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INTRODUCCION

Las  enfermedades  genéticas  representan
aproximadamente el 80% de las enfermedades
raras o minoritarias, definidas como aquellas que
tienen una prevalencia menor de 1 en 2000 personas.
Seestimaquehay entre 6.000y 8.000 enfermedades
raras, con 250-280 nuevas enfermedades descritas
anualmente, que afectan aproximadamente al 6-8%
de la poblacion. La rareza de estas enfermedades
individualmente implica desafios significativos
para los pacientes afectados, sus familias, y para
sus médicos que intentan conseguir un diagndstico
etiologico definitivo. Las enfermedades raras
mayoritariamente se diagnostican en la edad
pediatrica y son responsables del 35% de muertes
en el primer afo de vida. Se carece de tratamientos
especificos efectivos para la gran mayoria de estas
enfermedades, y cuando existen, a menudo son
muy caros debido al esfuerzo cientifico que implica
desarrollarlos, y al pequefio potencial de mercado

que tienen [1].

Las enfermedades renales raras comprenden
mas de 150 enfermedades diferentes, tienen
una prevalencia global de alrededor de 60 a 80
casos por cada 100.000 individuos en Europa y
EE. UU. y mayoritariamente son hereditarias.
Individualmente  todas las  enfermedades
renales hereditarias (ERH) son enfermedades
raras, excepto la poliquistosis renal autosémica
dominante (PQRAD). Globalmente, las ERH son
la quinta causa mas comun de fallo renal después
de la diabetes, hipertension, glomerulonefritis y
pielonefritis. Al menos el 10% de los adultos y
la mayoria de nifios que requieren terapia renal
sustitutiva (TRS) tienen una ERH [2] [3].

El desarrollo e implantaciéon de las técnicas de
andlisis gendmico que ha sucedido en las dos
ultimas décadas, ha permitido el descubrimiento
de un gran numero de genes causantes de ERH.
Actualmente se conocen mas de 600 genes
causantes o asociados a ERH [4,5]. Este
avance en el conocimiento genético de las ERH
estd ofreciendo nuevas herramientas para su
diagnostico y manejo, asi como cambios en su
nomenclatura y clasificacion. Algunas ERH estan
siendo renombradas con una nueva terminologia
que incluye el nombre del gen causante, como
la nefropatia HNFIB [6], o la nefropatia tubulo-
intersticial autosoémica dominante (NTAD) causada
por el gen UMOD (NTAD-UMOD), MUCI
(NTAD-MUCI), REN (NTAD-REN), HNFIB
(NTAD-HNFIB), SEC614A1 (NTAD-SECG6IAI)
[7] y que clasicamente se denominaba Enfermedad
Quistica Medular.

El diagnostico clinico de las ERH puede ser
complicado debido a su elevada heterogeneidad
clinica (edad de inicio, gravedad y progresion de
los sintomas, manifestaciones extrarrenales) y al
considerable solapamiento de las manifestaciones
clinicas entre varias ERH. Por ejemplo, una
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paciente joven con quistes renales bilaterales
sin antecedentes familiares podria estar afectada
de PQRAD, de nefropatia HNFIB o incluso de
una forma monosintomatica de sindrome oro-
facio-digital. Existen varios ejemplos de genes
inicialmente descritos como causantes de un
sindrome que a posteriori se ha identificado que
pueden causar unicamente uno de los sintomas. Por
ejemplo, el gen LMXIB se describi6 inicialmente
como causante del sindrome de ufia-rotula (OMIM
#161200, Orphanet #2614), pero a posteriori se han
descrito pacientes con variantes patogénicas en este
gen que presentan distintos grados de proteinuria,
algunos con biopsia de glomeruloesclerosis
segmentaria y focal, y sin alteraciones extrarenales
(OMIM #256020, Orphanet #2613) [8].

Por otro lado, mutaciones en un mismo gen
puede causar distintas entidades clinicas.
Por ejemplo, el gen PAX2 inicialmente descrito
como causante de anomalias congénitas del rifion
y el tracto urinario (CAKUT) frecuentemente
asociadas a coloboma del nervio optico, entidad
conocida como el sindrome renal-coloboma [9],
y a posteriori también se ha identificado como

causante de glomeruloesclerosis segmentaria y
focal con patron autosémico dominante [10].

La mayoria de ERH presentan heterogeneidad
genética (varios genes causan una misma ERH)
que puede ser muy elevada como en la nefronoptisis
y ciliopatias relacionadas con mas de 20 genes
causantes [11] (Figura 1) y el sindrome nefrético
cortico-resistente con mas de 50 genes [12].

El diagnéstio genético de una ERH permite un
diagnostico etiologico definitivo, identificando
su causa molecular (genotipo), y nos da acceso a
importante informacion en la literatura y en portales
de informacion de referencia de enfermedades
genéticas como Online Mendelian Inheritance in
Man (OMIM), Orphanet y GeneReviews. Esta
informacion resulta de gran ayuda en enfermedades
tan infrecuentes y nos orienta en las manifestaciones
clinicas que puede presentar el paciente, en su
manejo y opciones terapéuticas, siendo la base
de la medicina predictiva y personalizada. Otro
punto esencial del diagnostico genético es que nos
permite ofrecer un asesoramiento genético preciso
tanto del paciente como de sus familiares.
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Figura 1. Heterogeneidad clinica y genética de la nefronoptisis y ciliopatias relacionadas [13]
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GENOMA HUMANO Y SUS
VARIANTES DE SECUENCIA

La secuencia de DNA del gemoma humano
estd contenida en 23 pares de cromosomas en
el nucleo de cada célula diploide y contiene la
informacion genética necesaria para el desarrollo
y funcionamiento de un ser humano. El genoma
humano esta formado por 3 billones de pares de
bases o nucleotidos [Adenina (A), Citosina (C),
Timina (T), Guanina (G)] que contienen unos
20.000 genes. La parte codificante de los genes
se denominan exones y al conjunto de todos los
exones (~180.000) de todos los genes del genoma
se le denomina exoma.

Existe una secuencia de referencia del genoma
humano generada por el Proyecto Genoma
Humano. Lasecuenciadereferencia fue ensamblada
por cientificos a partir de la secuenciacion de
DNA de varios donantes individuales y es de gran
utilidad para poder generar comparaciones entre
secuencias.

Si bien dos seres humanos del mismo sexo
comparten el 99.9% de su secuencia de DNA,
aproximadamente cada 1000 nucledtidos existe una
variante de secuencia. Cada individuo posee una
secuencia unica de su genoma, presente en todas las
células del cuerpo, fruto de pequenas variaciones
en la combinacion de estos 4 nucleotidos, que
se han producido y transmitido al largo de las
generaciones. Estas variantes fundamentan buena
parte de la variabilidad fenotipica interindividual
y hacen que no existan dos individuos idénticos, a
excepcion de los gemelos univitelinos.

La mayoria de estas variantes no alteran la
secuencia que codifica para proteina o su nivel de
expresion, es decir, que la mayoria son silenciosas
y carecen de expresion fenotipica o bien dan lugar
a diferencias en el fenotipo que no son patologicas.
Estas variantes se denominan variantes benignas
(neutras) o cldsicamente polimorfismos y
generalmente estan presentes en una frecuencia
superior al 1% en la poblacion general.

En cambio, se denominan variantes patogénicas,
clasicamente denominadas mutaciones, a las
variantes que alteran la secuencia que codifica
para proteina o su nivel de expresion, dando lugar

a una falta o ganancia de funcién proteica, que
causan una enfermedad genética. Estas variantes
patogénicas se encuentran en una frecuencia
muy baja en la poblacion general. Las variantes
patogénicas pueden ser cromosémicas, si afectan
al nimero o estructura de los cromosomas, o
génicas o genéticas, si alteran un solo gen.

Un alelo es cada una de las formas alternativas
que puede tener un mismo gen. Un individuo
hereda dos alelos para cada gen autosoémico, uno
del padre y el otro de la madre. Los alelos se
encuentran en la misma posicion dentro de los
cromosomas homoélogos. Se puede distinguir entre
los llamados alelos normales o mutados, si han
sufrido alguna alteracion que hace que su secuencia
haya cambiado. Para una determinada variante de
secuencia un individuo puede ser: homocigoto, si
tiene los 2 alelos iguales; heterocigoto, si tiene los
2 alelos distintos o hemicigoto, si tiene un tnico
alelo para los genes de los cromosoma X e Y en
un varéon. Un haplotipo es una combinacion de
alelos, o conjunto de variaciones del DNA, que se
heredan conjuntamente debido a su localizacion
cromosOmica muy proxima.

ENFERMEDADES GENETICAS
Y PATRONES DE HERENCIA

Una enfermedad genética esta causada por una
alteracion del genoma y puede ser hereditaria o
no. Si el gen alterado esta presente en los gametos
(6vulos y espermatozoides) de la linea germinal la
enfermedad serd hereditaria, en cambio, si altera
unicamente las células somaticas no sera hereditaria,
como ocurre en la mayoria de los cdnceres que son
causados por mutaciones adquiridas (somaticas).
Las enfermedades genéticas hereditarias se
pueden clasificar en 4 tipos segin el tipo de
alteracion genética que las causa y su patron
de herencia: cromosdmicas, monogénicas,
mitocondriales y poligénicas.

Las anomalias cromosémicas se presentan en
aproximadamente el 0.4% de la poblacion general
y pueden afectar el nimero o la estructura de
los cromosomas. La mayoria de las anomalias
cromosOmicas se generan durante la meiosis.
A pesar de que es posible heredar algunos tipos
de trastornos cromosémicos, la mayoria no se
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Figura 2. Patrones de herencia mendeliana con los que se transmiten a la descendencia las enfermedades

monogénicas.

transmiten de una generacion a la siguiente sino
que son de novo (no heredadas).

Las enfermedades monogénicas, también
denominadas mendelianas, son mayoritariamente
enfermedades raras y estdn causadas por una
variante patogénica en un unico gen de los
aproximadamente 20.000 genes que contiene
nuestro genoma. Se transmiten a la descendencia
siguiendo los patrones de herencia mendeliana:
autosémico dominante, autosémico recesivo, ligado
al cromosoma X y ligado al cromosoma Y (Figura
2). Los genes implicados en las enfermedades
autosomicas estan localizados en uno de los 22
pares de autosomas, mientras que los ligados al
sexo se encuentran en el cromosoma X o Y.

En las enfermedades con herencia autosomica
dominante, como la PQRAD, la presencia de
una sola copia del gen mutado es suficiente para
que la enfermedad se manifieste, de manera que
los individuos afectados presentan la mutacion en
heterocigosis. Las principales caracteristicas de

este patron de herencia son: la transmision vertical,
en la que cada paciente tiene el padre o la madre
también afectado por la enfermedad (salvo en
mutaciones de novo); existe el mismo riesgo para
ambos sexos a padecer o transmitir la enfermedad y
una probabilidad del 50% de que los descendientes
hereden la copia del gen mutado y estén afectados
por la enfermedad.

En las enfermedades con herencia autosémica
recesiva, como la nefronoptisis, Unicamente los
individuos con las dos copias del gen mutadas
manifiestan la enfermedad. Las principales
caracteristicas son: los  progenitores del
individuo afectado son portadores heterocigotos
de la mutacion y generalmente asintomaticos;
transmision horizontal, es decir, si aparece mas
de un afectado en la familia suelen ser hermanos;
el riesgo de recurrencia de la enfermedad en cada
hermano del probando es del 25% y los varones
y mujeres tienen la misma probabilidad de estar
afectados. Las enfermedades recesivas suelen
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manifestarse mas precozmente que las dominantes,
incluso en la etapa prenatal o en la infancia y
adolescencia y presentan penetrancia completa.
Otro factor a considerar en estas enfermedades
es la consanguinidad y la endogamia, las cuales
aumentan la probabilidad de que los miembros de
una pareja sean portadores de una mutacion en el
mismo gen.

Las enfermedades de herencia ligada al
cromosoma X, como la enfermedad de Fabry,
generalmente se manifiestan de forma mas grave
en los hombres que en las mujeres. Esto es debido
a que los varones son hemicigotos para los genes
del cromosoma X (so6lo tienen una copia) y a que
en las mujeres con 2 cromosomas X se produce
el fenomeno de la inactivacién del cromosoma
X durante la primera semana del desarrollo. El
X inactivo puede ser el paterno o el materno y
se inactiva de forma aleatoria pero permanente.
Si uno de los cromosomas X esta mutado, la
proporcion de células con el gen mutado activo es
variable. Este fenomeno explica la variabilidad de
la severidad que pueden presentar las mujeres para
estas enfermedades e indica que la designacion
de mujer portadora de una enfermedad ligada al
cromosoma X puede generar confusion, ya que
las mujeres también estan afectadas aunque con
grado muy variable. Otras caracteristicas de las
enfermedades con herencia ligada al X son: el
varon transmite la variante patogénica a todas sus
hijas que la presentaran en heterocigosis; no hay
transmisién varon-varéon de la enfermedad; los
varones afectados estaran emparentados siempre a
través de mujeres.

Por ultimo, las enfermedades de herencia ligada
al cromosoma Y que sélo afectan a los hombres,
de manera que se transmiten del padre afectado a
todos sus hijos varones y a ninguna de sus hijas. No
existe ninguna ERH con patrén de herencia ligado
al cromosoma Y.

Recientemente, se ha acuflado el término de
herencia semidominante para designar algunos
genes pueden estar asociados tanto a un patrén de
herencia autosdémico dominante como recesivo. En
este caso los individuos con una variante patogénica
en heterocigosis presentan un fenotipo mas leve
en comparacion con los que presentan variantes

patogénicas bialélicas (en las 2 copias del gen
en homocigosis o heterocigosis compuesta) que
presentan una forma mas grave y de aparicion mas
temprana de la enfermedad. Un ejemplo serian los
genes COL4A3 y COL4A44, que cuando presentan
una variante patogénica en heterocigosis causan
el sindrome de Alport autosomico dominante de
debut en el adulto con presentacion y penetrancia
variables de la microhematuria, proteinuria,
enfermedad renal cronica y sordera, mientras que
cuando estos genes tienen sus dos copias mutadas
causan el sindrome de Alport autosémico recesivo
con una presentacion clinica mas grave y de debut
generalmente en la edad pediatrica.

Las enfermedades mitocondriales con herencia
materna estan causadas por una variante
patogénica en el DNA mitocondrial (mtDNA),
como el sindrome de MELAS que puede cursar
con afectacion renal. El mtDNA es un pequeio
cromosoma circular que contiene 37 genes que
se encuentra dentro de las mitocondrias. Las
mitocondrias son organulos encargados de la
produccion de energia. Las mitocondrias y, por
tanto, el mtDNA se transmiten por via materna, ya
que es el oocito el que aporta miles de copias de
mtDNA al cigoto. Cada célula tiene entre 1.000-
100.000 moléculas de mtDNA. El mtDNA tiene
una tasa de mutacién 10-20 veces superior al DNA
nuclear y es comun que coexistan en una célula
moléculas de mtDNA mutadas y no mutadas, lo
que se denomina heteroplasmia. El fenotipo de un
individuo heteroplasmico depende del porcentaje
de mtDNA mutado. Por ello, las enfermedades
debidas a mutacion en el mtDNA tienen una gran
variabilidad clinica. Una mutaciéon concreta en el
mtDNA puedo producir fenotipos muy variables
y mutaciones diferentes pueden producir sintomas
similares.

Por ultimo, las enfermedades mas comunes son las
enfermedades poligénicas también denominadas
multifactoriales o complejas, como la diabetes
y la hipertensiéon, que no son monogénicas
como su nombre indica. Estdn causadas tanto
por factores de predisposicion genéticos como
ambientales, es decir, que varios alelos de genes
diferentes proporcionan un riesgo genético o
predisposicion individual a su desarrollo, que sélo
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se manifiestan en ciertas condiciones ambientales.
Estas enfermedades tienen un patron de herencia
complejo y muestran una agregacion familiar
mucho menor que las monogénicas. Para cada
variante genética la correlacion genotipo-fenotipo
es muy baja y usualmente s6lo puede asignarse un
riesgo relativo a una determinada variante genética.
Las enfermedades poligénicas generalmente
debutan en la edad adulta y son mucho mas
frecuentes en la poblacion que las enfermedades
monogénicas.

METODOS DE DIAGNOSTICO
GENETICO

El diagnéstico genético consiste en analizar el
material genético, generalmente DNA gendmico,
obtenido de un paciente con sospecha clinica de
estar afectado de una enfermedad genética con el
fin de identificar la alteracion genética que causa la
enfermedad.

Las metodologias que se utilizan para el diagnostico
genético son muy variadas, permitiendo desde
el estudio de cromosomas hasta el analisis del
cambio de un Unico nucleodtido. Las alteraciones
a nivel cromosémico se analizan con técnicas de
citogenética y las alteraciones génicas se analizan
mediante las técnicas de genética molecular [14].

Analisis cromosomico

El andlisis cromosémico en pacientes con
enfermedad renal estd principalmente indicado en
pacientes con cuadros sindromicos.

Las alteraciones cromosdmicas se han analizado
durante afios con el cariotipo tradicional que
continua utilizandose. Permite detectar mutaciones
cromosomicas numéricas (poliploidia, haploidia,
aneuploidia) y algunas mutaciones cromosomicas
estructurales (grandes deleciones y duplicaciones,
inversiones, translocaciones). Sin embargo, esta
técnica tiene una baja resolucion (5-10 millones
de pares de bases (Mb)), es laboriosa y necesita
2-3 semanas para el cultivo celular (linfocitos,
amniocitos,etc.).

En los ultimos afios el cariotipo tradicional ha
sido ampliamente remplazado por el cariotipo
molecular realizado con la metodologia de

hibridacion gendémica comparada sobre
arrays de DNA conocida como aCGH (4rray
Comparative Genomic Hybridization). El andlisis
se lleva a cabo mediante la co-hibridacion del
DNA del paciente y un DNA control (normal)
marcados con fluorocromos distintos en un soporte
solido (array) que contiene fragmentos de DNA
inmovilizados (sondas) disenados especificamente
para la deteccion de anomalias a lo largo de todo
el genoma (Figura 3). Cantidades equimolares del
DNA del paciente (marcado con un fluorocromo
verde) y el control (marcado con un fluorocromo
rojo) compiten para unirse (hibridar) con las sondas
del array de manera que si no hay ningtin alteracion
hibridan por igual (amarillo) y si hay una delecion
(pérdida de DNA) o una duplicacion (ganancia de
DNA) en el paciente se une preferentemente el
DNA del control o del paciente, respectivamente.
Esta metolologia permite detectar deleciones y
duplicaciones, que desde la introduccién de los
aCGH, se las denomina también variantes de
numero de copia o CNVs (Copy Number Variants).
La resolucion del array (capacidad de detectar
anomalias mas pequeias) depende del numero de
sondas del array. Al aumentar el nimero de sondas,
aumenta la cobertura del genoma y disminuye el
espacio entre las sondas, lo que posibilita identificar
CNVs mas pequenas, incluso del nivel de un exon.
Las principales ventajas del aCGH con respecto al
cariotipo tradicional son:

1) Alta resolucion, que permite detectar
microdeleciones y microduplicaciones.

2) Obtencion de resultados en practicamente
todos los casos, evitando los fallos de
cultivo celular.

3) Mayor rapidez, ya que al no requerir cultivo
celular de la muestra permite obtener
resultados en 7 dias.

4) Andlisis bioinformatico de los datos de
hibridaciéon, que evita variacion en la
interpretacion de los resultados entre
profesionales.

El inconveniente del aCGH es que no permite
detectar alteraciones cromosdmicas estructurales
sin cambios en el numero de copia, como las
translocaciones  cromosomicas  equilibradas,
inversiones , disomias uniparentales y esta limitado
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Figura 3. Representacion grafica de la metodologia de hibridacion gendmica comparada sobre arrays de DNA

[15].

para la deteccion de mosaicismo.

Lainterpretacion clinica precisade losresultados del
aCGH es el principal desafio, ya que se desconoce
el significado clinico de muchas de las CNVs que
se detectan. Por ello, es imprescindible que el
clinico que solicita el estudio genético proporcione
informacion clinica detallada al laboratorio para
poder realizar una correcta interpretacion clinica
de los resultados genéticos.

Analisis genético-molecular

La aproximacién mas utilizada para el diagnostico
genético de las ERH es el anadlisis mutacional del
gen o genes candidatos a causar la ERH. El objetivo
es identificar la variante patogénica (mutacién)
que causa la enfermedad en el paciente.

En los casos familiares generalmente se realiza el
analisis genético completo del gen o conjunto de
genes al familiar més gravemente afectado (caso
indice o probando) y en el resto de familiares
unicamente se realiza un estudio genético
secundario dirigido a determinar presencia/
ausencia de la variante patogénica identificada en
el caso indice, lo que permite confirmar o descartar

la enfermedad en sus familiares.

La principal limitacion del analisis directo es
que en caso de no identificar ninguna variante
patogénica, el resultado negativo del estudio
genético no confirma ni descarta que el paciente
esté afectado de una enfermedad monogénica, ya
que todas las metodologias tienen una sensibilidad
inferior al 100%.

La metodologia més ampliamente utilizada en el
andlisis mutacional es la secuenciacién del DNA
que puede realizarse con distintos métodos (Figura
4) y (Figura 5).

Secuenciacion Sanger

Es el método cléasico de secuenciacion del DNA con
el que se llevo a cabo el Proyecto Genoma Humano
que duré mas de 10 afios (1990-2003) y logréd
secuenciar el genoma completo de un individuo y
costd 3 billones de ddlares.

La secuenciacion Sanger es un método muy
sensible para la identificacion de mutaciones, pero
en cada experimento s6lo permite secuenciar un
solo fragmento de DNA de una longitud méxima
de unos 1000 nucledtidos. Por ello, para el analisis
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GEN1 — GEN2 — GEN3... <10 genes Panel de genes (10s...100s)

Exoma completo WES (~20.000 genes)
Genoma completo WGS (3 billones nucleotidos)

Figura 4. Representacion grafica de las metodologias de secuenciacion.

Classical
phenotype

Uncertain
phenotype

. . testing
Single causing
gene
Multipl
tple Multi-gene

Atypical / sl beltes) panel testing
phenotype

Unknown Whole-exome
causing gene sequencing

Figura 5. Opciones de métodos de diagndstico genético seguin el fenotipo del paciente [18].

mutacional de un gen es necesario secuenciar Esta metodologia resulta muy laboriosa para
independientemente cada uno de los exones del enfermedades causadas por genes con gran niimero
gen (partes que codifican para proteina del gen). de exones (p. ¢j. gen PKHDI con 67 exones)
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y/o enfermedades con heterogeneidad genética
(con multiples genes causales), ya que si no se
identifica la mutacion en el primero gen candidato,
se debe secuenciar el segundo gen candidato, el
tercero... hasta llegar a identificar la mutacion. La
seleccion del primer gen candidato a secuenciar
viene determinada por las caracteristicas clinicas
del paciente y por el porcentaje de casos que
explica cada uno de los genes (p. ¢j. en la PQRAD
el analisis secuencial generalmente se empieza
secuenciando el gen PKDI causante del 78%
de los casos, el segundo gen PKD2 causante del
15%, seguido de GANAB causante del 0,3% de los
casos, DNAJBII causante del 0,1% de los casos
y en aproximadamente el 7% de los casos no se
encuentra mutacion en ninguno de estos 4 genes).

Actualmente, la secuenciacion de Sanger continiia
siendo el método utilizado en determinados casos:

1) Diagnosticodeunaenfermedad monogénica
que no presenta heterogeneidad genética y
cuyo gen causante esta constituido por pocos
exones. Un ejemplo seria la enfermedad de
Fabry causada por el gen GLA con sélo 7
exones.

2) Estudio de familiares de un caso indice,
cuya mutacion ya ha sido identificada,
para confirmar/descartar la mutacion
identificada en el caso indice.

3) Confirmar los resultados obtenidos por
técnicas de secuenciacion masiva.

La secuenciaciéon de Sanger Uinicamente permite
identificar variantes de secuencia puntuales,
aquellas que alteran un nucle6tido o unos pocos.
Por ello, esta técnica debe complementarse con la
técnica denominada multiplex ligation-dependent
probe amplification (MLPA) que permite detectar
deleciones y duplicaciones de un exon, multiples
exones 0 un gen completo.

Secuenciacion masiva

La secuenciacion masiva o Next Generation
Sequencing (NGS) es la técnica de secuenciacion
mas utilizada actualmente para el diagnostico
genético de las ERH. Permite la secuenciacion
simultanea de todos los genes relevantes para un
determinado fenotipo a un precio y tiempo de
respuesta mucho mas reducido que con el método

clasico de secuenciacion de Sanger y con una
sensibilidad del mismo orden. Ademas, la NGS
permite la deteccion de todo tipo de variantes
genéticas, desde variantes de un solo nucledtido
hasta CNVs, aunque la sensibilidad para la
deteccion de CNVs es menor. La NGS puede
realizarse a distintos niveles: a) paneles de genes,
b) exoma completo y ¢) genoma completo.

a) La secuenciacion masiva de un panel de

genes se centra en el analisis exhaustivo de

un nimero determinado de genes asociados
con una enfermedad especifica o grupo
de enfermedades. Los paneles de genes

NGS utilizan el enriquecimiento dirigido

de genes seleccionados para proporcionar

una secuenciacion rapida y econdmica con
una cobertura mas alta que la lograda con
exoma completo o genoma completo. Es la
metodologia de eleccion en muchos laboratorios
de diagnostico. La eficiencia diagndstica de un
panel de genes depende totalmente del disefio
del panel, de la técnica de enriquecimiento
de las regiones de interés y de la profundidad
de lectura (depth of coverage) a la que se
secuencie. Algunos paneles contienen los
genes especificos para un determinado fenotipo

[16] y otros paneles pueden ser muy amplios y

contener los genes causantes de todas las ERH

[17].

A nivel técnico, las principales ventajas de

la secuenciacion de un panel de genes con

respecto la secuenciacion del exoma completo
son las siguientes:

1) Permite una mayor eficiencia en la
identificacion de CNVs, mutaciones
complejas (indels), mutaciones en regiones
genomicas complejas (pej PKDI con 6
pseudogenes, regiones ricas en GCs, ...)
e identificar mosaicismo. Esta mayor
eficiencia es debida a que se obtiene una
profundidad de lectura (depth of coverage, el
nimero de veces que se lee cada nucleotido
del gen) muy elevada (>200x).

2) Se detectan un numero mucho menor de
variantes genéticas candidatas a ser la causa
de la patologia que presenta el paciente, lo
que implica que el analisis de los resultados
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es mas rapido y menos complejo.

3) Evita identificar variantes en genes
implicados en otras patologias (incidental/
secondary findings).

Las principales desventajas de la secuenciacion de
un panel de genes con respecto al exoma:

1) No permite identificar mutaciones en genes
no incluidos en el panel.

2) Requiere una actualizacion periodica del
disefio del panel para incluir los nuevos
genes descubiertos asociados a la patologia
de estudio.

3) Capacidad mas baja de reanalisis de los
datos de secuenciacion.

b) La secuenciaciéon del exoma completo
o Whole Exome Sequencing (WES) es un
enfoque mas global que el panel de genes, ya
que analiza la mayoria de exones de la mayoria
de genes que conforman el genoma humano
(~20.000 genes) [4]. En muchos laboratorios se
usa el WES cuando la NGS de un panel de genes
no ha identificado ninguna causa monogénica de
la enfermedad. Las principales ventajas del WES
con respecto a un panel:

1) Permite detectar mutaciones en la gran
mayoria de genes del genoma.

2) Posibilita descubrir un nuevo gen candidato
a causar una enfermedad, no previamente
descrito en la literatura, aunque el nuevo
gen no tendrd valor diagndstico hasta que
se identifique como causante en multiples
pacientes con clinica similar y/o existan
estudios funcionales que lo avalen.

3) Permite un reanalisis periddico de los datos
de secuenciacion incorporando nuevos
métodos bioinformaticos y el conocimiento
cientifico de nuevos genes causantes de
enfermedad.

Las principales desventajas de la secuenciacion del
WES:

1) Sensibilidad limitada de regiones genémicas
complejas que pueden ser clinicamente
relevantes (p. ej. la region duplicada del gen
PKDI con 6 pseudogenes, regiones ricas en
GCs,...).

2) Probabilidad mas elevada de identificar
resultados no solicitados (incidental

findings).

3) Gran cantidad de variantes para interpretar,
lo que dificulta la identificacion de la variante
patogénica causante de la enfermedad, y de
datos para almacenar.

c) La secuenciacion del genoma completo
o Whole Genome Sequencing (WGS) analiza
tanto los exones como los intrones (regiones que
no codifican para proteina) de todos los genes
del genoma, asi como las regiones intergénicas.
No requiere ninguna técnica de enriquecimiento
ya que se secuencia todo el genoma. Hoy en dia,
WGS se usa mayoritariamente para proyectos de
investigacion o para casos muy complejos en los
que el WES ha resultado negativo y hay una muy
clara sospecha de que la causa de la enfermedad
es genética. Tiene la ventaja que puede detectar
determinados reordenamientos cromosoémicos
que no se pueden detectar ni con paneles ni con
WES.

Los costes de secuenciacion se van reduciendo
progresivamente, pero la cantidad de datos de
secuencia generados se estd expandiendo y, en
consecuencia, el andlisis y el almacenamiento
de datos se estdn convirtiendo en una de las
proporciones mas grandes del coste real de
la secuenciaciéon. La bioinformatica que es
disciplina encargada del andlisis y la gestion de
esta gran cantidad de datos se ha convertido en
una parte esencial del diagnostico genético.

El objetivo del diagnostico genético es identificar
la variante causante de la enfermedad monogénica
de entre los miles de variantes de secuencia
identificadas en cualquier paciente con respecto
a la secuencia del genoma de referencia. Por
ello, serd imprescindible un filtrado de las
variantes que tiene el paciente, para descartar
las que son benignas/probablemente benignas
(variantes frecuentes en la poblacion general,
localizadas en regiones intronicas o intergénicas
que no codifican para proteina, ...) y analizar con
detalle el subgrupo de variantes candidatas a ser
patogénicas. Este filtrado se realiza teniendo en
cuenta la clasificacion de las variantes en funcion
de su patogenicidad (ver apartado 5.2.1).

La principal dificultad de la NGS es Ia
interpretacion clinicadelos datos de secuenciacion.
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Por ello, es esencial la precisa descripcion de las
caracteristicas clinicas del paciente en estudio y
de sus familiares, que nos indicaran cuales de las
variantes potencialmente patogénicas detectadas
pueden tener un significado clinico relevante.
También es de gran ayuda disponer de la muestra
e informacion clinica de miembros de la familia
que permitan el andlisis de segregacion de las
principales variantes patogénicas candidatas
identificadas en el caso indice (comprobando
que los familiares enfermos tengan la variante
patogénica y los sanos no la tengan). Finalmente,
la experiencia de genetistas y clinicos formados
especificamente en ERH resultan esenciales para
un diagnostico genético fiable y de calidad.

Otras técnicas de diagndstico
genético-molecular:

Algunas variantes patogénicas no se pueden
identificar mediante ninguna de las técnicas hasta
ahora mencionadas, como por ejemplo la principal
variante patogénica identificada en el gen MUCI
causantedenefropatiatubulointersticial autosémica
dominante (ADTKD-MUCI). Se trata de la
variante MUCI (NM_001204286.1): ¢.428dupC
p.(Alal44Serfs*86) que consiste en la duplicacion
de una unica citosina en un homopolimero de 7
citosinas en una repeticion en tandem de niimero
variable de copias (VNTR) (GC-rich 60-base
VNTR). Esta variante al estar localizada en un
VNTR se analiza con una técnica especificamente
disefiada basada en minisecuenciaciéon o SNaPshot
[19], o por espectrometria de masas [20].

El analisis de ligamiento genético es una
aproximacion indirecta para realizar el diagndstico
genético de determinadas ERH, s6lo en los casos
familiares y siempre y cuando el diagndstico
clinico de la ERH en la familia sea 100% certero
[21]. Consiste en determinar y comparar los
haplotipos (combinaciéon de alelos de varios
marcadores genéticos situados en la region del
gen) de los distintos familiares con el fin de
determinar el haplotipo de riesgo que segrega con
la enfermedad en una determinada familia con una
enfermedad monogénica. El haplotipo de riesgo es
el que comparten todos los familiares afectados y
que no presenta ninguno de los familiares sanos.

Unicamente se puede realizar esta aproximacion
si se dispone de muestra de DNA e informacion
clinica de multiples miembros de una misma
familia de distintas generaciones, tanto afectados
como no afectados por la enfermedad en estudio.
Esta aproximacion indirecta no es aplicable
en enfermedades con elevada heterogeneidad
genética. Puede ser util en determinados casos en
los que no se ha identificado la variante patogénica
mediante el andlisis directo y también se utiliza en
el test genético preimplantacional.

NOMENCLATURAY
CLASIFICACION DE LAS
VARIANTES DE SECUENCIA

Nomenclatura

Las variantes de secuencia se nombran utilizando
una nomenclatura uniforme y estandarizada que
permite una designacion inequivoca de cada
variante y hace factible un uso compartido de la
informacion genémica. Las guias de nomenclatura
son establecidas por la Human Genome
Variation Society (HGVS) y se van actualizando
periodicamente. Estas guias estdn disponibles en
internet (http://www.hgvs.org/mutnomen/).

En los informes de diagnéstico genético se reportan
unicamente las variantes causantes o asociadas a
la clinica que presenta el paciente, utilizando la
nomenclatura HGVS valida en el momento del
informe. Se debe incluir la secuencia de referencia
del gen (p. ej. para PKDI NM _001009944.3)
y la nomenclatura de la variante tanto a nivel de
secuencia de DNA codificante (p. ¢j. c.8311G>A)
como de proteina (p. ej. p.(Glu2771Lys))
generalmente entre paréntesis para indicar que
es un efecto predicho. También debe indicarse
si la variante se ha identificado en el paciente en
heterocigosis, en homocigosis o en hemicigosis.

Clasificacion

Las variantes de secuencia identificadas en un
individuo con respecto al genoma de referencia
pueden clasificarse segun distintos criterios:

a) Segun su patogenicidad:

11
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La clasificacion de la patogenicidad de las variantes
de secuencia es una de las tareas mas relevantes
del diagnoéstico genético. Identificar una variante
patogénica o probablemente patogénica en un
gen mendeliano permite definir un diagnostico
etioldgico preciso que puede ser determinante en el
manejo del paciente.

En el afio 2015, el American College of Medical
Genetics (ACMQG) y la Association for Molecular
Pathology (AMP) describié unas guias para la
interpretacion y clasificacion sistematica de las
variantes de secuencia en base a su probabilidad de
causar una determinada enfermedad monogénica
[22]. Actualmente, estas recomendaciones son
ampliamente usadas en los laboratorios de
diagnostico genético de todo el mundo.

Estas guias permiten clasificar las variantes de
secuencia en 5 categorias:

1. Patogénica: causante de enfermedad,
con valor diagnostico para la enfermedad
asociada.

2. Probablemente patogénica:
probablemente causante de enfermedad,
a la practica con valor diagnostico para la
enfermedad asociada.

3. Variante de significado clinico incierto
(VUS): con causalidad no definida con

la informacion disponible actualmente.
Muchas variantes se clasifican en esta
categoria lo que genera una confusion
significativa en la practica clinica.
4. Probablemente benigna: probablemente
no causante de enfermedad.
5. Benigna: no causante de enfermedad.
Se consideran causantes de una enfermedad las
variantes que resultan clasificadas en las 2 primeras
categorias:  “patogénica” 'y  “probablemente
patogénica”. El resto de categorias no tienen
valor diagnostico. No obstante, las variantes de
significado incierto o VUS (Variants of Unknown
Significance) pueden ser reportadas en un informe
de diagndstico genético principalmente cuando no
se ha identificado ninguna variante patogénica/
probablemente patogénica y si se localizan en un
gen que se ha asociado al fenotipo que presenta el
paciente. Muchas de estas variantes VUS se van
reclasificando en probablemente patogénicas o
probablemente benignas a medida que se dispone
de mas evidencias.
Para clasificar las variantes las guias de la ACMG/
AMP evaluan diferentes criterios de evidencia:
1) Caracteristicas inherentes a cada variante p.
ej. variantes truncantes (ver apartado c¢) en
muchos genes mendelianos implican una fuerte

Tabla 1. Tipos de variantes de secuencia segun la Human Mutation Database

por otro.

Reordenamientos complejos

Missense: substitucion de un tinico nucleotido que da lugar a un cambio de un aminoécido

Nonsense: substitucion de un unico nucleétido que cambia un codén que codifica para un
aminodcido por un codon de terminacion de la traduccion proteica (UAG, UAA o UGA).
Splicing: substitucion de nucleoétido/s que altera el proceso de splicing del pre-mRNA
(proceso de eliminacion de intrones y unidén de exones)

Reguladoras: substitucion de nucledtido/s que causa anomalias reguladoras.

Pequeiias deleciones: microdeleciones (< 20 nucledtidos)

Pequeiias inserciones: microinserciones (< 20 nucle6tidos)

Grandes deleciones: Deleciones de > 20 nucledtidos

Grandes inserciones: Inserciones de > 20 nucle6tidos

Variaciones de niimero de repeticiones (expansiones de tripletes,...)

12
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evidencia de patogenicidad.

Frecuencia de cada variante en bases de
datos poblacionales de referencia como p. ej.
Genome Aggregation Database (gnomAD). Las
variantes patogénicas generalmente no figuran
en estas bases de datos poblacionales o tienen
frecuencias poblacionales extremadamente
bajas.

Predicciones de patogenicidad de las variantes
de cambio de aminoacido (missense) obtenidas
con multiples algoritmos bioinformaticos
disponibles online (p. ej. Mutation Taster,
Polyphen, SIFT, Mutation Assessor) que
evaltian la probabilidad de que una variante sea
0 no patogénica.

Correlacion genotipo-fenotipo, es decir, que
el fenotipo o los antecedentes familiares del
paciente correlacionen con las manifestaciones
clinicas atribuidas al gen que presenta la
variante candidata.

Patron de herencia del gen, p. ej. si el gen es
recesivo debe existir otra variante candidata
en el mismo gen en frans (es decir, en la otra
cadena de cromatina).

Segregacion familiar de la variante: si la
variante se localiza en un gen autosomico
dominante, comprobar que los familiares
afectos presentan la variante y los sanos no la
presentan. Si el paciente es un caso de novo de
la enfermedad, comprobar que los padres no
presentan la variante.

Articulos cientificos en los que se describe
la variante con datos funcionales que indican
una alteracion de la proteina resultante y/o
informacion clinica de los pacientes en que se
ha identificado la variante candidata.

Bases de datos de correlacion genotipo-fenotipo
como ClinVar o Human Mutation Database
(HMDB) o de genes especificos como la PKD
Mayo database para los genes PKDI y PKD?2;
la LOVD para los genes COL4A3 y COL4A4,
en las que generalmente figura la interpretacion
clinica de la variante, si ésta ha sido descrita en
la literatura cientifica.

Estos criterios se combinan de acuerdo con
unas reglas de puntuacion [22] para elegir una
clasificacion de cada variante en una de las 5

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

nefrologiaaldia.org

categorias arriba mencionadas.

b) Segun el tipo de alteracion de nucle6tido:
Comoyasehacomentado, las variantes de secuencia
pueden ser puntuales, es decir, que afectan a un
solo nucleotido (SNVs, single nucleotide variants)
0 unos pocos nucledtidos, o bien alterar una
porcion significativa del DNA, en este ultimo caso
se denominan variantes estructurales o CNVs. Una
de las principales bases de datos de mutaciones
The Human Gene Mutation Database las clasifica
segun el tipo de alteracion de nucleotidos (Tabla 1).

¢) Segin el potencial efecto que la variante
causa en la proteina:
Las variantes de secuencia también se pueden
clasificar en truncantes o no truncantes (Figura 6).
Las variantes truncantes dan lugar a la creacion
de codoén de terminacion de la traduccion proteica
prematuro resultando en una proteina truncada (de
tamaio inferior a la proteina normal).
Las variantes truncantes pueden ser de distintos
tipos:
* Nonsense (sin sentido): cambio de
nucleotido que da lugar a la creacién de un
codon de stop (TAG, TAA 0 TGA), que termina
prematuramente la traduccion produciendo
una proteina truncada.
» Frameshift (cambio de pauta de lectura):
Insercion o delecion de uno o varios
nucleoétidos cuyo niimero no es multiplo de 3,
lo que genera un coddn stop prematuro.
» Splicing: que conlleva el salto de un
exon (exon skipping) o fragmento de exdén
o insercion de una parte de un intréon en la
secuencia codificante con un numero de
nucleotidos no multiple de 3.
Las variantes no truncantes no alteran la pauta
de traduccion proteica (in frame). En este grupo se
incluyen las variantes de tipo:
* Missense (cambio de aminoacido): cambio
de nucledtido que da lugar a un cambio de
aminoacido.
* Deleciones o inserciones en pauta (in
frame): de un numero de nucle6tidos multiplo
de tres.
Splicing: que conlleva el salto de un exoén
(exon skipping) o fragmento de exon o insercion de

13
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eTRUNCANTE: Variante patogénica

Codon

Nonsense

Splicing

Inserciones no miiltiples de 3
Deleciones no miiltiples de 3
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Inserciones miiltiples de 3 nt

Figura 6. Representacion esquematica de las variantes truncantes y no truncantes. nt: nucleétido.

una parte de un intrén en la secuencia codificante
con un numero de nucledtidos multiplo de 3.

FACTORES QUE
CONTRIBUYEN A

LA VARIABILIDAD
FENOTIPICA DE LAS ERH

A dia de hoy, todavia se desconoce porque
pacientes con la misma ERH pueden tener
presentaciones clinicas muy distintas. Algunos
de los factores que pueden contribuir a esta
elevada variabilidad fenotipica de las ERH son
los siguientes (Figura 7)[18]:

a) Heterogeneidad genética y alélica

La heterogeneidad genética que presentan
varias ERH (que aunque siendo monogeénicas el
gen mutado que las puede causar no es Unico)
puede explicar parte de su variabilidad fenotipica
ya que segun el gen causante el fenotipo puede

diferir. Un claro ejemplo es la PQRAD, donde los
pacientes con mutaciones de PKD/ alcanzan TRS
unos 20 afos antes que aquellos con mutaciones
PKD?2.

La heterogeneidad alélica se refiere a las distintas
mutaciones deunmismo gen (alelos), que pueden dar
lugar al mismo fenotipo o diferentes fenotipos. Los
tipos de mutacion se correlacionan con la gravedad
de laenfermedad en varias ERH. Un ejemplo son los
pacientes portadores de dos mutaciones truncantes
en el gen PKHDI que presentan una forma muy
grave de poliquistosis renal autosdmica recesiva
(PQRAR), letal en muchos casos, mientras que
la presencia de al menos una mutacion missense
estd asociada a una forma menos grave con mejor
prondstico. En general, las correlaciones genotipo-
fenotipo son mas débiles para los trastornos
monogeénicos autosdmicos dominantes que para las
enfermedades autosdmicas recesivas.

b) Penetrancia y Expresividad
La penetrancia se define como la probabilidad
de manifestar un fenotipo cuando se tiene un
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Figura 7. Factores que contribuyen a la variabilidad clinica en las enfermedades genéticas [18].

genotipo determinado. Si el genotipo siempre se
expresa la penetrancia es completa, es decir, que
tener la mutacidon es sindnimo de manifestar la
enfermedad. En cambio, si se puede presentar la
mutacion y no estar afectado por la enfermedad la
penetrancia es incompleta (inferior al 100%). Debe
tenerse en cuenta que la penetrancia depende de la
edad. En general, para la mayoria de enfermedades
recesivas la penetrancia es completa mientras que
para las enfermedades dominantes la penetrancia
es incompleta (al menos hasta cierta edad).
Un ejemplo de penetrancia incompleta son los
pacientes con una mutaciéon en heterocigosis en
los genes COL4A43 o COL4A4 que pueden estar
completamente asintomdticos o presentar solo
hematuria intermitente.

La expresividad es el grado de manifestacion de
un fenotipo. Se considera que la expresividad es
variable cuando la presentacion de un fenotipo varia
entre individuos poseedores del mismo genotipo.
Esta wvariabilidad fenotipica puede ser tanto
interfamiliar, entre individuos no relacionados,
como intrafamiliar. Cabe destacar que muchas
enfermedades presentan una expresividad variable

con la edad, de manera que un fenotipo muy leve
en la infancia no excluye un desarrollo moderado o
grave de la enfermedad.

La penetrancia incompleta y la expresividad
variable pueden explicarse sobre la base de la
existencia de genes modificadores de la gravedad
de la enfermedad y por la influencia de factores
ambientales, que modulan el efecto del gen
principal causante de la enfermedad.

¢) Herencia  oligogénica vy
modificadores

En la herencia oligogénica el fenotipo de la
enfermedad estd determinado por variantes
patogénicas en unos pocos genes. Esta herencia se
ha sugerido, aunque no claramente demostrado, en
algunas ERH como el sindrome de Bardet-Biedl
[23].

El concepto de factor genético modificador se
utiliza para una variante de secuencia que por si
sola no causa la enfermedad pero contribuye al
fenotipo de la enfermedad. Las variantes genéticas
modificadoras pueden localizarse en el gen causante
de la ERH o en otros genes denominados genes

genes
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modificadores, ya que no causan la enfermedad
pero modifican su fenotipo. Es probable que los
genes modificadores tengan un papel relevante
para explicar la variabilidad clinica intrafamiliar,
especialmente en las enfermedades autosémicas
dominantes. En algunos casos de PQRAD, NTAD
y el sindrome de Alport autosémico dominante
existe una enorme variabilidad clinica intrafamiliar
con mas de 30 afios de diferencia en la edad de
inicio de TRS en diferentes miembros de la familia.
Estudios de familias con PQRAD con algun
familiar con un debut muy temprano de Ia
enfermedad han identificado que ademas de la
mutacion PKD] familiar presenta en el otro alelo
una variante PKDI hipomorfica o de pentrancia
incompleta. Las variantes hipomérficas por si
solas no causan enfermedad, aunque pueden causar
alguna manifestacion clinica leve (p.ej. unos pocos
quistes), pero en trans (en el otro alelo) con otra
variante hipomorfica o patogénica dan lugar a un
fenotipo variable que puede ser muy grave y de
debut muy temprano [24] [25].

d) Mosaicismo

El mosaicismo se define como la coexistencia de
dos o mas poblaciones de células con distintos
genotipos (con mutacidon y sin mutacidon) en un
individuo originado de un unico cigoto. Existen
3 tipos de mosaicismo: somatico, germinal
y gonosomico, segun si afecta a las células
somaticas, a las germinales o a los dos tipos.
Dependiendo de la expresion del alelo mutado,
tanto en términos de porcentaje como de expresion
especifica de drganos, surgen diferentes fenotipos.
El mosaicismo puede explicar la expresion clinica
leve de la enfermedad en pacientes que presentan
una ERH autosémica dominante de novo (sin
antecedentes familiares). También debe tenerse en
cuenta en el asesoramiento genético reproductivo
de los padres asintomaticos de un caso de novo
de una ERH autosémica dominante. Se deberia
informar a los padres que tienen un riesgo muy
bajo, pero no nulo, de tener otro hijo afectado, ya
que uno de los progenitores asintomaticos podria
presentar mosaicismo germinal (coexistencia de
ovulos o espermatozoides mutados y no mutados).
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e) Inactivacion del cromosoma X

El nivel de expresion de los genes que produce una
sola copia del cromosoma X es la dosis normal para
un ser humano. Por ello, en las mujeres se produce
la inactivacion de un cromosoma X mediante un
proceso aleatorio que pasa por separado en células
individuales durante el desarrollo embrionario.
Todas las células descendientes de cada una de estas
células embrionarias mantendrad el mismo patrén
de inactivacion del cromosoma X. El cromosoma
X inactivado esta silenciado y sus genes no se
traducen a proteina. La eleccion de cual de los dos
cromosomas X se inactiva es aleatoria.

En el caso que exista una mutacion en un gen del
cromosoma X en una mujer, si la inactivacion
del cromosoma X en los organos diana de la
enfermedad ha sido aleatoria, la mujer presentara
unas manifestaciones clinicas menos graves que
los varones con la misma mutacién. No obstante,
en ciertos casos la inactivacion no es al azar sino
que se inclina hacia el cromosoma X sin mutacion
o con mutacion. Si hay un alto porcentaje de células
con el cromosoma X sin mutacion inactivado, la
enfermedad es mas grave de lo que cabria esperar en
una mujer. Si por el contrario hay un alto porcentaje
de células con el cromosoma X mutado inactivado
la mujer serd practicamente asintomatica. Este
fendomeno es especifico de cada célula, por lo que
los niveles de inactivacion del X en un tipo de
celular u 6rgano no se pueden extrapolar a otros
organos.

f) Mutaciones de splicing

El splicing es un mecanismo mediante el cual se
eliminan los intrones (regiones del gen que no
codifican proteina) y se unen los exones (regiones
del gen que codifican proteina) para dar lugar al
RNA mensajero (mRNA) o transcrito maduro que
sirve como plantilla para la sintesis de una proteina
especifica.

Existen unas secuencias canonicas de splicing
que son esenciales para que el este mecanismo
se produzca correctamente. Estas secuencias son
la secuencia donadora o 5’ splice site (GT) y la
secuencia aceptadora o 3’ splice site (AG) situadas,
respectivamente, en los dos nucledtidos iniciales
y finales de cada intron. Una mutacion en estas
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secuencias canodnicas (AG/GT) es claramente
patogénica. Otras variantes intronicas y exonicas
también pueden alterar el mecanismo de splicing
pero su patogenicidad a priori no es tan clara.

La variabilidad clinica entre los pacientes que
presentan mutaciones de splicing se harelacionado
con niveles variables del transcrito mutado que
pueden venir determinados por dos factores. El
primero es si la mutacion de splicing altera las
secuencias canonicas de splicing (AG/GT) y el
segundo es sila alteracion del splicing da lugar auna
proteina truncada o no truncada. El segundo factor
viene definido por si a consecuencia del splicing
andmalo se elimina o se inserta en la secuencia
codificante un niumero de nucledtidos multiplo de
3 o no. En varones afectados de sindrome de Alport
ligado al X se han estudio estos dos factores y se
ha reportado que el fenotipo es mas grave tanto si
las mutaciones alteran las secuencias canonicas de
splicing [26] como si las mutaciones de splicing
generan una proteina truncada [27].

g) Regulacion epigenética

La epigenética estudia los cambios en la expresion
de los genes que no se pueden atribuir a alteraciones
de la secuencia de DNA y que son hereditarios.
Hay dos tipos principales de modificaciones
epigenéticas: la metilacion del DNA y Ila
modificacion de las histonas. Las modificaciones
epigenéticas actuan como interruptores que
encienden y apagan la expresion de un gen (que
se traduzca o no a proteina). Cualquier tipo de
célula tiene patrones epigenéticos especializados
y en caso de enfermedad también cambian los
patrones epigenéticos. La epigenética es un campo
emergente de la ciencia, por el momento poco
estudiado en las ERH.

h) Factores ambientales

El fenotipo esta influenciado durante el desarrollo
embrionario y durante toda la vida por factores
ambientales. Los factores ambientales son muchos
y variados e incluyen la dieta, el clima, las drogas,
las enfermedades y el estrés, entre otros. Aunque
se sabe poco especificamente sobre los factores
ambientales y las ERH, es ampliamente conocido,
por ejemplo, que una dieta inadecuada puede
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causar obesidad, diabetes e hipertension y que
estas condiciones agravan la ERH.

UTILIDADES CLINICAS DEL
DIAGNOSTICO GENETICO EN
NEFROLOGIA

Los resultados obtenidos de un diagnostico
genético se caracterizan por ser vitalicios (tienen
validez para toda la vida), por tener implicaciones
para los miembros de una familia y por influir en la
toma de decisiones reproductivas.

Las principales utilidades clinicas del diagndstico
genético son las siguientes:

a) Confirmar un diagnostico clinico de
sospecha es una de las principales utilidades
del diagnostico genético.

Reclasificar un diagnéstico clinico p. ej. en
un joven con quistes renales y sospecha de
PQRAD se puede identificar que esta afectado
de nefropatia por HNFIB.

Filiar una enfermedad renal de etiologia
desconocida p. j en pacientes con enfermedad
renal crénica diagnosticados en fase avanzada
en que se desconoce cudles eran los signos
y sintomas al debut, sobre todo si tienen
antecedentes familiares con nefropatia.
Identificar un diagnostico especifico dentro
de una categoria clinica mas amplia p. ej.
un paciente con proteinuria y biopsia renal
que muestra glomeruloesclerosis segmentaria
y focal identificarle una mutacion en COL4A44
permite su diagnostico etioldgico preciso de
sindrome de Alport autosémico dominante.
Diagnéstico  presintomatico muy util
cuando existe la posibilidad de aplicacion
de tratamientos preventivos, disminucion
de riesgos, modificacion de habitos de vida,
asesoramiento genético reproductivo, entre
otras.

Ofrecer un asesoramiento genético preciso
que permite informar al paciente sobre su
riesgo de transmitir la enfermedad a su
descendencia y a sus familiares sobre su riesgo
a padecer o transmitir la enfermedad. Permite
ofrecer opciones reproductivas como el test
genético prenatal o preimplantacional.

b)

d)
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Figura 8. Paradigma de la medicina gendmica personalizada del futuro.

g) Estudio de portadores de una enfermedad
recesiva tiene importantes implicaciones
en las decisiones reproductivas y puede
conllevar un futuro diagndstico prenatal o
preimplantacional.

Descartar una enfermedad genética en
un familiar en estudio p. €j. como potencial
donante vivo.

i) Guiar la evaluacion de manifestaciones
extrarrenales: p. ej. un paciente con
mutacion en PAX2 debe derivarse al
oftalmologo.

Evitar la biopsia renal, p. ¢j. en pacientes
con sindrome de Alport confirmado por
diagnostico genético.

Indicar tratamientos especificos o incluir
pacientes en ensayos clinicos.

En cuanto a las opciones reproductivas que se hacen
factibles si se conoce la causa genética de la ERH
se encuentran el diagndstico genético prenatal y
preimplantacional:

El diagnéstico genético prenatal consiste en un
analisis genético del feto para determinar si presenta
la mutacidon/es que causan la enfermedad en su

h)

D

k)

familia. Es imprescindible que la familia haya
realizado un estudio genético previo al embarazo
en el que se haya identificado la mutacion/es que
causan la enfermedad o los haplotipos ligados
a la enfermedad en su familia. Generalmente
el andlisis genético fetal se realiza a partir de
una biopsia de vellosidades coridnicas que se
obtiene entre las semanas 10-12 del embarazo.
El diagndstico prenatal normalmente se solicita
en enfermedades muy graves con un patron de
herencia autosémico recesivo, como la PQRAR o
el sindrome nefrético congénito. En cambio, para
enfermedades autosomicas dominantes con inicio
en el adulto la demanda es muy baja. Una cuestion
que el especialista debe explicar con claridad a los
familiares, es que la solicitud de un estudio prenatal
implica una determinacion clara de interrupcion
voluntaria del embarazo en caso de que el feto esté
afectado, puesto que se trata de un prueba invasiva
con un riesgo de aborto del 0.5-2%.

El test genético preimplantacional (PGT)
consiste en la seleccion de embriones libres de
una determinada alteracion genética para su
transferencia en el utero materno. Es imprescindible
que la familia haya realizado un estudio genético
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previo en el que se haya identificado la mutacion/
es que causan la enfermedad o los haplotipos
ligados a la enfermedad en su familia. Antes
de iniciar el proceso la pareja debe superar un
estudio de la aptitud (ginecoldgico y andrologico)
para técnicas de reproduccion asistida y, por otro
lado, debe realizarse un estudio de informatividad
que consiste en la adecuacion de las técnicas
de genética molecular para detectar el defecto
genético en unas pocas células o tnica célula con
una fiabilidad que supere el 90%. Superados estos
pasos se inicia el procedimiento de fecundacion in
vitro. El andlisis de los embriones se realiza a partir
de una sola célula extraida de embriones en estadio
de 8 células el tercer dia de cultivo embrionario, o
bien a partir de 3-6 células extraidas de embriones
en estadio de blastocisto el quinto dia de cultivo
embrionario. A partir del analisis genético realizado
a las células embrionarias es posible seleccionar
aquellos embriones que no presentan la alteracion
genética familiar para su transferencia al Utero
materno. De este modo, la probabilidad de una
descendencia sin esta enfermedad sera superior al
90-95%. No obstante, dado que los errores técnicos
asociados al andlisis de una Unica célula no son
menospreciables, la European Society of Human
Reproduction and Embriology (ESHRE) recomienda
la realizacién de un diagndstico prenatal del feto.

Debido a las implicaciones del diagnostico
genético, siempre debe ir acompafiado de consejo
0 asesoramiento genético, tal y como se establece
en la Ley de Investigacion Biomédica del afo
2007 que determina el marco legal del diagnostico
genético.

El asesoramiento genético es un proceso de
comunicacion mediante el cual un profesional
especializado asesora a un paciente con una posible
enfermedad genética. Durante este proceso,
se ofrece informacioén sobre la enfermedad, el
riesgo de padecerla o transmitirla, prevencion,
tratamientos y opciones reproductivas, con el fin de
que pueda tomar sus propias decisiones de forma
autonoma.

Hoy en dia debemos aprender a seleccionar los
pacientes en los que estd indicado un estudio
genético para tratar de identificar las variantes
genéticas causantes de la enfermedad y poder

trasladar estos hallazgos hacia una medicina mas
personalizada. Por otra parte, el estudio genético
nos ayuda a mejorar el estudio de la patogenia de
una enfermedad, nos brinda informacion sobre el
pronostico y el manejo clinico de la misma.

Todo ello nos esta acercando a la medicina
gendmica personalizada cuyo objetivo es la
atencion individualizada a cada paciente en base
al conocimiento de su clinica, su genoma y sus
influencias ambientales (Figura 8). En relacion con
el tratamiento, la farmacogenética tiene el objetivo
de ayudar a determinar el firmaco o conjunto
de farmacos mas indicados para cada paciente
concreto y en las dosis adecuadas, en base a sus
datos clinicos y genéticos, para mejorar la eficacia
y eliminar o disminuir los efectos secundarios de
otras terapias mas generalistas. Todos estos avances
en el conocimiento de las bases moleculares de
las enfermedades implican un nuevo paradigma
de la medicina en el que los estudios “-6micos”
(gendmicos, protedmicos y metabolomicos) tanto
de los individuos sanos como de los afectados
por distintas enfermedades serd analizado junto
con su historia clinica y utilizado para predecir
las enfermedades antes de que se desarrollen. La
medicina gendmica predictiva y personalizada
tiene el potencial de transformar la asistencia
sanitaria a través de la prevencion, el diagndstico
precoz y el tratamiento individualizado.
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