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Resumen

Desde hace unas afios, la tecnologia del
ADN recombinante ofrece un nuevo ca-
mino para investigar las enfermedades ge-
néticas. De una forma discreta pues, las
técnicas de la biologia molecular van en-
trando paulatinamente en la medicina
préactica, y si su campo de aplicacion (pre-
vencién, diagndstico...) es adn limitado, el
clinico debe ya interesarse y conocer los
diferentes aspectos beneficiosos que esa
nueva tecnologia puede aportar a la ge-
nética humana.

En este trabajo de investigacion, se pre-
senta una de sus multiples aplicaciones,
como es la deteccion de portadores hete-
rocigotos en familias con individuos afec-
tos de fibrosis quistica de pancreas o mu-
coviscidosis.
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introduccion

La fibrosis quistica de pancreas (FQ), es
una enfermedad monogénica de herencia
autosOmica recesiva. Es decir, los padres
de un individuo afecto FQ son portadores
obligados del cromosoma alterado. Su fre-
cuencia en la poblacién caucésica es de
1/2.500 recién nacidos vivos, siendo 1
adulto de cada 25, portador del gen an6-
malo. :

El gen, cuyal(s) mutacion(es) produce(n) la
enfermedad se ha localizado en el brazo
largo del cromosoma 7 (7q.31).'3 Su de-
fecto bioquimico se desconoce actual-
mente, creyéndose relacionado con la re-
gulacién del transporte de aniones en la
membrana epitelial.* °

Las manifestaciones clinicas de la FQ se
caracterizan por ser altamente variables,
siendo basicamente de 2 tipos: respirato-
rias (broncopatia crénica obstructiva) y/o
digestivas.®

Enfermedad heterogénea, las manifesta-
ciones respiratorias no se encuentran pre-
sentes siempre desde el inicio de la enfer-
medad (que puede ser simplemente diges-
tiva), pero aparecen con el tiempo en la
mayoria de los casos (85%) y condiciona-
ran el mal prondstico en mas de un 95%
de los afectos. Una sintomatologia respi-
ratoria evocadora de FQ seré tos croénica,
disnea y bronquitis infecciosas y/o asma-
tiformes, marcadas sobre todo por su ca-
racter recidivante. Las alteraciones diges-
tivas estan caracterizadas basicamente por
un sindrome de malabsorcion con diarrea
cronica, responsable del retraso estaturo-
ponderal, que contrasta con el apetito vo-
raz largo tiempo conservado. Las deposi-
ciones son abundantes, pastosas, brillan-
tes y malolientes. Otros sintomas digesti-
vos seran: ileo meconial en periodo
neonatal, con cuadro clinico de oclusién
intestinal (10-15%),% 7 retraso en la elimi-
nacion del meconio y prolapso rectal. Si
bien, en la mayoria de los casos, el cua-
dro clinico aparece en los primeros meses
de vida o dentro del primer ano, hay des-
critas formas tardias de la enfermedad.

Finalmente, varios exdmenes paraclinicos



seran de gran utilidad para un claro diag-
nostico:

— Test del sudor. Es basica una perfecta
técnica y puesta a punto para descartar los
falsos positivos, requiriéndose un minimo
de 2-3 tests para confirmar el diagnosti-
co. En la FQ, se considera valor patoldgi-
co un valor de cloro superior a 60 mEq/I.
— Esteatorrea. Confirma la maldigestion
lipasica (valor normal: <3 gr./24 hrs.; FQ:
>4-5 grs./24 hrs.).

— Determinacion neonatal de la tripsina
inmunorreactiva.

— Una radiografia toracica permitird apre-
ciar el estado pulmonar.

Sin embargo, ninguna de dichas manifes-
taciones y/o pruebas permiten conocer
qué individuos, dentro de una familia con
un individuo afecto FQ, son portadores del
cromosoma alterado. Hay que tener en
cuenta que los hermanos de un afecto FQ,
tienen un riesgo mayor de ser portadores
que la poblacién normal.

Es a partir de la localizaciéon en el afo
1985, del gen de la FQ, en 7q.31, y gra-
cias a técnicas de genética molecular
cuando se realizan mas avances en la in-
vestigacion de la FQ. No ha sido posible
hasta ahora conocer el defecto genético
responsable de la FQ y no puede realizar-
se por lo tanto un anélisis directo del gen.
Sin embargo, puede analizarse de forma
indirecta mediante el estudio de sondas
moleculares que estdn muy cerca de di-
cho locus génico. El estudio con estas son-
das moleculares cercanas al gen en fami-
lias con un individuo afecto FQ permite,
siguiendo la segregacién de dichas son-
das (marcadores) conocer de que forma
se ha transmitido (segregado) la mutacion
y, con ello, conocer qué individuos den-
tro de la familia son portadores.

En el esquema 1, se observa el idiograma
del cromosoma 7 con algunas de las son-
das moleculares que flanquean de uno y
otro lado el locus CF (FQ), asi como las
sondas empleadas en este estudio y las
endonucleasas o enzimas de restriccion
que posibilitan, mediante el reconocimien-
to de un determinado polimorfismo bialé-
lico, la conveniente interpretacion molecu-
lar.
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TABLA |

SONDAS [ENDONUCLEASAS| ALELOS
7c22 Eco RI 1: 7,2 Kb
2: 5,1 Kb

met D Taq | 1: 5,0 Kb
2: 4,0 Kb

met H Taq | 1: 7,0 Kb
2: 4,2 Kb

PT-3 Ban Il 1: 0,6 Kb
2: 0,5 kb

XV-2¢ Taq | 1:2298Kb
2: 1,4 Kb

KM.19 Pst | 1: 7,8 Kb
2: 6,6 Kb

J3.11 Msp | 1: 4,2 Kb
2: 1,8 Kb

Para un estudio familiar dos requisitos son
fundamentales:

— Tener un claro diagndstico clinico de
la enfermedad.

— Disponer de muestras del individuo
afecto, sus progenitores y, secundaria-
mente, de sus hermanos/as (si los hay).
Se inicia el estudio a partir de las sondas
moleculares mas cercanas a uno y otro
lado del locus génico. Con ello, se busca
informatividad, es decir, la posibilidad
que, mediante el estudio y anélisis de la



forma de segregacién de una sonda o va-
rias de ellas (haplotipo), podamos discer-
nir entre el cromosoma normal y el altera-
do FQ. Si la informatividad hallada no es
suficiente, se continGia con otras sondas
més alejadas del locus.

Método

El ADN, que puede ser extraido de cual-
quier célula nucleada (en nuestro caso,
leucocitos de sangre periférica), es digeri-

do con las enzimas de restricciéon Taq |,
Pst I, Msg | y Ban Il, segun técnicas ya
descritas.” Tras la separacion electroforé-
tica en geles de agarosa al 0,8%, los frag-
mentos de ADN son transferidos a un so-
porte sélido (nylon o nitrocelulosa), y se
hibridan con las sondas met D, met H, XV-
2c, KM.19, J3.11 y pT-3 marcadas radioac-
tivamente. Tras la conveniente autorradio-
grafia podran estudiarse los Fragmentos
de Restriccion de Longitud Polimérfica
(FRLP) que nos permitiran realizar el diag-
néstico molecular (Tabla II).

enzima de
restriccion

desnaturalizacion al
estado de simple cadena

fragmentos

gel de agarosa
electroforesis
ADN total

filtro recibe la réplica del gel

— Extracciéon del ADN

— Transferencia sobre filtro

— Autorradiografia

filtro de nitrocelulosa -
gel |
[ 7 \‘]
solucién salina blotting
filtro _| ]
solucién de ’ fevado
hibridacién v
o e autorradiografia
radioactiva

TECNICA DEL «<SOUTHERN BLOTTING»

— Digestién por un enzima de restriccién
— Electroforesis en gel de agarosa

— Hibridacién con una sonda (ADN genémico o ADNc)

la autorradiografia muestra Gnicamente
el fragmento complementario o la sonda
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Resultados

Como ejemplo de aplicacién de las técni-
cas descritas, se presentan en este traba-
jo, el andlisis molecular de 2 familias que
tenian, al menos, un caso-indice FQ. Di-
cho estudio forma parte de un mas am-
plio trabajo de investigacion realizado en
familias espafiolas afectas de tal patologia,
procedentes mayoritariamente de la Cuen-
ca Mediterranea Espafiola (Catalufa, Va-
lencia, Murcia...) asi como las poblaciones
insulares (Baleares y Canarias).

En la familia 1 (familia L-C), la determi-
nacién de los haplotipos con 5 sondas mo-
leculares ha permitido identificar, dentro
de una misma fratria, los dos cromosomas 7
portadores de la mutacién, y en conse-
cuencia, seguir la segregacién del gen.
Asi, los individuos II-1 y II-7 son homoci-
gotos afectos FQ, mientras que los indivi-
duos II-2, II-3 y II-5, asi como los individuos
II-4 y 1I-6 son heterocigotos paternos y ho-
mocigotos sanos respectivamente.

Sin embargo, no sélo es importante la de-
teccion de portadores del cromosoma mu-
tado en la misma fratria del caso afecto
FQ, sino también en las generaciones an-

teriores (hermanos paternos y maternos).
En la familia 2, vemos que es el alelo E2
de la sonda KM.19 el asociado a la enfer-
medad, ya que el individuo V-1 (afecto
FQ), lo presenta en estado de homocigo-
sis (E2E2), siendo sus padres (l1I-2 y 11I-7),
heterocigotos (E1E2).

La pareja IlI-3/11-8 acudi6 a consulta ge-
nética para saber si eran portadores y, tras
el conveniente estudio y anélisis molecu-
lar, se comprob6 que si bien 111-8 era por-
tadora del alelo E2, que en esta concreta
familia es el que segrega con el gen mu-
tado, el individuo I11-3 no era portador del
cromosoma alterado.

Conclusiones

Hemos podido constatar, con este traba-
jo, el gran desarrollo que en los ultimos
afios se ha producido en las ciencias bio-
médicas gracias a la biologia molecular.
Asi, la tecnologia del ADN recombinante
ha supuesto un gran cambio en el diag-
néstico e investigacion clinico-bioldgica de
enfermedades hematoldgicas (talasemias,
hemofilias...), neuromusculares (distrofias
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de Duchenne-Bécker...), oncolégicas...m
Sin embargo, en muchas de éllas (Corea
de Huntington, neurofibromatosis, poli-
quistosis renal, atrofia espino-muscular...),
se continda investigando mediante esta
tecnologia y otras nuevas que van apare-
ciendo (Polymerase Chain Reaction...) para
mejorar el diagndstico, prognosis y posi-
ble terapia, todo ello tendente a mejorar
la calidad de vida del paciente.

La genética molecular ha dado, a lo largo
de estos afos, prueba del gran potencial
que representa, de ahi el necesario apo-
yo, dentro de un marco objetivo de inves-
tigacion-diagnéstico que a dicha biotecno-
logia deberia darsele para su aprovecha-
miento y desarrollo.
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