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INTRODUCCION

Desde la década de los 80, la investigacion en el
campo de la genética ha permitido un gran avance
en el conocimiento de las bases moleculares de mu-
chas nefropatias hereditarias. En 1985, la localiza-
cion del gen de la poliquistosis renal autosémica do-
minante (PQRAD) en el brazo corto del cromosoma
16" anuncié una nueva era en la nefrologia. Desde
entonces, la localizacion e identificacion de genes
responsables de enfermedades renales hereditarias ha
ofrecido nuevas herramientas para su clasificacion y
ha permitido situar la genética molecular en la linea
central del estudio y diagnéstico de las nefropatias
hereditarias. Muchos de estos avances se han logra-
do gracias al Proyecto Genoma Humano, un esfuer-
zo cientifico internacional que ha culminado con un
mapa genético de alta resolucion y con un borrador
de la secuencia de nucleétidos del genoma huma-
no%3, que se prevé finalizado en el afo 2003.

Ademas de las nuevas posibilidades en el diag-
nostico y clasificacion de las nefropatias heredita-
rias, la caracterizaciéon de genes implicados en la
etiologfa de las enfermedades renales, asi como de
las proteinas codificadas por éstos, supone el punto
de partida de estudios fisiopatolégicos y posibilita el
disefio de modelos de experimentacién animal, ade-
mas de propiciar el desarrollo de estrategias tera-
péuticas para estas enfermedades. Otro importante
reto es establecer correlaciones entre los aspectos
clinicos y genéticos de pacientes afectados por la
misma nefropatia hereditaria.
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El diagnéstico molecular difiere del diagnéstico
clinico por ser permanente para un individuo y por
tener implicaciones directas para los miembros de
la familia y en las decisiones reproductivas. Las prin-
cipales aplicaciones del diagnéstico molecular son
la confirmacién diagnéstica, el diagndstico presin-
tomatico, el diagnostico prenatal, el estudio de por-
tadores y el diagnéstico preimplantacional.

ENFERMEDADES RENALES HEREDITARIAS Y
PATRONES DE HERENCIA

Actualmente el catélogo de genes y enfermedades
genéticas humanas OMIM, Online Mendelian Inhe-
ritance in Man (www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim), in-
cluye mas de 50 enfermedades renales hereditarias
en las que se ha identificado el defecto genético
(tabla 1). Estas enfermedades son causadas por alte-
raciones producidas en genes (mutaciones genéticas)
0 en cromosomas (mutaciones cromosémicas). Pue-
den considerarse defectos congénitos, por estar ge-
neralmente presentes en el momento del nacimien-
to, aun cuando las manifestaciones fenotipicas
puedan aparecer mucho mas tarde.

Las enfermedades genéticas que se tratan en este
nimero monografico son causadas fundamental-
mente por mutaciones en un solo gen (herencia mo-
nogénica) y su patrén de herencia es explicable con
modelos mendelianos. No obstante, las enfermeda-
des renales mas comunes, como las nefropa-tias aso-
ciadas a la hipertension, a la diabetes o a las en-
fermedades autoinmunes, aunque tienen un
componente genético no resultan de un Gnico gen
defectivo. Estas enfermedades se consideran multi-
factoriales o complejas, en las que heredar varios
alelos de genes diferentes proporciona un riesgo ge-
nético o predisposicion individual al desarrollo de
la enfermedad, que s6lo se manifiesta en ciertas con-
diciones ambientales.
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Tabla I. Principales enfermedades renales hereditarias con defecto molecular identificado

Enfermedad N° OMIM Herencia Localizacion Gen Proteina
Acidosis renal tubular distal 179800 AD 17921-22 SLC4AT Intercambiador cloruro-bicarbonato AE1
Acidosis renal tubular distal con sordera 267300 AR 2cen-q13 ATP6B1 Subunidad B1 de la H(+)-ATPasa
Céncer papilar renal 164860 AD 7931 MET
Cistinosis 219800 AR 17p13 CTNS Cistinosina
Cistinuria tipo 1 220100 AR 2p16.3 SLC3A1 rBAT
Cistinuria tipo no 1 604144 AR 19913.1 SLC7A9 b(0,+)AT
Déficit de adenina fosforibosil-transferasa 102600 AR 16024 APR5 Adenina fosforibosil-transferasa
Diabetes insipida nefrogénica tipo | 304800 LX Xq28 AVPR2 Receptor de la vasopresina VR-2
Diabetes insipida nefrogénica tipo Il 125800 AD 12913 AQP2 Aquaporina-2
222000 AR 12913 AQP2 Aquaporina-2
Enf. de Fabry 301500 LX Xq22.1 GLA a-Galactosidasa A
Enf. de von Hippel-Lindau 193300 AD 3p25-26 VHL pVHL
Enf. quistica medular 174000 AD 1921 MCKD1
603860 AD 16p12 MCKD2
Enuresis nocturna 600631 AD 13q13-q14.3 ENURIT
600808  AD  12q13-q21  ENUR2
Esclerosis segmentaria focal 603278 AD 19913 FSGS-1
603965 AD 11g21-22 FSGS-2
Esclerosis tuberosa 191100 AD 9q34 TSC1 Hamartina
191092 AD 16p13.3 TSC2 Tuberina
Hematuria Familiar Benigna 141200 AD 2g35-936 COL4A3/A4 Colageno IV cadenas a3 y a4
Hiperoxaluria primaria tipo | 259900 AR 2q36-q37 AGXT Alanina-glioxilato-amino-transferasa
Hiperoxaluria primaria tipo Il 260000 AR 9cen GRHPR
Hipomagnesemia primaria 248250 AR 3927 PCLN1 Paracelina-1
Nefrolitiasis cromosoma X tipo | 310468 LX Xp11.22 NPHL1 Canal renal de Cl (CLCN5)
Nefrolitiasis cromosoma X tipo Il 300009 LX Xp11.22 NPHL2 Canal renal de Cl (CLCN5)
Nefronoptisis juvenil 256100 AR 2q12-q13 NPHP1 Nefrocistina
606966 AR 1p36 NPHP4 Nefroretinina
Nefronoptisis infantil 602088 AR 9q22-q31 NPHP2
Nefronoptisis adolescente 604387 AR 3g21-q22 NPHP3
Nefropatia por IgA 161950 AD 6q22-923 IGAN
Osteopetrosis con acidosis renal tubular 259730 AR 8q22 CA2 Carboanhidrasa 2
Poliquistosis Renal Autosémica Dominante 601313 AD 16p13.3 PKD1 Poliquistina-1
173910 AD 4q21-9q23 PKD2 Poliquistina-2
Poliquistosis Renal Autosémica Recesiva 263200 AR 6p21.1-p12  PKHD1 Fibroquistina
Reflujo vesicoureteral 193000 AD 1p13 VURI1
Sd. Branquio-oto-renal (BOR) 113650 AD 8¢13.3 EYA 1
Sd. de Alport 301050 LX Xqg22.3 COL4A5 Colageno IV cadena o5
203780 AR 2q36-q37 COL4A3/A4 Colageno IV cadenas a3 y a4
104200 AD 2q36-q37 COL4A3/A4 Colageno IV cadenas a3 y a4
Sd. de Alport con leiomiomatosis 308940 LX Xq22.3 COL4A5/A6 Colageno IV cadenas a5 y ab
Sd. de Bardet-Bied! 1 209901 AR 11q13 BBS1 BBS1
Sd. de Bardet-Bied| 2 606151 AR 16921 BBS2 BBS2
Sd. de Bardet-Bied! 3 600151 AR 3q13-p12 BBS3 BBS3
Sd. de Bardet-Bied| 4 600374 AR 15q922.3-q23 BBS4 BBS4
Sd. de Bardet-Bied| 4 603650 AR 2qg31 BBS5 BBS5
Sd. de Bartter tipo 1 600839 AR 15q15-q21.1 SLC12A1 Cotransportador Na-K-2Cl
Sd. de Bartter tipo 2 600359 AR 11q24 KCNJ1 Canal de potasio renal ROM-K
Sd. de Gitelman 263800 AR 16913 SLCT12A3 Cotransportador Na-Cl tiazida-sensible
Sd. de Kallmann 308700 LX Xp22.3 KALT Anosmia
Sd. de Lowe 309000 LX Xp26.1 ORL1 Inositolpolifosfato-5-fosfatasa
Sd. de Meckel 249000 AR 17921-q24  MKS1
603194 AR 11913 MKS2
Sd. de WAGR 194072 AD 11p13 WT1 Supresor WT
Sd. Hemolitico urémico 235400 AR 1932 HF1 Factor H
Sd. Nail-patella 161200 AD 9934 LMX1B Proteina homeodominio-LIM
Sd. nefrético (tipo finlandés) 256300 AR 19913.1 NPHS1 Nefrina
Sd. nefrético resistente a esteroides 600995 AR 1925-9q31 NPHS2 Podocina
Tumor de Wilms y pseudohermafroditismo 194080 AD 11p13 WTT1 Supresor WT

Enf: enfermedad; Sd: sindrome; LX: herencia ligada al cromosoma X; AD: herencia autosémica dominante; AR: herencia autosémica recesiva.
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Fig. 1.—Representacion de los drboles genealdgicos de los patrones de herencia que siguen la mayoria de las enfermedades renales

hereditarias.

Centrandonos en las enfermedades renales de he-
rencia mendeliana, éstas pueden seguir un patrén de
herencia autosémico dominante, autosémico recesi-
vo o ligado al sexo (fig. 1). Los genes implicados en
las enfermedades autosémicas estan localizados
en uno de los 22 pares de autosomas, mientras que
los ligados al sexo se encuentran en el cromosoma
X o Y. Es importante destacar que el término domi-
nante o recesivo se refiere a la herencia del fenoti-
po y no a la expresion del gen mutante.

En las enfermedades con herencia autosémica do-
minante, como la poliquistosis renal del adulto o la
hematuria familiar benigna, la presencia de una sola
copia del gen mutado es suficiente para que la en-
fermedad se manifieste, de manera que los indivi-
duos afectados pueden ser heterocigotos u homoci-
gotos. Las principales caracteristicas de este patrén
de herencia son la transmision vertical, en la que
cada paciente tiene el padre o la madre también
afectado por la enfermedad, el mismo riesgo para
ambos sexos a padecer o transmitir la enfermedad y
una probabilidad del 50% de que los descendientes
sean enfermos.

En las enfermedades de herencia autosémica re-
cesiva, como la cistinuria, la cistinosis o la nefro-
noptisis, Gnicamente los individuos homocigotos ma-
nifiestan la enfermedad vy los padres de los enfermos
son portadores (heterocigotos), pero generalmente
asintomaticos, por lo que se habla de transmision
horizontal. Afectan a ambos sexos por igual y la pro-
babilidad de tener un hijo enfermo es del 25%. En
las familias con enfermedades autosémicas recesivas
es frecuente la existencia de consanguinidad.

Las enfermedades de herencia ligada al cromoso-
ma X (LX) histéricamente también han sido consi-
deradas dominantes (LXD) o recesivas (LXR). En mu-
chos textos se ha sugerido que las LXR son mucho
mas comunes que las LXD. Las LXD han sido defi-
nidas como aquellas que presentan transmisién ver-
tical y en las que las hijas de hombres enfermos
estan siempre afectadas y transmiten la enfermedad
a ambos sexos con la misma probabilidad. Las LXR
han sido generalmente definidas como aquellas que
presentan transmisioén horizontal y en las que las mu-
jeres son portadoras asintomaticas que transmiten la
enfermedad a la mitad de sus hijos varones. No obs-



tante, en muchas de las enfermedades consideradas
LXR las mujeres presentan un cierto grado de afec-
tacion que puede ser muy variable, de muy leves a
graves, lo que ha conllevado una gran dificultad
a la hora de determinar el patrén de herencia que
presentan estas enfermedades en ciertas familias. Re-
cientemente, Dobyns y cols.* han propuesto el de-
suso de los términos LXD y LXR puesto que no re-
flejan la  extraordinaria variabilidad en la
expresividad de las enfermedades con herencia li-
gada al cromosoma X, ni tampoco tienen en cuen-
ta los multiples mecanismos que pueden producir
que la enfermedad se manifieste en las mujeres, tales
como la inactivacion sesgada del cromosoma X y el
mosaicismo somatico. Por todo ello, estos autores
consideran mas adecuada la descripcién de estas en-
fermedades como simplemente con herencia ligada
al cromosoma X, obviando los términos dominante
y recesivo. Algunos ejemplos de enfermedades re-
nales con este patrén de herencia son el sindrome
de Alport y la enfermedad de Fabry.

Finalmente mencionar que no se ha descrito nin-
guna enfermedad renal con herencia ligada al cro-
mosoma Y. Las enfermedades con este patrén de
herencia sélo afectan a los hombres y tienen una in-
cidencia muy baja.

APROXIMACIONES PARA EL DIAGNOSTICO
MOLECULAR

Para las enfermedades genéticas con un patrén de
herencia mendeliano el diagnéstico molecular se
puede realizar de dos formas: 1) anélisis indirecto,
el cuél generalmente implica un estudio de liga-
miento, o 2) anélisis directo, que requiere la identi-
ficacion de la mutacién responsable de la enferme-
dad.

Andlisis indirecto

El diagnostico indirecto estudia cémo se han he-
redado en una familia variantes genéticas comunes
(polimorfismos) localizadas en las proximidades o en
el interior del gen responsable de la enfermedad.
Dicho estudio se denomina analisis de ligamiento e
identifica cual es el haplotipo de riesgo asociado a
la enfermedad en una determinada familia (fig. 2).

Un polimorfismo se define como la presencia en
un locus de dos o mas alelos, cada uno de los cua-
les tiene una frecuencia en la poblacién general de
al menos el 1%. Los polimorfismos mas utilizados
en el analisis de ligamiento son los denominados mi-
crosatélites, que consisten en repeticiones situadas
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en tandem de un nidmero de nucledtidos inferior a
6, por ejemplo (CA)y. El nimero de repeticiones (N)
varfa de un individuo a otro, constituyendo distin-
tos alelos. Estos marcadores son altamente informa-
tivos, ya que presentan gran nimero de alelos, sien-
do muy elevada la probabilidad de encontrar dos
alelos diferentes (heterocigosidad) en el mismo indi-
viduo. El analisis de microsatélites se realiza me-
diante amplificacion por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) de la regién polimérfica y poste-
rior separacion de los fragmentos amplificados me-
diante electroforesis en un gel de acrilamida.

Para aplicar el diagnoéstico indirecto deben tener-
se en cuenta los siguientes puntos: 1) el gen res-
ponsable de la enfermedad debe estar localizado; 2)
se requieren marcadores polimérficos informativos,
intragénicos o adyacentes a dicho gen; 3) son ne-
cesarias muestras de varios familiares (tanto sanos
como afectados) y no puede realizarse si sélo se dis-
pone del caso indice; 4) es imprescindible un diag-
nostico clinico preciso de los familiares del caso in-
dice; 5) la recombinacion genética entre el marcador
y el gen puede disminuir la probabilidad del resul-
tado, y 6) en caso de existir heterogeneidad genéti-
ca debe analizarse el ligamiento a todos los posi-
bles loci.

Técnicamente, el analisis indirecto se puede con-
siderar rapido, sencillo e independiente de la com-
plejidad y del tamafio del gen. Estas caracteristicas
permiten su aplicacién tanto en enfermedades cau-
sadas por genes grandes y complejos, cuyo anélisis
directo serfa inviable para fines diagnésticos, como
en el caso de genes que puedan presentar una gran
variedad de mutaciones (heterogeneidad alélica), al-
gunas de las cuales pueden ser indetectables. Tam-
bién es qtil cuando el gen responsable de la enfer-
medad todavia no ha sido identificado, aunque es
imprescindible conocer su localizacién.

Andlisis directo

El analisis directo tiene por objetivo identificar la
mutacion responsable de la enfermedad. Se puede
aplicar tanto a los casos familiares como a los casos
esporadicos (de novo) de la enfermedad, lo que re-
presenta una ventaja respecto al anélisis indirecto
que sélo es atil para los casos familiares. Otro punto
a favor del estudio mutacional es que permite ana-
lizar posibles correlaciones genotipo-fenotipo. El re-
quisito indispensable para este estudio es que el gen
haya sido identificado.

Existen distintos métodos para analizar la presen-
cia de mutaciones en un gen. La aplicacién de un
método u otro dependera del tipo de mutacion y
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Fig. 2.—Principio del analisis de ligamiento. En esta familia de 3 generaciones con una enfermedad autosémica dominante se anali-
zaron 2 polimorfismos tipo microsatélite, uno de ellos intragénico y el otro adyacente al gen, y se obtuvieron los haplotipos repre-
sentados debajo de cada uno de los miembros de la familia. El diagnéstico clinico de la enfermedad se realizo en 12, que transmi-
tié la enfermedad a su hijo 112 y a su hija 114, pero no a su hijo l13. A partir de esta informacién clinica y genética se dedujo que
el haplotipo de riesgo asociado a la enfermedad es el que se representa sombreado. Para la pareja formada por 114 y 115 es posible
la realizacion de un diagndstico prenatal. El feto (113) puede haber heredado cualquiera de los 4 haplotipos representados, de ma-
nera que existe una probabilidad del 50% de que sea sano y una probabilidad del 50% de que esté afectado por la enfermedad.
Con el diagnéstico prenatal se puede discernir cual de los 4 posibles haplotipos ha heredado y, por lo tanto, determinar su estado

respecto a la enfermedad.

de las caracteristicas del gen en estudio. Para iden-
tificar reordenamientos del material genético, tales
como deleciones e inserciones grandes (de 40 kb a
varias Mb) se utilizan electroforesis en campos pul-
santes (PFGE) e hibridacion in situ fluorescente
(FISH), asi como Southern blot para deleciones e in-
serciones de tamano medio (0,1-20 kb). El anélisis de
deleciones también se realiza mediante estudios
de perdidas de heterozigosidad (LOH). Para la buas-
queda de mutaciones puntuales existen muchas téc-
nicas distintas, la mayoria de las cuales implican
una amplificacién inicial mediante PCR de la re-
gion alrededor de la mutacion, seguida del analisis
mutacional utilizando alguno de los siguientes mé-
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todos: digestion del DNA con enzimas de restric-
cién, dot-blot, anélisis de conformaciéon de la ca-
dena simple (SSCP), andlisis del heterodiplex (HD),
electroforesis en gradientes de geles desnaturali-
zantes (DGGE) o cromatografia liquida de alta re-
solucion desnaturalizante (DHPLC), entre otros. Por
Gltimo, se confirma la posible mutacion mediante
secuenciacion. Actualmente, para genes de gran ta-
mano la tendencia es utilizar técnicas en las que se
parte de RNA, tales como el test de la proteina trun-
cada (PTT) o cDNA-SSCP/HD, ya que estos méto-
dos evitan el estudio de las regiones no codifica-
doras y permiten un andlisis mas rapido de la region
codificadora.



Asi, una vez aislado el gen responsable de una
enfermedad, en principio, se puede abordar la bus-
queda de mutaciones en éste. No obstante, este tipo
de anélisis no siempre es factible para fines diag-
nosticos. Este seria el caso de genes como PKDI,
responsable de aproximadamente el 85% de los
casos de poliquistosis renal autosémica dominante
(PQRAD), constituido por 46 exones repartidos en
52 kb de DNA gendémico, con regiones duplicadas
diversas veces en el cromosoma 16 y en el que no
existen mutaciones mayoritarias o puntos calientes
(hot spots) de mutacién, de manera que las muta-
ciones son distintas en cada familia (mutaciones pri-
vadas). Todas estas caracteristicas hacen que sea
muy laboriosa la blisqueda de mutaciones en el gen
PKD1. De este modo, el analisis de ligamiento sigue
siendo la mejor estrategia molecular en la PQRAD,
ya que se dispone de un gran nimero de marcado-
res polimérficos adyacentes al gen e incluso intra-
génicos. Las principales limitaciones del analisis di-
recto son la imposibilidad de detectar todas las
mutaciones existentes, la dificultad de distinguir una
mutacion patogénica de un polimorfismo y la exis-
tencia de heterogeneidad genética, aspectos que se
tratan en el siguiente apartado.

INTERPRETACION DE LOS ANALISIS
Heterogeneidad

Se pueden distinguir dos tipos de heterogeneidad:
genética (o de locus) y alélica (o molecular).

Existe heterogeneidad genética cuando una enfer-
medad hereditaria puede ser causada por alteracio-
nes de distintos genes de forma independiente. Cada
uno de los genes serd el responsable del trastorno
en una proporcién determinada de familias.

La heterogeneidad genética dificulta tanto el ana-
lisis de ligamiento como el andlisis mutacional. En
el analisis de ligamiento la asuncién de un locus ge-
nético erréneo puede llevar a conclusiones falsas,
por lo que siempre se debe analizar el ligamiento a
todos los posibles loci. En el anélisis directo la bus-
queda de la mutacién es mucho mas laboriosa si se
deben analizar varios genes.

En las enfermedades renales hereditarias existen
varios ejemplos de heterogeneidad genética, como
la PQRAD en la que el 85% de los casos son de-
bidos a mutaciones en PKD1, localizado en cromo-
soma 16, y el 15% a mutaciones en PKD2, en el
cromosoma 4, pudiendo existir un tercer locus; o
el sindrome de Alport con el 80-85% de los casos
causados por mutaciones en COL4A5, localizado en
el cromosoma X, y el 15-20% restante, con una he-
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rencia autosémica, debido a mutaciones en los
genes COL4A3 y COL4A4, situados en el cromoso-
ma 2.

Para explicar la heterogeneidad genética existen
distintas posibilidades como que los distintos genes
que pueden producir la enfermedad cuando estan
mutados codifiquen para protefnas que interaccio-
nan entre si y/o que pertenezcan a la misma via de
transduccion de sefial (como la poliquistina-1 y
la poliquistina-2, codificadas respectivamente por
PKD1 y PKD2) o bien que codifiquen para distintas
subunidades de un complejo proteico [como las
subunidades del transportador renal de aminoacidos
basicos b(0,+), con una subunidad pesada, rBAT, co-
dificada por el gen SLC3AT responsable de la cisti-
nuria de tipo | y una subunidad ligera, b(0,+)AT, co-
dificada por el gen SLC7A9, mutaciones en el cual
causan la cistinuria tipo no 1].

La heterogeneidad alélica se refiere a las distintas
mutaciones de un mismo gen (alelos), que pueden
dar lugar a la misma o a distintas enfermedades. La
heterogeneidad alélica complica enormemente el
analisis mutacional directo e implica que la eficien-
cia en la bidsqueda de mutaciones sea inferior al
100%. Una consecuencia de este hecho es la difi-
cultad de interpretar un analisis en el que no se ha
identificado ninguna mutacién, ya que no permite
un diagndstico negativo de la enfermedad puesto
que cabe la posibilidad de que la mutaciéon no haya
sido detectada pero que esté presente en el gen. Una
posibilidad serfa la secuenciacién directa de toda la
region codificadora, de las secuencias de splicing
(mecanismo por el que se eliminan las secuencias
no codificadoras denominadas intrones) y de las re-
giones reguladoras, que deberia detectar todas las
mutaciones existentes en el gen. No obstante, para
genes de gran tamafio (PKD1, COL4A3, COL4A4,...)
esta opcién no es viable actualmente para fines diag-
nosticos ya que resultaria muy costosa y laboriosa,
ademas de no ser conocidas las secuencias regula-
doras de muchos de estos genes.

Penetrancia y expresividad

La penetrancia y la expresividad son caracterfsti-
cas de la expresion génica que también deben te-
nerse en cuenta en la interpretacién de los resulta-
dos de un test.

La penetrancia se define como la probabilidad de
manifestar un fenotipo cuando se porta un genotipo
determinado. Si el genotipo siempre se expresa la
penetrancia es completa, en cambio, si se puede po-
seer la mutacion y no estar afectado por la enfer-
medad es incompleta (inferior al 100%). Debe te-
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nerse en cuenta que la penetrancia depende de la
edad, asi por ejemplo un individuo portador de una
mutacion en PKD1, a los 15 afos puede no mani-
festar ningGn problema renal mientras que a los 70
afos puede estar en dilisis. Para PKDT la pene-
trancia se considera completa a partir de los 20 afos.
En general, para enfermedades dominantes la pene-
trancia es incompleta (al menos hasta cierta edad)
mientras que para la mayoria de enfermedades re-
cesivas es completa.

La expresividad es el grado de expresién de un
fenotipo. Se considera que la expresividad es varia-
ble cuando la manifestaciéon de un fenotipo varia
entre individuos poseedores del mismo genotipo.
Esta variabilidad fenotipica puede ser tanto interfa-
miliar, entre individuos no relacionados, como in-
trafamiliar, miembros afectados de una misma fami-
lia y, por tanto, portadores de la misma mutacién
pueden presentar fenotipos muy distintos. Siguiendo
con la PQRAD como ejemplo, en PKD1 fue identi-
ficada una mutacion de terminacion de la traduc-
cion Tyr3818Stop en un hombre con inicio adulto
de la enfermedad y que transmitié la mutacién a dos
gemelos dizigéticos. Uno de ellos gravemente afec-
tado desde el nacimiento, mientras que el otro no
presentaba ninguna evidencia de la enfermedad a
los 5 afios®. Cabe destacar que muchas enfermeda-
des presentan una expresividad variable con la edad,
de manera que un fenotipo muy leve en la infancia
no excluye un desarrollo moderado o grave de la
enfermedad.

La penetrancia incompleta y la expresividad va-
riable pueden explicarse sobre la base de la exis-
tencia de genes modificadores de la severidad de la
enfermedad y por la influencia de factores ambien-
tales, que modulan el efecto del gen mayor, princi-
pal responsable de la enfermedad.

Polimorfismos

No todos los cambios en la secuencia de DNA
causan alteraciones en un producto génico dando
lugar a una enfermedad. Los polimorfismos son va-
riantes no patogénicas de la secuencia del DNA muy
Gtiles para el analisis de ligamiento pero, en cam-
bio, que dificultan el analisis mutacional. Esto se
debe a que algunas de estas variantes polimdrficas
son muy poco frecuentes y pueden ser malinterpre-
tadas como mutaciones. No siempre es facil distin-
guir una mutacion de un polimorfismo. En general,
cualquier cambio en la secuencia codificadora que
dé lugar a la creaciéon de un codén de terminacién
de la traduccién prematuro o que se prevé que dara
lugar a una protefna no funcional puede ser consi-
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derado una mutacién, mientras que alteraciones de
la secuencia no codificadora que no impliquen nin-
guna alteracion del mecanismo de splicing serian
polimorfismos. En este Gltimo caso puede ser (til un
analisis del RNA del paciente para confirmar que el
cambio no produce ninguna alteracién en el proce-
samiento del mRNA (RNA mensajero).

En cambio, cuando se identifican sustituciones de
nucléotidos en la region codificadora (exones) que
modifican o no el aminoacido resultante deben ana-
lizarse con precaucion. Se tratara de una mutacion,
si el cambio segrega con la enfermedad y si después
de analizar un minimo de 100 cromosomas de in-
dividuos controles no relacionados se comprueba
que en ninguno de éstos se encuentra el cambio. En
caso contrario se trataria de un polimorfismo. La
prueba definitiva para confirmar que el cambio es
una mutacién se obtendria con un ensayo funcional
que confirmara que la proteina mutante no desarro-
lla su papel normal en la célula, aunque en el am-
bito diagndstico esta prueba no es muy factible.

Tasa de mutacién

La tasa de mutacion media en el genoma es de
1 x 10 por locus por generacion, pero esta cifra
puede variar desde 10 a 107 mutaciones por locus
por generacion. Estas diferencias pueden estar rela-
cionadas con el tamano del gen y con la existencia
de hot spots mutacionales en el genoma. En la
PQRAD se ha descrito una tasa de mutacién de novo
de 0,6-1,2 x 10 por locus por generacién®, unas
100 veces mas elevada que en la media del geno-
ma, lo que explicaria que la mayoria de familias con
PQRAD presenten una mutacién privada.

La tasa de mutacion de un gen responsable de una
enfermedad debe tenerse en cuenta en el momento
de considerar el patrén de herencia de la enferme-
dad, puesto que se podria malinterpretar, por ejem-
plo, un caso de novo de una enfermedad con un in-
dividuo con una enfermedad autosémica recesiva,
ya que en ambos casos los padres del individuo afec-
to serfan fenotipicamente normales.

Sensibilidad y especificidad

La sensibilidad de un test directo es la probabili-
dad de que el test detecte una mutacién cuando esta
presente en la muestra en estudio. La especificidad
es la probabilidad de que el test sea negativo cuan-
do la mutacién no esta presente. Estas caracteristi-
cas del test deben ser consideradas tanto al escoger
el método con el que se va a realizar el analisis



como al interpretar los resultados obtenidos, llegan-
do a un compromiso entre una maxima sensibilidad
y especificidad con una complejidad técnica y un
coste econémico razonables.

APLICACIONES DEL DIAGNOSTICO
MOLECULAR

El estudio molecular en las enfermedades renales
hereditarias puede ser aplicado en la confirmacién
diagndstica de casos dudosos de la enfermedad, en el
diagnéstico presintomatico, en el estudio de portado-
res y en el diagnéstico prenatal. En cualquiera de estos
casos el analisis molecular debe ir acompanado de un
asesoramiento genético apropiado, tanto antes como
después del estudio, en el cual se trataran los aspec-
tos médicos, genéticos y psicoldgicos asociados a la
enfermedad renal hereditaria. La informacién obteni-
da del estudio molecular permitira aplicar medidas
médicas que prevengan, mejoren o reviertan parcial-
mente las manifestaciones de la enfermedad.

Para el diagnéstico molecular de una enfermedad
renal hereditaria, un nefrélogo con formacion en ge-
nética informa a la familia y valora la indicacion de
este estudio. En caso de que la familia solicite dicho
diagnostico y éste esté indicado, se obtiene el con-
sentimiento informado por parte de cada miembro
de la familia. A continuacién se extrae DNA/RNA de
una muestra de sangre de cada uno de los familia-
res necesarios y se procede a la realizacion del es-
tudio molecular directo o indirecto por parte de un
bidlogo molecular. Los resultados son valorados con-
juntamente por el nefrélogo y el bidlogo emitiendo
un informe personalizado para cada miembro de la
familia a diagnosticar.

Brevemente las aplicaciones del diagnéstico mo-
lecular son:

El diagnéstico prenatal que constituye una de las
principales utilidades de los estudios moleculares.
Requiere un estudio previo de los familiares y se
realiza a partir de una muestra del feto, que gene-
ralmente consiste en una biopsia de vellosidad co-
ribnica o bien liquido amnidtico. El diagnéstico pre-
natal normalmente se solicita en enfermedades muy
graves con un patron de herencia autosémico rece-
sivo o ligado al cromosoma X como la poliquistosis
renal autosémica recesiva. En cambio, para enfer-
medades autosémicas dominantes con inicio en el
adulto generalmente la demanda es muy baja. Una
cuestion que el especialista debe explicar con clari-
dad a los familiares, es que la solicitud de un estu-
dio prenatal implica una determinacién clara de in-
terrupcion voluntaria del embarazo en caso de que
el feto esté afectado por la enfermedad.

DIAGNOSTICO MOLECULAR

El estudio de portadores que determina el riesgo
de tener un hijo afectado por una enfermedad au-
tosomica recesiva o ligada al cromosoma X. Es apli-
cable en familias en las que se haya identificado la
mutacion responsable de la enfermedad o en las que
se conozca cudl es el haplotipo de riesgo ligado a
la enfermedad. También se puede realizar en el caso
de tratarse de enfermedades causadas por genes con
poca variabilidad mutacional o con un ndmero li-
mitado de mutaciones recurrentes. El resultado de
un estudio de portadores puede conllevar un futuro
diagndstico prenatal y, por tanto, tiene importantes
implicaciones en las decisiones reproductivas.

El diagndstico presintomatico que ofrece también
gran interés como diagndstico precoz en aquellas
situaciones susceptibles de la aplicacion de trata-
mientos preventivos, disminucién de riesgos, modi-
ficacion de habitos de vida, etc.

La confirmacién diagnéstica que generalmente se
solicita en los casos en que existe una sospecha cli-
nica a pesar de no cumplirse los criterios diagnosti-
cos de ésta.

Finalmente, una de las aplicaciones del diagnoés-
tico molecular que todavia no se ha desarrollado en
las nefropatias hereditarias es el diagndstico preim-
plantacional. Este diagndstico consiste en el analisis
genético de una o dos células del embrion en esta-
dio 6-8 células, mientras éste continua su desarro-
llo in vitro. Una vez realizado el estudio se selec-
cionan los embriones que no son portadores de la
anomalia genética y sélo éstos son transferidos al
Gtero materno, asegurando una descendencia sana.
Nuestro grupo esta desarrollando esta metodologia
para aplicarla a las enfermedades renales heredita-
rias en un futuro préximo.
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