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Abstract

Small amounts of DNA circulate in both healthy and diseased human plasma/serum, and increased

concentrations of DNA are present in the plasma of cancer patients. Characteristics of tumor DNA
have been found in genetic material extracted from the plasma of cancer patients. These features include decreased
strand stability, the presence of specific oncogene or tumor suppressor gene mutations, microsatellite alterations,
Ig rearrangements and hypermethylation of several genes. The results obtained in many different cancers have opened
a new research area indicating that plasma DNA might eventually be a suitable target for the development of non-
invasive diagnostic, prognostic and follow-up tests for cancer. Following the discovery of tumor derived DNA in plasma
or serum, cell-free fetal DNA has also been found in maternal plasma and serum. This discovery provides an easily
accessible source of fetal genetic material for prenatal diagnosis.

Circulating DNA is linked to several kinds
of disease

The interest in circulating DNA began in the seventies
with the discovery of DNA in the serum of patients with
Systemic Lupus Erythematosus (SLE)*2. Further work
showed that DNA was not only found in the plasma of
patients with SLE, but was also present in patients with
rheumatoid arthritis, glomerulonephritis, pancreatitis,
cholelithiasis, inflammatory bowel disease, peptic ulcer
disease, hepatitis and oesophagitis?.

DNA is found in increased amounts in
plasma/serum DNA of cancer patients

Leon and colleagues® found that cancer patients tended
to have even higher levels of circulating DNA than those
with non-malignant diseases. Significantly greater amounts
of DNA were found in the serum of patients with
metastases compared to localized disease. Furthermore,
DNA levels decreased by up to 90% following radiotherapy,
especially in lymphoma, lung, ovary, uterus and cervical
tumors. In contrast, persistently high or increasing DNA
levels were associated with a lack of response to treatment.

Working with various malignancies (leukemia,
lymphoma, lung, breast and gastrointestinal tumors) and
after having extracted and purified the DNA from the
plasma, it was found that detectable amounts of
circulating DNA were found only in patients with advanced
malignancies bearing a large tumor cell burden (see
review 4).

Further work by researchers working with lung cancer
patients found a correlation between circulating levels of
DNA and prognosis (see 4).

Tumor DNA in the plasma/serum of cancer
patients: biophysical properties

In the results showing increased levels of plasma DNA
in cancer patients was not determined if the circulating
DNA was released from activated lymphocytes reacting
towards the disease as some data from SLE studies might
suggest* or from the tumor cells themselves. In 1989 it
was shown that this plasma DNA from cancer patients
shared some biophysical properties (decreased strand
stability) common to DNA of cancer cells and hence was
of tumoral origin®. This approach was interesting but it
required microgram amounts of DNA. Luckily PCR
techniques became available allowing oncogene mutation
detection in minute quantities.

Plasma DNA N-RAS mutations and rearranged
Ig heavy chain DNA in hematological
malignancies

The first mutational analyses performed on plasma DNA
concentrated on the K-RAS and N-RAS oncogenes (see
4,6,7).

N-RAS mutations have been found in DNA extracted
from the bone marrow of patients with myelodysplastic
syndrome and acute myelogenous leukemia (AML).
These alterations have been also found in the plasma,
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leukocytes and bone marrow of such patients (see 4).
In-patients with N-RAS alterations, mutant DNA was
always present in plasma DNA, though sometimes absent
in the DNA of peripheral blood cells or bone marrow.
This indicates that a single bone marrow biopsy or
aspiration does not necessarily contain all the malignant
clones involved in the disease.

Follow-up of hematological malignancies by analysis
of markers in circulating DNA.

The second work on hematological disorders was done
on B-cell malignancies where rearranged Ig heavy chain
DNA was detected in plasma or serum samples of
patients (see4, 6). Tumor derived clonal CDRIII DNA was
found in serum or plasma in 47% of 110 patients with
non-Hodgkin's lymphoma or acute B-precursor lympho-
blastic leukemia. Follow-up showed a close correlation
between persisting tumor derived plasma/serum DNA and
resistant disease or early relapse.

K-RAS mutations in circulating DNA of
colorectal cancer patients

To our knowledge seven publications (see 4, 6,7) report
the presence of K-RAS mutations in the circulating DNA
corresponding to the mutation found in the tumor. In one
of these studies, the authors have been able to follow-
up a number of patients after surgery’. Post op., K-RAS
mutations were found in the serum of five patients, two
of which developed a relapse. The plasma mutation
detection predated the clinical recurrence by 1 year in
one case.

K-RAS mutations in circulating DNA of
pancreatic cancer patients

The K-RAS gene is mutated in approximately 90% of
pancreatic adenocarcinomas, suggesting that a
comprehensive analysis of many genes would be
unnecessary to detect the majority of cases. Five studies
have therefore concentrated on detecting this gene in
pancreatic cancer (see 4,6).

In a study*®, plasma DNA was isolated from 21
pancreatic cancer patients and K-RAS alterations was
detected in the plasma of 17 patients (81%). In cases in
which both plasma and pancreatic tissue were available,
DNA mutations were similar in corresponding plasma and
tissue samples. Plasma DNA alterations were found 5-
14 months before clinical diagnosis in four patients who
had been diagnosed as suffering from pancreatitis
showing again that circulating tumor DNA may be an
early event in oncogenesis. Mutant DNA was not found
in the plasma of three patients with chronic pancreatitis
who did not develop a carcinoma.
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A follow-up study of patients with pancreatic
adenocarcinoma also resulted in plasma DNA alterations
being detected in a high proportion of cases in which a
K-RAS mutation was found in tumor tissue*t. Treatment
resulted in disappearance of K-RAS gene mutations in
plasma DNA in six of nine (67%) patients. Three patients
with a persistently positive K-RAS gene mutation in pre-
and post-treatment plasma samples showed early
recurrence or a progressive disease.

Microsatellite alterations in circulating DNA
of cancer patients

All tumors, however, do not have high mutation rates on
easily testable hot spots. This is the reason why several
groups looked for microsatellite alterations in the plasma/
serum DNA of cancer patients. Microsatellite DNA is
composed of simple repeats of unknown function. It is
unstable in cancer cells and subject to alterations, which
appear as new alleles, allele expansion or loss of
heterozygocity (LOH). Microsatellite DNA alterations are
part of neoplastic progression and they may serve as
clonal markers.

We initiated a study to detect microsatellite alterations
in paired samples of plasma and tumor DNA from patients
with small cell lung carcinoma compared to the same
repeat sequences of normal cells from the same patients.
A microsatellite alteration was present in 16/21 (76%)
SCLC tumors and in 15 out of 21 (71%) corresponding
plasma samples®.

Microsatellite alterations were also found in the
circulating DNA of head and neck cancer patients®. In
this study, positive serum samples seemed to be related
to patients with advanced disease, suggesting they may
prove useful as prognostic factors.

Microsatellite alterations have also been detected in
the circulating DNA of patients suffering from a variety of
malignancies: non-small cell lung (see 4,6), renal*s,
bladder®, breast'®, HNPCC and sporadic colon*!, ovarian
cancers?? and melanoma*®.

Other approaches to cancer detection or
follow-up through circulating DNA

Other cancer related markers have been reported in the
circulating DNA of cancer patients such as EBV
sequences (see 4,6,13) and promoter hypermethylation
of several genes particularly p16 (see 4,6,14). It is known
that p16 mutations are rare but promoter hypermethy-
lation resulting in gene inactivation are found to be
common in a variety of different primary tumors. New
markers are available since multiple genes are now known
to be somatically silenced by promoter hypermethylation.
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Twenty two patients with non-small cell lung cancer were
tested, searching for promoter hypermethylation of the
tumor suppressor gene pl6, the putative metastasis
suppressor gene death-associated protein kinase, the
detoxification gene glutathione S-transferase P1, and the
DNA repair gene O6-methylguanine-DNA-methyltrans-
ferase. Aberrant methylation of at least one of these
genes was detected in 15 of 22 (68%) NSCLC tumors
but not in any paired normal lung tissue. In these primary
tumors with methylation, 11 of 15 (73%) samples also
had abnormal methylated DNA in the matched serum
samples. Similarly, in the study of liver cancer®, p16
methylation was found in the plasma/serum samples of
81% (13/16) of patients presenting p16 methylation in
their tumor. Hypermethylation of p16 was also reported
in tumor and plasma DNA of a series of breast® and
head and neck patients®.

Medical implications of circulating DNA for
Oncology

The data about this novel approach for cancer detection,
prognosis and follow-up, are still preliminary from the
clinical point of view. What are the implications of plasma
DNA for clinical medicine? Firstly, the possibility of non-
invasive plasma DNA test for cancer diagnosis is
challenging. Secondly, the association between mutant
plasma DNA and tumor stage, the presence of residual
disease and outcome suggests that it might potentially
serve as a prognostic marker in the absence of clinically
detectable metastases. Follow-up tests might be valuable
in assessing response to therapy, identifying residual
disease and recurrence at an asymptomatic and early
stage.

Implications in prenatal diagnosis

Following the discovery of tumor derived DNA in plasma
or serum, cell-free fetal DNA has been also been found
in maternal plasma and serum?®. This discovery opens
up a new field of investigation and provides an easily
accessible source of fetal genetic material for prenatal
diagnosis. Prenatal diagnostic applications of fetal DNA
in maternal plasma include the investigation of sex-linked
disorders and fetal rhesus D status determination. The
prenatal diagnosis of fetal rhesus D (RhD) status is useful
for the management of RhD-negative women with
partners heterozygous for the RHD gene. Conventional
methods for prenatal fetal RhD status determination
involve invasive procedures such as fetal blood sampling
and amniocentesis. The possibility of determining fetal
RhD status by analysis of maternal plasma or serum
DNA has recently been realized by three independent
groups of investigators (see 6).
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Moreover cell-free fetal DNA has been found to be
presentin much higher fractional concentrations than fetal
nucleated cells in maternal blood (see 6). The concen-
tration of fetal DNA increases throughout pregnancy, with
a sharp rise towards the end of gestation. Abnormally
high levels of cell-free DNA have been found in
pregnancies complicated by preeclampsia and preterm
labor, an observation that has potential diagnostic and
physio-pathologic implications (see 6).

This development represents an important step
towards the routine application of noninvasive fetal blood
group diagnosis in sensitized pregnancies and may
become a model for developing safer noninvasive
prenatal tests for other single-gene disorders. An example
of the possibilities offered by this new approach has
recently been shown by the detection in the maternal
plasma DNA of paternally inherited fetal aneuploidy’ or
of myotonic dystrophy?e.
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Introduccién

El actual conocimiento sobre la fisiologia y bioquimica
tiroidea comprende complejos mecanismos en los que
intervienen receptores nucleares y de membrana, protei-
nas estructurales, enzimas microsomales y transporta-
dores. Todas estas proteinas requieren de una normal
expresion de sus respectivos genes, es decir de una
transcripcién correcta y posterior traduccion de las
respectiva proteinas maduras para que puedan cumplir
su funcion. Mutaciones en los diferentes genes originan
una variada gama de enfermedades genéticas tiroideas,
tanto de naturaleza germinal como somatica, con hiper
o hipofuncién tiroidea. Los bocios congénitos, el
hipotiroidismo congénito, el hipertiroidismo no autoinmu-
ne por adenoma o hiperplasia tiroidea téxica, la
resistencia a TSH o a T3 y el sindrome de Pendred,
son ejemplos de patologia tiroidea donde el componente
genético y sus respectivas mutaciones fueron descriptas
en la Gltima década.

Bases moleculares de la biosintesis de
hormonas tiroideas

La biosintesis de hormonas tiroideas se realiza en la
interfase célula-coloides, en la membrana apical de la
célula tiroidea, sobre una proteina estructural que es la
tiroglobulina (TG) (Fig. 1)!. Las tres etapas de la
organificacion del yoduro: oxidacién del yoduro, su
incorporacion a los residuos tirosilicos de la TG y
finalmente el acoplamiento de las monoyodotirosinas y
las diyodotirosinas para formar T3 y T4 son catalizadas
por una misma enzima microsomal: la tiroperoxidasa
(TPO) y en presencia de una fuente de H202.

El yoduro ingresa al citoplasma celular a través del
transportador Na+/I- Symporter? ubicado en la
membrana basolateral del tirocito y, un segundo
transportador en la membrana apical, la pendrina®, lleva
al yoduro hacia la interfase célula/coloides donde la TPO
lo organifica. El gen del Na+/l- symporter fue mapeado
en el cromosoma 19 y consiste en 15 exones que

codifican una proteina de 643 aminoacidos. El gen de la
Pendrina se localiza en el cromosoma 7¢22-31.1
comprende 21 exones que codifican una proteina de
780 aminoacidos y tiene 11 dominios de transmembrana.

La tirotrofina (TSH) controla la funcién y el crecimiento
de la tiroides por regulacién de los niveles intracelulares
de AMPc por via de su unién con el receptor de TSH en
la superficie celular. El receptor de TSH es una cadena
glicoproteica de 744 aminoécidos, ubicado en la
membrana basolateral de la célula tiroidea, es un
miembro de una superfamilia de receptores acoplados a
la proteina G. El gen del receptor de TSH se encuentra
localizado en el cromosoma 14. Su tamafio es de
alrededor de 60 Kb, distribuidos en 10 exones.

La TSH se fija a su receptor y como resultado de esa
interaccion hormona - receptor se activa la adenilciclasa
gue genera el AMPc. La activacion de la cascada
adenilciclasa - AMPc desencadena las modificaciones
intracelulares que dan lugar a las manifestaciones
relacionadas a la accion de la TSH sobre el funcio-
namiento y el crecimiento tiroideo. La proteina G es el
intermediario entre el receptor y la activacién de la
adenilciclasa y al igual que esta Ultima, se ubica en la
membrana basolateral del tirocito.

La activaciéon de la cascada adenilciclasa-AMPc
produce los efectos fisioldgicos conocidos de la TSH:
estimulacion de la captacion del yoduro por parte de la
célula tiroidea, la sintesis y la secrecién de las hormonas
tiroideas. El AMPc estimula la expresion de los genes
de TGy TPO (Fig. 1).

El gen de la TG humana esti ubicado en el brazo
largo del cromosoma 8 (8924.2-8¢24.3), posee 300 Kb
de longitud; la informacién para la sintesis de un ARNm
de 8.5 Kb esta contenida en 48 exones separados por
intrones de gran tamafo, que representan el 96 % de
las secuencias del gen*. El monémero estd compuesto
por un péptido sefal de 19 aminoacidos seguidos por un
polipéptido de 2.749 aminoacidos, incluidos 66 tirosinas
de las cuales 3 a 17 son iodinadas "in vivo". La TG es
una glicoproteina homodimérica de 660 kDa, sintetizada
y secretada por las células tiroideas a la luz del foliculo.
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El gen de la TPO humana se localiza en el cromosoma
2, contiene 17 exones, que representa 3.000 bases y el
gen consta de 150 kb®. La TPO es una glicoproteina de
933 aminocidos.

Membrana hasolateral

Na*/I' Symporter

TTE-L, TIE-2, PAXS
Gen de la TG Transcripcion | Gen de la TPO

v
ARNm
v
Traduccién

Membrana apical

Gen Blanco

Transcripcion

Fig. 1.— Biosintesis, regulacion y mecanismo de accion de las
hormonas tiroideas.

RXR: Retinoid X receptor, TR: Thyroid hormone receptor, TRE:
Thyroid hormone receptor regulatory element, TBP: TATA
binding protein, TF IIB: Transcription factor 11B.

unidades repetitivas 1-11-2 1-3 14 1516 17 1-8 1-91-10
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Organizacion estructural del gen de la TG

En los uUltimos dos afios se completdé la organizacion
estructural del gen de la TG humana por caracterizacion
de recombinantes, proveniente de dos genotecas
construidas en los vectores A Dash Il y A Charon 4A'y
por sondas de rt-PCR de la region central y 3' del gen
de tiroglobulina humano (3.053 a 8.451 bases). La region
estudiada fue a partir del exén 11, dltimo exén conocido
por secuenciacion. La evaluacion de los datos obtenidos
de los experimentos de Southern blot y secuenciacion
con el ADN de 27 clones ( 7 proveniente de la genoteca
A Charon 4Ay 20 de la A Dash Il) permiti6 estimar cuales
y cuantos exones incluia cada clon‘. Se establecié que
los 27 clones estudiados contienen 36 exones del 12 al
48. La secuenciacion determing el limite de los 48 exones
y las secuencias intronicas lindantes y de esta forma se
establecié la organizacion estructural del gen de la TG
humana. Los sitios hormonogenéticos aceptores fueron
establecidos en los exones 2 (aminoacido: 5), 18 (ami-
noacido: 1291), 44 (aminoécido: 2554), 45 (aminoécido:
2568) y 48 (aminoéacido: 2747) (Fig. 2). Gran parte de la
proteina esta organizado en 19 repetitivos agrupados
en 3 dominios diferentes, repetitivos de tipo 1, tipo 2 y
tipo 3 [figura 2], la region carboxilo terminal, no presenta
zonas de homologia interna y tiene caracteristicas
constitutivas diferentes a la region amino-terminal, lo que
sugiere distintos origenes evolutivos de las dos regiones.
Los 11 elementos de tipo 1 se localizan entre las posi-
ciones 12y 1.191 y entre 1.492 y 1.546. El tipo 2 esta
compuesto de 3 elementos localizados entre los
aminoacidos 1.437 y 1.484 y el tipo 3 comprende cinco
(3a y 3b) elementos entre los residuos 1.584 y 2.168.
Esta organizacion proteica repetitiva hace a la TG un
ejemplo de evolucion génica por eventos de duplicacion
intragénica y de fusién.

2,,5111 3a1 3b-1 3a-2 3b-2 3a-3

exones 123/ 4 s 6|7 8 9 10

Error de splicing
Transversion C—>G
Intron 3 posicion -3

Codén de stop
Transicion C—'T
Exon7 arginina 277

5—»3

11 12131415 16 17 18 19 20 2122

yr yrotyr yr
23 242526 27282930 31 3233343536 37 38 39 40 41 42 43 44 4546 47 48

1.0 Kb

Codén de stop
‘Tramsicion C—T

Error de splicing

‘Transversion G—>T

Exon 22 arginina 1511 Intron 30 posicién +1

Fig. 2.— Organizacion exénica del gen de la TG humana y su corelacién con las unidades repetitivas de tipo 1, 2y 3.
Los sitios hormonogenéticos (tyr) y las mutaciones identificadas son indicadas.
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Dos probables mecanismos de control de la hormo-
nogénesis tiroidea fueron identificados en la mitad N-
terminal de la sequencia. El primero sugiere que un
receptor enddgeno apical interactua con las TG
inmaduras secretadas y previene su prematura trans-
ferencia lisosomal y consecuente degradacion. En
segundo lugar los 11 elementos de tipo 1 regularian la
degradacion de la TG madura por una selectiva y
reversible inibicion de las proteasas lisosomales.

Genética molecular del hipotiroidismo
neonatal

La prevalencia de hipotiroidismo neonatal en general es
de 1/4.000 (de 1/2000 a 1/8.000)!. Dentro del hipoti-
roidismo varias entidades poseen caracteristicas propias
con desordenes bioquimicos y clinicos muy heteroge-
neos. El hipotiroidismo congénito puede ser clasificado
0 asociados en dos grupos bien definidos: 1. hipo-
tiroidismo neonatal sin bocio y 2. hipotiroidismo neonatal
con bocio. El grupo sin bocio es debido a agenesia de la
gandula tiroides (atireosis), disgenesias (glandula
ectopica) o a una glandula tiroides hipoplasica. En gran
parte de los casos la etiologia es desconocida, en algunos
pacientes el hipotiroidismo congénito esté asociado con
mutaciones en los genes responsables en el desarrollo
de las células foliculares tiroideas: genes de receptor de
TSHS, TTF-17, TTF-28 y PAX-8°.

La presencia de bocio congénito usualmente resulta
de un numero de anormalidades relacionadas a los
componentes proteicos de la hormonogénesis tiroidea.
Mutaciones en los genes del Na+/I- Symporter?,
pendrinas, TG11213y TPOS, originan un amplio espectro
de bocio congénito hipotiroideo trasmitidos en forma
autosémica recesiva.

Los defectos de la produccion de TG (fIG. 2) y TPO
comprende un cuadro clinico con bocio e hipotiroidismo
y distintos grados de cretinismo. La integridad de la
estructura de la TG como proteina es esencial para la
adecuada sintesis de las hormonas tiroideas y como
consecuencia permite el normal desarrollo neurolégico
en los primeros afos de vida.

La primera mutacion en el gen de la TG identificada,
correspondio a una delecion del exén 4 en el transcripto
mayor de la TG, debido a una transversioén citosina a
guanina en la posicién -3 en el sitio aceptor de splicing
del intrén 3. Luego, en dos individuos con bocio y
marcada falla en la sintesis de TG se identificé una
transicidn citosina a timina creando un codén de
terminacién prematuro en la posicién 1511, La mutacion
es removida por acumulacién preferencial de un
mensajero con 171 nucleotidos delecionados corres-
pondientes al exdn 22. Estudios posteriores de ligamiento
indican que esta familia ademas de la mutacion sin
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sentido caracterizada posee 1 o0 2 mutaciones adicionales
en el gen de TG que determinan un genotipo hetero-
cigota compuesto en los dos individuos estudiado y en
otro integrante de la familia (sobrino) con bocio congénito
y falta del codén de stop en la posicion 1511. Un error
de splicing fue observado en un bocio congénito con
una delecion de 138 nucle6tidos del ARN mensajero
correspondientes al ex6n 30 (12), en este caso una
transversion guanina - timina en el sitio +1 5'de splicing
(GT-TT) es la causante de la eliminacion del exon 30.

Recientemente, van de Graaf y col*®. identificaron
una transicion citosina a timina en la posicion nucleotidica
886 en el exon 7, creando un coddn de stop en reemplazo
del aminoé&cido arginina 277, en tres hermanos con bocio
y moderado grado de hipotiroidismo.

Otros estudios indican que sustituciones de cisteinas
(C1245R y C1977S en los exones 17 y 33, respectiva-
mente) causa una anormal estructura tridimensional de
la TG y un consecuente defecto en el transporte intra-
celular.

Se han informado distintas mutaciones en el gen de
la TPO cosegregando con bocio e hipotiroidismo. La
amplificaciéon por PCR de 4 segmentos de ADNc
obtenidos por transcripcion reversa del ARNm de TPO,
permitié identificar la primera mutacion en el gen,
correspondiente a una delecion de 124 pb en la regién
comprendida entre los nucle6tidos 1000-1550°. La
secuenciacién demostré que la delecion corresponde a
los primeros 124 bases del exén 9 (bases 1379-1502).
La lectura de la secuencia del ADNc de la TPO corriente
arriba a la delecion (a 152 pb) identificé una insercién de
4 bases en la posicion 1227 en el exén 8 debido a la
duplicacion del tetranucledtido GGCC. La duplicacion
origina un coddn de stop que es eliminado por el splicing
alternativo corrector del marco de lectura, pero fun-
cionalmente la TPO es inactiva por pérdida de la histidina
distal a la cual esta unida el grupo hemo.
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Los avances en el conocimiento del genoma humano
estan detectando la base molecular de centenares de
enfermedades genéticas monogénicas, en forma de
mutaciones puntuales, deleciones, amplificaciones de
tripletes, etc. Este conocimiento se esté aplicando en
forma de pruebas genéticas (analisis de ADN) en el
diagnostico de esas afecciones (al 25 de septiembre de
2000, la base de datos de Genetests registraba 774
enfermedades diagnosticables por andlisis del ADN).
Estas pruebas genéticas pueden aplicarse a: a) individuos
sintomaticos, para confirmacién diagnostica; b) embara-
Z0s en riesgo genético para alguna de estas enferme-
dades (diagndstico fetal); y c) individuos asintomaticos,
pero cuya historia familiar los pone en riesgo de desa-
rrollar una enfermedad genética en el futuro (diagndstico
presintomatico).

Por otra parte, se estan detectando mutaciones
génicas que otorgan una susceptibilidad individual o
predisposicién para contraer alguna enfermedad comuin
del adulto de origen multifactorial, como los canceres de
mama, de préstata o de colon, la arteriosclerosis coro-
naria, la hipertensién arterial, la epilepsia, la diabetes y
muchas otras. Esta lista estd aumentando a diario, a
medida que van realizandose investigaciones genéticas
en poblaciones especiales, como parte del proyecto del
genoma humano. Dado lo reciente de estos desarrollos
y la escasez de datos fidedignos sobre validez y utilidad
clinicas de las pruebas de predisposicién, aun no existen
normas o lineamientos clinicos adecuados para su
aplicacion. Su introduccién prematura en el mercado
genera problemas médicos y éticos de gran magnitud.

En esta presentacion analizaré algunos aspectos
relacionados con las principales aplicaciones “predictivas”
de las pruebas genéticas, es decir cuando se aplican a
personas sanas o cuando se desconoce el fenotipo, como
es el caso del diagndstico prenatal. Las pruebas genéticas
tienen ciertos atributos que definen criterios para analizar
sus posibles beneficios y riesgos en la practica. El primer
atributo es su validez analitica , es decir cudl es la
performance de la prueba en el laboratorio. Componentes
de la validez analitica de una prueba de ADN son su

sensibilidad (capacidad de detectar una mutacion si esta
presente), su especificidad (que la prueba sea negativa
cuando la mutacion esta ausente), su certeza (proba-
bilidad que el valor medido esté en un rango prede-
terminado) y su confiabilidad (probabilidad de obtener el
mismo resultado consistentemente). Si bien estos son
atributos propios de cada prueba, es obvio que ademas
importan las caracteristicas del laboratorio y sus técnicos.
Por ello es tan importante la acreditacién de labporatorios
gue efectdan andlisis de ADN y el control de calidad de
las pruebas.

Un segundo atributo de una prueba genética es su
validez clinica , es decir la certeza con la cual la prueba
de ADN diagnostica o predice el riesgo de una enfer-
medad en la practica clinica. La validez clinica de una
prueba incluye su sensibilidad clinica (probabilidad que
la prueba sea positiva en pacientes que tienen la
enfermedad), especificidad clinica (probabilidad que la
prueba sea negativa en pacientes sin la enfermedad),
valor predictivo positivo (probabilidad que las personas
con pruebas positivas desarrollen la enfermedad) y el
valor predictivo negativo (probabilidad que las personas
con resultados negativos no manifiesten la enfermedad).

El tercer atributo de una prueba genética es su
utilidad clinica , es decir qué manera el resultado incide
en la salud y bienestar de las personas. La utilidad clinica
de una prueba genética incluye, pero no se limita a,
posibilitar intervenciones médicas para prevenir, mejorar
o curar la enfermedad. La informacion que brinda también
puede servir en la planificacion reproductiva para evitar
hijos afectados, para reducir la ansiedad por incerti-
dumbre o para evitar controles médicos innecesarios.
Sin embargo, la informacién genética no es inocua, y
pueden ocasionar perjuicios tales como dafos psico-
l6gicos, estigmatizacién y discriminacion en seguros de
salud y en el empleo. Entre los diferentes factores que
afectan la utilidad clinica de las pruebas genéticas se
cuentan: a) cuan penetrante es la mutacion, es decir
gué potente es la asociacion entre una mutacion
determinada y la enfermedad; b) las caracteristicas
propias de la enfermedad (severidad, frecuencia en la
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poblacién, estigmatizacion social); ¢) cudl es el objetivo
del andlisis (diagnéstico en un contexto clinico individual
o familiar, diagndstico prenatal, prediccién en una
persona sana, 0 screening poblacional); d) existencia o
no de prevencion o tratamiento de eficacia comprobada;
e) beneficios y perjuicios potenciales (médicos y
psicosociales); f) implicancias para la familia (conflictos
intra-familiares, "culpa del sobreviviente", etc); g)
consecuencias sociales (estigma, seguros, empleo, etc).

Lamentablemente, todavia son muy pocos los
ejemplos en que una prueba genética diagndstica o
predictiva va seguida de una intervencion médica de
eficacia comprobada para mejorar el curso natural de la
enfermedad. Un ejemplo es la adenomatosis poliposa
familiar, de herencia autosémica dominante, que produce
cancer de colon en los portadores de mutaciones en el
gen APC. En los pacientes asintomaticos en riesgo, la
prueba genética permite enfocar los métodos preventivos
y terapéuticos (colonoscopias seriadas, colectomia) sélo
en aquéllos que presentan la mutacién. El ejemplo
opuesto es la corea de Huntington, para la cual todavia
no existen medidas para contrarrestar el desarrollo
inexorable de la enfermedad. La utilidad clinica de la
prueba genética presintomatica de corea de Huntigton
es menor que la de adenomatosis poliposa familiar, pues
no va seguida de medidas médicas que beneficien al
paciente. Sin embargo, un paciente individual le puede
encontrar utilidad a la informacion sobre si posee la
mutacion, ya sea para planificar su vida, para evitar tener
hijos afectados, etc.

En el caso de mutaciones asociadas al desarrollo de
ciertas enfermedades multifactoriales, la situacién es mas
compleja, pues no se trata de genes deterministicos sino
gue solamente son predisponentes. En Gltima instancia,
la aparicion de la enfermedad en personas "predis-
puestas" genéticamente va a depender probablemente
mas de factores ambientales que de la predisposicion
genética. Ejemplos de este tipo son las mutaciones de
los genes BRCA1 y BRCA2 que aumentan el riesgo de
cancer de mama y ovario, y aquellas en genes de
reparacion del ADN que predisponen al cancer de colon
no poliposo. En la mayoria de los ejemplos conocidos la
penetrancia de estas mutaciones es relativamente baja
y su contribucién al total de la frecuencia de la
enfermedad es reducida. Ademas, en la mayoria de las
enfermedades multifactoriales complejas mencionadas,
los métodos de prevencion y tratamiento no dependen
todavia del conocimiento genémico. Mas alla de
posiciones simplistas y reduccionistas, y de las exage-
raciones de los medios periodisticos, el analisis de genes
predisponentes no tiene aun una utilidad clinica mani-
fiesta en enfermedades comunes del adulto.

La introduccién en el mercado de pruebas genéticas
de predisposicidn se hace por intereses comerciales y
con poca relacién con su validez y utilidad clinicas. Esto
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ha traido como reaccién que el gobierno de Estados
Unidos haya instalado un Comité Asesor sobre pruebas
genéticas, que acaba de expedirse recomendando una
supervisiébn mas estricta por parte de la Administracion
de Drogas y Medicamentos (FDA), que tiene jurisdiccion
sobre este tipo de analisis.

Desde el punto de vista de la ética del uso de pruebas
genéticas predictivas en la practica médica, existe
consenso en que son los pacientes mismos los que
deben decidir voluntariamente si desean realizarse un
analisis genético de cualquier tipo. Para que la autonomia
de decision sea efectiva, el paciente debe ser informado
y asesorado en forma objetiva de todas las implicancias,
beneficios y perjuicios potenciales que pueden darse
como consecuencia de un andlisis genético. Uno de los
mayores obstaculos a la aplicacién de pruebas genéticas
predictivas es que para la mayoria de ellas, aun se
desconoce su real poder predictivo. Este conocimiento
se lograra a mediano y largo plazo, en la medida que se
realicen estudios poblacionales longitudinales. Entre-
tanto, no debieran promoverse las pruebas genéticas
predictivas para enfermedades exentas de métodos de
prevencion o tratamiento eficaces. En cambio, si debieran
estar disponibles para aquellos adultos que las soliciten
voluntariamente, siempre y cuando la persona esté
mentalmente estable, se le provea de informacién sobre
las limitaciones de la prueba, reciba asesoramiento
genético y apoyo psicolégico, existan garantias de
confidencialidad y el paciente esté en condiciones de
absorber la informacion y usarla en su beneficio. En el
caso de menores de edad, existe consenso de que las
pruebas genéticas predictivas para enfermedades de
comienzo tardio no tienen cabida, excepto cuando la
informacién genética en un nifio es necesaria para
instaurar un método de prevencién o tratamiento de
eficacia comprobada.

En conclusién, las pruebas genéticas de ADN tienen
una aplicacion indiscutible en el diagnéstico de
centenares de enfermedades debidas a genes deter-
ministicos, incluyendo el diagnoéstico prenatal. En cambio
son escasas aun las aplicaciones para la prediccion de
enfermedades por genes deterministicos o predis-
ponentes dado que la mayoria de estas dolencias no
tienen alin métodos de prevencion o tratamiento de
eficacia comprobada y que dependan del conocimiento
gendmico. Es posible que en el futuro esta situacion
cambie con el avance del conocimiento del papel de los
genes y los factores ambientales en el desarrollo de
enfermedades complejas.
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