ISSN: 1988-2688
RCCV Vol. 1 (2). 2007

DETECCION DE UNA ENFERMEDAD AUTOSOMICA DOMINANTE MEDIANTE
MARCADORES MOLECULARES DE TIPO SSCP: IDENTIFICACION DE
PORTADORES DE PKD FELINO.

DETECTION OF AN AUTOSOMAL DOMINANT DISEASE USING SSCP
MOLECULAR MARKERS: FELINE PKD CARRIERS IDENTIFICATION.
Isaac Crespo Casajus, Maria Asuncion Garcia-Atance Fatjd, Susy Méndez Delgado
TUTOR: Susana Dunner Boxberger
Dpto. de Produccion Animal. Fac. de Veterinaria. UCM

RESUMEN

El PKD felino (Polycystic Kidney Disease) es una enfermedad hereditaria causada por
una mutacion en un gen autosémico dominante, el PKD1, que afecta al 38 % de la poblacion
mundial de gato persa y exotico. Mediante el uso de marcadores moleculares de tipo SSCP
(Single Strand Conformational Polymorphism) es posible obtener un perfil electroforético
diferenciador de genotipos de facil lectura en un gel de poliacrilamida y que nos va a servir
para la identificacion de portadores de la forma mutada del PKD1, pudiendo de esta forma
evitar la reproduccion de estos individuos con objeto de eliminar la variante mutada del gen
de la especie felina. Presentamos en este trabajo los resultados obtenidos tras el
procesamiento de 405 muestras en el laboratorio de genética de la Facultad de Veterinaria,
habiéndose detectado 107 heterocigotos para la forma anémala del gen, lo que equivale hablar

de un 26,4 % de prevalencia de portadores de la mutacion.
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ABSTRACT

Feline PKD (Polycistic Kidney Disease) is an inherited disease caused by a mutation
in an autosomal dominant gene, the PKD1, that affects 38 % of Persian and exotic cats
worldwide. The use of the SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism) technique
allows the detection of those individuals which are carrier of a particular mutation in that
gene, enabling breeders to avoid reproduction between carriers. After genotyping 405

samples, we have detected 107 heterozygotes with a 26,4 % of mutation prevalence.
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INTRODUCCION

La enfermedad del rifion poliquistico o PKD (Polycystic Kidney Disease) afecta al 38
% de la poblacién mundial de gato persa y exatico, apareciendo también esporadicamente en
otras razas que se han originado por cruzamiento con aquellas, como Selkirk Rex, Scottish
Fol., Birmano, Ragdoll, American Rex Devon, Maine Coon, Bosque de Noruega, Sphynx,

Cornisa Rex, Abisinio y Somali.

Es una enfermedad hereditaria de tipo autosémico dominante causada por una
mutacion puntual en el exdn 29 del gen PKD1, situado en el cromosoma 18 (E3), donde una
adenina es sustituida por una citosina en la posicion 3284, generandose de esta manera una
sefial de paro que traerd como consecuencia la formacion de una proteina anémala, la
policistina, que sera la responsable directa de la formacion de quistes en rifion, higado y

pancreas.

No se han encontrado individuos portadores de la mutacién que no estuvieran
afectados ni homocigotos para el gen mutado, siendo todos los animales afectados

heterocigotos; por lo que se supone que el caracter es letal en homocigosis para el embrion.

Los individuos portadores suelen manifestar la enfermedad entre los 3 y los 10 afios,
siendo la edad media de presentacion los 7. Aunque hay una gran variabilidad en la severidad
de los sintomas y en el momento de la manifestacion clinica de la enfermedad, ésta siempre

cursa con insuficiencia renal causada por la presencia de quistes en el rifidn.

Debido a la presencia de portadores asintomaticos de la enfermedad hasta un momento
que puede ser muy posterior al comienzo de la edad reproductiva, y, siendo el objetivo final
eliminar la variante mutada del gen en la especie felina, surge la necesidad de detectar

precozmente los heterocigotos para impedir su reproduccion.

La prueba disponible en el Servicio de Genetica de la Facultad de Veterinaria permite
cubrir esta necesidad con una alta fiabilidad y un bajo coste a partir de muestras de sangre o
hisopados bucales. EI SSCP es un método capaz de identificar la variacién de un solo
nucle6tido en un segmento de ADN basandose en que, bajo condiciones no desnaturalizantes,

una hebra simple de ADN adopta una conformacion espacial que es especifica de su
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secuencia de nucledtidos, ya que es consecuencia de la hibridacién entre distintas regiones de
esta cadena simple al replegarse sobre si misma. Las distintas configuraciones obtenidas a
partir de segmentos con una base diferente se pueden evidenciar por el distinto
comportamiento electroforético que presentaran al migrar a través de una matriz de

poliacrilamida.

MATERIAL Y METODOS

El ADN fue obtenido a partir de 103 muestras de sangre y 302 hisopados bucales por
un metodo fenol-cloroformo en el caso de las primeras y por columna en las segundas
siguiendo las recomendaciones del fabricante (Qiagen). La amplificacién por PCR se realiz
en un volumen total de 15 ul utilizando U de Taq Polimerasa (Biotools), 50 mM de MgCl, ,
XXmM de dNTPs, XX pmol de cada cebador y XX ng de ADN siguiendo el protocolo
siguiente: 31 ciclos (94° C, 20 segundos, 65° C 15 segundos, 72° C 15 segundos) precedidos

de 4 minutos a 94° Cy terminando con 5 minutos de extension final a 72° C.

Para la carga en geles SSCP, se mezcla el volumen de PCR con 10 ul de un tampon
desnaturalizante (0,05% Azul de Bromofenol,0,05% Xilene-cyanol, 55 mM EDTA pH 8.0

en formamida).

Condiciones de la electroforesis y de los geles de poliacrilamida.

Una vez afiadido 10 microlitros del tampon el producto de PCR se va a desnaturalizar
durante 3 minutos a 90 ° C, tras los cuales sera enfriado rapidamente en hielo y mantenido en
él hasta que sea cargado en un gel de acrilamida/bisacrilamida al 29/1. Tras una electroforesis
de 5 horas a 10 ° C y 300 voltios, se tifie el gel con nitrato de plata siguiendo un
procedimiento estdndar lo que permite visualizar los segmentos amplificados y llevar a cabo
la lectura de resultados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Dada la facil interpretacion de los resultados obtenidos con esta técnica, la lectura se
realiza por inspeccion visual directa, utilizandose en cada gel controles positivos y negativos

como referencia para determinar la presencia o ausencia de la banda diagnéstica (Figura 1).
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Tras el analisis de 405 muestras se han detectado 107 heterocigotos, lo que nos da una
prevalencia global de 26,4 %. El andlisis por razas detecta 80 heterocigotos en la raza Persa
entre 276 muestras indicando una prevalencia de 28,9 % y de 24,6 % en la raza Exotico en la
que hemos analizado 75 muestras (16 heterocigotos detectados).

Tabla 1. Resultados.

Gréfico 1.
Gréfico 2.
Gréfico 3.
Gréfico 4.
Grafico 5.

DISCUSION

Frente a otros métodos que requieren reactivos y equipos sofisticados que aumentan su
complejidad y costo operativo, el método de analisis de los portadores por ADN mediante

SSCP es una alternativa sencilla, rapida y econdémica.

A pesar de que se ha descrito un rango de sensibilidad variable para el SSCP (80-90
% para detectar mutaciones en fragmentos menores de 200 nucle6tidos en condiciones ideales
del SSCP -Sheffield et al., (1993); cercano al 100%, Barroso y col., (1998)) esta técnica ha
sido fiable para la deteccion de la banda de PKD1 en todos los casos de los controles

utilizados.

Hay que tener en cuenta la posibilidad de que existan otras mutaciones del PKD1 o de
otros genes capaces de causar PKD, tal y como ocurre en la especie humana, donde las
mutaciones del PKD1 constituyen solo el 85 % de los casos de la enfermedad del rifion
poliquistico. Esta podria ser la razon de que la prevalencia obtenida en nuestro servicio de
genética sea menor que las obtenidas en otros trabajos basados en el diagndstico ecografico
(Bonazzi et al., 2007) y coincidente con las de otros trabajos basados en la deteccion de la

misma mutacion que en nuestra prueba (Helps et al., 2007) mediante PCR en tiempo real.
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La gran variabilidad en la edad de presentacion de la enfermedad y en la severidad de
los sintomas hace sospechar que otros genes pudieran influir sobre la sensibilidad o
resistencia frente a la forma andémala del PKD1 que detecta esta prueba y sobre la cual no se
aporta ninguna informacién. Esto Gltimo es irrelevante desde el punto de vista de la toma de
decisiones para eliminacién de la mutacion de la poblacion felina, pero si es importante para

poder dar un prondstico de evolucién de la enfermedad en un individuo afectado.

CONCLUSIONES

La técnica descrita es sencilla y barata y permite detectar de forma rapida si un animal
es portador o no de la mutacion en el gen PKD1, dando la posibilidad a los criadores de
controlar los cruces entre sus reproductores.
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Gréfico 3:
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Gréfico 4:
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Gréfico 5:
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COMPARATIVA ECONOMICA

Prueba genética

Precio para muestras de sangre:
35 euros
Precio para muestras de hisopo:

44 euros

Diagnostico ecogréafico
Consulta:
28 euros

Ecografia:
52 euros
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Tipo de Prevalenciaen  Prevalenciaen  Prevalencia  Prevalencia
muestra raza persa raza exatico por Sexos global
procesada

103 muestras | Heterocigotos:  Heterocigotos: ~ Hembras Heterocigotos:
de sangre 28,9 % 24,6 % 28,6 % 26,4 %

302 muestras | Homocigotos: Homocigotos: Machos: Homocigotos:
de hisopado | 71,0 % 73,5 % 25,1 % 73,5 %

bucal
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