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El desarrollo de las técnicas bioldgicas e informaticas de las
ultimas décadas ha propiciado la consecucién del Proyecto
Genoma Humano2, un esfuerzo cientifico internacional
que ha culminado en un mapa genético de alta resolucién y
en un borrador de la secuencia de nucleétidos del genoma
humano. Su aplicacién mds inmediata ha sido la identifica-
cién y caracterizacién de nuevos genes, lo que estd permi-
tiendo un avance espectacular en el conocimiento de las ba-
ses moleculares de las enfermedades genéticas y estd
mejorando la capacidad de diagnéstico molécular®*. La am-
pliacién progresiva del nimero de anlisis genéticos disponi-
bles para el diagnéstico hace imprescindible que el pediatra
conozca sus fundamentos, indicaciones y limitaciones y sea
capaz de interpretar sus resultados.

Puntos clave

Las enfermedades genéticas que se diagnostican
mediante estudio del ADN son las
enfermedades monogénicas, causadas por mutaciones
en un solo gen y que siguen un patrén de herencia
mendeliano.

El estudio genético indirecto (o de ligamiento) se

emplea cuando el gen se ha localizado pero no se
ha caracterizado, cuando se ha caracterizado pero es
grande y muestra gran dispersién de mutaciones o
cuando mas de un gen esta implicado en la
enfermedad.

Las distintas técnicas empleadas en el estudio

genético directo dependeran de las caracteristicas
del gen y del tipo de mutaciones. En la busqueda de
mutaciones puntuales se suele utilizar un método de
cribado (SSCP, DGGE), etc. seguido de secuenciacion.

Las principales aplicaciones de las técnicas

diagnésticas mediante ADN son la confirmacion
diagnéstica, el diagnostico presintomatico, el estudio
de portadores, el diagnéstico prenatal y el diagnéstico
preimplantacional.

El estudio genético, en cualquiera de sus

aplicaciones, precisa de consentimiento informado
y de asesoramiento genético apropiado.
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Base molecular
de las enfermedades
monogénicas

Las técnicas diagnésticas moleculares se aplican fundamental-
mente a las enfermedades monoggénicas, causadas por mutacio-
nes en genes del ADN nuclear y que siguen un patrén de he-
rencia mendeliano (autosémico dominante, recesivo y ligado al
sexo). Hay que diferenciar las enfermedades mitocondriales en
las que pueden estar implicados genes del ADN mitocondrial®
y cuya transmision se realiza por via materna exclusivamente.

Se estima que existen de 30.000 a 40.000 genes en los 46 cro-
mosomas que componen cada una de nuestras células™?. Los
genes son fragmentos de ADNO, con 2 copias alternativas o
alelos, cuya secuencia de nucleétidos determina la secuencia de
aminodcidos de la proteina. Aunque la mayoria de los cambios
en la secuencia del ADN pueden no tener efecto fenotipico
(polimorfismos), algunos otros alteran la funcién de la proteina
(mutaciones) provocando distintas enfermedades’. La mayoria
de las enfermedades monogénicas son el resultado de mutacio-
nes puntuales (p. ¢j., fibrosis quistica®), por delecién, insercién
o sustitucién de un nucleétido por otro, y segtin su efecto se
clasifican en silenciosas (no cambia el aminodcido), cambio de
sentido o missense (cambia el aminodcido), sin sentido o 7o~
sense (da lugar a un codén de parada y trunca la proteina) y de
splicing, que afecta al procesamiento del ARN. Existen otros
tipos de mutaciones patogénicas, como grandes deleciones (p.
¢j., distrofia muscular de Duchenne), inserciones (p. ¢j., hemofi-
lia A) o expansién de tripletes (p. €j., sindrome de X frgil), que

precisan diferentes técnicas moleculares para su diagn(’)sticog’lo.

Técnicas basicas de
biologia molecular

Existen técnicas comunes en todos los laboratorios de diag-
néstico molecular.
Hibridacion de acidos nucleicos

Las cadenas complementarias de ADN se separan aumen-
tando la temperatura, rompiendo los enlaces quimicos o dis-
minuyendo la concentracién salina (desnaturalizacién), y se
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Figura 1. Estrategia en el diagndstico molecular. PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; FISH: hibridacion in situ fluorescente

vuelven a unir (renaturalizacién) modificando estos pardme-
tros en sentido inverso. Se pueden identificar secuencias de
ADN mediante la hibridacién con sondas genémicas (frag-
mentos de ADN de secuencia complementaria marcados
enzimdtica o radiactivamente), que se detectan por fluores-
cencia (hibridacién 7 sizu fluorescente [FISH]) o autorra-
diografiall.

Amplificacion enzimatica del ADN (PCR)

Consiste en la obtencién de millones de copias de una se-
cuencia especifica de ADN, con la ayuda de cebadores o pri-
mers (secuencias de nucleétidos complementarias a los extre-
mos de la regién que queremos amplificar) y de la enzima
ADN polimerasa!?. La RT-PCR (reverse transcription PCR)
es una modificacién, y consiste en la sintesis y posterior am-
plificacién de ADN complementario a partir de ARNm con
la enzima transcriptasa inversa. Se utiliza para detectar muta-
ciones que alteran el sp/icing.

Los productos resultantes de la PCR se separan por electro-
foresis, en gel de agarosa o poliacrilamida, y dan lugar a unas
bandas con movilidad diferente segtin su tamafio y conforma-
cién. Del gel pueden transferirse a un papel de filtro para ser
detectados mediante sondas especificas (Southern blot). Esta
técnica es muy util en defectos moleculares grandes.

Estudio de marcadores genéticos: RFLP,
micro y minisatélites

Cualquier marcador ligado al gen causal de una enfermedad
puede utilizarse para seguir la transmisién del alelo mutado en
una familia. Los RFLP, o polimorfismos en la longitud de los
fragmentos de restriccion, son fragmentos de ADN generados
tras el corte con una enzima de restriccién que reconoce una
secuencia especifica de nucleétidos diana. Un cambio puntual
en una diana de restriccién puede alterar el tamafio de los frag-
mentos resultantes. Otros polimorfismos son los microsatélites
o STR (short tandem repeats), que son secuencias de 2 a 4 nu-
cleétidos repetidos en un nimero variable de veces a lo largo del
genoma!3, y minisatélites o VNTR (variable number of tandem
repeats), que son repeticiones de 11 a 60 nucledtidos. El ntime-
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ro de repeticiones varfa de un individuo a otro, originando dis-
tintos alelos. Los diferentes alelos de los marcadores polimérfi-
cos en un segmento cromosémico o en un gen forman el ha-
plotipo, que se hereda en bloque a través de generaciones.

Estrategia para el
diagndstico mediante ADN

Depende del estado del conocimiento del gen y del tipo de
mutaciones (fig. 1)14.

Estudio genético indirecto
o de ligamiento

Identifica el haplotipo de riesgo asociado a la enfermedad en
una determinada familia. No identifica las mutaciones de un
gen. Se puede realizar cuando el gen se ha localizado, aunque
no esté identificado ni secuenciado. También se emplea en
genes perfectamente caracterizados cuando son muy grandes
y con gran dispersién de mutaciones. Es necesario estudiar a
toda la familia, incluyendo a individuos de diagnéstico cono-
cido (sanos y afectados) de varias generaciones. Es muy util

en diagndstico prenatal (fig. 2).

Estudio genético directo

De eleccién siempre que sea posible. Identifica la mutacién
responsable de la enfermedad. Implica el conocimiento del
gen y su secuencia. No precisa el estudio de familiares.

Existen diferentes técnicas para analizar un gen en busca de
mutaciones'>16. La eleccién del método depende de las carac-
teristicas del gen y del tipo de mutacién. Para identificar reor-
denamientos tales como deleciones e inserciones moderadas-
grandes, se utiliza PCR multiple y electroforesis (fig. 3)17,
FISH o Southern blot. En la busqueda de mutaciones pun-
tuales se suele utilizar diversas técnicas, tras PCR, como an4li-
sis de conformacién de la cadena simple (SSCP), andlisis de
heterodiplex (HD), electroforesis en gradientes de geles des-
naturalizantes (DGGE) o cromatografia liquida de alta reso-
lucién desnaturalizante (DHPLC), que identifican el frag-
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mento o ex6n que contiene la mutacién, con una sensibilidad
del 80-100%, dependiendo de la técnica. La secuenciacién au-
tomadtica caracteriza la mutacién al determinar el orden preci-
so de los nucleétidos. En genes de gran tamafio se puede estu-
diar sélo la region codificadora a partir del ARN con técnicas
como el test de la proteina truncada (PT'T). Las limitaciones
del estudio genético directo son la heterogeneidad de Jocus o
genética (2 o mds genes implicados en la enfermedad [p. ¢j.,
poliquistosis renal autosémica dominante y sordera], que suele
implicar un estudio de ligamiento previo para identificar el
gen responsable) y alélica (un gran nimero de mutaciones di-
ferentes en un gen provocan la enfermedad [p. ¢j., fibrosis
quistica]). Recientemente se ha comercializado un kit de de-
teccién rapida, mediante oligonucleotide ligation assay (OLA),
de mutaciones mds frecuentes en la fibrosis quistica (fig. 4).
Actualmente estin en desarrollo chips de ADN para el andlisis
simultdneo de un gran nimero de genes y mutaciones.

Aplicaciones del
diagnostico molecular

Las principales aplicaciones de las técnicas diagndsticas me-
diante ADN son la confirmacion diagnéstica, el diagnéstico
presintomtico, el estudio de portadores, el diagnéstico pre-
natal y el diagnéstico preimplantacionallg. Cualquier tipo de
diagndéstico molecular precisa de asesoramiento genético y
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Figura 3. Estudio genético directo de distrofia muscular de Duchenne.
Amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) muiltiple
de 8 exones y el promotor del gen de la distrofina en 6 individuos.
Elindividuo 1 presenta delecion de los exones 47-50; el individuo
2, delecion del exdn 47, y el individuo 5, delecion del exdn 43. Los
individuos 3, 4 y 6 no muestran deleciones de los exones amplificados.

consentimiento informado del paciente o sus padres, si es un
menor de edad. Los estudios presintomiticos en nifios no se
realizardn a menos que se puedan beneficiar de medidas pre-
ventivas o curativas inmediatas!?21,
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El avance de la biologia molecular estd mejorando la
capacidad diagndstica en el drea de la pediatria. El co-
nocimiento de la estrategia del estudio genético de
una enfermedad es relevante para el clinico a la hora
de solicitarlo e interpretar su resultado. Algunas apli-
caciones del diagnéstico molecular, como el diagndsti-
co presintomdtico y de portadores, pueden tener im-
portantes implicaciones legales, éticas y sociales que el
pediatra debe de tener en cuenta. Por ello, siempre que
sea posible es recomendable la consulta con un gene-
tista clinico que establezca la idoneidad del estudio y,
si procede, asesore y prepare a la familia antes y des-
pués de su realizacién. El futuro del diagnéstico gené-
tico viene marcado por el andlisis de single nucleotide
polymorphisms (SNP), base de la individualidad gené-
tica®?, que abre nuevas posibilidades en el estudio de
las enfermedades multifactoriales con el estableci-
miento de perfiles de riesgo en los individuos y pre-
diccién de la respuesta al tratamiento.
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Repasa las principales técnicas moleculares para el diagndstico

genético partiendo de las herramientas bdsicas.
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