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Se determind en una familia mexicana, con dos hijas
afectadas por fibrosis qufstica (FQ; mucoviscidosts),
que otras dos hijas sanas son portadoras de un gene FQ.
Para ello se utilizé como detector radioactivo el seg-
mento de 4cido desoxirribonucléico (ADN) humano
contenido en el pldsmido recombinanie pJ3.11, El de-
tector se hibrido con las muestras de ADN total obteni-
das de los linfocitos circulantes del padre, la madre, y
las cuatro hijas; previa ruptura de estas muestras de
ADN con la enzima de restriccién Msp 1, separacién por
electroféresis en gel de los fragmentos resultantes y
transferencia de éstos a un filtro de nitrocelulosa. Esta
constituye una primera experiencia en México en el uso
de metodologfas de la biologfa molecular en la detec-
cién de enfermedades genéticas.

I. Biologia molecular y medicina

“Quien posee imaginacién sin conocimientos tienc alas
pero no pies” :

J. Joubert (1754-1824)

Los avances en la biologia molecular han permitido
el desarrollo vertiginoso de la ingenicrfa genética.! Ello
ha abiertc las posibilidadcs de aislar, caracterizar y
manipular genes, incluyendo los del ser humano.

Los nuevos conocimientos permiten en la actualidad
llgvar a cabo el diagndstico prenatal y Ia deteccidn de
portadores sanos de enfermedades genéticas, por hibri-
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daciéin con detectores especificos de dcido desoxirribo-
nucléico (ADN).2¢ Las enfermedades que se han diag-
nosticado o detectado recientemente por este método
incluyen: la anemia de las células falciformes,” 1a dis-
trofia muscular de Duchenne,? la hemofilia,® 1a corea de
Huntington,'® 1a fenilcetonuria® y la fibrosis quistica

(FQ):1»5
El uso de detectore’s especificos de ADN est4 permi-

tiendo el avance en varios otros campos de la medicina.

El posible papel de a predisposicién genética a las en-
fermedades maniaco depresivas y de Alzheimer estd
sicndo explorada.® La descripcién de los oncogenes ha
constituido, no solamente un avance capital en la con-
cepcidn de los procesos neopldsicos, sino que también
abre las posibilidades de enriquecer el diagndstico cli-
nico, haciéndolo més rdpido y confiable, a través del
diagnéstico molecular del cdncer.'*'* Asimismo, la uti-
lizacidn genes aislados de agentes patdgenos estd pro-
porcionando nuevas herramientas para la epidemiolo-
gia de las enfermedades infecciosas, Entre otros ¢jem-
plos, se han generado nuevas herramientas para el estu-
dio de la epidemiologia de las infeccioncs bacterianas; 1
y es posible la deteccién temprana de la infeccién pe-
didtrica por el virus de la inmunodeficiencia humana
(SIDA)." Por otro lado, es posible establecer “huellas
digitales moleculares” de cada ser humano, lo cual ha
sido iitil para discernir disputas de paternidad; y prome-
te ser de gran utilidad en la medicina forense '

Se vislumbra por tanto que técnicas y conceptos de la
biologia molecular repercutirdn cada vez més en algu-
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nas dreas de la prictica médica, en la apertura de nuevos
horizontes en la investigacién clinica y en el concepto
mismo de enfermedad.

Con el objeto de colaborar en el acercamiento de la
biologia molecular y la medicina en nuestro pais, apli-
camos nuestra experiencia metodolégica en hibridacio-
nes de dcidos nucléicos, especificamente en la técnica
de Southern, para detectar la segregacién del gene rela-
cionado a la FQ (gene o locus FQ) en una familia mexi-
cana. Esta metodologifa la hemos utilizado en Mexico
desde hace varios afios en el estudio de genes bacteria-
nos; sin embargo, se requeria aumentar su sensibilidad
para poder detectar segmentos de ADN presentes en
una sola copia en ¢l genoma humano,

II. Clinica de la FQ

La FQ o mucoviscidosis es un trastorno congénito here-
dado en un patrén autosémico recesivo. Su prevalencia
en la poblaci6én caucdsica de los Estados Unidos de
América es de cerca de 1 en 2000 nacidos vivos. Clini-
camente es una enfermedad generalizada de las gléndu-
las exdcrinas, lo cual resulta en la produccién de un
moco muy espeso. Esta condicion estd asociada a obs-
truccién crénica de las vias bronquiales, acompaiiada
de infecciones persistentes y recurrentes; insuficiencia
exdcrina pancredtica; obstruccién intestinal; cirrosis
hepdtica; infertilidad; y niveles muy elevados de sodio
y cloro en ¢! sudor. Las alteraciones pulmonares son la
causa mads frecuente de paro respiratorio, cardiaco, o de
ambos. El problema pulmonar més importante son las
infecciones crénicas, particularmente con Staphylococ-
cus aureus y con Pseudomonas aeruginosa. Complica-
ciones pulmonares incluyen neumetdrax, hemoptisis, y,

principalmente, cor pulmonale, La terapia habitual esla -

fisica-respiratoria con drenajes posturales.’

El método de diagnéstico de laboratorio mds comun
a la fecha es la medicion de niveles de electrolitos en el
sudor, por el método cuantitativo de pilocarpina-ionto-
foresis; los niveles son anormalmente altos debido a la
falta de reabsorcidn de sodio y cloro en los ductos de las
glindulas sudoriparas.” Este método no permite, sin
embargo, el diagnéstico prenatal o la deteccién de por-
tadores asintométicos.

Se ha observado asimismo gue los valores de las
enzimas de las microvellocidades coridnicas, en el li-
quido amnitico, disminuyen por la obstruccion del
fleon terminal en la FQ. Por ello, para ¢l diagndstico
prenatal, se recomienda llevar a cabo la prueba de fosfa-

tasa alcalina de Brock en conjuncién con cstudios del.

ADN®
I1I. Genética de 1a FQ.
La base metabdlica del defecto en la FQ sigue siendo

desconocida. Debido a ello, al menos a la fecha, no se
ha aislado ¢l gene responsable; su biisqueda s una tarea

ardua que constituye uno de los retos actuales importan-
tes de la biologia molecular.

Sin embargo, s¢ han logrado avances muy importan-
tes en los tlimos afios. La enzima paraoxonasa fue el
primer marcador reportado que mostraba una cercania
genética significativa con el locus FQ. Posteriormente,
se han descrito varios segmentos de ADN humano, cada
uno ¢lonado en la bacteria Escherichia coli, que corres-
ponden a porciones de genoma relativamente cercanas
al locus FQ, o sea a menos de 10° kilopares de bases
nitrogenadas (kp). Algunos de los segmentos son a la
fecha “anénimos”, pues se desconoce su funcién. Sin
embargo todos permiten detectar secuencias polimérfi-
cas de bases nitrogenadas, las cuales se heredan junto
con el locus FQ y se localizan en el cromosoma 7. Los
estudios de cercania genética en varios laboratorios, in-
volucrando segmentos de ADN para detectar polimor-
fismos genéticos en familias de diferentes origenes geo-
graficos, han establecido que el orden de los loci genéti-
cos con el mayor apoyo estadistico es: COL1A2 (gene
para coldgena)- D7813 (detector pB79a)- D7516 (de-
tector p7C22)- MET (un oncogene)- FQ (el locus de la
FQ)- D758 (detector J3.11)- TCRB (gene para el poli-
péptido beta det receptor de las células T).*

IV. Deteccitn de la segregacion del gene FQ

Las endonucleasas sitio-especificas de restriccién, o
simplemente enzimas de restriccién, cortan ¢l ADN en
lugares determinados generalmente por secuencias de
cuatro ¢ seis bases nitrogenadas.'? El uso de las enzi-
mas de restriccién para detectar polimorfismos genéti-
cos, que se reflejan en polimorfismos en la secuencia de
bases, ha sido el fundamenio para la construccién de un
nuevo mapa genético del hombre que permite seguir la
segregacién de genes 0 cromosomas particulares dentro
de una familia. 222 De esta forma, en ocasiones el ADN
de un cromosoma es cortado por una enzima de restric-
¢ciGn en un sitio que no se encuentra en ¢l cromosoma
homélogo (Fig. 1). Esto genera un polimorfismo en la
longitud de los fragmentos de restriccién (PLFR). Asf,
Jos segmentos detectores de ADN permiten el estudio
de los PLFRs al formar hibridos con regiones muy cer-
canas, o que comprenden, a las secuencias polimérficas
(Fig. 1). .

En gencral, la metodologia consiste en formas hibri-
dos entre el ADN detector de una region especifica,
marcada radicactivamente, y el ADN total de Ia persona
en estudio. De esta forma, se pueden identificar los fe-
tos afectados, que poseen dos genes para la FQ, aislando
ADN de amniocitos; y los portadores sanos, de un gene
para la FQ, aislando ADN de linfocitos circulantes.™
Recientemente se ha descrito ¢l aislamiento de ADN de
células del epitelio bucal para el estudio del locus FQ.*

El ADN total se corta con la enzima de restriccién
correspondiente; los fragmentos generados se separan
por ¢lectroféresis en un gel de agarosa y se transfieren
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Figura 1. Bsquema que muestra un segmento de dos cromosomas
humanos nimero 7; cada uno portando el locus Q. La linea ondulada
(***) representa una poblacion de segmentos de ADN humano (13.11)
de cadena sencilla, marcados radicactivamente, que hibridan con una
porcién de las moléculas de ADN correspondientes a cada crormosoma.
Las flechas que atraviesan loa cromosomas simulan log cortes realiza-
dos por la enzima de restriccién Mspl; dos sitios estén presentes en
ambos cromosomas ¥ un sitic s6lo estd presente en el cromosoma de la
derecha. Bete \iltimo corresponde a un sitio polimésfico. Por tanto, el
J3.11 puede hibridar con un segmento de 1.8 6 4.2 kb. Los hibridos
radicactivos son aparentes en un autorradiograma de una transferencia
¢ hibridacién tipo Southem, representada en el cuadro del lado inferior
derecho (4.2/1.8); también se muestran homocigotos para las bandas de
1.8 6 de 4.2 kb,

del gel a un filtro de nitrocelulosa. El detector se hibrida
con el ADN fijado al filtro de nitrocelulosa y los hibri-
dos radioactivos se visualizan, después de lavar el filtro
para remover ¢l detector unido inespecificamente, por
autorradiogratfa, exponiendo el filtro a una pelfcula de
rayos X. Esto se conoce como la técnica de Southern®? y
ha sido fundamental en el binomio biologia molecular y
medicina,,

En la Figura 1 se esquematiza el uso del detector
J3.11, que hibrida con un segmento de ADN que se
encuentra a 10° kb del locus de ia FQ. Se muesira una
situacién hipotética en la que en un cromosoma hay dos
sitios de corte para la enzima de restriccién Msp 1, en la
vecindad del detector, que genera un fragmento de 1.8
kb. En el otro cromosoma sélo se encuentra uno de estos
sitios y por ello se genera un fragmento de 4.2 kb. En la

parte inferior derecha de la Figura i se muestra un cua-
dro que esquematiza el autorradiograma de una transfe-
rencia ¢ hibridacién tipo Southern de individuos homo-
cigotos, 1.8/1.8 y 4.2/4.2. y de un heterocigoto 1.8/4.2,
para estos segmentos polimérficos,

Los PLFRs asf detectados constituyen “huedlas digi-
tales™ de los cromosomas; lo cual permite seguir su se-
gregacion en las familias y determinar qué patrones po-
limérficos estin asociados al gene mutado, >

VI, Bioquimica de 1a FQ

Se ha descrito que en los homocigotos y los heterocigo-
1os para el locus FQ) hay niveles elevados de una protei-
na sérica, conocida como el antigeno FQ. El gene para
este antigeno se ha localizado en el cromosoma 1, ha
sido aislado, y se conoce su secuencia nucleotidica. La
secuencia de aminodcidos correspondiente al gene, de-
ducida de la secuencia nucleotidica, ha permitido deter-
minar que tiene una similitud significativa con protei-
nas que fijan calcio en intestino y encéfalo.?

El defecto celular que més claramente se ha demos-
trado en 1a FQ es en €l transporte de iones cloro a través
de epitelios. Sin embargo, 1a actividad de los canales de
cloro aislados de los tejidos mds afectados en la FQ pre-
senta caracter{sticas de conducta similares a los aisla-
dos de tejidos normales. Por otro lado, en células ente-
ras de individuos con FQ (células FQ) no se observala
estimulacidn beta-adrenérgica de la actividad de los
canales de cloro que se observa en células normales,
como la generacién de AMP ciclico en las células FQ
no estd alterada, se piensa que ¢l defecto estd en otro
sistema transductor de sefiales, como la via fosfatidil-
inositol que conlleva a la movilizacién de calcio intra-
celular. Ademds se ha demostrado que el calcio modula
1a actividad de canales i6nicos en neutréfilos,®

De esta manera, ¢s posible que el antigeno FQ y el
producto del gene del cromosoma 7 formen un comple-
Jjo multimolecular que pudiera estar involucrado en el
transporte de iones mediado por calcio. Si el producto
del gene del cromosoma 7 estd disminuf{do o ausente en
heterocigotos u homocigotos para Ia FQ, respectiva-
mente, esto pudiera causar el acimulo del antigeno
FQ.? Es probable por tanio que este antigeno no esté
mutado en la FQ y por ello su gene no sea un marcador
adecuado para el diagndstico por hibridacién con ADN,

VIL. Segregacidn del gene FQ en una familis
mexicana

Las principales razones para escoger la FQ fueron que
es probablemente la enfermedad genética monofacto-
rial preponderante en México, con una incidencia simi-
lar a la de poblaciones caucésicas, alrededor de 1 en
cada 2000 nacidos vivos (Dr. Javier Luengas, Asocia-
cién Mexicana de Fibrosis Quistica; comunicacidn per-
sonal), y que se contaba con la infraestructura clinica y

FIBROSIS QUISTICA

47



logistica proporcionada por la Asociacién Mexicana de
Fibrosis Quistica. '

En la Figura 2 se muestra ¢l resultado del estudio de
una familia mexicana. Los datos se obtuvieron tras re-
solver escollos metadoldgicos en los procesos de purifi-
cacién del ADN de linfocitos circulantes, en 1a transfe-
rencia del ADN al filtro de nitrocelulosa, y en el marca-
je a alta actividad especifica del detector.

La familia estudiada consiste del padre, 1a madre y

asterisco. las hijas enfermas son heterocigotas 1.8/4.2.
Esto significa que uno de los genes FQ estd asociado 2
la banda de 4.2 kb, la cual proviene de la madre y se ha
marcado asimismo con un asterisco. Como las hijas
sanas muestran una banda de 4.2 kb son portadoras de
un gene FQ; en estos dos casos la banda de 1.8 kb debe
estar asociada a un gene normal, ya que clinicamente se
ha determinado que las nifias no estin afectadas.

o

MiB/MIBY

Figuea 2. Deteccitn de la segregacion del gene FQ en una familiamexicana. Del lado derecho se muestra el rbol genealégico de la familie con padre
(P) y madre (M) portadores, y las coatro hijas; las nim. 2 y 4 afectadas con FQ. El lado izquicrdo muestra ¢l autorradiograma correspondiente a la
transferencia e hibridacién tipe Southem del ADN de cada miembwo de la familia cortado con Misp! e hibridado con el detector J3.11. Para mayor

explicacién ver el texto.

cuatro hijas; éstas numeradas del 1 a 4, de edades 15,
13, 10 y 4 afios, respectivamente. Las hijas 2 y 4 estdn
afectadas con FQ y por tanto son homocigotas para el
gene mutado y se esquematizan con un circulo negro.
Por otro lado, el padre y 1a madre, al ser asintométicos,
son portadores sanos del gene recesivo para la FQ y sc
esquematizan con un cuadrado y un circulo, respectiva-
mente, mitad negro y mitad blanco. La pregunta era si
las hijas sanas eran o no portadoras de un gene FQ. La
respuesta fue que ambas hijas eran portadoras y se llegé
a esta conclusién de la siguicnie manera.

La madre moste ser heterocigota para Jas bandas de
1.8 y 4.2 kb, correspondientes al detector J3.11 cuando
Ia enzima de restricci6n fue Msp I (ver autorradiograma
del 1ado izquierdo de la Figura 2). (La prueba es deno-
minada J3M para reconocer el detector y la enzima de
restriccion). El padre es homocigoto 1.8/1.8, por tanto
una de las bandas dc 1.8 kb estd asociada a un gene sano
y otra a un gene FQ; esta dltima se ha marcado con un

VIII. Conclusiones y perspectivas

El uso de detectores cercanos al locus de la FQ permite,
hasta el momento, hacer el diagndstico prenatal para
alrededor del 70 por ciento de las parejas con riesgo de
engendrar un hijo afectado.'> No serd hasta que el
gene responsable sea aislado, que 1a FQ pueda ser diag-
nosticada en todos los casos por hibridacién con 4cidos
nucléicos. Es por esto que es recomendable el combinar
este tipo de diagnsstico con 1a determinacion de fosfa-
tasa alcalina cn liquido amnidtico, a la semana 17 de
gestacién.®

Los resultados presentados, més que el diagndstico
de un caso particular, muestran que es posible hacer en
nuestro pafs el diagndstico prenatal y la deteccién de
portadores para enfermedades genélicas usando sondas
de ADN.

Este refuerzo, como cualquier inicio, requirié de
tiempo y recursos econdémicos que aparentemente ha-
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cen que cste lipo de diagndstico no sea accesible a la
poblacién general. Para supcrar esta situacién hay al
menos dos caminos. El primero depende de las mejoras
inherentes a la tecnologia per se, a las cuales nos referi-
remos ¢n primer lugar. El segundo es conlar con una
mayor infraestructura material y humana, gue nos per-
mita viecular la medicina con la tecnologia y conceptos
actuales de la biologia molecular; como nos referimos
en segundo (érmino,

A través de nuestras actividades cotidianas nos pode-
mos percatar de la simplificacién y abaratamiento de
procesos, equipos, medicamentos, clc., como resultado
de avances cienltificos y tecnoldgicos. Este debe de ser
también el destino del diagndstico molecular,

Como perspectliva inmediata sc encuentra ¢l desarro-
llo de sistcmas que utilicen detectores no-radioactivos.
Un primer avance sustancial ha sido la “reaccién en
cadena de la polimerasa” o RCP (“polymerase chain
reaction” o PCR).57911.1372% Brevemente, el sistema
consiste cn sintetizar grandes cantidades (varios micro-
gramos) del gene a detectar, aunque s¢ encuentre in-
merso en todo ¢l genoma de un organismo. La sintesis
Ia llcva a cabo la ADN polimcrasa, iniciada a partir de

scgmenlos pequefios de ADN, u oligonucleétidos, hi-

bridados especificamente a regioncs adyacentes del ge-
ne, El pene se detecla después de cortarlo con enzi-
mas de restriccién, separar por electroféresis en gel y
tefiir con broraure de etidio los fragmentos resullantes.
La principal desventaja de este procedimiento es que no
pucde aplicarse a muestras crudas; lo que ¢s altamente
deseable sobre todo en la detcccion de patégenos en
heces, sangre, orina, saliva, etc.

Sc trabaja arduamente en varios pafscs, incluyendo
Meéxico, en sistemas alternosa la RCP, buscando mayor
rapidez y sencillez.

Un drea de perspectiva a mediano plazo es la concer-
niente al proyccto para obtencr 13 secuencia completa
de los, aproximadamente, 3000 millones de bases que
conforman ¢l genoma humano haploide, o sca que co-
mresponden a un jucgo de 23 cromosomas. Esle proyecto
sc basa en los, cada vez mas detallados, mapas de poli-
morfismos.2 Esto abrira las perspectivas para que en ¢l
futuro la secucnciacidn de genomas completos sea tarca
rutinaria. La informacién generada de esta mancra per-
mitird hacer ¢l diagndstico y prediccién de caracicres
gendticos con mayor rapidez y precisidn.

El manejo de teenologia de vanguardia no necesaria-
mente hace al buen médico, como tampoco hace al
bucn investigador en ciencias basicas. Sen la intuicida,
Ia capacidad dc obscrvacion y refllexidn, y el cimulo de
expericncias, algunos de los elementos que pucden He-
var al acto creative; ¢l cual permitird ver, deducir, o
conjuniar, en forma independicente y novedosa. En cl
caso del médico, para guicn cada paciente deberia ser
un caso de investigacidn clinica, la basc ¢s su conlacio
con los enfermos. Asf, de la observacién y diagndstico
clinico se han derivado muchos dc los grandcs avances
en la medicina.

8in embargo, ain considerando lo anterior, ¢s la tec-
nologia en muchas ccasiones la que permite conventir
cn hechos los planes y proycctos; y abrir nugvas pers-
pectivas en ef pensamiento humano. Ante ia interaccidn
inevitablemente mayor entre la biologfa molecular y la
medicina, seria deseable que diferentes sectores dc la
medicina nacional tuvieran un plan de desarrollo con-
certado para incorporar nuevas tecrologias al pais, al-
gunas de ellas derivadas dc la biologia molecular. Ello
implicaria la obtencién y administracién de recursos
econdmicos para investigacidn, desarrollo y entrena-
micnto de recursos humanos,

En este dltimo renglén, sc podria lograr que el
curriculo de la carrera de médico cirujano enfatizara no
s6lo los conceptos basicos de la biologfa molecular,
sino también sus técnicas y aplicaciones priclicas a la
medicina.

Estamos convencidos de que este ¢s el inico camino
para que la medicina mexicana esté en la posicién ade-
cuada para asimilar los desarrollos intemacionales,
hacer contribuciones fundamentales, y enfrentar con
lucidez las implicaciones morales, éticas y filoséficas
de la medicina del futuro.
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