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Introduccién

En  capitulo anterior, conocimoslaformaenlaque el ma-
terial genético se organizaen las células, y se describio breve-
mente € funcionamiento de los &cidos nucleicos. A pesar de que
podriaconsiderarse ad ADN como unamoléculainaterable que
funciona ala perfeccidn, larealidad es bien distinta, y agentes
externos (compuestos mutageénicos, radiaciones,...) o internos
(erroresenlos sistemas enzimaticos de lareplicacion y latrans-
cripcidn, segregaciones cromosdmicas andmalas en lamitosisy
meiosis, ...), pueden producir alteraciones en los genes. En es-
te capitulo, analizaremos | as alteraciones que pueden aparecer
en el ADN, asi como |as consecuencias de las mismas, paraen
posteriores capitul os abordar las formas en las que estas altera
ciones pueden ser detectadas.

2. Polimorfismos y mutaciones

En generd, la secuenciade ADN de los genes que codifican
las proteinas esta conservada (es idéntica en todos los indivi-
duos) y modificaciones de la misma podrian aterar negativa-
mente su funcion. No obstante, |as poblaciones humanas se han
desarrollado de formaindependiente, de modo que entrelos di-
ferentes individuos, pueden existir algunas diferencias en de-
terminados genes que no implican patologia o pérdida de fun-
cion. Estas variaciones genéticas se denominan polimor fismos.
Un glemplo clésico de polimorfismo se encuentra en |os anti-
genos que conforman el sistema sanguineo ABO, con tres va-
riantes (A, B 'y O), pudiendo haber individuos con cualquierade
las posibilidades, que son simplemente diferentes formas del
mismo gen, y no producen ninguna patol ogia.

En los genes polimérficos, cada una de |as variantes posi -
bles se denominaalelo. En funcién delosalelos o variantes que
un individuo presenta en sus dos cromosomas (materno y pa-
terno), se observarén en la poblacion los diferentes fenotipos.
L os polimorfismos confieren diversidad ala poblacion y son
la consecuencia de mutaciones (cambios en la estructura o se-
cuenciade ADN de los genes) que han ocurrido durante laevo-
lucién, y que no han sido eliminadas por la seleccién naturd por-
que no constituyen ninguna desventaja para su portador. Por es-
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tarazon, se han mantenido, y su frecuenciahaido creciendo con
el tiempo. Si lamutacion produjera una patol ogia o incapacidad
al individuo portador, este moririay el nuevo alelo seriaelimi-
nado. En general, 10s polimorfismos se asocian avariantesde la
normalidad, mientras que las mutaciones son cambios que poten-
cialmente podrian ser patol égicos, aunque también existen ca-
s0s de mutaciones silenciosas (véase més adelante) que no pro-
ducen enfermedad. En este Ultimo caso, el concepto de po-
limorfismo estaria basado en |la frecuencia con la que cada una
de las variantes se presentan en la poblacidn, y se consideran po-
limorfismos sdlo si su frecuencia es superior a 1%.

Cuando lamutacion se produce en alguna de las células so-
maticas (todas las células del organismo excepto |os game-
tos), se habla de mutacion somética. Esta mutacion solo afec-
taalas cdulas derivadas de la célula mutada, y afectard solo a
dicho 6rgano o sistema; no setransmite ala descendencia, y es-
t& presente solo en el individuo donde ocurre lamutacion. Este
es el caso de algunas formas de cancer que se asocian a muta-
ciones somaticas de determinados genes.

Por otro lado, cuando la mutacion esta presente en las cé-
lulas germinales (gametos) setransmitey formara parte del ge-
noma de la descendencia; hablamos entonces de una mutacion
enlineagerminal, que estard presente en todas las cdulas del or-
ganismo de |a descendencia.

En laGenética Médica, se estudian aquellas mutaciones que
suponen una desventaja para d individuo: provocan un cuadro
patol égico que es necesario tratar. Estas ateraciones en los ge-
nes son poco frecuentes en lapoblacidn, y no congtituyen un po-
limorfismo estable. A continuacidn, trataremos de los diferen-
tes tipos de mutaciones y de las consecuencias que pueden te-
ner en una proteina. Posteriormente, iniciaremos la descrip-
cion de los métodos que son utilizados para detectar dichas al-
teraciones a nivel genético, y que ademés de permitir un diag-
néstico certero, pueden ayudar al consejo genético o posibili-
tar unaterapia correctora.

3. Tipos de mutaciones y sus consecuencias

Desde d punto de vistafisico, las dteraciones que puede su-
frir un gen se pueden clasificar en tres grupos: deleciones, que
suponen la pérdida de materia genético; inserciones, que hacen
referenciaalaaparicion de material genético nuevo; y sustitu-
ciones, que corresponden a aquellos casos en |os que determi-
nado material ha sido sustituido por otro (tablal). Todas estas
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Tabla | Tipos de mutaciones, en funcién de la

causa que las produce y sus
consecuencias

1.- Causa:
- Delecion
- Insercion
- Sustitucién

2.- Consecuencia:
- Silenciosa (silent)
- De sentido erréneo (missense)
- Sin sentido (nonsense)
- De pauta de lectura (frameshift)
- De corte-empalme (splicing)

alteraciones pueden afectar a grandes regiones cromosdmicasy
ser visibles por técnicas de citogenética (hablando entonces de
trisomias, traslocaciones, pérdida de fragmentos cromosémi-
C0s,...), 0 bien pueden tratarse de alteraciones que afectan aunos
cuantos nuclegtidos, o ser simplemente una alteracion de un so-
lo nucledtido o base (mutacion puntual). Como veremos en
proximos capitul os, 1aforma en que estas ateraciones pueden
ser estudiadas dependera del propio gen objeto de estudio (su
tamafio, compleidad de organizacion en exones-intrones,...), del
tipo de ateracion que se pretende detectar, y del material de es-
tudio y tecnologia de la que se dispone.

Las mutaciones puntual es pueden ser responsables de feno-
tipos patol 6gicos en virtud de |os mecanismos que se descri-
ben acontinuacion, y seresumen en latablal y lafigural. Asi,
una sustitucion puntual de un nucledtido por otro en laregion
codificante de un gen (incluida en los exones), puede suponer
que el aminoécido codificado por el triplete sea sustituido por
otro. Esta alteracion, que se denomina mutacién de sentido

erroneo (del inglés missense mutation), provocaun cambio en
la proteina sintetizada por el gen mutado, cuyas consecuencias
patol dgicas dependeran de lafuncion delaproteina alterada, asi
como de laimportancia de ese aminoécido concreto en lafun-
cionalidad de lamisma.

En algunos casos, la sustitucion de una base por otra puede
dar lugar alaaparicion de un codon de terminacion (véase ca
pitulo anterior). Estas mutaciones se denominan mutacionessin
sentido (honsense mutation) y provocan la terminacion pre-
matura de la sintesis proteica, formandose una proteina trunca:
daen e punto delamutacion (Fig. 1).

En otros casos, el cambio de nucledtido no supone cambio
de aminoéacido (recordemos que distintos tripl etes pueden codi-
ficar para el mismo amino&cido: por gemplo, CAT y CAG co-
difican ambos el aminoécido glutamina), y se denomina mu-
tacion silenciosa (silent mutation) (Fig. 1).

Cuando se producen inserciones o deleciones puntuales en
laregion de un gen que codifica para una proteing, se ve alte-
radalapauta delectura delostripletes. Hablamos entonces de
frameshift mutation, y la secuencia de aminoécidos traducidos
en e gen mutado cambiaa partir del punto delainsercion o de-
lecion (Fig. 1).

Ademés de las mutaciones que afectan alaregion codifi-
cante del gen, también pueden ocurrir sustituciones, inserciones
y deleciones en las regiones intronicas adyacentes alos exones,
0 zonas de splicing, que participan en el correcto procesamien-
to de lamoléculade ARNm inmadura (véase capitul o anterior).
Mutaciones en |os puntos de corte-empal me de exones (splicing
mutation), pueden suponer que la molécula de ARNm madura
carezca de alguno de sus exones, 0 presente secuencias intré-
nicas que debian ser eliminadas, con lo que el producto protei-
co se verd alterado (Fig. 2). Finalmente, las mutaciones pue-
den afectar alas regiones reguladoras (promotores, silenciado-
res, ...), con lo que puede ocurrir que un gen, apesar de tener su
secuencia codificante intacta, no se exprese correctamente por

GEN NORMAL
...... CAA ATG ACC CAG CAT ......
...... Pro Met Tre GIn GIn ...
MUTACION CONSECUENCIA
‘ SILENCIOSA ‘ """ CAA ATG ACC CAGICAG)..... sin cambio de aminocido
...... Pro Met Tre GIn |GIn|......
MSENE 1 CAA |ATA| ACC CAG CAT ..... biod inodcid
‘ ‘ ...... Pro | lle| Tre GIn GIn ... cambio deun aminoacido
...... CAA ATG ACC|TAG| CAG ...... ,
‘ NONSENSE ‘ ...... Pro Met Tre|sop| ... proteinatruncada
...... CAA ATG []|CC C|AG CAT ...... cambio en los aminoéacidos
‘ FRAMESHIFT ‘ ...... Pro Met Tre || GIn | ... posterioresala mutacion

Figura 1. Consecuencias de las mutaciones puntuales en la sintesis de una proteina.
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GEN NORMAL GEN MUTADO
| EXON | | INTRON MUTACION
1 Il \’—‘\ 1 Il \’—‘\ 1 Il 1 1 Il \’—‘\
El E2 E3 E4 ADN El E2 E3 E4
El E2 E3 E4
ARN
= = = = == o —— =
MADURACION MADURACION ERRONEA DEL ARNm
CORRECTA |
Incorporacion del intron
El E2 E3 E4
— A AAAAAARA ARN m AAAAAAAAA
PROTEINA NORMAL PRODUCTO NO FUNCIONAL

Figura 2. Consecuencias de una splicing mutation (mutacion puntual en una zonade splicing) que impide el correcto procesamiento del mensajey pro-
duce una proteina aberrante. Mutaciones de este tipo también pueden provocar la pérdida de exones, con lo que la proteina resultante seriaincompleta.

E1-E4: exones 1-4.

no poder ser transcrito aARNM, o bien no lo sea en |os nive-
les adecuados por su falta de respuesta a los elementos que re-
gulan su expresion.

4. Purificacion de acidos nucleicos

Las técnicas de Biologia Molecular que pueden ser aplica-
das a estudio de las mutaciones causantes de enfermedades se
basan en el andlisis de los acidos nucleicos, y todas ellas tie-
nen como primera etapa, la obtencidn del propio &cido nucleico
(bien ADN o ARN). La decision sobre la conveniencia de tra-
bajar con ADN 0 ARN dependera de caracteristicas inherentes
acada unade estas dos moléculas, de laestructuradel gen aes-
tudiar y del tipo de alteracion que se pretende detectar.

En primer lugar, € ADN gendmico se encuentraen todas las
células nucleadas del organismo, y en general, esidéntico ento-
dasellas. Por estarazon, el ADN puede ser purificado de las cé-
lulas blancas de sangre periférica paralo que basta una simple
extraccion de sangre. Por reglageneral, es el material aestudiar
paraobservar ateraciones estructurales en los genes. El estudio
anivel del ADN nos darainformacion estructural, sobre lapre-
sencialausenciadel gen, su tamafio, variantes y mutaciones, etc..

El andlisis genético en ARN se redliza sobre ARN mensa-
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jero. Para un determinado gen, su ARNm estard presente solo
en aquellos tipos celulares donde se expresa (encontraremos
ARNmM del gen de lainsulina tnicamente en las células 3 del
pancreas) y en algunos casos la obtencion de la muestra puede
ser problemética, necesitdndose una biopsia mas 0 menos com-
plicada. Ademés, el ARN es menos estable que el ADN, siendo
fécilmente destruida por una enzima, laribonucleasa (RNasa)
presente en muchos tgjidos e incluso en el materia de laborato-
rio, con lo que su purificacion, manipulacion y almacenamien-
to son problemédticos. Lainformacidn que nos proporcionae es-
tudio de ARNm es funcional, y hace referencia ala expresion
del gen, tanto cualitativa como cuantitativa.

A partir del ARN mensgjero puede construirse en el labora-
torio su correspondiente ADN complementario o ADNc (mo-
Iéculade ADN que solo contiene | os exones) utilizando un pro-
ceso |lamado retrotranscripcion (Fig. 3). Esta posibilidad es
interesante en casos de genes estructuralmente muy complejos
0 grandes (por gjemplo, &l gen de la 17-3-hidroxiesteroide des-
hidrogenasa-3, donde las mutaciones puntual es causantes de
pseudohermafroditismo masculino se distribuyen a azar por to-
do €l gen, estd formado por 11 exonesy 10 intrones, que abar-
can unas 60 kb (kilobases = 1.000 pb (pares de bases)), mien-
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| EXON | [ INTRON
ADN GENOMICO | | = = =
TRANSCRIPCION ARN POLIMERASA
ARNm = EAAAAAARAR

RETROTRANSCRIPCION

ADN complementario

RETROTRANSCRIPTASA

Figura 3. Proceso de laretrotranscripcion, inverso alatranscripcion, con el que se puede producir en el laboratorio ADN complementario (ADN delos

exones) apartir del ARNm aislado de un tejido.

tras que lamolécula de ARNm apenas tiene 1.500 nucledtidos).
Un estudio de ADNc a partir de ARNm es mucho mas sencillo
que el andlisis de ADN gendmico, siempre que €l tejido en el
que se expresa el gen esté disponible.

5. Extracciéon de ADN

La preparacion de ADN gendmico es posible a partir de di-
ferentes tejidos. La eleccion del tejido a procesar vendra deter-
minada por su disponibilidad y lafacilidad de la preparacion de
ADN apartir del mismo, ya que como se hadicho ya, cuaquier
célula nucleada de un organismo posee latotalidad de lainfor-
macion genética del mismo. Las células mas utilizadas como
fuente de ADN son las células blancas de sangre periférica (hay
que recordar que los eritrocitos carecen de nlcleo), pero tam-
bién se utilizan otros tejidos sdlidos como el higado, bazo, ri-
fidn, o incluso tejido Gseo.

Desde un punto de vista practico (tablall), en el medio cli-
nico habitual, el ADN puede extraerse a partir de:

- TEJDO FRESCO (Tejidos sdlidos, sangre total, células
blancas).

- MUESTRAS CONGELADAS: Idea mente, d ADN de me-
jor calidad (menos degradado por nucleasas) se extraera de mues-
tras frescas, no obstante, en el caso de nimeros importantes de
muestras a procesar, éstas pueden ser conservadas para reali-
zar la extraccion con posterioridad. EI ADN no sufre demasia-
do, sobre todo si se conservan las muestrasa-80° Cy e rendi-
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miento es aceptable.

- MUESTRAS EN PARAFINA: El procedimiento de ex-
traccion es més laborioso y largo. El rendimiento es més bajo
y el ADN est4 fragmentado. El ADN extraido de muestras fi-
jadas eincluidas en parafina se suele utilizar para amplificacio-
nes por PCR, como se discutird en proximos capitul os.

Paralaextraccion de ADN detejidos sdlidos, loideal esque
éstos, una vez extraidos, se congelen y mantengan congelados
(al menosa-80°C) hasta su procesamiento. En el caso de mues-
tras de sangre, ésta ha de recogerse en tubos con anticoagulan-
te (preferentemente EDTA) tras |o que pueden ser procesadas
inmediatamente o congel adas hasta su procesamiento. En el ca
S0 de que vayan a ser enviadas aotro centro parala purificacion
del ADN, es posiblerealizar el envio en € propio tubo de ex-
traccion, si no tardamés de 24-48 horas. Aunque e rendimien-
to en ADN se verareducido, esta reduccidn puede compensar-
se enviando algo més de sangre.

En un proceso normal de extraccion, se obtienen unos 25 ug
de ADN por ml de sangre, |o que es generalmente suficiente pa-
rarealizar cualquier determinacion sencilla. No obstante, dado
que hay casos en |os que han de realizarse diferentes estudios,
y teniendo en cuentala posibilidad de que éstos hayan de repe-
tirse, es una préctica aconsejable, en los casos en que las ca-
racteristicas del paciente lo permitan, extraer al menos dos tu-
bos de 5 ml de sangre. Para nifios muy pequefios, 2-3 ml de san-
gre pueden servir. En cualquier caso, lamas minima muestra
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Tabla Il Pautas de recogida de muestras para
estudios de acidos nucleicos. Los
volimenes y otros parametros son
orientativos, y dependen del estudio a
realizar. Es recomendable consultar con
el Centro donde se realizara el estudio

concreto

ADN
1.- Extraccion de muestras:
- Cudquier tejido sdlido

- Sangre periféricaanticoagulada - EDTA
- Heparina
- Citrato ...

2.- Volumen de muestra*:
- Variable seglin paciente y tipo de estudio
- Adultos: 5 - 10 ml de sangre
- Nifios: aprox. 5 ml de sangre
- Lactantes: 1 - 2 ml de sangre
3.- Procesamiento:
- Inmediato: seguin €l protocolo establecido
- Conservacion: congelada (preferentemente a-80° C)
hasta ser procesada
- Envio de muestras: - en el propio tubo de extraccion
si<24h
- congel adas para envios
internacionales > 24 h
ARN
1.- Extraccion de muestras:
- Tejido concreto donde el gen sea expresado
- Congelacion inmediata en N; liquido; no descongelar
hasta procesado

puede ser potencia mente Util, y no esta de mas contactar con €l
Centro queredlizara el estudio para saber qué cantidad de mues-
tra es necesaria para un estudio determinado (tablall).

En el laboratorio, la purificacion de ADN a partir de cual-
quier muestra requiere una serie de etapas (Fig. 4):

- DISGREGACION DEL TEJIDO: En primer lugar, y en
funcion del tipo celular del que se pretende aislar €l ADN, exis-
te una primerafase de disgregacion, liminacion delamatriz ex-
tracelular, etc..

- LISIS CELULAR mas o menos laboriosa segun el tejido
elegido, se basa en la utilizacion de detergentes que destruyen
lamembranacelular, liberando € contenido delascélulasal ex-
terior.

- DESPROTEINIZACION (eliminacion de proteinas): Se
realiza mediante extracciones repetidas de las proteinas con
disolventes organicos (fundamentalmente fenol y cloroformo)
algunas veces después de una incubacion con enzimas que de-
gradan las proteinas (proteasas).

- PRECIPITACION del ADN: Unavez el ADN esta puri-
ficado, se realizala precipitacion, que se consigue con un aco-
hol (etanol o isopropanol) en presencia de saes.

Hoy en dia, se dispone de numerosos “kit” comercializados
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TEJDO
LISISCELULAR

FRACCION
CITOPLASMICA

DESPROTEINIZACION
(EXTRACCION ORGANICA)

FRACCION
NUCLEAR

LISISNUCLEAR

\ PRECIPITACION CON ETANOL \

ADN ARN

Figura 4. Esquemadel proceso de purificacion de acidos nucleicos.

que simplifican la purificacion de ADN gendmico para précti-
camente cualquier tipo de tgjido, y que son recomendables pa
raaplicaciones derutinaen las que e nimero de muestras a pro-
cesar es relativamente grande.

6. Extraccion de ARN

Como ya se ha mencionado, |a extraccion de ARNm sblo
puede realizarse de aquellos tejidos que expresan el gen dein-
terés. El procedimiento de extraccion de ARN total, requiere
los mismos pasos que la purificacion de ADN (Fig. 4), con la
salvedad de que se utilizaen lalisis celular, algin agente que
inactive las RNasas propias de lacélulalisada (EDTA, tiocia
nato de guanidina, urea, 2-mercaptoetanal).

El resultado de estos procesos es la obtencion de ARN total,
del que més del 90% corresponde a ARN ribosdmico (ARNI) y
ARN detransferencia (ARNt) que no codifican proteinas, y so-
lo el 5% es ARN mensgjero (ARNm), que se hatranscrito de los
genes que codifican proteinasa. Parala purificacion del ARN
mensajero, se suele aprovechar la presencia de la cola poli-A
(region ricaen adenina del extremo 3' del ARNm maduro) re-
alizandose cromatografia en columnas con resinas ligadas a
residuos poli-T alas que se unirdn las moléculas de ARNm.
Como en e caso anterior, existen productos comercializados pa
rafacilitar la extraccion de ARN.

Glosario

ADN complementario (ADNc): Moléculade ADN que con-
tiene sdlo el materia delos exones, yaque se obtiene“in vitro”,
apartir del ARN mensgjero, por €l proceso de retrotranscripcion.

Alelo: cadaunadelas varias formas aternativas de un gen.
En la herencia autosdmica dominante, la presenciade un aelo
mutado es suficiente paraproducir el cambio de fenotipo. Por €
contrario, en larecesiva, es necesario que ambos alelos (ma-
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terno y paterno) estén mutados.

ARN total: latotalidad del ARN celular, formado por
ARNm, ARNty ARNT.

Célula somética: cualquier céluladel organismo, a excep-
cion de las células germinal es.

Delecion: mutacion que supone la pérdida de material ge-
nético.

Frameshift mutation: mutacion que, como consecuenciade
lainsercidn o delecidn de uno (o varios) nucledtidos, provoca
que, apartir del punto en el que se dterala pauta de lectura, la
traduccidn de los tripletes es diferente, y 1a proteina producida
esdigtinta

Gameto: células reproductoras (germinales) con conteni-
do haploide.

I nsercion: mutacion que se produce por aparicion de mate-
rid genético nuevo

Missense mutation: sustitucion en un gen, de un nucledtido
que provoca un cambio de aminoacido en esa posicion. La pro-
teina solo tendra un aminoécido diferente que laproteinanormal.

Mutacion: cualquier ateracion o cambio de la secuenciao
estructuradel ADN gendmico.

Mutacion de cambio de pauta de lectura: véase frame-
shift mutation

Mutacion de sentido errdneo: véase missense mutation

Mutacion puntual: aquellaque afectaaun solo nucledtido,
y puede ser insercion, delecion o sugtitucion.

Mutacion silenciosa: véase silent mutation

Mutacion sin sentido: véase nonsense mutation

Mutacion somatica: aquellaque afecta a una célula somé-
tica, y por tanto no afectaala descendencia del individuo.

Nonsense mutation: sustitucidn en un gen, de un nucledti-
do que provocalaaparicidn de un codon de terminacion o stop,
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con lo que |la proteina seratruncada en ese punto.

Polimorfismo: presencia en la poblacion de distintas va-
riantes de un determinado gen, que se dice polimérfico.

Retrotranscripcion: proceso que seredlizaen e laborato-
rio, paraproducir ADN complementario apartir de ARNm ma
duro.

Secuencia conservada: secuenciade ADN que se mantie-
neinvariable en la Evolucidn, por laimportancia funciona de
la proteina que codifica.

Silent mutation: cambio en un gen, de un nucleétido, que
no provoca cambio de aminoécido en la proteing, y por tanto no
alterasu funcion

Splicing mutation: mutacion en lazona de splicing, que pro-
voca un procesamiento erroneo del ARN inmaduro, con lo que
lamoléculade ARNm puede contener regionesintronicas o ca-
recer de algun exon.

Sustitucion: mutacion en un gen, en laque el material ge-
nético existente es sustituido por otro

Bibliografia

1 WatsonJ, Gilman M, Witkowski J, Zoller M. Recombinant DNA. Ed.
Freeman & Co, 2nd ed. New Y ork, 1992.

2 LewinB. GenesV, Ed. Oxford University Press, New York 1994

3 Ausubel F, Brent R, Kingston R, Moore D, Seidman J, Smith J, Struhl
K. Current protocolsin molecular Biology. Ed. J. Wiley & Sons, 1st
Ed., 1994

4 Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T. Molecular Cloning: A laboratory
manual. Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press. 2nd Ed. New Y ork
1989.

5 Emery AEH, Mudler RF. Principios de GenéticaMédica. Ed. Churchill
Livingstone. Madrid 1992.

ANALES ESPANOLES DE PEDIATRIA



