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Técnicas genéticas diagnosticas. Diagnéstico clinico y diagnéstico genético ST e s

Aproximadamente el 80% de las Enfermedades Raras (ER) tienen un origen genético. La mayoria de estas patologias se
inician en la edad pediatrica. El uso de técnicas genéticas y gendmicas permite el diagnostico de estas enfermedades de
origen genético, un prondstico preciso, posibilita el acceso a un tratamiento, si éste existe, y es fundamental para dar
opciones a las familias en siguientes gestaciones (asesoramiento genético). El diagndstico genético es complementario al

diagnostico clinico.

Diagnéstico clinico Diagnoéstico genético
*Se estudian los sintomas y signos *Se estudia la informacion genética del

clinicos presentes en el paciente. paciente.

«Se pregunta sobre la historia familiar. : *Potencialmente, una sola prueba puede

« Puede conllevar miltiples pruebas determinar el diagnostico de un paciente,

clinicas y la visita a aunque, en ocasiones, es necesario realizar

varias pruebas.

diversos especialistas o0 una visita a

una unidad multidisciplinar. *En el caso de las familias que quieran tener
descendencia les da opciones para eliminar el

riesgo de transmision de la enfermedad.
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Técnicas genéticas diagnosticas. ¢Cuando se necesita realizar estudios genéticos en ER? Enfermedades Raras
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Un estudio genético se inicia cuando un especialista tiene una sospecha de que un paciente tiene una
enfermedad de base genética
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Fig. 1. En todas las especialidades clinicas se puede requerir, en algiin momento, de estudios genéticos adicionales. Estos son algunos ejemplos. Fuente: elaboracién propia

indice



CuadERnos de investigacion 0 Fundac.onfed r

ra la investigacion d

Técnicas genéticas diagndsticas. Profesionales implicados en los estudios genéticos Enfermedades Raras

En el procedimiento de diagnodstico genético intervienen varios profesionales:

Genetista médico/a: es el médico que realiza el

diagnostico clinico basado en las caracteristicas fisicas del

Genetista clinico/a de laboratorio: es el

profesional que se encarga de realizar las pruebas

paciente y sus sintomas/signos. Realiza asesoramiento

genético también.
genéticas e interpretar los resultados. Puede proceder de

distintas disciplinas académicas (ej. biologia, medicina,

"y
-

Asesor/a genético/a: atiende al paciente/familia

enética, farmacia, etc.). : -
g ) en consulta y ofrece el asesoramiento genético. Puede

proceder de distintas disciplinas académicas (medicina,

biologia, psicologia, enfermeria, etc.).

* Se recomienda la lectura del cuadERNno de Investigacion sobre asesoramiento genético
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Enfermedades Raras

Técnicas genéticas diagnosticas. Dificultades y ventajas del estudio genético

Ventajas

< Diagnéstico temprano y certero para los pacientes y Dificultades
familias.
< Las enfermedades raras presentan
mucha variabilidad de sintomas y una gran
heterogeneidad genética.
* Aunque afectan a muchas personas en

conjunto, cada enfermedad rara afecta a

s Se puede acceder a un asesoramiento genético
preciso conociendo el riesgo de recurrencia y
detectando a los portadores de la enfermedad. Esto
es muy importante de cara a tener descendencia.

Y si el estudio es exitoso.... muy pocas personas, por lo que la
acumulacion de conocimiento es escasa.

< AUn existe poco conocimiento de la
funcion de la mayoria de los genes.

X/

s El estudio genético requiere tiempo,

R/

+ ldentificacion de nuevos genes responsables de ER
que sirve para ampliar conocimiento respecto a
futuros diagnoésticos

< Acceso a medicamentos y terapias especificas para esfuerzo y financiacion.

tratar el defecto molecular: medicina de precision.
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Enfermedades Raras

En este cuadERno hablaremos de 2 de las técnicas diagndsticas mas utilizadas:

o f— o —
»> ARRAY

> SECUENCIACION MASIVA e e e NN |
M =

Fig. 2. A) Imagen de los datos de un array; B) Imagen de los datos
obtenidos de secuenciacion masiva. Fuente: Karen Heath.
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* Se recomienda la lectura previa del cuadERNno de Investigacion sobre genes EEE 0 BEWRm e
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Técnicas genéticas diagnosticas. ¢Qué son los arrays? Enfermedades Raras

El array (también llamado microarray) es una técnica de diagnostico genético que permite detectar ganancias
(duplicaciones) o pérdidas (deleciones) de regiones del genoma, asi como modificaciones estructurales en regiones
concretas de cada cromosoma (paterno, materno, o en ambos).

Se realiza a partir de ADN que, generalmente, se obtiene a partir de una muestra de sangre. También puede
realizarse a partir de otros tejidos como saliva, muestra de la piel, y durante el embarazo, de células del liquido
amniotico o del tejido placentario. El médico determinara qué muestra es la mas adecuada en cada caso.

El genetista médico determinara si se debe realizar o no la prueba de arrays, pero en personas con discapacidad
intelectual, retraso en el desarrollo psicomotor, trastorno del espectro autista, malformaciones congénitas y en fetos con
anomalias ecograficas y en mujeres con abortos de repeticion se recomienda en la mayoria de los casos.
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Técnicas genéticas diagnosticas. La técnica de los arrays Enfermedates Raras
ﬁggeﬁg ADN control La técnica permite conocer en funcién de la fluorescencia, si existe alguna

diferencia en el namero de copias de una region del genoma del paciente
comparado con un control. Por ejemplo, si marcasemos con fluorescencia verde
el ADN del paciente y con fluorescencia roja el ADN de control, veriamos lo
siguiente:

O Fluorescencia amarilla (fluorescencia roja + fluorescencia verde) - Hay la

misma cantidad de ADN en el paciente y en el control, por tanto, no hay

ninguna delecion (pérdida) o duplicacion (ganancia) de material genético en

el paciente.

O Fluorescencia verde - Hay mas copias de una region de ADN en el

paciente que en el control, por tanto, existe una duplicacion o ganancia de
Pérdida de genes material genético en el paciente.

Ganancia de

genes 0 FISIESEEReEeE - Hay menos copias de una regiéon de ADN en el
No h s paciente que en el control, por tanto, existe una delecion o pérdida de
O Nna . - .
variac?lén material genético en el paciente.

Fig. 3 Hibridacion Genémica Comparada y como funciona. Fuente: Imagen modificado de una figura de Genotipia.
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Nino de 2 anos remitido a la consulta de genética por retraso psicomotor y cognitivo,
anomalia cardiaca y dismorfias faciales.

.

El genetista médico realiza una evaluacion clinica del nino y de la historia clinica de la
familia. Se ofrece asesoramiento genético a los padres (antes del estudio genético).

L

Se inicia el estudio genético - Primer prueba: se realiza un array en el nino.

4

El genetista clinico del laboratorio determina que el nino tiene una delecion patogénica en
el cromosoma 7q11.23. Deleciones o pérdidas de material genética de esta region causan
el sindrome de Williams-Beuren, lo cual encaja con la clinica observada en el nino.

4

Asesoramiento genético a los padres - Los resultados se explican a la familia y los riesgos
en gestaciones futuras.

L 4

El genetista clinico revisa el caso y remite al paciente a otros especialistas, en funcion de la
enfermedad.

0 Fundacion feder

para la investigacion de

Enfermedades Raras
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Fig 4. Imagen de los resultados de un arrayCGH demostrando una
delecion de cromosoma 7q11.23 (indicada con puntos rojas). Imagen
cedida por la Dra. MA Mori, INGEMM.
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Técnicas genéticas diagnosticas. ¢Qué es la secuenciacion masiva?

La secuenciacion masiva (NGS: “Next generation sequencing”)* es una tecnologia que permite la lectura del cédigo de ADN (lo que se
denomina “secuenciacion”) de multiples genes hasta todo el genoma de ADN a la vez en un Unico ensayo. Se trata de 'leer en orden ese
codigo de ADN, compuesto por 4 pares de bases: A (adenina), T (timina), C (citosina) y G (guanina). El genoma humano contiene alrededor

de tres mil millones de pares de bases.

La secuenciacion masiva es especialmente (til y eficaz cuando, entre
otras...

1- Las caracteristicas clinicas del paciente no estan muy definidas: por ejemplo, en las
enfermedades neurodegenerativas, los pacientes tienen sintomas comunes, pero la
causa genética es muy variable.

2- Mucha heterogeneidad genética: existen mdultiples genes que causan una
enfermedad (ej: anemia de Fanconi).

Fig. 5. Sucesion simplificada de los pasos a seguir en la tecnologia de secuenciacion 3- Muchas mutaciones diferentes en un Gnico gen causan una enfermedad: (ej: se
masiva. Fuente: Monzo, C,. et al., 2017. Genomica en medicina: una guia practica.

conocen mas de 1.600 mutaciones diferentes a lo largo del gen LDLR relacionadas

con el hipercolesterolemia familiar).

* Hoy por hoy es la técnica mas utilizada en los laboratorios de genética.
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Técnicas genéticas diagnosticas. Tipos de secuenciacion masiva Enfermedades Raras

Hay diferentes tipos de secuenciacion masiva: en funcion del nivel de complejidad del
analisis, el tiempo y los potenciales resultados se distinguen:

Menor
e — complejidad
Diferentes tipos Paneles de genes
de " ” *Complejidad del analisis de datos
secuengiacién Exoma ( WES ) *Tiempo necesario para el analisis
masiva
Genoma completo (“WGS”)
— Mayor
complejidad
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Técnicas genéticas diagnosticas. Tipos de secuenciacion masiva Enfermedades Raras

Pequenas variaciones
y mutaciones

Secuenciacion de paneles de genes: es una herramienta que permite analizar genomicas
Gen

\l
i III Exén IIIExc’)n

2 Exén ) Intrén
Intrén Intrén

=T

N° Total de exones: Exoma

1%

simultaneamente mutaciones en un grupo amplio de genes con sospecha de estar

relacionados con la enfermedad en estudio.

Secuenciacion del exoma (WES): el exoma constituye del 1-2% del genoma total y es la

()Y
e

,k\/\"
g 1%
PLoT

o

parte del genoma formado por los exones, es decir, las partes que daran lugar a los

N ) . -
aminoacidos de las proteinas. En el caso de las ER, se estudia frecuentemente el exoma = (%) o Proteina
. . i o ) _ . Genoma ' _ O
trio, es decir se incluyen también las muestras de los progenitores para estudiar como se Cambio de un O
aminoacido

ha transmitido la enfermedad. El objetivo es identificar e interpretar mejor las variantes

Fig. 6. Descripcion de la estructura del genoma y del ADN de un
gen compuesto por exones e intrones para el analisis de pequenas
mutaciones o del exoma. Fuente modificada: Servicio de
Bioinformatica, Universidad de Salamanca.

detectadas.
Secuenciacion del genoma completo (WGS): determina la composicion genética de la
persona, es decir de TODOS los nucledtidos en su ADN y puede encontrar variaciones en

cualquier parte del genoma.

indice



CuadERnos de investigacion 0\ Fundacion feder

para la investigacion de

Técnicas genéticas diagnosticas. Variantes genéticas Enfermedades Raras

La secuenciacidon masiva genera una gran cantidad de variantes que el genetista clinico de laboratorio tiene que
determinar cual(es) es(son) responsable(s) de la enfermedad del paciente. Para ello se utiliza una clasificacion
internacional con 5 diferentes clases de variantes:

|

0’0

Patogénicas Resultados que se incluyen en el informe genético molecular-
confirmacion de diagnéstico clinico

% Probablemente patogénicas

Se incluyen en el informe genético molecular los resultados que
tienen correlacion con la clinica, pero el diagnoéstico clinico no

¢ Variantes de significado incierto (VUS)} se confirma en ese momento. Es necesario realizar mas
pruebas

Resultados que NO se incluyen en el informe genético molecular- - son
variantes presentes en la poblacion general que no causan la enfermedad.
< Benignas La sospecha clinica no queda confirmada

* Probablemente benignas

No todas las variantes genéticas que se identifican estan involucradas con la enfermedad de interés. En ocasiones, se localizan
variantes asociadas a otros trastornos genéticos diferentes al que se esta buscando. A esto se le denomina hallazgo secundario. El
paciente o familia decide si quieren saber estos resultados antes de realizar el estudio genético.
indice
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Madre embarazada. Deteccion de anomalias en la ecografia realizada a las 20
semanas de gestacion. El/la obstetra contacta con la genetista médica por
sospecha de que el feto tiene una displasia esquelética.

L

Se ofrece asesoramiento genético a los padres (antes del estudio genético).

L

Se realiza estudio genético - Secuenciacion masiva (Exoma) en trio (feto -ADN
extraido de liquido amniotico), madre y padre (ADN de la sangre).

|

La genetista clinica de laboratorio determina que hay una variante (mutacion)
patogénica en el gen COL1A1 en el feto pero que esta ausente en ambos padres.
Variantes en este gen causan osteogénesis imperfecta, una displasia
esquelética asociada con fracturas repetitivas entre otras caracteristicas
clinicas.

Asesoramiento genético a los padres - Se explica a la familia los resultados y sus
implicaciones con el embarazo en curso y para futuras gestaciones.
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Fig. 7. Imagen de secuenciacion masiva demostrando la presencia
de una variante patogénica en el gen COL1A1 en el feto:
NM_00088.4:¢.1004G>T p.(Gy1169Ser). Fuente: Karen Heath.
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Técnicas genéticas diagnosticas. El camino hacia el diagnéstico Enfermedades Raras

Valoracion
clinica por parte
del genetista
médico y otros

clinicos

Extraccion de muestra del paciente
(firma de un consentimiento
informado)

Asesoramiento genético
al paciente/familia
Flec: 8%

3 Wk M

g = LI

iEsta es la —
fase mas \ Analisis de e ...
compleja del Clasificacion de variantes e datos AnaI|§|s genetico:
_ I interpretacion de resultados. - (bioinformaticos, ©). arrays,
dlagnOSt|C0! Consulta bases de datos genetistas) secuenciacion masiva
geneticas [T TUUUURTEEEE 0\ e

* Se recomienda la lectura del cuadERNno de Investigacion sobre asesoramiento genético

indice


https://www.enfermedades-raras.org/sites/default/files/2022-06/Cuaderno%20de%20investigaci%C3%B3n_Asesoramiento%20gen%C3%A9tico%20-%20090622.pdf

CuadERnos de investigacion
0 Fundacmnfed I'

Enfermedades Raras

Técnicas genéticas diagnosticas. ¢Qué debo tener en cuenta en un proceso diagnoéstico
genético?

» jiEs importante saber que NO siempre se llega a un diagnostico!!

» Aunque los estudios genéticos han avanzado mucho durante la Ultima década, todavia no es posible interpretar todos los
resultados generados mediante secuenciacion masiva. El conocimiento cientifico en torno al diagnostico genético se
incrementa dia a dia exponencialmente, por lo que, aunque hoy no se haya podido obtener un diagndstico, los genetistas
revisan peridodicamente los datos obtenidos para que en un futuro este diagnostico sea posible.

» Existen casos en los que el médico puede solicitar incorporar al estudio a los progenitores u otros miembros familiares
para ayudar a determinar si una variante detectada es o0 no es la causa de la enfermedad del paciente.

» Los estudios genéticos son complejos y pueden tener importantes implicaciones para otros miembros de una familia, asi
como influir en las decisiones reproductivas. Por tanto, es esencial que siempre vayan acompanados del correspondiente
asesoramiento genético previo al estudio genético, de manera que se disponga de una explicacion de lo que se va a
estudiar y como se va a hacer y, posteriormente, de los resultados obtenidos.
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