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De paternidad, susceptibilidad

y otras individualidades

UNA AYUDA PARA APRENDER DIAGNOSTICO
GENETICO Y MEDICINA MOLECULAR

En esta entrega presentamos un laboratorio virtual de acceso libre que, aunque ya veterano, se ha actualizado
y ampliado este ario con nuevos tipos de experimentos enfocados al andlisis de varios polimorfismos genéticos.

Cada vez en mayor medida, las pruebas analiticas reali-
zadas sobre el material genético forman parte esencial
del diagnéstico de algunas enfermedades, de la valo-
racién de la propensién a otras o de su pronéstico (lo
que habitualmente se denomina “factores de riesgo”), asi
como de la eleccién de firmacos en funcién de su efica-
cia prevista para un individuo concreto (“medicina per-
sonalizada”y “medicina de precisién”). La importancia
de iniciar a los estudiantes en este tipo de pruebas como
parte de su formacién es, pues, indudable. Sin embargo,
a menudo las oportunidades de abordarlas en un labora-
torio docente resultan escasas.

Queremos en este articulo presentar una aproximacién
que podrd utilizarse para que los alumnos se familiaricen
con estos abordajes y con las técnicas de laboratorio im-
plicadas, mds alld de una descripcién tedrica; antes bien,
a través de la realizacién de pricticas virtuales pero rea-
listas, que permiten un disefio flexible del experimento y
proporcionan un resultado en consonancia con las ope-
raciones realizadas.

El laboratorio virtual “Cibertorio” es una aplicacién
disponible como pagina web'. Puede utilizarse sin mds
requisitos que un navegador de internet, tanto desde un
ordenador como empleando una tableta (el navegador
debe ser compatible con H7ML5 y tener activado el uso
de JavaScript). Se trata de un soffware de acceso libre y
gratuito, bajo licencia ovu cpr2.

En este laboratorio se pueden realizar experimentos con
muestras simuladas de DNA, tanto de referencia (con-
troles) como de pacientes (problemas). Dichas muestras
se pueden someter a tres técnicas de andlisis: digestién
con enzimas de restriccién, PCR y electroforesis.

Las muestras de DNA pueden someterse a una diges-
tién con enzimas de restriccién, disponiéndose en el ca-

Nota:

tilogo previo al laboratorio de 81 enzimas diferentes asi
como de una disolucién tampén 10x adecuada para el
desarrollo de la reaccién enzimitica de fragmentacién
del DNA en secuencias especificas. Una posterior sepa-
racién electroforética permitird no solo analizar la accién
de las enzimas, sino completar ensayos del tipo RFLP
(restriction fragment length polymorphism, polimorfismo
en la longitud de los fragmentos de restriccién).

1.a. Hemoglobina S, drepanocitosis, anemia de célu-
las falciformes

Para plantear un diagnéstico clinico mediante ensayo
de RFLP se dispone de muestras del gen de globina
beta silvestre (f*) y de su variante (3% responsable de
la drepanocitosis y la anemia de células falciformes. E1
grupo de muestras incluye como referencia dos de in-
dividuos homocigéticos B4,f* y B5,BS, junto con cua-
tro de pacientes cuyo genotipo debe averiguarse con
el ensayo.

1.b. Pruebas forenses

Por otro lado, puede hacerse un ensayo similar con un
contexto no clinico sino legal, forense o policial, con una
muestra de DNA obtenida de la escena de un delito y
cinco muestras de sospechosos.

También es posible plantear experimentos en los
que las muestras de DNA se utilizan en reacciones
de PCR. Se dispone de varias familias de oligonu-
cleétidos cebadores con secuencias especificas para
amplificar diversos alelos de los respectivos polimor-
fismos. Tras la reaccién de PCR gracias a una mezcla
adecuada de nucleétidos, polimerasa similar a Taq y
medio tamponado, se analizard el tamafio de los am-
plicones resultantes empleando la electroforesis. Es
posible realizar una PCR multiplex; es decir, ampli-
ficar cada muestra en un solo tubo simultineamente
con los cebadores de distintos marcadores. De nuevo,
planteamos algunos experimentos de enfoque clinico
y otros de interés diverso como aplicaciones préicticas
de la amplificacién.

Este articulo se ha publicado previamente con el titulo “Iniciacion al diagnéstico genético: una aproximacion a la medicina
molecular” en la revista RIECS 2 (1), 22-27, www.riecs.es ©2017 J. C. Diez y A. Herrdez, licencia CC-by.
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2.a. Diagnéstico genético de celiaquia

El diagnéstico y el pronéstico de la enfermedad celia-
ca son complejos pero incluyen como uno de los indi-
cios el analisis del genotipo en los genes HLA DQA1 'y
HILA DQBI. Se dispone en este laboratorio de cebado-
res que amplifican los alelos mds comunes de estos ge-
nes polimérficos (DQAI *01.01,703.01 y *05.01, DOBI
03.02 y *05.01) asi como de muestras de DNA de 6
pacientes para diagnosticar en ellos los haplotipos DQ2
y DQ8 asociados a la aparicién de celiaquia. Cada uno
de los amplicones posee un tamafio caracteristico que se
identificard, en su caso, en la electroforesis.

2.b. Polimorfismo CYP450 y respuesta
afarmacos

EDUCACION UNIVERSITARIA

aries) y cabra (Capra hircus). Las muestras de DNA pro-
porcionadas corresponden a 3 mezclas problema donde
laleche de cabra puede estar adulterada con oveja o vaca.
Se incluyen como referencia muestras puras de DNA de
las 3 especies.

2.d. Ensayo de paternidad

En este ensayo se trata de evaluar la posible paterni-
dad de varios candidatos, por comparacién de su DNA
con los del bebé y la madre. Para ilustrar este ejem-
plo de pruebas de identidad genética se hace uso de
6 marcadores STR polimérficos, subconjunto de los
incluidos en CODIS (base de datos empleada por el

Es bien conocido el papel de la familia de
enzimas citocromo P450 en el metabo-

lismo de numerosos firmacos y de xeno-
biéticos, asi como la diferente eficacia de
tales fairmacos dependiendo de las formas

ES POSIBLE plantear experimentos en los que las muestras
de DNA se utilizan en reacciones de PCR. Se dispone de varias
familias de oligonucledtidos cebadores con secuencias para
amplificar diversos alelos de los respectivos polimorfismos.

polimérficas de estas enzimas que presen-
ta cada individuo. El laboratorio ofrece un
grupo de muestras de DNA correspon-
diente al gen CYP2C9 de 6 pacientes, junto con cebado-
res de PCR para amplificar los principales alelos de este
gen polimérfico (CYP2C9 *2,73,%4,*5 y *6).

2.c. Analisis de adulteracién en productos lacteos

La mezcla de leche de distintas especies puede detectar-
se también empleando ensayos de PCR que aprovechan
secuencias unicas de cada especie. Otro de los experi-
mentos que se pueden disefiar en este laboratorio apro-
vecha, pues, cebadores PCR especificos para secuencias
del DNA mitocondrial de vaca (Bos taurus), oveja (Ovis
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FBI), y un marcador AMEL adicional como control
ligado al sexo. Tras realizar la PCR multiplex con los
7 marcadores se comparan los perfiles de bandas en el
gel de electroforesis para averiguar quién de entre los
presuntos progenitores puede ser el padre.

3. ELECTROFORESIS EN GEL

A partir de las mezclas resultantes de la reaccién del
DNA, bien con enzimas de restriccién o bien mediante
PCR, el laboratorio simula la separacién electroforética
en gel. Se dispone de geles (de agarosa y poliacrila- >
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»>>> mida) con dos porosidades o grados de reticulacién
diferentes. L.as muestras se detectan simulando su tincién
con un compuesto intercalante fluorescente, del tipo del
bromuro de etidio, que se observa bajo luz

activos, con un catdlogo en linea, la descripcién de los
productos y del instrumental y un formulario de pedido
para la compra de los reactivos. El usuario debera elegir

ultravioleta. El andlisis de la distribucién
de bandas y su comparacién con patrones
de tamafio (escalera de DNA) permite la
interpretacion del experimento y la ob-
tencién de conclusiones con respecto a las

EL VERDADERO VALOR del laboratorio virtual

estd en la posiblidad de diseiiar libremente los experimentos
dejando espacio para que el estudiante explore sus efectos.

muestras problema analizadas.

4. DESARROLLO DE UN EXPERIMENTO

Un experimento tipico consta de las etapas siguientes:

1. Obtencién de los reactivos necesarios: se presenta una
simulacién de compafiia proveedora de muestras y re-

" Cjbertorio™
s Mtegasar LAbOTatorio de cencciones ...
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Figura 1. Laboratorio de preparacion del experimento.

(1a) En la mitad izquierda se encuentran los reactivos y las muestras
de DNA. En la derecha, los tubos de ensayo en los que se han de
preparar las mezclas. La micropipeta de volumen variable se maneja
empleando el ratéon (el dedo o puntero en los dispositivos tactiles).
La reaccion, dependiendo del experimento elegido, consiste en una
digestion con enzimas de restriccion o en una amplificacion por PCR.
(1b) Incubacion de las mezclas de reaccioén, en este caso realizando

una PCR.
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Figura 1a

un grupo de muestras de DNA, dependiendo del tipo
de experimento que pretenda realizar; cabe mencionar
que las muestras problema se cambian en cada pedido. A
continuacién debe elegir las enzimas o cebadores, entre
aquellos compatibles con ese tipo de experimento.

2. Acceso al laboratorio, donde se dispon-
dré de las muestras y reactivos adquiridos
anteriormente, junto al material habitual:
tubos Eppendorf, micropipeta automatica,
incubador termostatizado o termociclador,
segun el caso (figura 1a).

3. Preparacién por el usuario de las mez-
clas de reaccion, segin su propio disefio
experimental. Se continda con una etapa
de incubacién en la que tendrd lugar la
fragmentacién por restriccién o bien la

amplificacién PCR (figura 15).

4. Paso al laboratorio de electroforesis (fi-
gura 2). Las muestras se transfieren auto-
midticamente desde el laboratorio anterior.
El usuario selecciona el tipo de gel, las
condiciones de la corriente eléctrica, carga
las muestras y da comienzo a la separacién.
Tras unos segundos se dispone del resul-
tado para poderlo analizar criticamente

(figuras 3 y 4).

Se ofrecen algunos guiones de trabajo
como ejemplo, en especial para aquellos
usuarios menos experimentados. Cada pro-

-

| CygnuslLab_PCtRonic™ Thermocycle_]

tesor podra disefiar para sus alumnos expe-

rimentos adaptados al programa docente de

[4

su asignatura en concreto. No obstante, el

-
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verdadero valor del laboratorio virtual estd
en la posibilidad de disefiar libremente los
experimentos, dejando espacio para que el
estudiante explore el efecto de alterar con-
diciones, cantidades, combinar las enzimas
o cebadores, analizar nuevas muestras... Tal

exploracién puede ser muy significativa para

le

figura 1b

una buena asimilacién de los conceptos
cientificos de diagnéstico y metodolégicos
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Figura 2. Laboratorio de electroforesis.
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Un pulsador permite cargar las muestras en
los pocillos del gel. Los interruptores controlan
la luz ultravioleta (transiluminador acoplado a
la cubeta de electroforesis), la luz de la habi-
tacion (que debe apagarse para ver la emision
de fluorescencia) y la conexién de corriente
eléctrica a los electrodos de la cubeta.
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Figura 3. Resultados en el laboratorio de
electroforesis.

En este caso se ensayaron 6 pacientes para
el polimorfismo CYP450. Los resultados
muestran que sus genotipos son CYP2C9 *3,
5, *1, 2, 6, *2, por el andlisis de las bandas
que se observan por la “emision fluorescente”
del gel de electroforesis.
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Figura 4. Resultados en el laboratorio

de electroforesis

En este caso con la prueba de paternidad. A la
derecha se hainsertado la “fotografia” tomada
del gel usando la cdmara integrada en la cu-
beta (imagen que el experimentador puede
guardar). A partir del andlisis de las bandas
obtenidas se deduce que el unico posible
padre es el tercer candidato. (Orden de las
muestras, de izquierda a derecha: madre, hija,
varones 1, 2, 3y 4, patrones de tamafio).

3 X 4 3 4 7 B 0 WA

subyacentes y para entrenar las competencias de disefio
experimental, observacién y anlisis de resultados pro-
pias de un investigador.

Las limitaciones inherentes al uso de determinadas
muestras, técnicas e instrumentacién en un laborato-
rio docente no deberian impedir que los estudiantes
reciban una formacién completa y actualizada, en el
caso que nos ocupa respecto a los métodos de diag-
néstico molecular y genético. El uso de simulaciones
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puede llenar ese vacio formativo y es particularmente
conveniente que aquellas constituyan verdaderos la-
boratorios virtuales, donde el experimentador tenga
cierta libertad para disefiar el experimento, su realiza-
cién sea lo mis realista posible y los resultados obteni-
dos dependan de las operaciones realmente llevadas a
cabo por el usuario. Es decir, no estamos hablando de
animaciones o videos que siempre progresan del mis-
mo modo y donde el resultado siempre es el correcto
o esperado (aunque estos también tengan cierto valor
formativo).
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La herramienta presentada en este articulo permite la
inclusién de estas pricticas virtuales o practicas in sifico
en el curriculo y, con ello, introducir a los alumnos en
el conocimiento, esencial para su futuro profesional, de
algunos de los métodos modernos de analisis del ge-
noma, con aplicaciones diagnésticas asi como en otros
ambitos profesionales (pruebas de identidad, analisis de
alimentos...) Con su uso los estudiantes podrdn asimis-
mo conseguir en buena medida las mismas competen-
cias que en un “laboratorio himedo” convencional.

Bioquimica y Biologia Molecular.
Dep. de Biologia de Sistemas.
Universidad de Alcala.

AMEL: amelogenina.
CODIS: Combined DNA Index System, Sistemas de

Nota final:

Indice Combinado de DNA, la base nacional de Estados
Unidos con datos de perfiles genéticos, creada y mante-
nida por el FBIL.

PCR: polymerase chain reaction, reaccién en cadena de la
polimerasa.

RFLP: restriction fragment length polymorphism, polimor-
fismo en la longitud de fragmentos de restriccién.

STR: short tandem repeats, repeticiones cortas en tindem;
un tipo de marcador genético polimérfico.

1. «Cibertorio», laboratorio virtual de biologia molecular. Disponible
en linea: http://biomodel.uah.es/lab/cibertorio/ (acceso en 5 julio
2017).

2. Licencia Publica GNU (GNU Public License). Disponible
en linea: https://www.gnu.org/copyleft/gpl.html Descripcién en
https://es.wikipedia.org/wiki/GNU_General_Public_License
(acceso en 5 julio 2017).

Agradecemos el apoyo y las aportaciones de nuestra compafiera Ana Isabel Garcia Pérez, quien durante afios ha uti-
lizado de forma entusiasta este laboratorio con sus alumnos y, por ello, aporté a menudo ideas para mejorarlo.
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