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PUNTOS CLAVE

® los estudios genéticos aplicados a la clinica diaria estan
experimentando un enorme y continuo avance en los
ultimos afos: array-CGH y estudios de secuenciacion.

® Losavances en genética molecular han revolucionado el
proceso diagnostico y se estan constituyendo en mu-
chos casos en la primera prueba que realizar.

e laidentificacion de una mutacién patogénica cierra el
estudio etiologico y optimiza el seguimiento, el asesora-
miento genéticoy los diagndsticos prenatal y preimplan-
tacional.

e Deespecial importancia es la identificacién de enferme-
dades susceptibles de tratamiento y las enfermedades
de transmision vertical, autosémicas dominantes (AD) o
ligadas a X.

® Enalgunos casos hay orientacion clinica como para diri-
girse a la identificacion de mutaciones responsables de
un determinado proceso.

e Enausencia de un diagndstico clinico de razonable cer-
teza, la tendencia es a realizar estudios ampliados a las
posibilidades diagndsticas existentes.

® Enalgunos casos, como la mayoria de las encefalopatias
epilépticas de inicio precoz y muchos de los trastornos
del neurodesarrollo, son mutaciones de novo.

e Engeneral, casitodas las enfermedades pueden deberse
a diferentes tipos de alteraciones genéticas, por lo que
su estudio abarca diferentes técnicas.

® Enlos proximos aos la secuenciacion del genoma total
sustituira a los estudios por exoma, ya que se considera
que puede incrementar el rendimiento diagndstico.

e El pediatra de Atencion Primaria (PAP) debe conocer los
avances en genética y comprender por qué estan revolu-
cionando el proceso diagnostico.

RESUMEN

Se realiza una actualizacion de los estudios genéticos aplica-
dos a la clinica, que estan experimentando un enorme y conti-
nuo avance en los Ultimos afios. El PAP debe conocer su existen-
cia y estar preparado para poder comprender su utilidad y por
qué estan revolucionando el proceso diagnostico. Los estudios
de genética molecular se estan constituyendo en muchos casos
en la primera prueba que realizar. La tendencia es, en ausencia
de un diagndstico clinico de razonable certeza, realizar estudios
ampliados a las posibilidades diagnosticas existentes. En los
casos de clara orientacion clinica, los estudios buscan la identi-
ficacién de mutaciones responsables de un determinado pro-
ceso. En general casitodas las enfermedades pueden deberse a
diferentes tipos de alteraciones genéticas, por lo que su estudio
abarca diferentes técnicas.

INTRODUCCION

La indicacion de los examenes complementarios busca esta-
blecer el diagnostico etiologico, de gran importancia en patolo-
gias que puedan ser susceptibles de tratamiento como algunas
enfermedades hereditarias como la fenilcetonuria o el hipoti-
roidismo, o que asocien un riesgo de repeticion como los pro-
blemas genéticos. De especial importancia es la identificacion
de enfermedades de transmision vertical como la distrofia mio-
tonica, de herencia AD, y el sindrome X-fragil y la distrofia mus-
cular de Duchenne, ligadas a X.

El proceso diagnostico de muchos problemas genéticos es
con frecuencia poco rentable, con baja relacion coste-efectivi-
dad de los estudios complementarios en ausencia de orienta-
cion clinica clara, como es frecuente en diversos problemas
como los trastornos del neurodesarrollo, muchas epilepsias
genéticas, muchas raras enfermedades neuromusculares y
muchas enfermedades metabdlicas, todos problemas de alto
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impacto personal, social, familiar y econémico, lo que lleva a
una elevada demanda de diagndstico precoz. La mayoria son
enfermedades raras, y la Comunidad Europea recomienda a sus
estados miembros que establezcan un plan nacional de enfer-
medades raras; en Espana la segunda linea estratégica de este
plan nacional es la prevencion y deteccion precoz?.

Los avances en genética molecular han revolucionado el pro-
ceso diagnostico y se estan constituyendo en muchos casos en
la primera prueba a realizar: la identificacion de una mutacion
patogeénica cierra el estudio etiologico, ayuda a obtener las res-
puestas buscadas y a optimizar el seguimiento, evita la necesi-
dad de muchos otros estudios complementarios y permite el
asesoramiento genético y diagnostico prenatal y preimplanta-
cional, constituyéndose en herramienta preventiva de primer
orden.

En algunos casos hay orientacion clinica como para dirigirse
a la identificacion de mutaciones responsables de un determi-
nado proceso, como puede ser la atrofia muscular espinal, la
fibrosis quistica o la distrofia mioténica. Los continuos avances
genéticos asocian un abaratamiento de estudios menos dirigi-
dos, y la tendencia es, en ausencia de un diagnostico clinico de
razonable certeza, a realizar estudios ampliados a las posibili-
dades diagnosticas existentes; resulta mas econémico en tiem-
po y dinero un estudio amplio que ir buscando mutaciones en
los diferentes genes candidatos.

Esta puesta al dia pretende reflejar de forma clara y sencilla
doénde estamos hoy dia en los estudios genéticos aplicados a |a
clinica diaria, aunque es un tema complejo que esta experi-
mentando un enorme y continuo avance en los Ultimos afios.
Son pruebas no solicitadas habitualmente por el PAP, pero este
debe conocer su existencia y estar preparado para poder com-
prender su utilidad, y por qué estan revolucionando el proceso
diagnéstico.

INDICACION DE LOS ESTUDIOS GENETICOS EN
PEDIATRIA

Las pruebas genéticas en Pediatria se pueden clasificar en
diferentes grupos segun el objetivo al que van dirigidas: diag-
nostico en pacientes afectos de una enfermedad, cribado neo-
natal, deteccion de portadores o estudios de susceptibilidad o
predisposicion genética a determinadas enfermedades.

En Pediatria, las pruebas genéticas que se solicitan con mas
frecuencia se dirigen al diagnéstico de pacientes afectos.

En las determinaciones incluidas en el cribado neonatal se
encuentra el estudio genético de fibrosis quistica en los casos

que presentan tripsina inmunorreactiva por encima del limite
de la normalidad. Gracias a la deteccion oportuna de estas en-
fermedades, se pueden realizar intervenciones para prevenir la
aparicion de los sintomas o minimizar la gravedad de la enfer-
medad.

Las pruebas de deteccion de portadores se realizan general-
mente a familiares de pacientes diagnosticados previamente y
con un estudio genético realizado positivo. Los estudios de sus-
ceptibilidad o predisposicion genética sirven para identificar a
las personas con riesgo de una enfermedad antes de la apari-
cion de los sintomas. Estas pruebas son muy utiles cuando una
persona tiene antecedentes familiares de una enfermedad en
particular y existe un método de intervencion disponible para
prevenir la aparicion de dicha enfermedad o para minimizar su
gravedad.

Variantes responsables de patologias

El exoma humano es el conjunto de secuencias codificantes
para proteinasy acidos ribonucleicos (ARN) con diversas funcio-
nesen el organismoy representa el 1-2% del genoma (35-70 Mb
frente a 3200 Mb). Sin embargo, se considera que el 85% de las
mutaciones responsables de patologias se encuentran en el
exoma.

Las enfermedades genéticas pueden estar causadas por mu-
taciones genéticas, mutaciones gendmicas, alteraciones cro-
mosoémicas o cambios epigenéticos, y pueden encontrarse en
todas las células de un individuo o solo en un porcentaje de
ellas (mosaicismo).

Las mutaciones genéticas son alteraciones que afectan a la
secuencia del acido desoxirribonucleico (ADN) codificante o re-
gulador de los diversos genes. Hoy en dia se ha pasado a utilizar
mas el término “variante”, que puede ser clasificada como pa-
togénica, de significado incierto (VOUS o VUS, del inglés variant
of uncertain significance) o polimérfica, reservando el término
mutacion en caso de patogenicidad. Las enfermedades heredi-
tarias monogénicas son originadas por la mutacion o altera-
cion patogénica en la secuencia de un solo gen. Se conocen mas
de 6000 enfermedades hereditarias monogénicas y se transmi-
ten por un patron de herencia mendeliano: dominante, recesi-
vo o ligado al X. Cuando la mutacion se localiza en el ADN mi-
tocondrial, la herencia es por via materna. Las enfermedades
poligénicas o multifactoriales son producidas por la combina-
cion de multiples factores ambientales y variantes de riesgo en
varios genes. Estas variantes consisten en single nucleotide po-
lymorphisms (SNP), que son variaciones polimérficas (presen-
tes a partir del 1% en la poblacion) que pueden afectar a un
nucledtido o una pequefia secuencia. Muchos SNP no tienen
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efecto sobre la funcion de la célula, pero otros podrian influiren
la predisposicion a enfermedades y en la respuesta a bacterias,
virus o toxinas y en la respuesta a diferentes drogas y trata-
mientos. Actualmente su principal campo de aplicacion es la
farmacogenética. Los SNP que se encuentran en regiones no
codificantes pueden tener consecuencias en el proceso de tra-
duccién, sobre todo en procesos como el splicing (procesamien-
to de la molécula de ARN hasta su forma madura tras la elimi-
nacion de los intrones o secuencias no codificantes de los
genes), la union de factores de transcripcion o modificar la se-
cuencia de ARN no codificante. Los SNP permitiran un gran de-
sarrollo de la medicina personalizada, asi como avances en el
estudio de la farmacocinética y la farmacodinamica, puesto
que determinan en buena parte el desarrollo de enfermedades,
la afinidad por dianas farmacolégicas o la forma en que se me-
taboliza una determinada droga.

En algunos casos, existen mutaciones de novo, que no estan
presentes en los progenitores. Las mutaciones de novo son es-
pecialmente relevantes en enfermedades en las que un solo
alelo mutado es suficiente para desarrollar la enfermedad. Un
ejemplo representativo son la mayoria de las encefalopatias
epilépticas de inicio precoz y muchas de las causas de discapa-
cidad intelectual y otros trastornos del neurodesarrollo.

Existen enfermedades en las cuales hay una mutacion recu-
rrente que es la causa del mayor porcentaje de los casos, como
por ejemplo la acondroplasia, donde existe una mutacion res-
ponsable del 95% de los casos.

Hay enfermedades en las cuales hay un conjunto de muta-
ciones recurrentes en una poblaciony el estudio puede dirigirse
a las mismas, como es el caso del cribado neonatal de fibrosis
quistica. Sin embargo, muchas enfermedades genéticas no tie-
nen mutaciones prevalentes y las mutaciones causales se dis-
tribuyen a lo largo de toda la secuencia del gen.

También existen enfermedades genéticas debidas a la ex-
pansion de tripletes en regiones que inactivan el gen. Se trata de
mutaciones dinamicas ya que se puede producir un fenémeno
de expansion en la siguiente generacion. Un ejemplo de enfer-
medad asociada a mutacion dinamica es el sindrome de X-fragil,
con expansion de repeticiones CGG que afectan al gen FMRI.

Las mutaciones genomicas afectan a la estructura o nimero
de copias de fragmentos de un cromosoma. En este grupo se
incluyen las microdeleciones y microduplicaciones, que son la
causa de un gran numero de sindromes como el sindrome de
DiGeorge, el sindrome velocardiofacial (delecion en la region
2291.2) o el sindrome de Williams (delecién en la region
7q11.23). Algunas variantes polimérficas de nimero de copia
(CNV) polimérficas, al igual que determinados SNP, pueden

influiren la predisposicion a enfermedades, como se ha comen-
tado anteriormente.

Las alteraciones cromosémicas engloban grandes regiones
de los cromosomas o cromosomas completos y pueden ser nu-
meéricas o estructurales.

Las aneuploidias, como la trisomia 21 (sindrome de Down),
trisomia 18 (sindrome de Edwards) o la trisomia 13 (sindrome
de Patau) son un ejemplo de alteraciéon cromosémica numéri-
ca. Hoy en dia las técnicas de cribado prenatal han disminuido
el numero de nifios nacidos con este tipo de alteraciones.

Otras aneuploidias frecuentes y viables afectan a los cromo-
somas sexuales como la monosomia X (sindrome de Turner),
disomia X en varones (sindrome de Klinefelter) o la trisomia X.

Las alteraciones cromosomicas estructurales pueden ser
equilibradas, cuando se conserva el contenido de material ge-
nético, o desequilibradas, cuando existe una pérdida o ganan-
cia de material genético.

Las alteraciones estructurales incluyen las deleciones, dupli-
caciones, translocaciones, inserciones, inversiones y otros reor-
denamientos complejos.

En el genoma humano existen modificaciones quimicas so-
bre la secuencia del ADN (metilacion) y sobre las histonas, que
son proteinas que empaquetan el ADN y estan implicadas prin-
cipalmente en la regulacion génica. Existen enfermedades ge-
néticas debidas a cambios epigenéticos anomalos. La impronta
gendmica es un proceso epigenético de regulacion de expre-
sion génica durante el desarrollo, que afecta a un numero redu-
cido de genes y determina el silenciamiento de los mismos,
dependiendo del origen parental, de modo que Unicamente se
expresa el alelo paterno o el materno. Un ejemplo de enferme-
dades asociadas a la alteracion de este mecanismo son el sin-
drome de Prader-Willi, el sindrome de Beckwith-Wiedemann'y
el sindrome de Silver-Russell.

ESTUDIOS GENETICOS

Las técnicas empleadas para el abordaje genético van a de-
pender de si existe 0 no una sospecha clinica definida sobre
una patologia determinada y del tipo de alteracion genética
subyacente a la misma, ya que todas las técnicas tienen su
campo de aplicaciony sus limitaciones. Hay que tener en cuen-
ta que, ademas, la mayoria de las enfermedades se deben a
diferentes tipos de alteraciones, por lo que en el analisis de una
enfermedad suelen estar implicadas diferentes técnicas de
analisis genético. Por ello los estudios genéticos se deben reali-
zar de forma protocolizada, estudiando en primer lugar las
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causas mas frecuentes y finalizar el estudio con las alteraciones
menos prevalentes. Enla Tabla 1 se presenta un resumen de los
tipos de alteraciones genéticas, las técnicas aplicadas y ejem-
plos de enfermedades en cada caso.

Cariotipo

El cariotipo convencionaly el cariotipo de alta resolucion de-
tectan solo anomalias cromosémicas numéricas o estructura-
les mayores, entre 5-10 Mb, y su rentabilidad diagnéstica es
baja. Actualmente se ha limitado su uso a casos con antece-
dentes familiares de reordenamientos cromosomicos, a fenoti-
pos clasicos claramente identificados, como el sindrome de
Down o para la deteccion de mosaicismos. El cariotipo ha sido
sustituido como prueba de primera linea por el array-CGH para
el estudio de trastornos del neurodesarrollo.

Hibridacion in situ fluorescente (FISH)

Se basa en el marcaje con fluorescencia de una sonda de
ADN complementaria a la region de interés, que es hibridada a
regiones cromosomicas en interfase o metafase. Existen diver-
sos tipos de sondas para el marcaje, como sondas painting, que
marcan un determinado cromosoma, sondas centroméricas o
teloméricasy sondas especificas de una regién. El tamafo de la
sonda puede variar desde Kb a 1 Mb. Esta técnica permite Ia
deteccion de duplicaciones o deleciones genémicas, asi como
inversiones y translocaciones balanceadas. También permite
identificar mosaicismos y cuantificar su grado. Existen diversi-
dad de sondas con un disefio que abarca regiones cromosémi-
cas cada 100 Kb, aproximadamente, y son muy Uutiles para de-
tectar translocaciones cripticas tras un hallazgo patolégico por
array-CGH. Hoy en dia la aplicacion de esta técnica en el campo
de la Pediatria esta indicada en caso de clara sospecha de un

Tabla 1. En general casi todas las enfermedades pueden deberse a diferentes tipos de alteraciones genéticas por lo que su estudio abarca diferentes técnicas

Tipo de alteracion genética

Técnicas genéticas aplicadas

Ejemplos de enfermedades

Mutaciones genéticas |: puntuales/pequefas
deleciones o inserciones

Secuenciacion Sanger

Neoplasia endocrina multiple tipo 1 (MEN1)
Neurofibromatosis tipo 1 (NF1)

Esclerosis tuberosa

Fibrosis quistica

Mutaciones genéticas II: puntuales/pequefias Secuenciacion masiva

deleciones o inserciones

Sindrome de Noonan

Sindromes hereditarios de fiebre periddica
Miocardiopatias

Diabetes MODY

Retinosis pigmentaria

Hipoacusias hereditarias

Trastornos del neurodesarrollo

Mutaciones genéticas Ill: puntuales/pequefias
deleciones o inserciones recurrentes

PCR a tiempo real

fragmentos

Kits basados en microsatélites y analisis de

Hemocromatosis
Cribado neonatal de fibrosis quistica
Trombofilia hereditaria

Mutaciones genéticas dinamicas: expansion de
tripletes

PCR, TP-PCR, southern-blot

Ataxia de Friedreich

Sindrome de X-fragil

Distrofia miotdnica de Steinert
Corea de Huntington

Mutaciones genomicas Array-CGH, MLPA, FISH

Sindrome de DiGeorge

Sindrome de Smith-Magenis
Charcot-Marie-Tooth tipo 1A (CMT1A)
Trastornos del neurodesarrollo

Mutaciones en ADN mitocondrial

Secuenciacion del mtADN

Neuropatia Optica hereditaria de Leber
Encefalopatias mitocondriales.
Miopatias mitocondriales

Alteraciones cromosomicas

Array-CGH, FISH, cariotipo

Sindrome de Down
Sindrome de Edwards
Sindrome de Turner

Alteraciones de la impronta genomica

Andlisis de metilacion por MLPA (MS-MLPA)

Sindrome de Prader-Willi
Sindrome de Beckwith-Wiedemann
Sindrome de Silver-Russell

En el texto se explica el protocolo de estudio en algunos de los ejemplos de enfermedades citados en la tabla, para ayudar a comprender la complejidad en el abordaje de gran parte

de las enfermedades genéticas.
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sindrome conocido por microdelecion/microduplicacion o an-
tecedentes familiares del mismo, asi como para el estudio de
reordenamientos complejos tras su deteccion por array-CGH, la
deteccion de translocaciones equilibradas y de mosaicismos.

Analisis de expansiones. Mutaciones dinamicas

Algunas enfermedades se deben a la expansion de tripletes
debido a mutaciones dinamicas en el ADN. El estudio de estas
expansiones se realiza, principalmente por técnicas basadas en
la reaccién en cadena de la polimerasa (polymerase chain reac-
tion [PCR]) y triplet repeat primed-PCR (TP-PCR) a través del ana-
lisis de fragmentos en un secuenciador capilar y, en casos de
grandes expansiones fuera de los limites de cuantificacién de
estas técnicas, analisis por Southern-blot. La ataxia de Frie-
dreich, la enfermedad de Steinert, corea de Huntington o el
sindrome de X-fragil son algunos ejemplos de patologias aso-
ciadas a mutaciones dinamicas.

Las alteraciones genéticas por expansion no son detectables
mediante otras tecnologias por lo que su estudio exige este
tipo de analisis.

PCR a tiempo real

La PCR a tiempo real (en inglés real time PCR [qPCR]) es una
variante de la PCR utilizada para amplificary simultaneamente
cuantificar de forma absoluta el producto de PCR. En un equipo
de PCR a tiempo real, a través de la medicion de fluorescencia,
se cuantifica la tasa de generacion de fragmentos especificos
de PCR. Dicha medicién se realiza tras cada ciclo de amplifica-
cion. Se utiliza para enfermedades con un volumen elevado de
estudios en la rutina clinica y con mutaciones recurrentes,
como la hemocromatosis hereditaria tipo 1 en la que se estu-
dian tres mutaciones en el gen HFE (C282Y, H63D y S65C).

Multiple ligation-dependent probe amplification (MLPA)

La técnica MLPA permite detectar CNV que afectan a exones
de genes o regiones de los mismos. Se basa en el uso de sondas
especificas para cada region, una amplificacion multiple simul-
tanea y analisis de fragmentos por secuenciacion capilar. Pre-
senta la ventaja de la posibilidad de estudiar varias regiones a
la vez por un método rapido que permite un tiempo de respues-
ta rapido (2-3 dias) y con bajo coste. Sin embargo, no detecta
reordenamientos genomicos balanceados ni mosaicismos.
Existen muchas sondas MLPA comerciales; sin embargo, no to-
dos los genes tienen disponible este tipo de sondas.

El estudio mediante MLPA es Util para trastornos genomicos
recurrentes y para enfermedades cuya causa genética mas fre-
cuente son las grandes deleciones o duplicaciones. Un ejemplo

de enfermedad estudiada por MLPA es |a distrofia muscular de
Duchenne, donde el 65% de los casos es debido a grandes dele-
ciones. Los disefios por MLPA también pueden incluir estudio
de mutaciones puntuales recurrentes, como en la enfermedad
de Wilson.

Todas las enfermedades genéticas causadas por mutaciones
genéticas pueden tener un pequeno porcentaje de casos debi-
dos a mutaciones gendmicas por grandes deleciones, insercio-
nes o reordenamientos complejos. En estos casos, tras la se-
cuenciacion de un gen se realiza el estudio mediante MLPA para
descartar la existencia de este tipo de alteraciones.

Existe una modificacion de la técnica MLPA llamada methylation-
specific MLPA (MS-MLPA) mediante la cual se pueden estudiar
cambios en el estado de metilacion de regiones en el ADN. Ade-
mas de cuantificar la dosis génica, como la técnica MLPA, permi-
te valorar el porcentaje de metilacion de las regiones sometidas
aimpronta genomica. El MS-MLPA es |a técnica de eleccion para
el estudio de enfermedades causadas por errores de impronta
gendmica como el sindrome de Prader-Willi, el sindrome de
Wiedemann-Beckwith o el sindrome de Silver-Russell.

Array-CGH

La hibridacién genémica comparativa o CGH (por sus siglas
en inglés comparative genomic hybridization) permite la explo-
racion de los 46 cromosomas humanos en una sola prueba,
identificando CNV al compararlas con una muestra de referen-
cia: ganancia o pérdida de cromosomas completos o regiones
subcromosomicas (deleciones y duplicaciones) en escala mi-
croscopica. El array de hibridacion gendmica comparativa,
array-CGH, permite medir la variacion del nimero de copias
locus por locus con una resolucion mayor, que depende del di-
sefo del array (nimero de sondas y su distribucion). Existen
arrays de 60 K (60 000 sondas), 180 K (180 000 sondas), 400 K
(400 000 sondas) y 1 M (1 millén de sondas), entre otros. Los
arrays mas frecuentemente utilizados son los de 60 Ky permi-
ten detectar alteraciones de nimero de copia de un tamafio
igual o superior a 100-125 Kb, en las regiones eucromaticas
pericentroméricas, subteloméricas y de reordenamiento recu-
rrente de todos los cromosomas. Fuera de las regiones candida-
tas, es posible detectar alteraciones de nimero de copia de un
tamano igual o superior a 350 Kb. Los arrays de 1 M permiten
detectar alteraciones de nimero de copia de un tamano igual
o superior a 10-15 Kb. Actualmente también existen platafor-
mas de microarrays para el analisis genomico de SNP de forma
global (SNP arrays) o bien microarrays de CGH que combinan
SNP. El estudio de SNP en microarrays permite la deteccion de
regiones con disomfa uniparental (dos copias heredadas de un
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mismo progenitor) y tiene utilidad cuando estas regiones estan
sometidas a impronta gendmica.

El array-CGH solo puede detectar anormalidades cromoso-
micas desequilibradas, y su desventaja principal es su incapaci-
dad para detectar aberraciones cromosomicas estructurales
sin cambios en el nimero de copia, como translocaciones cro-
mosomicas equilibradas, inversiones y cromosomas en anillo.
El nivel de mosaicismo que puede ser detectado depende de la
sensibilidad y resolucion espacial de los clones, aunque gene-
ralmente el 20% es el limite de deteccion.

El array-CGH permite identificar la mutacion causal en alre-
dedor del 20% de los casos de discapacidad intelectual, y ac-
tualmente es, junto al X-fragil (transmision vertical), el estudio
de primera eleccion de la discapacidad intelectual, habiéndose
dejado de realizar el cariotipo™®.

Secuenciacion

Las técnicas de secuenciacién identifican mutaciones pun-
tuales y pequenas deleciones o duplicaciones. También permi-
te, en algunos casos, el analisis de CNV.

Gracias a los avances tecnologicos de la dltima década la se-
cuenciacion del ADN ha sufrido un gran desarrollo, con un in-
cremento exponencial en su rendimiento diagndstico.

Secuenciacion Sanger

Para el estudio de mutaciones puntuales y pequenas dele-
ciones o duplicaciones en genes conocidos el gold standard es
la secuenciacion Sanger. La ventaja de esta técnica es su gran
validez analitica y clinica. Los hallazgos patoldgicos detectados
por secuenciacion masiva se deben validar por esta técnica.

Tiene el inconveniente de que es limitada al estudio de genes
de forma individual, no puede detectar variantes estructurales
o grandes deleciones o duplicaciones y, para enfermedades con
varios genes implicados, a partir del estudio de dos genes tiene
un coste-eficacia bajo en relacion con la secuenciacion masiva.

Secuenciacion de nueva generacion

La secuenciacion de nueva generacion (next generation se-
quencing [NGS]), también conocida como secuenciacion masi-
va paralela, permite secuenciar millones de fragmentos de ADN
de forma paralela a un precio abaratado. La deteccion de va-
riantes genéticas a partir de datos de NGS consiste en identifi-
car diferencias en la secuencia de ADN de un individuo al com-
pararlo con un ADN de referencia. Se pueden detectar
mutaciones puntuales, pequefias deleciones o duplicaciones y
actualmente se estan implementando algoritmos de deteccion
de CNV que podran sustituir a los estudios por MLPA.

Las aplicaciones de la NGS en la practica clinica incluyen:
secuenciacion de paneles de genes disefiados a través capturas
selectivas, secuenciacion de exoma (whole exome sequencing
[WES]) o secuenciacion de exoma completo.

El estudio mediante paneles de genes esta indicado para en-
fermedades o grupos de enfermedades que pueden estar causa-
das por diferentes genes. Tiene la ventaja de que el disefio espe-
cifico de las sondas de captura permite el analisis de
practicamente la totalidad de los genes estudiados. Sin embar-
go, tiene grandes limitaciones, como la necesidad de redisenar el
experimento si se desea incluir nuevos genes, y tampoco permite
la identificacion de nuevos genes causales para una patologia.

La secuenciacion del exoma utiliza kits de captura para to-
das las regiones codificantes, reguladoras y de splicing de todos
los genes codificantes del genoma humano (més de 19 000
genes). La mejora de cobertura para los genes en el disefio de
los kits de captura de exoma en los Ultimos afos, con una co-
bertura cercana al 100% para genes OMIM, ha permitido que el
abordaje por exoma del estudio de enfermedades asociadas a
varios genes sustituya a la mayoria de los paneles de genes por
captura selectiva. Mediante la tecnologia de exoma se obtiene
la informacion de las secuencias de todos los genes codifican-
tes. El analisis de estos datos se realiza segln las necesidades,
pudiendo realizarse el analisis de un nimero limitado de genes
(exoma dirigido), de todos los genes conocidos asociados a pa-
tologia (exoma clinico, ~ 5700 genes) o bien de su totalidad
(19 000-23 000 genes). Para ello se emplean pipelines de anali-
sis segun el objetivo. El analisis de datos de NGS requiere un
flujode trabajo en el que se integran de forma secuencial diver-
sos tipos de programas computacionales (controles de calidad,
alineamiento de secuencias, comparacion con bases de datos,
etc.). El pipeline es la informacion detallada de todo proceso de
analisis bioinformatico con los softwares utilizados en cada
fase. Dado que el analisis de datos no sigue un modelo Unicoy
la combinacion de distintas herramientas de software y bases
de datos puede dar lugar a resultados variables, es necesario el
uso de pipelines de andlisis eficientes y precisos para la correcta
identificacion y caracterizacion de variantes.

Las nuevas tecnologias estan permitiendo la identificacion
de nuevos genes implicados en patologia de modo exponen-
cial. El estudio mediante exoma presenta la gran ventaja de Ia
posibilidad de reanalisis, ya que, al disponer de toda la informa-
cion sobre el exoma, en caso de considerar posteriormente el
estudio de otros genes, puede realizarse Unicamente a través
de un analisis bioinformatico. El abordaje mas eficiente a dia de
hoy es el exoma-trios, que compara los datos de exoma obteni-
dos en el paciente con sus progenitores. Esta estrategia es muy
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atil ya que nos permite identificar el origen parental o de novo
de variantes de significado inciertoy, al realizarse el estudio so-
bre todos los genes incluidos en el exoma, permite la identifica-
cion de genes que pueden ser causales y no estan incluidos en
los estudios convencionales dirigidos.

Los estudios a través de exoma pueden servir para la bus-
queda de mutaciones causales para una enfermedad de sospe-
chaen la que estan implicados varios genes, para busqueda de
mutaciones en genes de grupos de enfermedades o para la
identificacion de mutaciones en ausencia de una sospecha cli-
nica definida, y actualmente estan implementados en la rutina
clinica®. Por otra parte, se ha demostrado que los estudios ge-
néticos mediante exoma son coste-eficientes® ya que, general-
mente a partir del estudio de dos genes, su coste es inferior
respecto a la secuenciacion Sangery, por su elevado rendimien-
to, permiten una mejor tipificacion etiolégica, descartan hipé-
tesis alternativas, evitan pruebas innecesarias, permiten el ase-
soramiento genético familiar y reproductivo, mejoran el
seguimiento clinico del paciente y, en algunos casos, principal-
mente en enfermedades metabolicas, se puede realizar un tra-
tamiento precoz. Se han publicado numerosos articulos sobre
secuenciacion de exoma a nivel clinico, que estiman un rendi-
miento diagnostico del 25-30%°%. En los casos de discapacidad
intelectual grave se estima que la secuenciacion por exoma
puede identificar la causa genética en un 27% de los casos no
identificados mediante array-CGH®.

INTERPRETACION DE RESULTADOS.
PREDICCION DEL EFECTO DE LOS CNV Y SNP

Como todo estudio, los resultados pueden ser claramente
andémalos (responsable de patologia), normales (lo que indica
que no se ha identificado la supuesta mutacion responsable) o
dudosos. En lo casos dudosos, la informacion debe ser clara en
ese sentido, y se debe intentar aclarar en lo posible con los me-
dios disponibles.

Se dispone de bases de datos de variantes genéticas y geno-
micas (HGMD, LOVD, NCBI ClinVar, DECIPHER, ISCA, IPN, dbSNP,
EVS, EXAC)™.

Cuando se identifica un CNV o SNP se establece si ha sido
previamente asociada a patologia en las bases de datos exis-
tentes, en cuyo caso probablemente sera diagnostico.

Sino hasido reportado asociado a patologia, se valora el tipo
de mutacion y como afecta a la secuencia proteica. Las varian-
tes que originan un codon de stop y por tanto generan una pro-
teina truncada se consideran patogénicas, aunque no se hayan

descrito previamente. Si se trata de otro tipo de variante y no
esta reportada previamente se establece como variante de sig-
nificado clinico incierto (VOUS). En esos casos se realizan los
estudios de prediccion bioinformaticos. Se han desarrollado
una serie de programasy aplicaciones informaticas para prede-
cir los efectos que una determinada variante tendra sobre Ia
correspondiente proteina (SIFT, PolyPhen-2, PredictSNP, Muta-
tionTaster, LRT-Pred, PROVEAN, FATHMM, MetaSVM, Align-
GVGD o CONDEL) y algoritmos de prediccién de splicing (NNS-
PLICE, SpliceSiteFinder-like, MaxEntScan, GeneSplicery Human
Splicing Finder). Estos analisis bioinformaticos de prediccion
del efecto de las mutaciones o estudios in silico indican la pro-
babilidad de que sean o no patogénicas.

En los casos de variantes de splicing se pueden realizar estu-
dios a partir de ARN para estudiar su efecto y verificar si origina
una alteracion en el transcrito. En algunos casos se pueden rea-
lizar estudios de expresion proteica o estudios funcionales a
partir de fibroblastos.

En todos los casos se estudia a los progenitores; si se trata de
una mutacion de novo, apoya la patogenicidad, aunque hay des-
critas enfermedades de herencia AD donde existe una penetran-
cia incompleta y expresividad variable, de forma que puede ha-
ber progenitores asintomaticos portadores de las mutaciones.

COMPLEJIDAD EN EL ABORDAJE DE GRAN PARTE
DE LAS ENFERMEDADES GENETICAS

En general casi todas las enfermedades pueden deberse a
diferentes tipos de alteraciones genéticas, por lo que su estudio
abarca diferentes técnicas. A continuacién, se explica el proto-
colo de estudio en algunos de los ejemplos de enfermedades
citadosen laTabla 1.

Un pequerio porcentaje de los casos de neoplasia endocrina
multiple tipo 1, neurofibromatosis tipo 1 (NF1), fibrosis quisti-
ca, sindrome de Noonan, miocardiopatias, diabetes MODY y, en
general de la mayoria de las enfermedades genéticas, también
pueden ser debidas a grandes inserciones o deleciones que se
analizan por MLPA si hay kit comercial disponible.

En el caso de la NF1, debido a la gran variedad y rareza de
mutaciones patogénicas identificadasy a la elevada frecuencia
de mutaciones que afectan al splicing (25-30%), el estudio se
realiza a partir del ARN, obteniendo por retrotranscripcion el
ADN complementario (cADN) y posterior secuenciacion. Las de-
leciones completas del gen NF1 ocurren un 4-5% de los casos,
por lo que, si el estudio de secuenciacion es negativo se estu-
dian las grandes deleciones/duplicaciones por MLPA.
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En ocasiones, los rasgos fenotipicos de una enfermedad
pueden ser solapantes con otras enfermedades incluidas en su
diagnostico diferencial. En estos casos, la secuenciacién masiva
es muy Util ya que permite ampliar el espectro de enfermeda-
des a estudio de forma que estudiamos “grupos de enfermeda-
des” que asocian patologfas relacionadas, en lugar de una sola.
De este modo, el estudio por secuenciacién masiva de enferme-
dades como el sindrome de Noonan puede realizarse analizan-
do los genes identificados asociados a esta enfermedad o a
través de un exoma dirigido a rasopatias. Otro ejemplo es la
fiebre mediterranea familiar, que puede estudiarse mediante
un exoma dirigido a sindromes con fiebre recurrente. En las en-
fermedades genéticas con multiples genes asociados, como
miocardiopatias, diabetes MODY, retinosis pigmentaria o hi-
poacusias hereditarias, la secuenciacién masiva permite el es-
tudio simultaneo de todos los genes.

Cuando se trata de mutaciones recurrentes en enfermeda-
des con un volumen considerable de estudios en la rutina dia-
ria, como es el caso de la hemocromatosis o la trombofilia, se
han desarrollado técnicas basadas en PCR a tiempo real, que
permiten el abordaje de estos estudios de un modo rapido y
automatizado. También existen kits basados en microsatéliles
para su estudio, con analisis en un secuenciador capilar.

Para el estudio de las mutaciones dinamicas por expan-
sion en enfermedades como la ataxia de Friedreich, el sindro-
me de X-fragil, la distrofia miotdnica de Steinert, o la corea de
Huntington se utilizan técnicas de PCR, TP-PCR y, en algunos
casos patologicos, southern-blot para cuantificar la expan-
sion. La ataxia de Friedreich es una enfermedad recesiva. El
98% de los casos presenta dos alelos expandidos. En un 2% de
los casos se identifica un alelo expandido y una mutacion
puntual en el gen FXN en el segundo alelo, que se identifica
(cuando solo se encuentra un alelo expandido) mediante se-
cuenciacion del gen.

En los casos de mutaciones gendmicas, si existe una sospe-
cha clara sobre una enfermedad el estudio se puede dirigir y
hacerlo mediante MLPA o FISH, como en el sindrome de DiGeor-
ge, el sindrome de Smith-Magenis o el CMT1A, ya que su causa
mas frecuente se debe a una gran delecion, en los dos primeros,
y a una gran duplicacion en el CMT1A, que pueden detectarse
con esta técnica. En el caso de estudio de CMT1A en un pacien-
te afecto, cuando es negativo el analisis por MLPA, hoy en dia el
abordaje a seguir mas eficiente es un exoma dirigido a neuro-
patias hereditarias sensitivomotoras, que cubre las mutaciones
puntuales del gen CMT1A.

El array-CGH es util como técnica de rastreo de este tipo de
mutaciones gendmicas, en ausencia de sospecha clinica definida,

o bien, aunque esta exista, porque no existe posibilidad de es-
tudio de la misma por MLPA o FISH.

Unicamente un 10-15% de las enfermedades de origen mi-
tocondrial son debidas a mutaciones en el ADN mitocondrial
(mtADN). El resto son originadas por mutaciones en genes nu-
cleares.

El sindrome de Prader-Willi (SPW) puede deberse a varios
tipos de alteraciones. El gen implicado (SNRPN) esté regulado
por impronta gendmica, por lo que Unicamente se expresa el
alelo de un progenitor, en este caso el paterno. Por tanto, puede
ser causado por grandes deleciones (del alelo paterno), disomia
uniparental materna (mUPD) o mutaciones puntuales en el
centro del imprinting. Mediante array-CGH o FISH podemos de-
tectar el SPW Unicamente cuando es debido a delecion. La téc-
nica de eleccion para el SPW es MS-MLPA. En caso de alteracion
de la metilacion con dosis génica normal, se debe sospechar
una mUPD y realizar un estudio de la regién cromosémica por
microsatélites al nifio afecto y sus progenitores.

El sindrome de Beckwith-Wiedemann esta causado princi-
palmente por alteraciones epigenéticas y genomicas en Ia re-
gion 11p15.En el 50% de los casos hay hipometilacion del alelo
materno en el centro del imprinting 2 (IC2). Un 20% de los casos
se debe a disomia uniparental paterna en 11p15. En el 5% de
los casos hay hipermetilacion del alelo materno en el centro del
imprinting 1 (IC1). Estas alteraciones se estudian mediante MS-
MLPA y analisis por microsatélites. Mutaciones en el alelo ma-
terno del gen CDKNIC son responsables de, aproximadamente,
el 40% de los casos familiares y entre el 5-10% de los casos es-
poradicos. El analisis de CDKN1C se realiza por secuenciacion.
Un 1% de los casos presenta alteraciones en 11p15 detectables
con técnicas citogenéticas.

El sindrome de Silver-Russell (SSR) se origina por cambios epi-
genéticos de hipometilacion en el ADN en la regién H19/IGF2-
imprinting control regién (ICR1) en la regién cromosémica
11p15.5.1CR1 regula la expresion de los genes H19y IGF2, some-
tidos a impronta genomica. El estudio genético se realiza por
MS-MLPA. Sin embargo, existe aproximadamente un 10% de los
casos de SSR que son debidos a disomia uniparental materna
del cromosoma 7, que deben estudiarse por microsatélites.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Hoy en dia la investigacion para la identificacion de muta-
ciones causales en el genoma humano avanza a un ritmo ace-
lerado. Se han desarrollado paralelamente aplicaciones de la
NGS, de uso actual para investigacion, como RNA sequencing
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(RNAseq) que permiten el estudio del transcriptoma (conjunto
de secuencias de ARN mensajero celular). Los estudios por RN-
Aseq permiten el estudio de transcritos alternativos, modifica-
ciones transcripcionales, genes de fusién, mutaciones/SNP y
cambios en la expresion génica a lo largo del tiempo. Actual-
mente ya se dispone de la secuenciacion del genoma total

(whole genome sequencing [WGS]), aunque todavia no se ha
implementado a nivel clinico. En los préximos afos la secuen-
ciacion del genoma total sustituira a los estudios por exoma, ya
que se considera que puede incrementar el rendimiento diag-
nostico hasta en un 42%°.

CUADERNO DEL PEDIATRA

B Los estudios genéticos aplicados a la clinica estan experimentando un enorme y continuo avance en los ulti-

mos afnos, y han revolucionado el proceso diagnostico, constituyéndose en muchos casos en la primera prueba
a realizar: la identificacion de una mutacion patogénica cierra el estudio etioldgico, optimiza el seguimiento,
asesoramiento genético y diagnosticos prenatal y preimplantacional.

De especial importancia es la identificacion de enfermedades susceptibles de tratamiento y de las enferme-
dades de transmision vertical, como la neurofibromatosis 1y la esclerosis tuberosa (AD), y el sindrome X-fragil
y la distrofia muscular de Duchenne (ligadas a X).

En algunos casos la clinica orienta la busqueda de mutaciones: distrofia muscular de Duchenne, neurofibro-
matosis 1, hemocromatosis, o el sindrome de Prader-Willi. Los continuos avances genéticos asocian un abara-
tamiento de estudios menos orientados, y la tendencia es, en ausencia de un diagnostico clinico de razonable
certeza, a realizar estudios ampliados a las posibilidades diagndsticas existentes: array-CGH y estudios de
secuenciacion masiva (secuenciacion de paneles de genes o de exoma). Resulta més econémico en tiempo y
dinero un estudio amplio que ir buscando mutaciones en los diferentes genes candidatos.

En algunos casos, existen mutaciones de novo (no presentes en los progenitores, que por tanto deben ser es-
tudiados para ello): la mayorfa de las encefalopatias epilépticas de inicio precoz y muchas de las causas de
discapacidad intelectual y otros trastornos del neurodesarrollo.

En general casitodas las enfermedades pueden deberse a diferentes tipos de alteraciones genéticas por lo que
su estudio abarca diferentes técnicas.

En los proximos afios la secuenciacion del genoma total (ya disponible, aunque todavia no implementada a
nivel clinico) sustituira a los estudios por exoma, y se incrementara el rendimiento diagndstico.

Los estudios genéticos son pruebas no solicitadas habitualmente por el pediatra de Atencion Primaria, pero
debe conocer su existencia y estar preparado para poder comprender su utilidad, y el porqué estan revolucio-

nando el proceso diagnostico.
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