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PREÁMBULO

La Unidad de Genética Molecular del Hospital Ramón y Cajal de Madrid, surgida del

Servicio de Microbiología por "generación espontánea" en 1983, ha realizado relevantes

investigaciones en bacterias, particularmente en el campo de las microcinas. Las micro-

cinas son péptidos sintetizados en el ribosoma de enterobacterias, con actividad antibió-

tica sobre bacterias de la misma familia. Estas investigaciones abarcan desde la estruc-

tura y modo de acción de estos antibióticos, a la identificación de los genes implicados

en la biosíntesis y en la regulación de la expresión de éstos.

Habiéndose hecho evidente en el segundo quinquenio de los 80 que la Genética

Molecular, con su amplia panoplia de métodos y técnicas, podía aportar información

fundamental al conocimiento de patologías humanas,  específicamente, al estudio de las

bases moleculares del rosario de más de 5000 enfermedades mendelianas y, teniendo en

cuenta la ubicación de la Unidad, dentro de un gran hospital, con centenares de profe-

sionales competentes, decidimos extender progresivamente nuestras investigaciones al

estudio de enfermedades hereditarias humanas. Desde el primer momento teníamos claro

que nuestra actividad, dado el retraso palpable en Genética Humana en este país, tendría

que abarcar investigación básica (identificación y caracterización de los genes responsa-

bles), docencia (instrucción de jóvenes doctorandos) y asistencia (diagnóstico genético

molecular a los afectados y asesoramiento genético a las familias que  participan volun-

tariamente en los estudios), todo ello autorizado por el Comité Ético de Investigación

Clínica de nuestro hospital. En 1989 comenzamos los estudios de Genética Humana

identificando cromosomas portadores de mutaciones causantes de fibrosis quística.

Luego introdujimos los estudios de poliquistosis renal del adulto y del síndrome del cro-

mosoma X frágil. Después vinieron los estudios de neurofibromatosis y atrofia muscu-

lar espinal, y, finalmente, los de  sorderas neurosensoriales, a los cuales dedicamos

actualmente el mayor esfuerzo. Más recientemente hemos iniciado una línea de investi-

gación en una enfermedad genéticamente compleja, el síndrome de resistencia a insuli-

na, una alteración plurimetabólica relacionada con obesidad, diabetes mellitus tipo 2,

alteraciones cardiovasculares y síndrome de ovario poliquístico. También participamos,

en los años 1992 a 1995, en la construcción del Mapa Genético Humano. A continuación

presentamos una Memoria de los estudios realizados y logros alcanzados en el estudio

de las patologías genéticas mencionadas. A notar que una veintena de jóvenes becarios

9



10

han contribuido a estos estudios. Sin ellos nuestros logros no habrían sido los mismos.

Baste señalar que la plantilla de la Unidad se reduce a tres doctores (José Luis San

Millán, Concepción Hernández Chico y Felipe Moreno), habiéndose incorporado recien-

temente, con contrato de investigador FIS, el Dr. Ignacio del Castillo.

La Memoria está estructurada como sigue:  En primer lugar se describen nuestras apor-

taciones científicas a la genética de las cuatro enfermedades que rezan en el título de la

memoria. En segundo lugar describimos nuestros resultados de diagnóstico molecular en

familias afectadas por síndrome del cromosoma X frágil y por fibrosis quística. Cuando

ha sido solicitado por las familias y estaba justificado científicamente, se han efectuado

diagnósticos prenatales de atrofia muscular espinal, síndrome del cromosoma X frágil y

fibrosis quística.
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CAPÍTULO I

ESTUDIO DE LA ENFERMEDAD POLIQUÍSTICA RENAL DE

HERENCIA AUTOSÓMICA DOMINANTE (ADPKD)

1. INTRODUCCIÓN

La poliquistosis renal autosómica dominante (ADPKD; Autosomal Dominant Polycystic

Kidney Disease) es una de las enfermedades hereditarias monogénicas más frecuentes,

afectando a 1 de cada 1.000 individuos. Es una enfermedad multisistémica caracteriza-

da por la formación y progresivo crecimiento de múltiples quistes en ambos riñones, lo

que conduce en último extremo a una insuficiencia renal crónica terminal. Otras mani-

festaciones de la enfermedad son quistes hepáticos, hipertensión, dolor lumbar, aneuris-

mas cerebrales y anomalías en válvulas cardiacas.

El diagnóstico clásico de ADPKD se realiza mediante ecografía, siendo el criterio clíni-

co la presencia, a cualquier edad, de al menos 2 quistes en un riñón y un quiste en el otro.

Se trata de una enfermedad cuya manifestación es típicamente en la edad adulta, por lo

que una ecografía negativa por debajo de los 30 años de edad no se considera definitiva.

Su expresividad es variable y, así, mientras algunos individuos sufren insuficiencia renal

crónica terminal antes de los 50 años de edad, otros mueren a edad avanzada, por otras

causas, presentando sólo quistes renales. Es llamativo también la variable expresión

intrafamiliar. Con todo, se considera que su penetrancia es completa: todos los indivi-

duos que heredan el gen mutado manifestarán la enfermedad, aunque lo hagan en dife-

rente grado.

Desde el punto de vista genético, el tipo de herencia corresponde con un carácter auto-

sómico dominante, con penetrancia completa y expresión variable y dependiente de la

edad. Esto significa que se hereda de forma vertical, de padres a hijos, que el 50% de los

descendientes serán afectados independientemente del sexo, y que expresarán la enfer-

medad en distinto grado en la edad adulta(primeros signos o síntomas a partir de la

segunda o tercera década de vida).



12

2. APORTACIONES CIENTÍFICAS

2.1. Estudio de familias y evidencia de heterogeneidad genética no alélica.

En 1988, Reeders y cols demostraron mediante estudio de familias que la enfermedad

presentaba asociación con marcadores polimórficos del brazo corto del cromosoma 16,

cerca de la región del grupo de genes de la alfa-globina. Estudios posteriores de otros

grupos confirmaron dicha asociación en la mayoría de las familias estudiadas, pero en

una minoría de ellas no se observó ligamiento entre esa región del cromosoma 16 y la

enfermedad. Este resultado planteó la posible existencia de otro locus independiente res-

ponsable de la enfermedad.

En 1990, nosotros iniciamos la recogida de muestras de DNAde familias españolas afec-

tas, y su posterior estudio con marcadores del brazo corto del cromosoma 16. Este estu-

dio de ligamiento confirmó la asociación de la enfermedad a esa región cromosómica en

la mayoría de las familias estudiadas. Asimismo demostramos que, en algunas familias,

no se observaba ligamiento. La frecuencia de casos asociados a la región del brazo corto

del cromosoma 16 se estableció como del 0.85, cifra similar a la obtenida por otros gru-

pos en poblaciones de nuestro entorno (San Millán y cols, 1992; Peral y cols, 1993). A

partir de entonces se consideró la existencia de al menos dos loci relacionados con la

enfermedad. El locus responsable de la mayoría de los casos, el localizado en el brazo

corto del cromosoma 16, se denominó PKD1, y el otro, todavía no localizado, PKD2.

Estudios posteriores realizados en familias procedentes de Cuba (Viribay y cols, 1994) y

de Argentina (Iglesias y cols, 1997) demostraron también que en esas poblaciones a) la

mayoría de los casos presentaban ligamiento al locus PKD1, y b) la existencia de hetero-

geneidad genética (una minoría de familias no presentaba ligamiento al locus PKD1).

2.2 . ADPKD tipo I.

2.2.1.Aislamiento de nuevos marcadores próximos al gen y reducción de la región can-

didata.

En colaboración con otros grupos de investigación, encuadrados dentro de una Acción

Concertada Europea, emprendimos la tarea de identificar y mapear otros marcadores

polimórficos de la región PKD1 que nos permitieran reducir la región candidata median-

te el análisis de fenómenos de recombinación en familias de ADPKD tipo 1.

Esta estrategia permitió reducir consecutivamente la región candidata para PKD1 a un

fragmento de 1 cM (Somlo y cols, 1992), entre los marcadores D16S125 y D16S259, y luego

a un fragmento menor entre Blu24 y D16S259 (Peral y cols, 1994; Viribay y cols, 1994).
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Los nuevos marcadores polimórficos identificados y mapeados en estos trabajos han

sido luego de gran utilidad en los diagnósticos genéticos familiares realizados.

2.2.2.Caracterización del gen PKD1.

El gen PKD1 fue finalmente identificado, en la región indicada, por el grupo del Dr.

Peter Harris en 1994. En este trabajo, en el que participó una de nuestras colaboradoras,

la Dra. B. Peral, sólo se identificó el extremo 3´ final del gen.

A lo largo de los meses siguientes colaboramos con el grupo del Dr. Harris en la carac-

terización completa del gen PKD1 (Hughes y cols, 1995). El trabajo resultó complicado

ya que las 3/4 partes iniciales del mismo se encuentran repetidas varias veces en otro

lugar del cromosoma 16. Finalmente, resultó ser un gen muy grande, de 46 exones repar-

tidos en 52 kb de DNAgenómico, y que codifica para un RNAmensajero de 14 kb. La

secuencia aminoacídica predicha a partir de la de DNAnos permitió vislumbrar por pri-

mera vez la estructura de la proteína codificada por el gen PKD1, la poliquistina 1. Se

trataría de una gran glicoproteína transmembranar de 4302 aminoácidos. Contiene 11

dominios hidrofóbicos de anclaje a la membrana reunidos en el último tercio, un largo

fragmento amino extracelular y un corto extremo carboxilo intracelular. En el segmento

amino extracelular se identificaron diferentes dominios, algunos ya descritos en otras

proteínas y uno nuevo, que se repetía hasta 13 veces, y que se denominó dominio tipo

PKD1. Toda la estructura sugería que el segmento extracelular podría interaccionar con

diferentes dominios de otras proteínas o con la matriz extracelular. Posteriormente otros

autores demostraron que en el corto extremo intracelular había un dominio "coiled-coil"

de posible interacción con otras proteínas. 

2.2.3. Identificación de mutaciones en el gen PKD1.

A partir de la caracterización del gen PKD1, se abría la posibilidad de identificar las

mutaciones causantes de la enfermedad. En nuestro caso, el cribaje de mutaciones se

redujo al tercio final del gen, por ser la región mejor caracterizada al principio y porque

los genes repetidos no interferían con su estudio.

Estos trabajos, en colaboración con otros grupos, dieron lugar a diferentes publicaciones

(Peral y cols, 1995; Peral y cols, 1996a; Peral y cols, 1996b; Badenas y cols, 1999; Torra

y cols, 2000). Las conclusiones más importantes fueron:

a) La frecuencia de mutaciones obtenidas (aproximadamente en un 30% de los casos

estudiados) coincide con la fracción del gen estudiada.

b) No existen "puntos calientes" claros para mutación en ese segmento.
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c) Apenas existen mutaciones repetidas en diferentes familias.

d) En la mayoría de los casos las mutaciones provocan una proteína truncada (mutacio-

nes "sin sentido" o "stop") o son pequeñas deleciones que cambian el patrón de lectura

hasta la aparición de un codón de fin de lectura.

En conclusión, las mutaciones germinales observadas parecen ser de tipo inactivante y

encontrarse repartidas al azar por toda la extensión del gen.

Una mutación identificada que merece una mención aparte es la Q4224PSe trata de una

mutación de cambio de sentido que provoca la inactivación del dominio coiled-coil

encontrado en el extremo carboxilo de la proteína (Badenas y cols, 1999).

2.3. ADPKD tipo 2.

2.3.1. Aislamiento de nuevos marcadores próximos al gen PKD2 y reducción de la

región candidata.

En 1994, dos grupos, uno holandés y otro norteamericano, de forma independiente, loca-

lizaron el locus PKD2 en el brazo largo del cromosoma 4 (4q13-q23) mediante análisis

de ligamiento en familias afectas en las que la enfermedad no presentaba ligamiento al

locus PKD1.

El estudio de esa región en nuestras familias no PKD1 demostró que, en todos los casos,

presentaban ligamiento con este nuevo locus, denominado PKD2 (San Millán y cols,

1995). En este mismo trabajo mapeamos en dicha región nuevos marcadores polimórficos

aislados por el grupo del Dr. J. Weissenbach (Genethon, Paris)o en nuestro laboratorio

(Viribay y cols, 1995). El conocimiento del mapa genético de la región nos permitió ana-

lizar con precisión los fenómenos de recombinación identificados en pacientes de nuestras

familias y reducir la región candidata a 1 cM, entre los marcadores D4S1542 y D4S1563.

Es en esa región donde en 1996 el grupo del Dr. S. Somlo identificó y clonó el gen

PKD2, en base a la similitud de secuencia de uno de los genes candidatos con un frag-

mento de PKD1 y a la presencia de mutaciones en ese mismo gen en pacientes de fami-

lias no-PKD1. El gen PKD2 consiste en 15 exones con una pauta abierta de lectura de

2.9 kb y una región 3´UTR de 2 kb. La proteína que codifica, la poliquistina 2, está cons-

tituida por 968 aminoácidos, tiene 6 dominios transmembrana, y los extremos amino y

carboxi terminal son citoplásmicos. Existe una identidad del 25-30% y una similitud del

45-50% entre poliquistina 1 y poliquistina 2. La poliquistina 2 muestra homología con

la familia de los canales de calcio activados por voltaje, lo cual sugiere que podría estar

implicada en la regulación de los flujos transmembrana de calcio.



2.3.2.Identificación de mutaciones en el gen PKD2.

El rendimiento de búsqueda de mutaciones en el gen PKD2 es mucho mayor que en el

gen PKD1, debido a su menor tamaño (15 exones frente a 43) y a que ninguna parte de

él está repetida en otro lugar del genoma. De hecho, hemos identificado la mutación

patogénica en todas las familias tipo PKD2 de nuestra muestra.

Para la detección de mutaciones en este segundo gen se analizaron todos los exones y las

regiones intrónicas flanqueantes mediante las técnicas de heteroduplex y/o SSCP, segui-

do de secuenciación directa de los amplificados con patrón electroforético aberrante

(Viribay y cols, 1997; Torra y cols, 1999ª; Iglesias y cols, 2000; Torra y cols, 2000).

Mediante este método se identificó la mutación patogénica en todas las familias menos

una. La mayor parte de las mutaciones causan la terminación anticipada de la proteína,

bien por la aparición de un codón stop (mutación sin sentido), o bien por tratarse de dele-

ciones o inserciones de pequeño tamaño que comportan cambios en el patrón de lectura

hasta la aparición de un codón stop. Sólo encontramos una mutación de cambio de sen-

tido o sentido erróneo (masayense), la G1066C (Ala356Pro), en el exón 4. En este

mismo trabajo identificamos un polimorfismo en el exón 1 del gen (83 G/C, Arg28Pro)

muy frecuente en nuestra población.

En la restante familia PKD2 no se detectó ninguna mutación mediante búsqueda en los

exones . Sin embargo, al analizar la segregación del polimorfismo Arg28Pro en esa fami-

lia se observó una anomalía que parecía corresponder con la deleción de una de las copias

del gen (hemizigosis) en los individuos afectos (Torra y cols, 1999b). Para demostrar que

realmente existía dicha deleción se procedió a un estudio de dosis de DNA(con el obje-

to de determinar si existía una menor cantidad de DNApara la región PKD2 que para otra

región control). El análisis densitométrico del "southern blot" realizado con sondas de los

genes PKD2 (cromosoma 4) y CFTR (cromosoma 7) demostró que la intensidad de la

hibridación obtenida con la sonda PKD2 en un afecto era aproximadamente la mitad que

para la sonda CFTR. Esa diferencia no se observó en los individuos no afectos. Este estu-

dio nos permitió demostrar que en esta familia existe una deleción del gen PKD2 que

abarca desde el exón 1 hasta el 13 como mínimo. No se observó ninguna anomalía en la

segregación de marcadores polimórficos que flanquean al gen lo que sugiere que la dele-

ción afecta prácticamente al gen PKD2 pero no a regiones colindantes.

2.3.3. Evidencia de mutaciones somáticas en la enfermedad tipo 2.

Aunque se trata de una enfermedad sistémica, la ADPKD muestra una expresión focal

dado que los quistes renales derivan de menos del 1% de todas las nefronas. Se ha pro-
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puesto una explicación a este hecho basada en el modelo "two-hit", la cual sugiere que

la cistogénesis en PKD1 se inicia con la inactivación del alelo normal del gen (el otro

está inactivado por la mutación germinal que se hereda) por una segunda mutación pro-

ducida ya a nivel somático y diferente en cada nefrona que va a dar lugar  a un quiste.

Cuando esta segunda mutación a nivel somático es una deleción amplia que elimina la

zona donde se encuentra el microsatélite utilizado como marcador, al amplificar el DNA

mediante PCR sólo se observa el alelo que contiene la mutación germinal; esto se cono-

ce como pérdida de heterocigosidad (LOH, Loss Of Heterozygosity).

Este modelo de cistogénesis, con LOH somática, fue demostrado por otros autores en el

caso de ADPKD tipo 1, pero no había sido comprobado en el tipo 2. Nosotros, en cola-

boración con el grupo de los Dres. Torra y Darnell, del Hospital Clínico de Barcelona,

realizamos un estudio de células epiteliales de quistes renales de un paciente con

ADPKD tipo 2 en busca de segundas mutaciones a nivel somático que apoyen el mode-

lo "two-hit". Para ello estudiamos tanto la presencia de LOH en las células quísticas

como la existencia de otro tipo de mutaciones en los exones del gen (Torra y cols, 1999b;

Pérez-Oller y cols., 2000).

La mutación germinal del paciente en cuestión había sido previamente identificada (ver

apartado 2.3.2). Se trataba de una deleción que abarcaba la mayor parte, sino todo, el gen

PKD2. Cuando el paciente sufrió nefrectomía, se obtuvieron 30 quistes renales intactos

que fueron usados en este estudio.

El análisis de LOH mostró que un 10% (3/30) de los quistes habían sufrido una deleción

somática de la región que contenía el gen normal pero que no afectaba a zonas adya-

centes. Con el fin de establecer que esas deleciones eran específicas del gen PKD2, ana-

lizamos otros marcadores que se pierden con relativa frecuencia en tumores humanos

pero no encontramos LOH para éstos.

En los restantes quistes, aquellos en los que no objetivamos LOH, buscamos mutaciones

puntuales en 6 de los 15 exones del gen. Nuestros estudios previos habían mostrado que

en esos 6 exones se concentran el 70% de las mutaciones germinales y parecían los

mejores candidatos para buscar mutaciones somáticas. En ellos encontramos 8 mutacio-

nes puntuales, todas ellas con la característica de producir una proteína anómala: seis

eran pequeñas deleciones o inserciones que provocaban un cambio en la pauta de lectu-

ra, una creaba un codón "stop" de parada prematura, y la última afectaba a un lugar de

"splicing" en el intrón 4.



Por tanto, habíamos demostrado que, también en la ADPKD tipo 2 humana, la cistogé-

nesis era debida a la inactivación somática de la copia normal del gen y que cada quiste

era un fenómeno clonal (la mutación somática era distinta y única en cada quiste).

2.4. Correlación fenotipo-genotipo.

Como se ha comentado antes, la presentación de ADPKD es muy variable, incluso cuan-

do nos referimos al fenómeno más habitual y grave asociado a la misma: la insuficien-

cia renal crónica terminal. Existe una variación fenotípica intrafamiliar significativa,

especialmente evidente en familias con casos de aparición temprana de la enfermedad,

lo que sugiere que otros factores modificadores (bien ambientales o bien genéticos) pue-

den influir en el curso de la enfermedad. De hecho, se ha postulado que diferencias en la

frecuencia de aparición de mutaciones somáticas ("second-hits") pueden, al menos en

parte, dar cuenta de esa variabilidad. Con todo, existen también evidencias de que la

mutación germinal puede influir en el fenotipo, tanto en el tipo 1 como en el tipo 2. Se

han descrito diferencias fenotípicas significativas entre familias, y no es infrecuente, por

ejemplo, encontrar familias con una manifestación clínica leve de la enfermedad en

todos sus miembros afectos.

Con el fin de aclarar si el tipo de mutación germinal o la posición de la misma en el gen

influye en el curso de la enfermedad, participamos en dos estudios de colaboración con

otros grupos centrados en evaluar el efecto del genotipo sobre la aparición de la insufi-

ciencia renal en grandes series de familias ADPKD.

En el caso de ADPKD tipo 1 (Rossetti y cols, 2002) evaluamos 324 pacientes portado-

res de mutaciones en el gen PKD1, pertenecientes a 80 familias. La edad media de apa-

rición de la insuficiencia renal crónica terminal fue de 54 años, sin hallar diferencias

entre hombres y mujeres. Aunque existía una considerable variabilidad intrafamiliar para

ese fenotipo, encontramos diferencias significativas entre familias, destacando algunos

casos inusuales de familias con aparición muy tardía de la insuficiencia renal. Con el fin

de evaluar una posible correlación fenotipo-genotipo para la mutación germinal consi-

deramos tanto el tipo de mutación como su posición en el gen. Si bien el tipo de muta-

ción no influía, los pacientes con mutaciones en la primera mitad del gen presentaban

una enfermedad más severa que los que tenían la mutación en la segunda mitad del gen.

La edad media de aparición de la insuficiencia renal era 53 y 56 años respectivamente

(P=0.025), pero esa diferencia se acentuaba si considerábamos la posibilidad de mante-

ner una función renal aceptable a los 60 años de edad (18.9% y 39.7%, respectivamen-
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te). Este estudio demostraba que la posición de la mutación germinal PKD1 estaba aso-

ciada con la edad de aparición de la insuficiencia renal y plantea la cuestión de si esas

mutaciones siempre inactivan simplemente todos los productos génicos.

En el caso de ADPKD tipo 2 (Hateboer y cols, 2000) también demostramos que la posi-

ción de la mutación germinal en el gen PKD2 también influye en el desarrollo de la

enfermedad.

Del análisis de numerosos pacientes de 22 familias PKD2 en las que se había identifica-

do la mutación patogénica, se pudieron identificar grupos de mutaciones en los que, a

pesar de la variabilidad intrafamiliar, la presentación clínica de la enfermedad difería sig-

nificativamente. En este caso, sin embargo, la variabilidad fenotípica no seguía un patrón

espacial tan claro como en PKD1, si no que los grupos con presentación más grave o más

leve aparecían mezclados. Con todo, el estudio sugiere que las mutaciones en los extre-

mos citoplásmicos amino y carboxilo daban, en general, un fenotipo más grave. De

nuevo, estos resultados sugieren que las mutaciones germinales PKD2 podrían no resul-

tar simplemente en una pérdida total de la función de la proteína.

2.5. Diferencias fenotípicas entre los tipos 1 y 2 de ADPKD.

Desde que se estableció la existencia de dos genes independientes implicados en la

enfermedad, diferentes grupos habíamos observado una tendencia a que la enfermedad

tipo 2 presentase una evolución más leve que la tipo 1. Esta observación preliminar esta-

ba limitada por el escaso número de familias tipo 2, bien documentadas, presentes en

cada serie particular. Con el fin de esclarecer este fenómeno, participamos en un estudio

europeo dirigido a comparar el fenotipo y evolución de 31 familias tipo PKD1 y 31 fami-

lias PKD2 (333 y 291 individuos, respectivamente), frente a 398 individuos control

sanos del mismo entorno geográfico.

Los hallazgos de este estudio (Hateboer y cols, 1999) permitieron demostrar, con sufi-

ciente significación estadística, que la forma tipo 2 de la enfermedad es clínicamente

más leve que la forma tipo 1. Así, la edad media de muerte o de inicio de la insuficien-

cia renal crónica terminal era de 53 años (IC 95% 51.2-54.8) en pacientes tipo PKD1,

frente a 69.1 años (66.9-71.3) en los tipo PKD2, o 78 años (73.8-82.2) en los controles.

Asimismo, los pacientes  tipo PKD2 tenían menor probabilidad de presentar otros sig-

nos o síntomas de la enfermedad como hipertensión, infecciones urinarias o hematuria.

Con todo, aún siendo más leve, la enfermedad tipo 2 tiene un impacto deletéreo sobre la

salud y la esperanza de vida.



Esta hipótesis sobre la expresión más leve del tipo 2 fue sustentada en un estudio poste-

rior (Torra y cols, 2000). Pensamos que si la manifestación del tipo 2 era más tardía, enton-

ces la frecuencia de mutaciones en el gen PKD2 debería ser más alta entre pacientes que

iniciasen la insuficiencia renal a edades avanzadas (63 años o más). Efectivamente, de 46

pacientes ancianos que estudiamos, 18 presentaban mutaciones en el  gen PKD2, resul-

tando que la prevalencia del tipo 2 en este grupo era casi del 40% (alrededor de 3 veces

superior a la prevalencia del tipo 2 en la población ADPKD general).

3. CONCLUSIONES

El análisis de ligamiento en familias ADPKD ha demostrado heterogeneidad genética no

alélica con dos genes implicados, PKD1 (en la región cromosómica 16p13.3) y PKD2

(localizado en 4q21-q23). Ambos genes han sido identificados y caracterizados.

Mutaciones en el gen PKD1 causan el 85% de los casos de ADPKD, mientras que el 15%

restante se debe a PKD2.

Las proteínas codificadas por PKD1 y PKD2, policistina 1 y policistina 2, respectiva-

mente, comparten cierta homología de secuencia y podrían formar parte de un complejo

receptor-canal. De hecho, se ha demostrado que el extremo carboxilo terminal de la poli-

cistina 1 contiene un dominio del tipo "coiled-coil" que interacciona con la policistina 2.

La predicción  de estructura de la policistina 1 sugiere una estructura tipo receptor, que

puede  estar implicado en interacciones célula-célula o con la matriz extracelular, así

como tener un papel regulador del complejo. La policistina 2 es similar a, y podría fun-

cionar como, un canal iónico con permeabilidad no selectiva a cationes. Además, la pre-

sencia de un dominio regulador que liga calcio sugiere que el papel del complejo podría

ser regular los niveles intracelulares de ese catión.

La búsqueda de mutaciones patogénicas en ambos genes ha demostrado que no existen

mutaciones recurrentes, ni siquiera "zonas calientes" claras, lo que indica que la enfer-

medad se debe a mutaciones "de novo" en genes con una apreciable tasa de mutación.

La mayoría de las mutaciones germinales identificadas ocasionan proteínas truncadas o

aberrantes, lo que ha planteado un interesante debate sobre si son totalmente inactivan-

tes (fenotipo nulo) o no. Asimismo, ha quedado caro que el fenómeno que desencadena

el proceso quístico es la acumulación, sobre la mutación germinal, de una mutación

somática que inutiliza la copia normal del gen.

En la actualidad se puede efectuar el diagnóstico molecular de ADPKD pero éste se rea-

liza tan sólo de forma indirecta, es decir, a través de análisis de ligamiento familiar con
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marcadores polimórficos intragénicos o cercanos a los genes. Para la realización del aná-

lisis de ligamiento se precisa estudiar al menos 2 miembros afectos (3 si son de distinta

generación) y 2 no afectos adultos de una misma familia. Por tanto, el análisis molecu-

lar en ADPKD no es útil para el diagnóstico de casos aislados en los que se sospecha una

poliquistosis pero no hay familiares afectos o que se presten al estudio. Para realizar el

diagnostico molecular en estos casos aislados se debería utilizar el análisis molecular direc-

to, es decir, el análisis de mutaciones pero dicho procedimiento resulta complejo. Esto es

debido a que el gen PKD1, por otra parte  mayoritario, es de muy difícil análisis por estar

todo él menos 3.5 kb repetido varias veces proximalmente en el mismo cromosoma 16. El

gen PKD2, por otro lado, es de más fácil análisis, pero dado que se trata de una forma poco

prevalente de la enfermedad es de una ayuda relativa. Por tanto, el análisis de ligamiento

seguirá siendo durante bastante tiempo la única herramienta molecular efectiva para el diag-

nóstico de ADPKD. Es de esperar que en el futuro el análisis mutacional directo de estos

genes se estandarice y nos permita realizar el diagnóstico de casos aislados.

En nuestro estudio, la tasa de detección de mutaciones para PKD1 ha sido del 25% mien-

tras que para PKD2 ha sido del 100%. Sin embargo, como se comentó antes, en ningu-

no de los dos genes existen mutaciones preferentes o zonas especialmente ricas en muta-

ciones que simplifiquen el proceso de búsqueda. 

La presentación clínica de ADPKD es muy variable, y va desde casos raros diagnostica-

dos prenatalmente con grandes riñones llenos de quistes, hasta un 25% de casos que pre-

sentan una función renal aceptable a los 70 años de edad. Parte de esta variabilidad es

debida a la heterogeneidad genética, estando el tipo más frecuente (PKD1, 85% de los

casos) asociado a una enfermedad de curso más severo (la insuficiencia renal ocurre a

los 53 años como media, frente a los 69 en el caso de PKD2). Otro factor que parece

influir en esa variabilidad en la posición de la mutación germinal en el gen, pero no su

tipo. En el caso de PKD1, podríamos decir que las mutaciones que ocurren en la prime-

ra mitad del gen tienen un efecto más nocivo que las que ocurren en la segunda mitad.

Sin embargo, a pesar de estas explicaciones, aún persiste una variabilidad intrafamiliar

acentuada que sugiere que otros factores modificadores (ambientales y/o genéticos) pue-

den influir en el curso de la enfermedad.

El estudio genético de ADPKD en la pasada década ha aumentado enormemente nues-

tro conocimiento sobre la patología a nivel molecular, y es de esperar que permita dise-

ñar nuevas terapias que contribuyan a aliviar esta frecuente enfermedad.
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CAPÍTULO II

ESTUDIO DE LA ATROFIA MUSCULAR ESPINAL

1. INTRODUCCIÓN.

Las Atrofias Musculares Espinales son un grupo de enfermedades causadas por la dege-

neración de las a motoneuronas de la médula espinal. Uno de los principales subgrupos

clínicos lo constituyen las Atrofias Musculares Espinales proximales (AME).

Las AME son enfermedades hereditarias, autosómicas recesivas, que afectan aproxima-

damente a 1 de cada 10.000 nacidos. Se caracterizan por la aparición de atrofia muscu-

lar proximal y simétrica en las extremidades y en el tronco, y se distinguen tres formas

clínicas, en base a la severidad de los síntomas y al momento de aparición de los mis-

mos. Los tres tipos son:

- AME tipo I o enfermedad de Werdnig-Hoffmann. Los síntomas aparecen en los prime-

ros meses de vida. Los pacientes carecen de reflejos medulares y muestran hipotonía

generalizada, con los músculos de las extremidades y el tronco prácticamente paraliza-

dos, y suelen fallecer antes de alcanzar el primer año de vida

- AME tipo II o forma intermedia. Los síntomas aparecen entre los tres y los 15 meses.

Los pacientes consiguen la sedestación pero nunca llegan a caminar. El pronóstico de la

enfermedad depende del déficit respiratorio causado por la afectación de los centros ner-

viosos del control respiratorio, la supervivencia supera los cuatro años frecuentemente.

- AME tipo III o enfermedad de Kugelberg-Wellander. La edad de aparición de los sín-

tomas es variable, entre los seis meses y los 15 años. Los pacientes presentan debilidad

en la cintura pélvica pero consiguen caminar con ayuda. No hay déficit respiratorio y la

esperanza de vida es casi normal.

En 1990, varios grupos demostraron la existencia de ligamiento genético entre las tres

formas clínica de la AME (tipo I, II y III) y marcadores polimórficos de la región peri-

centromérica del brazo largo del cromosoma 5 (5q11.2-13.3). Esto indicaba que, muy

probablemente, existía un único locus responsable de las tres formas clínicas.

2. APORTACIÓN CIENTÍFICA

2.1. Caracterización de marcadores polimórficos ligados al locus AME y estudios de

ligamiento.
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En este momento iniciamos nuestras investigaciones sobre esta enfermedad. Como en

otros laboratorios, nuestro esfuerzo se dirigió a precisar la localización del locus AME.

Para ello aislamos y caracterizamos nuevos marcadores polimórficos de la región, e

identificamos individuos recombinantes entre el locus AME y los nuevos marcadores.

Cinco marcadores altamente polimórficos se aislaron de YACs (cromosomas artificiales

de levadura) que portaran la región AME, mediante dos métodos basados en la técnica

de PCR, el método Alu-PCR y el del vectorette (GT11) PCR, y determinamos la posi-

ción física de cada uno de ellos en el contiguo de YACs de la región AME (Velasco y

col. 1994). Los cinco marcadores que presentaban altos índices de heterocigosidad,

incrementaron la información de los estudios de segregación de las familias AME.

Mediante el análisis de ligamiento de nuestra serie de familias españolas AME (40 fami-

lias con al menos un individuo afectado y uno sano), con 11 marcadores polimórficos,

incluidos los caracterizados en el laboratorio, determinamos la posición del locus AME

en un intervalo genético de 7cM (Velasco y col  1995). El mapeo por homocigosidad en

dos pedigríes consanguíneos confirmó dicha localización.

En este intervalo genético otros investigadores identificaron dos copias, en orientación

invertida, de una región de 500 Kb. A su vez, cada copia contiene varios pseudogenes y

secuencias repetidas de diferente naturaleza. A pesar de la complejidad estructural de la

región, consiguieron identificar dos genes SMN1 y SMN2, el primero en la copia telo-

mérica y el segundo en la copia centromérica. SMN1 y SMN2 son casi idénticos distin-

guiéndose por dos cambios polimórficos nucleotídicos, uno en el exón 7 y otro en el

exón 8. Ambos genes se transcriben, produciendo un mRNAde 1,7 Kb, aunque el pro-

ducto mayoritario de la transcripción de SMN2 es un RNAque carece del exón 7.

Finalmente el exón 8 de ambos genes no codifica producto polipectídico (Lefebvre el al.

Cell 80:155-165, 1995). Estos investigadores encontraron que el 98% de pacientes AME

que analizaron presentaban deleción del gen SMN1 en homozigosis. En tres casos los

pacientes eran heterocigotos para la deleción y presentaban una mutación puntual en la

copia SMN1 no deletada. Los autores concluyeron que SMN1 era el gen responsable de

las tres formas de AME. Otro equipo de investigadores (Roy y col., Cell 80: 167-178,

1995), identificó un gen, en la región candidata AME, que se denominó NAIP(Neuronal

Apostosis Inhibitory Protein), cuya secuencia presenta similitud con la de genes que

codifican varías proteínas de baculovirus que inhiben la apoptosis celular. Los autores

encontraron que los pacientes AME, de los tres tipos, portaban deleción en homocigosis

del gen NAIP, siendo más frecuente la deleción en los pacientes tipo I que en los tipos II

y III, concluyendo que NAIPtambién es un gen causante de AME.
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2.2. Estudio molecularde los genes SMN y NAIP.

Para evaluar la contribución de los genes SMN1 y NAIPa la enfermedad examinamos

los 65 pacientes afectados que habíamos reunido hasta entonces. El 92,5 % presentaban

deleción en homocigosis de SMN1 y en cambio ningún individuo sano (padre o herma-

no de los pacientes) presentaba la deleción en homocigosis. Tampoco encontramos nin-

gún caso, sano o afectado, que presentara deleción en homocigosis de los genes SMN1

y SMN2. La incidencia de la deleción en homocigosis del gen NAIPfue 61% en afecta-

dos de tipo I, 16,7% en los del tipo II y 12,5% en los del tipo III. También identificamos

cuatro individuos sanos, 2,6% de los casos, con deleción en homocigosis de NAIP.

Además caracterizamos varias reestructuraciones de los genes SMN1 y SMN2, genes

híbridos y cambios en el número de copias, y postulamos la existencia de otros meca-

nismos de mutación en la región, en particular, la conversión génica. (Velasco y col.

1996, Cusco y col. 2001). Realizamos también un estudio semicuantitativo del gen

SMN2 y encontramos un aumento significativo del número de copias de este gen en los

padres de los pacientes tipo II y III en relación con los padres de los pacientes tipo I.

Planteamos la existencia de una relación inversa entre la gravedad del fenotipo AME y

el número de copias de SMN2 (Velasco y col.1996).

Del conjunto de los resultados de diferentes grupos de investigadores dedicados a la

caracterización genética de los pacientes AME, se concluyó que el gen SMN1 es el gen

causante de AME.  Para explicar el diferente fenotipo de los tres tipos clínicos es nece-

sario asumir la participación de otros factores genéticos (SMN2, NAIP) y posiblemente

otros, que modulan profundamente la expresión de la enfermedad.

2.3. Investigación de los factores genéticos que controlan el fenotipo AME.

La variabilidad fenotípica de la enfermedad es tan notable que da lugar a la diferencia-

ción de tres formas clínicas que, inicialmente, se consideraban entidades clínicas dife-

rentes. Más aún, se han identificado varios casos de individuos que presentando deleción

en homocigosis del gen SMN1 no muestran signos clínicos de la enfermedad. Aunque

estos casos son poco frecuentes, menos del 0,5% de los individuos caracterizados, su

existencia ilustra la importante influencia de los factores modificadores, que pueden lle-

gar a anular el fenotipo mutante.

También, se identificaron algunas familias que presentaban variabilidad fenotípica intra-

familiar. Nosotros estudiamos dos de estos casos. En el primero, dos hermanos haploi-

dénticos para los marcadores de la región AME, con deleción en homocigosis del gen



SMN1, presentaban diferente tipo clínico. El hermano menor era un tipo II, mientras que

su hermana mayor estaba afectada de AME tipo III. En la segunda familia, la variabili-

dad intrafamiliar era más notable. El hijo afectado fue diagnosticado de AME tipo II a la

edad de 4 años, mientras que su hermana, también portadora de deleción en homocigo-

sis del gen SMN1, no mostraba ningún signo clínico de la enfermedad  y presentaba un

electromiograma normal a la edad de 24 años. Además constatamos que en la mayoría

de las familias que presentaban variabilidad fenotípica intrafamiliar, los pacientes del

sexo femenino eran los menos afectados. Este hecho sugería la existencia de un factor

modulador ligado al sexo.

Tres genes homólogos de NAIP, habían sido identificados. Uno de los tres genes, XIAP,

está en el cromosoma X. Nos propusimos investigar la posibilidad de que este gen pudie-

ra estar implicado en el control del fenotipo AME. En los cuatros individuos con deleción

de SMN1, de las familias con variabilidad fenotípica, amplificamos por RT-PCR la

secuencia codificante del gen XIAPy secuenciamos los productos resultantes.

Identificamos un cambio A1349C que produce una sustitución de glutamina por prolina.

Diseñamos un ensayo de restricción con la enzima Msp1 para caracterizar el genotipo A/C

de los individuos. Este análisis mostró que en las familias con variabilidad fenotípica, la

gravedad de la enfermedad no parecía asociada al polimorfismo A1349C. Los dos varo-

nes que mostraban un fenotipo más severo habían heredado un alelo diferente (A/C), y las

dos hermanas con diferente fenotipo (AME tipo III y "no afectada") mostraban el mismo

genotipo (A,C). La falta de asociación entre el polimorfismo de XIAPy la gravedad de la

enfermedad fue confirmada mediante el análisis del conjunto de individuos AME, muje-

res y varones, afectos de los tres tipos clínicos. Este estudio genético nos permitió des-

cartar la implicación del gen XIAPen el fenotipo AME (Martín y col, 2000).

Para poder analizar la implicación del gen SMN2 en el fenotipo AME, desarrollamos un

método fluorescente de PCR que permite cuantificar el número de copias de los genes

SMN1 y SMN2.

La cuantificación del gen SMN2 de los pacientes tipo I, II y III confirmó la correlación

inversa entre el número de copias de SMN2 y el fenotipo.(Martín y col 2002). Los

pacientes tipo I presentan 1 o 2 copias del gen SMN2, mientras que los de tipo II y III

portan tres o más copias del gen. En nuestro grupo de pacientes (150 casos no relacio-

nados) esta regla se cumple en todos los casos, tanto en los pacientes que portan dele-

ción homocigosis del gen SMN1 como en los casos que son heterocigotos compuestos,

con deleción en una copia de SMN1 y mutación puntual en la segunda copia SMN1.
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Otros autores encontraron resultados similares, si bien es cierto que existen algunos

casos de pacientes AME que no cumplen esta regla. Por ejemplo pacientes tipo I con más

de dos copias y de tipo II y III con dos copias de SMN2. En una  de nuestras familias

con variabilidad fenotípica los afectados portan en mismo número de copias de SMN2

(tres) aunque uno estaba afectado por el tipo II y el otro por el tipo III. En la otra fami-

lia, el hermano afectado de tipo III y la hermana asintomática portaban ambos 4 copias

de SMN2. En conclusión otros factores, además de SMN2,  modulan el fenotipo AME.

Estos factores aún no han sido identificados.

2.4. Caracterización de pacientes heterocigotos compuestos.

La mayoría de los pacientes AME de cualquiera de los tres tipos clínicos presentan dele-

ción en homocigosis del gen SMN1. Teniendo en cuenta el equilibrio Hardy-Weinberg, la

mayoría, sino todos, de los casos restantes han de ser heterocigotos compuestos portado-

res de un cromosoma con deleción de SMN1 y de una mutación intragénica SMN1 en el

cromosoma homologo. La caracterización de individuos heterocigotos compuestos es

relevante porque permite determinar la proporción real de pacientes en los que la AME es

causada por inactivación de SMN1. Por otra parte, la identificación de mutaciones pun-

tuales en el gen SMN1 permite abordar aspectos relevantes de la patogénesis de la enfer-

medad tales como la regulación de la expresión génica y la función de la proteína. 

Para identificar los pacientes heterocigotos compuestos comenzamos por determinar la

dosis génica de SMN1 en cada paciente que no presentan deleción en homocigosis.

Utilizando el método fluorescente de PCR cuantitativa comprobamos que de los 150

pacientes AME que cumplían los criterios diagnósticos de la enfermedad, 14 (9,3 %)

portan dos copias SMN1, 131 (87,3 %) portan deleción en homocigosis y 5 casos (3,3

%) portan una sola copia de SMN1 (Martín y col. 2002). En los últimos cinco casos iden-

tificamos una mutación puntual en la secuencia codificante de SMN1 o en la región pro-

motora que inactivan SMN1. Por tanto, la ausencia de SMN1 funcional es responsable

de la AME en el 90,6 % de pacientes españoles que hemos estudiado, 95 % de los pacien-

tes tipo I y 71 % del tipo III carecen de SMN funcional. En otro de grupo de pacientes

(44 casos) que mostraban signos clínicos no concluyentes, todos los individuos conser-

van las dos copias del gen.

Las mutaciones encontradas en los cinco individuos heterocigotos compuestos fueron

dos nuevas mutaciones, una en el exón 6 (773insC) y otra en el intrón 6 (c.867+2T->C),

una mutación en el exón 3 (430del4)), identificada previamente en varios pacientes espa-
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ñoles, y la mutación en el exón 6 (813ins/dup11) que aparece con relativa frecuencia en

otras poblaciones (Martín y col. 2002). El número de mutaciones intragénicas identifi-

cadas en el gen SMN1 hasta ahora es relativamente pequeño (27), los tres encontrados

exclusivamente en la población española deben tenerse en cuenta al plantearse el diag-

nóstico de pacientes españoles heterocigotos.

La secuencia codificante SMN1 del quinto paciente era normal. Sin embargo no produ-

cía ningún mensajero SMN1. La secuencia promotora mostró varios cambios puntuales,

en particular un cambio en la longitud de un bloque de Adeninas (poli A) que elimina un

posible sitio de unión del factor de transcripción YY1 que podría controlar la expresión

de los promotores SMN (Martín y col. 2002). 

En otro de grupo de pacientes (44 casos) que mostraban signos clínicos no concluyen-

tes, todos los individuos conservan las dos copias del gen. El análisis de la deleción del

gen SMN1 y el estudio cuantitativo de la dosis génica son herramientas fundamentales

para el diagnóstico genético de la enfermedad.

3. PUBLICACIONES DE NUESTRO LABORA TORIO RELACIONADAS CON

LA LÍNEA  DE INVESTIGACIÓN SOBRE ATROFIA  MUSCULAR ESPINAL.
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CAPÍTULO III

ESTUDIO DE LA NEUROFIBROMA TOSIS TIPO I

1. INTRODUCCIÓN.

La neurofibromatosis tipo 1 (NF1) es una enfermedad monogénica, autosómica domi-

nante, que afecta a los tejidos derivados de la cresta neural. Presenta una prevalencia de

1 en 3.000 individuos, siendo una de las enfermedades hereditarias más frecuentes. NF1

es una enfermedad pleiotrópica que afecta a una gran variedad de órganos y tejidos sien-

do los síntomas más característicos "manchas café con leche" en la piel, neurofibromas

cutáneos y plexiformes, glioma óptico, nódulos de Lisch (hamartomas en el iris) y dis-

plasia de huesos largos. A la enfermedad pueden asociarse otras complicaciones tales

como dificultades en el aprendizaje (30%), tumores en las vías ópticas (14 %), defor-

maciones óseas (pseudoartrosis) y escoliosis (7 %), tumores intracraneales (4%) y otros.

Un porcentaje pequeño de pacientes desarrolla tumores malignos o leucemias. La NF1

muestra una expresividad variable, tanto intrafamiliar como interfamiliar. No es posible

predecir la gravedad de la enfermedad y se postula la existencia de genes modificadores,

no ligados al gen causante de la enfermedad (NF1), que modularían la expresión de las

diferentes manifestaciones clínicas.

En 1987, mediante estudios de ligamiento genético, el gen NF1 se localizó en la región

pericentromérica del brazo largo del cromosoma 17 (17q11.2). La identificación de una

translocación balanceada entre los cromosomas 17 y 22 en un paciente, proporcionó los

puntos físicos de referencia para la identificación del gen. En 1990, dos grupos ameri-

canos identificaron el gen NF1 y caracterizaron varios exones, y finalmente, en 1995, se

consiguió la descripción de la totalidad de los exones del gen. El gen NF1 comprende

aproximadamente 335 Kb de ADN genómico. El transcrito de 11Kb presenta una región

codificante de 8.454 pb, comprendida en 60 exones.

La neurofibromina, la proteína del gen NF1, tiene 2.812 aminoácidos. La característica

más notable de la secuencia de la proteína, es la presencia de un dominio GRD (GAP

related domain), similar al dominio catalítico de la familia de proteínas activadoras de la

actividad GTPasa (GAP) de las proteínas RAS. La presencia de este dominio de la pro-

teína explica su implicación en el desarrollo de tumores.

La elevada incidencia de la enfermedad está relacionada con la alta tasa de mutación del

gen NF1, 1x10-4 por gameto y generación. Esta elevada tasa de mutación explica el hecho
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de que aproximadamente el 50% de los pacientes son casos esporádicos (sin antecedentes

familiares) que padecen la enfermedad por la aparición de una mutación "de novo".

2. APORTACIÓN CIENTÍFICA

2.1. Diseñando marcadores útiles para el diagnóstico.

La extremada variabilidad fenotípica de NF1 y el hecho de que la manifestación de los

síntomas sea dependiente de la edad, dificulta la consecución de un diagnóstico clínico

certero, en particular en los niños. En los casos familiares con al menos dos personas

afectadas, el estudio de segregación de los haplotipos permite identificar el genotipo que

segrega con la enfermedad y por consiguiente determinar que individuos de la familia

tienen el riesgo de padecer y transmitir la enfermedad, aspectos éstos importantes para

el atento seguimiento de los pacientes por el neurólogo y para la prevención de la enfer-

medad a través del asesoramiento genético. El establecimiento del haplotipo que segre-

ga con la enfermedad, caso a caso, depende de la informatividad de los marcadores uti-

lizados, de su proximidad del gen y del desequilibrio de ligamiento entre ellos. Por lo

tanto es conveniente disponer de un lote de marcadores informativos para el diagnóstico

rápido, fiable y económico de los individuos portadores del gen afectado. Puesto que los

marcadores disponibles en los primeros años de la década de los 90 eran poco informa-

tivos y mostraban un elevado desequilibrio de ligamiento entre ellos, nos propusimos

aislar nuevos marcadores y valorar su utilidad para el diagnóstico. Revisando la parte de

secuencia genómica NF1 que había sido publicada, detectamos seis repeticiones del

dinucleótido (CA)-microsatélites, en los intrones 26, 27b (cuatro de ellos) y 38. De los

cuatro supuestamente más informativos determinamos el número de alelos, las frecuen-

cias alélicas y la heterocigosidad de cada uno de ellos, en nuestra población.

Establecimos el genotipo de un total de 345 individuos, pacientes y familiares de las

familias NF1, y con los datos obtenidos valoramos el desequilibrio de ligamiento entre

parejas de marcadores, utilizando el método estadístico de la probabilidad "likelihood"

(Valero y col. 1996). Este análisis mostró el desequilibrio de ligamiento esperado. Sin

embargo pudimos determinar las triadas de marcadores más informativas para los estu-

dios de segregación, estimando que con esas triadas se conseguía informatividad en el

92.5% de los casos. Las triadas son AAATAlu repeat / IVS27AC28 / IVS38GT53.0 y

IVS27AC28.4 / ACI27.2 / IVS38GT53.0.

No se detectó desequilibrio de ligamiento entre los marcadores y la enfermedad, tal y

como era presumible, teniendo en cuenta la elevada frecuencia de casos con mutaciones

"de novo".
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2.2. Búsqueda de mutaciones patogénicas en el gen NF1.

2.2.1. Identificación de mutaciones puntuales.

El gran tamaño del gen NF1, con 60 exones codificantes, y la existencia de once pseu-

dogenes que muestran gran homología (superior al 90%) en la mitad 5' del gen, dificul-

tan la identificación de las mutaciones patogénicas en los pacientes NF1. 

Tras la clonación del gen en 1990, varios grupos nos propusimos la detección de muta-

ciones en los nueve exones (28 -37) que habían sido descritos. Aunque las técnicas de

SSCPy HET eran las más empleadas, nosotros nos planteamos la utilización de la téc-

nica del DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis), que a priori ofrece mayor sen-

sibilidad en la detección de cambios puntuales. 

Aplicamos esta técnica al análisis de los exones 29 y 31 (6% de la secuencia codifican-

te) en 70 pacientes NF1 no relacionados. Identificamos cuatro mutaciones puntuales que

causan codones de parada prematuros, en tres casos familiares y en uno esporádico

(Valero y col. 1994). Se identificó también un polimorfismo en el intrón 29. Dos de los

cambios puntuales - C5242T(exón 29) y C5839T(exón 31) son transiciones y ocurren

en un dinucleótido CpG. La mutación del exón 31 había sido identificada previamente

en otros tres pacientes NF1 no relacionados. Estos resultados y la observación de la exis-

tencia de regiones metiladas del gen NF1, el promotor y varios exones codificantes, entre

ellos el 29, apoyan la hipótesis de que la metilación del gen NF1 favorece la ocurrencia

de mutaciones por la desaminación de la 5 metil-citosina.

2.2.2. Identificación de deleciones en el gen NF1.

El genotipado de 75 familias NF1 con los cuatro microsatélites intragénicos, nos permitió

identificar seis pacientes (dos de ellos miembros de la misma familia) que mostraban pér-

dida de heterocigosidad (LOH) para al menos uno de los marcadores, probablemente por

la existencia de una deleción. Cinco de los seis pacientes eran casos esporádicos. El sexto

paciente era hijo de uno de los casos esporádicos que heredaba un alelo nulo de dicho pro-

genitor. Confirmamos la existencia de deleciones, en cada caso, cuantificando la dosis del

gen NF1, mediante hibridación con sondas de cDNA. En todos los casos confirmamos la

existencia de la deleción y concluimos que las deleciones eliminaban prácticamente la

totalidad del gen, al menos desde el exón 9 hasta el final del gen (Valero y col. 1997).

El resultado más notable fue que cuatro de las cinco deleciones "de novo" eran de ori-

gen materno. Este resultado contrasta con lo que ocurre en el caso de las mutaciones pun-

tuales que, mayoritariamente, son de origen paterno. La caracterización de nuevas dele-

ciones, en estudios posteriores, confirmó nuestro hallazgo.
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2.3. Estudios de correlación genotipo-fenotipo.

Una de las características más notable de la NF1 es la variabilidad de la expresión feno-

típica. Aunque la mayoría de los pacientes postpuberales presentan los tres signos más

característicos de la enfermedad: manchas "café con leche, neurofibromas cutaneos y

nódulos de Lisch, el numero y naturaleza de las lesiones varía ampliamente. La diferen-

te expresión es todavía más notable en lo que se refiere a la aparición de otras compli-

caciones que incrementan la gravedad de la enfermedad.

Con el fin de establecer una posible correlación genotipo-fenotipo, analizamos las carac-

terísticas clínicas de los seis pacientes que portaban una deleción de prácticamente la

totalidad del gen. La asociación entre deleción y el fenotipo caracterizado por dismor-

fismo facial, retraso mental y aparición de numerosos neurofibromas cutáneos había sido

propuesta por otros autores. Sólo uno de nuestros pacientes presentaba dicho fenotipo.

En cambio, los otros cinco casos presentaban una mayor incidencia de tumoraciones,

particularmente neurofibromas plexiformes y tumores intracraneales. Postulamos que la

haploinsuficiencia germinal de NF1 causa un fenotipo más severo con respecto a la

tumoración (Valero et al 1997). 

3. PUBLICACIONES DE NUESTRO LABORA TORIO RELACIONADAS CON

LA LÍNEA  DE INVESTIGACIÓN SOBRE NEUROFIBROMA TOSIS TIPO I

(Por orden cronológico):

1.-Valero, M.C., Velasco, E., Moreno, F., and Hernández-Chico, C. 1994.

Characterization of four mutations in the neurofibromatosis gene NF1 by denaturing gra-

dient gel electrophoresis (DGGE). Hum. Mol. Genet. 3, 639-641.

2.-Valero, C., Velasco, E., Valero, A., Moreno, F., and Hernández-Chico, C. Linkage

disequilibrium between four intragenic polymorphic microsatellites of the NF1 gene:

implications for genetic counselling. 1996. J. Med. Genet. 33 : 590-593.

3.-Valero, M.C., Pascual-Castroviejo, I., Velasco, E., Moreno, F., and

Hernandez-Chico,C. Identification of the novo deletions at the NF1 gene: no prefential

paternal origin and phenotypic analysis of patients. 1997. Hum Genet. 99: 720-726.

4.- Hernández-Chico C, Valero MC. El diagnóstico genético de las Neurofibromatosis.

2001. En Neurofibromatosis 323-332 Editor I. Pascual-Castroviejo. Ed. Escuela Libre

Editorial. Fundación ONCE. Madrid.
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CAPÍTULO IV :

ESTUDIO DE LAS HIPOACUSIAS HEREDIT ARIAS

NO SINDRÓMICAS

1. INTRODUCCIÓN

Las pérdidas de audición (hipoacusias) son un grupo muy heterogéneo de trastornos, con

una gran trascendencia social. En los países desarrollados, aproximadamente el 6-8 % de

la población padece pérdidas de audición en mayor o menor cuantía. Por lo que se refie-

re a la población infantil, se estima que uno de cada mil niños resulta afectado por una

sordera severa o profunda durante el llamado periodo prelocutivo, que abarca desde el

nacimiento hasta que el niño adquiere el lenguaje hablado. Este tipo de sordera repre-

senta un serio obstáculo para la comunicación, lo cual dificulta la educación y la inte-

gración social del niño afectado. Las causas de la sordera pueden ser ambientales (trau-

ma acústico, infecciones, ototoxicidad de fármacos) o genéticas, y a veces son combina-

ción de ambos tipos. En los países desarrollados, más del 60% de los casos de sorderas

prelocutivas se atribuyen actualmente a causas genéticas, un porcentaje que previsible-

mente aumentará en los próximos años, dado que la contribución relativa de las causas

ambientales va disminuyendo gracias al control sanitario de los factores responsables.

Por otra parte, en torno al 2 % de la población entre los 60 y los 70 años de edad mani-

fiesta una pérdida auditiva mayor de 65 decibelios (dB). Por encima de los 70 años, se

llega a un 30% de afectados. Estas hipoacusias, generalmente  moderadas o severas, a

veces profundas, de manifestación tardía, provocan un progresivo aislamiento social del

individuo afectado, con el correspondiente empeoramiento de su calidad de vida. Los

agentes ambientales desempeñan un importante papel en el desarrollo de estas hipoacu-

sias, pero la contribución de los factores genéticos no debería ser subestimada, puesto

que pueden intervenir, bien como el principal factor patogénico, bien incrementando la

susceptibilidad  (predisposición) a los factores ambientales (por ejemplo, en la pérdida

auditiva debida a la exposición continuada al ruido o al tratamiento con fármacos ototó-

xicos).

Las hipoacusias hereditarias se clasifican en dos grandes grupos: sindrómicas, en las que

la hipoacusia está asociada a otros síntomas o signos clínicos, y no sindrómicas, en las

que la hipoacusia aparece aislada. Las hipoacusias sindrómicas representan el 30 % de

los casos. Se han descrito más de 250 síndromes que incluyen la pérdida auditiva entre
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sus manifestaciones. Podemos ilustrar la variedad de síntomas y signos asociados a la hipo-

acusia con unos pocos ejemplos. El síndrome de Usher asocia un trastorno visual, la reti-

nosis pigmentaria, que conduce a la ceguera; por su parte, el síndrome de Alport asocia un

trastorno del riñón, la glomerulonefritis, que suele desembocar en el fallo renal; el síndro-

me de Pendred asocia un trastorno endocrino, el bocio tiroideo; y el síndrome de

Waardenburg asocia anomalías pigmentarias en ojos y piel, y a veces  malformaciones de

las extremidades. Aunque la mayoría de estos síndromes son genéticamente heterogéneos,

los genes implicados en cada uno de ellos no son muchos, y bastantes han sido ya identi-

ficados. El hecho de que los signos clínicos observados en estos trastornos sean caracte-

rísticos, permite distinguir unas hipoacusias sindrómicas de otras, lo cual facilita su inves-

tigación y su diagnóstico molecular, al reducir el campo de búsqueda a unos pocos genes. 

Por su parte, las hipoacusias no sindrómicas han sido hasta hace poco las más descono-

cidas, aun siendo las más frecuentes, con un 70 % de los casos. Constituyen también un

grupo muy heterogéneo por sus diferentes etiologías, pero difícil de clasificar si se utili-

za como criterio único las manifestaciones clínicas, en general muy poco distintivas.

Presentan modos de herencia muy variados: autosómicas recesivas, autosómicas domi-

nantes, ligadas al sexo, y de herencia materna (mitocondrial). Las investigaciones sobre

sorderas no sindrómicas han experimentado un desarrollo espectacular desde el año

1992, que se refleja en el elevado número de genes localizados sobre el mapa genético,

y en el creciente número de genes clonados.

Actualmente, se conocen 31 loci genéticos de sorderas autosómicas recesivas (DFNB1-

DFNB31), 39 loci de sorderas autosómicas dominantes (DFNA1-DFNA30, DFNA32-

DFNA38, DFNA40 y DFNA41), y 4 loci de sorderas ligadas al cromosoma X (DFN2-

DFN4 y DFN6). Estos datos son actualizados periódicamente en la página internacional

sobre sorderas hereditarias en Internet (Van Camp G, Smith RJH. Hereditary Hearing

Loss Homepage, URL: http://dnalab-www.uia.ac.be/dnalab/hhh).

Los genes hasta ahora identificados codifican productos implicados en funciones muy

variadas:

Proteínas de membrana o asociadas amembrana: el canal de potasio KCNQ4; la pendri-

na, un transportador de ioduro y cloruro; las conexinas 26, 30, 31 y 43, proteínas de las

uniones intercelulares de tipo comunicante ogap junctions; la claudina-14, proteína de

las uniones intercelulares estrechas o tight junctions; la proteína CDH23, de la familia de

las cadherinas, implicadas en adhesión celular; la proteasa de membrana TMPRSS3; la

otoferlina, presuntamente implicada en el tráfico de las vesículas sinápticas generadas en
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las células ciliadas internas; la wolframina, proteína localizada en la membrana del re-

tículo endoplásmico; y TMC1, proteína de membrana de función desconocida.

Componentes del citoesqueleto de las células sensoriales del oído interno: las miosinas

IIA, VI, VIIA y XV; la proteína diaphanous-1, reguladora de la polimerización de la acti-

na; y la estereocilina, proteína de los estereocilios de las células ciliadas.

Componentes de la matriz extracelular: la alfa-tectorina y un colágeno de tipo XI, pro-

teínas estructurales de la membrana tectoria del oído interno; y la coclina, presente en las

estructuras de soporte y en los canales neurales del laberinto.

Reguladores transcripcionales: POU3F4, POU4F3 y EYA4.

Componentes de la maquinaria de biosíntesis de proteínas en la mitocondria: el RNA

ribosómico 12S y el tRNA-Ser(UCN).

El elevado número de genes implicados y la diversidad funcional de las proteínas codi-

ficadas son  consecuencias lógicas de la natural complejidad anatómica y fisiológica del

oído interno humano. El catálogo presentado pudiera parecer actualmente bastante com-

pleto. Sin embargo, hay que considerar que se estima que más de cien genes pudieran

estar directamente implicados en las sorderas hereditarias no sindrómicas, y que hasta el

momento sólo se han identificado 24 genes nucleares de los más de 70 localizados en el

mapa genético. Además, se ha postulado la existencia de genes modificadores que modu-

larían el fenotipo asociado a las mutaciones de los genes de hipoacusia. Uno de ellos ha

sido localizado (locus DFNM1).

La investigación de las sorderas no sindrómicas se concentra actualmente en las siguien-

tes líneas. En primer lugar, siguen siendo prioritarias la localización genética y la iden-

tificación de nuevos genes de hipoacusia. Por otra parte, es necesario investigar cuál es

la contribución individual de cada uno de los genes identificados y de las mutaciones en

los mismos a la totalidad de los casos de hipoacusia en una población dada (epidemio-

logía genética). Finalmente, es también importante estudiar la correlación genotipo-

fenotipo en cada tipo de sordera. El conocimiento de cuáles son las mutaciones más fre-

cuentes y de qué fenotipo cabe esperar como consecuencia de una mutación dada en un

gen determinado deberá contribuir a orientar el diagnóstico molecular y el consejo gené-

tico, y será de utilidad en el momento de diseñar futuras terapias. Hay que resaltar que

la mayoría de los genes de sordera que se identifican codifican componentes hasta enton-

ces desconocidos del complejo mecanismo molecular del oído interno, y que los estudios

bioquímicos, citológicos e histológicos de estas proteínas deben conducir a desentrañar

las bases moleculares de la audición y la sordera.
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Nuestro laboratorio comenzó a investigar las hipoacusias hereditarias en 1994. Estas

investigaciones han sido financiadas por la Comunidad Europea (programa BIOMED 2,

proyecto PL951324, años 1996-1998; y proyecto QLRT-1999-00988, años 2000-2002),

por la CICYT(proyecto SAF99-0025, años 1999-2002), por el FIS (proyecto 96/1556,

años 1996-1998; y proyecto 00/0244, años 2000-2002) y por la ONCE. En los siguien-

tes apartados, detallamos nuestra contribución a esta línea de investigación. Sobre el

tema de las sorderas hereditarias, hemos publicado dos revisiones, una de carácter gene-

ral (1), y otra centrada en hipoacusias no sindrómicas (2).

2. NUESTROS PRINCIPALES LOGROS EN EL CAMPO DE LAS HIPOACU -

SIAS HEREDITARIAS

2.1. Constitución de una red española de estudio de las hipoacusias hereditarias.

En el curso de los últimos ocho años, hemos consolidado una red nacional de estudio de

las hipoacusias hereditarias, que coordina los esfuerzos de otorrinolaringólogos, pediatras,

logopedas y genetistas. Actualmente está constituida por más de un centenar de colabora-

dores pertenecientes a unos 70 centros hospitalarios, con todas las Comunidades

Autónomas representadas. Así mismo, hemos establecido colaboraciones con dos hospita-

les cubanos, el Hospital Pediátrico William Soler y el Hospital Hermanos Ameijeiras,

ambos en La Habana. Contamos además con el apoyo de  FIAPAS (Federación de

Asociaciones de Padres y Amigos de los Sordos) y de los responsables de varios colegios

de educación especial para niños con deficiencia auditiva.

Gracias a la colaboración de todos, hemos podido reunir una colección de más de 900 casos

independientes de sorderas no sindrómicas. La colección sigue en crecimiento, con el obje-

tivo final de obtener un censo nacional de las familias afectadas por las hipoacusias here-

ditarias, así como un banco de DNAs de los pacientes. El diagnóstico molecular de los

casos de la colección permite la clasificación de las familias en función de la etiología de

su sordera, lo cual debe posibilitar el acceso de los individuos afectados a las terapias, espe-

cíficas para cada tipo de sordera, que previsiblemente irán desarrollándose en el futuro.

2.2. Hipoacusias no sindrómicas de herencia autosómica recesiva.

2.2.1. Hipoacusia de tipo DFNB1.

La hipoacusia de tipo DFNB1 es neurosensorial, prelocutiva y, en la mayoría de los

casos, severa o profunda. De los numerosos loci genéticos de sordera autosómica rece-

siva, DFNB1 fue el primero en ser identificado. Se localiza en el brazo largo del cromo-
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soma 13, próximo al centrómero (región 13q12). Dentro de este locus se encuentra el gen

GJB2, responsable de hasta el 50% de los casos de sordera prelocutiva en la mayoría de

las poblaciones estudiadas. El gen GJB2codifica la conexina-26, proteína de las unio-

nes intercelulares de tipo comunicante (gap junctions). Seis monómeros de conexina se

unen entre sí para formar un hexámero, denominado conexón, que se localiza en la

membrana plasmática. Allí, cada conexón se une a otro conexón de la célula adyacente,

para constituir un canal intercelular. Se piensa que los canales intercelulares de conexi-

na-26 desempeñan un importante papel en el reciclaje del potasio que entra en las célu-

las ciliadas como parte del mecanismo de transducción de la señal auditiva.

En nuestro laboratorio hemos estudiado un total de 422 casos independientes de sordera

prelocutiva no sindrómica, recogidos por nuestra red de colaboradores en España y en

Cuba. De estos, 193 se clasificaron como casos familiares (aquellos con más de un afec-

tado en la familia; 167 casos españoles y 26 cubanos). Los restantes 229 fueron clasifi-

cados como casos esporádicos, sin antecedentes familiares (197 españoles y 32 cuba-

nos). La búsqueda de mutaciones en el gen GJB2produjo los siguientes resultados:

1) En un total de 129 casos encontramos mutaciones en los dos alelos del gen GJB2. En

los casos españoles, el alelo mutante mayoritario fue el 35delG (67,8 %). Otros alelos

frecuentes fueron: W24X (6 %), E47X (3,7 %), W77R (2,6 %) y N206S (1,8 %). Se

encontraron además otros 16 alelos mutantes minoritarios (frecuencia de cada uno, igual

o menor al 1 %) (manuscrito en preparación). En los casos cubanos, el alelo mayoritario

fue también el 35delG (61,5 %). Se encontraron, además, otros alelos frecuentes, como

R143W(7,7%) y W77R (5,1 %), y un total de 8 alelos minoritarios (3). Estos datos de

epidemiología genética orientan el diagnóstico molecular, puesto que permiten diseñar

protocolos de detección de mutaciones adaptados a cada población. En la actualidad dis-

ponemos de tests genéticos específicos, diseñados y/o puestos a punto en nuestro labo-

ratorio, para la detección de las mutaciones más frecuentes en el gen GJB2en las pobla-

ciones española y cubana.

2) En 44 casos, encontramos una mutación en un alelo del gen GJB2, pero la búsqueda

exhaustiva de mutaciones en el otro alelo (región promotora, sitios de corte y empalme

(splicing) del RNA, y región codificante) no reveló ninguna mutación. Resultados simi-

lares a éste han sido obtenidos por otros autores en sus respectivas colecciones de

pacientes, representando los heterozigotos no elucidados porcentajes del 10-42 % de los

casos con mutaciones en GJB2. Nuestros 44 casos fueron genotipados para los marca-

dores genéticos de tipo microsatélite D13S141, D13S175, D13S1275 y D13S292, los



cuales se localizan en la región 13q12, muy próximos al gen GJB2. El análisis de haplo-

tipos para estos cuatro marcadores permitió excluir ligamiento al locus DFNB1 en 11

casos, que deben su sordera a otra causa genética, pero además son portadores de una

mutación en GJB2. Su hallazgo casual durante nuestra búsqueda se explica por la alta

frecuencia de portadores de las mutaciones GJB2en la población española (2,5 % con-

siderando sólo la mutación 35delG). En 24 casos, el análisis de haplotipos no resultó

informativo. Finalmente, en 9 casos se obtuvieron resultados compatibles con ligamien-

to a DFNB1. Esto sugería que, al menos en estos casos, alguna otra mutación en la región

13q12 debería acompañar a la ya identificada en GJB2.

El análisis de haplotipos nos permitió obtener además dos interesantes datos. En primer

lugar, observamos en nueve familias una falta de consistencia en la segregación del mar-

cador D13S175, que sugería la presencia de un alelo no amplificable o delecionado. En

segundo lugar, en dos miembros afectados de la familia S008, este marcador no podía

ser amplificado ni  siquiera utilizando diferentes parejas de cebadores. Estos resultados

eran consistentes con la existencia de una deleción en la región 13q12, que involucraba

al marcador D13S175. La deleción fue confirmada mediante estudios de hibridación con

sondas de DNAradiactivas (Southern blots).  Mediante técnicas de paseo cromosómico,

pudimos identificar los límites de la deleción y amplificar y secuenciar la región crítica

que contiene el empalme de los dos puntos de rotura. La deleción abarca unas 342 kb de

DNA genómico y rompe el gen GJB6, que codifica la conexina-30. Esta conexina se

expresa en los mismos tipos celulares del oído interno que la conexina-26 y es capaz de

formar canales heterotípicos (mixtos) con ésta, lo cual podría explicar el hallazgo de esta

mutación en pacientes con sordera. La comparación de secuencias de las zonas que con-

tienen los puntos de rotura revela una escasa similitud, lo que sugiere que el mecanismo

molecular de esta deleción se basa en la recombinación ilegítima. El conocimiento pre-

ciso del empalme de los puntos de rotura nos permitió diseñar un test específico, simple

y rápido, basado en la PCR, para la detección de esta deleción en nuestra colección de

pacientes. En total, encontramos la deleción, denominada del(GJB6-D13S1830), como

segundo alelo DFNB1 en 22 de nuestros heterozigotos GJB2no elucidados. Además,

detectamos la deleción en homocigosis en otro caso de la colección que tenía ambos ale-

los GJB2 intactos. Estos resultados han sido publicados en el prestigioso New England

Journal of Medicine(4).

Nuestros datos sugieren que el locus DFNB1 es un locus de hipoacusia complejo, que

contiene dos genes, GJB2y GJB6, que codifican productos estructural y funcionalmen-

te relacionados, las conexinas 26 y 30; y que la segregación de las mutaciones en estos
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genes puede generar patrones de herencia monogénicos o digénicos de la sordera prelo-

cutiva. En nuestra muestra, la mutación del(GJB6-D13S1830) representa aproximada-

mente el 7.7 % de los alelos DFNB1 mutantes en las familias españolas, lo que la con-

vierte en la segunda mutación más frecuente, responsable de sordera prelocutiva, en la

población española. Nuestros datos más recientes indican que la deleción está presente

en todas las poblaciones hasta ahora investigadas (Francia, Gran Bretaña, Israel, Estados

Unidos, Australia), lo cual está permitiendo aclarar numerosos casos de heterozigotos

GJB2pendientes de diagnóstico. Una veintena de laboratorios por todo el mundo se han

interesado por nuestro test de detección, y a todos ellos les hemos proporcionado infor-

mación y ayuda para su puesta a punto.

En conjunto, nuestros datos indican que la sordera de tipo DFNB1 representa el 36 % de

todos los casos de sordera prelocutiva no sindrómica de causa genética. En nuestro labo-

ratorio han recibido diagnóstico molecular unos 250 pacientes con este tipo de sordera.

Se ha realizado diagnóstico prenatal en dos casos, que llevaron su embarazo a término,

siendo ambos niños normoyentes, de acuerdo con la predicción derivada de los tests

genéticos. Actualmente estamos estudiando detalladamente las características clínicas de

los pacientes con este tipo de sordera, a fin de investigar las posibles correlaciones entre

genotipo y fenotipo.

2.2.2.Mutaciones en el gen GJB2 en el síndrome KID.

El síndrome KID (porKeratitis-Ichthyosis-Deafness, MIM 148210) es una displasia

ectodérmica congénita caracterizada por la asociación de lesiones hiperqueratósicas de

la piel con queratitis vascularizante e hipoacusia neurosensorial profunda. Otras caracte-

rísticas observadas son: alopecia, uñas distróficas, anomalías dentales, riesgo incremen-

tado de desarrollar carcinoma de células escamosas, y susceptibilidad incrementada a las

infecciones bacterianas o micóticas de la piel. La mayoría de los casos de este síndrome

son esporádicos, pero la existencia de casos familiares sugería una etiología genética.

Nuestro equipo tuvo la oportunidad de estudiar el caso de una joven de 17 años afecta-

da por el síndrome desde su nacimiento. Los hallazgos dermatológicos, oftalmológicos

y audiológicos confirmaron el diagnóstico de síndrome KID. En los últimos años, dife-

rentes trabajos han mostrado la implicación de varios miembros de la familia de las

conexinas (en concreto, la 26, la 30 y la 31) en síndromes que asocian trastornos der-

matológicos a la hipoacusia. Por consiguiente, decidimos investigar en nuestra paciente

los genes que codifican dichas conexinas (GJB2, GJB6, y GJB3, respectivamente). Las

regiones codificantes completas de estos tres genes fueron secuenciadas. No se observó

41



42

ninguna alteración significativa en los genes GJB3y GJB6, pero en el gen GJB2encon-

tramos una nueva mutación, la sustitución del residuo de aspartato en la posición 50 del

polipéptido por un residuo de asparagina (D50N). La mutación no estaba presente en

ninguno de los padres de la paciente. El estudio de la segregación de varios marcadores

genéticos próximos al gen GJB2no reveló ninguna inconsistencia en la transmisión de

alelos de padre y madre a la hija afectada, por lo cual concluimos que la mutación encon-

trada debió surgir de novo, resultado consistente con el hecho de que la mayoría de los

casos de síndrome KID son esporádicos.

El aspartato-50 es un residuo conservado en la mayoría de las conexinas, que se locali-

za en el primero de los dos lazos extracelulares de la proteína y parece intervenir en la

interacción entre conexones y en el control por voltaje de la apertura del canal. En este

mismo dominio se  localizan los residuos alterados por otras mutaciones del gen GJB2

en trastornos que asocian signos dermatológicos a hipoacusia, lo que resalta el impor-

tante papel que debe desempeñar este dominio en las interacciones entre monómeros de

conexinas en la piel. Este trabajo se encuentra sometido a evaluación para publicación

en American Journal of Medical Genetics(5).

2.2.3. Hipoacusias de tipo DFNB9 y DFNB8/B10.

Dado que el diagnóstico molecular de las mutaciones en el gen de la conexina 26 elucida

solamente un 36 % de los casos de hipoacusias prelocutivas, es necesario investigar qué

otras mutaciones en otros genes de sorderas pueden ser frecuentes en la población españo-

la, para incluirlas en los protocolos de diagnóstico y elevar el porcentaje de casos resueltos.

Con este fin, seleccionamos 28 familias de nuestra colección de sorderas prelocutivas no

sindrómicas, en las que se había descartado la presencia de mutaciones en el locus

DFNB1. Todas estas familias, si bien no eran susceptibles de análisis de ligamiento

génetico, sí que eran estudiables mediante análisis de haplotipos destinado a detectar

compatibilidad con ligamiento a un locus dado. En seis de estas familias, los padres eran

consanguíneos. Decidimos investigar los loci DFNB9 y DFNB8/B10.

2.2.3.1. Hipoacusias de tipo DFNB9.

La hipoacusia de tipo DFNB9 es neurosensorial, prelocutiva y de severa a profunda. El

locus DFNB9, en la región cromosómica 2p22-p23, contiene el gen OTOF, que codifi-

ca la otoferlina, una proteína citosólica anclada a la membrana, que pertenece a una

familia de proteínas con seis dominios C2 de unión a calcio. Se ha postulado su impli-

cación en el tráfico de las vesículas sinápticas generadas en las células ciliadas internas.
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En primer lugar, genotipamos a todos los individuos disponibles de cada familia para los

marcadores genéticos D2S158, D2S2223, D2S2350 y D2S174, muy próximos al gen

OTOF en 2p22-p23. El análisis de haplotipos reveló que en 6 de las 28 familias estudia-

das, incluyendo una de las consanguíneas, existía compatibilidad con ligamiento a

DFNB9. En un paciente y en un progenitor de cada familia compatible, se realizó una bús-

queda de mutaciones en el gen OTOF, exón por exón, mediante análisis de heterodúplex

de DNA, seguido de secuenciación de los casos positivos. De esta manera, se identificó

en la familia consanguínea una nueva mutación, que consiste en la sustitución de un

codón de glutamina por un codón de terminación prematuro (Q829X). La mutación se

encontraba en homocigosidad en los pacientes de la familia estudiada. Se diseñó un test

para la detección fácil y rápida de esta mutación, basado en la amplificación por medio

de la PCR de un fragmento de DNA, que luego se digiere con la enzima de restricción

BfaI (la mutación crea un nuevo sitio de reconocimiento para BfaI, lo que permite distin-

guir el alelo silvestre del mutante). La aplicación de este test a nuestra colección de casos

de sordera prelocutiva en los que ya se había descartado la presencia de mutaciones en el

locus DFNB1, detectó 11 nuevos casos. En 10 de ellos, los pacientes eran homocigotos

para la mutación, mientras que en el caso restante, la mutación se encontraba en hetero-

cigosis. En ese caso, la búsqueda de la mutación acompañante reveló la presencia de un

cambio en el exón 44 del gen, que produce la sustitución del codón de prolina 1825 por

un codón de alanina (P1825A). Esta mutación afecta a un residuo de prolina bien conser-

vado, dentro del sexto dominio C2 de la proteína, implicado en la unión a calcio. Esta

mutación parece poco frecuente, ya que no se encontró en ningún caso adicional de nues-

tra colección. Las dos mutaciones descubiertas durante este estudio, Q829X y P1825A,

son las primeras mutaciones descritas en el gen OTOF en poblaciones occidentales (6).

La mutación Q829X es responsable de un 3% de los casos de sordera prelocutiva no sin-

drómica de nuestra muestra, lo que la convierte en la tercera mutación más frecuente en

la población española. Por esta razón, ya ha sido incorporada a los tests de diagnóstico

que se aplican a toda muestra que llega al laboratorio, de manera sistemática. Nuestro

análisis de haplotipos para marcadores genéticos próximos al gen OTOF, indican que su

elevada frecuencia parece deberse a un efecto fundador en la población española (6).

Queda pendiente ver su relevancia en otras poblaciones.

2.2.3.2. Hipoacusias de tipo DFNB8/B10.

El locus DFNB8/B10, en la región cromosómica 21q22, contiene el gen TMPRSS3, que

codifica una serín-proteasa transmembranar cuya función en el oído interno se desconoce.
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En nuestro laboratorio genotipamos a todos los individuos disponibles de cada una de las

28 familias seleccionadas (ver apartado 2.2.3) para los marcadores genéticos D21S1225

y 994G8.CA82, muy próximos al gen TMPRSS3en 21q22. El análisis de haplotipos

reveló que en 9 de las 28 familias estudiadas, incluyendo una de las consanguíneas, exis-

tía compatibilidad con ligamiento a DFNB8/B10. En un paciente y en un progenitor de

cada familia compatible, se realizó una búsqueda de mutaciones en el gen TMPRSS3,

exón por exón, mediante análisis de heterodúplex de DNA, seguido de secuenciación de

los casos positivos. De esta manera, se identificó en la familia consanguínea la mutación

IVS4-6G>A, que crea un nuevo sitio de corte y empalme del RNA(splicing). Esto añade

cuatro pares de bases a la secuencia del exón 4, generando un cambio de fase de lectura

que es responsable de la pérdida de función. Esta mutación ya había sido descrita pre-

viamente en una familia paquistaní. Sin embargo, parece poco frecuente, ya que no se

encontró en ningún caso adicional de nuestra colección.

En las 8 familias restantes, no se encontró ninguna mutación causante de patología, lo

que sugiere que las mutaciones en el gen TMPRSS3no son frecuentes en la población

española.

2.2.4. Hipoacusias de tipo DFNB16.

La hipoacusia de tipo DFNB16 es neurosensorial, prelocutiva y severa. El locus

DFNB16 fue inicialmente mapeado en la región cromosómica 15q13-q21, en un inter-

valo de unos 20 cM delimitado por los marcadores D15S994 y D15S155. El estudio de

una familia de nuestra colección (familia S040), con varios individuos portadores de

recombinaciones en la región crítica, nos permitió refinar la localización de DFNB16,

situándolo en un intervalo genético de 5 cM, cuyos límites eran los marcadores D15S994

y D15S132 (7).

La reducción del tamaño del intervalo permitió abordar la identificación del gen respon-

sable de la sordera de tipo DFNB16. Este trabajo fue realizado en colaboración con el

equipo de la Dra. Christine Petit, del Instituto Pasteur de París. Varios genes candidatos

fueron examinados, buscando mutaciones que los validaran como responsables de sor-

dera. Finalmente, se encontraron mutaciones en un nuevo gen, STRC, que codifica la

estereocilina, proteína componente de los estereocilios de las células ciliadas. Los indi-

viduos afectados de la familia S040 era heterocigotos compuestos para dos mutaciones

en el gen STRC: una deleción de 4 pares de bases (2171-2174delTTTG), que genera un

cambio en la fase de lectura y la aparición de un codón de terminación prematuro, y una

deleción grande que elimina la mitad 3' del gen (8).
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2.3. Hipoacusias no sindrómicas de herencia autosómica dominante.

2.3.1.Identificación de nuevos loci de hipoacusias de herencia dominante.

El estudio de tres familias grandes, con numerosos individuos afectados en varias gene-

raciones, nos ha permitido identificar tres nuevos loci de hipoacusias no sindrómicas

autosómicas dominantes, y describir en detalle sus características clínicas más relevan-

tes (manuscritos en preparación).

En una primera etapa, se genotiparon todos los individuos colaboradores de cada familia

para una selección de marcadores genéticos de tipo microsatélite, que se encuentran loca-

lizados próximos a los loci de hipoacusia dominante ya conocidos. El análisis de liga-

miento permitió excluir todos los loci conocidos hasta la fecha. En una segunda etapa, se

realizó una búsqueda de ligamiento por todo el genoma. Para ello se utilizó una colección

de 394 marcadores microsatélites, distribuidos uniformemente por todos los cromosomas,

a intervalos de unos 10 cM de promedio. En los casos en que se sospechó ligamiento, éste

se confirmó estudiando más marcadores microsatélites de la misma región.

El primer locus se identificó en una familia de Cádiz (familia S281). La hipoacusia en

estos pacientes comienza a manifestarse entre los 8 y los 10 años. Inicialmente, sólo

afecta a las frecuencias bajas y medias. Posteriormente va progresando, a un ritmo de

aproximadamente 1,1 dB por año, y termina afectando también a las frecuencias altas.

El nuevo locus se encuentra en la región 3q28-q29, en un intervalo de unos 3 cM deli-

mitado por los marcadores D3S1314 y D3S2418.

El segundo locus se identificó en una familia de las Islas Canarias (familia S277). La pér-

dida auditiva en estos pacientes comienza en la primera década de vida. Inicialmente, sólo

afecta a las frecuencias bajas y medias. Luego progresa, especialmente en frecuencias

medias, de forma que el perfil audiométrico adquiere forma de cubeta. El nuevo locus se

encuentra en la región 1q21-q23, en un intervalo de unos 4 cM delimitado por los nuevos

marcadores microsatélites, definidos en nuestro laboratorio, STS292 y STS1169.

El tercer locus se identificó en una familia de Valladolid (familia S403). La hipoacusia

en estos pacientes comienza a manifestarse en la segunda década de vida. Inicialmente,

sólo afecta a las frecuencias medias y altas. Luego, va progresando hasta afectar a todas

las frecuencias. El nuevo locus se encuentra en la región 7q31, en un intervalo de unos

4 cM delimitado por los marcadores D7S1875 y D7S2519.

2.3.2. Nueva mutación en el gen de la _-tectorina.

Se estudió una familia grande, con 9 individuos afectados en tres generaciones, que pre-

sentaba una hipoacusia postlocutiva progresiva, con afectación principal de las frecuen-
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cias medias. Se genotiparon todos los individuos colaboradores de la familia para una

selección de marcadores genéticos de tipo microsatélite, que se encuentran localizados

próximos a los loci de hipoacusia dominante ya conocidos. El análisis informático per-

mitió excluir la mayoría de los loci conocidos, pero detectó ligamiento a marcadores del

locus DFNA8/A12, con un valor máximo de lod-score de 3,67 a una fracción de recom-

binación (_) igual a cero, para el marcador D11S4089.

El locus DFNA8/A12 contiene el gen de la _-tectorina (TECTA), uno de los principales

componentes no colagenosos de la membrana tectoria del oído interno. Esta membrana es

una matriz extracelular que recubre la superficie apical del epitelio sensorial de la cóclea,

y desempeña un importante papel en la transmisión de la energía del sonido a los pena-

chos de estereocilios de las células ciliadas, que son sensibles a la tracción mecánica. El

precursor de la _-tectorina consta de: una región similar al dominio G1 de la entactina; un

módulo central que contiene elementos repetidos de tipo D del factor de von Willebrand

y que es similar a la zonadhesina; y finalmente, de un dominio de tipo zona pelúcida. Este

precursor sufre un procesamiento proteolítico que separa estos tres dominios, aunque los

polipéptidos quedan unidos entre sí por medio de puentes disulfuro, e interaccionan con

la _-tectorina para formar la matriz no colagenosa de la membrana tectoria.

Se emprendió una búsqueda de mutaciones, exón por exón, en toda la región codifican-

te del gen TECTA. Se detectó una nueva mutación en el exón 17, que produce la sustitu-

ción de un codón de cisteína por un codón de glicina (C1837G) (9). La cisteína 1837 está

situada en el dominio de tipo zona pelúcida (ZP) de la proteína, y es un residuo bastan-

te conservado entre los dominios ZPque se conocen en otras proteínas. Su sustitución

por una glicina impediría la correcta formación de los puentes disulfuro que unen los

dominios de la _-tectorina después del procesamiento proteolítico del precursor. La hipo-

acusia en la familia en estudio es progresiva, lo cual podría ser consecuencia del conti-

nuado deterioro mecánico de una membrana tectoria mal estructurada. Por otra parte, en

esta familia la pérdida auditiva afecta principalmente a las frecuencias medias, lo que

provoca un típico perfil audiométrico en cubeta. Esto podría deberse al dominio afecta-

do por la mutación C1837G, puesto que otras mutaciones previamente descritas en el

dominio ZPtambién producen hipoacusias con perfil en cubeta (9).

2.4. Hipoacusias no sindrómicas de herencia ligada al sexo.

2.4.1. Identificación del nuevo locus DFN6.

El estudio de una familia española con 12 varones afectados en cuatro generaciones, nos

permitió definir el nuevo locus de hipoacusia ligada al sexo DFN6 (10).
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La hipoacusia en los varones es no sindrómica, neurosensorial y progresiva. La pérdida

auditiva se manifiesta en la infancia, entre los 5 y los 7 años de edad, y afecta principal-

mente a las frecuencias altas. Después prosigue su evolución hasta volverse severa o pro-

funda, con todas las frecuencias afectadas al alcanzar la edad adulta. La mayoría de las

mujeres portadoras manifiestan una pérdida auditiva moderada en frecuencias altas, a

partir de la cuarta década de vida. Por esta razón, la herencia de este tipo de sordera es

ligada al sexo de tipo dominante.

Todos los individuos colaboradores de la familia fueron genotipados para una selección

de marcadores microsatélites espaciados uniformemente por todo el cromosoma X, a

intervalos de 10 cM de promedio. Encontramos evidencia de ligamiento a marcadores de

la región Xp22. El estudio de numerosos marcadores de esta región mediante análisis de

ligamiento y de haplotipos nos permitió precisar la localización del nuevo locus de sor-

dera, al que denominamos DFN6. Se encontraba situado en un intervalo de unos 15 cM,

delimitado por los marcadores DXS7108 y DXS7105 (10). En el curso del trabajo, iden-

tificamos una recombinación dentro del intervalo crítico, en un varón que aún no había

alcanzado la edad de manifestación de la sordera, por lo que su estado clínico era des-

conocido. Recientemente, una reevaluación de este paciente encontró las características

típicas de la pérdida auditiva de su familia. Por consiguiente, hemos podido refinar la

localización de DFN6, definiendo un nuevo intervalo crítico, de 8 cM, delimitado por los

marcadores DXS8022 y DXS7105. Esta reducción del intervalo crítico debe facilitar la

identificación del gen responsable de la hipoacusia en esta familia.

2.4.2. Caracterización de familias con hipoacusia de tipo DFN3.

La hipoacusia de tipo DFN3 (MIM 304400) es una hipoacusia progresiva mixta (neuro-

sensorial y conductiva). Se caracteriza por tres anomalías fundamentales: la fijación del

estribo, la dilatación de los conductos auditivos internos, y una comunicación anormal-

mente amplia entre la vuelta basal de la cóclea y el conducto auditivo interno. Esta últi-

ma característica tiene como consecuencia un incremento de la presión perilinfática, que

es responsable del escape de perilinfa (gusher) que se produce al liberar quirúrgicamen-

te la fijación del estribo. El gusheres típico en esta forma de hipoacusia y representa una

importante complicación operatoria que suele conducir a un empeoramiento radical de

la sordera del paciente. Dado que la fijación del estribo suele producirse también en la

otosclerosis, trastorno conductivo mucho más frecuente que la hipoacusia de tipo DFN3,

es habitual que los pacientes con este tipo de sordera sean encaminados a operaciones de

estapedectomía. Por consiguiente, es importante la detección de la sordera de tipo DFN3
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por medios genéticos, a fin de desaconsejar la intervención quirúrgica, que no aporta nin-

gún beneficio a estos pacientes.

El gen responsable de esta sordera fue identificado en 1995. Se trata del gen POU3F4,

que codifica el factor transcripcional del mismo nombre. Este factor transcripcional está

implicado en la regulación del desarrollo del oído interno. Desde su descubrimiento, se

han identificado numerosas mutaciones puntuales en la región codificante del gen en

pacientes con hipoacusia de tipo DFN3. Sin embargo, entre los casos analizados parecen

predominar las deleciones, desde microdeleciones hasta deleciones extensas de varios

cientos de kilobases. Se da incluso la paradoja de que algunos pacientes llevan delecio-

nes extensas que no afectan al gen POU3F4, que permanece intacto y funcional. Para

explicar estos casos, se ha postulado la existencia de un segundo gen responsable de sor-

dera en la misma región o, alternativamente, un elemento regulador de la expresión del

propio gen POU3F4.

Nosotros hemos estudiado dos familias cubanas (S011 y S055) y dos españolas (S019 y

S036) con sordera de tipo DFN3 (11, 12).  En la familia S036 hemos detectado una dele-

ción grande, que elimina el genPOU3F4completo y grandes trechos de secuencia adya-

centes, lo cual es causa de un síndrome de contigüidad que incluye hipoacusia y retraso

mental. En la familia S011 hemos encontrado una deleción más pequeña, que solamen-

te afecta al gen POU3F4, produciendo  hipoacusia no sindrómica. Finalmente, en las

familias S019 y S055, se ha detectado la existencia de sendas deleciones centrómericas

al gen POU3F4, que permanece intacto. Estas deleciones afectarían al hipotético segun-

do gen del locus, o al elemento regulador de POU3F4postulado por varios autores. El

estudio clínico detallado de la familia S019 reveló la existencia de una malformación de

Mondini en la cóclea de los pacientes, signo clínico que se asocia por primera vez a la

sordera de tipo DFN3 (11).

2.5. Hipoacusias no sindrómicas de herencia materna (mitocondrial).

El genoma mitocondrial es una pequeña molécula de DNAcircular (16.569 pb), cuya

secuencia de nucleótidos se conoce en su totalidad. Codifica 13 polipéptidos (subunidades

de la cadena de transporte de electrones de la fosforilación oxidativa), 2 RNAs ribosómi-

cos (rRNAs) y 22 RNAs transferentes (tRNAs). Así pues, el genoma mitocondrial codifi-

ca solamente una pequeña parte de los componentes necesarios para la función de la mito-

condria. El genoma nuclear codifica los componentes restantes, los cuales, una vez sinte-

tizados, son transportados a la mitocondria. Entre estos componentes sintetizados a partir

de genes nucleares se encuentran más de 80 subunidades de la cadena de transporte de
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electrones, la DNApolimerasa _ (que replica el mtDNA), la maquinaria de transcripción

de los genes mitocondriales y la totalidad de las proteínas ribosómicas mitocondriales.

Puesto que el mtDNAse encuentra confinado en la mitocondria, su replicación, trans-

cripción y traducción tienen lugar en el interior de la misma. La traducción mitocondrial

utiliza un código genético propio, es decir, el significado de algunos codones cambia con

respecto al código genético universal, y el número de tRNAs utilizado es menor (sola-

mente los 22 codificados por el mtDNA).

Una importante peculiaridad del mtDNAes que se transmite a los hijos exclusivamente

por vía materna. Durante la fecundación, el espermatozoide transfiere al óvulo su geno-

ma nuclear. Sin embargo, los genomas mitocondriales del espermatozoide no penetran

en el óvulo y, si lo hacen,  no llegan a perdurar. Por esta razón, los genomas mitocon-

driales de que va a disponer el zigoto proceden en su totalidad del óvulo materno. En

consecuencia, el genoma mitocondrial y las mutaciones en el mismo se transmiten según

un patrón de herencia materna, es decir, las madres transmiten su genoma mitocondrial

a sus hijos, tanto varones como mujeres.

El mtDNA acumula mutaciones con facilidad, téngase en cuenta que su tasa de mutación

es 10 veces superior a la del DNAnuclear. En los individuos normales, prácticamente el

100% de sus moléculas de mtDNAson idénticas, situación que se define con el término

de homoplasmia. Cuando en el mtDNAsurge una mutación y se extiende por la pobla-

ción de mitocondrias, coexisten en la misma célula dos tipos de mtDNA, el normal y el

mutante. A esta situación se le denomina heteroplasmia. Si el mtDNAmutante llega a

proliferar tanto como para desplazar a todo el mtDNAnormal, se dice que la mutación

se ha fijado, alcanzando la homoplasmia. Es importante destacar que aquellas mutacio-

nes que causen un grave trastorno de la fosforilación oxidativa pudieran ser solamente

viables en heteroplasmia. Por otra parte, los órganos y tejidos más afectados por las

mutaciones en el mtDNAserán aquellos que tengan un mayor requerimiento energético:

el sistema nervioso central y los órganos de los sentidos, el músculo, el corazón, el riñón

y las glándulas endocrinas. Por lo que se refiere a las hipoacusias hereditarias, las muta-

ciones mitocondriales son responsables de patologías tanto sindrómicas como no sin-

drómicas. En nuestro laboratorio hemos estudiado dos mutaciones responsables de hipo-

acusias no sindrómicas, A1555G y T7510C.

2.5.1. Mutación A1555G en el gen del RNAribosómico mitocondrial 12S.

Esta mutación es responsable de hipoacusia no sindrómica y además confiere una sus-

ceptibilidad incrementada a la ototoxicidad de los antibióticos aminoglucósidos.
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Los antibióticos aminoglucósidos constituyen un extenso grupo que incluye, entre otros,

a la estreptomicina, la gentamicina, la kanamicina y la neomicina. Es bien conocida su

capacidad para provocar daños vestíbulo-cocleares cuando se usan en altas dosis duran-

te periodos de tiempo prolongados. Por otra parte, se ha observado que también pueden

producir daños cocleares en dosis bajas en individuos susceptibles. Esta susceptibilidad

es hereditaria y se transmite según un patrón de herencia materna, lo cual sugería que

alteraciones en el genoma mitocondrial podrían constituir la base genética de la suscep-

tibilidad. El estudio de familias en las que varios miembros habían sufrido pérdidas audi-

tivas después del tratamiento con aminoglucósidos reveló que todos los pacientes tenían

en común la mutación A1555G en el gen del rRNAmitocondrial 12S, en homoplasmia.

La mutación A1555G se encontró también en homoplasmia en una gran familia consan-

guínea árabe-israelí afectada de sordera neurosensorial no sindrómica. En esta familia

pudo determinarse con seguridad que ninguno de sus miembros había recibido trata-

miento con aminoglucósidos, lo que significaba que la mutación A1555G es, por sí sola,

responsable de hipoacusia no sindrómica.

Hemos investigado la presencia de la mutación A1555G en un total de 571 familias con

hipoacusias no sindrómicas, tanto prelocutivas como postlocutivas. Téngase en cuenta

que, como luego veremos, la hipoacusia debida a la mutación A1555G es normalmente

postlocutiva, pero es también responsable de unos pocos casos de hipoacusia prelocuti-

va, normalmente debidos al tratamiento precoz del paciente con antibióticos aminoglu-

cósidos. Los tests genético- moleculares revelaron la presencia de la mutación en 97

familias, las cuales representan el 17 % del total, un porcentaje que asciende al 33 % si

solamente consideramos los casos postlocutivos. Este alto porcentaje no se sospechaba

previamente a la realización del estudio, y obligará a corregir los datos epidemiológicos

hasta hace poco vigentes sobre la incidencia y prevalencia de los distintos tipos de heren-

cia de las hipoacusias familiares en España (13, 14). Resultados similares han sido obte-

nidos por el equipo del Dr. Xavier Estivill en Barcelona.

En la mayoría de los casos, el patrón de herencia materna era evidente. Sin embargo, en

algunas familias, puede confundirse con otros tipos de herencia.

Se investigó el posible papel de los antibióticos aminoglucósidos en la inducción de la

sordera en estas familias. Sorprendentemente, aunque el tratamiento con dichos antibió-

ticos pudo ser documentado en algunos individuos afectados, en la mayoría de los

pacientes no hay evidencia alguna de su uso. Es más, en numerosas familias no hay nin-

gún individuo afectado que fuera tratado con estos antibióticos.



En pacientes tratados con aminoglicósidos, la pérdida auditiva fue subsiguiente al trata-

miento. En algunos casos en que ya se había manifestado una ligera pérdida auditiva, el

tratamiento desencadenó un súbito empeoramiento de la hipoacusia. En los casos en que

la ototoxicidad fue excluida, la edad de manifestación de la hipoacusia fue variable,

desde congénita a la segunda década de la vida.

Entre los portadores de la mutación existe una amplia variación fenotípica:

a) Individuos con audiogramas perfectamente normales. Suele tratarse de niños o jóve-

nes, por debajo aún de la edad de manifestación.

b) Individuos sin conocimiento subjetivo de su hipoacusia, que sin embargo registran

pérdidas moderadas o severas para frecuencias de 4.000 u 8.000 Hz.

c) Individuos con conocimiento subjetivo de su hipoacusia, con pérdidas auditivas leves

o moderadas en frecuencias conversacionales (500-2.000 Hz), y mayor afectación en las

frecuencias más agudas (4.000 y 8.000 Hz).

d) Individuos con sorderas severas o profundas, con todas las frecuencias afectadas, aun-

que habitualmente con mayor pérdida para frecuencias agudas. En este grupo se encuen-

tran la casi totalidad de los portadores de la mutación tratados con antibióticos amino-

glicósidos, incluyendo pacientes sordomudos en los que un tratamiento precoz desenca-

denó una sordera severa en periodo prelocutivo.

En la mayoría de los casos, la mutación se presenta en homoplasmia. Sin embargo, en 5

familias la mutación aparece en heteroplasmia, con un porcentaje de copias mutantes,

diferente para cada paciente, que va del 5% al 98%. En estos casos se observa una cier-

ta correlación entre el número de copias mutantes y su expresión fenotípica, tanto en lo

que se refiere a edad de comienzo como a grado de afectación.

Tomados en conjunto, nuestros resultados sugieren que los portadores de la mutación

A1555G desarrollan una hipoacusia lentamente progresiva, cuya edad de comienzo y

severidad dependen de varios factores. El primero es la proporción de genomas mutan-

tes, como ya se ha comentado. El segundo, y quizás más importante por sus radicales

efectos sobre la audición, es la ototoxicidad de los antibióticos aminoglicósidos. Sin

embargo, la variabilidad fenotípica observada en ausencia de tratamiento con estos fár-

macos indica que deben existir otros factores moduladores de la penetrancia y expresi-

vidad de la mutación. Estos factores pudieran ser ambientales o genéticos. De hecho, se

ha hipotetizado que uno o más genes nucleares podrían estar implicados, siendo los can-

didatos más plausibles los que codifican componentes de la maquinaria de biosíntesis de

proteínas de la mitocondria, y muy especialmente los que interaccionen con el rRNA12S

mitocondrial.
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Dada la alta frecuencia de portadores de la mutación en la población española, nos plan-

teamos investigar si dicha alta frecuencia podía ser debida a un único hecho mutacional

(efecto fundador) o a múltiples hechos mutacionales (aparición recurrente de la muta-

ción). El estudio fue realizado en colaboración con los equipos del Dr. Antonio Torroni,

de la Universidad de Roma, y del Dr. Xavier Estivill, del Centro de Genética Médica y

Molecular - IRO, de Barcelona. El genoma mitocondrial de 50 familias españolas fue

investigado mediante análisis de RFLP(polimorfismo de longitud de los fragmentos de

restricción) de alta resolución, y mediante secuenciación de la región de control. El

resultado del análisis filogenético de haplotipos mitocondriales reveló que la mutación

A1555G en las 50 familias estudiadas surgió como consecuencia de más de 30 hechos

mutacionales independientes. Además, está asociada a haplogrupos mitocondriales

comunes en la población europea (15). Estos resultados sugerían que la alta frecuencia

observada en la población española podría ser extrapolable al resto de la población euro-

pea. Esta cuestión es todavía objeto de debate.

La relevancia sanitaria del trabajo realizado se pone de manifiesto si se considera que la

detección precoz de portadores de la mutación A1555G es esencial para la prevención de

hipoacusias severas o profundas originadas por el tratamiento con antibióticos amino-

glicósidos de individuos genéticamente susceptibles (normoyentes o con hipoacusias

leves antes del tratamiento).

2.5.2.Mutación T7510C en el gen del tRNA-Ser(UCN).

La mutación T7510C en el gen del tRNA-Ser(UCN) mitocondrial fue descubierta por el

equipo del Dr. Robert F. Mueller (Leeds, Reino Unido) al estudiar una familia con 9

afectados en tres generaciones y un inequívoco patrón de herencia materna, con pene-

trancia casi completa. La hipoacusia era neurosensorial, no sindrómica y asimétrica, es

decir, con distinto grado de afectación en los dos oídos. Además se observó variabilidad

en el grado de afectación entre los diversos pacientes de la familia. El examen de la

secuencia del mtDNAreveló la presencia de otra mutación, A4336G en el tRNA-Gln.

Esta mutación se halla en el 1% de la población caucásica y se ha encontrado en pacien-

tes con enfermedad de Parkinson o enfermedad de Alzheimer, pero queda por elucidar si

desempeña algún papel causal en estas patologías. Los descubridores de la mutación

T7510C postulan que la mutación A4336G podría ser responsable de la alta penetrancia

de T7510C en la familia estudiada.

En nuestro laboratorio hemos encontrado otra familia con la mutación T7510C que, por

lo que sabemos, sería la segunda familia en todo el mundo con esta mutación. La fami-



lia contiene  22 afectados vivos, repartidos en tres generaciones. El patrón de herencia

es materno, con penetrancia casi completa. Hemos comprobado la presencia de la muta-

ción en 21 individuos afectados. Ninguno de ellos portaba la mutación A4336G, lo que

pone en duda que desempeñe algún papel en la alta penetrancia de la mutación T7510C.

Al igual que en la familia previamente descrita, la hipoacusia era neurosensorial, no sin-

drómica y asimétrica, con diversos grados de afectación en los pacientes (manuscrito en

preparación).
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CAPITULO V

DIAGNÓSTICO DE OTRAS ENFERMEDADES SÍNDROME DE

X-FRÁGIL Y FIBROSIS QUÍSTICA (MUCOVISCIDOSIS )

1. SÍNDROME DEL  CROMOSOMA X-FRÁGIL

1.1. Introducción.

El síndrome deLcrosomoma X frágil (SXF) es la causa más común de retraso mental

hereditario, con una prevalencia de 1/4000 en varones y 1/8000 en mujeres.

Los pacientes con SXF presentan un retraso mental de moderado a intenso en varones

(IQ< 70), asociado a otras alteraciones cognitivas y de conducta (hiperactividad, trastor-

no de atención, lenguaje repetitivo, y otros). A este fenotipo se asocian ciertos rasgos

físicos que resultan más evidentes en los individuos  adultos: orejas y frente grandes,

laxitud en las articulaciones y, en varones, macroorquidismo.

El SFX es una enfermedad ligada al cromosoma X, dominante, con penetrancia incom-

pleta, siendo la penetrancia dependiente de la posición del individuo en el árbol familiar

(Paradoja de Sherman). Esto significa que la enfermedad es más frecuente y más grave

en los varones que en las mujeres, y que los individuos de las generaciones posteriores

tienen mayor riesgo de afectación.

En 1991 se identificó el gen responsable de la enfermedad, FMR-1 (Fragile mental retar-

dation), en la región cromosómica Xq27.3, y la alteración molecular que causa la enfer-

medad. Dicha alteración es una mutación dinámica que consiste en la expansión anóma-

la de un trinucleótido repetitivo (CGG) situado en el primer exón del gen, no codificante.

Dependiendo del grado de expansión del trinucleótido se diferencian tres tipos de alelos:

normales (con menos de 50 repeticiones), premutados (con 50-200 repeticiones) y muta-

dos (con más de 200 repeticiones). Los estudios genéticos han permitido comprender el

complejo patrón de herencia de la enfermedad y han explicado los efectos de la mutación

sobre la funcionalidad del gen.

Los conocimientos genéticos han posibilitado el diagnóstico molecular de la enfermedad

que permite, en primer lugar, un diagnóstico certero del retraso mental, en varones y

mujeres, y en segundo lugar, la detección de los individuos portadores asintomáticos que

pueden  transmitir la enfermedad  y la estimación del riesgo que tiene cada portador de

tener hijos afectados, que es función del tamaño de la amplificación del trinucleótido. El
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test genético aunque no es simple, es totalmente fiable y, también, se puede realizar duran-

te el periodo prenatal, después de la 13-14 semana de gestación. Algunos  colectivos soli-

citan y aconsejan el desarrollo de programas de detección molecular de la enfermedad.

1.2. Apor taciones.

Hasta el momento, en el laboratorio, hemos realizado mas de novecientos estudios mole-

culares de X-Frágil en pacientes con retraso mental y/o con trastornos cognitivos y cerca

del 9% de los casos han sido positivos. En las familias afectadas se han identificado más

de 150 portadores, la mayoría mujeres. Las demanda de diagnóstico prenatal no es fre-

cuente, hasta el momento solo hemos realizado  una decena de diagnósticos prenatales. 

2. FIBROSIS QUÍSTICA  (MUCOVISCIDOSIS)

2.1. Introducción.

La mucoviscidosis o fibrosis quística (FQ) es una enfermedad hereditaria multisistémi-

ca que afecta a niños y adultos. Constituye el rasgo recesivo con peligro para la vida más

frecuente en la población de ascendencia europea, y su incidencia en nuestra población

es de 1/2500 nacimientos. Esto, y debido a su patrón de herencia, autosómico recesivo,

implica que uno de cada 20-25 individuos es portador asintomático de dicha patología.

El mecanismo patogénico predominante de la FQ es la disfunción de las glándulas de

secreción exocrinas de todo el organismo, existiendo un transporte iónico anómalo entre

las superficies epiteliales, lo que provoca una deshidratación de las secreciones, princi-

palmente en pulmón, páncreas e hígado, y estas secreciones anormalmente viscosas dan

lugar a una amplia variedad de manifestaciones y complicaciones. Así, el fenotipo FQ es

muy variable y complejo, y se caracteriza principalmente por:

- Obstrucción e infección crónica del tracto respiratorio.

- Insuficiencia pancreática exocrina y sus consecuencias nutricionales (malabsorción,

malnutri-ción).

- Elevada concentración de electrolitos en sudor.

Otros trastornos asociados a esta patología son: íleo meconial, poliposis nasal, pansinu-

sitis, prolapso rectal, hiperglucemia insulinodependiente no cetósica y cirrosis biliar. Es

importante también la relación de la FQ con determinados tipos de esterilidad en varo-

nes, y en concreto con la causada por agenesia congénita uni- o bilateral de vasos defe-

rentes. Por tanto, la FQ participa en el diagnóstico diferencial de numerosos trastornos

tanto pediátricos como de jóvenes y adultos.



La FQ es una enfermedad monogénica que se hereda de forma autosómica recesiva, es

decir, está producida por alteraciones en un único gen, situado en el brazo largo del cro-

mosoma 7, pero los dos alelos de éste deben ser anómalos para que el individuo sea afec-

to. Los portadores son asintomáticos y tienen un alelo normal y uno mutante para este

gen. La probabilidad de una pareja de portadores de tener un hijo afecto es del 25% en

cada embarazo.

Durante la década de los 80, diferentes estudios genéticos realizados en familias afectas

de FQ demostraron asociación (una segregación común) entre la enfermedad y marca-

dores genéticos polimórficos del brazo largo del cromosoma 7, y en 1989 se identificó

el gen responsable de la FQ. Dicho gen codifica una proteína denominada CFTR (Cystic

Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) que constituye un canal de cloro acti-

vado por AMP cíclico. Desde entonces se han descrito más de 800 mutaciones en este

gen capaces de producir la enfermedad. La más frecuente es la denominada _F508, que

consiste en la deleción de un codón en el exón 10 del gen CFTR que codifica una feni-

lalanina en posición 508 de la proteína.

Diversos estudios realizados en la población española muestran una cantidad amplia de

mutaciones pero algunas de ellas presentan una apreciable frecuencia. Así, por ejemplo,

la mutación _F508 es la más frecuente (53%), seguida por la mutación G542X (8.5%),

y otras 8 ó 9 con frecuencias superiores al 1%. Para algunas de estas mutaciones ha sido

posible establecer una razonable correlación genotipo-fenotipo, considerándose, por

ejemplo, que la mutación _F508 provoca un fenotipo más agresivo que otras.

2.2. Apor taciones.

El diagnóstico molecular directo se basa en el despistaje de las mutaciones más fre-

cuentes en nuestra población en individuos afectos de FQ. Considerando su frecuencia,

el estudio de 12 mutaciones en el gen CFTR permite detectar aproximadamente el 70%

de genes anómalos y, en consecuencia, se podría caracterizar casi el 50% de los indivi-

duos (identificar las dos mutaciones).

En cambio, el diagnóstico familiar se puede realizar por ligamiento genético: la existen-

cia de marcadores polimórficos en el gen CFTR permite el diagnóstico genético indi-

recto mediante la identificación de los haplotipos parentales que aparecen en el indivi-

duo afecto. Así, aunque no se identifique la mutación, sí se demuestra cuál es el haplo-

tipo que la porta. Este tipo de análisis requiere el estudio al menos del núcleo familiar

(afecto y padres).
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Por último, el consejo genético: una vez identificadas las mutaciones, o los haplotipos

portadores, en un individuo afecto, es posible extender el estudio a otros familiares direc-

tos con el fin de establecer su riesgo real de ser portadores de la enfermedad. Asimismo,

en el caso de nuevos embarazos, es posible el diagnóstico prenatal del feto.

Dada la frecuencia de la mutación _F508, un estudio familiar típico se inicia con el aná-

lisis  de esta mutación y el establecimiento de los haplotipos para 3 marcadores poli-

mórficos intragénicos del gen CFTR.

En total han sido estudiados en nuestra Unidad 981 individuos, de los que 257 eran afec-

tos, repartidos en 294 familias.
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PATOLOGÍAS

FAMILIAS
ESTUDIADAS

INDIVIDUOS
ESTUDIADOS

PACIENTES CON
DIAGNÓSTICO
MOLECULAR
CONFIRMADO

Poliquistosis renal 168 1390 633

Atrofia muscular espinal 276 1091 215

Neurofibromatosis tipo I 205 858 308

Hipoacusias

neurosensoriales
472 2752 503

Síndrome X frágil 972 1620

102 varones afectados

150 hembras 

portadoras

Fibrosis quística 294 981 257

APÉNDICE I : RESUMEN DE PACIENTES ESTUDIADOS
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