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Partiendo de nuestro interés por promover en nuestro pais la Medicina molecular de las enfermedades hereditarias, misma que
se ocupa del desarrollo y refinamiento de gias para su di ico, prevencidn y terapia, hemos implementado el
diagndstico a nivel molecular y emprendido estudios de genética y epidemiologia moleculares de varias enfermedades
herediatarias. Nuestro esfuerzo lo hemos iniciado con fibrosis quistica, distrofia rmmm'ar ¥ hermﬁha cldsica, utt!uando las
técnicas de Southernylareaccionencadenadelapolimerasa, recwriendo a estrategi it P
detectar directamente la mutacion involucrada, o identificar a través de polimorfismos en la longitud de fragmemm de
restriccidn al alelo afectado, para hvego seguir su herencia en el drbol genealdgico familiar. Con los estudios realizados a la
Jecha hemos apoyado no sélo a los médicos y los pacientes que nos solicitan el diagndstico, sino que también hemos ganado
valiosa informacion sobre la frecuencia y tipo de mutaciones que en nuestra poblacion ocasionan estos padecimientos.
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SUMMARY

Accordingly, we have established in our unit a DNA diagnosis laboratory and have started molecular genetics and epidemio-
togical studies of several inherited diseases. We have started with cystic fibrosis, muscular dystrophy and haemophylia A. We
practice the molecular diagnosis with both, Southern transfer and the polymerase chain reaction, wsing either direct (detection
of mutations) or indirect (restriction fragment length polymorphisms) approaches. With the studies we have so far carvied out,
we have been able to provide generic counseling and gained vahwable information on the type and frequency of muation
associated to these diseases in our region.

KEY WORDS: Genetic diseases, molecular diagnosis, polymerase chain reaction, genetic counseling

Aquellos genes que tienen su locus en los cromosomas
sexuales se denominan genes ligados al cromosoma X o al
cromosoma Y, segiin sea el caso. El resto de los genes se
denominan genes autosémicos.'?

Introduccion

Genes, mutaciones y enfermedad

Se estimaque la especie humana tiene entre 50,000y 100,000
genes diferentes. El sitio ocupado por un gen dentro del
cromosona se llama /ocus y las dos versiones o altemativas,

Las alteraciones heredables en la informacién contenida
enungen sedenominan mutaciones y éstas son la causade las
enfermedades mendelianas. Existen tres mecanismos para la

aportadas una por lamadre y otra por el padre, se llaman alelos.  transmision hereditaria de una mutacién: En lasenfermedades
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autosémicas dominantes, como el enanismo acondroplisico,
basta que uno solo de los dos alelos esté mutado para que el
cuadro se manifieste. En las enfermedades autosomicas
recesivas, como la fibrosis quistica o el albinismo, se requie-
re de la presencia de ambos alelos mutados para la manifesta-
cién del cuadro clinico y los pacientes se denominan
homocigotos afectados, mientras que los padres presentan un
alelo sano y otro mutado y se les denomina portadores o
heterocigotos. Los individuos que tienen sus dos alelos
inalterados se denominan homocigotos sanos. Poriltimo, en
las enfermedades ligadas al cromosoma X, comolahemofilia
clasicay ladistrofiamuscular de Duchenne, los varones afec-
tados heredan el alelo mutado en su tnico cromosoma X
materno, mientras que los varones sanos heredan el
cromosoma materno normal; las hijas heredan o no el cro-
mosoma X materno con la mutacidn, siendo las primeras
portadoras, Una portadora, al igual que sumadre, nomanifies-
ta la enfermedad pero puede tener hijos varones afectados.”

Biotecnologia para Estudios de Medicina Molecular.

Con el advenimiento en ladécada de los 70’s de la tecnologia
de recombinacién del ADN y de los métodos para ladetermi-
nacién de su secuencia nucleotidica, se ha podido aislar y
conocer la estructura primaria de un buen nimero de genes
asociados a enfermedades hereditarias que afectan al hombre.
Asi mismo, numerosos estudios realizados por laboratoriosen
diferentes paises han permitido identificar las principales
mutaciones que afectan el funcionamiento de tales genes y de
sus productos de expresion, derivandose de este conocimiento
nuevas herramientas para el diagnostico, que ahora se practica
a nivel molecular y que ademds es mas preciso y confiable.'

El progreso reciente en el numero de enfermedades
mendelianas accesibles al diagnéstico molecular es impresio-
nante. Ademés, esta tecnologiahademostradosertil y certera
enlaidentificacion de individuos, lo cual ha enriquecido enor-
memente a la medicina legal. Por otro lado, estas mismas
herramientas han demostrado ser muy sensibles y especificas
en la deteccidn del material genético de microorganismos
patégenos como los virus de la inmunodefiencia adquirida
humana, entre otros muchos.

Lamedicinamolecular hasido definida comoaquelladrea
de la biologia molecular relevante a enfermedades heredita-
rias, que persigue el desarrollo y refinamiento de estrategias
para su diagndstico, prevencion y terapia’ Con la idea de
impulsar esta drea y contribuir asi a ampliar y completar la
tradicién y experiencia que en nuestro pais ya se ha cultivado
en el campo de la genética humana, varios grupos de investi-
gacién estamos realizando estudios con el ADN obtenido de
las células sanguineas de pacientes y de sus familias, para
determinarel diagnésticomoleculary la presencia de portado-
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res en familias afectadas por enfermedades mendelianas, en
donde miembrosde lasmi. desean asesoramiento genético
para planear mejor su futuro reproductivo.

En nuestro laboratorio hemos implantado el diagnéstico
molecular de enfermedades mendelianas, Labreve experien-
cia que hemos alcanzado la comunicamos a continuacion.

Metodologia

Para practicar el diagndstico molecular de enfermedades
hereditarias se requiere del ADN Genomico del paciente y de
las herramientas o técnicas de Biologia Molecular y
Recombinacion del ADN que a continuacién describimos:

1. ADN Gendmico. Se puede obtener de cualquier tejido,
siendo muy conveniente recuperarlo a partir de leucocitos
que se someten a un tratamiento que elimina progresiva-
mente los restos celulares y las proteinas asociadas al
ADN.,*Una vez concluido esto, se determinala cantidad y
la integridad del ADN obtenido y se almacena hasta su
estudio.

2. Técnicasy diagnostico, Con éstas rastreamos y analizamos
los alelos sanos y mutados que deseamos estudiar. En el
laboratorio contamos con dos técnicas: El Analisis tipo
Southerny la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (RCP).

2A Andlisis tipo Soutkern: Esta técnica, disefiada por E.
Southernen 1977 *utiliza dos herramientasque son pilares
de la tecnologia de recombinacion de ADN: Las endonu-
cleasas de restriccion y las sondas o rastreadores mole-
culares, Lasenzimas de restriccion son endonucleasas que
cortan la doble cadena del ADN ensitios con secuencia de
basesespecificas ositiosde restriccion y generan fragmen-
tos de diversos tamaiios denominados fragmentos de
restriccion, Existen muchas enzimas de restriccion y cada
unareconoce una secuencia diferente, de tal modo que con
cada enzima se obtienen distintos tipos de fragmentos.

Las sondas son fragmentos de ADN de localizacién
cromosdmica generalmente conocida.® Se obtienen de tres
fuentes: Las sondas gendmicas se aislan a partir de ge-
notecas o colecciones de ADN cromosomico, las sondas
de ADN compl io (ADNCc) se sintetizan por trans-
cripeion inversa del ARNm del gen de interés; por \iltimo,
algunos tipos de sondas como las oligoaleloespecificaso
sondasOAE querastrean directamente alosalelosmutados,
se sintetizan quimicamente,

Para que emitan una sefial identificable, las sondas se
someten al proceso de marcaje,' consistente enunasintesis
in vitro en la que uno de los cuatro nucledtidos utilizados,
el cual es incorporado en la sonda producida, porta un
4tomo que emite generalmente radiacion (Fig.1).
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Figum 1. Preparacién de la sonda. Seelquemumn los pasos aseguiren la
pmpagmbn prewnclén y marcaje de sondas. E coli, Escherichic coli;
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Figum 2. Andlisis tipo Southern. Se esquematiza ¢l diagrama de flujo de los
pasos a seguir para el rastreo de una secuencia genética. 1) Accién de las
imas de restriccitn sobre el ADM geadmil cin de los fi

tos de restriccion de acuerdo al tamaiio en un gel por efecto de un-;trpo
eléctrico. 2) Desnaturalizacién quimica (a pH alcalino) del ADN y su

Latécnica de Southern se inicia con el proc iento
del ADN gendmico, para después continuar con los pasos
descritos en la Figura 2. Finalmente se concluye con el
andlisis de las bandas en la autorradiografia, lo que nos
brinda valiosa informacién sobre el gen en cuestién y sus
mutaciones. Dependiendo de la sonda utilizada y del tipo
de gen y mutacion que lo afecta, mediante el Anélisis
tipo Southern se practican dos tipos de diagnéstico:

a) Diagndstico directo: Este se alcanza cuando la sonda
hibrida con el gen que deseamos estudiar, de tal modo que
una mutacion que elimine el gen (delecién) o partes del
mismo, no mostrard alguna o todas las bandas observadas
en laautorradiografia de los individuos normales (Fig. 3).

b) Diagndstico indirecto. Este se practica cuando la muta-
cidnanalizadanoes rastreable con una sonda, debidoaque
atm se desconoce el gen, o debido a que la mutacion es
dificil de detectar; ya sea porque es puntual o porque hay
una amplia variedad de mutaciones involucradas, Para
realizarlo se utiliza una sonda que hibride con el gen de
interés o incluso con una regién vecina. Ademis se
requiere que el fragmento que va ha ser detectado por
hibridacién sea polimérfico; es decir, que varie en tamaiio
entre los individuos, de tal manera que sea capaz de
diferenciarse el alelo materna del paterno. Esta condicion
1n0s permite conocer en cudl cromosoma se encuentra el
alelo mutado y descubrir qué individuos de la familia lo
portan, (Fig. 3) Esto se logra con el sistema de los
polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restric-
cion (PLFR) (Fig. 4).
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POLIMORFISMO EN LA LONGUITUD DE LOS
FRAGMENTOS DE RESTRICCION
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designa al cromosoma matemo y la Pal patemo. Anivel del ADN se observa
que el alelo matemo presenta dos sitios de restriccién (R) que generan un
fragmento largo (de 10 Kb), mientms que el alelo patemo presenta un sitio
adicional (sefialado con un asterisco) que divide el fragmento en dos (3y 7
Kb). La sonda hibrida con los fragmentos de 10 y 7 Kb y produce el patron
demostrativo de PLFR que se observa en la autorradiografia del andlisistipo

Southern. Si en los individuos afectados se observa h ‘idad para ¢l
fi 7Kb, lap iade este alelo enlosotros bros de
Ia familia revela ya sea la dora (h unabanda
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estudio.

2B Reaccidn en cadena de la polimerasa.

Esta nueva herramienta permite generar grandes cantida-
des deunsegmento del gen que sedeseaanalizar yque esta
presente en muy bajas cantidades en el material clinico a
investigar. No requiere del uso de radioisétopos por su
riesgo y alto costo y ademds es practicable aiin con
tejidos embebidos en parafina, e incluso con muestras de
tejidos procedentes de especimenes de museos o estudios
arqueoldgicos (por ejemplo de momias).

Esta RCP, descrita por primera vez por investigadores
de la Compariia Cetus,” se realiza en ciclos cuyos pasos se
esquematizan en laFigura 5. Al finalizar lareaccion se lo-
gra amplificar de 10°a 107 veces el gen de interés. Poste-
riormente basta con un andlisis directo por cortes con
enzimas de restriccidn y/o hibridaciones con sondas no
radiactivas para comprobar la identidad del gen amplifica-
do. La técnica permite ademas la amplificacién y el
andlisis simultineo de dos o mas secuencias.
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Apareamiento de las cadenas con un par de oligonucledtidos sintéticos
especificos (barras negras), de los cuales uno es complementario al extremo
§'delgenofi de ADNg | iplificar, y el otro se aparea con
el extremo 3' del mismo, pero en la cadena opuesta. 3) Extension de los
oligonucledtidos que actian como iniciad por la ADN poli
logrindose sintetizar dos nuevas cadenas de ADN complementarias a las
cadenas oniginales. Este ciclo se repite de 20 a 30 veces y cadaciclo duplica
1a cantidad del ADN blanco, resultando en 10° & 107 copias de la molécula
inicial.

Modelos de Estudios, resultados y discusion.

En nuestro laboratorio hemos implementado el diagndstico
genético a nivel molecular de enfermedades herediarias,
empleando lastécnicas de Biologia Moleculary Recombinacion
de ADN amiba descritas, Actualmente trabajamos en las
siguientes:

De diagnostico directo:
1. Fibrosis quistica, trastorno herediatrio autosémico
recesivo.

2. Distrofia muscular ligada al cromosoma X

De diagnostice indirecto:
3. Hemofilia A, enfermedad también ligada al cromo-
soma X.

A continuacion se describen la genética y fisiologia de

las enfermedades seleccionadas y los avances logrados al
estudiar en nuestro laboratorio su medicina molecular.

Hugo A. Barrera Saldafia y col



1, Fibrosis quistica,

Es la enfermedad mendeliana autosémica recesiva mas fre-
cuente en la poblacién caucdsica, con una incidencia de un
bebé afectado por cada 2,000 recién nacidos vivos. Esun pa-
decimiento generalizado de las glindulas exderinas queafecta
alossistemasrespiratorio, digestivoy tegumentario y produce
la muerte temprana por insuficiencia respiratoria cronica o
infeccién respiratoria severa. Los individuos heterocigotos
son normales y no hay métodos clinicos para identificarlos.”

Anteriormente el diagndstico de esta enfermedad se hacia
solamente por los datos clinicos. Recientemente se logrd
implementar en México la deteccion de portadores de la
enfermedad usando PLFR’s para el andlisis indirecto.’

Gracias al aislamiento y secuenciacion del gen FQ por los
grupos encabezados por L.C. Tsai y F. Collins," es posible
realizar el diagnésticodirectode este padecimiento, El genesta
localizado en la banda 31 del brazo largo del cromosona 7,
consta de 250,000 pares de bases y produce una proteina de la
membrana celular constituida por 1,480 aminodcidos que
intervienen en el transporte activo del cloro. La mutacion
encontrada en la mayoria de los cromosomas afectados en la
poblacion caucasica, es una delecion (pérdida) de tres pares de
bases (cod6n) que determina la ausenciade unresiduode feni-
lalanina en la posicion 508 de la proteina (alelo 508) y que
afecta severamente su funcionamiento.

A partir del conocimientode lasecuenciadel gen afectado
fue posible sintetizar iniciadores complementarios a secuen-
cias de aproximadamente 20 bases que flanquean el sitiode la
mutacién, Mediante la amplificacion por la RCP de la region
en ambos alelos comprendida entre los iniciadores, y la
resoluci6n en un gel de poliacrilamida al 8% de los productos
amplificados, se pueden distinguir las bandas de ADN ampli-
ficado provenientesdel alelonormal y del alelo mutado(F508)
mismos que difieren en tan solo tres nucledtidos.

En la figura 6 se muestra la fotografia del gel de
poliacrilamida donde se resolvieron los productos de la RCP
para fibrosis quistica, practicada al ADN leucocitario de los
miembros de una familia representativa de nuestros estudios.
La familia consta de los padres y dos hijos: uno afectado para
el que se pretendia confirmar el diagnostico clinico, y el otro
aparentemente sano, pero que requeria diagndstico de porta-
dor, Como puede observarse en los carriles del gel ubicados
debajodel arbol genealdgico, los padres sonheterocigotos para
el alelo F508, el hijo afectado es homocigoto para éste,
mientras que el hermano es homocigoto para el alelo normal,
excluyéndose la probabilidad de portador.

A la fecha hemos analizado los ADNs de diez familias
provenientes del norte y occidente del pais, que han aportado
once pacientes: cinco homocigotos F508 ( F508/ F508), tres
heterocigotos compuestos ( F508/alelo nodeterminado) y tres
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con genotipo mutante no determinado. Nuestros estudios han
permitidoun andlisis de 22 cromosomas FQ, de los cualestrece
muestran el alelo F508 y nueve presentan otro tipo de muta-
ci6n, lo cual determina una frecuencia del alelo en cuestion
(59.1%), que no difiere estadisticamente de las frecuencias
globaleseuropea yespariola. En siete familias se han obtenido
conclusiones paraunasesoramiento genético confiable, detec-
tandose hasta el momento doce heterocigotos o portadores del
alelo F508. Es de interés hacer notar que incluso se pudo
establecer el diagndstico molecular en una nifia asintomética
que manifiesta niveles altos de cloro en el sudor en pruebas

repetidas.

Figura 6. Diagnéstico molecularen una familiacon fibrosisquistica. Median-
te 1a técnica de I reaccidn en cadena de la polimerasa, se amplifics un
i delos ADNsdecadauno delosmiembrosde Ia familia ilustrad

empleando de cada uno de los oligonucledtidos, El éxito de Ia reaccidn se
verificd primero en un gel de agarosa al 1.5% (no se muesta) para luego
proceder al andlisis en el gel de poliacrilamida. M, carril con los d

de ADNdep teal ido, indicada sulongitud Tedtid

los mimervs a la izquicrda. Las bandas de interés son los fragmentos
amplificadosde 97 a 94 nucledtidos. Las otras bandas de mayor tamafio que
s¢ observan porencima de éstas en los camiles de las muestras de los padres,
corresponden & ¢l apareamicnto ilegitimo entre una cadenz del alelo sano y
otradel normal (es decir, son h duplex). Lai; ién del i

to se da en ¢l texto.

2. Distrofia muscular ligada al cromosoma X.

Ladistrofiamuscular ligadaal cromosoma X (DMLX) es una
de las enfermedades mendelianas mas frecuentes en el hom-
bre, afectando auno de cada 3,500 varones nacidos vivos.'! Se
caracteriza porun deterioro progresivo de las fibras muscula-
res y presenta dos formas o tipos clinicos: La Duchenne y la
Becker. La primera tiene un comienzo temprano de pérdida
de la fuerza muscular que inhabilita al paciente aproximada-
mente alos 10 afios de edad y ocasionalamuerte en la segunda
oterceradécada de lavida. La distrofia muscular tipo Becker
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se caracteriza por un cuadro clinico mas benigno. Ambas
generan por i (principal deleciones) en el
mismo gen, pero con diferente severidad en el dafio ocasiona-
doporéstasenla funciéndel gen y de suproducto de expresion.

El gen localizado en la banda 21 del brazo corto del
cromosoma X, produce una proteina denominada distrofina
con funciones aiin no bien definidas, que forma parte de la
membrana de la célula muscular y que también se encuentra
en las neuronas. ' Este penes el més grande hasta ahora descri-
to en la especie humana (2,5 millones de pares de bases), lo
que explica la alta frecuencia de sus mutaciones,

Enel 70% de los pacientes con DMLX se pueden detectar
las deleciones que ocasiona la enfermedad utilizando sondas
derivadasdel ADNc de distrofina. Sehad un patrén no
polimérfico de bandas o fragmentos generados por la enzima
HindIll, detectablescon estassondas en laautorradiografia del
Andlisis tipe Southern de individuos normales,; la ausenciade
unaomasdeestas bandasen unafectado permite el diagndstico
molecular del defecto.”

Después de un extenso analisis de las deleciones encontra-
das en el gen en varios pacientes, se determinaron nueve
regiones génicas particulares que son proclives alaruptura con
mayor frecuencia. Graciasal conocimiento de la secuenciade
estas regiones, se han sintetizado iniciadores que permiten la
amplificacién simultinea por RCP de dichos segmentos."
Esta técnica, conocida como mulriplex, permite establecer en
uno o dos dias la delecién que presenta un individuo afectado
ydeterminaralos portadores en su familia. Este andlisis es atil
enel 65% de los casos y elimina la necesidad del analisis por
latécnica de Southem. Ademas, para aquellos casosen los que
no es posible detectar la delecién, se han descrito regiones
polimérficas que pueden amplificarse para hacer un diagnés-
tico indirecto, similar en principio al que se describira a
continuacién para hemofilia A.

Con la colaboracién de varios laboratorios de Genética
Humanaenel pais, hemos podido reunirun total de 24 familias
con antecedentes de distrofia muscular. Hemos iniciado el
andlisis por RCP, empleando estuches mudtiplex para nueve
regiones o 9-plex, de cada uno de los miembros varones
afectados de estas familias. Este proceder forma parte de
nuestra estrategia para optimizar esfuerzos y , dado

familia cuyo miembro afectado result6 positivo para delecion
en la amplificacion con el estuche 9-plex. Como puede
apreciarse, el testigo femenino muestra un patrén normal de
nueve bandas, el afectado muestra la pérdida de la banda
comespondiente al exdn 44 de la distrofina que determina con
toda certeza el diagndstico molecular del padecimiento mien-
trasque lamadre, que presentatambién nue ve bandas, muestra
claramente en la banda comrespondiente a la mutacién del
propdsito una concentracién equivalente ala mitad en propor-
cidn a las otras, delatindola como portadora de 1a delecién en
uno de sus cromosomas.

9— Plex
DML X

Figura 7. Det
X pormiilti
observa el patrén

cadenade la poli
len bandasy tracién de un lestigo fe
En ¢l camil del propésito se observa la ausencia de la banda de 388 pb
comespondiente al exdn 44, laque muestraen el carril materno una disminu-
cidin en su concentracion con respecto al lestigo, y ocasiona que la madre sea
portadora de la enfermedad.

Enelcamil delaN se

3. Hemofilia A.

Lahemofilia A esuna enfermedad caracterizada por periodos
hemorragicos prolongados que generalmente se presentan
posterioresa un traumatismo. Es ocasionada por la ausenciao
presencia defectuosa del gen que codifica para el factor VIII,
una de las proteinas que intervienen en la via intrinseca de la

To il 1S

que el diagndstico con dichos estuches sdlo podra practicarse
enlafamiliaen cuestion, silaamplificaciondel ADNdel vardn
afectado muestra ausencia de una o més de las nueve bandas
generadas por la RCP. Cuando éste es el caso, entonces
procederemos a estudiar a la madre (el padre no proporciona
informacion de valor pues es sano) y demas miembros de la
familia, buscando principalmente determinar si las hermanas
del afectado son o no portadoras de tales deleciones, informa-
cién en la que basaremos el asesoramiento genético. En la
Figura 7 se aprecian los resultados que obtuvimos con una
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El gen que codifica para el factor VIII esta localizado en
el cromosoma X y ya se conoce su estructura y secuencia.
Gracias al desarrollo de concentrados del factor VIII se ha
alcanzado un gran avance en el tratamiento de esta enferme-
dad, do considerabl las expectativas de vida
de los hemofilicos, quienes ahora logran tener una vida casi
normal. Con estos avances solamente los hemofilicos reci-
bian el beneficio, mientras que el resto de los familiares no
tenian acceso a una informacién confiable que les permitiera
planear su reproduccién.

Hugo A. Barrera Saldafiz y col



El diagndstico molecular de la hemofilia A se puede
realizar de manera directa, aunque con ciertas dificultades
dadalaheterogeneidad de las mutaciones del gen del factor
VIII. Altemativamente, el uso de PLFR’s en el gen del
factor VIIT permite rastrear el gen defectuosoa travésdel arbol
genealdgico familiar; es decir, permite practicar un diag-
ndstico indirecto.

En nuestro laboratorio logramos implementar el diagnds-
ticoindirecto y hacerunanélisis de lautilidad del polimorfismo
para la enzima Be1l en el inerin 18 del gen del factor VIIT, en
ladeteccionde portadoresde hemofilia A en familias afectadas
en el noreste del Pais. La deteccién de portadoras se hizo por
Andlisis tipo Southern, haciendo uso de la sondap114.12 que
contiene los exones 17 y 18 del gen que codifica parael factor
VIII. Al hibridar nuestras muestras de ADN con esta sonda, se
obtuvierondostipos de bandas: unade 1.2 Kbylaotrade 0.9 Kb.

La figura 8 corresponde a la autorradiografia de una de las

familias donde el polimorfismo resulté 1itil, En este caso la
madre (2) resultd heterocigota(informativa) parael polimorfis-
mo Bell, pues presenta las bandas (dos) para los fragmentos
de 1.2 Kbyde 0.9 Kb. Esto nos permite rastrear la herencia de
cada uno de sus alelos en sus hijos, observandose que el
afectado heredd el alelo de 0.9 Kb y que éste se cosegrega con
el alelo mutado. El padre (1) presenta un alelo no mutado de
1.2 Kb, correspondiente a su inico cromosoma X. Dos de las
hijas (4 y 6) son heterocigotas para estos alelos, presentan la
banda de 1.2 Kb proveniente del padre y la banda de 0.9 Kb
correspondiente al cromosoma mutadode lamadre, porlocual
son portadoras del gen defectuoso. Laotra hija(5) haheredado
el cromosoma X sano del padre de 1.2 Kb y también ha
heredado el fragmento de 1.2 Kb de la madre, identificado
comoelalelonormal por suausenciaenelhijo afectado,el cual
determina que ella no es portadora del defecto genético
causante de la enfermedad.

En nuestro estudio hemos analizado 94 cromosomas X
provenientes de 58 muestras recolectadas de diez familias con
antecedentes de laenfermedad. De un total de 36 mujeres, 17
resultaron informativas (47%), lo que permitid establecer en
seis familias la segregacion de los cromosomas mutados. De
22 mujeres que requerian diagndstico de portadoras, cinco
resultaron positivas, siete se excluyeron de serlo y en diez no
fue posible llegar a una conclusion.

Conclusiones y perspectivas

Los esfuerzos que estamos realizando varios laboratorios en
nuestro pais por avanzar en la medicina molecular, comple-
mentan y enriquecen la vasta experiencia que en Genética
humana se haalcanzado en México. Latecnologiaintroducida
se constituye en un nuevo instrumento que pemite coadyu-

Genética y Medicina Maleculares

Figum 8. Diagnéstico de hemofilia A por PLFR para Be11. Se analizaron por
latécnica de Southermn 10ug de ADNs de los miembros de la familiaindicados
(ver explicacion e interpretacion en ¢l texto).

var, a través del asesoramiento genético, a la prevencion de
enfermedades herediatarias que afligen a nuestra comunidad,
y que en lamayoria de los casos ademds de tener un curso gra-
ve y ser letales, causan gran impacto psicoldgico y socialen la
familia, generan demandas de servicios que no pueden ser
brindados por el Estado y ocasionan gran incertidumbre en las
decisiones de reproduccién de los miembros no afectados de
las familias donde esta clase de padecimientos se presentan.
Nuestro objetivo es fund y ampliar la prestacio
del servicio de diagndstico molecular, iniciar el estudio de
otras patologias mendelianas e infecciones y realizar estudios
epidemiologicos a nivel molecular. Este esfuerzo lo hemos
enmarcado como unacontribucion de nuestro grupo al propé-
sito, ya internacional, de desamollar intensa y sistematica-
mente los diferentes aspectos de la biologia del genoma
humano para conocer entre otras cosas, la localizacién de todos
los genes involucrados en enfermedades mendelianas, asi
como la frecuencia y tipo de mutaciones que los producen.
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SALVADOR ARMENDARES*

En la genética humana, como en muchas otras ramas de las
ciencias médicas, el progreso académico y cientifico vade la
mano Y a veces precedido del desarrollo tecnolégico.

* Académico titular
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El trabajo de ingreso del doctor Hugo A. Barrera Saldafia
ala Academia Nacional de Medicina es un excelente ejemplo
del aserto anterior.

La habilidad de manipular el ADN in vitro tiene una
espectacular aunque breve historia. En 1972 se generaron las
primeras moléculas de ADN recombinante; en 1977 se cloné
el primer gen en el hombre, el lactégeno placentario humano,
y en 1978 se utiliz el analisis del ADN para hacer el primer
diagndstico clinico prenatal de la anemia de células en hoz.
Para fines de 1987 se habia desarrollado un mapa de enlace
completo de los cromosomas humanos, y el diagndstico a
través del anlisis del ADN se convirti en el pilar para el

consejogenéticoenméasde dadesmonogénica
entre las que se incluyen la enfermedad fibroquistica y la
distrofia muscular de Duchenne.

Todosestosavancesse hanapoyado en laespecificidad del
apareamiento de las bases del ADN y el descubrimiento de
enzimas en bacterias (enzimas de restriccion) las cuales cortan
las moléculas de ADN de manera predecible. Esto, a su vez,
hapermitido clonar fragmentos de ADN humano insertadosen
plasmidosbacterianos (o0 en bacteridfagos), los cuales después
se hacen crecer en cultivos bacterianos para producir un alto
nimero de copias de fragmentos especificos.

El que podriamos denominar “mapa génico humano”
puede llegar a establecerse a través de varios procedimientos
que se complementan unos a otros.

El andlisis de los pedigrees puede establecer que un
determinado trastomo se hereda como un rasgo autosémico o
ligado al sexo. El siguiente paso esintentar identificar el locus
0 posicion que ocupa en un cromosoma el gen mutante, ya que
éste es un prerequisito para el mejoramiento del diagndstico
prenataly ladeteccion de los portadores del trastorno. Més ain,
la localizacién o mapeo de una enfermedad monogénica en
una region determinada de un cromosoma puede ser el primer
paso hacia la clonacién del gen y el descubrimiento de su
funcién.

Conesas técnicas o procedimientoshasido posible aumen-
tar considerablemente el nimero de asignaciones en los
diferentes cromosomas de los genes humanos. Hasta este
momento se ha asignado con toda seguridad la localizacién
cromosomica de masde 1500 genes autosémicosy 170 genes
ligados al sexo. Esto representa alrededor de 37 por ciento de
las caracteristicas génicas conocidas en el hombre.

En el trabajo del doctor Barrera se define a la medicina
molecularcomoaguella parte de la biologia molecularrelacio-
nada con las enfermedades hereditarias y con su diagnostico,
prevencion y terapia; en él se describe la experiencia obtenida
en ese campo en la Unidad de Laboratorios de Ingenieria y
Expresion Genéticas del Departamento de Bioguimica de la
Facultad de Medicina de la Universidad Autonéma de Nuevo
Ledn.

Salvador Armendares



Eldoctor Barrera describe en forma claray concretalas di-
ferentes técnicas de la biologia molecular y en particular las
que se utilizan en su laboratorio parael diagndstico de algunas
enfermedades mendelianas a saber, la enfermedad fibroquis-
ticaomucoviscidosis, lacual es autosdmicarecesiva, asi como
otras dos ligadas al cromosoma X: la distrofia muscular y la
hemofilia A. Las tres son enfermedades relativamente fre-
cuentes.

Lafibrosis quistica tiene unafrecuenciade 1 porcada2,000
nacidos vivos enlas poblaciones caucésicas, y el gen causante
de la misma se encuentra localizado en el brazo largo del
cromosoma mimero 7. Hasta el momento de la presentacion
se habian estudiado diez familias mexicanas afectadas y en
siete de ellas se obtuvieron resultades informativos y qtiles
para el asesoramiento genético confiable,

La distrofia muscular ligada al cromosoma X tiene una
frecuencia de 1 en cada 3,500 varones nacidos vivos. El gen
responsable se halocalizado en labanda 21 del brazo corto del
cromosoma X. En el laboratorio del doctor Barrera se han
estudiado 24 familias con individuos afectados de distrofia
muscular.

Por tiltimo, la hemofilia afectaa | de cada 5,000 varones

nacidos vivos y el genseencuentraen labanda 28 de los brazos
largos del cromosoma X. Se han estudiado diez familias con
antecedentes de la enfermedad y de un total de 36 mujeres
estudiadas 17 fueron informativas, es decir el 47 por ciento, lo
que permitid establecer en seis de las familias la segregacion
de los cromosomas mutados.

Actualmente existen ya varios laboratorios en México
que trabajan con las herramientas mas modernas y adecua-
das para el desamrollo de la medicina molecular. Esos
avances permiten el diagndstico preciso de muchas enfer-
medades hereditarias, el cual es esencial para el adecuado
asesoramiento genético. Asimismo son de enorme utilidad
para el diagndstico prenatal de aquellos trastornos.

Es de desearse, como ya se ha indicado tanto a nivel
nacional como internacional, el desarrollo de estudios
colaborativos entre los diferentes grupos dedicados ala inves-
tigacion y aplicacién de la medicina molecular, mismos que
permitan conocer en un futuro no lejano la localizacion de
todos los genes relacionados con Ia patologia del hombre, y
posterionmente llegara establecerel genomahumano comple-
to, esdecir, tener a asignacién precisa de los 50,000 a 100,000
genes de la especie humana.

El presente nimero incluye una serie de ilustraciones aparecidas en algunos ejemplares de la Gaceta Médica de
México. Fueron seleccionadas por lo interesante de su presentacion y contenido, por el Sr. Alejandro Moreno,
bibliotecario de la Academia Nacional de Medicina, las fotografias fueron tomadas por el Sr. Gerardo Soriay las
notas explicativas elaboradas por el Dr. Emilio Garcia Procel, ayudante del editor,
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El interés por realizar estudios sobre las Cantéridas, radica en su capacidad de producir lesiones
desconociéndose su forma de accién, su distribucién geografica y por lo tanto su cosecln para el “consumo” de
las boticas de México. Interesaba sobremanera saber si alguna de estas Cantéridas podia pmduc;r veslcu]actén

répida sin “obrar” sobre la vejiga y examinar las propiedad péuticas de los medi
Lanthar octomaculala. Licen 19

A Afacha,

b Marndibula m/n,.t war.
. __nyr/
0 Ltbio mju,‘
7 Anterie e la humdog
A el ko,

8 A orradrs ariargmr.

Tlustracién del articulo “Estudio de dos especies de Cantaridas mexicanas”, de los doctores Pefiafiel y Barranco
aparecido en Gaceta Médica de México el miércoles 1° de agosto de 1866.

Este insecto se hallaen los sembradios de maizy se le encontrd cerca del Mineral del Chico y Atotonilco el Grande.
El macho desarrollado, mide cerca de 22 mm. y la hembra 25 mm. aproximadamente. Puede recolectarse, con
cierta facilidad, en el mes de septiembre, debido a suyuelo torpe. Suinterés radica en las aplicaciones de emplastos
usados en el siglo pasado.
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