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Editorial

APLICACIONES CLINICAS DEL DIAGNOSTICOMOLECULAR

Watson y Crick, al establecer la estructura helicoidal de la
cadena de ADN, no imaginaron que iban a contribuir en pocas
décadas a generar profundos cambios en el conocimiento
médico.

Las técnicas de genética molecular estan hoy incorporadas,
iunto con las citogenéticas o cromosomicas, en el diagnostico
médico y en forma incipiente en algunos recursos terapéuticos.
Ellas son utilizadas en numerosos trastornos, posibilitando el
diagnoéstico precoz y también como método de tamizaje o
“screening” para identificar individuos con riesgo aumentado
para ciertas enfermedades.

Hace treinta afios un documento de la OMS establecio que
los conocimientos de Genética eran importantes para asistir

mejor a los pacientes.

La genética molecular es una de las muchas dreas de la
genética que debe incluirse en este concepto v aplicarla en la
actualizacion de postgrado.

Como todo avance en el conocimiento cientifico. estos
estudios han generado también dilemas sociales y €éticos para
nada soslayados; por el contrario, profundamente debatidos y
contemplados.

En la presente edicion brindaremos sélo algunos ejemplos
que permitan comprender el significado de estos conceptos y
su alcance en la practica clinica asi como familiarizarse con
clerta terminologia.

Dr. Enrique Gadow.

Hibridacion '"In Situ'"' por Fluorescencia (FISH)

El carotipo de material obtenido mediante
amniocentesis 0 biopsia coronica es una herra-
mienta diagnostica de gran ayuda en el segui-
miento de embarazos con niesgo elevado para
anomalias cromosomicas. posibilitando enestos
Casos un preciso asesoramiento genético. Las
indicaciones mas frecuentes de un cariotipo fetal
incluyen la edad materna avanzada. una prucba
de tamizaje bioguimica positiva y la deteccion
por ultrasonido de malformaciones fetales.

La principal desventaja del estudio
citogenctico es que es solo aphicable acélulasen
division. por lo que el resultado demoraentre 10
v 15 dias. Por otra parte. algunas anomalias
estructurales como micro deleciones/
duplicaciones o translocaciones cripticas pueden
no ser detectadas por las téenicas convenciona-
les debido aque laregioninvolucrada sea menor
al tamano de una banda cromosomica

FISH (Fluorescence in situ hybridization) es
una técnica molecular complementana de la
citogencética clasica, basada en la alta
especificidad de la union entre consecuencias
conocidas de acidos nucleicos (sondas) y sitios
especificos de cromosomas, tanto en metafase
como en interfase.

La técnica consta de los siguientes pasos:

(*)American Jowrnal of Human Genetics 52:225 v
53:1336, 1993

y diagnéstico prenatal

1) Desnaturalizacion: disociacion de la do-
ble cadenade ADN, tanto del cromosoma como
de la sonda.

2) Hibridizacion: union de la sonda con la
secuencia complementaria del cromosoma.

3) Deteccion: captacion de la senal
fluorescente que emite la sonda.

Existen diversos tipos de sondas comerciales.
Las mas usadas son:

& Sondas de locus especificos: de gran
utilidadenel diagnostico diferencial de la patolo-
glaoncohematologica.

b- Sondas **pintado de cromosoma™: cada
sonda consta de una mezcla de muchas secuen-
ciasde diferentes siios alolargo de un cromosoma
al que marcanen sutotalidad. porloque sontiles
para detectar anomalias estructurales menores
al limite de resolucion de lacitogenéticaconven-
clonal.

c- Sonda alfa-satélite: son secuencias que se
unen especificamente a los centromeros de cada
cromosoma: se trata de las mas usadas en
diagnostico prenatal. La técnica mas comin
utiliza sondas para los cromosomas 21: 18; 13;
X:eY.debidoaque lamayoria de las anomalias
los involucran.

Las ventajas principales del FISH como méto-
dode diagnostico prenatal pueden observarse en
lasiguiente tabla:

Ventajas del FISH
® Menos laborioso que la citogenética clasica.
® Aplicable cuando no es posible obtener
cultivos celulares.
® [_os resultados se obtienen en 24-48 hs.
@ Disminucion de la ansiedad materna.
® Mejor manejo obstétrico en situaciones
criticas.

Sin embargo el método de FISH con sondas
alfa-satélite presenta algunas desventajas, como
puede verse a continuacion:

Desventajas del FISH
® No detecta anomalias estructurales.
| ® No detecta anomalias numéricas
de otroscromosomas que no sean 13; 18;
2130 Y |
® Posibilidad de falsos negativos para
estos cromosomas.

Por lo tanto, se considera que el FISH en
interfase es una técnica complementaria que
todavia no puede ser aplicada a nivel asistencial
en formaindependiente de lacitogenéticacldsica,
que sigue siendo hoy el metodo estandar de
evaluacion en diagnostico prenatal.

Dr. T. Matayoshi. Dr. H. Aiello.



Nuevos sindromes

Defectos congénitos ymicrodelecciones

Ademds de los cldsicos sindromes cromosomicos — enel serhumano: los genes involucrados son
conocidos desde hace décadas (sindrome de Down,  los mismos pero cuando la delecion es pater-
Turner, Klinefelter, etc.) una nueva metodologiade  na el cuadro presente es el de Prader-Willi,
andlisis molecularpermite identificarenfermedades  mientras que si la delecién es materna el
gue pueden detectarse en el recien nacido, sindrome corresponde a Angelman.
denominada “Sindromes de delecion de genes Existen hasta el momento dos cuadros en
contiguos” (Schmickel. 1986). los que la etiologia es la microduplicacion:

La clinica fue el detonante para la investigacion  Beckwidth-Wiedeman y Charcot-Marie-
mas profunda, estavezenlacitogenética, permitiendo  Tooth tipo la, por duplicacion en el brazo
los adelantos en biologia molecular encontrar las  corto del cromosoma 11 (11pl5.5) en el

17 (17p12) en el segundo.

Como queda expuesto, hay nuevas alternati-
vas para el estudio de defectos congénitos vy la
confirmacion de ciertos sindromes  siempre
con el mismo objetivo: realizar el asesora-
miento genético correspondiente, es decir la
transmision ala familia de un prondstico preciso
ante un afectado y los nesgos de ocurrencia o
recurrencia de un trastorno o enfermedad.

herramientas para su estudio. primercaso. y enel brazo corto del cromosama Dra. Eva Serafin - Lic.Andrea Figueroa

Un fenotipo constante permitia sospechar  una

mismaetiologiamolecular génica. Lainvestigacion g ]
astdirigida posibilitd detectarla faltao delecion de un CUADROI

pequeno trozo del brazo largo del cromosoma 15 Sindrome Localizacién  Visible (1) Submicroscépicas (2)
(microdelecion) (sindrome de Prader-Willi).

Se determina de esta manera el origen de 14 Wolf Iirschhom 4pl6 mayoria pocas
sindromes de delecion de genes contiguos a los Eri i chat spls mayoria pocas
cuales cabe agregar dos mds conocidos anteriormente Williams 7q1123 pocas 90 %
como 4p-y Sp- y con la ayuda de sondas de ADN Langer-Gideon 8q241 75 %
especificas parasu utilizacionen latécnicade FISH, WAGR 11pl3 mayoria pocas
En C.| (gttdm I'se (icl\crihen los ‘s‘lnd.l'f)l'l'IC\ y su Retinoblastoma 13q14 mayoria
localizacion cromosomicacomo asi también latécnica Prader-Willi 15g12 70 % 70 %
dc. uh_:ucm.n para su  diagnostico. 2 Angelman 1512 85 % 85 %

El fenotipo anormal que resulta de una delecion Thalassemia/mr 16q133 50 % 50 G
parece ser producto de una alteracion en el dosaje Rubinstein-Taybi 16p133 S 25
m:rm;fl dc‘. llm genes involucrados o Smith-Magenis 17pl12 mayoria =

haploinsuficiencia™ , _ Miller-Dieker 17p133 S0 % 90 %

Dos copiasdel gen \t‘llxlr)lt‘u dosis serian necesarias s 17p133 N 18 %

para cl desarrollo de un fenotipo normal. Alasille 20p1123 pocas 00 %
s s . . . = £ = L% i

Por LECIII]IL‘]-L_)T'I, microdeleciones son deleciones Di George/ VCF 2p112 30 % ()
de un tamano similar o inferior al nivel de = T

- S : e . (1) al microscopio optico.
resolucion del microscopio optico. En general un e ) .

- : e (2) por técnicas de FISH u otro método molecular.
cariotipo de rutina puede resolver 400 a 500 bandas. | g

En este nivel de resolucién se pueden detectar

deleciones del orden de 5 a 10 megabases (Mb). En [ CUADROII
el caso de cariotipos de alta resolucion donde es [ Sindrome Localizacion Caracteristicas clinicas relevantes

factible resolver de 850 a 1000 bandas se pueden

g S DAL T P R e S E i ; 5
detectar deleciones menores de 2 a 5 “'L‘:f‘h“"‘* it Wolff Hirschhorn 4p 16 Anomalias faciales en “Casco guerrero griego™,
aproximadamente. En una banda cromosomica (=3 RM v atraso del crecimiento .
Mb) pueden existir de 10 a 100 genes: por lotanto. | ¢y du chat Sp 15 Microcefalia, RM dismorfias y llanto agudo, |
deleciones de algunas bandas pueden ser mis monocorde. tipo maullido de gato

S o a v S YO A1 arralec »r y Seai - + i . £ ‘. .
deletéreas que otras, dependiendo de cudles seanlos | yijjiams 7q11.23  Estenosis adrtica supravalvular, hipocalcemia

OPNeS 1NV : 2 5 e o
genesinvolucrados. intermitente dismorfias faciales, voz ronca.

0 Toe Jmlar - 9 > ary e - 3 A ] + .
Silas deleciones son mas pequenas que 2 Mb se personalidad gregaria y RM.

requerird de unatécnicamolecular para su deteccion. Langer-Giedion 8q23, Exostosis mltiple. nariz bulbosa,

. La lecnicd fJL‘ Hibridizacién In Situ por Tricorinofalingico Tipoll  3q24.2 talla corta y RM.

Fluorescencia (FISH) es una de las mds usadas. va WAGR l1pl13 Tumorde Wilms, aniridia. displasia

que existen 11 sondas comerciales, por lo menos. oenitourinaria RM.

para la deteccion de los siguientes sindromes: | Reginoblastoma 13q 14 Tumor embrionario del ojo asociado con RM.
T v T anmarslNds Srader-Willi A - . Zeoi . J . . Mot

Williams, Langer-Gideon, Prader-Willi, Angelman. Prader Willi 15q 12 Hipotonia, hiperfagia, obesidad,

Rubinstein-Taybi. Smith-Magenis, HNPP, Miller hipogonadismo pies y manos pequefios, RM.

Dieker, ILS, Di George/VCES. Angelman 15¢ 12 RM severo. convulsiones, mutismo.
Las ventajas y desventajas de la téenica de FISH Talasemia/RM 16p 13.3 Anomalfas de la hemoglobina, RM.
sobre otras (RFLP. SSLP, densitometria. etc.) pue- Rubinstein Taybi l6p 13.3 RM. pulgares y dedos gordos de pies.
denobservarse en otroarticulo del presente nimero. Smith-Magenis 17p 1l Braguicefalia, hipoplasia mediofacial, manos
Sin embargo, hay que tener en cuenta que en los Ip12 anchas y cortas, RM y conducta autoagresiva
casos en que el sindrome sea causado por disomia Miller-Dieker 17p13.3 Lisencefalia, RM., fascies peculiar
uniparental (doble dosis paterna o materna tnica- Alagille 20p 11 Colestasis cronica por estasis intrahepitica por
mente) y no por delecion, no serd detectado por 22pl2.1 hipoplasia biliar, anomalias faciales, cardiopatia

FISH, como ocurre en el 30 % de los sindromes de congénita y defectos vertebrales
Prader-Williy Angelman. S | DiGeorge/Velo 22p 11 Aplasia o hipoplasia del timo, anomalias cardiacas
Estos sindromes sonel mejorejemplode imprinting Cardio Facial 1q12 conotruncales, hipocalcemia




Asesoramiento de riesgo oncol6gico

Marcadores genéticos en cancer de mama y de ovario: BRCA1 y BRCA2

Un marcador genético es una alteracion en
un gen vinculado a la susceptibilidad para el
cincer que le confiere al portador un riesgo
aumentado de desarrollar la enfermedad a lo
largo de la vida.

Estas alteraciones del genoma, que afectan a
las lineas germinales, son por definicién congé-
nitas y heredables. Sinembargo. debe tenerse en
cuentaquela presencia del marcador genético
no indica que exista un cancer al momento
de la identificacion.

Las alteraciones referidas, estan presentes
entodas las células del organismo, no solamente
en las células tumorales. Por esta razon los
estudios se realizan generalmente sobre el DNA
-0 el RNA mensajero- de linfocitos de sangre
periférica, por ser de ficil obtencion.

Dado que los marcadores genéticos son he-
redables, pueden ser compartidos por varios
miembros de la familia del enfermo. hombres o
mujeres, que tienen o no cancer.

Sise tiene en cuenta que las alteraciones que
afectanalos genes vinculados ala susceptiblidad
dedesarrollarcancer son miltiples v variadas, es
necesario hacer algunas consideraciones:

1. Sélo se podrin evaluar las alteraciones de
aguellos genes a los que se ha identificado
como vinculados con la susceptibilidad de
desarrollar cancer y cuva secuencia de base
normal se halle totalmente definida.

2. El conocimiento y definicion de la alteracién
presente en los afectados permitird su bis-
gueda en los no afectados, para poder asi
hacer una evaluacion del riesgo de éste.

ad

La ausencia de alteraciones en los genes
conocidos en un afectado de cincer de una
familia con varios casos informados podria
significar que se trata de varios casos espori-
dicos ocurridos por azar en la misma familia
o que el gen alterado no es el estudiado,

BRCA1YBRCA2

Las alteraciones en la secuencia nucleotidica
de estos dos genes ha sido vinculada con un
aumento en el riesgo de desarrollar cancer de
mama y ovario (en varios trabajos por varios
autores). Han sido identificadas en la actua-
lidad mas de 100 variantes del BRCA1 y
varias del BRCAZ2. Sin embargo, sélo algu-
nas de ellas se vinculan con la susceptibili-
dad de desarrollar cancer(Collins FS - 1996),

Estas variaciones se han identificado en indi-
viduos pertenecientes a familias en las que existe
unaaltaincidenciade uno o ambos cianceres o en
mujeres en los que éstos se desarrollan a tempra-
na edad. No obstante, debe tenerse en cuenta
que el 90% de las mujeres con Cancer de

Mama u Ovario no entran en esta categoria,

Entre las mujeres con Sindrome Familiar de
Cincer de Mama u Ovario. el 75% presenta
mutaciones del BRCAT en el cromosoma 17.

En el 25% restante la alteracion podria estar
en el BRCA2, en otro gen no determinado o
representar la coincidencia de casos esporadicos
en una misma familia (Hubbard. Lewontin -
1996).

Debe tenerse en cuenta que, como se senald
previamente. la presencia de un marcador
genético en una mujer pertencciente a una
familia con un Sindrome Familiar de Céncer
de Ovario 0 Mama no significa que padezca
laenfermedad. Sin embargo, su riesgo de desa-
rrollar la enfermedad durante su vida esti en el
ordendel 85% parael cancer de mama v del 45%
para el de ovario (Hubbard. Lewontin - 1996).

Elvalordelresultado negativo depende abso-
lutamente de la informacion que se tenga de los
afectados. Si se conoce la mutacién presente en
los miembros de la familiaque desarrollan enfer-
medad. suausenciasignificard que el consultante
presentael mismo riesgo que la poblacion gene-
ral de padecer laenfermedad. Sinembargo. sino
se conoce la situacion de los afectados, poco
puede valorarse la ausencia de mutaciones en el
BRCA1 y BRCA2 ya que otros podrian ser los
genes afectados o las variantes en los menciona-
dos, asi como podria ocurrir que el individuo no
estuviera afectado.

De todo lo expresado anteriormente pode-
mos concluir que la determinacion de la pre-
sencia de marcadores genéticos en el
BRCA1 y BRCA2 solo esta justificada en
los casos en que se presume por la genea-
logia. que estamos ante un Sindrome Fami-
liar de Céncer y que en esos casos, el estudio
debe comenzar necesariamente por los afecta-
dos para poder valorizar los resultados de los no
afectados.

IMPLICANCIAS CLINICAS DEL
RESULTADO POSITIVO

En un estudio reciente, Marcus vy col. (1996)
demuestran unaelevada frecuenciade neoplasias
de aparicion en edades tempranas asi como una
altaincidenciade desarrollo de un segundo tumor
primario en las pacientes con Cancer de Mama
ligado a mutaciones del BRCA 1. Esto se opone
aotros informes. comoelde Portery col. (1993),
que refieren un mejor prondstico para estos
cinceres. lo que podria explicarse por la alta
incidenciade estadios iniciales detectados en esa
poblaciondebidoalosestrictos planes de vigilan-
Cld a que son sometidos.

Desde el punto de vista del aporte gue la
determinacion de la presencia de un BRCAI o

un BRCA2 mutado representa en pacientes con

Sindrome de Cancer Familiar y donde hemos

identificado la misma alteracion en los otros

afectados de la familia, plantea los siguientes

interrogantes :

® Cudlesel valorde determinar la presencia de
mutaciones en los miembros de la familia no
alectados de Cancer de Mama u Ovario hasta
ese momento?

® Cudl es el valor de determinar la presencia
de mutaciones en miembros de la familia que
desarrollan un cdncer, especialmente de
mama’

En el primer punto se discute tanto el valor
de la ooforectomia como de la mastectomia
profildctica. Sin embargo, aunque ninguno de
los dos procedimientos elimina totalmente el
riesgo. en uninforme de Schrag y col. (1997) se
deseribe una clara extension en la expectativa
de vida en estas pacientes luego de la interven-
cion, No obstante. muchas opiniones se oponen
aestaalirmacion y en muchos casos cuestionan
gue se utilice laexpectativa de vida como tinico
indicador de resultados, sin tener en cuenta
otras variables, como por ejemplo la calidad de
vida (Birkmever JD, Welch HG 1997 - Meijer
WJ. Linderrt ACM 1997).

Enrelacion conel segundo interrogante. ante
la alta frecuencia de un segundo tumor primario
en los afectados con el gen mutado, cabria
preguntarse si una tumorectomia con
linfadenectomiae irradiacion del tejido mamario
residual serfa suficiente o si corresponderia ser
miis agresivo en el mancjo de este subgrupo de
carcinomas mamarios. De cualquier manera, en
este caso valdrian las mismas consideraciones

que se hicieron para el punto | en lo que hace a
lacirugia profilactica.

Finalmente es fundamental respetar la auto-
nomiade la paciente, y el consentimiento infor-
mado.

CONCLUSIONES

Si bien la determinacion de mutaciones en el
BRCA1 y BRCA?2 constituyen un avance tras-
cendente, todavia hay grandes interrogantes a
resolver. Existe, sin embargo. consenso casi
undnime entre los autores de que hoy resulta
impensable su uso masivo o fuera de los
pacientes con Sindrome de Cancer Familiar
y en este subgrupo solo podria considerar-
se de valor cuando se ha identificado y
caracterizado la presencia de una mutacion
en los afectados.

Dr.Gustavo M. Amestoy

Bibliografia
La bibilografia citada se halla a disposicion
de cualguier consulta.



REUNIONES

NOVEDADES

CONGRESO DE LA SOCIEDAD INTERNACIONAL DE
DIAGNOSTICO PRENATAL
& al 10 junio de 1998. Los Angeles. California.

Organizadores: Mark Y. Evans -Lawrence Platt -Joe Leigh Simpson
Sesiones plenarias y moderadores
Invasive Procedures: First trimester. Froster. Jackson.
Invasive Precedures: Second trimester. Rodeck. Holzgreve.
Molecular Cytogenetics. Fergurson. Smith.
Laboratory Analysis. Crandall. Phillips.
Mendelian Disorders. Kaback. Fergurson-Smith.
Ethical and Legal Issues. Zakut. Capron.
Preimplantation Diagnosis. Verlinsky. Handyside.
Experience and safety in selected disorders. Liaebers.Simpons.
Fetal cells in maternal blood. Elias. Bianchi.
Fetal therapy. Evans Zakut.
Informes:
Fax310-967-0140
Departments of Obstetrics and Gynecology.
8635 West Third Street, Suite 160 West. Los Angeles. CA 90043,

Hipoacusia congénita

Aproximadamente 75% de las
hipoacusias congénitas no-
sindrémicas son de etiologia génica
autosomica recesiva, de las cuales
del 50 al 80% estarfan producidas
por la mutacion del gen “Conexin
267, El hallazgo tiene una
consecuencia clinica trascendental
para el asesoramiento genético de
estas familias. Lancer, 351:383,
394 v 415; 1998

Riesgos de la
amniocentesis precoz

Un estudio clinico aleatorio que
comparo los resultados de

CONGRESO DE LA SOCIEDAD DE OBSTETRICIA Y
GINECOLOGIA DE BUENOS AIRES
5 al 8 de julio de 1998

Informes: 345-5051 E mail: sogiba @ rilay.startel..com

amniocentesis precoz (11 a12.6
semanas) versus amniocentesis del
segundo trimestre (15 a 16.6
semanas) reveld que la amniocen-
lesis precoz se asocia a una mayor
incidencia de pérdidas fetales.

CONGRESO ARGENTINO DE PERINATOLOGIA
10 al 12 de setiembre de 1998

Informes: 821-8612 (int.102) E mail: congresos @ sap. org. arg

pérdida de liquido amnidtico y pie
equino varo en el recién nacido.
Lancet, 351:242, 226; 1998.

EDITORIAL

Ginecologia y Obstetricia, CEMIC.

Seccion Genética - Departamento de Gl !:Nl !: 1 ICA

Hospital Asociado. CONCEPTOS Y NOVEDADES EN GINECOLOGIA, OBSTETRICIA Y NEONATOLOGIA

Division Genética, Hospital de
Clinicas “José de San Martin™.
Facultad de Medicina. UBA.

*GENETICA CLINICA'Y
REPRODUCCION.
«CITOGENETICA Y GENETICA
MOLECULAR.
*DISMORFOLOGIA.
*GENETICA POBLACIONAL.

Secretaria de Redaccion:
JuhaRagg

Direccion Postal: “Newsletter”
Seccion Genética, Galvan 4102 (1431)
Buenos Aires - Argentina

Tel.: 546-8248

Fax:541-3790

Todos los derechos reservados.

Registro de la Propiedad Intelectual: en

tramite.
. J

CORREO ARGENTINO CENTRAL (B}

FRANQUEO PAGADO CONCESION N 7084




	Newsletter 5a.jpg
	Newsletter 5b.jpg
	Newsletter 5c.jpg
	Newsletter 5d.jpg

