marcada y desnatur~ 

lizada interacciona con el ADN desnaturalizado que se en­

cuentra inmovilizado en el soporte sólido apareAndose a 

través de puentes de hidrógeno en sitios donde se encuen­

tra complementar ldad de secuencias de bases. Este aparea­

miento depende en gran medida del grado de homolog1a en­

tre la sonda y el fragmento de ADN estudiado, asi como 

también de la temperatura de incubación y la fuerza ióni­

ca del sistema (Casey y Davidson, 1977). Para los fragme!!. 

tos inmovilizados de mAs de 50 bases de longitud en los 

que la homologia entre las bandas a hlbrldar es del 100% 1 

la temperatura promedio a la cual el SO % de la doble hé­

lice se disocia es de 73 oc. Una temperatura por debajo 

de este valor soc ) es la que se usa experimentalmente 

para observar hibridación entre moléculas perfectamente 

complementarlas (Helnkoth y Wahl, 1987). Conslderaciones 

teóricas indican que por cada 1% de diferencia en la hom~ 

logia de las bandas a hibridar, la temperatura de incuba­

c16n debe descender ioc. De cualquier manera, la tempera­

tura óptima debe determinarse empirlcamente, puesto que 

conforme se disminuye la temperatura se favorece la hlbr!. 

dación inespecifica, con la consecuente disminución de 

la relación sefial/ruldo ( Hontiel, 1987 ). 
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G) AUTORADIOGRAFIA. 

Los Acldos nuclélcos radiactivos pueden ser detecta­

dos por autoradlografla, de manera que se puede obtener 

una buena imagen en una placa fotogrAfica, determinando 

asl la posición del fragmento en estudio inmovilizado en 

el filtro (Haniatis ~. 1982; Hontiel, 1987). 

Esta detección depende de la actividad especifica 

de la sonda usada, del tipo de pellcula y del tiempo de 

exposición. 

Las peliculas m&s utilizadas para la autoradlografia 

son la Kodak X-OHATK, Kodak XAR-5X o la Fuji RX. 

Generalmente se utilizan intensificadores para aume!! 

tar el efecto de la seRal radiactiva. Los más usuales son 

a base de tungstenato de calcio los cuales fluorecen pro­

duciendo luz azul-violeta. El funcionamiento de estos ln­

tensif lcadores consiste en producir una doble impresión 

sobre la placa fotográfica y su utilidad está en función 

de la seftal radiactiva; se usan si 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 oc para obtener un rendimiento 

máximo de los lntensificadores. La baja temperatura es 

dnicamente para prolongar el periodo de fluorescencia 

(Haniatis ~. 1982; Hontiel, 1987). 
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En el caso que la sefial sea intensa ( m~s de 1,000 

cpm detectado por un m1nimon1tor no es necesario em-

plear pantallas intensificadoras y no hay necesidad de 

usar bajas temperaturas, con lo cual la autoradioqraf ia 

se realiza a temperatura ambiente. 

El tlempo de exposlcl6n de la placa de rayos X al 

filtro depende de la intensidad de la sefial, en funci6n 

inversa, esto es, menos tiempo si la sefial es intensa, 

mAs tlempo si la seKal es débll (Hontlel, 1987). 
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H) POLIMORFISMOS DE LA LONGITUD DE LOS FRAGMENTOS 
DE RESTRICCION. 

Los polimorfismos del ADN se pueden definir como va­

riaciones naturales que ocurren en la secuencia primaria 

del AON gen6mlco entre los pares de alelos codificadores 

de las caracterlstlcas genéticas (Gusella, 1986). 

Estos polimorfismos se presentan tanto en secuencias 

de AON expresado, lo cual guiarA a la formación de mol~ 

culas protéicas alteradas, como en secuencias de ADN no 

expresado. Los datos sugieren que aproximadamente uno 

entre cada 100 a 200 nucle6tldos en las reglones de ADN 

no expresado es polimórflco, de manera que si se extra­

pola en el ADN humano te6rl.camente existen 10' pollmorfl:!_ 

mas (Epstein ~, 1983; Humphries y Williamsan, 1983; 

Feingold ~' 1986). 

La utilidad de estos polimorfismos genéticos radica 

en que nos da pautas para distinguir entre dos copias de 

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

rlaclones o cambios de secuencias en el ADN genómlco P& 

drAn crear o destruir sitios de restricción especlficos, 

dando como resultado la obtención de fragmentos de ADN 

de diferente tamaKo después de la digestión con diferen­

tes enzimas de restricción y analizados con una variedad 

de sondas genéticas (Wijsman, 1984; Weatherall, 1984; 

Newmark, 1984; Grzeschlk, 1986). Estos polimorfismos en 
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la longitud de los fragmentos de restricción han revol~ 

clonado el anAlisis genético y han encontrado un gran uso 

en el diagn6stico prenatal. Es importante mencionar que 

los pollmorflsmos no necesariamente est~n asociados de 

manera directa con la lesión que causa la enfermedad, 

sino simplemente pueden ser una variación pre-existente 

en una gran población pero deben estar lo suficientemerr 

te cercanos al locus cromos6mico responsable de la enfeF_ 

medad, con ello disminuye la probab,ilidad de que se sep!. 

ren del locus mutado por recombinación durante la segr~ 

gaclón genética. De esta manera, pueden ser utilizados 

como marcadores para el diagnóstico (Newmark, 1984; 

Jeffreys ~. 1985; Gusella, 1986). 

La forma generalmente usada para el estudio de los 

polimorfismos en la longitud de los fragmentos de res­

tr1cci6n es como sigue: 

a) Digestión del ADN genómlco por una enzima de 

restricción (Figura No. Sa). 

Se tiene un locus hipotético A donde existe una i~ 

serc16n o deleci6n del ADN entre dos sitios de rec~ 

nacimiento para una enzima de restricción B. Esto 

alterará. el tamafio del fragmento de restricción pr,g_ 

ducido por la digestión de la enzima. 

b) Separación electroforética de los fragmentos 

resultantes (Figura No. Sb). 
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c) Transferencia del ADN hacia un soporte sólido 

(Southern blotting)_(Figura No. 5b). 

d) Hibridación con una sonda clonada y especifica 

para el~ en cuest16n (Figura No. Sb). 

e) Autoradiografla (Figura No. 5b). 

B 

---#' / 

B B"' 

---# 1 
/ 

Sonda 

1 ; 
Digesti6n 

¿ Clel ADN 
ADN 

Gen6mico 

&rt Sltlo ae reconocimiento 
a.Cllclonal en el e1e10 2 

B 

1 -jL---7 

B 

~ 7 

/~~ 
~~ 
Fragmentos 
de ADN 

rectuce e 1 t.l!ln'mño de 1 't'ragnento 

Alelo 1 

Alelo 2 

Figura No. 5.- Hapeo de un ~hipotético A. El 
locus hipotético A presentando sitios de reconoci­
miento espectflcos para la endonucleasa B. Los ale­
los l y 2 difieren por la presencia de un sitio de 
restr1cc16n adicional en el alelo 2. 
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AutoradlOQJ"nffa 

B:Jlsa 
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~ 
sel IDda º"'" Fenotipo SOluclÓn oe 
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Figura No. Sb.- Detección de polimorfismos en la 
longitud de los fragmentos de restricción (RFLP). 
Detección de RFLP en tres individuos, ( P, H, H ) 
usando para la hibridación una sonda clonada especl­
ficamente para el locus A. Se presentan los fenoti­
pos y genotipos de cada individuo. 
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HETODOS. 

Al Obtención de vellosidades cori6nlcas. 
Bl Obtención de ADN. 
Cl Electroforesis. 
O) Marcaje radiactivo de sondas moleculares. 

Tltcnlca de " random primer extenslon " 
El Hbridación y Lavado. 
Fl Autoradiograf 1a. 

Al Obtención de vellosidades cori6n1cas. 

Como se mencionó anteriormente, la principal ventaja 

de usar las vellosidades cor16nlcas como fuente de ADN 

para su anAlisis genético en vez de células de liquido 

amnl6tico, Consiste en que el diagnóstico se puede reali­

zar temprano durante el primer trimestre del embarazo, 

reduce. el periodo estresante de espera de resultados y 

si el feto está afectado, la pareja puede optar por la 

terminación del embarazo cuando los riesgos para la madre 

son mlnlmos. 

Las vellosidades cori6nlcas son las unidades funclo-

nales del lado fetal de la placenta. Se desarrollan a pa~ 

tir del trofoblasto el cual proviene del blastocisto im­

plantado y es un tejido que prolifera rApidamente en los 

prfmeros estadios del desarrollo embrionario ( Rodeck y 

Horsman, 1983 l. 

En las primeras semanas de desarrollo embrionario 

las vellosidades cubren toda la superficie del corlan al-
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canzando un máximo de crecimiento y dilatación en el área 

del polo embrionario constituyendo el corlan frondoso. 

Por otra parte en el polo abembrlonarlo (polo opue~ 

to al sitio de implantación) las vellosidades degeneran 

y esta porción se vuelve lisa y se llama corlan leve o 

calvo. 

La diferencia entre los polos embrionario y abembtl!:!_ 

nario se manifiesta en la decidua: en el polo embrionario 

sus células son muy voluminosas y 5e le llama decidua ba­

sal, la cual tiene una intima relación con el carian. En 

el polo abembrlonarlo, al aumentar de volumen la cavidad 

cor16n1ca, la decldua sufre un estiramiento y sus células 

degeneran, a ésta se le llama decidua capsular. Esta capa 

estA posteriormente en contacto con la decidua parietal. 

En consecuencia, la porción del carian 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 podrA suponer, las vellosidades cori6nicas 

pueden ser obtenidas del sitio de implantación, carian 

frondoso, o del corlan extraplacentario, futuro corion 

leve o calvo, antes de que este tejido degenere. 
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Figura No. 6.- Esquema de un embarazo de 8 semanas 
mostrando la toma de vellosidades cor16n1cas. 

Las muestras de vellosidades cor16nlcas pueden ser 

obtenidas entre la octava y décimo-segunda semanas de 

gestación. La técnica mAs utilizada y de mejores resul­

tados es la endoscopia guiada con ultrasonido desarroll~ 

da por Gustavll et al., (1984). El equipo usado ea un e!!. 

doscoplo de 1.1 mm de dlAmetro (Dyonlcs needlescope) y 

una cAnula de 3.0 x 4.7 mm de dlAmetro externo con dos 

compartlrnlentos, uno para la lnstllacl6n de solución s~ 

llna a temperatura corporal y el otro para la introduc-

ción de la pinza de biopsia ( forceps l (Figura No. 7 ) • 
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El endoscopio colocado en la cánula es introducido 

a través del canal cervical al espacio extra-amnlhtlco 

y dirigido al sitio donde emerge el saco amnl6tlco de la 

pared uterina. La pinza de biopsia es insertada y se 

remueve una pieza de decldua. Se saca la pinza y bajo 

vle16n del endoscopio el instrumento se introduce a 2 cm 

de la placenta. 

Figura No. 7 .- Esquema de un endoscopio de dos vian, 
usado para el mue8treo de las vellosidades 
corlónlcas. 

Se introduce otra pinza de biopsia entre la base 

del saco amn16t1co y la base de la placenta. Esto es 

realizado con la guia de ultrasonido. El especimen de 

vellosidades cor16nicas es tomado bajo visión directa 
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del endoscopio. Finalmente la pinza de biopsia es remo­

vida con cuidado. El volumen de la biopsia varia entre 

10 - 100 mg o m~. 

Si la muestra no ser& procesada inmediatamente, el 

especlmen se congela a -40 oc a razón de 1 oc por minuto 

en un tubo conteniendo medio de cutlvo de tejidos, supl~ 

mentado al 2 ' con suero de ternera fetal y 10 ' de di­

metll sulf6xido. Las muestras de vellosidades pueden ser 

transportadas a otros laboratorios en un lapso de hasta 

48 hrs. en hielo seco ( Old, 1986 ). 

Ventajas de las vellosidades cor16nicas: 

a) 

b) 

c) 

d) 

No se requiere anestesia ni analgesia. 

Se realiza en pocos minutos. 

No se requiere dilatación cervical a6.n en muje-

res nuliparas. 

Con la visión directa se evita la contaminación 

de la muestra con tejido materno y se puede se­

leccionar las vellosidades para el crecimiento 

in vitro ( Old, 1986 ). 
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B) Obtención de ADN ( Old y Niggs, 1983 ). 

1.- Si es necesario, descongelar· la muestra de ve­

llosidades cori6nicas y transferirla a un tubo eppendorf 

de 1.5 ml. Centrifugar a 11,000 g's por S minutos y des­

cartar la capa acuosa. 

2. - Lavar la muestra con O. 5 ml de una solución 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 solución salina con EDTA 

mAs 0.5 µ1 de solución de dodecil sulfato de sodio al 

io 'm&s 50 µg de Proteinasa K y mezclar. Incubar a 37oc 

por 16 hrs. con agitación ocacional. 

4.- Agregar 0.25 ml de una solución de alcohol is~ 

amllico-cloroformo ( 1:16 más 0.25 ml de fenol. Hez-

clar y centrifugar por un minuto. 

5.- Transferir la capa acuosa superior a un tubo 

eppendorf limpio. Realizar una segunda extracción, repl 

tiendo el paso anterior. 

6.- A~adir 0.5 ml de la solución de alcohol isoami 

lico-cloroformo ( 1:16 ), mezclar y centtifugar por un 

minuto. 

7.- Ti:ansferir la capa acuosa superior a un tubo 

eppendorf limpio. Repetir la extracción del paso ante-
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rior. 

B.- Precipitar el ADN aKadiendo cloruro de sodio a 

una concentración final de 0.4 H y dos volómenes de et~ 

nol absoluto a temperatura ambiente, mezclar y centrif~ 

gar 5 segundos. 

9.- Remover el etanol y redisolver el botón de ADN 

en 50 µl de agua destilada. 

10.- Agregar 25 µ1 de una solución de acetato de ~ 

monlo 7.5 M, mezclar y aKadir 300 µ1 de etanol absoluto 

a temperatura ambiente, mezclar y centrifugar por 5 se­

gundos. En este paso se redisuelven los polisacAridos 

que inhiben a las enziman de restricción. 

11.- Remover el etanol y lavar el bot6n de ADN con 

etanol al 70 '· Remover el etanol y secar el botón de 

ADN. 

12.- Redisolver el ADN en 50 µl de agua destilada o 

en amortiguador de Tris-HCl 10 mM ( pH B.O ), EDTA l mH. 

13.- Tomar una al1cuata de 5 µ1 y llevarla a 1 ml 

con agua destilada, medir la absorbancla a 260 nm en un 

espectrofot6metro de ultravioleta. 

Generalmente por cada mg de muestra seca se obtiene 

l µg de ADN (Old, 1986) ( Figura No.8 ) • según Old, se 

utilizan 5 µg de ADN para cada an~lisis. 
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Figura No. 8.- La gr~flca muestra la relación entre 
el tamafio de la muestra de vellosidades cor16n1ca 
y el rendimiento en la obtención de ADN. 
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C) Electroforesis. ( Hontlel, 1987 ). 

Este método es usado para separar fragmentos de ADN 

en base a su peso molecular de manera que pequefios frag­

mentos migran m's r'pldo que los grandes y la distancia 

de mlgrac16n sobre el gel varia en forma inversa con el 

logaritmo del peso molecular (Johnson y Grossman 1977). 

El tama!o de los fragmentos puede ser determinado cali­

brando el gel con el uso de est~ndares conocidos y compa­

rando las distancias de migración de loo fragmentos desc!!_ 

nacidos. 

1.- Preparar el gel de agarosa en placas de 20xl4 

x0.5 cm a una concentración entre o.e - 2.5 \ en amorti­

guador para electroforesis, generalmente de Tris-borato 

pH e.o (la concentración del gel de agarosa dependerá del 

tamaño de los fragmentos de ADN a separar, por ejemplo, 

a mayor contenido de bases menor concentrac16n del gel 

y viceversa) (Haniatis, 1982). 

2.- Cargar los pocillos con la muestra de ADN dig~ 

rido. 

3.- Colocar la placa de agarosa en la cámara de e­

lectroforesis teniendo cuidado que los pocillos queden 

cerca del electrodo negativo (c~todo). 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 aplicando una diferencia 

de potencial de 1.5 v/cm durante 14-18 hrs. 

5.- Al terminar la corrida se retira la placa de ~ 

garosa y se sumerge en una solución de bromuro de etidio 

(l µg/ml) durante 5 - 10 mln. Lavar después con agua 

destilada. 

6.- El gel teaido se coloca en un transiluminador 

de luz ultravioleta (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 ag~ 

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

10' cpm/µg ADN). 

La técnica tiene la3 siguientes ventajas: 

a) No requiere purificación del ADN de la agarosa, 

por lo tanto, elimina la pérdida de ADN en las fases 

de recuperación desde agarosa. 

b) Evita pérdida de tiempo en las fases de recupe-

ración de AON. 

e) Se puede utilizar adn con muy pequeRas cantida­

des de ADN como molde. 

d) El producto marcado es muy estable. 

e) La actividad especifica puede llegar a ser mayor 

de l O ' cpm/µg de ADN. 

f) La utlllzacl6n del fragmento Klenow aumenta el 

porcentaje de incorporac16n porque no contiene la 

actividad exonucleasa 5' ~ 3 1 evitando asl pérdida 

de marca incorporada. 

g) El pH de la reacción (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 "RANDOH PRIMER EXTENSION". 

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

ción y los fragmentos son separados electroforlttlcamente. 

2.- La banda deseada es cortada limpiamente y col~ 

cada en un tubo· de microcentrlfuga previamente pesado. 

A6adir agua en proporción de 3 ml/g de gel y colocar en 

un baKo en ebullición por 7 minutos para disolver el gel 

y desnaturalizar el ADN. 

J.- En un tubo nuevo, a6adlr los siguientes reactl 

vos en el orden indicado: 

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

b) Amortiguador (10 µl) con hexAmeros de desoxirribQ. 

nucleótidos (a una concnetraci6n de 90 unidades de 

DO/ml). 

e) Albémina sérica bovina 2 µ1 (10 mg/ml). 

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

e) dCTP marcada con 11P, 5 µl (con actividad especi­

fica de 3,000 - 6,000 Ci/mmol). 

f) Mezcla de desoxinucle6sidos trlfosfatados (nora­

diactivos) 10 µ1 (dATP, dGTP y TTP a una concentra­

ci6n 100 pH de cada uno). 

9) Fragmento Klenow, 2 unidades. 

h) Incubar 3 horas a temperatura ambiente. 
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1) Parar la reacción con la adición de 200 µl de una 

solución que contiene NaCl 20 mM, Tris-HCl (pH 7.5) 

20 rnH, EDTA 2 mM, dodecilsulfato de sodio 0.25 'y 

dCTP 1 µM. 

4. - Purificación del fragmento marcado. Para separar 

el fragmento de ADN marcado de los nucleótidos radiacti­

vos no incOrporados, la muestra se hace pasar a través 

de una column~ de Sephadex G-50 quedando atrapada en la 

columna la radiactividad no incorporada y en el eluldo 

la sonda radiactiva. 
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El Hibridación y Lavado. 

En esta fase del proceso es cuando la sonda radia~ 

tlva empleada para muestrear la población de moléculas 

de Acidos nucléicos inmovilizados en un_ soporte sólido 

interacciona con moléculas de secuencia complementarla 

apareAndose con ellas. 

La hibridación est~ basada en dos principios: 

a) La formación de puentes de hidrógeno entre la comple­

mentarldad de la sonda radiactiva y las moléculas de &ci­

des nucléicos a muestrear dando origen a un comportamien­

to de hibridación altamente especifico. 

b) La formación de la estructura del tipo doble hélice 

lo cual es reversible. 

La estabilidad de la formación de la doble hélice 

depende de varios factores en los que se incluyen: tempe­

ratura de incubación del sistema, fuerza iónica, compoal­

clón de bases entre la sonda y el fragmento estudiado 

(grado de homologla), composición del amortiguador y la 

presencia de agentes desestabilizantes (Hontlel, 1987¡ 

Thein y Wallace, 1986). 

Una temperatura de 68 oc es la que se utiliza exp~ 

rlmentalmente para observar hibridación entre moléculas 

perfectamente complementarlas (Hontiel, 1987). Sin embar­

go, la temperatura óptima deber A determinarse emp ir 1-c!'ame!!. 
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te ya que conforme se disminuye la temperatura aumenta 

la hibridación inespeclf ica. 

A continuación se detalla un protocolo de hibrida­

ción y lavado: 

1.- Colocar el filtro en una bolsa gruesa de polietileno. 

2.- Hibrldar el gel un minlmo de 2 horas a l.a temperatura 

apropiada con la sonda marcada (10' dpm/µg de sonda) en 

una solución: SSPE 5x (al, SOS 0.1% (b) 250 a 500 µg de 

ADN heterólogo (e) y reactivo de Denhardt Sx. Sellar la 

bolsa de pl.istico teniendo cuidado de no atrapar burbujas 

de aire. 

3.- Al término del periodo de hibridación retirar el fil­

tro de la bolsa de plAstico y colocarlo en un recipiente 

con la solución de SSC 5x (d) a temperatura ambiente. Re­

petir el lavado. 

4.- Lavar por 1 - 2 minutos en ssc 6x (d) a la temperatu­

ra de hibridación. Repetir el lavado por 1-2 hrs. a temp~ 

ratura ambiente. 

5.- Secar el gel entre dos hojas de papel Whatman. 

(a) SSPE lx: NaCl 180 mM, NaH,PO, 10 mM, EDTA (pH 8) lmH. 

(b) SOS es: dodecil sulfato de sodio. 

(e) ADN heter6logo puede ser ADN de esperma de salm6n. 

(d) SSC lx: NaCl 0.15 H, citrato de sodio 0.015 H (pH 7). 

rectivo de Denhardt 5x: polivinilpirrolidona 40-T, alb6m.!_ 

na bovina y Ficoll 400, todos al 0.1% 
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F) Autoradiografia. 

Esta es la etapa final de la técnica de Southern, 

tiene como objetivo obtener una buena imagen en una pl~ 

ca fotográfica que peimite el estudio de una determina­

da secuencia de ADN. 

El procedimiento es el siguiente: 

1.- Colocar el filtro radiactivo, seco y montado so­

bre una hoja de papel filtro, en un estuche para pellcula 

de rayos X (Kodak X-ARS). 

2.- Si la se~al radiactiva es débil (< de 500 cpm 

medida en un mlnlmonltor) colocar las pantallas lntensifi 

caderas y colocar el sistema para autoradlograf ia en un 

congelador a -7QOC toda la noche. Si la seRal es intensa 

el sistema de autoradlografia se coloca a temperatura am­

biente durante 6 horas. 

3.- Revelar y lavar. 

4.- Secar la pellcula a temperatura ambiente, suspe~ 

dlda en un soporte que no la toque extensamente para evi­

tar que se manche. 
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EJÉHPLOS DE ALGUNOS DESORDENES GENETICOS 
DIAGNOSTICADOS CON TECNOLOGIA DE ADN RECOHBINANTE. 

cDIAGNOSTICO PRENATAL DE FENILCETONURIA CLASICA. 

El mP.tabollsrno es la suma de todos los procesos flsl. 

cos y qulmlcos involucrados en el crecimiento, manteni­

miento y transformación de sustancias en los alstemas vi-

vos. 

Todos los procesos bloquimicos están bajo control 

genético y consisten de una secuencia compleja de reacclg_ 

nes qu!mlcas en que cada paso de una vta metabólica está. 

catallzada por una enzima de manera que, cuando tenemos 

un gene defectuoso, la actividad enzlmAtlca especifica 

requerida está ausente o deficiente y el proceso normal 

es bloqueado, resultando en efectos fenotlpicos de mayor 

o menor consecuencia. 

Los genetistas Beadle y Tatum en 1941 establecieron 

el concepto de un gene - una enzima, de manera que lu m~ 

taclón de un simple gene puede producir una alteración 

solamente en la proteína especifica para la cual es res­

ponsable. Sln ~mbargo, si esta proteína controla una rea~ 

ci6n critica en una vla, también puede afectar la calidad 

o cantidad de otras reacciones (Figura No. 9 ). 

En 1902 Garrod ~escribió la existencia de algunas 

alteraciones a las cuales llamó "errores innatos del meta. 
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bolismo'', causadas por de flciencla heredl tar ia de una en­

zima especifica que provocaba disturbios metabólicos re­

sultando en la acumulación de cantidades anormales de al-

g6n intermediario metabólico normal, lo cual daba lugar 

al sindrome cllnico caracterlstico. 

DIETA 

~~~l~~USTRAt 

EN IHA~~~l-ACCION 
GENE 
MUTANTE 

.. L~ 
DIETA 

SUSTRtTO 

l =~::: _. ALTERNOS 

EFEdTo 
FENOTIPICO 

1 ENZIHATICA 

P~ODUCTO 
DEFECTUOSO-. BLOQUEO 1 

AUSENCIA DE ~ 
PRODUCTO 

Figura No. 9.- A) Vla metabólica normal. 
B) Efecto de un gene defectuoso en la v1a 
metabólica normal. 

Hay muchos desórdenes heredl tar los debidos a un 

error innato del metabolismo y la mayorla de las veces 

el modo de herencia es autosómlco reces 1 va. De esta mane-

ra, si el gene es responsable de una enzima esencial y 

el individuo tiene los dos genes normales (homocigoto no~ 

mal) la enzima es producida en cantidades notmales. El 
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heteroci9oto, quien tiene solamente un gene con efecto 

normal producirA la enzima en cantidades suficientes para 

realizar la función metabólica bajo circunstancias norma.­

les. El individuo homocigoto anormal o mutante que hereda 

un gene defectuoso de ambos padres no tendrá enzima fun­

clonante y estarA cllnlcamente afectado. 

La fenllcetonurla es un claro ejemplo de un error 

innato del metabolismo. La primera descripción de la f~ 

nilcetonuria fue realizada por el bioguimico noruego 

AsbjOrn FOlling en 1934 cuando reportó que un grupo de 

pacientes con retraso mental excretaron fenilpiruvato en 

la orina y tuvieron altos niveles de fenilalanina tanto 

en orina como en suero, el llamó a la enfermedad 

"lmbecllltas fenilplruvica". Penrose y Quastel en 1937 

introdujeron el nombre de fenilcetonuria. 

La fenilcetonuria clásica es un desorden del metabo­

lismo del aminoá.cido fenilalanina debido a un defecto en 

la enzima fenilalanina hldroxllasa que convierte fenilal2_ 

nina a tirosina en la primera fase de su metabolismo, por 

lo cual la fenilalanina es degradada por una via alterna­

tiva la cual produce Acido fenilpir6vico y otros metabol!. 

tos en cantidades anormalmente elevadas, los cuales son 

excretados en la orina (Figura No. 10 ). 
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PROTEINA 

1 FENILALANINA 
FENILAL:tiINA ----11~ TIROSINA 

I HID~CXILASA 

ACIDO FENtLPIRUVICO 

ACIDO FENIL~LACTICO ACID* FENILACETICO 

Figura No. 10.- Vlas metabólicas de la fenilalanlna. 

Es una enfermedad transmitida como un caracter aut~ 

sómlco receslvo y se cree que tiene una incidencia de 1 

en 10,000 nacimientos en Estados Unidos, de tal manera 

que la lncldencla del acarreador (heteroclgoto) es de l 

en 50 (Thompson y Thompson, 1973). 

Las prfncipales manifestaciones cllnicas que prese~ 

tan los individuos afectados son: retraso mental, mlcroc~ 

falla e hlpoplgmentacl6n. 

La importancia de la detección Prenatal está relacl.Q. 

n'ada con la necesidad de administrar un tratamiento lnme-

dlatamente después del naclmlento (dleta baja en fenllal;¡_ 

nlna) evitando de esta manera el efecto irreversible del 

retraso mental por acumulaciones tóxicas de metabolltos 

anormales en el cerebro ( Thompson y Thompson, 1973 ). 

Como la fenllalanlna hldroxllasa es una enzlma hep! 

tlca y no está presente en el suero del feto o en células 
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del flbroblasto del embr16n, se carecla de una metodolo­

g1a para el dlagn6stlco prenatal de este desorden heredi­

tario hasta que Woo y colaboradores en 1983 establecieron 

una técnica para el diagnóstico prenatal (Woo ~' 

1983). 

Robson y col. en 1982 purificaron el ARNm de la e~ 

zima fenilalanina hidroxilasa de higado de rata por inm~ 

nopreclpltac16n de polisomas y a partir de este ARNm se 

obtuvo el AON complementario. Este f·ue utilizado como una 

sonda de hibridación especifica para identificar el ARNm 

humano correspondiente a la fenilalanina hidroxilasa. Con 

el ARNm humano usado corno sonda se estudió una biblioteca 

de ADN complementario de higado humano para obtener el 

ADN complementar lo correspondiente. Este AON complementa­

r lo humano fue clonado y usado para analizar el ~de 

la fenllalanina hidroxilasa en pacientes con fenilcetonu­

rla cl~sica ( Robson ~. 1982 ) ( cuadro No. 10 ). 

Se realizaron estudios con ADN genómico de pacient~s 

fenllcetonúricos digerido con varias enzimas de restric­

ción y tres de esas enzimas (Sph 1 1 Msp I y Hind I_II} pe~ 

mitieron descubrir patrones polim6rf icos por el análisis 

mediante la técnica de Southern ( Woo ~' 1983 ). 
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Cuadro No. 10.- Pasos para la obtención de una sonda de 
ADN complementarlo humano, para el análisis de 
la deficiencia de fenllalanina hldroxllasa 
humana (seg6n Robson et al., 1982). 

1.- Obtener ARNm de fenllalanina hidroxilasa a tra 
vés de inmunoprecipitaci6n de polisarnas de rata. -
2.- Sintetizar ADN complementarlo de rata. 
3.- Clonación del ADN complementaria de rata. 
4.- Hibridación del AON complementario de rata con 
ARNm de fenilalanina hldroxilasa humano. 
s.- El ARNm humano de fenllalanlna hidroxllasa es 
utilizado para sondear una biblioteca de ADN comple 
mentarlo de higado humano ( 40,000 transformanteS 
independientes ). 
6.- Aislar ADN de plAsmidos recombinantes de colo­
nias bacterianas que dieron seRales de hibridación 
fuertes. 
7.- Este ADN complementarlo humano es utilizado como 
sonda para el análisis en pacientes fenilcetondrlcos 

En 1984, Woo y col. analizaron a 7 familias danesas 

fenilcetonúricas con uno o dos niños afectados y uno no 

afect~do. El ADN se obtuvo de linfocitos y fue analizado 

por la técnica de polimorfismos en la longitud de los 

fragmentos de restricción (RFLP), utilizando la enzima 

de restricción Sph I, obteniéndose un resultado que sug~ 

ria que el diagnóstico prenatal se podia realizar en faml 

llas fenilcetondricas ( Figura No. 11 ) ( Ledley et al., 

1964). 
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FIGURA No. 11.- Reglón del gene de la fenllalanina 
hldroxilasa y el modelo de análisis de res 
triccl6n. A,B y C corresponden a sitioS 
de reconocimiento de la enzima Sph I. 
B es la región donde existe un cambio de 
base que previene el reconocimiento con 
la enzima de restrlccl6n. 

Interpretación de los resultados: 

1.- La enzima de restricción Sph I reconoce un hexanU-

cleótido con una secuencia de GCATGC. 

2.- En un individuo con dos genes normales, la enzima 

cortacá en los tres sitios marcados corno A,B,C, dando un 

patrón similar al del hijo no fenilceton~rico. 

3. - En un individuo con dos genes anormales donde se 

presenta un polimorfismo en la zona oscura de la figura, 

la enzima corta~á los sitios marcados como A y C y dará 

un patrón similar al del hijo fenilcetonúrico. 
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4.- En un individuo con un gene no polim6rfico (normal) 

y un gene pollm6rflco (anormal) la enzima cortará en el 

gene no polimórfico en los tres sitios A,B,C, y en el 

gene polim6rfica sólo en dos sitios A y e, y dará un m~ 

delo similar al de los padres no afectados pero que son 

portadores del gene anormal Cheteroclgotos). 

En familias caucásicas se han identificado 10 sitios 

de restricción polimórficos en el locus de la fenilalani­

na hidruxilasa y estos marcadotes Polimórficos segregan 

de acuerdo con el fenotipo de la fenllcetonurla clázica 

(Lidsky et al., 1985a). 

Las mutaciones responsables de otro~ tipos de hiper­

fenilalanlnemia, tales como deficiencia de la dihidro­

pteridln 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 diagnóstico prenatal es posible aproximad~ 

mente en un 90 ' de las familias fenilceton~~icas en la 

población caucásica (Daiger et al., 1986). 
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DIAGNOSTICO PRENATAL DE HEHDGLOBINOPATIAS. 

Las hemoglobinopatias producen un modelo de enferm~ 

dades genéticas que ofrecen un claro entendimiento de las 

mutaciones y la aplicación práctica de este conocimiento 

para el diagnóstico de las enfermedades en una comunidad 

(Oavies, 1986). 

Las hemoglobinopatias son enfermedades genéticas e~ 

rnunes y un problema de salud pública en muchas partes del 

mundo y por esta razón varios paises están desarrollando 

programas de diagnóstico prenatal para la prevenvención 

de estos desórdenes, particularmente paises desarrolla­

dos, debido al gran n~mero de inmigrantes de áreas de a! 

ta incidencia (Weatherall et al., 1985). 

Son de las alteraciones más comunes coma condiciones 

recesivas. Se estima la existencia ap:coximadamente de 240 

millones de individuas hete:cocigotas en el mundo y cada 

año nacen al:cededo:c de 200,000 afectados (Hodell 1903). 

La protetna más abundante en los glóbulos rojos es 

la hemoglobina, la cual está constituida de 4 subunidades 

y cada subunidad contiene una po:cción hemo y una cadena 

pollpept1dica. Dos clases diferentes de polipéptidos se 

combinan para formar una molécula de hemoglobina normal. 

La hemogloblna adulta normal (HbA) está constituida de 

2 cadenas alfa idénticas y 2 cadenas beta idénticas. La 
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cadena atfa contiene 141 residuos de aminoácidos y la Cª-. 

dena beta tiene 146 residuos de amlnoAcldos. 

Existen cinco genes diferentes designados alfa, b~ 

ta, gamma, delta y epsllon, los cuales dirigen la sint~ 

sis de cadenas polipeptldicas que conforman las diferen 

tes hemoglobinas (Thompson y Thornpson, 1973). 

HEMOGLOBINAS NORMALES FORMULA 

Hb A alfa 2 beta 2 

Hb A, alfa 2 delta 2 

Hb F alfa 2 gamma 

Grower epsilon 4 

Grower II alfa 2 epsilon 

Las talasemias son un grupo de anemias hereditarias 

en las cuales los erltrocltos tienen una apariencia de 

estructuras para 11 tiro al blanco". En estas condiciones 

la alteración se encuentra en la disminución de la slnte­

sls de hemoglobina, especificarnente en la sintesis de una 

cadena pollpeptidica en particular. 

Existen dos tipos principales de talasemias: 

A) La alfa-talasemia debido a una reducida slntesis 

de la cadena alfa y 

B) La beta-talasemia con una defectuosa producción 

de la cadena beta. 
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Ambas talasemias pueden ocurrir en la forma mayor 

(homoclgótlcaJ y en la forma menor (heteroclgótlcaJ 

CThompson y Thompson, 1983). 

El nombre de talasemia deriva del griego thalasso, 

mar, y significa que la enfermedad fue descubierta prime­

ro en personas del Mediterráneo. La distribución geográf.!. 

ca es caracteristlca: el Mediterráneo, Italia, India y 

el oriente cercano y lejano (Hodell 1983). 

En las talasemias menores sólo'se tiene un gene de­

fectuoso, por lo tanto se tiene suf iclente producción de 

hemoglobina y las manifestaciones del desorden generalme!!. 

te no se observan. 

En las talasemias 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 (Hodell 1983). 

La beta-talasemia mayor generalmente se desarrolla 

durante el primer año de vida habiendo alteraciones en 

el desarrollo de los huesos del cráneo (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 epsllon 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-

67 



R 

fieren a variaciones neutras en el AON. Estos polimorfis­

moa introducen o remueven sitios de restricc16n, dando 

as1 un método directo para'el análisis de ADN. 

Walnscoat y col. en 1984 describieron un polimorfis­

mo para la enzima de restricción Ava II en el gene de la 

beta-globina (Figura No. 12). 

3.5 kb 1-----;J 1.1 kb 

H 
1 

a.a 1Cb 

,. .. a1t.1oa oe roaconoc11t11emo Ava 11 

.,_ "",,..--.ne1a O Dl.J990CID 09'1 •11.IO 

poi lm&-f'lc:o A.Va 11 

Figura No. 12.- Diagrama mostrando los sltlos de coi;_ 
te de la enzima Ava 11 en la región del gene 
de la beta-globlna y los fragmentos resultantes 

El sitio polim6rfico generalmente está ausente en 

cromosomas beta-taiasémicos de origen mediterráneo y e~ 

si siempre está presente en cromosomas normales. 

Cuando las muestras de ADN fueron digeridas con la 

enzima de restricci6n y los fragmentos obtenidos separ~ 

dos y transferidos a filtros de nitrocelulosa e hibrid~ 

dos con una sonda especifica, el patrón observado se 

muestra en la figura No. 13. 
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Figura No. 13.- Autoradlografla de muestras de ADN 
digeridas con Ava II. Los cromosomas nor­
males dan fragmentos de l. l y 2. 8 kb, mlen­
tras que los cromosomas talasémicos dan 
el fragmento de 3,9 kb. 

La muestra 3 corresponde a un individua homocigoto 

normal, la muestra 2 a un homocigoto anormal y las mue~ 

tras l y 4 a heterocigotos. 

En poblaciones del noreste de Italia la factilidad 

del dlagn6s~lco es entre el 70 y 90 % con este polimor­

fismo (Walnscoat, 1984). 

En aquellos casos donde la mutación no está caract!:., 

rizada, el diagnóstico prenatal puede realizarse por an! 

llsls de llgamlento de los sltlos de restricción pollm6r­

flcos dentro del gene de la D-globlna. Sin embargo, este 
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an~llsls por ligamiento sólo puede ser aplicado cuando 

los cromosomas 13-talasémicos y normales pueden ser ident.!. 

flcados 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 oligonucleótidos 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 diagnóstico prenatal de 

beta-talasemias como el análisis de distribución del t~ 

mafia de los glóbulos rojas a través de un analizador .,, 
Coulter (Rosatelll et al., 1966), electroenfoque en gra-

dientes de pH inmovilizado (Manca ~' 1986) y el uso 

de anticuerpos monoclonales (Al len et al., 1986). Sin em-

bargo, son métodos cun menor aplicación y sobre todo con 

problemas adicionales al tener que utililizar sangre fe­

tal gue debe ser obtenida en la décimo-octava semana de 

gestación con un riesgo de pérdida fetal mayor del 5 \ 

(Alter, 1986). 
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DIAGNOSTICO PRENATAL 
FALCIFORMES, 

DE ANEMIA DE CELULAS 

La anemia de células falciformes es una enfermedad 

hemolitica severa caracterizada por una tendencia de los 

eritrocitos a tornar una forma de media luna bajo candi-

clones de baja tensión de oxigeno. Las manifestaciones 

clinlcas incluyen anemia, ictericia, obstrucc16n vascular 

y la subsecuente isquemia tisular (Cuadro No. 11) (Kan 

y Dozy, 1978), 

oestrucclón 
de 

eritrocitos 
J, 

Anemia 
·~ 

.j,¡ o, ) 

Crisis celular 
(malformación) 

l 
Isquemia 

i Clrculacl6n 
.¡. 

Agregación 

Obstru;cl6n 
arterial 

Cuadro No. 11.- Sintomatologia cl1nica en la anemia 
de células falciformes por una baja pre­
sión parcial de oxigeno. 

La enfermedad tiene una distribución geográfica e~ 

racteristica, ocurriendo más frecuentemente en Afrlca ~ 

cuatorial. En los negros americanos, cerca del 0.25' n~ 

cen con esta enfermedad. Los individuos afectados son h~ 

mocigotos para el gene mutante; los padres de los nifios 

afectados son clinlcamente normales, pero sus erl·trocitos 
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se alteran cuando son sometidos a muy bajas presiones de 

oxigeno in vitre. Este estado heteroclgoto se presenta 

aproximadamente en un a· '\ en los negros americanos 

(Steinberg, 1984). 

En 1959, V. H. Ingram descubrió que la diferencia 

entre la hemoglobina normal y la de células falciformes 

yacia en la cadena beta, existiendo el cambio de un amin.Q. 

~cido en la sexta posición de la cadena: vallna por Acido 

glutAmico. Esta sustitución en las dos cadenas beta de 

la hemoglobina de cálulas falciformes es la ó.nica difere!!. 

cia bioquimica y nos explica la diferencia en el compor­

tamiento electroforético asi corno todas las manifestac~~ 

nes clinicas (Thompson y Thompson, 1973). 

Kan y Dozy en 1978 implementaron una técnica indires_ 

ta para el diagnóstico prenatal de esta enfermedad por 

anUisis de ADN de células de l!quldo amniótico bas6.ndose 

en que, en los negros americanos, el gene está asociado 

en forma frecuente con un sitio de restricción de Hpa I 

que flanquea el gene de la cadena beta. Sin embargo, esta 

situación requiere de un estudio familiar para establecer 

el ligamiento con la enfermedad. 

En 1982, Orkln y col. desarrollaron otra técnica de 

diagnóstico prenatal de la anemia de células falciformes 

por análisis de ADN de células de liquido amniótica, pero 

su análisis fue más directo y utilizaron la enzima de re~ 
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trlcclón Mst II que rompe la secuencia CCTNAGG. Esta se­

cuencia ocurre menos frecuentemente y requiere de l µg de 

ADN para su análisis. 

En 1984 Law y col. desarrollaron un método minlat~ 

rizado todavla más sensitivo y rápido utilizando el mi~ 

mo principio que el equipo de orkin. 

Goossens y col. en 1983 desarrollaron en Francia una 

técnica para el diagn6stico de anemia de células falcifo~ 

mes usando la enzima de restricci6ri Cvn I para analizar 

el ADN de vellosidades cor16nlcas, abriendo la posibili­

dad de un diagnóstico durante el primer trimestre del em 
barazo. Analizaron 5 casos de los cuales dos mostraran 

fetos con genotipo normal, uno con genotipo portador de 

la mutación y dos fetos con genotipo anormal. En la fig~ 

ra se puede observar la diferencia entre el modelo hornoci 

goto anormal y el del portador (Figura No. 14). 
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Anormal 1.4 
Normal 1.2 

1 y 3 son modelas heteroc)Oolos 
'f 2 es un modelo homoclgoto 

para ta anemia de célul.as falcllormes 

Figura No. 14.- Diagnóstico prenatal de la anemia 
de células falciformes. Modelo autoradio­
gráfico de muestras de ADN obtenidas de 
la madre (1), padre (3) y feto (2). 

La endonucleasa cvn I (un 1sosguls6mero de la enzima 

de restricción Hst II) rompe la secuencia CCTNAGG y prodJ!. 

ce fragmentos de ADN de diferentes longitudes para loa 

genes normal y anormal. Estos son separados por electrofQ.. 

resls en gel y transferidos a un filtro de nitrocelulosa 

donde son hlbridados con una sonda de ADN marcada. Esta 

s'onda fue obtenida de un fragmento gen6mico de 1. 2 kb de 

longitud a partir del sitio de reconocimiento de cvn r 

en el sexto codón del gene de la O-g~obina al siguiente 

sitio de reconocimiento de cvn I en la región flanqueado­

ra en dirección 5 1 (Figura No. 15) (Goossens ~, 

1983). 

Con este estudio se demostró que la biopsia de vellg_ 
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sldades corlónicas es 6til para el diagnóstico prenatal 

de la anemia de células falciformes a través del uso de 

una endonucleasa de restricción especifica para el sitio 

mutado, o sea, en un caso donde el defecto moleculaz: res-

pensable del desorden altera al mismo tiempo un sitio de 

restricción. 

cvn 1 cvn 1 cvn 1 

5. - 3' 
1.2 kb 

sonda 0.2 kb 

H 
.,_ .. kb 

Pro GIU GIU 

Norrml 

5 6 7 

Anorrral 
CCTGTGGAG 

Pro Val GIU 

Figura No. l.5. - sonda de ADN obtenida de un fragmen­
to ~enómico de 1.2 kb de longitud. 

75 



R 

DIAGNOSTICO DE LA DEFICIENCIA DE ORNITIN 
TRANSCARBAl!ILASA. 

En los mamtferos, la ornittn transcarbamllasa es una 

enzima gue se localiza en la matriz rnitocondrlal de los 

hepatocitos. Es un trtmero de subunldades idénticas y C!_ 

tallza la segunda etapa del ciclo de la urea, la condena~ 

ción del fosfato de carbamilo con ornltlna para formar 

citrulina. Es una enzima codificada en el n~cleo, traduc1 

da en los polirribosomas del citoplasma y después trans­

portada hacia el interior de la mitocondrla por un proce­

so dependiente de energ!a (Horw!ch et al., 1984). 

El gene de la ornit1n transcarbamllasa se encuentra 

codificado en el cromosoma X y su deficiencia da como re-

sultado una caracteristica intoxicación con amoniaco, in-

tolerancia a protelnas y retraso mental; es com6.n la mue~ 

te de niffos varones hemicigotos afectados ( el término 

hemicigoto se aplica sólo al cromosoma X en varones ) 

(Rozen et al., 1985 ). 

El diagnóstico prenatal por amniocentesis no es pos!. 

ble porque la ornltin transcarbamllasa no estA expresada 

en amniocitos y no hay productos metabólicos en este de-

sorden que puedan ser observados en el liquido amniótico. 

La biopsia fetal se ha realizado en algunas familias en 

riesgo pero los peligros inherentes a este procedimiento 

limitan severamente su utilidad (Rozen ~' 1985 ). 
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Fox y col. en 1986 lograron hacer diagnóstico px:ena­

tal mediante el empleo de polimorfismos e~ la longitud 

del fragmento de restrlcci6n para el locus de la ornltln 

transcarbamilasa en dos familias donde las mujeres esta­

ban en riesgo de tener hijos con deficiencia. 

En una famil la se estudiaron dos embarazos consecut.!_. 

vos. El primero fue diagnosticado coma alterado mientras 

que el segundo se dlagnostic6 como normal. En la segunda 

familia el feto fue diagnosticada afectado y fue confirma 

do por un ensayo diJ:ecto de la actividad de la ornitin 

transcarbam11asa en el hlgado fetal obtenido después de 

tex:minado el embarazo (Fax et al., 1986 ). 

En la primer familia, el ADN de la mujer mostró 

corresponder a un hete:c:oclgoto para el polimorfismo iden­

tificado con la enzima Msp I el cual se caracterizó 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 afes 

tado y que mur 16 más tarde y de un nl5.o afectado que abo¡,_ 

t6 a la décimo-novena semana de embarazo. Cada uno de es­

tos hijos afectados mostraron la banda de 4.4 kb pero no 

el fragmento de 5.1 kb (Figura No. 16 carril 1 y 2 respe~ 

tivamente). Asi, en esta familia se estableció que la de­

ficiencia de la ornitin transcarbamilasa está ligada al 

cromosoma X que porta la banda de 4.4 kb. 

En el quinto embarazo, el análisis de ADN reveló ~n~ 
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camente la banda 4.4 kb indicando que el feto varón esta-

ba afectado (Figura No. 16 carril 4 ). 

El anAlisis de ADN durante un sexto embarazo reveló 

la presencia de la banda 5.1 kb y la ausencia del fragme!!. 

to 4.4 kb, indicando que el feto varón no estaba afectado 

por la deficiencia de la ornitin transcarbamilasa (Figura. 

No. 16 carril 5 ). 

Figura 

2 3 4 5 

No. 16.- Pedigree y análisis de Southern pa 
ra la familia 1 afectada por deficiencia 
de la ornltln transcarbamllasa. Las mues­
tras de ADN fueron digeridas con Hsp I e 
hlbrldadas con una sonda de ADN complemen 
tario de la ornit!n transcarbamilasa hUJ11jl 
na marcada con 11P. La deficiencia está. 
asociada al fragmento de 4.4 kb en esta 
familia. 

En la familia 2 el anAlisis de ADN de la madre iden-

tif1c6 a un heterocigoto 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). 

78 



R 

ESTA 
SAUI 

TESIS 
IE LA 

na nmr 
MLJOTECA 

El análisis de ADN de un ni~o nacido vivo y muerto 

mAs tarde mostró 6nlcamente la banda de 5. 2 kb (Figura 

No. 17 carril 1); indicando que en esta familia la def~ 

ciencia de la ornltln transcarbamilasa está ligada al erg_ 

mosoma X portador de la banda 5.2 kb. El análisis de ADN 

fetal durante un segundo embarazo también presentó 6nica­

mente la banda de 5.2 kb, indicando que el feto estaba 

afectado por la deficiencia de la enzima (Figura No. 17 

carril 3). El embarazo fue terminado a la semana vigésim!:., 

primera. Se realizó biopsia fetal, se midió la actividad 

de la enzima ornltln transcarbamilasa y se encontró muy 

por abajo del valor normal, confirmando el diagnóstico 

prenatal (la actividad de la enzima en 2 determinaciones 

d16 valores por abajo de 0.4 unidades; el rango normal 

en fetos de 16 a 21 semanas de gestación ha sido reporta-

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

Figura No. 17.- Pedigree y anAlisis de Southern pa 
ra la familia 2. Las muestras de ADN fu~ 
ron digeridas con la enzima Bam HI e hi­
bridadas con una sonda de ADN complemen­
tarlo de la ornitin transcarbamllasa. 
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El diagn6stlco de mortalidad para ornltin transca~ 

bamilasa en fetos varones en riesgo se ha hecho en base 

a los polimorfismos del ADN ( Old ~' 1985 ). 

Como el análisis de los polimorfismos en la longitud 

del fragmento de restricción no identifica una mutación 

especifica general en el locus de la ornitln transcarbam!. 

lasa, la detección correcta de mujeres portadoras de la 

deficiencia es esencial para poder establecer el diagñós­

tico prenatal. Una vez que se diagnostica a un miembro 

afectado de la familia, es necesario intentar determinar 

el estado portador de la madre en riesgo. La detección 

del estado portador en ausencia de una historia familiar 

positiva es un problema importante (Fax~' 1986 ). 

Algunos polimorfismos son informativos dnica y excl!!. 

sivamente en algunas familias, para otras pueden no ser 

informativos y se tiene que seleccionar otro juego de en­

donucleasaa que generen resultados informativos Fax 

et al., 1986). 

En esta deficiencia se ha observado una frecuenqla 

alta de mutaciones nuevas. Esto, en conjunto con la varia 

bllldad en la severidad del defecto entre las diferentes 

familias, sugiere que las mutaciones son de naturaleza 

heterogénea ( Old et al., 1985 J. 

Los estudios bloquimicos han mostrado que la defi­

ciencia puede ser causada por una insuficiencia cuantita-
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tlva de la enzima o por anormalidades en la afinidad o 

cinética de la reacción ( Saheki et al., 1984 J. 

Maddalena y col. en 1988 estudiaron un paciente (ni­

fto de 6 affos) con deficiencia moderada de ornltln trans­

carbamilasa y los resultados del anAlisis de ADN fueron 

interpretados como la presencia de una delación de una 

porción sustancial del gene de la ornitln transcarbamila­

sa. Sin embargo, el problema se resolvió al detectar un 

gene de ornitln transcarbamilasa intacto en una población 

celular separada. De esta manera, se concluyó que este 

paciente tuvo un mosalcismo para la deficiencia de la º!. 

nltln transcarbamilasa. Este caso de mosalclsmo pudo ser 

detectado por la gran cantidad de sondas de ADN disponi­

bles para la detección del gene de la enzima (un paciente 

con un mosaicismo significa que es un individuo que puede 

tener 2 o más lineas celulares con diferente n6mero de 

cromosomas) (Haddalena et al., 1988). 

Del paciente se tomaron muestras de piel y sangre 

periférica a la edad de 5 afias y 10 meses. El ADN fue prg_ 

parado directamente de la sangre, de flbroblastos prima­

rios, de llnfoblastos transformados CLBL-644) y de una 

linea celular linfoblastoide subclonada (LBL421A) obten!_ 

da de células del paciente a la edad de 4 afias y 2 meses. 

El ADN fue digerido con la endonucleasa Hlnd III y 

sondeado con un fragmento ADN complementario que tiene 
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la secuencia codificadora completa para el gene de la or­

nltin transcarbamilasa. Los resultados obtenidos después 

de la autoradlografia son mostrados en la Figura No. 18 • 

.. 

.. 

Figura No. 18.- Autoradiografia presentando los fragmen­
tos de AON correspondientes a los genes OTC en 
varios tejidos del paciente. 
Carril 1, muestra de ADN control. 
Carril 2, linea de flbroblastos del paciente. 
Carril 3 1 sangre periférica reciente. 
Carril 4, Unfoblastos transformados (LBL-644). 
Carril 5, linea linfoblastolde subclonada 
(LBL-421A) (subpoblac16n celular portadora del 
gene anormal). 

A través de estos resulta dos en que aparecen las dos 

bandas, nor1Ml (15 kb) y anormal (10 kb] en unas lineas 

celulares y la derivación de una subpoblac:i6n celular 11!:_ 

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 encontró que varió la pro­

porción relativa de los 2 fragmentos Hind III entre dife­

rentes tejidos, apoyando nuevamente el diagnóstico de 

mosaiclsmo del paciente para el gene OTC ( Haddalena 

et al., 1988 l. 

La existencia de 2 poblaciones celulares, una con 

deleclón en OTC y otra normal, sugiere que la delecl6n 

ocurrió como resultado de un error mitótlco en el embrión 

( Haddalena ~' 1988 ), 
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DIAGNOSTICO PRENATAL DE LA COREA DE HUNTINGTON. 

Es una enfermedad hereditaria autos6mica dominante 

El nombre de la enfermedad se debió a George Huntington 

que en 1872 describió en forma completa la enfermedad. 

Clinlcamente la enfermedad puede manifestarse en 

dos formas diferentes: 

a) la forma de corea clAsica y 

b) la forma r!gida. 

La forma de corea consiste generalmente en movimien­

tos involuntarios anormales (corea), acompaRados por de­

trimento intelectual (demencia) y disturbios siquiátricos 

(Conneally, 1984). Los movimientos son caracter1sticos, 

aumentan con el tiempo y en las fases tard las de la enfer 

medad parecen grotescos. 

La forma rlglda, a menudo referida como variante 

Westphal, involucra rlg.idez muscular, lentitud de movi­

mientos, tremar. El deterioro mental es similar en ambos 

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 enfermad~ 

des cardiovasculares y neumonla (Conneally, 1984). El com. 
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portamlento suicida también es una causa común de muerte 

Hayden et al., 1980 ). 

Las manifestaciones cl1nicas pueden ocurrir en cual-

quier tiempo desde el perlado neonatal hasta los 70 afias 

o más. Sin embargo, la edad en que se presentan los slnt~ 

mas clinlcos en el 50% de los genotipos susceptibles de 

desarrollar la enfermedad es alrededor de los 40 afias 

(Figura No. 19) (Reed y Chandler, 1958). 

•o aa "'ª so m 
._ - pt"'~lón - .,,.,.._ 

- •• --- - """"'not.on 

Figura No. 19.- Edad de presentación de la corea de 
Huntlngton. A la edad de 40 años la enfer­
medad se manifiesta en aproximadamente la 
mitad de loa individuos genéticamente 
susceptibles. 

La prevalencia de la enfermedad de Huntlngton es 

aproximadamente de 10 por 100,000 en muchas poblaciones 

cauc.isicas ( Gusella et al. / 1984; Robertson, 1983¡ 
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Bird, 1985 ) • 

Las investigaciones en el Area de la neuroqulmica 

han encontrado varias diferencias entre los pacientes con 

la enfermedad de Huntington y controles. Se han observado 

cantidades disminuidas de neurotransmisores como dopamina 

gaba, acetilcolina transferasa y algunos péptidos como 

la sustancia P y la enzima convertidora de la angiotensi­

na en áreas especificas del cerebro en pacientes con la 

enfermedad ( Barbeau, 1979 ). 

Si todas los individuos afectados se abstuvieran de 

la reproducci6n, un desorden dominante se podria ertad1-

ca1: en la primera generación y sólo aquellos casos causa­

dos por nuevas mutaciones evitarán la completa desapari­

ción de la enfermedad. Sin embargo, las personas suscept!_ 

bles no saben si ellos son portadores del gene afectado 

hasta que han pasado su periodo reproductivo; de aqu1 la 

importancia de su detección. 

Como ya se ha mencionado, la tecnolog1a de ADN reco!!!. 

binante provee de un método para la obtención de marcado­

res genéticos que permitan el monitoreo de diferencias 

heredables en la secuencia.de ADN gen6mico. Estos marca­

dores son precisamente los polimorfismos en la longitud 

de los fragmentos de restricción. Como ya se mencionó, 

los polimorfismos del ADN pueden ser encontrados tanto 

en regiones codificadoras o no del genoma ( Gusella 
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tl.....!!.L.. 1963 ) • 

Gusella y col. identificaron un ft:agmento de ADN an§_ 

nlmo, del cromosoma 4 humano que permite detectar dos po­

limorfismos en la longitud de los fragmentos de restric­

ción al digerir el ADN con la endonucleasa Hind III. El 

marcador muestra un ligamiento genético muy cercano al 

gene de la enfermedad de Huntington (Gusella ~' 

1983; Gusella et al., 1965 ). 

El estudio lo realizaron en das familias diferentes: 

una norteamericana y otra venezolana. 

De los marcadores utilizados, s6lo el GB sugitió li­

gamiento al gene de la enfermedad de Huntington a una di~ 

tanela de 4 cH del ~ del gene ( Folstein ~, 

1985). 

La clona GB es un bactet:i6fago recombinante con 17 

kb de ADN humano libre de secuencias repetitivas. La son­

da detectó dos fragmentos invariables y varios variables 

de ADN gen6mico humano digerido con Hind III. 

Para determinar la base de la variación se realizó 

un mapeo de restricción de la clona GB con la enzima de 

restricción Eco RI y se obtuvo un fragmento de 5. 5 kb que 

fue subclonado y utilizado como sonda contra el ADN gen6-

mico digerido con Hind III, dando los resultados mostra­

dos en la figura No. 20. Si los sitios polim6rficos en 

el mapeo de AON están tan cercanos que la frecuencia de 
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recombinaci6n entre ellos es despreciable, se dice que 

ellos son heredados juntos como una unidad. Esta unidad 

establecida sobre un cromosoma puede ser considerada como 

un haplotipo ( un haplotipo está. constituido de dos 

~' cada uno con especificidades antigénicas difere!!_ 

tes, que se transmiten como una unidad de los padres a 

los hijos) ( Thompson y Thompson, 1973 ) • 

Las cuatro posibles combinaciones de los alelos en 

los dos sitios polim6rficos se muestran en la figura 

No. 20, 

HBDIO\IDO• 

A 

e 

o 

............................... ....... e::> 

= ... 
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" •• 
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3.7 1.2 

- ... 
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H 5,5 ICD 1 HI 

&ubckln• aa Hl 
lllUO 1: 

Figura No. 20.- Haplotipos en el locus G8. El marcador 
resulta de la detección de 2 sitios polim6rficos 
Hlnd III, cada uno dando dos posibles alelos (presen 
cia o ausencia del sitio). La combinación de aleloS 
de cada uno de estos sitios es referido como haplo­
tlpo. Los segmentos oscuros corresponden a los frag­
mentos detectados con la sonda (subclona G8). (La 
subclona GB proviene de la sonda GB 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 población general, haciendo de la subclona GS un 

l2EE.!!. de cuatro alelos altamente informativo ( Gusella 

~ 1984 J. 

El descubrimiento de este marcador 1 igado a la enfe;_ 

medad de Huntington tiene varias implicaciones: 

1) La tipificación de familias con la enfermedad 

muestra que el gene responsable está localizado sobre el 

cromosoma 4, en la parte distal del brazo corto. 

2) Se puede estudiar la frecuencia de nuevas muta­

ciones en el gene responsable de la enfermedad (tiene una 

baja frecuencia de mutación). 

3) Se debe buscar otro marcador polim6rfico del otro 

lado del gene responsable de la enfermedad, de manera de 

poder intentar la clonación del gene implicado en la en­

fermedad de Huntington. 
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DIAGNOSTICO PRENATAL DE LA DEFICIENCIA DE LA 
ALFA-1-ANTITRIPSINA. 

La 11-l-antitrlpsina es una prote1na sérica de la 

fracción a-1 que inhibe la actividad de la tripsina y de 

otras enzimas proteoliticas ( Thompson y Thompson, 1973). 

El interés cl1nico radica en que la deficiencia se 

encuentra presente en muchos pacientes con enfermedades 

hepáticas y pulmonares ( Thompson y Thompson, 1973 ). 

Esta proteina es sintetizada en el higado y su sitio 

primario de acción fisiológica es en la estructura alveo-

lar del pulmón ( Laurell y Erikson, 1965 ). 

La o-1-antitripsina act6a inhibiendo la elastasa de 

los leucocitos, protegiendo de la hidrólisis las fibras 

elá.sticas de las paredes alveolares. Cuando existe un de!, 

equilibrio entre los niveles de c&-1-antitripsina y elaste.. 

sa, de manera gue ~sta 6ltlma se encuentre en exceso, o-

curre un dafto permanente a la estructura alveolar del pul 

món, resultando en un desarrollo eventual de enfisema pul. 

menar. As!, aquellos Individuos que sufren de una defi­

ciencia genética de la enzima están predispuestos a esta 

enfermedad degenerativa de pulmón con un riesgo de 20 a 

30 veces mciyor que la población general (Kldd ~' 

1983; cox y Mansfield, 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 cigarrillo ( Kidd 

~. 1983 ). 

Existen alrededor de 30 fenotipos diferentes de la 

proteina. La mayoria de los individuos son homocigatos 

mostrando el fenotipo normal M, los individuos que mue~ 

tran el fenotipo homocigoto Z sufren de una severa def!. 

ciencia de la ~-1-antitripsina. Este caracter es hereda 

do en forma autos6mlca recesiva. Los demás fenotipos r~ 

sultan con niveles normales de la enzima (Kidd ~' 

1983 ) • 

Se ha estimado que en los individuos caucAsicos uno 

de cada 2 1 000 son homocigotos Z y un S't. son portadores 

del gene Z (Kidd ~, 1983¡ Cox et al., 1985). 

La prevalencia del fenotipo Zen blancos norteameri­

canos es de uno en 7 1 600 (Cox ~' 19?6). 

La base de la deficiencia es la sustitución del res!. 

duo de Acido glutAmico en la posición 342 de la prote1na 

tipo M norma1 por un residuo de lislna en la prote1na ti­

po z, anormal (Yoshida ~' 19?6}. 

La estructura inolecular del gene a-1-antitrlpsina 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 mutación se loe~ 

liza en el ex6n 5 1 contenido dentro del fragmento de 2.4 

kb producido por digestión del ADN con las endonucleasas 
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de restricción Hind III y'Xba I (Kidd ~· 1984 ). 

111 IV 

Xbl 1 Xbl 1 Hl1d IU 

f.CD Al tco RI f.CI RI 

Figura No. 21.- Estructura del gene m-1-antitripsina 
mostrando el fragmento de restriccl6n Hlnd III 
+ Xba I de 2.4 kb. 

Kidd y col. en 1983 sintetizaron sondas de ollgon~ 

cle6tidos complementarios a los genotipos H y Z del gene 

e1-l-antitripslna las cuales fueron utilizadas pa:r:a el 

diagn6stico pre~atal de la deficiencia de la enzima en 

dos familias, o~teniendo los resultados mostrados en las 

figuras No. 22 y 23 ( Kidd et al., 1984 ). 

El diagnóstico prenatal de los dos fetos fue confir­

mado después del nacimiento. 
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Figura No. 22.- Análisis de ADN de la familia l dl 
gerido con Hind III/Xba I e hibridado con ollgO. 
meros M (A) y z (B). El gene clonado a-1-antl­
tripsina está representado por pAT9.6. MM y ZZ 
representan homocigotos controles de ADN. Hes 
madre, P es padre y F es el feto. 

, .. , ....... , ... , ....... 

Figura No. 23.- Análisis de ADN de la familia 2 dl 
gerido con Hind III/Xba I e hibridado con ollgO, 
meros H (A) y Z (B). El gene clonado a-1-anti­
tripsina está representado por pAT9.6. MM y ZZ 
representan homoclgotos controles de AON. Mes 
madre, P es padre y F es el feto. 

Este método de análisis directo del sitio de muta-

ción en el gene de la a-1-antltripsina puede diagnosticar 
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los fenotipos MM, ZZ y HZ. Sin embargo, si hay un polimo~ 

fismo o una mutación silenciosa en el ADN del gene nor­

mal, debido a la degeneración del código genético, un fe­

to HZ puede ser diagnosticado como homocigoto ZZ. Esta 

remota posibilidad puede ser eliminada con la inclusión 

dentro del análisis del ADN de los padres, de tal manera 

que si el genotipo de los padres, siendo HZ o MM, es ca­

racterizado como ZZ por la prueba, entonces ello será una 

fuerte indicación de la presencia de un polimorfismo o 

una mutación en la región del gene a-1-antitripsina (Kidd 

et al., 1984). 

En 1986 Cox y Billlngsley as! como Hejtmancik y col. 

en 1986 hicieron una comparación del método anterior con 

el método de polimorfismos en la longitud de los fragmen­

tos de rest~icción hibridado con una sonda gen6mica marc~ 

da. La sonda es un fragmento de 6.5 kb obtenido del gene 

por digestión con Bam HI. Los 2 métodos dieron resultados 

idénticos. 

Las ventajas del análisis por polimorfismos en la 

longitud de los fragmentos de restricción son: 

a) es una técnica mAs simple, 

b) raramente necesita repetirse, 

e) los resultados se obtienen 7-10 dlas después del 

muestreo (sin cultivo celular), 

d) requiere menor cantidad de AON. 
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CONCLUSIONES: 

l.- Con las técnicas de ADN recombinante es posible el 

diagnóstico prenatal de una gran variedad de enfer­

medades genéticas. 

2.- Con estas técnicas se tiene la ventaja de identifi­

car directamente el gene afectado en lugar de basa!._ 

se en el producto del gene. 

3.- Existe la posibilidad de crear alguna sonda de ADN 

complementario que nos ayude en el diagnóstico pre­

natal, conforme se van describiendo los defectos bi~ 

quimicos de la enfermedad. 

4.- El muestreo de vellosidades cori6nicas es un fuerte 

sustituto de la amnlocentesis como fuente de ADN 

para el diagnóstico prenatal. 

5.- La posibilidad de contaminación de la toma de mues­

tra de vellosidades cori6nicas con células maternas 

es minima. 

6.- Cuando la muestra de ADN es insuficiente para reali­

zar el examen, existe la pasibilidad de amplificar 

ln vitra aquella porción del gene que contiene el 

sitio dattada. 

7.- Las reacciones de amplificación de ADN in vitra ya 

se encuentran automatizadas. 
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B.- La introducc:i6n de la técnica del "random primer 

extension 11 en sustitución de la técnica de "nick 

translatlon" para la producción de sondas marcadas, 

ha dado pautas en la obtención de ADN de alta 

actividad especifica con mejores rendimientos. 

9.- Una posible limitación de estos métodos en cuanto 

a su aplicación rutinaria es el empleo de isótopos 

radiactivos. Sin embargo, el uso de nucleótidos bi~ 

tlnilados incorporados a la sonda como marca podria 

permitir un medio alternativo para la detección de 

anomallas genéticas sin el uso de marcas radiactivas 

cuando se alcanze un grado de sensibilidad similar 

a los métodos radiactivos. 

10.- La tltcnica de polimorfismos en la longitud de los 

fragmentos de restricción (RFLP) es una poderosa té:_ 

nica indirecta para la detección de anomal1as genéti 

cas cuando no se conoce la mutación, pero se conoce 

la posición sobre el mapa genético de manera que si~ 

ven exclusivamente como marcadores genéticos para 

mostrar la transmisión de la región del gene a tra­

vés de una familia. 

11.- Los marcadores genéticos (RFLP) necesitan estar int!_ 

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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12.- Los matcadores genéticos (RFLP) deben ser informati­

vos, esto se refiere a que exista un desequilibrio 

entre la población afectada y la población control. 

13.- Para poder usar oligonucle6tidos sintéticos como so!!. 

das de hibridación se debe tener información de la 

secuencia de aminoAcidos del producto. 

14 .- El diagnóstico individual por esta metodologia tiene 

un precio elevado, sin embargo, al utilizarlo en 

gran escala conlleva a una dlsminuci6n en su costo. 
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COMENTARIOS: 

El uso de metodologlas de ADN recomblnante para dla!l 

nostlcar enfermedades genéticas continua con un r~pldo 

desarrollo, muchas enfermedades y predlsposlciones gené­

ticas a enfermedades est6n siendo mapeadas diariamente, 

por ejemplo, los genes involucrados en el metabolismo del 

colesterol, como varias formas de receptores de lipoprot.e. 

!nas <le baja densidad (Brown y Goldstein, 1986) o los ge­

nes de Apo B, e y E (Snoulders y Baralle, 1986), son fac­

tores que predisponen a enfermedades de las arterias cor~ 

narlas. 

Existen enfermedades donde la mutación precisa no 

se puede predecir y el anAlisis genético tiene que reali­

zarse en familias afectadas y se sigue la herencia del 

gene mutante a través de marcadores genéticos, como es 

el caso de la distrofia muscular de Ouchenne (Ionasescu 

~ 1986) y flbrosis qulstica (Farral ~. 1986). 

El dlagn6stlco de ciertas enfermedades infecciosas 

por técnicas de anAllsis de ácidos nucl~icos ofrece mu­

chas ventajas sobre las técnicas lnmunológlcas ya que se 

pueden ensayar factores de virulencia microbiana y genes 

que confieren resistencia a antibióticos, de tal forma, 

que ayudarAn a una rApida selección del tratamiento apr~ 

piado (Caskey, 1987). 
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Con esta metodologia tamblán nos permite la detec­

ción de leucemias o cAnceres en gener~l, esto debido a 

la relativa facilidad con la cual las sondas de ADN pue­

den ser sintetizadas, de tal maner, que es posible dlse··· 

itar reactivos basados en el anAllsls de secuencias de ADN 

para detectar recurrencias o dlsemlnacl6n de células tumg_ 

rales con las alteraciones genéticas caracteristlcas 

(Landergren i:..t.....il.l_, 1988). 

Un avance tecnológico surgido es el método de arnpl1-

flcac16n de ADN a través de la reacción en cadena de la 

pollmerasa, con esta reacción se puede amplificar exponen 

clalmente un segmento de ADN. En 25 ciclos de ampllflca­

clón, la secuencia tratada aumenta aproximadamente 10 • 

veces. Una vez realizada la ampllflcaclón del segmento 

de ADN, la secuencia de nucle6tldos puede ser determina­

da (Saiki ~. 1985; Saiki ~. 1988). 

En México existen buenos equipos de trabajo en el 

Area de biologia molecular y algunos trabajan en el &rea 

de diagnóstico de enfermedades utilizando las metodologi­

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