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INTRODUCCION

El diagndstico de una patologia de origen genético es util para identificar el origen de la enfermedad,
en algunos casos sirve para establecer el prondstico o el tratamiento del paciente y frecuentemente
permite establecer si hay o no algun riesgo de padecer un problema genético, junto con la
recurrencia del mismo dentro del grupo familiar y el asesoramiento genético. Solicitar una prueba
de diagnéstico genético representa un reto para el médico tratante cuando tiene que elegir cudl o
cudles son las pruebas genéticas mas adecuadas para la persona a quien atiende. A través de la
historia se han desarrollado diversos métodos y pruebas de laboratorio que surgieron como
respuesta a las teorias (“conjunto organizado de ideas que explican un fenémeno, deducidas a partir
de la observacion, axiomas, postulados, experiencia o el razonamiento I6gico”) (Wacker, 1998) que
pretenden explicar las causas de los padecimientos de tipo genético y permitir al clinico la eleccion

de las pruebas genéticas mas idoneas para cada caso.

A principios del siglo XX, bajo el paradigma mendeliano, una de las teorias en boga estaba enfocada
en reconocer las formas de trasmisién de los caracteres hereditarios y establecer los patrones de
herencia para algunos padecimientos; este paradigma mendeliano ha sido fructifero para la
genética médica y resulta en una oferta de mas de varios miles de opciones de diagndstico genético
de padecimientos solo de tipo monogénico o mendeliano. También en el siglo XX, particularmente
en la segunda mitad, se identificaron patrones de signos y sintomas a través de los cuales se
discriminaron miles de entidades nosoldgicas o sindromicas de tipo genético y se constituyd la
llamada era de la dismorfologia, con la identificacidn y descripcidn de la mayoria de entidades que

hoy conocemos en genética.



Muchos genetistas de la época y aun los de hoy, identifican las caracteristicas presentes en un
drgano o sistema (como la atresia de los conductos deferentes), o también agrupan patologias como
opciones diagndsticas a través de un dérgano o sistema (desdrdenes esqueléticos o del tejido
conectivo) que muestra una disfuncién para poder llegar a proponer un posible diagndstico. Otros
genetistas usan la estrategia de identificar un “signo o sintoma pivote” que le pueda conducira una
hipdtesis de diagndstico (como los sindromes del dedo pulgar ancho o los que cursan con microtia).
Otros llegan al diagnéstico identificando patrones de herencia (autosémico dominante o recesivo o
ligado al sexo) para reducir el nimero de opciones de diagnéstico y lo combinan con los métodos

anteriores con el mismo fin.

No obstante lo anterior y en muchos casos, no existe un modo de herencia, ni un conjunto especifico
de signos o sintomas que sumen en un diagndstico evidenciable, ni un drgano o sistema
especificamente alterado o no hay un signo o sintoma pivote, por lo que el caso de nuestro paciente

|ll

puede quedar en un limbo clinico y lo que algunos colegas han llamado el “sindrome de escritorio”,
en donde, por la ausencia de evidencia que nos informe cual es la causa o el origen de su
padecimiento, no se logra un diagndstico, ni establecer un prondstico y tratamiento o medios de

prevencidn para nuestro paciente y su familia. En todos estos casos se requiere una prueba de

diagndstico genético.

Siguiendo una linea de tiempo, los primeros métodos de diagndstico genético fueron aquellos
basados en andlisis bioquimicos y al microscopio. Los primeros, los analisis bioquimicos, estuvieron
enfocados en la identificacion de un metabolito anormal o ausente, tales como los grupos
sanguineos o cambios en el color, en el aspecto o de las propiedades de algun fluido corporal;
mientras que el segundo, el microscopio, estaba dirigido a observar las alteraciones de las células
como frecuentemente lo hacen los patdlogos al describirnos las propiedades de una célula o de un

tejido como es el caso de los tumores. En genética, luego de alcanzar el desarrollo de poder cultivar



en el laboratorio distintos tipos de células, fue posible ver el material genético bajo el microscopio
a través de los cromosomas vy se identificaron los primeros tipos de alteraciones cromosdmicas,
tanto constitucionales como el sindrome Down, como somaticas como el cromosoma Philadelphia
presente en algunos tipos de leucemia. Con este avance surgid la citogenética y con ella Ia
explicacion de muchas condiciones humanas, incluso casos de aborto espontaneo o recurrente; sin
embargo, a pesar de la citogenética, muchos otros padecimientos genéticos permanecieron sin
explicacion, con lo cual fue necesario pensar en alternativas que permitieran un analisis mads

minucioso del material genético.

Con los afios 80s del siglo XX fueron posibles los métodos de biologia molecular y se comenzaron a
identificar alteraciones que escapaban al escrutinio de lo visible a través del microscopio,
abriéndose una nueva frontera en el diagnéstico genético, que fue denominada genética molecular
y que permitié identificar cambios a nivel estructural en el ADN, como por ejemplo deleciones o
duplicaciones de uno o mas nucleétidos de un gen y también alteraciones de la secuencia normal

del ADN, las cuales alteran su expresion.

Los tres métodos: el método bioquimico, la citogenética (usando el microscopio) y la genética
molecular, hicieron posible identificar la causa de numerosas enfermedades de etiologia genética,
principalmente monogénicas y cromosdmicas; pero aun permanecian muchas otras entidades sin
ser explicadas, particularmente los padecimientos oligogénicos, poligénicos, multifactoriales
(complejos) y epigenéticos, que pueden incluso ser mas comunes que los ya identificados hasta

entonces.

Actualmente los métodos de diagndstico genético se han ampliado mas alla de lo previamente
citado e involucran desarrollos de la citogenética como: distintos tipos de bandeo cromosdmico, el

cariotipo de alta resolucién, el intercambio de cromatidas hermanas (CHI), los estudios de fragilidad



cromosomica y clastogénesis (sustancias que rompen y alteran el ADN), la hibridacién fluorescente

In Situ (FISH) o los hibridos de células somaticas.

Volviendo al principio, el analisis bioquimico se hizo mas complejo y sofisticado, incluyendo la
posibilidad de identificar los productos finales o intermedios de un proceso quimico, electrolitos,
hormonas, marcadores tumorales, proteinas anormales, enzimas disfuncionales y un largo etcétera

de opciones para el diagndstico genético.

De la misma forma, el analisis molecular involucra hoy el andlisis de la molécula de ADN y ARN para
regiones especificas o completas del genoma o transcriptoma (resultante de la transcripcion del
ADN a ARN), incluso de muchos genes relacionados con un grupo de alteraciones especificas (como
los desérdenes del tejido conectivo o la epilepsia), o también el analisis del exoma completo (22 mil
genes y 51 megabases), y pronto del genoma completo. Hoy se pueden identificar deleciones o
duplicaciones al interior de un gen a través del método de ligacién multiple dependiente de
amplificaciones (MLPA) o identificar amplias deleciones o duplicaciones de cualquier region del
genoma a través de un microarreglo de hibridacién gendmica comparativa (aCGH). Actualmente se
avanza en el estudio de las modificaciones epigenéticas que sufre el ADN a través de metilaciones,

acetilaciones, microARNs y otros factores que modifican la expresién del material genético.

Todos estos tipos de pruebas estan orientados a la identificaciéon de personas en riesgo genético
(cribado) o para establecer un diagndstico genético; sin embargo, se requieren habilidades por parte
del clinico para elegir las pruebas genéticas adecuadas para cada caso y el presente texto pretende
acercarle al lector algunas de las pruebas mas frecuentemente utilizadas en el cribado o en el

diagnodstico de enfermedades de origen genético, haciendo énfasis en el origen de estos métodos,



su evoluciodn, los niveles de precisién, los requerimientos legales, asi como los requerimientos éticos

necesarios en las pruebas de tipo genético.
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1. HISTORIA

La identificacién de los procesos y factores implicados en la transmisiéon de las caracteristicas
hereditarias es el resultado del desarrollo de un par de teorias propuestas en la historia reciente y
gue permitieron que emergiera la genética como una ciencia. Los paradigmas de Mendel y Galton,
sobre la herencia de las caracteristicas monogénicas y de las caracteristicas complejas,
respectivamente. Ambas teorias han ofrecido la explicacién a miles de fendmenos y padecimientos

humanos.

Actualmente, lo que hoy conocemos por Genética Médica es el resultado del trabajo de decenas de
miles de investigadores que han dado respuesta a muchos interrogantes derivados de estas dos
teorias. Los métodos diagndsticos disponibles hoy son diversos y sofisticados. En los siguientes
parrafos se hard un recuento cronoldgico de los principales eventos en este proceso, asi como los
descubrimientos y avances en las pruebas de diagndstico genético para el entendimiento de la

enfermedad humana.

1.1.Teorias antiguas
A lo largo de la historia se han propuesto teorias para dilucidar y entender cdmo se transmiten las
caracteristicas heredables y reconocer la participacidn del ambiente en el fenotipo. Hipdcrates (siglo
V a.c.), propuso que la herencia se basaba en la produccion y trasmisién de particulas a la
descendencia (Y. Liu & Li, 2016). Un siglo mas tarde, Aristételes presentd controversia al afirmar que
la mezcla entre el semen masculino y femenino (catamenia), era el origen de todas las partes del
cuerpo de un individuo (Trompoukis, Kalaitzis, Giannakopoulos, Sofikitis, & Touloupidis, 2007). Esta

Ultima teoria prevalecid hasta mediados del siglo XVIII, cuando Jean-Baptiste Lamarck, apoyado en



el novedoso aparato de investigacién biolégica de la época, el microscopio, postulo la existencia de
un humano preformado (homunculo) en cada espermatozoide y que éste era depositado en la mujer
para su crecimiento. Una importante contribucidn a la explicacidn del proceso de la herencia fue la
realizada por Joseph Adams, a comienzos del siglo XVIII, quien propuso los conceptos sobre
trasmisidon de los rasgos hereditarios y la prevencién de enfermedades hereditarias. En el libro
publicado en 1814 “un tratado sobre las supuestas propiedades hereditarias de las enfermedades”,
hace la distincidn entre rasgos familiares y hereditarios, indicando que los rasgos familiares son los
gue estan presentes en una sola generacidn, mientras que los rasgos hereditarios trascienden varias
generaciones, asi mismo, postuld que los desdrdenes congénitos se presentan mas como rasgos

familiares (recesivos) que como rasgos hereditarios (dominantes), siendo los primeros mas graves y

pudiendo conducir a la muerte a una temprana edad (Emery, 1989).

Imagen 1.1. A. microscopio del siglo XVIII, a través de uno similar Lamarck realizo las observaciones
de espermatozoides que le permitieron postular su teoria de la herencia de caracteristicas, B.
homunculo preformado, como forma de transmision de la herencia en los humanos. Modificado de
(Garrido Garrido & Barcia Gonzalez, 2011). Imagen A réplica del microscopio de Leeuwenhoek,

fabricado por Marc Boada, gentilmente cedida por L'Studiolo de Pendulum (www.pendulum.es).



http://www.pendulum.es/

1.2 La propuesta de Mendel

A mediados del siglo XIX, el monje austriaco Gregor Mendel senté las bases de la genética al publicar
el trabajo “experimentos sobre hibridacion de plantas”, en el cual plasmé la teoria sobre el
mecanismo fundamental de la herencia (Westerlund & Fairbanks, 2010). Al mismo tiempo el
naturalista Charles Darwin, planteo “la hipdtesis provisional de la pangénesis” en un manuscrito,
como un intento por explicar los mecanismos hereditarios. En esta teoria, Darwin asumid la
presencia de particulas circulantes en el cuerpo las cuales denomino “gémulas” que provenian de
las células somaticas; estas gémulas presentaban un estado inactivo, eran mutuamente afines y se
agrupaban formando unidades sexuales que eran trasmitidas de los progenitores a la descendencia
(Geison, 1969). En el afio 1900, de forma simultanea e independiente, tres agrdnomos europeos:
Hugo deVries, Carl Correns y Erich von Tschermak-Seysenegg, validaron y publicaron resultados
similares a los de Mendel (Simunek, Hossfeld, & Wissemann, 2011). Luego fue William Bateson
quien atribuyé estos hallazgos como las Leyes de Medel y acuiio el término Genética para la ciencia

gue estudia las leyes de la herencia y la variacion.

P __ Semilas amarillas Semillas verdes
o )
_& Semillas germinan en plantas
Polinizacién cruzada

FEHK

Todas las semillas /-\ son amarillas, Yy

Semillas germinan en plantas
que son auto-polinizadas

o

Imagen 1.2. A. resultado de las observaciones hechas por Mendel; B. teoria de la pangénesis

propuesta por Darwin. Modificado de (Piro, 2012).



De la misma forma que las leyes de Mendel se aplicaban a las plantas, también se observé que estas
leyes aplicaban para algunas enfermedades humanas, como fue observado por A. Garrod, durante
la primera década del siglo XX. Garrod realizd seguimiento a un grupo de pacientes con alcaptonuria
y luego de revisar las observaciones hechas por otros colegas, destacé la capacidad de los hijos de
parejas consanguineas de desarrollar ciertas enfermedades, para las cuales se encontrd un patrén
de herencia recesivo (Garrod, Oxon, & Lond, 1996). En esta misma década el norteamericano W.
Sutton, durante sus estudios en saltamontes, observo la agrupacidn de los cromosomas en parejas
Yy su posterior segregacion durante la meiosis, con lo cual declaré “la probabilidad que la asociacion
de los cromosomas maternos y paternos en pares y la subsecuente separacion durante la division

reduccional, puede constituir la base fisica de las leyes mendelianas de la herencia” (Crow & Crow,

2002).

1.3 Reconociendo factores heredables en el humano

De la misma forma que fueron elucidadas algunas enfermedades con herencia recesiva, otras con
herencia dominante salieron a la luz, como es el caso de la braquidactilia tipo Al, entidad estudiada
por William Farabee, quien describié en su tesis doctoral una gran familia de los Estados Unidos,
con dedos cortos y trasmisién con herencia dominante que afectaba varias generaciones
(McCready, Grimsey, Styer, Nikkel, & Bulman, 2007). Otros ejemplos que confirmaron la aplicacién
de las leyes de Mendel en rasgos hereditarios humanos fueron los grupos sanguineos. El grupo ABO
fue descrito en 1901 por K. Landsteiner y en 1902, von Decastello y Struli identificaron el fenotipo
codominante AB, cuya naturaleza hereditaria se evidencié en 1923 con el trabajo de von Dungerny

Hirschfeld; ellos demostraron en 72 familias, que los alelos dominantes eran los grupos Ay B, el



recesivo era el alelo O y el grupo ABO se heredaba de acuerdo con las leyes de Mendel, por lo que

podia ser usado en investigaciones forenses (Geserick & Wirth, 2012).

1.4 Reconociendo el ADN como molécula de la herencia

En la segunda década del siglo XX, H. Muller publicé observaciones sobre los efectos de los rayos X
en la produccién de mutaciones ligadas al cromosoma sexual en las moscas de la fruta (Muller,
1927). Establecio la relacién entre lesiones en los cromosomas con alteraciones del fenotipo vy la
induccion de enfermedades genéticas. En la década de 1930, J.B.S. Haldane presentd un método
indirecto para estimar la tasa de mutacion en una enfermedad ligada al sexo, este calculo asumia

equilibrio entre la seleccién y la mutacion (Oldenburg et al., 1993).

Pasaron muchos afios para determinar qué tipo de molécula era la encargada de la trasmisién de
las caracteristicas hereditarias. Solo a través de un evento fortuito, el microbidélogo britanico
Frederick Griffith identificd la primera evidencia que el ADN era el principio transformante de la
virulencia de una bacteria, al intentar desarrollar una vacuna para la prevencion de la neumonia;
utilizé dos cepas de Streptococcus pneumonia (una virulenta y otra no), que fueron inoculadas en
ratones, con el resultado de la muerte del ratédn que habia sido inoculado con la cepa virulenta;
luego de la cepa virulenta era desnaturalizada por calor y junto con la cepa no virulenta eran
inoculada en los ratones, estos se infectaban y morian como resultado inesperado. Se concluyé que
el factor transformante presente en la sepa virulenta inactiva era capaz de ofrecer propiedades

virulentas a la cepa no virulenta y convertirla en un agente infeccioso mortal (Vasil, 2008).

En 1952 Hershey y Chase utilizaron fagos marcados radioactivamente con azufre y fésforo, con el
fin de hacer visibles las proteinas y el ADN respectivamente. Los fagos se pusieron en contacto con

bacterias Escherichia coli para infectarlas, e identificaron que durante el proceso de infeccidn las



proteinas permanecian en la periferia de la célula y solamente el ADN del fago era capaz de ingresar
a la célula. Ademas, encontraron que el fosforo y la adenina derivados de la particula infectante,
eran transferidos a la progenie del fago, por lo cual concluyeron: “nosotros inferimos que las
proteinas que contienen azufre no tiene ninguna funcion en la multiplicacién del fago y que el ADN

tiene alguna funcion” (Hershey & Chase, 1952).

Habiendo encontrado una prueba de la participacidn del ADN como material hereditario, comenzé
el interés por el estudio de esta molécula con el uso de diferentes métodos de andlisis, Rosalind
Franklin obtuvo una imagen de la estructura del ADN mediante la difraccién de rayos X en 1953,
describiéndolo como una estructura de dos cadenas; ella y Wilkins tenian datos experimentales para
proponer que el ADN tenia forma helicoidal con un esqueleto de azlcar y fosfatos en el exterior y

las bases nitrogenadas localizadas en el interior de la molécula (Pardo, 2004).

- .
0

Imagen 1.3. ADN visualizado por medio de la difraccion de rayos X, mostrando las bases

nitrogenadas en el centro y los esqueletos de azucar en la periferia. Tomado de (Piro, 2012).



No obstante fueron James Watson y Francis Crick quienes develaron la estructura correcta del
ADN. Crick habia desarrollado una teoria para explicar la estructura helicoidal de las proteinas con
base en las imagenes de difraccidn de los rayos X, que fue la base para determinar el nimero de
cadenas polinucleotidicas del ADN, para las cuales no se habia logrado un consenso; mientras
Watson, apoyado por Wilkins, logré tener acceso a las imagenes cristalograficas del ADN vy
propuso una nueva visidén de la estructura del mismo. Basados en las reglas de Chargaff, Watson y
Crick establecieron el orden de apareamiento de las bases nitrogenadas, y de esta forma en marzo
de 1953, terminaron un modelo metdlico de la molécula de ADN conforme con los hallazgos de la

doctora Franklin (Pardo, 2004).

1.5 Relacionando el ADN con enfermedades en humanos

Identificado el ADN como material de la herencia, se intensifico el estudio en los cromosomas. Un
primer paso fue la determinacion del nimero preciso en los humanos, en 1956 Tjio y Levan, quienes
estudiaron cultivos de tejidos de embriones humanos y luego de contar 265 mitosis, hallaron una

cifra constante de 46 cromosomas (Tjio, 1978).
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Imagen 1.4. Cromosomas en porta objetos. Cortesia de la doctora Claudia Serrano, Genetix, Bogotd

Colombia.

Con el andlisis del nUmero de cromosomas, se inicio la identificacion de las anomalias en el nimero
de los cromosomas y la etiologia de estas como causa de enfermedades congénitas. Con la
introduccion de una solucién hipotdnica en la técnica del cariotipo, el genetista Lejeune en 1959,
identifico la causa del sindrome Down por la presencia de un cromosoma 21 extra (Megarbane et

al., 2009); subsecuentemente se reportaron las trisomias 13 y 18, ademas de la monosomia del

cromosoma X.
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Imagen 1.5. Trisomia 21 libre, Sindrome Down, cortesia de la doctora Claudia Serrano, Genetix,

Bogota, Colombia.

A partir de estos descubrimientos y su probable asociacidon con la edad materna, se establecieron
estrategias para la deteccidon de anomalias cromosdmicas durante el periodo prenatal, como lo fue

la amniocentesis con realizacion de cariotipo (Etzioni, Britain, & Milunsky, 1976).

1.6 Primeros métodos de diagndstico genético

Mediante la coloracién fluorescente con Quinacrina, Caspersson y colaboradores, lograron
evidenciar el bandeamiento de los cromosomas y la identificacidn precisa de cada par (Caspersson,
Zech, & Johansson, 1970), dando origen a las bandas Q (QTQ). Luego se desarrollaron las bandas G
(GTG), mediante la digestion con tripsina y la coloracion con Giemsa, con lo cual se evitaba el uso

de microscopia de fluorescencia (M. E. Drets & Shaw, 1971). Se abrid entonces una puerta para la



identificacion precisa de anomalias estructurales de los cromosomas (sindrome Cri du Chat y

sindrome Wolff, por la delecidn del brazo corto de un cromosoma del grupo B).

Otros métodos de andlisis citogenético como la alta resolucion, el estudio de fragilidades
cromosdmicas, entre otros (Anemia de Fanconi, sindrome Bloom, ICH) aparecieron en afios
siguientes, asi como el diagndstico prenatal por amniocentesis, biopsia de vellosidad corial o sangre

fetal.

En 1971 se desarrollé un nuevo método para el estudio del ADN mediante el uso de las enzimas de
restriccion para la identificacion de la Anemia Falciforme (Danna & Nathans, 1971). Poco después,
Sanger y Coulson describieron un método rdpido y simple que hizo posible la secuenciacién del
genoma de un bacteriéfago, con el uso de una polimerasa de ADN para copiar regiones especificas

bajo condiciones controladas (Sanger & Nicklen, 1977).

La principal limitacién del método Sanger era la baja cantidad de material copiado disponible,
debido a la desnaturalizacién de la enzima ADN polimerasa; este problema lo resolvié Mullis en
1986, al desarrollar el método de Reaccidn en Cadena de la Polimerasa o Polymerase Chain Reaction
(PCR), con el cual se lograba copiar in vitro la secuencia de interés de forma casi ilimitada con una

enzima resistente a los cambios de temperatura (Mullis, 1990).

El mayor conocimiento de las propiedades del ADN y de los cromosomas, permitieron combinar
ambos métodos. En la década de 1990 se introdujo la hibridacidn fluorescente in situ o Fluorescent
In Situ Hybridization (FISH), en la cual se hibridan pequefios fragmentos de ADN marcados con
fluorocromos, los cuales se unian a los segmentos homédlogos dentro de los cromosomas de una
muestra en estudio. De esta forma se identificaron anomalias cromosdmicas que escapaban de la
resolucién convencional del microscopio o permitian el analisis de cromosomas en interfase, sin el

cultivo celular (Mark, 1994).
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1.7 Pruebas de diagndstico molecular

Otras técnicas que vieron la luz durante la década de los 90s, fueron el andlisis de polimorfismo
conformado por una cadena sencilla o Single Strand Conformation Polymorphism —SSCP- (Sheffield,
Beck, Kwitek, Sandstrom, & Stone, 1993), con esta técnica y bajo condiciones no desnaturalizantes,
el ADN de hebra sencilla, adopta una conformacidn espacial especifica a la composicion de la
secuencia nucleotidica que posee, configuracién que se altera con el cambio de una base, lo cual es
posible identificar a través de cambios en el patron de migracion electroforética en un gel de

poliacrilamida (Estrada-cuzcano, 2006).

La electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizaciéon o Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis (DGGE), surgio en 1983 para separar fragmentos de ADN de doble hebra de igual
longitud, de acuerdo a sus puntos de desnaturalizacion, definido como en punto en que se separan
las cadenas complementarias (Fischer & Lerman, 1983). Este procedimiento fue combinado con al
PCR, con lo cual no fue necesaria una cantidad significativa de ADN; asi se usd en el andlisis de
poblaciones microbianas basadas en la amplificacién de fragmentos de los genes ribosomales

(Muyzer, Waal, & Uitierlinden, 1993).

De forma simultdnea surgieron nuevos métodos para el analisis genético: los polimorfismos de un
solo nucleétido o Single Nucleotide Polymorphism (SNP), son variantes de una sola base en la
secuencia del ADN (Vargas-alarc, Tovilla-z, & Fragoso, 2013). Cuando una base se cambia por otra
se pierde o se gana un sitio de clivaje para enzimas de restriccién. Estos cambios permiten
identificar variaciones gendmicas relacionadas o no con enfermedades (David Botstein, White,
Skolnick, & Davis, 1980). Ademas de los SNP, existen otras variantes del ADN como por ejemplo las
repeticiones cortas en tandem Short Tandem Repeats (STRs), LINES y VNTRs que son repeticiones

de nucleétidos en tdndem, los cuales se encuentran como agrupaciones o clusters de forma
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aleatoria en el genoma (You-chun Li, Korol, Fahima, Beiles, & Nevo, 2002); la frecuencia en estas
repeticiones, asi como su constancia permitieron que fueran utilizados como marcadores para la
identificacion de regiones de interés (cartografiado genético), para la identificacion de
enfermedades (sindrome de X fragil y otras) y para la identificacion forense (pruebas de paternidad)
de una persona (Ruitberg, Reeder, & Butler, 2001); ademas de ello las variaciones permiten hacer
un seguimiento a través de la historia, ofreciendo una visién sobre los cursos migratorios y

evolutivos de una poblacién (Calafell, Shuster, Speed, Kidd, & Kidd, 1998).

La secuenciacidon masiva, utiliza el principio de la secuenciacién postulado por Sanger de identificar
el orden en que los nucleétidos estdn dispuestos en la cadena de ADN; sin embargo, este método,
solo se limita a un fragmento de ADN, de algunos cientos de pares de bases, lo que restringe la
aplicacién. Con el advenimiento de la secuenciacidon masiva, se puede analizar fragmentos de mayor

tamano, permitiendo secuenciar incluso genomas completos como en el caso de las bacterias.

Uno de los primeros métodos de secuenciacién masiva fue la pirosecuenciacion (Ronaghi, Uhlén, &
Nyrén, 1998), que aprovecha avances en nanotecnologia; posteriormente aparece la secuenciacion
de siguiente generacién, la cual se realiza por ciclos repetitivos de extension de nucledtidos,
mediados por polimerasas y ciclos iterativos de ligamiento de nucleétidos, como un proceso masivo
en paralelo, que genera secuencias de cientos de mega-bases a giga-bases (Voelkerding, Dames, &

Durtschi, 2009).

La introduccion de la secuenciacién de siguiente generacion, permitiéo un cambio en el diagndstico
de diferentes enfermedades, especialmente en oncologia; Walsh y colaboradores, demostraron la
aplicabilidad al usar regiones de captura para detectar mutaciones en la linea germinal en genes

supresores tumorales de paciente con cancer primario de ovario (Frese, Katus, & Meder, 2013).
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1.8 Pruebas moleculares en el siglo XXI

Caracterizado por los avances tecnoldgicos, en el siglo XXI, los nuevos métodos de analisis molecular
han proporcionado alternativas para indagar las propiedades de las células a escala gendmica;
métodos de alto rendimiento que incluyen estudios de asociacién de genoma completo, ChIP-Seq o
RNA-Seq (Hawkins, Hon, & Ren, 2012), entre otros, han proporcionado una abundancia de datos de
varios niveles biolégicos, con mayor predominio a nivel gendmico y transcriptdmico y han
contribuido enormemente en la comprension de los procesos fisioldgicos celulares, asi como los
cambios moleculares que ocurren en las enfermedades genéticas humanas (Peterlin & Maver,

2012).

Las técnicas de secuenciacion de nueva generacién han disminuido considerablemente el costo de

la secuenciacién, pero ademas permiten el analisis de varios genes simultaneamente, llegando a ser
una herramienta de eleccién para estudios gendmicos. Uno de los enfoques mas populares de
secuenciaciéon de nueva generacidén es la secuenciacién del exoma, en el cual las regiones

codificantes de todo el genoma son sefialadas, capturadas y posteriormente secuenciadas (Samuels

et al., 2014).

El exoma representa alrededor del 1.5% del genoma humano total y cuenta con aproximadamente
el 85% de las mutaciones descritas en los desérdenes mendelianos (S. B. Ng et al., 2010). La
aplicabilidad del exoma no es exclusiva para el estudio del genoma nuclear, este también ha sido

realizado para el estudio de enfermedades mitocondriales MitoExome (Calvo et al., 2012).

Avances recientes en el estudio de los genomas, han permitido la investigacién en las ciencias
llamadas dmicas. La palabra dmica involucra el estudio del genoma o gendémica, de los ARN
mensajeros expresados por cada tipo de célula denominado transcriptémica, de las proteinas o

protedmica, de los lipidos o lipidémica, del metabolismo y las vias metabdlicas o metabolémica
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(Bhati et al., 2012), de las reacciones quimicas entre proteinas o reactdmicas, de las modificaciones
y regulaciones que recibe el ADN o epigendmica, las cuales explicardn en mayor detalle el
funcionamiento de un ser vivo y el comportamiento de las enfermedades humanas. Estos estudios
son realizados a través de una variedad de métodos adicionales como la espectrometria de masas
en tdndem, la electroforesis de proteinas, los ensayos enzimaticos, los estudios de consumo o

produccién de metabolitos y los ensayos funcionales.

Un ejemplo de un método de estudio en el caso de la protedmica es la espectrometria de masas en
tdndem, la cual permite la identificacion y cuantificacion de los precursores proteinicos y las
proteinasy establece un perfil de expresion en cada uno de ellos (Bruce, Stone, Gulcicek, & Willimas,
2014); de esta forma se realiza un acercamiento sobre su funcion como componente estructural,
como biomarcador o como regulador de la expresidon génica (Bennike, Birkelund, Stensballe, &

Andersen, 2014).

1.9 Conclusién

De esta forma se tiene un recuento de la evolucidon y las aplicaciones crecientes de los métodos de
analisis genéticos a lo largo de la historia, desde los inicios en la Grecia antigua y las diferentes
hipdtesis planteadas por Hipdcrates y Aristoteles, pasando por diferentes corrientes del
pensamiento como la pre-formacién o la seleccion natural, entre otras, hasta encontrar las
propuestas de Mendel y Galton, cuyos paradigmas fueron las bases a partir de las cuales se
construyd la genética, inicialmente como una disciplina de la biologia, pero también la genética

médica, aplicada al entendimiento y la solucidn de los problemas de salud del ser humano.

Fue necesario esperar hasta que se reconociera el ADN como la molécula responsable de portar y

transmitir las caracteristicas hereditarias, seguido de la identificacion de la estructura del ADN, y la
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identificacion de las primeras enfermedades genéticas a través de alteraciones cromosémicas y
moleculares, las cuales dieron prueba de enfermedades genéticas, tanto esporadicas como

heredables.

El refinamiento de los métodos de diagndstico puso en evidencia la diversidad de eventos
mutacionales, con estos avances actualmente es posible el analisis simultaneo de muchos genes,
incluso del exoma y también del genoma completo de un organismo en un tiempo y costo cada vez

menor.

La genética médica finalmente se ha beneficiado de todos los avances de la genética humanay viene
ampliando las fronteras del andlisis genético, con lo cual se espera que siga expandiéndose la
explosion de métodos de diagndsticos y de analisis, en todas las areas de las ciencias dmicas. El
ejercicio de la genética en el campo medico hace necesario conocer, elegir, saber usar e interpretar
los resultados de los procedimientos en uso para el diagndstico y seguimiento de las personas con
patologias de indole genética; el conocimiento de los procesos implicados en cada prueba de
diagndstico o cribado, asi como la precision y limitaciones, es de suma importancia para el cuidado
médico y la atencidn clinica, asegurando una identificacidn certera de la enfermedad y asi procurar

un adecuado tratamiento, seguimiento, asesoria y prevencion.

Figura 1.1 Evolucidn de la genética y las pruebas genéticas a través del tiempo, S. V a.c. Hipdcrates,
Aristdteles, siglo XVII Jean-Baptiste Lamarck, siglo XIX Josep Adams, Mendel, Darwin, siglo XX 1900s
(deVries, Correns y von Tschermark), Bateson, 1910s Garrod, Farabee, Sutton, Landsteiner, 1920s
Muller, 1930s Griffith, 1950s Chase y Hershey, Franklin, Watson y Crick, 1960s Tjio y levan, Lejeune,
1970s Caspersson, enzimas de restriccion (Aber, Nathans y Smith), Sanger, 1980s Mullis, FISH,

1990s andlisis de polimorfismos de cadena sencilla, SNP, STR y NGS
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2. PRUEBAS CITOGENETICAS

2.1. Introduccion.

La citogenética es el drea de la genética encargada del estudio de los cromosomas y la citogenética
clinica establece la relacién de estos con estados patoldgicos causados por anormalidades en el
numero o la estructura de los cromosomas (Sudoyo & Hardi, 2011); la precisiéon en el analisis
citogenético ha aumentado con la introduccidn de nuevos métodos de cultivo celular y por la
diversificacion en el procesamiento de las preparaciones cromosdmicas (métodos de bandeo, FISH,

etc.) (Seabright, 1971)

El cariotipo convencional en el humano tiene un nivel de resoluciéon en promedio de 550 bandas,
con el cual es posible detectar anormalidades en el ADN de entre 5 — 10 Mb (megabases); mientras
gue el cariotipo de alta resolucién involucra la sincronizacion de las células en profase y prometafase
de la mitosis, lo que da como resultado cromosomas elongados con un mayor nimero de bandas,
en promedio 750 bandas (Yunis J, 1976); de esta forma aumenta la capacidad de detectar
anormalidades como translocaciones y otros rearreglos de menor tamafio con rangos que oscilan
de 3 a5 Mb, particularmente los de las regiones teloméricas que antes escapaban a la identificacion

por métodos convencionales (Kolialexi, Tsangaris, Kitsiou, Kanavakis, & Mavrou, 2005)

Dado que tanto el cariotipo convencional como el cariotipo de alta resolucidon presentan
limitaciones para identificar deleciones, duplicaciones y otros arreglos menores a 3 Mb, fue
necesario el desarrollo de otros métodos que combinan el andlisis de los cromosomas junto con
métodos moleculares en el ADN. Estos métodos se iniciaron con el desarrollo de la hibridacién in
situ con fluorescencia Fuorescence In Situ Hybridization (FISH) y luego con la hibridacidon gendmica

comparada Comparative Genome Hybridization (CGH).
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2.2 Historia de la citogenética

Varios avances permitieron la manipulacién de las células hasta hacer facilmente visibles los
cromosomas. Desde las observaciones del patélogo J. Arnold, en el siglo XIX, quien realizd las
primeras observaciones y los dibujos de los cromosomas humanos en células neoplasicas, seguidos
por la propuesta hecha por W. Waldeyer, quien daba el nombre de cromosoma (del griego Chromo

= color y soma = cuerpo), a estas estructuras luego de poder teiiirlas (Riegel, 2014).

Otros avances permitieron la manipulacidn in vitro de las células; en 1930 ya se usaba colchicina en
citogenética de plantas (Riegel, 2014) y esta fue adicionada a los cultivos celulares humanos para
detener la migraciéon de los cromosomas hacia los polos en la metafase. El tratamiento de las células
cultivadas con una solucidn hipoténica, permitié extender y fijar los cromosomas fuera de la célula

sobre una lamina porta objeto para el analisis microscdpico (Speicher, 2010).

En 1955 H. Eagle introdujo también un medio de cultivo especifico (Eagle, 1955), con lo que se
obtuvo en el laboratorio el crecimiento controlado in vitro de las células humanas y P. Nowell en
1960 mostrd el efecto de la fitohemaglutinina como estimulante del crecimiento celular de los

linfocitos sanguineos (Nowell, 1960)

Las células somaticas humanas normales cuentan con 46 cromosomas, distribuidos en 22 pares de
autosomas y 1 par de cromosomas sexuales, que son XX para las mujeres y XY para los hombres

(Tjio, 1978).
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Imagen 2.1. Cariotipo bandeo G. A. cariotipo de XX femenino. B. cariotipo XY hombre. Imagenes

cortesia de la doctora Claudia Serrano, Genetix, Bogota, Colombia.
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Luego de precisar el nimero correcto de cromosomas, fue necesario unificar el sistema de
nomenclatura citogenética, este proceso se inicié en la conferencia de citogenética de Denver en
1960 y que ha recibido posteriormente varias modificaciones, siendo la ultima realizada en 2016

(A.R. Brothman, Person, & Shaffer, 2010).

Los cromosomas se clasifican en 7 grupos, de acuerdo con el tamafio y la posicidn del centrémero,
cada grupo se identifica con las letras desde la A hasta la G (Hamerton, Jacobs, & Klinger, 1972). Esta
forma de clasificacién permitio relacionar las alteraciones inicialmente en el nimero y luego en la

estructura de los cromosomas con algunas enfermedades congénitas.
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Grupo B (4-5)

Grupo C (6-12, X)

Grupo D (13-15)
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Imagen 2.2. Clasificacion cromosdmica por grupos, adaptada a partir de las imagenes

proporcionadas por los doctores Serrano, Lépez y Estrada.

La primera evidencia de una alteracion numérica proviene del trabajo de J. Lejeune, quien identifico
la trisomia 21 como la etiologia del sindrome Down en 1959 (Megarbane et al., 2009) y la delecidn
del brazo corto del cromosoma 5 (del5p) en el sindrome Cri du Chat en el afio 1961 (Lejeune et al.,
1963): De la misma manera, K. Patau identificé la trisomia del cromosoma 13 (Patau, Smith,
Therman, Inhorn, & Wagner, 1960) y J. Edwards a la trisomia 18 (J. H. Edwards, Harnden, Cameron,

Crosse, & Wolff, 1960).

A. 21 B. 18 C. b
Imagen 2.3. Alteraciones numéricas A. trisomia 21 sindrome Down, B. trisomia 18 sindrome
Edwards, C. trisomia 13 sindrome Patau, imagenes cortesia de los doctores Lopez, Estrada; imagen

C, cedida cortésmente por la doctora Nara Garcia Quintero, Hospital General de México, Ciudad de

México, México, (Garcia Quintero, Chavez Guerrero, & Miranda del Olmo, 2003) .
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Seguidamente se evidenciaron alteraciones numéricas en los cromosomas del sexo, como es el caso
del sindrome Klinefelter descrito inicialmente en 1942 como un cuadro de infertilidad, azoospermia
y aumento de las gonadotrofinas urinarias, este fenotipo fue luego relacionado en 1959 con la
presencia de un cromosoma X adicional en el cariotipo de un hombre (Klinefelter, 1986) y luego, el
fendmeno contrario, la ausencia de un cromosoma X en el sindrome Turner, descrito clinicamente
en 1938, pero confirmado a través de la citogenética hasta la década de 1960 por Ford vy
colaboradores (Zinn, Page, & Fisher, 1993). Siendo estas dos alteraciones las de mayor frecuencia,
sin embargo es posible encontrar otras variantes en el nimero de cromosomas sexuales como por

ejemplo el sindrome triple X o la pentasomia del cromosoma X, entre otros.
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Imagen 2.4. Cariotipo femenino 45,X sindrome Turner, cortesia del doctor Juan Javier Lépez, Clinica

Colombia, Colsanitas, Bogota, Colombia.
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Imagen 2.5. Cariotipo femenino 47,XXX sindrome triple X, cortesia del doctor Juan Javier Ldpez,

Clinica Colombia, Colsanitas, Bogota, Colombia.
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Imagen 2.6. Cariotipo masculino con complemento cromosémico anormal 48,XXYY,

correspondiente a una variante del sindrome Klinefelter. Cortesia del bidlogo Esteban Medina,

genética molecular de Colombia, Bogota, Colombia.
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El estudio de los cromosomas se refind mas adelante con la introduccion de diversos métodos de
tincién que facilitaron no solo el conteo basico del nimero de cromosomas, sino también el analisis
detallado de la estructura de los mismos, permitiendo la identificacion de cambios en la forma, en

el tamafio, en la localizacién de los brazos y en la posicidén del centrémero.

Los métodos de tincidn para obtener bandas sobre los cromosomas partieron del uso de un
colorante fluorescente llamado quinacrina, seguido de la observacién de los cromosomas bajo un
microscopio de fluorescencia (Caspersson et al.,, 1970), esto permitié observar un patron de
segmentos fluorescentes brillantes que correspondian a regiones cromosémicas ricas en AT
(adenina-timina) y los segmentos opacos correspondian a regiones ricas en GC (guanina-citosina), a

este método se le denomind bandeo Q (quinacrina).

No obstante, el patrdn de bandeamiento Q de los cromosomas era efimero debido a que la
fluorescencia desaparecia en un corto tiempo (alrededor de 30 minutos) y la necesidad de un
microscopio de fluorescencia, impulsaron la introduccidn de otros métodos de bandeamiento que
utilizaban la digestién de las proteinas asociadas a los cromosomas en el ADN, por medio de enzimas
proteoliticas como la tripsina, seguidos de la tincidon con un colorante llamado Giemsa, para luego
ser llevado a microscopia de luz convencional. Esta técnica lograba una coloracion de la preparacion
casi permanente (M. E. Drets & Shaw, 1971) y los cariotipos realizados por este método se

denominaron entonces cariotipo con bandas G (Giemsa).

La variacién en los métodos de bandeamiento produjo las bandas C (centrémero), usando el
colorante Giemsa, que permiten la observacién mas adecuada de las regiones centroméricas de los

cromosomas por la presencia alli de tractos de ADN repetitivo (Pardue & Gall, 1970).

Luego se presentd el bandeamiento R (reverso), que muestra un patron de bandas invertido al que

observa en el bandeo G, es decir que las bandas que son observadas como oscuras en el bandeo G,
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en el bandeamiento R son observadas claras y viceversa (Dutrillaux & Lejeune, 1975); luego de la
realizacion de las bandas R, Dritrillaux y Lejeune notaron la presencia de un mayor nivel de tincidn
en las regiones terminales de los cromosomas que luego, tras modificar el proceso de tincién para
las bandas R, se obtuvo una tincién fuerte de los extremos de los cromosomas, que contrasta con la
tincidn tenue en el resto de ellos y a estas bandas se les denomind bandas T (telémeros) (E. Drets,

2002).

Después surgié un método para la tincidn de las regiones de organizacién nucleolar, llamado
bandeamiento NOR (MATSUI & SASAKI, 1973) vy, finalmente, se desarrollé el cariotipo con
bandeamiento de alta resolucién, con el que se alcanza un mayor niumero de bandas y mayor
longitud del cromosoma, usualmente realizado con bandas R y que permite un mejor nivel de

analisis comparado con los métodos clasicos de bandeamiento (Moore & Best, 2001).

No obstante los avances que permitieron un analisis mas detallado de los cromosomas en lo relativo
a los defectos estructurales, las limitaciones de la citogenética convencional y de alta resolucién
obligaron al desarrollo de métodos capaces de identificar alteraciones cromosdmicas que se
escapan a la resolucién del microscopio de luz, regularmente 1000X (aumentos). Estos métodos
identifica microdeleciones, microduplicaciones (entendiendo por microdelecién o microduplicacién
a los defectos estructurales que escapan o son dudosos a la resolucion de 1000X) o arreglos de

menor tamafio, usando una combinacién entre métodos moleculares y métodos citogenéticos.

El primer acercamiento entre la citogenética y la biologia molecular ocurrié en 1969 por J. Gall y M.
Pardue, quienes describieron un método de hibridacidon del ARN marcado radioactivamente con el
ADN nuclear, sobre laminas portaobjetos, para delimitar e identificar regiones especificas dentro
del cromosoma (Pardue & Gall, 1969); posteriormente T. Caspersson reemplazé el marcaje

radioactivo, por uno basado en fluorescencia, con lo que se redujeron los riesgos de exposicién a
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radiaciones ionizantes y las dificultades técnicas derivadas del uso de radioactividad y la auto-

radiografia (Caspersson, Zech, & Johansson, 1999).

Asi, el primer método de citogenética molecular conocido fue la hibridacidn en in situ fluorescente
(FISH), que se introdujo en la década de 1980; modificaciones posteriores de este método, dieron
origen a variantes del cariotipo, como el cariotipo multicolor o Spectral Karyotyping (SKY) y el FISH
multicolor (M-FISH), seguido de la hibridacion genémica comparada o Comparative Genomic
Hybridization (CGH) en 1992, y una variante posterior, el array-CGH en 1997 (Andrieux & Sheth,

2009),

2.3. El cariotipo

2.3.1. Cariotipo Convencional

El cariotipo es la organizacién del complemento cromosémico de una especie de acuerdo con el
tamafio y la posicidn del centromero; el cariotipo tiene por objetivo observar anormalidades en el

nuimero o en la estructura de los cromosomas (Bickmore, Human, & Unit, 2001)

Para lograr esto, se debe seguir un proceso a partir de muestras bioldgicas como sangre, células
descamadas de la mucosa oral, fibroblastos obtenidos de la piel, células de biopsias de tejidos y

liguido amniético, entre otros (Rondon & Rangel, 2012).

Es importante aclarar que cuando se parte de una muestra de sangre, ésta es tomada en un tubo
con el anticoagulante heparina. Luego de obtener la muestra, se procede a realizar un cultivo celular
en medios especificos que contienen una mezcla de aminodacidos, proteinas, carbohidratos,
bicarbonato de sodio y suero fetal bovino (SFB), los cuales proveen nutrientes y factores de

crecimiento a las células en crecimiento; se adiciona al cultivo celular el agente mitogénico
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fitohematuglutinina, que induce la divisidon células de los linfocitos, adicionalmente se agregan
antibidticos que evitan la proliferacién bacteriana durante el proceso de incubacidn, que se extiende

usualmente por 72 horas a una temperatura de 37°C (Chou & Yang, 2014)

Una vez ha transcurrido el tiempo de incubacidn, se adiciona al cultivo celular una solucién a base
de colchicina que frena la migracion de los cromosomas hacia los polos de la célula. Esta sustancia
actua solo en aquellas células que se encuentran en metafase de la mitosis durante el ciclo celular.
Seguidamente se agrega una solucién hipotdnica, basada en cloruro de potasio generalmente (B. L.
Ng & Carter, 2006), que permite la lisis de las membranas de las células y la exposicién de los
cromosomas por fuera del nucleo, los cuales se fijan a una ldmina portaobjetos (Therman & Susman,

1994).
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Imagen 2.7. Cariotipo convencional 550 bandas. Cortesia del doctor Juan Javier Lépez, Clinica

Colombia, Colsanitas, Bogota, Colombia.
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2.3.2 Cariotipo de Alta Resolucién

El cariotipo de alta resolucién es una variante del cariotipo convencional consistente en obtener
cromosomas elongados con un menor estado de empaquetamiento o condensacion; esto se logra
mediante la sincronizaciéon del cultivo celular adicionando metrotexate (ametopterina: un
medicamento anticanceroso que inhibe el dcido fdlico), el cual bloquea la mitosis de todas las células
menos de aquellas que superaron la fase S del ciclo celular. A diferencia del cultivo celular clasico
para obtener cromosomas, las células del cariotipo de alta resolucion se detienen en la profase
tardia o en la pro-metafase o en la metafase temprana (Moore & Best, 2001). Los cromosomas
elongados permiten la observacién de un nimero mayor de bandas, desde 600 hasta 1.400 y
pueden evidenciar alteraciones de menor tamano, entre las 3—-5 Mb, con lo cual se duplica la

resolucién que se logra en un cariotipo convencional (Andrieux & Sheth, 2009).
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Imagen 2.8. Cariotipo de alta resoluciédn 750 bandas. Cortesia del doctor Juan Javier Lépez, Clinica
Colombia, Colsanitas, Bogota, Colombia.

29



Finalmente se procede a realizar el método de tincién, sea homogénea o por bandeamiento, de

acuerdo a las necesidades de estudio.

2.4 Métodos de tincion para bandeamiento

2.4.1. Bandas Q

Este es considerado como el primer método de bandeamiento en cromosomas humanos, consiste
en agregar al extendido de los cromosomas sobre la ldmina portaobjetos una solucién fluorescente
como quinacrina (atebrina: un derivado sintético de la naranja de acridina y similar al antimalarico
primaquina), la cual se intercala en las regiones ricas en uniones A=T principalmente de la
heterocromatina, generando fluorescencia con un patréon de bandas brillantes y similares a las

bandas G, con lo cual se identifica cada cromosoma (Gersen & Keagle, 2005).

Imagen 2.9. Cariotipo bandeamiento Q. Cortesia de la doctora Clemencia Sabogal. Fundacion Gillow,

Bogota, Colombia
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2.4.2 Bandas G

Es un método de bandeamiento en el cual los cromosomas son sometidos a desnaturalizacién de
las proteinas mediante la enzima tripsina, seguida de la tincién con el colorante Giemsa (Moore &
Best, 2001). Se obtiene un patrén de bandas claras que corresponden a las regiones de replicacion
reciente del ADN (mas ricas en genes o eucromaticas) y bandas oscuras (pobres en genes o

heterocromadticas), que son de replicacién tardia.

De acuerdo con el nivel de bandeo alcanzado en el cariotipo (nimero de bandas visibles en los
cromosomas), el bandeamiento G permite identificar anomalias numéricas y estructurales con una
resolucion maxima de 10 MB en un cariotipo de hasta 550 bandas. Este nivel de bandeo se define
contando de manera estdndar el cromosoma 1 (regidn p31-p32), el cromosoma 10, el brazo corto

del cromosoma 11, el brazo largo del cromosoma 12 y el cromosoma X (Welborn & Welborn, 1993).
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Imagen 2.10. Cariotipo bandeamiento G. Nétese alargamiento del tallo en el brazo corto del
cromosoma 22 (22pstk+), el cual se considera heteromorfismo normal. Cortesia del doctor Juan
Javier Lopez, Clinica Colombia, Colsanitas, Bogota, Colombia.
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2.4.3 Bandas R

Las bandas R logran un patrén de bandas reverso al observado en el bandeamiento G. Este se logra
sometiendo las ldminas portaobjetos con el extendido de cromosomas al calor (80-90°C), para luego
ser tefiidos con Giemsa. La tincién permite hacer un contraste con respecto a las bandas Gclasicas,
donde las regiones oscuras observadas del bandeo G se aprecian claras en el bandeamiento R

(Sperber & Sperber, 2008) y lo contrario para las bandas claras G que son oscuras en lasR.

2.4.4 Bandas C

Como se menciond con anterioridad, el bandeamiento C permite la visualizacidon de las regiones
centroméricas y peri-centroméricas ricas en heterocromatina (Arrighi & Hsu, 1971). Para obtener
las bandas C se utiliza la técnica basica de coloracién con Giemsa; sin embargo, antes de la tincion,
los cromosomas son tratados con alcalis como hidréxido de sodio o de bario, procedimiento que
realza las regiones heterocromaticas del cromosoma, particularmente las que se hallan alrededor
del centrémero y lograndose la identificacién de los polimorfismos presentes en estas regiones

(Eiberg, 1973).
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Imagen 2.11 Cromosomas con bandeamiento C (Contreras, Silva, & Mateus, 2009). Cortesia de la

biéloga Nora Contreras, Universidad del Rosario, Bogotd, Colombia

2.4.5. Bandas NOR

En el bandeamiento NOR (Nucleolar Organizer Region) los cromosomas fijados en la lamina
portaobjetos se ponen en contacto con una solucion de nitrato de plata (AgNOs) durante 48 horas;
posteriormente se realiza una tincion con el colorante Giemsa (Ponnuraj, 2011); con este método
es posible identificar la presencia normalidad o anormalidad en las regiones de ADN satélite
localizadas en los brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos (13, 14, 15, 21 y 22) (Martinez-

Exposito, Méndez, & Pasantes, 1997).
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Imagen 2.12 Cromosomas con bandeamiento NOR (Contreras et al., 2009). Cortesia de la bidloga

Nora Contreras, Universidad del Rosario, Bogota, Colombia.

2.5 Caracteristicas de los cromosomas

El cromosoma representa el maximo estado de condensacion del ADN y esta conformado por dos
cromatides hermanas, las cuales se encuentran unidas por una regidon denominada centromero que
sirve como punto de referencia para la clasificacidn de los mismos y determina la presencia de un
brazo corto (p) y un brazo largo (q), de acuerdo con su ubicacidn respecto a los extremos del

cromosoma.
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Imagen 2.13. Los tres tipos de cromosomas presentes en el humano. Se identifican el brazo corto
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(p), el brazo largo (q) y el centrémero (c)

A: Se observa un cromosoma metacéntrico (cromosomas 1, 3, 16, 19 y 20), donde los brazos cortos
y largos mantienen una longitud similar. B: Se observa un cromosoma sub-metacéntrico
(cromosomas 2,4, 5, 6— 12,17, 18 y X), con una mayor longitud del brazo largo, respecto al brazo
corto. C: Se observa un cromosoma acrocéntrico (cromosomas 13, 14, 15, 21, 22 yY), con los brazos
cortos sensiblemente pequefios comparados a los brazos largos. Imagines cortesia de la doctora

Claudia Serrano, Genetix, Bogotd, Colombia.

Ademas de los cromosomas metacéntricos, sub-metacéntricos y acrocéntricos, existe un grupo de
cromosomas identificados como telocéntricos, quienes tienen el centrémero en uno de sus
extremos y no cuentan con brazos cortos. Este tipo de cromosomas no se encuentra en el humano

normal, pero es normal en otros organismos.
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2.6. Analisis de los cromosomas

Una vez se ha realizado cualquiera de los métodos de bandeamiento se procede al andlisis de las
muestras para tratar de identificar anomalias numéricas y estructurales, lo cual se realiza bajo el
microscopio. Con un aumento de 100X se localizan las metafases a lo largo de la ldmina
portaobjetos, anotandose las coordenadas del hallazgo; y el conteo de los cromosomas se realiza
normalmente con un aumento 1000X. Se ha establecido que el nUmero de metafases a ser contadas
de manera rutinaria en todos los casos debe ser mayor a 17 y se deben analizar en detalle entre 5 a
10 células; de estas, usualmente se fotografian 2 para ser presentadas en el reporte por el

laboratorio (Gersen & Keagle, 2005).

Una vez se ha realizado el analisis a través del microscopio de luz, se procede a realizar el respectivo
reporte de los hallazgos, estos se hacen por medio de un sistema codificado el cual es estandarizado
por el Sistema Internacional de Nomenclatura para Citogenética Humana (International System for
Human Cytogenetic Nomenclature) ISCN por sus siglas en inglés (Simons, Shaffer, & Hastings, 2013),

cuya ultima edicidn es de 2016.

2.7. ANALISIS DE NUMERO Y ESTRUCTURA DE LOS CROMOSOMAS

El hallazgo repetido de un nimero cromosémico distinto a 46, con un cromosoma adicional (47),
configura el diagndstico de trisomia (tres cromosomas presentes para un determinado par
cromosomico, siendo la mas comun la trisomia para el cromosoma 21 o Sindrome Down). Cuando
el hallazgo muestra 45 cromosomas se habla de Monosomia (ausencia de un miembro de un par
cromosémico determinado), teniendo como ejemplo comin en humanos la Monosomia X
(Sindrome Turner). Otras trisomias viables son el Sindrome Edwards (Trisomia 18) y el Sindrome

Patau (Trisomia 13) y con frecuencia se observa también el Sindrome Klinefelter, donde se tiene la
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presencia de, al menos, dos cromosomas X junto con un cromosoma Y. Los sindromes triple X
(47,XXX) y de dos cromosomas Y (47,XYY), llamados respectivamente siper-hembra y siper-macho
se observan ocasionalmente. Las demds trisomias y monosomias se consideran no viables y muchas

de ellas se observan en estudios cromosémicos en material de aborto humano (Taucher etal., 2014).

Cuando el nimero de cromosomas no presenta alteracidn, se debe evaluar las caracteristicas
estructurales de estos, debido a que pueden presentar anormalidades que alteran su arquitectura,
estas anormalidades incluyen adiciones o perdidas de segmentos cromosémicos, asi como cambios
en la forma de los cromosomas; de igual manera se debe evaluar la presencia de hendiduras o gaps,
los cuales pueden ser indicadoras de posibles sitios de ruptura, que ocasionen la inestabilidad del

cromosoma (Ma et al., 2012).

En los casos que, bajo el andlisis y conteo de 17 metafases se halle una metafase hipodiploide o
hiperdiploide, se debe ampliar el conteo a mdas de 30 metafases con el objeto de identificar si el
fendmeno se repite y se trata de un mosaicismo cromosdmico (Hastings, Howell, Bricarelli,
Kristoffersson, & Cavani, 2012b), que es definido como la presencia en un mismo individuo de 2 o
mas lineas celulares cada una de ellas con un cariotipo diferente, estas lineas celulares con
cariotipos diferentes pueden resultar de una no disyuncidn post cigética, una anafase retrasada, o

un re-arreglo estructural (Maciel-guerra et al., 2012).

2.8. Cariotipo normal

Si en todas las células se observa un nimero diploide de 46 cromosomas y en ninguna de las
metafases se observan alteraciones estructurales, éste serd informado como normal, sea 46,XX para

la mujer o 46,XY para el hombre.
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El informe final de un cariotipo debe seguir el siguiente orden, lo primero que se debe leer es el
numero total de cromosomas hallados en el extendido que incluye los cromosomas sexuales, el cual
debe ser 46 en un cariotipo normal; seguido de ello debe encontrarse una coma (,) e
inmediatamente después de ella y sin espacio se encuentran registrados los cromosomas del sexo
y en algunos reportes se puede encontrar registrado entre corchetes [ ], el nUmero de metafases

analizadas.
46= numero total de cromosomas que resulta de la suma de autosomas y cromosomas sexuales
XX= constitucion de cromosomas sexuales en un individuo femenino

XY= constitucién de cromosomas sexuales en un individuo masculino
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Imagen 2.14. Cariotipo 46,XX: cariotipo con un nimero normal de cromosomas que corresponde a
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una mujer. Cortesia de la doctora Claudia Serrano, Genetix, Bogota, Colombia
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Imagen 2.15. Cariotipo 46,XY: cariotipo con un nimero normal de cromosomas que corresponde a

un hombre. Cortesia de la doctora Claudia Serrano, Genetix, Bogotd, Colombia

2.9. Caracteristicas cromosdmicas variables normales

Se debe tener en cuenta que en algunas situaciones se presentan cariotipos con caracteristicas que
aunque no son constantes de forma general, puede estar dentro de la normalidad de estos, como
es el casos de diferencias en el tamafio, la intensidad de coloracion o la presencia de sitios de

fragilidad en los cromosomas (Arthur R Brothman et al., 2006).

La variacién en la longitud de los cromosomas puede estar dada por el aumento o disminucién en
la longitud de los segmentos heterocromaticos (h), también puede encontrarse un aumento en el
tamafio de los tallos o stalk (stk), que son los segmentos ubicados entre el satélite y el centrémero
en los cromosomas acrocéntricos, o por aumento en el tamafio de los satélites (s); asi mismo se
debe tener en cuenta que el aumento en la longitud es representado por el signos (+) mas y una
disminucién de la misma se representa por el signo (-) menos (Simons et al., 2013).
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Cuando se presenta cualquiera de estos cambios, van a ser reportados en el cariotipo junto al
numero del cromosoma correspondiente, por ejemplo un aumento en la longitud del brazo largo
del cromosoma 18 es reportado de la siguiente forma 18qh+, de igual manera sucede con un
aumento en la longitud de los tallos que seria reportado asi 22pstk y su interpretacidon es un
aumento en el tallo del cromosoma 22 y finalmente una variacién en el tamafio de los satélite se
reporta en el cariotipo de esta manera 15ps+, y se interpreta como un aumento en el tamaiio del

satélite en el cromosoma 15.
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Imagen 2.16. Cariotipo con heteromorfismos, bandeo G 550 bandas, femenino normal, se evidencia
aumento en la longitud de la heterocromatina en el brazo largo de los cromosomas 1 (1gh+) y 16
(16gh+); se observa un incremento en la longitud del tallo sobre el brazo corto del cromosoma 15
(15pstk+). Estos hallazgos son considerados heteromorfismos normales. Cortesia del doctor Juan

Javier Lopez, Clinica Colombia, Colsanitas, Bogotd, Colombia.
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2.10. Cariotipo anormal

En las situaciones particulares en las cuales se halle una anormalidad en el nimero o la estructura
de los cromosomas, estas deben ser reportadas en el cariotipo siguiendo los pardmetros
establecidos por ISNC, en ellos se indican que luego de reportar el nUmero de cromosomas
encontrados se debe reportar en primera instancia las anormalidades en los cromosomas sexuales,
comenzando con el cromosoma X, luego las encontradas en el cromosoma Y; posteriormente se
registraran las anormalidades de los autosomas siguiendo el orden de numeracién, seguido del
registro primero las alteraciones numéricas y luego las alteraciones estructurales (Simons et al.,

2013).

2.10.1. Anormalidades numéricas

El set cromosdmico humano es diploide; en los casos que se presente un numero de cromosomas
diferente al normal, se denomina heteroploide; cuando este nimero es multiplo del nidmero
haploide se denomina euploidia, pero cuando no lo es, se denomina aneuploidia cuando solo se ven
afectados algunos pares de cromosomas por ejemplo monosomias, trisomias, o tetrasomias, pero
cuando es el set completo de cromosomas el que se ve afectado, se denomina poliploidias, en ellas
el numero completo de cromosomas esta duplicado , triplicado, etc., (M. M. Garcia, Martinez, &

Barreiro, 2016).

En el caso de las aneuploidias, cuando son reportadas en el cariotipo, estas van indicadas por el
signos mas (+) cuando hay ganancia de un cromosoma o el signos menos (-) cuando hay perdida de
uno de ellos, seguidos por el nimero del cromosoma que estd afectado, por ejemplo un cromosoma
21 extra es reportado 47,XY,+21; o la pérdida del cromosoma X es reportado 45,X,-X (Simons et al.,

2013).
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Imagen 2.17. Anormalidad numérica trisomia 21: Cariotipo femenino que muestra una trisomia 21

libre (sindrome Down). Cortesia del doctor Juan Javier Lépez, Clinica Colombia, Colsanitas, Bogota,

Colombia.
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Imagen 2.18. Anormalidad numérica trisomia 18: Cariotipo masculino con trisomia 18 (sindrome

Edwards). Cortesia del doctor Juan Javier Lépez, Clinica Colombia, Colsanitas, Bogota, Colombia.
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2.10.2 Anormalidades estructurales

Las anormalidades estructurales hacen referencia a las modificaciones en la forma de los
cromosomas, para ser descrito, se reporta primero la alteracién con su abreviatura correspondiente,
seguido del nimero del cromosoma afectado (Tharapel, 1999). A continuacidn se hara la descripcion

de las diferentes anomalias estructurales de acuerdo a lo consignado en el ISCN (Simons et al.,

2013).

e Delecidén (del): indica la pérdida de un segmento del cromosoma, puede ser de localizacion
intersticial o terminal. Para su codificacién en el cariotipo, se debe colocar primero la
abreviatura seguido del niumero del cromosoma afectado, a continuacidn se describe el

brazo y la region afectada.
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Imagen 2.19. Cariotipo 46,XX,del(18)(g21.3), describe un cariotipo femenino que presenta la

delecion de un fragmento del brazo largo del cromosoma 18. Cortesia del doctor Carlos Estrada,

COLCAN, Bogota, Colombia.
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e Cromosoma derivado (der): se refiere al re arreglo que se involucra dos cromosomas, el
termino se aplica al cromosoma que permanece con el centrémero intacto, su registro se

realiza colocando primero la abreviatura, seguido por el nimero del cromosoma.
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Imagen 2.20. Cariotipo 44,X,der(13:14)(q10;q10), se describe como un cariotipo femenino que
muestra un solo cromosoma X (sindrome Turner), y la presencia de un cromosoma derivado por la
translocacion entre el brazo largo de un cromosoma 13 y el brazo largo de un cromosoma 14.

Cortesia del doctor Juan Javier Lépez, Clinica Colombia, Colsanitas, Bogotd, Colombia.

e Cromosoma dicentrico (dic): cromosoma que presenta dos centrémeros, su origen se debe
a la unidn de dos segmentos de cromosomas, homélogos o no, donde cada uno contiene su
centrémero, para su registro se siguen las mismas especificaciones previstas para la

delecion.
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Duplicaciones (dup): hace referencia a la repeticién de un segmento del cromosoma, en este
caso, el registro se realiza colocando la abreviatura luego de los cromosomas sexuales,
seguido, se coloca el numero del cromosoma comprometido y finalmente se coloca el brazo

y la regién que se encuentra duplicada.

Imagen 2.21. Duplicacidn del segmento identificado con
el nimero 5 en un cromosoma submetacentrico
(Contreras et al., 2009). Cortesia de la bidloga Nohora
Contreras, Universidad del Rosario, Bogota, Colombia.
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Inserciones (ins): la insercidon se caracteriza por la presencia de un fragmento de un
cromosoma denominado donante dentro de otro cromosoma que se denomina receptor,
las inserciones pueden ser directas, si la orientacion de las bandas es igual a la original o
indirecta si la orientacion de las bandas se invierte; el registro en el reporte conserva las

caracteristicas descritas anteriormente.

Imagen 2.22. Insercién del segmento identificado con la letra D,
entre los segmentos 4 y 5 del cromosoma no homologo
(Contreras et al., 2009). Cortesia de la bidloga Nora Contreras,
Universidad del Rosario, Bogotd, Colombia.

(o To W@ =)

T s ) Bl

45



Inversiones (inv): cambio de orientacion de un segmento del cromosoma, esta puede
comprometer el centrémero por lo que se denomina pericéntrica, cuando compromete un
segmento de un brazo, respetando el centrémero, se denomina paracéntrica. El registro es

igual al previsto para las anteriores anormalidades.

Imagen 2.23. Inversién de segmentos cromosdmicos, A inversién pericéntrica de
cromosoma, se encuentra incluido el centrémero en el segmento invertido; B inversién
paracéntrica, el segmento que se invierte se encuentra en uno de los brazos del cromosoma,
por lo que en centromero no se encuentra involucrado (Contreras et al., 2009). Cortesia de

la bidloga Nora Contreras, Universidad del Rosario, Bogotd, Colombia.
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e Fragilidad (fra): sitio en un cromosoma donde ocurre una muesca o una ruptura, luego de
la inhibicion parcial de la sintesis de ADN; pueden presentarse como variantes de la
normalidad sin repercusién fenotipica o poder ser heredados de una forma co-dominante,

resultando en anormalidades cromosdmicas.
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Imagen 2.24. Cariotipo 46,XY,fra(16)(q22), presencia de un sitio de fragilidad cromosdmica en
el brazo largo del cromosoma 16 a nivel de la banda 22. Cortesia del biélogo Esteban Medina,

Genética Molecular de Colombia, Bogotd, Colombia.
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e Cromosoma en anillo (r): Se forma por la ruptura de los extremos de un cromosoma, los

cuales quedan con bordes pegajosos que facilitan su unidn para tomar una forma circular.
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Imagen 2.25. Cariotipo 46,XX,r(4)(p16g35), describe un cariotipo femenino que presenta
configuracion en anillo del cromosoma 4. Cortesia de la doctora Claudia Serrano, Genetix,

Bogotd Colombia.

e Cromosomas marcadores (mar): se trata de un fragmento cromosdmico, el cual no puede
ser identificado de forma adecuada por los métodos de bandeamiento citogenético
convencional, su registro se hace posterior a registrar el nimero de los cromosomas y los
cromosomas sexuales; en el caso que se presenten otras anormalidades, estas deben ser
registradas primero y seguido se debe registrar el signo mas (+), continuando con la
abreviatura mar. Ejemplo: 47,XX,+mar cuando es el Unico hallazgo en el cariotipo;

47,XX,t(12;16)(q13;p11.2),+mar en los casos que se presenten otrasanormalidades.
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e Translocaciones (t): se denomina translocacién al intercambio de segmentos entre dos

cromosomas, su registro se realiza de la forma descrita anteriormente.
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Imagen 2.26. Cariotipo 46,XY,t(1;16)(p33;924), describe un cariotipo masculino que presenta una
translocacion reciproca balanceada entre los cromosomas 1y 16. Cortesia del doctor Carlos Estrada,

COLCAN, Bogota, Colombia.

e Translocaciones Robersonianas (rob) o (der): se trata de un tipo de translocaciones que se
presenta entre cromosomas acrocéntricos (13, 15, 21, 22), su registro se realiza de la misma

forma prevista para las deleciones.
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2.11. Situaciones especiales con el cariotipo.

La inestabilidad cromosdmica se caracteriza por la presencia de dafios en el ADN que sobrepasan la
capacidad de reparaciéon del mismo, involucrando una ganancia o pérdida de cromosomas
completos o parte de ellos (Geigl, Obenauf, Schwarzbraun, & Speicher, 2008); este es un defecto
qgue hace parte de diferentes entidades patoldgicas, las cuales conforman los sindromes de
inestabilidad cromosdmicas, dentro de ellos encontramos la anemia de Fanconi, el Sindrome Bloom,
la Ataxia Telangiectasia, el Sindrome Nijmegen y el Sindrome Inmunodeficiencia, Inestabilidad
Centromérica y Anomalias Faciales (ICF), para los cuales estudios citogenéticos como el analisis de
aberraciones cromosdmicas inducidas (ACl), el intercambio de cromatidas hermanas (ICH) y desde

luego el cariotipo con bandas G (GTG) (Rooney, 2001) han mostrado utilidad para su diagndstico.

El analisis de aberraciones cromosdmicas inducidas (ACl), es un método que evalula la respuesta de
reparacion del ADN; en él se exponen las células a agentes mutagénicos, posteriormente se cultivan,
seguido de esto se realiza el extendido y la fijacién en las [dminas porta objetos para finalmente
realizar una tincién homogénea y evaluar la presencia de gaps o hendiduras en los cromosomas
(Clare, 2012). Para realizar el andlisis se efectia una comparacion entre las frecuencias hendiduras
observadas en el cultivo analizado y la frecuencia de hendiduras en un cultivo de control
proveniente de un individuo sano, el cual se ha sometido a igual tratamiento, se considera positivo
el test cuando se ha encontrado frecuencias de hendiduras superiores a 2 veces que las presentadas

en el control (OECD, 2014).

A través del andlisis de aberraciones cromosdmicas inducidas, se realiza el diagnostico citogenético
de la anemia de Fanconi, la cual requiere la visualizacion de la anormalidad en al menos 50
metafases, siendo optimo 100 metafases. Ademads la ataxia telangiectasia utiliza esta técnica; el

diagnostico se hace con la presencia del defecto en 50 — 100 metafases, sin embargo algunos
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pacientes con esta entidad muestran una respuesta intermedia o nula a la radiacién, por tal motivo
se hace necesario el analisis de 50 metafases para rearreglos que involucren los loci del receptor de
antigeno de célula T en los cromosomas 7 y 14 (Hastings et al., 2012b); el Sindrome Nijmegen
también puede ser diagnosticado a través del analisis de aberraciones cromosémicas inducidas, es
necesario el analisis entre 80 — 100 metafases teniendo especial atenciéon en el analisis de los

cromosomas 7 y 14 (CCMG Cytogenetics Committee, 2010).

El intercambio de cromatidas hermanas (ICH), es un método que utiliza la bromodeoxiuridina (BrdU)
gue es un andlogo de la tiamina, para que se incorpore a la cadena de ADN recién sintetizada
durante la replicacién; durante un primer ciclo celular se obtiene un sola cadena que incorpord la
BrdU, en el segundo ciclo celular, se presenta el intercambio de material genético entre ambas
cromatidas tanto la cadena que incorpord BrdU como la que no lo tiene incorporado; en este punto,
las células son tratadas con Hoechst 33258, expuestas a calor y luz y finalmente tefiidas con Giemsa
(Escribano R., Castillo T., Daher N., Salazar C., & Tobella P., 2009). De esta forma se logra una tincién
intensa sobre los cromosomas que tiene incorporada la BrdU, asi como los segmentos que se
intercambiaron con las cromatidas hermanas, lo cual es Util para el diagnéstico del sindrome Bloom,
entidad en la cual se ven marcadamente aumentadas estas recombinaciones, por tal motivo es
necesario evaluar 20 metafases para confirmar el aumento del nimero de recombinaciones (CCMG
Cytogenetics Committee, 2010). El cuadro 2.1 resume algunas condiciones que requieren un analisis

citogenético especial.
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Condicion evaluada Método de analisis Caracteristicas del analisis

Sindromes de inestabilidad Aberraciones cromosdmicas  Anemia de Fanconi, analizar de 50 —

cromosomica inducidas 100 metafases

Sindrome Ataxia-telangiectasia

analizar de 50 — 100 metafases

Sindrome Nijmegen analizar de 50 —

100 metafases

Intercambio de cromatidas Sindrome Bloom analizar de 20
hermanas metafases
Sindromes dismorficos Cariotipo bandeo C Sindrome Roberts analizar de 50
(inestabilidad centromérica) metafases
Cariotipo Sindrome ICF (inmunodeficiencia,

inestabilidad centromérica y
anomalias faciales) analizar de 50
metafases, en regiones
heterocromaticas de los

cromosomas 1,9y 16

Mosaicos Cariotipo Muestras postnatales analizar

minimo 30 metafases

Cariotipo Muestras prenatales analizar 2 0 3
cultivos de forma independientes

para confirmar los hallazgos.

Tabla 2.1 Condiciones que requieren analisis citogenético especial, adaptado de (CCMG

Cytogenetics Committee, 2010).

Otra de las situaciones especiales que obligan a un andlisis especifico de metafases son las
patologias oncoldgicas, en este caso se debe realizar un analisis diagndstico y un seguimiento post
tratamiento; a continuacién se mencionan las caracteristicas que debe ser tenidas en cuenta en el

reporte citogenético.
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TIPO DE Leucemia mieloide crénica Leucemia aguday Neoplasias de células B
MALIGNIDAD y enfermedades mielodisplasia maduras, linfoma
mieloproliferativas cronicas maligno y tumores
solidos
METAFASES Minimo 10 para confirmarla Minimo 10 para confirmarla  Minimo 10 para
ANALIZADAS presencia de clones presencia de clones confirmar la presencia de
anormales y valoracion pre anormales y valoracion pre clones anormales y
Diagnostico trasplante. trasplante. valoracién pre
Analizar 20 si es normal. Analizar 20 si es normal, osi  trasplante.
la presencia de evolucién Analizar 20 si es normal.
clonal es significativa.
En caso de confirmar
leucemia linfoide aguda
pediatrica pre células B, se
realizan analisis extensos.
METAFASES Minimo 10 para confirmar la  Minimo 10 para confirmarla  Minimo 10 para
ANALIZADAS presencia del clon anormal presencia del clon anormal confirmar la presencia

Post tratamiento

original.

Analizar 25 si es normal.

original.

Analizar 25 si es normal.

del clon anormal original.

Analizar 25 si es normal.

Tabla 2.2 situaciones especiales en oncologia. adaptado de (CCMG Cytogenetics Committee, 2010).

2.12 Variantes del cariotipo

2.12.1 Cariotipo espectral Spectral Karyotyping (SKY)

El cariotipo espectral (SKY), surgio a finales de la década de 1990s a partir de los métodos de

hibridacién con fluorescencia, con el propdsito de cribar alteraciones cromosdémicas en el genoma

completo (Schrock et al., 1996); este método consiste en la visualizacién simultanea de los 24

cromosomas humanos a través de una imagen espectral, que resulta de la completa marcacién de
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estos con sondas unidas a fluorocromos, las cuales son hibridados durante la metafase

cromosoémica (Garini et al., 1996).

Luego de su marcacion, los cromosomas son ubicados en una ldmina porta objeto para ser
visualizados por medio un microscopio que combina un dispositivo de carga acoplada, y la
espectroscopia de Fourier para generar una imagen espectral (Schrock et al., 1996) que surge a
partir de la diferencia entre sefiales luminicas que son detectadas por un interferémetro y que
posteriormente son analizadas a través de algoritmos especificos incorporados en un sistema

computarizado (Anguiano et al., 2012).

El SKY es util en la identificacion de translocaciones de novo balanceadas y no balanceadas, asi como
citogenética comparativa e identificando re arreglos cromosdmicos (Garini et al., 1996); es capaz de
identificar rearreglos complejos con una sensibilidad entre el 88 — 100%, anormalidades
estructurales con una sensibilidad cercana al 100%, asi como cromosomas marcadores con una
sensibilidad del 77%; adicionalmente el SKY permite una adecuada identificacién de mosaicismo

menores del 20% (Anguiano et al., 2012)

2.13 Hibridacién In Situ Con Fluorescencia (FISH)

La hibridacidn fluorescente In situ (abreviado en Inglés como FISH), es un método citogenético que
combina el analisis citolégico de los cromosomas con un andlisis molecular basado en sondas de
ADN (C. N. Lee et al., 2012). Es util para detectar alteraciones de los cromosomas en las que hay
pérdida o ganancia de material gendmico y también, para fusiones cromosdmicas. Se realiza
directamente sobre el tejido o la célula de interés (tumor fijado en parafina, espermatozoides o
material de aborto) (Gerami & Zembowicz, 2011), o también en células cultivadas en el laboratorio

(linfocitos de la sangre, fibroblastos de la piel o del liquido amniético, etc.).
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La FISH aprovecha el apareamiento y la complementariedad entre las bases nitrogenadas. Como es
conocido, para el ADN, la unién entre los nucleétidos adenina y timina ocurre mediante dos puentes
de hidrégeno (A=T), mientras que la unidn entre guanina-citosina ocurre mediante tres (C=G); para
el caso del ARN, la unién ocurre entre adenina y uracilo (A=U) y se presenta mediante dos puentes
de hidrdgeno, para C=G ocurre de la misma manera que en el ADN (Bauman, Wiegant, & van Duijn,
1981). El método requiere la desnaturalizacion de las bases nitrogenadas para luego colocar una
sonda de ADN de cadena sencilla que es complementaria a la secuencia de andlisis y que tiene una
longitud que varia entre 50 a 150 bases del ADN o ARN. Esta sonda compite en la hibridacién con el
ADN nativo, a la cual se le conjuga un anticuerpo especifico (K. H. Cox, DeLeon, Angerer, & Angerer,
1984), que a su vez, ha sido marcado con un fluorocromo que se ilumina quimicamente al
completarse la reaccion de hibridacion de la sonda con la region de interés (Mallmann et al., 2010).
A través de esta técnica es posible detectar una gran variedad de secuencias en el genoma, como
secuencias Unicas de ADN, secuencias repetitivas, estudiar brazos enteros de cromosomas o incluso,

el cromosoma completo (Yamada et al., 2011).

El proceso para la realizacién de la FISH incluye:

. la seleccién de una sonda que contiene una secuencia complementaria a la secuencia de
interés en el ADN. Actualmente hay disponibles sondas para un locus especifico, sondas
para repeticiones centroméricas y sondas para cromosomas completos (Brown, Gersen,
Anyane-Yeboa, & Warburton, 1993).

. Si bien existen sondas marcadas con isdtopos radioactivos como 3H, %S, 32P, 3P que se
revelan mediante una autoradiografia, lo comun es que estén marcadas con sefiales
fluorescentes, como fluoresceina, mediante métodos directos (Dirks et al.,, 1991) o

indirectos que usan un segundo anticuerpo (Bauman et al., 1981). Otros métodos indirectos
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de FISH utilizan digoxigenina (DIG), la cual se une a la uridina o la biotina y son detectados

por anticuerpos marcados con fosfatasa alcalina, fluoresceina o rodamina (Langer, Waldrop,

& Ward, 1981).

. preparacion de la placa que contiene la muestra de interés

. pretratamiento de la placa

. denaturacién de la sonda y del blanco de interés

° hibridacién

. lavado

. analisis e interpretacidon al microscopio de luz ultravioleta usando filtros especiales

(Mascarello et al., 2011)

Sonda de secuencia Unica o copia simple

Deteccion de secuencias en regiones subteloméricas

Sonda centromérica

Deteccidn de secuencias altamente repetitivas en regiones

peri-centroméricas

Sonda de secuencias para regiones

especificas

Deteccion de regiones repetitivas en regiones especificas

dentro del cromosoma

Sondas para el pintado de cromosomas

completos

Detectan secuencias de eucromatina y se usa en la
caracterizacion de rearreglos en secciones o el cromosoma

completo

Tabla 2.3 Tipos de sondas para FISH utilizadas en el diagnéstico de deleciones, duplicaciones o

fusiones cromosomicas. Modificado de (Gersen & Keagle, 2005).

El analisis de las muestras se realiza bajo el microscopio con luz ultravioleta con el uso de filtros

especiales que permiten visualizar los fluorocromos que brillan a distintas longitudes de onda

(Mery, Parra, Gollop, & Naccache, n.d.), (Volpi & Bridger, 2008).
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A

Imagen 2.27. A. microscopio 6ptico equipado con filtros para fluorescencia para la deteccién de

sondas marcadas y B. filtro de proteccidn contra luz ultravioleta. Cortesia del Centro de

Investigacion en Genética y Gendmica de la Universidad del Rosario (CIGGUR), Bogota, Colombia.

Fluorocromo Excitacion (nm) Emision (nm) Color

DAPI 358 461 Azul

DEAC 426 480 Turquesa
FITC/R110 494/500 517/525 Verde

R6G 524 550 Amarillo
TAMRA/Cy3 552/550 575/570 Naranja
TexRed/Cy3.5 590/581 612/596 Rojo

Cy5 649 670 Cercano a infrarrojo
Cy5.5 675 694 Infrarrojo

Cy7 743 767 Infrarrojo

Tabla 2.4 Listado de algunos de los fluorocromos mas utilizados en FISH, se indican las longitudes

de onda en nanémetros (nm), para excitacion y emisién y los colores que representan.
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Imagen 2.28. Sondas sitio-especificas para identificacion de los cromosomas 13, 18, 21, y los
cromosomas sexuales X y Y. en la imagen A. se puede apreciar 2 cromosomas 21 identificados por
la hibridacién de una sonda con fluorocromo rojo y dos cromosomas 13 identificados por la
hibridacion de 2 sondas con fluorocromo verde. En la imagen B se aprecia 2 cromosomas 18
identificados por las sondas de color azul claro, un cromosoma X identificado por la sonda de color
verde y el cromosoma Y, identificado por la sonda de color rojo. Cortesia del doctor Juan Javier

Lépez, Clinica Colombia, Colsanitas, Bogota, Colombia

Las aplicaciones clinicas de la FISH (tablas 2.5 y 2.6) dependen de la sensibilidad del método y estan

limitadas al tamafio de las alteraciones cromosémicas, con una resolucion minima de hasta 1,5 a 2

Mb, (GeneDx, 2013; Morris & Mervis, 2000)
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SINDROMES DE MICRODELECION

SINDROME DELECION SONDA FENOTIPO
Angelman 15g11.2- SNRPN, Retardo mental severo, hipotonia, ataxia, pérdida
15913 D15S10 del habla, hipopigmentacidn, convulsiones, risa
inmotivada, caracteristicas dismérficas

DiGeorge 22q11.2 D22S75 Caracteristicas dismorficas, cardiopatia congénita,
ausencia de timo, falla en el crecimiento, déficit
cognitivo.

Miller-Dieker 17p13.3 LIS1 Retardo mental severo, lisencefalia, caracteristicas
dismorficas.

Prader-Willi 15gq11.2— SNRPN Retardo mental, hipotonia, dificultad para la

15913 deglucion, hiperplasia genital, obesidad, hiperfagia,
caracteristicas dismorficas.

Smith— Magenis 17p11.2 SHMT], Retardo mental, retardo en el lenguaje,

TOP3, comportamiento bizarro, neuropatia periférica,
FLI1,LLGL1  caracteristicas dismorficas.

Velocardiofacial 22q11.2 TUPLE1 Retardo en el desarrollo, deficiencia faringea, facies
anormales, defectos palatinos, defectos cardiacos
congénitos.

Williams-Beuren 7911.2 ELN Retardo mental, hipercalemia, personalidad
gregaria, enfermedad cardiaca congénita.

Neuropatia 17p11.2p11. LIVe17pl12 Disfuncidn recurrente sensorio—motora simétrica

Hereditaria con 2 suscitada por traumas menores, adelgazamiento de

Paralisis debida a la la mielina con neuropatia generalizada,

Presion (HNPP: electromiografia con patrén neuropatico.

hereditary

neuropathy with

liability to pressure

palsies)

Wolf-Hirschhorn 4p15 Retardo mental, microcefalia, convulsiones,
hipotonia, deficiencia inmunoldgica, hipoacusia,
defectos cardiacos y defectos genitourinarios.

Cri-du-chat 5p15 EN5 Microcefalia, llanto similar a maullido de gato,

retraso psicomotor severo, caracteristicas

dismorficas.
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SINDROMES DE MICRODUPLICACION

Charcot-Marie-Tooth 1A 17p11.2—- LIVe 17p Debilidad y atrofia muscular distal, pie cavo,
PMP22 dedos en martillo, hipoacusia, disminucion de
las velocidades de neuroconduccion en la

electromiografia.

Pelizaeus-Merzbacher PLP Debilidad muscular, nistagmus, retraso en el
desarrollo psicomotor, espasticidad y

movimientos coreiformes

Tabla 2.5 Algunos de los sindromes de Microdelecion o Microduplicacion Cromosdmica

identificados por FISH. Modificado de (Gersen & Keagle, 2005; Wolff et al., 2007)

Imagen 2.29. Nuc ish (D7Z1x2, ELNx1), prueba de FISH para delecién en el cromosoma 7 (sindrome
Williams-Beuren); la imagen muestra dos sefiales verdes que corresponden a la sonda D771, que
hibrida en la regién 7p11.1-q11.1 y que actda como sonda de control normal y muestra una sola
sefial roja que corresponde a la sonda ELN, la cual hibrida en la regiéon 7q11.23, que es la regiéon
critica para el sindrome Williams-Beuren. La imagen confirma la pérdida (delecién) de la regidn
7911.23 y el resultado confirma el sindrome Williams-Beuren. Cortesia del doctor Carlos Estrada,

COLCAN, Bogota, Colombia.

60



PATOLOGIA HALLAZGO CITOGENETICO

Leucemia mieloide aguda t(8;21), t(15;17), inv(16)

Leucemia mieloide crénica 1(9;22)

Leucemia linfoblastica aguda precursora de células B t(1;19), t(?;11), t(9;22)

Leucemia linfocitica cronica del(13q14), del(11g22), del(17g13)
Mieloma de células plasmaticas del(13q14), hiperploidia, t(4;14)
Leucemia eosinofilica crénica del(4q12)

Sindrome delecién 5q del(5q)

Tabla 2.6 principales malignidades hematoldgicas diagnosticables a través de FISH, modificado de

(Wolff et al., 2007).

Imagen 2.30. Nuc ish (EGR1, RPS14, 5p15), Prueba de FISH para deleciéon 5q (sindrome
mielodisplasico), la imagen muestra dos sefiales rojas que corresponden a la sonda EGR1 que se
hibrida en la regién 5931.2, dos sefales verdes que corresponden a la sonda RPS14 que hibrida en

la regidn 5g32-33 y dos sefiales azules correspondientes a la sonda 5p15, que hibrida en su regién
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homdloga y actia como control. La imagen muestra un FISH normal, descartando la delecion del

brazo largo del cromosoma 5. Cortesia del doctor Carlos Estrada, COLCAN, Bogota, Colombia.

Imagen 2.31. Nuc ish (ABL,BCR)x2[86/100]/(ABL1,BCR)x2(ABL1conBCR)x1[14/100]. Prueba de FISH
BCR/ACL para translocacién 9;22 (Leucemia Linfoide Aguda —LLA-), la imagen de la derecha muestra
dos sefiales naranjas que corresponden a la sonda ABL1 que hibrida en la regién homologa
localizada en el locus 9934 y dos sefiales verdes que corresponden a la sonda BCR que hibrida en la
region 22qll, este patron estd presente en 86 de 100 células evaluadas; adicionalmente se
evidencia la yuxtaposicion de las sondas naranja y verde, lo que indica una translocacién entre los
cromosomas 9y 22, que puede estar en relacién con LLA. Esta yuxtaposicion estuvo presente en 14

de 100 células analizadas. Cortesia del doctor Carlos Estrada, COLCAN, Bogotd, Colombia.
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Imagen 2.32. Prueba de FISH para translocacion de los cromosomas 15;17 (PML/RARA) presente
en la leucemia promielocitica y en leucemia mieloide aguda. La imagen en la parte inferior del nucleo
muestra la fusion de los genes PML identificado con la sonda verde y el gen RARA identificado con
la sonda de fluorescencia roja, en un caso de leucemia promielocitica Cortesia del doctor Juan Javier

Lépez, Clinica Colombia, Colsanitas, Bogota, Colombia.

Imagen 2.33. Prueba de FISH para delecién del gen P53 localizado en 17q13, presente en leucemia
linfocitica crénica y mieloma multiple. La imagen muestra la ausencia de una sefial de fluorescencia
roja que evidencia la delecidn del gen P53; la sonda de fluorescencia verde corresponde al control
el cual se hibrida en el centrémero del cromosoma 17. Cortesia del doctor Juan Javier Lopez, Clinica

Colombia, Colsanitas, Bogota, Colombia.
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A
Imagen 2.34. Prueba de FISH para translocacion 4;14 (IGH/FGFR3) presente en mieloma de células
plasmaticas. Las imagenes A y B muestran la fusién del gen IGH identificado con la sonda verde y
localizado en 14g32.33, con el gen FGFR3 localizado en 4p16.3 e identificado con la sonda naranja.

Cortesia del doctor Juan Javier Lépez, Clinica Colombia, Colsanitas, Bogota, Colombia.

Imagen 2.35. Prueba de FISH para translocacién 14;16 (IGH/MAF) presente en mieloma multiple; la

imagen muestra la fusién entre el gen IGH identificado conla sonda de fluorescencia verde,
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localizado en 14q32.33 con el gen MAF localizado en 16923 e identificado con la sonda de

fluorescencia naranja , cortesia del doctor Javier Ldpez laboratorio especializado Clinica Colombia.

2.13.1 Analisis convencional

El andlisis de FISH estudia rutinariamente mds de un objetivo; sin embargo, para los casos en los que
se analiza un locus, se hace necesario el uso de una segunda sonda (Mascarello et al 2011), que sirve
de control interno que controla la eficacia de la hibridacién. Las aplicaciones clinicas que tiene el
FISH son amplias, siendo las tres areas de mayor aplicacidon: el diagnéstico de pacientes con defectos
congénitos y retraso mental, el diagndstico y cribado prenatal y la identificacién y monitorizacion
de anomalias cromosémicas adquiridas en leucemia y cdncer; esto debido a la flexibilidad de analisis
tanto de células en metafase, como en muestras que contengan nucleos de células en interfase

(Wiktor et al 2011).

2.13.2 Analisis de células en metafase por FISH

Para que el método sea exitoso requiere en cada caso una adecuada hibridacién de las sondas

objetivo y de control (target probe). La sensibilidad y especificidad es cercana al 100% cuando la

hibridacidn es adecuada y se confirma en mas de 40 cromosomas, para lo cual es necesario evaluar,

al menos 20 células en metafase, cuando se realiza el andlisis en autosomas y 40 metafases cuando

el analisis es para los cromosomas sexuales (Mascarello et al2011).
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Para el analisis de una microdelecidon en una célula en metafase, ésta debe observarse en no menos
de 10 células; si hay discordancia entre los resultados de las metafases, se debe realizar el analisis
de 10 células adicionales. Cuando se observan nucleos de células en interfase, por ejemplo
microdeleciones, microduplicaciones o aneuploidias, es necesario evaluar por lo menos 25 ntcleos
de la muestra en estudio por 2 observadores independientes; en el caso en que este analisis sea
discordante y requiera de una tercera evaluacién, se recomienda el analisis de al menos 50 nucleos

por este nuevo perito.

2.13.3 Analisis de células en interfase por FISH

La FISH en células con nucleos en interfase debe incluir el estudio de no menos de 25 nucleos
(Mascarello et al., 2011), de la misma forma que se hace para las células en metafase; cuando se
identifica un posible mosaico o en los casos de posible quimerismo debe aumentarse el anilisis a
100 nucleos (Hastings, Howell, Bricarelli, Kristoffersson, & Cavani, 2012a). La prueba debe ser
adelantada por un analista y verificada por un supervisor, quien revisara entre el 30 y el 70% del
total de las células previamente estudiadas; de encontrarse discrepancias entre observadores, éstas

deben ser resueltas por un tercer analista.

Como se menciond anteriormente, la FISH puede ser realizada en diferentes tipos de muestra; una
de las aplicaciones mas frecuentes de esta prueba es el andlisis de tejidos de tumores sélidos. Los
tejidos tumorales en su gran mayoria estaran embebidos en un bloque de parafina, lo que permite
la preservacion de la arquitectura de la muestra (Wan & Ma, 2011). No obstante en los tumores en
bloques de parafina, por el método de corte, son frecuentes los nucleos truncados y otros artefactos
gue disminuyen la eficiencia de la hibridacidn y limitan la detecciéon de un mosaicismo de bajo nivel

o enfermedad residual minima (Mascarello et al., 2011).
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Para la FISH de muestras embebidas en parafina un médico patélogo debe identificar y delimitar las
células normales de las patoldgicas (Mascarello et al., 2011; Z. Shi, Johnson, & Stack, 2012), luego
de lo cual se verifica la hibridacién sobre las células de todas las sondas (de control y problema),
hasta completar por lo menos 50 nucleos si el tumor presenta uniformidad en los resultados; en los
casos de heterogeneidad genética, se deberan valorar 100 nucleos y por dos observadores

independientes (Koide, Sakakura, Takahashi, Abe, & Inazawa, 1997).

2.13.4 Modificaciones de la técnica de FISH
Desde su introduccién se han realizado cambios al método original de FISH, sea éste usado como
prueba de investigacion o de diagndstico (Tsuchiya, 2011). Para el diagndstico se pueden destacar

M-FISH (Multiplex-FISH), FIBER-FISH, Flow FISH, los cuales se describiran a continuacién.

2.13.4.1 MULTIPLEX-FISH (M-FISH)

Este método se basa en pintar por completo cada cromosoma con un color especifico, para lograr
pintar los 24 cromosomas es necesario la combinacion de 5 fluorocromos (Azofeifa et al., 2000) que
se combinan en una variedad de tinciones y colores que se estudian mediante un software que
ayuda a identificar rearreglos complejos en tejidos neoplasicos, el origen de duplicaciones y de
cromosomas marcadores o bien para la deteccion de rearreglos cripticos. EIl M-FISH tiene una
resolucién de entre 1 y 3 Mb (Fan, Siu, Jung, & Xu, 2000), sin que se puedan detectar cambios de

menor tamafio a 1 Mb.
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2.13.4.2 FIBER-FISH

Es un método que permite el ordenamiento fisico de sondas de ADN que tienen resolucién inferior
a 3.000 pb y se utiliza para la deteccion de brechas o sobrelapamiento de regiones gendmicas. El
método se basa en la liberacidn y la captura de las hebras de ADN del ntcleo, por medio de buffers
alcalinos o soluciones hipertdnicas, para luego fijarlas en una ldmina portaobjetos y realizar la

respectiva hibridacién con las sondas especificas (Raap et al., 1996)

2.13.4.3 FLOW FISH

La FLOW FISH incorpora la citometria de flujo al andlisis con FISH y tiene la mayor utilidad en la
medicidn de la longitud de los telémeros. EIl método incorpora acidos nucleicos peptidicos (PNA)
marcados con sondas, creando interacciones PNA-DNA que son mas estables que las de sondas de
ADN o ARN (Lansdorp et al., 1996; Siddiquee, Rovina, & Azriah, 2015); posteriormente se utiliza
citometria de flujo para cuantificar el nimero de copias repetidas del ADN, de esta manera
determinar la longitud de los telémeros en cada cromosoma, detectando variacion de la longitud

de 2 a 10 kb (Baerlocher, Vulto, de Jong, & Lansdorp, 2006)

2.13.5 Limitaciones de la FISH

Dentro de las limitaciones que se pueden mencionar en el andlisis citogenético a través de FISH, se
encuentra la necesidad de sondas especificas para cada regién que se desea estudiar, por lo que
solo se pueden analizar regiones con secuencias conocidas; la limitacidon para la hibridacién de

sondas en muestras embebidas en parafina y, por ultimo, la limitacién para la deteccién de
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rearreglos con un tamafo menor de 1.5 Mb en el FISH cldsico y menores de 1 Kb en las variantes de
FISH.

Se puede concluir que la hibridacion in situ con fluorescencia es una técnica versatil y rapida que se
puede aplicar en el dmbito diagndstico, no solo de padecimientos genéticos de tipo hereditario o
“de novo”, en neoplasias y en el diagndstico prenatal. Se puede aplicar en células de cultivo, en
nucleos de células en interfase y en células provenientes de muestras anatomo-patoldgicas. Es
importante resaltar que la utilidad de la FISH esta en la deteccidn precisa de rearreglos como
microdeleciones o microduplicaciones, asi como la identificacién de material genético desconocido
(cromosomas marcadores); que se han realizado variaciones en el método que permiten identificar
la longitud telomérica o estimar en nimero de copias, como en el caso del M-FISH o del FLOW-FISH,
entre otros. El FISH adiciona un mayor nivel de resolucion y detalle comparado con el diagndstico

cromosémico convencional.

2.14 Andlisis de microarreglos cromosémicos

El andlisis de microarreglos cromosémicos (en inglés chromosomal microarray analysis o
comparative genomic hybridization —-CMA o CGH-) es un método de citogenética molecular que
permite identificar la ganancia o la pérdida de material genético, analizando simultaneamente los
23 pares de cromosomas humanos por medio de una plataforma que combina dos métodos: la
hibridacion gendmica comparada (CGH) y el andlisis de polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs)

(Haeri, Gelowani, & Beaudet, 2016).

La CGH detecta ganancias o pérdidas de material genético al poner en contacto una mezcla de ADN

del paciente contra un ADN de referencia, ambos marcados con un fluoréforo distinto. Esto sucede
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al interior de un bio-chip que contiene una serie de sondas que se unen a regiones especificas de
los cromosomas; la mezcla de ambas tinciones muestra una cantidad equilibrada en la sefial emitida
por el material genético combinado del ADN del paciente y el de referencia; por el contrario, la
disminucién o aumento del nivel de tincidn de uno de los fluoréforos en el ADN del paciente sera el
reflejo de la pérdida o ganancia de material genético por este, con lo cual se pueden detectar tanto

monosomias como trisomias de cromosomas completos o parciales a lo largo delgenoma.

El uso de un arreglo CGH mejora la resolucion de la citogenética convencional (cariotipo), que solo
tiene una resolucion hasta 5 Mb (megabases), alcanzando un rango de deteccidon de cambios en el
numero de copias hasta aproximadamente 400 kb (kilobases). Esto indica que un array CGH provee
un aumento sustancial de la resolucién de mas de diez veces sobre la resolucién que alcanza el
cariotipo convencional con bandeo G, y facilita la deteccidn de casi todos los sindromes de

microdelecidn o microduplicacién cromosémica (Miller et al., 2010).

El arreglo CGH permite identificar defectos gendmicos patogénicos en aproximadamente el 15% de
los afectados por déficit intelectual, retardo en el desarrollo, defectos del espectro autista o
anomalias congénitas multiples (rango entre 10% - 20%), que han presentado resultados normales
en las pruebas de un cariotipo convencional (Miller et al., 2010; Sagoo et al., 2009). La mayor
resolucién se debe también a la posibilidad del analisis de regiones peri-centroméricas y sub-
teloméricas, las cuales usualmente escapan del andlisis cuando se utilizan métodos citogenéticos

clasicos.

Las limitaciones del arreglo CGH es la dificultad para detectar rearreglos balanceados en el genoma
como translocaciones, inserciones o inversiones; ademads, no logra identificar la mutacién de un solo
par de bases o los rearreglos en el genoma mitocondrial; en adicion, el arreglo CGH no identifica

mosaicismos cromosdmicos menores al 10% (Tao et al., 2014)
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El andlisis de las variaciones de secuencia de un nucleétido o SNPs a lo largo de todo el genoma es
una de las mayores fuentes de variabilidad, dado que en promedio uno de cada 600 nucleétidos
presenta variacion (un sitio de SNP) (Catsburg et al., 2007). El andlisis CMA evalla regularmente 2
millones de SNPs distintos en cada persona y establece una relacién entre el SNP y las regiones
vecinas; por consiguiente, la ausencia de uno o mas SNPs asociados a un alelo determinado sefialan
la ausencia de esa regidén. Por el contrario, el aumento en el nimero de copias de SNPs de una regién

cromosomica, son evidencia de una duplicacién (Lu et al., 2007).

A partir de 2010 el colegio americano de genética médica American College Of Medical Genetics —
ACMG-, recomendd las pruebas de rearreglos cromosémicos debe ser aplicada como primera linea
diagnostica en personas que presenten: 1. Multiples anormalidades que no sean especificas de un
sindrome bien definido, 2. Discapacidad intelectual y/o retraso en el desarrollo aparentemente no
sindréomicos y 3. Desordenes del espectro autista. Asi mismo, sugieren realizar una confirmacion de
los resultados por un segundo método, junto con la evaluacién de los padres que incluya una

adecuada evaluacion clinica y asesoramiento genético (Manning & Hudgins, 2010).

Se debe tener en cuenta que de acuerdo con la cantidad de oligos disponibles para analisis en el
array, CMA tiene una resolucién final minima entre 30 Kb a 180 kb para todo el genoma y de hasta
5 kb para regiones blanco; asi mismo es relevante recordar que este método no detecta rearreglos
cromosomicos balanceados como inversiones o translocaciones ni la naturaleza estructural del

mismo (Wain & Thorland, 2011).
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Imagen 2.36. Analisis por CGH del cromosoma X, a través de Cytoscan, donde se evidencia una
delecion de 7.5 kb, que se extiende desde la regidn p21.1 hasta la regién p21.3, y compromete

aproximadamente 18 genes. Cortesia del doctor Juan Javier Lépez, Colsanitas, Bogotd, Colombia

2.15. Conclusion

Las pruebas citogenéticas han realizado un aporte significativo para la identificacidn de la causa de
un gran numero de patologias genéticas, esto ha sido posible gracias a su versatilidad, que permitié
pasar del andlisis a través del microscopio por medio de tinciones a la utilizacién de marcadores
fluorescentes y posteriormente al analisis computarizado con marcadores moleculares, con lo que
se logré una mejoria progresiva en la resolucidn de las pruebas, lo que le da aun vigencia a la

utilizacidn de estas pruebas en el dmbito clinico.
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3. PRUEBAS GENETICAS Y GENOMICAS

A mediados de la década de 1980s, el genetista Thomas Roderick acufié el término GENOMICS: en
nuestra lengua, genémica o genes en los cromosomas, como un titulo para una revista que se
encargaria de publicar temas relacionados con la secuenciacion del genoma humano, el
cartografiado de genes, el descubrimiento de genes nuevos, asi como la innovacidn y las nuevas

tecnologias en genética (Kuska, 1998).

La gendmica intenta dilucidar el contenido, la organizacién, la funcién y la evolucién de la
informacién molecular contenida en el genoma (Kucherlapati, 2013); de esta forma, la gendmica se
puede dividir en dos ramas: la primera se denomina gendmica estructural que esta orientada a la
caracterizaciony localizacidn de las secuencias que estan presentes en el ADN (Chance et al., 2002),
mientras que la segunda es denominada gendmica funcional, orientada a establecer el papel

fisiologico desemperiado por los genes (Brent, 1999; Civelli, 1998).

Para cumplir con el propdsito de estudio, fue necesario integrar diferentes estrategias de analisis en
el laboratorio que, en conjunto, pueden ser llamadas tecnologias gendmicas, las cuales son definidas
como las acciones utilizadas para “manipular” y analizar la informacion genética contenida en el
ADN. Los primeros métodos utilizados con este propdsito fueron la reaccion en cadena de
polimerasa PCR (Valones et al., 2009), la secuenciacién de Sanger (Sanger & Nicklen, 1977), la

clonacién de ADN vy la creacién de los organismos transgénicos (Galas & McCormack, 2003)

A partir del afio 1995 se logrd la secuenciacion completa del genoma de un organismo, comenzando
por Haemophilus influenzae, genoma que cuenta con una extension de 1.8 Mb (Fleischmann et al.,
1995); seguida de la secuencia del genoma de microorganismos procariotas y arqueobacterias,

posteriormente, organismos eucariotas unicelulares como la levadura Saccharomyces cerevisiae
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(Goffeau et al., 1997) o pluricelulares como el nematodo Caenorhabditis elegans (Consortium,
1998), el pez cebra Danio rerio (Howe et al., 2013), la planta Arabidopis thaliana (The Arabidopsis
Genome Initiative, 2000) y finalmente, del hombre (Homo sapiens), como se evidencia con la
publicacion del borrador de la secuencia del genoma humano en 2001 (Lander et al., 2001; Venter

et al., 2001).

Luego de optimizar el rendimiento de los métodos de secuencia en el laboratorio, se trasladé la
aplicacién de las tecnologias gendmicas como herramienta diagndstica en patologias genéticas,
particularmente el método de andlisis basado en la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR)
(Boehm, 1989) y la secuenciacién de Sanger (Ellard, Charlton, Yau, Gokhale, & Taylor, 2009). Estos
dos métodos y la incorporacién de otros nuevos ha ampliado el abanico de posibilidades

diagndsticas a nivel gendmico.

Actualmente se cuenta con pruebas de laboratorio que incorporan lo que se ha llamado tecnologia
de secuenciacidn de siguiente generacidn (next generation sequencing), como la secuenciacion de
genoma completo (whole genome sequencing), la secuenciacion de la fraccién del genoma
codificante de proteinas o exoma (whole exome sequencing), los paneles multigenes (multigene

panel), entre otros, los cuales se analizaran en el presente capitulo.

3.1 Secuenciaciéon del ADN

El proceso de secuenciacidon consiste en determinar el orden de cada una de las bases que
conforman el ADN de un individuo; desde 1977 este proceso se realizaba de acuerdo con el método
propuesto por Sanger (Sanger & Nicklen, 1977), el cual permitia secuenciar Unicamente fragmentos
de ADN que no superaran 500 pb, haciendo éste un proceso demorado y costoso. La automatizacion

de la secuenciacién, y la introduccion de métodos complementarios como la PCR que tiene una
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sensibilidad entre 94.9-100% y una especificidad entre 72.4-93.8% para la identificacién de defectos
monogénicos (Dreesen et al., 2014); con ello se lograba secuenciar hasta 1000 pb/dia, ante la

necesidad de secuenciar mas material genético y de tamafios mayores se opté por buscar opciones.

3.1.1 Pirosecuenciacion

La pirosecuenciacion utiliza un método de sintesis para obtener la secuenciacién del ADN,
involucrando la PCR en emulsién (Fakruddin & Chowdhury, 2012). La técnica se basa en la detecciéon
de luminiscencia a partir del pirofosfato originado cuando el dNTP se une a la cadena de ADN en
formacidny la actividad de tres enzimas adicionales que son ATP-sulforilasa, luciferasa y apirasa, asi

como la participacion de dos sustratos que son adenosin-fosfosulfato y laluciferina.

El proceso inicia de la misma forma que la secuenciacidon Sanger, con elementos adicionales ya

descritos y los siguientes pasos:

1. Se adicionan de manera individual cada uno de los nucledtidos y, de acuerdo con la plantilla,
estos nucledtidos van polimerizando una cadena; cuando el nucleétido adicionado no se une a
la cadena de ADN es removido por la apirasa, cinco segundos luego de haber sido adicionado y
se continua con la adicién del siguiente nucledtido.

2. La unidn del nucledtido es seguida de la liberacion de un pirofosfato, el cual 1.5 segundos
después, es trasformado en ATP por medio de la ATP-sulforilasa.

3. Posteriormente, en menos de 0.2 segundos este ATP, es tomado por la luciferina y a través de
la luciferasa, la luciferina se convierte en oxi-luciferina, que emite luz, la cual es captada por
sensores que interpretan la polimerizacion del nucledtido adicionado.

4. Laintensidad luminica es representada por picos luminicos, entre mas alto sea el pico luminico,

mas nucledtidos fueron adicionados a la cadena en formacion.
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La pirosecuenciacién se ha utilizado con éxito en la identificacién de mutaciones puntuales, tanto
en ADN nuclear, como en ADN mitocondrial, alcanzando una sensibilidad entre el 96% - 100% y

una especificidad del 90% (Huse, Huber, Morrison, Sogin, & Welch, 2007; Yan et al., 2014).

Diferentes condiciones pueden afectar el rendimiento de la pirosecuenciacién, haciendo que su
precision se disminuya, entre estas condiciones encuentran: 1. La presencia de sales en la PCR inhibe
a las enzimas participantes. 2. El método de remocién de los nucledtidos no utilizados, a través del
lavado o por la acumulacidn de sustancias inhibitorias. 3. Ineficiencia en la eliminacién de
nucledtidos sobrantes por la apirasa, 4. El efecto dilucién ocasionado por la adicién constante de
nucledtidos en cada ciclo, lo que aumenta el volumen total de la reacciéon y 5. La presencia de

homopolimeros.

La pirosecuenciacidon ha venido perdiendo vigencia debido a la limitada longitud de las lecturas
(aproximadamente 200 nucledtidos), pero continua siendo aplicada en procesos de genotipificacion

y re-secuenciacién de genes especificos entre otros.

En las décadas de los afios 1980s y 1990s, ademds de la PCR, se lograron avances en biologia
molecular como los métodos de marcaje de ADN, asi como la introduccidn de equipos automaticos
gue optimizaron la secuenciacion de Sanger, aumentd la capacidad de procesamiento de secuencias
y el resultado fue denominado “secuenciacidn de siguiente generacion” o “secuenciacién masiva en

paralelo”, las cuales son tecnologias de secuenciacién de alto rendimiento.
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3.1.2 Secuenciacidn de siguiente generacion (Next Generation Sequence —NGS-)

La secuenciacién de siguiente generacidn utiliza equipos automaticos de secuenciacidn, marcacién
con fluorescencia, separacion por electroforesis capilar y deteccién automatizada de sefiales por

medio de laser; de forma general la secuenciacidon de nueva generacion consta de cuatro etapas:

1. Recoleccidon de la muestra, en esta primera etapa se aisla el ADN que se deseaanalizar

2. Generacién de la plantilla, el ADN obtenido en la primera etapa es fragmentado. A estos
fragmentos se les liga un adaptador, que es una secuencia de ADN sintético que funciona como

primer reverso para la amplificacidon o secuenciacién de este fragmento.

3. Reaccién de secuenciacion, paso que puede iniciarse de dos formas, la primera realizando la
secuenciaciéon directamente de los templados generados, la segunda es someter la plantilla a una
reaccién de amplificacién a través de PCR en emulsidn, o por formacion de puentes, para luego ser

secuenciada.

4. Analisis de datos, en esta etapa los resultados de la secuenciacién son sometidos a andlisis

bioinformaticos.

Dos aspectos son relevantes en el analisis de los resultados de la secuenciacion, el primero de ellos
es la COBERTURA, también denominada como PROFUNDIDAD DE COBERTURA (depth coverage), la
cual se define como el nimero promedio de veces que cada nucledtido es secuenciado en un
numero determinado de lecturas aleatorias a lo largo del genoma (Lander et al., 2001); la cobertura
es dada con el sufijo X por ejemplo 20X, indica que en promedio cada nucledtido fue secuenciado

20 veces. En la tabla 3.1 se detallan los niveles de cobertura en unasecuenciacion.
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El segundo aspecto a tener en cuenta es la AMPLITUD o AMPLITUD DE COBERTURA (breadth
coverage), el cual se refiere al porcentaje de bases objetivo que son secuenciadas en un nimero

determinado de veces, por lo que la amplitud de una secuencia puede ser del 95%.

Fold Coverage Po % no seq nt % seq nt
1X e1=0.37 37 63

2x e?=0.135 13.5 87.5
3x e3=0.05 5 95

4x e*=0.018 1.8 98.2
5X e>=0.0067 0.6 99.4
6X e®=0.0025 0.025 99.75
7X e’=0.0009 0.09 99.91
8X e%=0.0003 0.03 99.97
9X €“=0.0001 0.01 99.99
10X €19=0.000045 0.005 99.995

Tabla 3.1. porcentaje de cobertura en una secuenciacion de acuerdo al valor de X, modificada de la
presentacion de secuenciacién de Rodrigo Santamaria de la Universidad de Salamanca Espafia y
(Pevsner, 2009). Po: probabilidad que el nucledtido este presente, % no seq nt: porcentaje de no

secuenciacién del nucleétido, % seq nt: porcentaje de secuenciacién del nucledtido.
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Imagen 3.1. Nivel de profundidad visualizado a través del sistema IGV —Integrative Genomic Viewer-
, el cual permite el analisis de los resultados obtenidos a partir de los métodos de secuenciacién de

siguiente generacion. Cortesia de la doctora Claudia Serrano, Genetix, Bogotd, Colombia.

A través de la secuenciacidn de siguiente generacion, se puede lograr un rendimiento que oscila
entre las 440 Mb a 600 Gb de material genético secuenciado por corrida (Rizzo & Buck, 2012),
permitiendo una considerable disminucion en los costos y en el tiempo de andlisis. Para tener una
idea del beneficio de estas nuevas tecnologias, la secuenciacién del genoma humano costé
aproximadamente 3.000 millones de ddlares y fue realizada en 13 afios (Lander et al., 2001), en la
actualidad la secuenciacién de un genoma tarda un par de semanas y su precio oscila entre los 3.000
a 5.000 délares, y se espera que continle disminuyendo hasta alcanzar los mil délares

norteamericanos (DePristo, 2010; Hayden, 2014).

El mejoramiento en el rendimiento y la disminucidn de los costos de la secuenciacién, permitio la
aplicacion de este método en campos como la medicina. Un ejemplo de la utilidad de la

secuenciacién de siguiente generacidn fue la deteccion de la fusidn de los genes PML-RARA, la cual
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estaba implicada en el desarrollo de la leucemia promielocitica aguda (Welch et al., 2011). Estudios
posteriores principalmente en el campo de la oncologia, mostraron la aplicacidn clinica, y la
superioridad del costo-beneficio (Cottrell et al., 2014; Roychowdhury et al., 2011), debido a la
presencia de un mayor rendimiento diagndstico por la capacidad de andlisis de todos genes

presentes en el genoma (Chan, 2009).

3.1.2.1 Secuenciacion de genoma completo (Whole Gemone Sequencing—WGS-)

A partir de 2003, con la secuenciacidn del genoma humano, los avances en los métodos de
secuenciacién y los resultados obtenidos en los estudios de validacién clinica en oncologia, se
comenzd a proponer la secuenciacion de genoma completo como herramienta para la identificacion
de la causa molecular en enfermedades mendelianas; es asi como se implementaron las primeras
pruebas en padecimientos como el sindrome Charcot-Marie-Tooth (Lupski et al., 2010) y la ataxia

espinocerebelosa (T. Jiang, Tan, Tan, & Yu, 2014), entre otros.

La secuenciacidon de genoma completo identifica mutaciones de novo (Jiménez-escrig, Gobernado,
& Sanchez-herranz, 2012), detecta SNV o single-Nucleotide Variant, y logra una alta calidad de
genotipado (genotype call), entendiéndose este ultimo como la correcta determinacién del
genotipo, superando a la secuenciacidon de exoma en este aspecto (Belkadi, Bolze, Itan, & Vincent,
2014). Por esta razon la secuenciacién de genoma completo fue tomado como examen de rutina
por el Colegio Médico de Wisconsin y el Hospital de Nifios de Wisconsin a partir del 2010 (Bick &

Dimmock, 2011).

A nivel clinico la secuenciacién de genoma completo se ha aplicado de forma exitosa en diferentes
areas que van desde la identificacion de mutaciones en pacientes con inmunodeficiencia primaria

(Mousallem et al., 2015), pasando por la identificacion de cepas de microorganismos con genotipo
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de resistencia a antibidticos (Witney et al., 2015) y diagndstico prenatal (Talkowski et al., 2012),
hasta llegar a la identificacion de mutaciones somaticas por perdida de heterocigocidad que deriven
en una patologia oncoldgica (J. M. Foster et al., 2015) y la identificacion de desérdenes mendelianos

(Willig et al., 2015).

En la actualidad se cuenta con varias plataformas para secuenciacion de genoma completo, en la

tabla 3.2 se describen algunas de sus caracteristicas.

Plataforma Método de secuenciacion Profundidad de Tasa de falsos positivos
cobertura

Roche Pirosecuenciacién 7.4X = 22X 3x10%-3x10°

lllumina Terminacion reversa 27X — 41X 3x10%-3x10°

ABI SOLID Secuenciacion por ligamiento 18X 3x10°

Helicose Terminacion reversa 28X 3x10°

lon Torrent Secuenciacion por iones 10.6X 3x10°

Tabla 3.2. Plataformas de secuenciacion. Adaptado de (Beal, Glenn, & Somers, 2012).

A pesar de la amplia aceptacion de la secuenciacion de genoma completo como método diagndstico,
Dewey y colaboradores encontraron que hasta el 20% de los genes relacionados con enfermedad
hereditaria evaluados no tenian una cobertura aceptable para identificar SNV y una baja
reproducibilidad para la identificaciéon de pequefias inserciones/deleciones (Dewey et al., 2016),
esto sumado al gran volumen de informacién sobre variantes gendmicas desconocidas o de
importancia desconocida que representaba en algunos casos confusion para la interpretacion del

resultado de la secuenciacion (Ormond et al., 2010), estos hallazgos impulsaron la utilizacion de la
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secuenciacién de exoma completo, como método mas preciso por ahora, en el diagndstico de

patologias hereditarias.

3.1.2.2 Secuenciacién de exoma completo (Whole Exome Sequencing—WES-)

Este método permite la secuenciacién de las regiones codificantes del genoma, es decir los exones,
gue representan entre el 1 al 2% del total del genoma humano. También puede ser extendido a las
regiones que codifican elementos funcionales no proteicos (Warr et al., 2015); de esta forma, se

logra disminuir el costo de la secuenciacidn hasta en un 30%.

La diferencia con WGS es la captura de los exones, este proceso se denomina enriquecimiento,
existiendo captura basado en solucion (Garcia-Garcia et al., 2016), basado en arreglos (Albert et al.,
2007), por sondas de inversion molecular Molecular Inversion Probes MIP (Hardenbol et al., 2005;
Turner, Lee, Ng, Nickerson, & Shendure, 2009) y PCR (Harismendy & Frazer, 2009), los cuales se
describen en la tabla 3.3. Los pasos siguientes en el proceso son similares a los previstos para la

secuenciacién de genoma completo.

Método de Material genético requerido  Sensibilidad Especificidad Reproducibilidad
captura
Solucién 3 pg por cada 30 Mb de >95% CRO! > 80% CRO! >97%
objetivo
Array 10-15 pg por cada 30 Mb de 98.6% CRO?! >70% CRO? >95%
(arreglo) objetivo
Mmip 200 ng > 98% > 98% Sin informacidn
PCR 8 g >99.5% >93% > 80%

Tabla 3.3 Métodos de captura de exones; 1 CRO: captura de regiones objetivo. Adaptado de

(Mamanova et al., 2010).
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La utilizacién de la captura selectiva de blancos gendmicos permitié realizar la secuenciacién a
objetivos seleccionados con el propésito de identificar variantes genéticas que se relacionen con
mutaciones patoldgicas (Warr et al., 2015); esta ventaja otorgada por WES, fue demostrada con la

identificacion la mutacion causal del sindrome Miller (S. B. Ng et al., 2010).

De esta forma se comenzd a implementar la secuenciacion de exoma completo como método para
la identificacion de condiciones genéticas desconocidas (Need et al., 2012); la identificacidon de
desdérdenes hereditarios (Yohe et al., 2015), la identificacién de defectos genéticos en pacientes con
padres consanguineos (Makrythanasis et al., 2014; Sawyer et al., 2014), de defectos en el
neurodesarrollo (Srivastava et al., 2014), de patologias neurodegenerativas hereditarias (Patifio et
al., 2014) y de defectos mitocondriales hereditarios (Wortmann, Koolen, Smeitink, van Den Heuvel,
& Rodenburg, 2015), teniendo una tasa de diagndstico cercana al 52%, la cual es superior a la

lograda con la secuenciacidon Sanger que alcanza solo el 25% (Neveling et al., 2013)

Teniendo en cuenta las aplicaciones diagndsticas y de cribado que pueden ser ejecutadas a través
de la secuenciacion de siguiente generacion, fue necesario establecer pardmetros que orientaran
las indicaciones y la forma de interpretacion de estos dos enfoques, con este propdsito The
American College of Medical Genetics and Genomics —ACMG-, establecio una serie de puntos que
deben ser considerados en el momento de aplicar una prueba de secuenciacidn, que se describen a

continuacion.

3.1.2.3 Indicaciones de secuenciacién de siguiente generacion para la realizacién de una prueba

diagndstica o de cribado

Una prueba de WES/WGS debe ser considerada en la valoracion clinica diagndstica de una persona

con un fenotipo afectado cuando:
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e El fenotipo o la historia familiar indiquen fuertemente que se encuentra implicada una
alteracion genética, pero el fenotipo no corresponde con un desorden especifico para
el cual se encuentre disponible una prueba genética.

e El paciente presenta un desorden genético que demuestra un alto grado de
heterogeneidad genéticay la realizacién de WES/WGS, brinda un enfoque mas practico.

e laprueba genética disponible para identificar una condicidn especifica falla en lograr el
diagndstico de un paciente con un fenotipo que debe ser identificado por esta prueba.

e Enun feto con una condicién de probable origen genético a quien de forma prenatal se
le aplicé una prueba de secuenciacién, la cual falla para identificar el diagndstico.

Las pruebas de WES/WGS pueden ser consideradas para la realizacion de cribado pre-concepcional
de portadores, esta estrategia debe estar basada en variantes genéticas conocidas de estar

asociadas con fenotipos patoldgicos.

Asi mismo da relevancia a la asesoria genética que debe recibir previa a la realizacion de la prueba,
tendientes a orientar sobre los posibles resultados que puede ser generados y que resultados puede

0 no pueden ser divulgados por la prueba.

El reporte de WGS/WES puede generar hasta 90 mil variantes Unicas que deber ser filtradas por
medios bioinformaticos (Gilissen, Hoischen, Brunner, & Veltman, 2012), que clasifican las variantes
en dos grupos o bien sean benignas o patogénicas, estos es posible cuando estas variantes cumplen
una serie de criterios propuestos por el Colegio Americano de Genética Medica, para ser ubicadas
en alguno de estos dos grupos, de esta forma, las variantes se clasifican en 1. Patogénicas, 2.
Probablemente patogénicas, 3. Benignas, 4. Probablemente benignas. Cuando no es posible
establecer claramente el caracter benigno o patogénico de la variante, ésta debe ser catalogada
como Variant of Uncertain Significance (VUS) o Variante de Significado Incierto (Nykamp et al.,

2017; Richards et al., 2015).
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De la misma forma WGS/WES puede identificar variantes patogénicas que no estan relacionadas
directamente con el fenotipo actual del paciente, como por ejemplo variantes relacionadas con
enfermedades de inicio tardio, predisposicion al cdncer, o enfermedades con expresividad variable,
constituyendo esto un hallazgo incidental o secundario (Lapin et al., 2016); estos hallazgos pueden
tener una utilidad clinica, sin embargo se debe tener en cuenta que la prueba inicial no fue dirigida
a laidentificacion de dicha variante por lo que se sugiere confirmar los hallazgos a través de métodos
directos sobre el gen alterado (Green, Berg, Grody, Kalia, Korf, Martin, McGuire, Nussbaum,

O’Daniel, Ormond, Rehm, Watson, Williams, & Biesecker, 2013).

la NGS, permitié el desarrollo de diferentes pruebas para condiciones particulares que requerian el
analisis simultaneo de genes, a partir de ello surge el panel multigenes, con este nuevo enfoque fue
posible la evaluacién de entidades con heterogeneidad genética como por ejemplo el sindromes de

cancer hereditario y respuestas anormales a medicamentos por mencionar algunas de ellas.

3.2 Paneles multigenes

Los paneles multigenes permiten simultdneamente analizar varios genes (una o mas decenas o
centenas) y estan disponibles desde el 2012 (Dalton & Thompson, 2015); se estructuraron a partir
de la secuenciaciéon masiva en paralelo. El andlisis simultdneo de viarios genes disminuye el costo y
el tiempo utilizado para el estudio de una patologia con heterogeneidad genética como, por
ejemplo, el sindrome Lynch (genes MSH1, MSH2, MSH6, PMS2 y EPCAM), sorderas de origen
congénito, condiciones asociadas a déficit de atencidn o las displasias esqueléticas, por mencionar

algunas (Domchek, Bradbury, Garber, Offit, & Robson, 2013)

Inicialmente el disefio de los paneles multigenes se hacia de acuerdo con las necesidades

establecidas por cada patologia o para cada paciente; el primer paso en la construccion de los
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paneles es la seleccidn de los genes para analizar, lo cual se realiza a partir de los genes reportados
en la literatura (Kurian et al., 2014). Posteriormente, se ofrecieron paneles predisefiados cuya
capacidad de andlisis incluia desde los genes con mayor penetrancia para una determinada

patologia hasta aquellos paneles que incluian otros genes de menor penetrancia.

Los tipos de paneles multigénicos son: 1. Panel comprensivo o comprehensive panel, en los que se
incluyen genes reportados en la literatura y que tiene una relacién con la patologia que se estudia,
sin importar el nivel de penetrancia que tengan en el desarrollo de la enfermedad; 2. Panel basado
en guias clinicas guidelines-based panel, estos se desarrollan a partir de recomendaciones realizadas
por las guias de la practica clinica o por un grupo de expertos en la materia; 3. Panel sitio especificos
site-specific panel, este panel estd disefiado para analizar Unicamente los genes con alta penetrancia
para una condicidn patolégica especifica y 4. Panel personalizado o customizable panel, el cual
contiene los genes que son de interés para el especialista que solicita el estudio (Lynce & Isaacs,

2016).

Actualmente hay un aumento considerable y notorio del uso de paneles multigénicos en la practica
clinica, principalmente en oncologia, donde debido a la heterogeneidad que se presenta en muchos
de los sindromes de cancer hereditario, se hace dispendioso y costoso el analisis de forma individual
de cada uno de los genes implicados en una condicidon, es por ello que los paneles de multigenes se
presentan como una opcidn costo-efectiva con una sensibilidad y especificidad cercana al 100%

(Cottrell et al., 2014)

Ademas, los paneles multigenes brindan la posibilidad de identificar variantes que pueden tener
significado patoldgico y que no son detectadas por los métodos tradicionales de analisis genético

(H.-J. Kim et al., 2016; Lincoln et al., 2015)
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A continuacidn se relacionan algunos ejemplos de paneles multigenes disponibles comercialmente,

los cuales estdn enfocados para una determinada patologia.

Institucion Panel Condicion analizada Genes
analizados
www.cincinnatichildrens.org/s Panel de arritmias Fibrilacion auricular 16

ervice/h/heart-

institute/diagnostic-

lab/genetic-testing/

Bloqueo auriculo 6
ventricular

Sindrome Brugada 15 genes
Canalopatias cardiacas 32 genes
Cardiomiopatia 13 genes

arritmogénica ventricular

derecha

Taquicardia ventricular 6 genes
polimarfica

catecolaminérgica

Sind. QT largo 14 genes

Sind. QT corto 6 genes
Panel de Cardiomiopatia 23 genes
cardiomiopatias hipertroéfica

Cardiomiopatia dilatada 30 genes

No compactacion 13 genes

ventricular izquierda

Cardiomiopatia restrictiva 9 genes

Panel de heterotaxias Heterotaxia V1 13 genes
Heterotaxia V2 17 genes
www.genetests.org/tests/ Panel de defectos Estenosis supravalvular 6 genes
cardiacos congénitos adrtica, defectos septales

atriales, tetralogia de
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http://www.cincinnatichildrens.org/service/h/heart-institute/diagnostic-lab/genetic-testing/
http://www.cincinnatichildrens.org/service/h/heart-institute/diagnostic-lab/genetic-testing/
http://www.cincinnatichildrens.org/service/h/heart-institute/diagnostic-lab/genetic-testing/
http://www.cincinnatichildrens.org/service/h/heart-institute/diagnostic-lab/genetic-testing/
http://www.genetests.org/tests/

Fallot, sindrome Alagille ,
sindrome Holt-Oram vy

sindrome CHARGE

http://www.mayomedicallabo Panel multigen

ratories.com/test-catalog/ completo de

cardiomiopatia

Cardiomiopatia 55 genes
hipertrofica,
cardiomiopatia  dilatada,
cardiomiopatia
arritmogénica ventricular
derecha, no compactacion
ventricular izquierda,
sindrome Cantu, sindrome
Noonan, sindrome
Costello, miopatia
miofibrilar, sindrome

Brugada, sindrome Barth

http://ctgt.net/panel/congenit Panel NGS para

al-heart-disease-ngs-panel enfermedad cardiaca

congénita

Sindrome CHARGE, 15 genes

estenosis supavalvular
aortica, defecto septal

atrial, defecto  septal
auriculo-ventricular,
tetralogia de Fallot, ductus
arterioso persistente,
trasposicion de grandes

vasos, sindrome Alagille,

sindrome de corazdn
derecho hipoplasico,
sindrome  Adams-Oliver,
sindrome Holt-Oram,

heterotaxia ligada a X

Tabla 3.4. Paneles multigenes para el analisis de defectos cardiacos congénitos
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http://www.mayomedicallaboratories.com/test-catalog/
http://www.mayomedicallaboratories.com/test-catalog/
http://ctgt.net/panel/congenital-heart-disease-ngs-panel
http://ctgt.net/panel/congenital-heart-disease-ngs-panel

Institucion Panel Condicién analizada Genes
analizados
http://www.estudiosgene Panel integral para  Convulsiones generalizadas, 53 genes
ticos.com.ar/estudiosgen  epilepsia convulsiones focales, sindrome West,
eticos/panelesgeneticosp sindrome Lennox-Gastaut
araepilepsiayenfermedad
esneurologicas
Panel infantil para Convulsiones generalizadas, 38 genes
epilepsia convulsiones focales, sindrome West,
sindrome Ohtahara
Panel adolescente Sindrome electro-clinico, epilepsia 21 genes
para epilepsia mioclonica  juvenil, epilepsia
mioclonica  progresiva, epilepsia
idiopdtica generalizada, epilepsia de
Lafora
Panel de epilepsia Enfermedad de Lafora, Enfermedad 12 genes
progresiva de Unvericht-Lundborg, Enfermedad
miocldnica de Batten
http://www.ggc.org/diag Panel de Formas sindrémicas y no sindromicas 145
nostic/tests-costs/test- Convulsiones/Epile de epilepsia
finder/ngs-epilepsy- psia
seizure-panel
http://www.courtagen.co EPISEEK® Desordenes sindrémicos y no 76
m/test sindromicos asociados con epilepsia
http://geneticslab.emory. Panel para Formas sindrémicas y no sindrémicas 123
edu/tests/MEPI1 desordenes de epilepsia
convulsivos %
epilepsia
https://www.genedx.com Panel de Epilepsia Convulsion neonatal familiar benigna, 22 genes

[test-catalog/genetic-

testing-for-neurological-

disorders/

STAT

convulsién infantil-neonatal benigna,
encefalopatia epiléptica de inicio
temprano, sindrome West, sindrome
Ohtahara, epilepsia generalizada con
convulsiones febriles plus, sindrome
sindrome  RETT

RETT, atipico,
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http://www.estudiosgeneticos.com.ar/estudiosgeneticos/panelesgeneticosparaepilepsiayenfermedadesneurologicas
http://www.estudiosgeneticos.com.ar/estudiosgeneticos/panelesgeneticosparaepilepsiayenfermedadesneurologicas
http://www.estudiosgeneticos.com.ar/estudiosgeneticos/panelesgeneticosparaepilepsiayenfermedadesneurologicas
http://www.estudiosgeneticos.com.ar/estudiosgeneticos/panelesgeneticosparaepilepsiayenfermedadesneurologicas
http://www.estudiosgeneticos.com.ar/estudiosgeneticos/panelesgeneticosparaepilepsiayenfermedadesneurologicas
http://www.ggc.org/diagnostic/tests-costs/test-finder/ngs-epilepsy-seizure-panel
http://www.ggc.org/diagnostic/tests-costs/test-finder/ngs-epilepsy-seizure-panel
http://www.ggc.org/diagnostic/tests-costs/test-finder/ngs-epilepsy-seizure-panel
http://www.ggc.org/diagnostic/tests-costs/test-finder/ngs-epilepsy-seizure-panel
http://www.courtagen.com/test
http://www.courtagen.com/test
http://geneticslab.emory.edu/tests/MEPI1
http://geneticslab.emory.edu/tests/MEPI1
https://www.genedx.com/test-catalog/genetic-testing-for-neurological-disorders/
https://www.genedx.com/test-catalog/genetic-testing-for-neurological-disorders/
https://www.genedx.com/test-catalog/genetic-testing-for-neurological-disorders/
https://www.genedx.com/test-catalog/genetic-testing-for-neurological-disorders/

deficiencia cerebral de folato,

sindrome de deficiencia de creatinina

Panel de epilepsia
miocldnica

progresiva

Enfermedad de Lafora, lipofuscinosis
ceroide neuronal, enfermedad de
Unverrich-Lundborg, deficiencia

cerebral de folato.

17 genes

Panel de Epilepsia

infantil

Sindrome  de  deficiencia de
creatinina, sindrome RETT, sindrome
RETT atipico, sindrome Pitt-Hopkins,
sindrome Angelman vy similar a
Angelman, sindrome Mowat-Wilson,
epilepsia  miocldnica  progresiva,
Lipofuscinosis  ceroide neuronal,
deficiencia de Adenosuccinato liasa,
deficiencia cerebral de folato,
sindrome EAST, epilepsia
generalizada idiopatica, desordenes
del  comportamiento, lenguaje,

aprendizaje con epilepsia

75 genes

Panel integral para

epilepsia

Convulsion neonatal familiar benigna,
convulsion infantil-neonatal benigna,
epilepsia mioclénica infantil familiar,
encefalopatia epiléptica de inicio
temprano, sindrome West, sindrome
Ohtahara, epilepsia focal autosdmica
dominante, epilepsia generalizada
con convulsiones febriles plus,
epilepsia  mioclénica  progresiva,
sindrome RETT y RETT atipico, Pitt-
Hopkins, sindrome Angelman vy
similar a Angelman, sindrome
Mowat-Wilson, epilepsia miocldnica
progresiva, Lipofuscinosis ceroide
neuronal, deficiencia de

Adenosuccinato liasa, deficiencia

87 genes
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cerebral de folato, epilepsia vy
migrafia epiléptica, deficiencia de
adenosuccinato liasa, sindrome EAST,
epilepsia generalizada idiopatica,
desordenes del comportamiento,

lenguaje, aprendizaje con epilepsia.

Tabla 3.5 Paneles multigenes para epilepsia.

Institucion Método Condicién analizada Genes
analizados
http://dnatesting.uchicago.e  Panel de 57 genes Sindrome  Acalasia-adisonismo- 57 genes
du/tests/ataxia-exome-panel para ataxias aldcrima, anemia siderobldastica y
hereditarias ataxia espino-cerebelar, ataxia de

inicio temprano con apraxia
oculomotora e hipoalbuminemia,
ataxia sensitiva tipo 1 AD, ataxia-
apraxia oculomotora tipo 3,
ataxia-telangiectasia like,
sindrome Cayman, ataxia
cerebelar sordera y narcolepsia
AD, sindrome ataxia cerebelar
retardo mental y desequilibrio tipo
1, sindrome ataxia cerebelar
retardo mental y desequilibrio tipo
2, sindrome ataxia cerebelar
retardo mental y desequilibrio tipo
4, Xantomatosis
cerebrotendinosa, CMTD axonal
tipo 2N, deficiencia primaria de
Coenzima Qio0, desorden
congénito de glicosilacion tipo 1q,

distonia 9.
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https://www.genetests.org/t Panel para ataxia Ataxia espino-cerebelar1,2,3,6y7 5 genes
ests/ Espino-cerebelar
http://www.athenadiagnosti Evaluacidn de SCA1,SCA2,SCA3,SCA6,SCA 7, 7genes
cs.com/view-full- expansion de SCAS8,SCA10,SCA17.
catalog/a/ataxia,-common- repeticiones
repeat-expansion-evaluation = comunes en ataxia
Evaluacion completa  SCA 1,SCA 2,SCA 3,SCA5,SCA 6, 25genes
de ataxias SCA 7,SCA 10, SCA 11, SCA 12, SCA
autosémicas 13, SCA 14, SCA 15, SCA 17, SCA 19,
dominantes SCA 23, SCA 26, SCA 27, SCA 28,
SCA 35, DRPLA, EA1, EA2, EAS,
Evaluacidn Ataxia espinocerebelosa 17 genes
suplementaria de autosémica recesiva tipo 10,
ataxias recesivas ataxia con apraxia oculomotora
tipo 1, ataxia telangiectasia,
sindrome Marinesco-Sjogren,
ataxia con déficit de vitamina E,
Ataxia espinocerebelosa
autosdmica recesiva tipo 9, ataxia
de la columna posterior con
retinitis pigmentosa, Ataxia
espinocerebelosa autosoémica
recesiva tipo 13, sindrome de
ataxia recesiva  mitocondrial,
Ataxia espinocerebelosa
autosémica recesiva asociada a
SYNE1, Ataxia espinocerebelosa
autosémica recesiva con
neuropatia axonal, SPAX4, SPAXS,
desorden  similar a  ataxia
telangiectasia
Evaluacién de ataxia  Ataxia de Friedreich FXN

de Friedreich

Tabla 3.6 Paneles multigenes para ataxias hereditarias. SCA ataxia espinocerebelosa, EA ataxia

esporadica.
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La precision de los paneles multigenes puede variar de un panel a otro, por lo que es posible
encontrar pruebas que reportan una sensibilidad y una especificidad superior al 90% (Nikiforov et
al., 2015); sin embargo, en fechas recientes esta precision ha aumentado y es cercana al 100% (Lind
et al., 2011); otros autores incluso informan una sensibilidad y especificidad del 100%, como ocurre

principalmente para los paneles para neoplasias (Lanman et al., 2015)

3.3 Pruebas de farmacogenética

El termino farmacogenética fue acufiado por Vogel en 1959 para referirse al efecto de la variaciéon
genética sobre la respuesta a un medicamento, la isoniacida (Motulsky & Qi, 2007). La
farmacogendmica se define como la aplicacién de la gendmica (el conjunto de genes dispersos por
todos los cromosomas), para el estudio de la variabilidad humana en respuesta a medicamentos
(Lindpaintner, 2002), en el presente capitulo se hard referencia principalmente a la

farmacogenética.

La farmacogenética estudia las diferencias en la respuesta fisiolégica a diferentes medicamentos,
las cuales son derivadas de las variaciones presentes en un gen determinado de la persona que va a
ser tratada. EvalUa si presenta una respuesta normal, es decir, se alcanza el efecto esperado; parcial,
cuando el efecto es incompleto o se requiere de modificaciones en la dosificacion para alcanzar el
efecto esperado, fallida o si presentan eventos adversos serios. El marcador biolégico mds usado
en la farmacogenética son los polimorfismos del ADN (Linder & Valdes, 2001); de esta forma la
farmacogenética permite estratificar a las personas como respondedores o no respondedores
frente a un tratamiento determinado, establece la posibilidad de que se presenten respuestas

indeseables y optimiza el manejo medico (Fischel-Ghodsian, 2005).
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A continuaciéon se describen las caracteristicas de las personas de acuerdo con la tasa de
metabolismo, con esto se establece un fenotipo, a partir del cual se puede indicar la realizacién de

una prueba de farmacogenética.

Fenotipo Caracteristicas

Ultra metabolizador Requiere incremento en las dosis del medicamento; debido a una tasa

de metabolismo mas alta de lo normal

Metabolizador comtin La dosificacion requerida del medicamento es la esperada; su

capacidad de metabolismo se encuentra dentro de la norma

Metabolizador intermedio Puede requerir dosis mas bajas que el promedio para lograr una

respuesta terapéutica éptima.

Metabolizador pobre Depuracion disminuida del medicamento, que aumenta el riesgo de
efectos adversos o falta de efecto terapéutico secundario a

imposibilidad de lograr la forma activa del medicamento.

Tabla 3.7 Caracteristicas fenotipicas de acuerdo con la tasa de metabolizacién de una persona.

Adaptado de (Valdes & Yin, 2016).

La variabilidad interindividual en respuesta a los medicamentos fue demostrada en la década de
1970s, cuando se evaluaron los niveles plasmaticos de medicamentos en gemelos monocigéticos y
dicigdticos; los estudios dieron como resultado que los niveles séricos de los medicamentos
permanecian similares en los gemelos monocigéticos, a diferencia de una gran variabilidad en los
niveles de los mismos en los gemelos dicigéticos (Walley, Nicoletti, & Goldstein, 2010); esto ultimo

se refleja principalmente en la respuesta adversa a los tratamientos.

El primer ejemplo sobre polimorfismos genéticos identificados, se relaciond con la respuesta
variable a medicamentos relacionada con el gen CYP2D6, el cual participa activamente en el

metabolismo de por lo menos el 20% de todos los medicamentos administrados al ser humano y
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qgue, de acuerdo a la variacidn de secuencia, puede dar como resultado una actividad metabdlica

normal, rapida, lenta o abolida (Ingelman-Sundberg, 2005).

Estudios posteriores aportaron datos que sefialaban a los polimorfismos en el ADN como
determinantes de la respuesta variable a los medicamentos (F. D. Martinez, Graves, Baldini,
Solomon, & Erickson, 1997) y como la identificacién de estos polimorfismos en pacientes candidatos
a esos tratamientos, podia disminuir la presencia de reacciones adversas; de esta manera,
reorientando el tratamiento con base en la tasa de metabolizacion que tenga el paciente, de

acuerdo al polimorfismo presente (Rauch et al., 2006; Saladores et al.,2015).

A partir de la identificacion de una gran cantidad de polimorfismos que modifican la respuesta a
determinados medicamentos, se propuso la realizacion de un “diagnéstico de compaiia”
companion diagnostic, con el cual se pretende identificar marcadores asociados con una respuesta

especifica a un medicamento en particular (Valdes & Yin, 2016).

La FDA Food and Drug Administration, ha sugerido la realizacién de pruebas farmacogenéticas
cuando se inician algunos tratamientos particulares, siendo especialmente aplicadas en oncologia,
psiquiatria o dermatologia, asi como en el manejo de infecciones. La FDA propone una lista de
biomarcadores para farmacogenética que se encuentran registrados en una tabla que puede ser

consultada en

http://www.fda.gov/Drugs/ScienceResearch/ResearchAreas/Pharmacogenetics/ucm083378.htm

Se estima que entre el 5-20% de los ingresos hospitalarios son secundarios a problemas
relacionados con medicamentos, dados por reacciones adversas, polifarmacia, fallo terapéutico y

efectos secundarios (Nivya, Sri Sai Kiran, Ragoo, Jayaprakash, & Sonal Sekhar, 2015).
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En la actualidad se encuentran disponibles diferentes pruebas de farmacogenética, principalmente
basadas en NGS, a continuacién se mencionan algunas de las pruebas que se encuentran

comercialmente:

Laboratorio Prueba Indicacién Genes evaluados
http://genelex.c  You Script Polypharmacy Polifarmacia CYP2D6, CYP2C19, CYP2C(9,
om/pharmacog CYP3A4y CYP3A5
enetic-tests/
You Script Polypharmacy Polifarmacia CYP2D6, CYP2C19y CYP2C9
Basic
You Script Cardio Cardiologia CYP2D6, CYP2C19, CYP2(C9,
CYP3A4, CYP3A5, VKORC],
F2/Factor Il F5/Factor V
Leiden, MTHFR y SLCO1B1
Thrombosis Coagulacion F2/Factor I, F5/Factor V
Leiden y MTHFR
Warfarin (coumadin) Coagulacion CYP2C9y VKORC1
You Script Psychotropic Psiquiatria CYP2D6, CYP2C19, CYP1A2,
HTR2A 'y SLC6A4/5-HTT
You Script Psychotropic Psiquiatria CYP2D6, CYP2C19, CYP3A4,
ADRA2A, CYP1A2, CYP2B6,
COMT, GRIK4, HTR2A, HTR2C,
MTHFR y SLC6A4/5-HTT
You Script ADHD Psiquiatria CYP2D6, COMT, ADRA2A
You Script Analgesic Dolor CYP2D6, CYP2C9, CYP3A4,
CYP3A5, C(CYP2B6, COMT vy
OPRM1
http://www.pgx  PGXL Multi-Drug sensititivy  Polifarmacia CYP2D6, CYP2C19, CYP2(C9,
lab.com/test- Panel CYP3A4, CYP3A5, CYP1A2,
menu/ VKORC1, SLC6A4, OPRMI,
SLcoiB1, MTHFR, COMT,
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Factor Il, Factor V, NAT2, HLA-

B*5701
http://mayores  CYP2C19/citalopram Efectos secundarios CYP2C19
earch.mayo.edu de antidepresivo
/center-for- citaloram
individualized-
medicine/drug-
gene-testing.asp

CYP2C19/Clopidogrel Predictor de CYP2C19
Pharmacogenomic Lab respuesta al
Test Clopidogrel
CYP2C19/escitalopram Determinar efectos CYP2C19
Pharmacogenomic Lab secundarios de
Test antidepresivo
escitalopram
CYP2C9 y Predecir respuesta a CYP2C9 — VKORC1
VKORC1/Warfarin anticoagulaciéon con
Pharmacogenomic Lab warfarina
Test
CYP2D6/Codeine Predecir respuestaal  CYP2D6
Pharmacogenomic Lab analgésico Codeina
Test
CYP2D6/Fluoxetine Determinar riesgo de  CYP2D6
Pharmacogenomic Lab presentar efectos
Test secundarios al
antidepresivo
fluoxetina
CYP2D6/Fluvoxamine Determinar el riesgo CYP2D6
Pharmacogenomic Lab potencial de efectos
Test secundarios con el
antidepresivo
Fluvoxamine
CYP2D6/Paroxetine Determinar el riesgo CYP2D6
Pharmacogenomic Lab potencial de efectos

Test

secundarios con el
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antidepresivo

Paroxetine
CYP2D6/Tramadol Predecir respuesta al  CYP2D6
Pharmacogenomic Lab analgésico Codeina
Test
CYP2D6/Venlafaxine Determinar el riesgo CYP2D6
Pharmacogenomic Lab potencial de efectos
Test secundarios con el

antidepresivo

Venlafaxine
HLA- Identificar riesgo de HLA-B*1502
B*1502/Carbamazepine efectos secundarios
Pharmacogenomic Lab graves de la
Test Carbamazepina
HLA-B*5701/Abacavir Determinar el riesgo HLA-B*5701
Pharmacogenomic Lab potencial de efectos
Test secundarios con el

antiviral Abacavir
HLA-B*5801/Allopurinol Determinar el riesgo HLAB*5801
Pharmacogenomic Lab potencial de efectos
Test secundarios con el

alopurinol
SLCO1B1/Simvastatin Identificar el riesgo SLCO1B1
Pharmacogenomic Lab de efectos
Test secundarios con la

Simvastatina
TPMT/Thiopurines Prueba de cribado TPMT
Pharmacogenomic Lab para una variante del

Test

gen tiopurin metil
transferasa, previo al
inicio de terapia con
azatioprina,
mercaptopurina y

tioguanina
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http://www.ad

merahealth.com

PGxOne™Plus

Pharmacogenomics test

Predice la respuesta

de los paciente a un

ATM, CYP1A2, CYP2Ae6,

CYP2C19, CYP2C9, CYP2De,

/pgx/ grupo de casi 150 CYP3A4, CYP3A5, CYP4F2,

medicamentos, DDRGK1, DPYD, F Il, F V, G6PD,
distribuidos en 6 HLA-B, IFNL3, ITPA, LDLR,
especialidades de MTHFR, NAT2, STK11, TPMT,
intervencion que son  UGT1A1y VKORC1
cardiologia (29),
psiquiatria (31),
manejo de dolor (22),
oncologia (20),
medicina interna (41)
y urologia (5); esta
evaluacion se
basados en el perfil
genético individual

https://www.la HLA-B*5710 Genotyping Determinar riesgo  HLA-B*5710

bcorp.com/wps incrementado de

/portal hipersensibilidad

Tamoxifen ~ P4A50 2d6 Deteccidn de CYP2D6
Genotyping variantes que
modifique el
metabolismo del
tamoxifeno
Warfarin (Cytochrome  Identificacion de CYP2(C9, VKORC1
P450 2C9 and VKORC1) pacientes con
hipersensibilidad vy
riesgo aumentado de
presentar efectos
secundarios
UGT1Al1 for Irinotecan Identificacion de UTGI1A1
Toxicity polimorfismos  que
indiguen necesidad

de ajuste de dosis
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para el medicamento

Irinotecan

DPD for

Toxicity

5-Fluorouracil Identificar riesgo de
toxicidad por el 5-

fluorouracilo

DPYD

Tabla 3.8. Pruebas genéticas en farmacogenética

Adicionalmente, existen diferentes bases de datos que recopilan informacion referente a la

identificacion de nuevos polimorfismos que se hallan asociados a una respuesta variable a

medicamentos; desde el afio 2.000 se encuentra en funcionamiento The Pharmacogenomics

Knowledge Base (PharmaGKB), que se encarga de recopilar informacién que tenga relacién con la

variacion genética humana y la respuesta a medicamentos (hptt://www.pharmagkb.org/).

Asi mismo existen otras plataformas que aportan informacidn sobre polimorfismos de importancia

en farmacogenética, como: GenBank, Gene Expression Omnibus y ddGAP en los Estados Unidos de

América (Sim, Altman, & Ingelman-Sundberg, 2011). A continuacion en la tabla 3.9 se listan algunas

plataformas involucradas en la gestidn de informacidn referente a polimorfismos, vias metabdlicas

de medicamentos, respuesta a medicamentos, entre otros.

Sitio en la red Vinculo Informacidn aportada

PharmaGKB http://www.pharmgkb.org/ Variantes, asociacion entre
variantes y medicamentos, vias
metabdlicas de medicamentos,
resumen de genotipos

CPIC http://www.pharmgkb.org/page/cpic/ Guias de la practica clinica, guias
de dosificacién de medicamentos.

DrugBank http://www.drugbank.ca/ Base de datos de medicamentos,

farmacogendmica/medicamentos,
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interaccion
medicamentos/alimentos,

enzimas metabdlicas.

SCAN http://www.scandb.org/ SNPs, herramientas para el analisis
de GWAS

PACdb http://www.pacdb.org/ Farmacologia, expresion génica,
genotipos,

Human Cytochrome P450 http://www.cypalleles.ki.se/ Alelos e isoformas del gen CYP450,

Allele Nomenclature relacion entre genotipo y fenotipo

database

Cyotchrome P450 Drug http://medicine.iupui.edu/ clinpharm/ Interaccién entre las isoformas

Interaction Table ddis/clinical-table/ CYP450 y los medicamentos

FDA's pharmacogenetic fda.gov/drugs/scienceresearch/ Respuesta clinica y variabilidad en

website researchareas/pharmacogenetics/ la exposicion a medicamentos,
ucm083378.html recomendacion sobre la dosis de

acuerdo con el genotipo,
mecanismos del medicamento,
biomarcadores de variantes en
genes somaticos y de linea

germinal.

Tabla 3.9. Recursos en la red de internet. Adaptado de (G. Zhang, Zhang, Ling, & Jia, 2015)

3.4 Biomarcadores

Un biomarcador es una caracteristica (molecular, histoldgica, fisiologica etc.), que es objetivamente
medida y evaluada como indicador de un proceso biolédgico normal, un proceso patoldgico o una
respuesta farmacoldgica a una intervencidon terapéutica (Naylor, 2003); por lo tanto los
biomarcadores pueden tener diferentes origenes. Seguidamente se presentaran biomarcadores

basados en acidos nucleicos.
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Los biomarcadores pueden ser usados de manera directa o indirecta en la valoracién clinica, el

diagndstico o para clasificar la severidad de una enfermedad (Atkinson A.J. et al., 2001). De acuerdo

a su propodsito, existen diferentes tipos de biomarcadores los cuales se resumen acontinuacién:

Biomarcador

Descripcion

Riesgo/susceptibilidad

Indica la predisposicidn o el riesgo de desarrollar una enfermedad en

una persona

Diagnostico

Identifica personas con la enfermedad o condicién de interés

Monitorizacion

Detecta cambios a través del tiempo en el grado o la extension de la

enfermedad

Pronostico Identifica la probabilidad de un evento clinico, recurrencia de la
enfermedad o progresion de la misma

Predictivo Identifica las personas que son propensos a presentar una respuesta

favorable o desfavorable a una intervencién especifica (tratamiento)

Farmacodinamia

Muestra la respuesta bioldgica que ha presentado una persona que

recibe una intervencién o exposiciéon

Seguridad

Monitoriza la toxicidad

Tabla 3.10 Tipos de biomarcadores

Por otro lado se ha propuesto la clasificacidn de los biomarcadores en grupos a saber: 1.

Biomarcadores del tipo 0 que permiten el seguimiento de la historia natural de la enfermedad a

través del tiempo. 2. Biomarcadores del tipo | que sirven para hacer el seguimiento del efecto de

una determinada intervencién y 3. Biomarcadores del tipo Il que son marcadores sustitutos o

marcadores de valoracién indirecta (Naylor, 2003).

El uso de biomarcadores se remonta al siglo XIV, durante el cual se utilizaba la uroscopia —

observacion directa de las caracteristicas de la orina-, para determinar el color, la presencia de

sedimentosy, a partir de estos, proponer un diagnostico (Connor, 2012). A mediados del siglo XX se
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usé la citogenética para identificar alteraciones cromosémicas como por ejemplo el cromosoma
filadelfia, el cual era utilizado como biomarcador para seleccionar que pacientes se pueden
beneficiar de determinados tratamientos (Sahu et al., 2011); mas recientemente, la utilizacién del
gen y el receptor HER-2 como biomarcadores, han permitido establecer el prondstico de la
enfermedad e identificar las pacientes que pueden beneficiarse de un tratamiento en particular

(Pupa, Tagliabue, Ménard, & Anichini, 2005).

En la actualidad los biomarcadores se aplican principalmente en dos dareas, la primera es la
farmacéutica, donde participan como indicadores en los procesos de farmacocinética y
farmacodinamia de los medicamentos en estudio; la segunda es el area clinica, donde
principalmente intervienen en la identificacién de mecanismos fisiopatoldgicos, seguimiento y

prediccién.

3.4.1 Biomarcadores de ADN

La utilizacién del ADN como biomarcador se basa en la estabilidad que tiene esta molécula a lo largo
de la vida de una persona, asi mismo aprovecha la variabilidad interindividual que se evidencia con
la presencia de SNPs, STRs, inserciones o deleciones (Ziegler, Koch, & Krockenberger, 2012), las
cuales son variantes susceptibles de medicién y que permiten no solo diferenciar un individuo de
otro, sino también permiten identificar diferencias en un mismo individuo, detectando variantes
patoldgicas, este ultimo aspecto se ha aplicado principalmente en el drea oncoldgica (Sidransky,
2002), donde variantes en diferentes genes (ver tabla 3.11), son tomados como marcadores que
permiten establecer pronostico o seleccionar una terapia especifica (Debnath, Prasad, & Bisen,

2005).
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Prueba biomarcador Indicacion Aplicacion

Mammaprint® ADN Pronostico Cancer de mama

K-RAS ADN Pronostico/Predictivo  Cancer colorrectal

MCAM ADN Pronostico Melanoma

NPM1 ADN Pronostico Leucemia mieloide aguda

Oncotype DX® ADN Predictivo/pronostico  Cancer de mama, cancer de colon

BluePrint® ADN Predictivo Cancer de mama

EGFR ADN Predictivo Cancer pulmonar de células no
pequenas

IL28B ADN Predictivo Virus de la hepatitis C

SLCO1B1 ADN Predictivo Infarto miocardico

BRAF ADN Predictivo Gliomas pediatricos/astrocitoma

Tabla 3.11. Aplicaciones de los biomarcadores de ADN. Adaptado de (Weinstein, Leininger, Hamby,

& Safai, 2014; Ziegler et al., 2012).

3.4.2 Biomarcadores de ARN

El 4cido ribonucleico (ARN) es una molécula que continuamente se transcribe y en algunos casos se
traduce, como respuesta a estimulos fisiolégicos o patoldgicos, por lo que una correcta
interpretacion del perfil de ARN puede servir como reflejo del estado funcional actual de una célula
o sistema (P. Rao, Benito, & Fischer, 2013). El ARN puede ser obtenido a partir de dos fuentes, la
primera, una fuente extracelular como la saliva (Lin, Lo, Wong, & Xiao, 2015), plasma (Hunter et al.,
2008) y orina (Alvarez, Khosroheidari, Kanchi Ravi, & DiStefano, 2012), entre otros; y una fuente
intracelular como las células polimorfonucleares en la sangre periférica (Voellenkle et al., 2010) y

células tumorales (Corcoran, Rani, & O’Driscoll, 2014) por mencionar algunos.

Los biomarcadores de ARN principalmente utilizados proceden de moléculas no codificantes

(ncRNA), los cuales se dividen en ARN cortos, medianos y largos (Yu et al., 2015), con longitudes que
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van desde los 25 nucledtidos y pueden alcanzar hasta los 200 nucledtidos (Yarmishyn & Kurochkin,

2015).

El primer ARN reportado fue el lin-4, en el C. elegans (R. C. Lee, 1993), el analisis de su perfil de
expresion, permitié establecer que este marcador se encuentra conservado en eucariotas,
concluyendo que su presencia es crucial a nivel funcional; posteriormente se analizé el perfil de
expresion del ARN en pacientes con leucemia linfocitica crénica, estableciendo una asociacién entre

la expresidon del miRNA-13 y la progresidn y el prondstico de la enfermedad (Calin et al., 2005).

A partir de estos hallazgos y aprovechando las nuevas tecnologias en biologia molecular, se comenzd

a validar la utilizacion de biomarcadores de ARN en diferentes patologias. A continuacion se

relacionan algunas de ellas:

Patologia Biomarcador ARN  observacion Referencia
Carcinoma de células MALAT1 Diagndstico, sensibilidad 89%, (Chen et al,
renales especificidad 91% y pronostico HR 2.97 2016)
Cancer gastrico MiRNA-21 Predictivo, su sobre-expresion disminuye (Eto et al., 2014)
la sensibilidad a trastuzumab, mientras
gue una supresion produce resistencia al
trastuzumab
Cancer prostata PSGR — PCA3 Diagndstico, sensibilidad >95%, (B.Leeetal.,
especificidad 34% para la deteccion de 2014; Rigau et
cancer de préstata al., 2010)
Cancer colorrectal HOTAIR Pronostico, la expresion aumentada (T.Shi, Gao, &
eleva el riesgo de muerte, sensibilidad de Cao, 2016)
92.5% y especificidad 67%
Endometriosis NR_038395 Diagnostico-Pronostico, el analisis de los (W. Wang et al.,
NR_038452 biomarcadores tiene una sensibilidad de 2016)
ESNT00000482343  89.66% vy especificidad 73.17% para
ENST00000544649 identificacidn de mujeres  con
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ENST00000393610

endometriosis; una sensibilidad de 75% y
especificidad de 63% para la
identificacion de adhesiéon pélvica por
endometriosis y una sensibilidad de 82%
con especificidad de 57% para la
identificacién de compromiso del ovario

por endometriosis

Cancer pulmonarde  Panel de 64 long

células no pequeitias  ncRNA

Diagndstico, sensibilidad de 100% vy
especificidad de 95.6% para la
discriminacion entre tejido tumoral vy

tejido normal

(Yu et al., 2015)

Tabla 3.12. Uso de biomarcadores ARN

3.4.3 Biomarcadores epigenéticos

La epigenética se encarga del estudio de las modificaciones estables y heredables que intervienen

en la capacidad de expresion de los genes, y que no estan establecidos en la secuencia de ADN

(Eccleston, DeWitt, Gunter, Marte, & Nath, 2007), el termino epigenética fue acuiiado por Conrad

Waddington en 1942, cuando se referia a la ejecucién del fenotipo a partir de las instrucciones

potenciales de un genotipo (Waddington, 2012)

La regulacién epigenética estd comprendida por 5 mecanismos: 1. Metilacién del ADN, 2,

modificaciones pos-traduccionales de las histonas, 3. Variantes de histonas, 4. ARN interferente y 5.

Organizacion nuclear (Garcia-Giménez et al., 2012), los cuales constituyen la llave que permite la

actividad de los genes, induciendo su funcién o silenciando la misma y pueden; la regulacién

epigenética puede presentar alteraciones como consecuencia de influencias ambientales (Barreda,

2010).
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El primer registro que mostrd la relacidon entre una alteracién epigenética y el desarrollo de una
enfermedad se presentd en 1983, cuando se relaciond el papel de la hipometilacién de regiones
repetitivas con células cancerigenas (Feinberg & Tycko, 2004); a partir de esto, se fue acumulando
informacién sobre el efecto de las alteraciones epigenéticas y su incidencia en la generacion de
enfermedades; de esta forma se establecié que se presentaban enfermedades epigenéticas puras,
las cuales se deben a una alteracion en la introduccién de las marcas epigenéticas y otras
enfermedades epigenéticas mixtas, las cuales ademds de este componente se asociaba a una

alteracion genética (Franco Vera, 2009).

De forma progresiva se vio la posibilidad de utilizar marcas epigenéticas como biomarcadores para
la identificacion de enfermedades, inicialmente evaluando la metilacién del ADN (Y. J. Zhang et al.,
2007) y posteriormente con la identificacion de micro ARN con longitudes entre 19 — 25 nucledtidos
(Vega-robledo & Oliva-rico, 2014). A continuacién se relacionan algunos biomarcadores

epigenéticos.

Patologia Biomarcador  Observacion Referencia
Cancer gastrico miR-342, miR-  Predictivo, resistencia a quimioterapia con (C. H. Kim et al.,
16, miR-181, cisplatino/fluorouracilo 2011)
miR-1
Cancer gastrico Let-7i Prondstico, la expresion baja, estd (K. Liuetal.,
relacionada con progresién del tumor, 2012)

resistencia a quimioterapia y baja sobre

vida

Glioblastoma

miR-21, mir-

Diagndstico, niveles elevados de miR-21y

(Q. Wang et al.,

128 y mir-342-  disminuidos de miR-128 y miR-342-3p de 2012)

3p glioblastoma multiforme
Desordenes Hsa-miR134 Monitorizacién. Niveles disminuidos en (Rong et al,
bipolares. episodios maniacos, que retornar a 2011)
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Episodios maniacos

normalidad luego de 4 semanas de

tratamiento.

Hepatitis B

miR-101

Prondstico, niveles disminuidos en
infeccion por hepatitis B. Niveles elevados
se relacionan con carcinoma hepatocelular

secundario a infeccidn por hepatitis B

(Fu et al., 2013)

Tuberculosis

miR-361-5p,
miR-889 y
miR-567-3p

Diagndstico, el analisis combinado de estos
tres marcadores tiene una sensibilidad y
una especificidad superior al 86% para el

diagndstico de tuberculosis

(Qi et al., 2012)

Cancer colorrectal

Metilacion de

la vimentina

Sensibilidad 88%, especificidad 87% para la

deteccion de carcinoma

Cancer gastrico

Metilacion del
promotor del
gen HOP

homeobox

Sensibilidad de 84% y especificidad 87%
para discriminar tejido tumoral vs normal

en cancer gastrico

(Ooki
2010)

et

al.,

Tabla 3.13. Algunos biomarcadores epigenéticos.

3.5 Conclusién

Uno de los avances que acelerd el desarrollo de la biologia molecular fue el proyecto Genoma
Humano, el cual incluyd la creacién de nuevos métodos de secuenciacion y la optimizacion de los ya
existentes. Los nuevos métodos de secuenciaciéon han venido siendo implementados con otros

propdsitos, particularmente el diagndstico genético y las nuevas terapéuticas basadas en biologia

molecular.

En lo referente al diagndstico genético actualmente se ha simplificado el estudio de cientos de
patologias de origen genético, particularmente aquellas que presentan heterogeneidad genética
(varios genes causando el mismo fenotipo), dado que se puede realizar el analisis simultaneo de
varios de los genes implicados con un padecimiento especifico. Otra de las aplicaciones, hablando

de farmacogendmica, es la posibilidad de analizar un grupo amplio de farmacogenes e identificar y
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predecir las respuestas individuales o colectivas del genotipo cuando una persona sea expuesta a
un medicamento o el andlisis de un grupo de genes implicados en diversos tipos de cancer
hereditario. En los tres casos, los estudios de paneles de genes consiguen ahorros importantes en

dinero y tiempo.

Si bien el uso de las nuevas metodologias ha acelerado el diagndstico genético, existen otros avances
en el estudio de las modificaciones epigenéticas, la identificacion de biomarcadores y la
identificacion de los elementos regulatorios de la funcién de los genes para el diagndstico de
padecimientos genéticos, el cdncer, las enfermedades infecciosas, mentales, degenerativas y

complejas.
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4. PRUEBAS DE IDENTIFICACION HUMANA

4.1 Sistema de grupos sanguineos y factor RH

Los métodos genéticos de identificacion humana se iniciaron en las primeras décadas del siglo XX
luego de ser descritos grupos sanguineos como el sistema ABO por Karl Landsteiner en 1901, el cual
se basaba en la identificacién de glicoproteinas denominadas antigenos A, B y O, localizadas en la
superficie de los eritrocitos (Hosoi, 2008); este sistema abrid la posibilidad de establecer una
relacién entre el grupo sanguineo de cada persona y enfermedades o estados de salud como en el
caso del cancer (Wolpin et al., 2009; Xie, Qureshi, Li, & Han, 2010), de enfermedades infecciosas
(Deepa, Alwar, Rameshkumar, & Ross, 2011), asi como estados patolégicos como trombosis (Jukic
et al., 2009), coronariopatias (Karabuva, Carevié¢, Radi¢, & Fabijanié, 2013) e incompatibilidad de

grupo en recién nacidos (Akgtl, Korkmaz, Yigit, & Yurdakok, 2013), por mencionar algunas.

A mediados de la década del 40 del siglo pasado Landsteiner y Wiener (Durie, 1952), identificaron
el factor Rh a partir del suero obtenido después de administrar gldbulos rojos del mono Rhesus a
conejos; luego, el suero era puesto en contacto con glébulos rojos humanos, que presentaban un
proceso de aglutinacién en el 85% de las muestras expuestas, fendmeno que fue denominado como
Rh positivo. Por otra parte el 15% de las muestras de glébulos rojos que no presentaban aglutinacidn
fueron denominados Rh negativo (N D Avent & Reid, 2000); de esta forma se pudo realizar la
adecuada identificacion de la sangre antes de una transfusion, disminuyendo considerablemente
las reacciones transfusionales; de la misma forma, se encontrd que tanto el sistema ABO como el

Rh, permitian identificar e individualizar a una persona.

En la actualidad se dispone de mas de 30 sistemas distintos de grupos sanguineos, clasificados a

partir de variaciones en aminodcidos, por la presencia de glucoproteinas o glucolipidos (Yamamoto,
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2004), de los cuales el mas utilizado es el sistema ABO. Otros sistemas que se pueden mencionar
son: Kell, Duffy (Meny, 2010), MNS (Reid, 2009), Kidd, Lutherano y Lewis, entre otros (N D Avent &
Reid, 2000; Reid, 2009); sin embargo, actualmente no se utilizan para determinar la filiacidn
biolégica debido a su bajo poder de exclusion (PE). El poder de exclusidn de un sistema genético es
la probabilidad de excluir al mayor nimero de padres que no son el padre biolégico de un hijo.
Cuando se utiliza el sistema ABO como prueba de filiacidn, el PE de este sistema es cercano al 18%
(R Chakraborty, Shaw, & Schull, 1974; Mertens G., Vandenberghe A., 1999), el factor Rh
proporciona un PE entre el 10 y el 25% (Mertens G., Vandenberghe A., 1999; Restrepo, 2006),
mientras que el de todos los grupos sanguineos puede alcanzar un PE acumulado (PEA) del 68% (R
Chakraborty et al., 1974; Salvat Puiig, 2001; Yamamoto, 2004). Sin embargo a pesar de la utilizacion
de diversos sistemas para hacer ain mas confiable el PE, estas no lograban alcanzar un valor ptimo

para la exclusién, esto es, un valor de PE>99.9%.

4.2 Proteinas séricas

Con el propdsito de aumentar el poder de exclusion, se utilizaron otros marcadores de forma
conjunta con los sistemas sanguineos; entre ellos encontramos las proteinas séricas, las cuales
pueden ser analizadas a partir de sus variantes alélicas que son heredadas de forma mendeliana
codominante, con las cuales se puede hacer la comparaciéon entre los alelos parentales y los de la
descendencia (Alper & Propp, 1968; Leikola, Fudenberg, Kasukawa, & Milgrom, 1972; Pefia, Alfonso-
sanchez, Garcia-obregén, & Pérez-Miranda, 2002). Un nimero aproximado de 30 proteinas séricas
se han usado con este propdsito y tienen un poder de exclusién acumulado entre el 82 % al 96% (R

Chakraborty et al., 1974), en la tabla 4.1 se listan algunas de ellas.
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Proteina Alelos Poder de exclusion

Acetilcolinesterasa AchE?, AchE? 11%
Alcohol deshidrogenasa (locus 2) ADHzl, ADH: 4%
Alcohol deshidrogenasa (locus3) ADHal, ADHs" 18%

Alfa 1 antitripsina PiM PiF, Pi°, Pi? 15% - 18%
Complemento tercer componente (C3) S,F, Fs 8% -15%
Glutatién reductasa GR!, GR?, GR3, GR*, GR®, GR® 2%
Haptoglobina alfa Hpo!, Hpo? 15% - 18%
Peptidasa A Pep A%, Pep A?, Pep A3, Pep A8 7% - 16%
6 fosfogluconato deshidrogenasa PGD?, PGD¢ 2% - 5%

Tabla 4.1 proteinas utilizadas en identificacion humana. Modificada de (R Chakraborty et al., 1974)

4.3 Polimorfismos cromosdmicos

De forma paralela a los grupos sanguineos y las proteinas séricas, los polimorfismos cromosdmicos
se venian utilizando como forma de identificacién. Este sistema se basaba en las caracteristicas
morfoldgicas variables propias de cada cromosoma, es decir, se analizan las regiones variables
llamadas heteromorfismos, que se encuentran presentes en los cromosomas 1,9, 12 y 16 y otros
presentes en los brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos (satélites). Para la evaluacion
correcta de las regiones polimérficas de los cromosomas, éstos se tifien por diferentes métodos de
bandeo cromosdmico (Metaxotou, Kalpini-Mavrou, Panagou, & Tsenghi, 1978), como por ejemplo
el bandeamiento NOR, que evidencian las regiones organizadoras nucleares localizadas en los
satélites de los cromosomas acrocéntricos o el bandeamiento C para evidenciar regiones
heteromorficas centroméricas, entre otras. Luego de realizar este proceso, se comparan los
cromosomas del hijo con los cromosomas parentales, buscando estos polimorfismos que, se

heredan de forma Mendeliana (Van Dyke, Palmer, Nance, & Yu, 1977). Al igual que los marcadores
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anteriores, el poder de exclusiéon de los polimorfismos cromosémicos es bajo, no alcanza el 30%
(Armendares, Buentello, Salamanca, & Lisker, 1990), por lo cual su uso en la identificacién humana
fue disminuyendo progresivamente hasta ser reemplazados por otros /loci de mayor poder de

exclusion.

4.4 Antigeno leucocitario humano Human Leucocyte Antigen (HLA)

El analisis del sistema de antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA) permitio
reconocer la compatibilidad para el trasplante entre personas y esta propiedad se aplicé a la
filiacién. El HLA fue usado para evaluar la respuesta al trasplante de un tejido tumoral alogénico a
cepas de ratones susceptibles, encontrandose que la posibilidad o no, de crecimiento tumoral
estaba genéticamente determinada (Thorsby, 2009). Luego, hacia finales de los afios 50s, Jean
Dausset publicé los resultados del estudio de sueros de pacientes poli-trasfundidos, encontrando
gue el suero aglutinaba los leucocitos de determinados sujetos, sin aglutinar el suero del donante,
con lo que concluyd que detectaba aloantigenos de los leucocitos. Este sistema fue llamado
inicialmente MAC en honor a tres participantes del experimento de Dausset y al ampliarse el
estudio, se encontré que el 60% de la poblacidn francesa poseia este antigeno, de esta forma se

reconocio la importancia que podia tener para los trasplantes.

Estudios similares al realizado por Dausset, fueron llevados a cabo por Van Rood, Payne y los
esposos Bodmer; en esta oportunidad fue utilizado el suero de mujeres multiparas, a través del cual
se pudo establecer la presencia de al menos 3 tipos distintos de antigenos leucocitarios. A partir de
estos resultados crecio el interés en la identificacién y el andlisis de estos antigenos. Solo hacia 1967
fueron realizados diferentes estudios de antigeno leucocitario en familias (Thomson, 1991). A partir

de los resultados de estos, se pudo establecer una regiéon cromosdmica 6p21, que contenia un

115



cumulo de genes que se relacionan estrechamente con la respuesta inmune y fue denominado

human leucocyte locus A HL-A.

Durante el desarrollo del tercer Taller Internacional de Histocompatibilidad (/nternational
Histocompability Workshop) en 1968, se establecié el sistema de nomenclatura asignando el
nombre actualmente en uso, sistema HLA (Human Leucocyte Antigen) (Thorsby, 2009). El sistema
HLA esta organizado en tres clases de moléculas a saber: la clase I, que hace referencia a las
moléculas de se encuentran en la superficie de todas las células nucleadas y la clase I, se refiere a
las moléculas que se expresan en los linfocitos B, las células presentadoras de antigeno y los
linfocitos T activados. Ademds de estas dos clases de moléculas, en el cromosoma 6 existe una
tercera regién, HLA de clase lll, que contiene genes que, aunque no codifican moléculas HLA,
codifican componentes complementarios como C2, C4, o el factor de necrosis tumoral, entre otros

(Choo, 2007).

El sistema HLA es el mas polimérfico de los sistemas genéticos humanos, esto debido a variaciones
en los aminoacidos que permiten formas alternativas y originan la especificidad de las moléculas de
HLA. Los antigenos HLA varian entre los diferentes grupos étnicos, asi como de forma individual y
se heredan de forma mendeliana en bloques haplotipicos, lo que permite utilizarlos como
marcadores para seleccién de donantes en trasplantes (Tait et al., 2013) y para la realizacion de
pruebas de paternidad, para las cuales alcanza un poder de exclusidn de aproximadamente el 93%
(Chakravarti & Li, 1983; Walker, Meyers, & Phillips, 1987). El analisis se realiza por medio del método
de Terasaki o prueba de microlinfocitotoxicidad, la cual cosiste en poner en contacto linfocitos con
antisueros A, B y C, en pozos individuales, los cuales se ponen en incubacidn y posteriormente se
les adiciona complemento C; si el linfocito posee el antigeno que es reconocido por el antisuero, el
complemento lisa la célula, para hacer esto visible, se aflade un colorante como azul tripan u otro
colorante supra vital para que ingrese en la célula lisada (Gebel, Liwski, & Bray, 2013),
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posteriormente se introdujeron los métodos basados en secuenciacién especifica de
oligonucledtidos —sequence-specific oligonucleotide- o secuenciacién especifica con un cebador —
sequence specific primer- combinado con PCR (Erlich, 2012). La combinacion de las dos técnicas
permitian establecer si dos motivos de secuencias polimérficas son iguales o diferentes, dando esto
un nivel de resolucién bajo o intermedio, el cual es equivalente al logrado en pruebas seroldgicas y
a través del cual es posible identificar Unicamente el gen al que pertenece y el grupo alélico,

proporcionando una nomenclatura de dos digitos (Nunes et al., 2011).

En la actualidad, los métodos de analisis para la tipificacion de los genes HLA, estan basados en
secuenciacién de Sanger; sin embargo, se ha encontrado que métodos como la NGS permite un
mejor abordaje en el analisis de estos genes, esto se debe al alto rendimiento y la mayor resolucién
que ofrece, sumado a la posibilidad de identificar otras alteraciones como las variantes de
nucledtido unico (single-nucleotide variant —SNV-) o inserciones y deleciones (Indels), que puedan
escapar a la secuenciacion de Sanger (Hosomichi, Shiina, Tajima, & Inoue, 2015); por lo tanto la NGS
ofrece un nivel de resoluciéon alto, dando la posibilidad que combinado con otros métodos se
identifique la proteina HLA especifica y cambios sucedidos en el ADN, de esta forma se amplia la
informacién brindada y es posible alcanzar una nomenclatura de 4 digitos, donde se incluyen los
nuevos hallazgos (Nunes et al., 2011); el sistema HLA se utiliza ampliamente para la seleccidon de

receptores para érganos donados.

Proteina Sustitucién sinonima . » <
Grupo Diferencias en una Cambios en la

i HLA dentro de una region 2 2 s
alélico 2 e region no codificante expresion
Especifica codificante

Prefijo HLA GEN Separador

Figura 4.1. Nomenclatura utilizada en la tipificacién del HLA. Adaptada de (Nunes et al., 2011).
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4.5 Fingerprinting

En la década de los ainos 80s emergié un método denominado DNA fingerprinting, cuyo principio
estd basado en el uso de enzimas de restriccion que identifican polimorfismos en el ADN que son
debidos a la presencia o ausencia de un sitio de corte especifico para una enzima. La presencia o
ausencia del sitio de corte ocasiona cambios en la longitud del fragmento, a lo que se le llama RFLP
y se puede visualizar bajo el método de Southern blot (Gill, Jeffreys, & Werrett, 1985). Dada la
variabilidad de los alelos para un locus gendmico dado, se puede realizar la comparacién del
material genético nuclear de un sospechoso con el hallado en una escena de un crimen o con
respecto al material genético de otro individuo (Jeffreys, 2005). La primera aplicacion del DNA
fingerprinting ocurrié en 1985, cuando se logrd establecer la relacién filial entre un nifo
inmigrante y su mama, quien se encontraba refugiada en el Reino Unido, con un PE >99% (Gill et
al., 1985); no obstante es un método laborioso, con baja reproducibilidad y altos requerimientos

técnicos (Cawood, 1989).

4.6 Repeticiones cortas en tandem -Short Tandem Repeats (STRs)-

Conocido el hecho que la variabilidad individual se expresaba en el ADN, posteriormente cobré
importancia el estudio con otros marcadores de ADN, del tipo STR (short tandem repeats), que se
localizan en todos los cromosomas y consisten en repeticiones variables de secuencias de entre 2 a
7 bp que se repiten una tras de otra entre media docena y varias docenas de veces (John M. Butler,
2007), figura 4.2, los cuales son estables y se transmiten a través de las generaciones (A. Edwards,
Hammond, Jin, Caskey, & Chakraborty, 1992), estos hallazgos impulsaron una agresiva investigacion
con el fin de determinar la variacidn poblacional y el nimero de STRs necesarios para que los

resultados fueran fiables (Kimpton et al., 1993, 1996).

118



Minisatélites
20-70bp

Repeticiones en
tandem
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Codificante 10%

ADN nuclear Intrones

No codificante
60%

ADN intergenico

Organizacion del

Copia Unica 70%
genoma

Exones

Codificante 93% Codificante 10%

ADN mitocondriall - - Reguladores

No codificante 7%

Figura 4.2. Organizacién del genoma Humano y localizacidn de los STRs (rojo).

Después de hacer diversas aproximaciones sobre que marcadores STRs son Uutiles para la
identificacion humana (John M. Butler, 2006); la Oficina Federal de Investigacién (FBI) de los Estados
Unidos de América, seleccioné algunos marcadores con importancia en la investigacion forense y
propuso el llamado CODIS, Combined DNA Index System, como la piedra angular del reconocimiento
e identificacién humana a partir del ADN gendmico en los procesos forenses, que estuvo basada en

el analisis para cada persona de 13 STRs y un marcador de sexo (Katsanis & Wagner, 2013).

La identificacién humana basada en el ADN gendmico, utiliza los STRs previstos en el CODIS, que se
hallan dispersos en casi todos los cromosomas (Agrawal & Khan, 2005); estos son heredados de
forma mendeliana de padres a hijos con muy pocas variaciones (mutaciones “de novo”), Tabla 4.2.
Los genotipos de cada individuo y los alelos segregados permiten realizar el analisis y seguimiento

de un linaje particular (Willems, Gymrek, Highnam, Mittelman, & Erlich, 2014).
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MARCADOR CROMOSOMA LOCALIZACION TASA DE MUTACION
TPOX 2 2p25.3 1.65x103/1.05x10*
D351358 3 3p21.31 1.68x103/2.55x10*
FGA 4 4q28 3.71x103/4.94x10*
D55818 5 5g23.2 1.66x103/2.69x10*
CSF1PO 5 5g33.1 1.98x103/3.19x10*
D75820 7 7q921.11 1.37x103/7.23x10*
D8S1179 8 8q24.13 2.06x103/3.33x10*
THO1 11 11p15.5 5.20x103/6.03x10*
VWA 12 12p13.31 3.25x103/4.68x10*
D135317 13 13g31.1 1.74x103/4.03x10*
D165539 16 16q24.1 1.03x103/5.25x10*
D18S51 18 18¢21.33 2.23x103/7.93x10*
D21511 21 21921.1 1.75x103/1.18x10°3

Tabla 4.2 Marcadores previstos por el CODIS para identificacion humana modificado de (Ge,

Eisenberg, & Budowle, 2012).

En la actualidad se ha aumentado el nimero de STRs y se han propuesto STRs de uso especifico en
algunas poblaciones, como el lamado Estandar Europeo, ademas de los recomendados en el CODIS,
alcanzdndose un analisis de 20 STRs, esto con el fin de aumentar el poder de exclusiéon y
discriminacién de la prueba (que es muy elevado), y reducir el riesgo de falsos positivos. Una red
global de laboratorios bajo el auspicio del FBI, han estado validando un nuevo conjunto de STRs
(D1S1656,D25441,D251338, D10S1248, D12S391, D19S433 y D2251045), que serdn incluidos en los
nuevos estuches de identificacion luego de terminar su fase de implementacién en el afio 2017

(Hares, 2015).
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Imagen 4.1. Ubicacién de los loci analizados en el CODIS (en rojo los previstos clasicamente; en azul
los nuevos marcadores), mas los marcadores AMELX y AMELY. Modificado de (Abrahams &

Benjeddou, 2011), cortesia de los doctores Lopez y Serrano.
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Las pruebas de identificacidn utilizan estuches comerciales para su realizacién, en cada uno de ellos
se puede encontrar diferentes marcadores STR; el nimero de ellos puede alcanzar hasta 24 STRs
autosémicos. Los diferentes estuches comerciales tienen en comun que todos ellos realizan el
analisis de los marcadores dispuestos en el CODIS y adicionalmente a estos, cada estuche ofrece

diferentes opciones que aumentan el nimero de STR.

MARCADOR LOCALIZACION PODER DE EXCLUSION EN HISPANOS
TPOX 2p25.3 0.392
D351358 3p21.31 0.495
FGA 4928 0.739
D55818 5q23.2 0.525
CSF1PO 5g33.1 0.450
D75820 7q921.11 0.574
D851179 8g24.13 0.599
THO1 11p15.5 0.618
VWA 12p13.31 0.555
D13s317 13g31.1 0.638
D16S539 16g24.1 0.567
D18S51 18g21.33 0.767
D21S11 21921.1 0.586
D1S1656 1g42 0.733
D251338 2935 0.671
D25441 2pl4 0.505
D10S1248 10926.3 0.464
D12S391 12p12 0.658
D195433 19q12 0.643
D2251045 22q12.3 0.397
SE33 6qla 0.878
D651043 6ql6.1 0.7475
PENTAD 21g22.3 0.6782
PENTAE 15¢26.2 0.8184

Tabla 4.3 Marcadores STR disponibles en los diferentes estuches comerciales de identificacion

humana. Modificado (Ranajit Chakraborty & Stivers, 1996; Hadi, Abdullah, Jaber, & Yoke, 2014)
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4.7 Determinacion del sexo

Un factor importante en la identificacién humana es la determinaciéon del sexo o género del
individuo en estudio, la cual permite complementar la informacidon obtenida mediante los STRs
autosdmicos (Diegoli, 2015), es por ello que un grupo de marcadores STR localizados en los
cromosomas X y Y se incluyen en algunos estuches comerciales para mejorar la capacidad de

identificacion (Castafieda Fernandez, 2013).

4.7.1 Cromosoma X

El uso inicial de los STRs en los cromosomas sexuales incluyd la identificaciéon indirecta de un
marcador del tipo STR ligado a una mutacidn (identificacion de portadoras) en enfermedades ligadas
a X, como son los casos de Distrofia Muscular de Duchenne, Hemofilia y Deficiencia de G6PD (Szibor,
2007), entre otras enfermedades comunes; luego, ésta observacién se ha usado para establecer
también una relacidn de parentesco entre los padres y su progenie (N. Pinto, Gusmao, & Amorim,

2011).

La identificacion de los STRs en el cromosoma X fue iniciada en la década de 1990, (Mahtani &
Willard, 1993); y se identificaron una amplia variedad de marcadores STRs para el cromosoma X. En
genética forense se utilizan actualmente alrededor de 39 marcadores (Machado Filipe Brum, 2009),
siendo 6ptima para la identificacién de mujeres, para quienes el poder de discriminacion fue similar
al logrado con los STR autosdmicos; pero en los casos de identificacion de hombres, este poder de
discriminacién se reduce considerablemente (Desmarais, Zhong, Chakraborty, Perreault, & Busque,
1998). A continuacion se muestran algunos de los marcadores STRs identificados en el cromosoma

X, indicandose para cada uno el poder de exclusion.
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Marcador Localizacion citogenetica Poder de exclusion

DXS8378 Xp22.31 0.3998
DXS9902 Xp22.2 0.3811
DXS7132 Centromero 0.5140
DXS10079 Xq12 0.6469
DXS10074 Xq12 0.6845
DXS10075 Xql2 0.3815
DXS9898 Xqg21.31 0.5148
DXS6801 Xqg21.32 0.3017
DXS6809 Xqg21.33 0.5894
DXS6789 Xqg21.33 0.4211
DXS6799 Xq21.33 0.3405
DXS7133 Xqg22.3 0.3566
GATA172D05 Xq23 0.5642

Tabla 4.4 marcadores STR para el cromosoma X. Modificado de (Castafieda Fernandez, 2013; Siza

Fuentes, L., Sanchez, D. Gomez, Y. Restrepo, C. M. Gutierrez, A. Fonseca, 2010).

4.7.2 CromosmaY

Al mismo tiempo que se descubrian marcadores STRs para el cromosoma X, se identificaron otros
STRs para el cromosomaY, tales como DYS19 y otros (Roewer & Epplen, 1992). Se han documentado
unos 200 STRs en the Human Genome Database (J M Butler, 2003). El conjunto de marcadores del
cromosoma Y permitié construir lo que se llama el “HAPLOTIPO MINIMO” que permite identificar
y/o establecer el linage en individuos de sexo masculino (Kayser et al., 1997), los cuales se
encuentran incluidos en algunos de los kits comerciales de indentificacion disponibles a la fecha

tabla 4.5.
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Marcador Tamaiio pb Diverisdad de gen afro- Diversidad de gen Diversidad de gen

americanos caucasicos hispanos

DYS458 303 0.755 0.808 0.77
DYS19 194 0.748 0.541 0.645
DYS385a/b 271 0.951 0.855 0.931
DYS391 274 0.423 0.54 0.53
DYS393 119-139 0.0.619 0.412 0.507
DYS439 297 0.629 0.663 0.665
(Y-GATA-A4)

DYS635 374 0.701 0.682 0.71
(Y-GATA-C4)

DYS392 248 0.419 0.615 0.671
Y GATA H4 581 0.599 0.604 0.575
DYS437 117-125 0.495 0.624 0.583
DYS438 0.528 0.622 0.712
DYS448 509 0.685 0.651 0.726

Tabla 4.5 Marcadores disponibles en estuches comerciales para el analisis del cromosoma Y.

Tomado de (Applied Biosystems, 2012; Mulero et al., 2006).

4.7.3 AMEL X, AMELY

De la misma manera que los STR en los cromosmas Xy Y permiten la identificacién del genero, otros
marcadores tomaron fuerza para cumplir con este propdsito, éste es el caso de la amelogenina. La
amelogenina es una proteina que hace parte del esmalte dental y cuyo gen se encuentra localizado
en los cromosomas sexuales, en el cromosoma X AMELX se halla en Xp22.2, y codifica un fragmento
de 2.872 pb; en el cromosoma Y el gen AMELY se localiza en Yp11.2 y presenta un fragmento mayor
de 3.272 pb (Sasaki & Shimokawa, 1995). El andlisis de forma simultanea de estos dos genes permite

una identificacidn precisa del sexo del individuo salvo excepciones como mutaciones o mujeres
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embarazadas, este ultimo caso debido a la presencia de sangre fetal (Frances, Castelld, & Verdd,

2008).

4.8 ADN mitocondrial (mitADN)

Dada la segregacion a través de linajes maternos, se encontré que el ADN mitocondrial puede
también ser utilizado como marcador de identificacion (J M Butler & Levin, 1998), debido al
mecanismo de herencia de este material genético, el cual es heredado directamente por linea
materna; es decir todos los individuos de un mismo linaje materno, poseeran el mismo material

genético mitocondrial.

El ADN mitocondrial estd contenido en un cromosoma circular que tiene un ciclo de replicacion
independiente con respecto al ADN gendmico; es altamente variable y presenta generalmente
homoplasmia. La relevancia del mitADN en identificacion humana radica en el origen netamente
materno, es decir que su genoma no es el resultado de una combinacidon del material genético de

ambos padres, como ocurre con el ADN gendmico (Barreto, Vago, Ginther, Simpson, & Pena, 1996).

El mitADN consta de una secuencia de 16.569 bp, con dos regiones variables localizadas dentro de
la regiéon llamada D-loop, que son HV1 y HV2, con un tamafio aproximado de 1.122 bp, que se usa
para el propésito de identificacion (J M Butler & Levin, 1998). El perfil individual de mitADN esta
organizado a partir de haplotipos. Los haplotipos se heredan de forma conjunta y, un conjunto de
haplotipos, conforman un haplogrupo, el cual es asignado a partir de SNPs o variantes de secuencia

encontradas en la regién (Brandstatter, Parsons, & Parson, 2003).

El proceso para realizar el analisis de las muestras de material genético, inicia con la extraccion,

cuantificacién del ADN, amplificacion a través de la reaccidén en cadena de la polimerasa PCR, y
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finaliza con la deteccidn de los marcadores en estudio, este proceso tiene una duracion entre 2.5 a
8 horas (A. Foster & Laurin, 2012), en la actualidad existen varios estuches comerciales que permiten
realizar su identificacidn, entre ellos se pueden mencionar IdentiFiler, PowerPlex, GlobalFiler y

GlobalFiler Express (Collins et al., 2004).

4.9 Polimorfismos de nucledtido Unico —Single Nucleotide Polymorphism (SNP)-

Los SNPs, han comenzado a tener una participacion como marcadores para la identificacion
humana, debido a su baja tasa de mutacidn que se encuentra en el orden de 1.2 x 10 ® y a la longitud
de sus amplicones, que generalmente no supera las 100 bp, que lo hace un método adecuado para
el andlisis de muestra de ADN degradado (J. J. Kim, Han, Lee, Yoo, & Lee, 2010), sin embargo su
poder de discriminacién es bajo, debido a su naturaleza bialélica, que obliga a la utilizacidon de un

gran numero de loci (Hiroaki et al., 2015).

4.10 Pruebas de filiacidon

En Colombia una de las principales aplicaciones de las pruebas de identificacidn, es establecer o
impugnar una relacion filial entre padre-hijo, madre-hijo o padre-madre-hijo, esta indicacion se
encuentran reglamentadas bajo la ley 75 de 1968, la ley 721 de 2001 en el caso del establecimiento
de la relacion filial y la ley 1060 de 2006 para el caso de la impugnacion. La ley 721 de 2001 indica
que para establecer una relaciéon de paternidad o maternidad, se debe practicar exdmenes
cientificos que permitan alcanzar un indice de probabilidad superior al 99.9%; de la misma forma
menciona que la técnica de anadlisis de ADN a través de marcadores genéticos es la indicada para

alcanzar el porcentaje de certeza requerido (Republica de Colombia, 2001).
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Otro aspecto tratado en la ley 721 de 2001, es el establecimiento de filiacion cuando alguno de los
implicados estan ausentes, ya sea por fallecimiento, o desaparicién, en este caso para lograr

establecer una probabilidad de parentesco, la prueba debe alcanzar un valor minimo del 99.99%.

Se han establecido parametros para el desempenfio de los laboratorios que practican dichas pruebas
(Giraldo, 2006), a partir de la creacidn de la Comision de Acreditacion y Vigilancia con el propdsito
de garantizar la eficiencia , veracidad y transparencia de las pruebas con marcadores genéticos de
ADN, esta comisidn se encuentra reglamentada a través del decreto 1562 del 24 de julio de 2002;
finalmente todos los laboratorios que prestan sus servicios para la realizacién de pruebas genéticas
deben estar certificados y acreditados de acuerdo a los pardmetros establecidos en el decreto

2112de 2003.

La verificacion de una relacidn filial estd enmarcada de acuerdo con la facilidad desde el punto de
vista técnico o de cdlculos probabilisticos para establecer el parentesco entre los individuos en
estudio; por ello se han clasificado como casos simples y casos complejos. Los casos simples son
aquellos en los cuales se busca establecer un parentesco entre un supuesto padre, un hijo y una
madre, estos son denominados trios. Por otro lado se encuentran los casos complejos, los cuales
buscan establecer la relacion filiar pero en esta oportunidad hay ausencia de alguno de los padres,
por lo que sera necesario establecer la relacidn con esta linea parental de forma indirecta, es decir
con la participacién de otros familiares como por ejemplo abuelos, medios hermanos o tios (Ortega

Torres, 2015).

El proceso para la realizacién de una prueba de filiacion comienza con la identificacidon de los
participantes, diligenciamiento de un formato donde se consignan datos personales, dentro de los
cuales tiene como relevancia antecedentes de transfusiones o trasplantes de medula dsea, debido

a que estos procedimientos alteran el perfil genético del receptor ocasionando falsos positivos
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negativos; finalmente la firma del consentimiento informado y la obtencién de muestras para la
extraccion del ADN, que pueden ser de sangre venosa, la mds utilizada para estos estudios; otras
fuentes pueden ser liquidos amniético, células de la mucosa oral obtenidas por medio de hisopos,

cabello, tejidos o restos dseos.

Luego de obtener las muestras, estas son rotuladas con cddigos, para anonimizarlas y se inicia una
cadena de custodia, con el fin de evitar cambios, interferencias o alteraciones durante el proceso;
posteriormente se realiza la extraccion de ADN por medio de diferentes métodos, los cuales son
aplicados acorde al tipo de muestra, en el caso de sangre venosa, se utiliza el método de salting out;
para muestras de cabello se utiliza el método de hidréxido de sodio y para muestras de hueso se
usa el método de fenol-cloroformo. Seguido de este proceso, se amplifica un numero de
marcadores genéticos localizados en el ADN a partir de la muestra inicial de ADN, lo cual se hace a
través de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa o PCR (siglas en ingles de Polymerase Chain

Reaction), este método permite obtener miles de copias del ADN de interés.

Seguido, el ADN amplificado es llevado a un sistema automatizado de electroforesis, el cual permite
la separaciéon de los distintos marcadores genéticos para su correcta individualizacion, la cual es
realizada a través de un sistema dptico acoplado a un software. Este permite identificar cada uno
de los fragmentos presentes para cada marcador genético o STR; de esta forma se estructura un
perfil genético de cada uno de los participantes del estudio de filiacidon y se emite un resultado

grafico que permite hacer la comparacion entre los perfiles genéticos.

A continuacion se muestran imagenes de las graficas resultantes del andlisis electroforético en unas
pruebas de filiacién, indicando cada uno de los marcadores STR evaluados y sus resultados para el
binomio hijo(a) - supuesto padre, es de anotar que el andlisis electroforético se hace de forma

independiente para cada uno de los participantes y las imagenes no son anexadas en el reporte
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Imagen 4.2. Prueba de filiacion binomio hija — supuesto padre; se evalian 15 marcadores STR y un

marcador AMEL adicional para determinar el sexo; el resultado de la prueba muestra concordancia

en los 15 marcadores STR y presencia del marcador AMELX, indicando sexo femenino, de esta forma
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se puede determinar la NO EXCLUSION de la paternidad. Cortesia de la doctora Luz Miryam Siza,

Genética Molecular de Colombia, Bogotd, Colombia.
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There are no controls in this selection
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Imagen 4.3. Prueba de filiacidn binomio hija — supuesto padre; se evaldan 15 marcadores STR y un
marcador AMEL adicional para determinar el sexo; el resultado de la prueba muestra no

concordancia en 7 de los 15 marcadores STRs (recuadros rojos); la presencia del marcador AMELX,
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indica sexo femenino. Con este resultado se puede determinar la EXCLUSION de la paternidad.

Cortesia de la doctora Luz Miryam Siza, Genética Molecular de Colombia, Bogotd, Colombia.

Con el perfil genético se puede realizar una primera aproximacion para establecer una relacién filial,
a partir del numero de coincidencias entre los marcadores genéticos presentes en el hijo y los
marcadores del padre en el caso de una prueba de paternidad, esto partiendo del nimero de STRs
disponibles en el estuche de andlisis de marcadores genéticos; cuando todos los marcadores
genéticos analizados en el hijo coinciden con el supuesto padre, acorde a lo descrito en la primera
regla de Landsteiner (Navalpotro Molina, 2014) y se indica NO EXCLUSION de la paternidad; por otro
lado cuando se observa no concordancia de 3 marcadores entre el hijo y el padre, se indica
EXCLUSION de la paternidad, en el caso que el nimero de marcadores no concordantes entre
supuesto padre e hijo sea de uno o dos, serd calculada la probabilidad de paternidad, sin tener en
cuenta estos marcadores (Ranajit Chakraborty & Stivers, 1996); o se realizara el calculo estadistico

de mutacién para el marcador donde se evidencia la exclusion.

4.10.1 Calculos matematicos en pruebas de filiacion

Con los resultados de los perfiles genéticos, se procede a realizar un analisis matematico, con el
propdsito de dar solidez estadistica a los resultados, esto se cumple con el célculo de la probabilidad
de paternidad (W) y el indice de paternidad (IP). La probabilidad de paternidad (W) indica cual es la
posibilidad que un hombre determinado pueda ser el padre bioldgico de un hijo, mientras que el
indice de paternidad (IP) refleja cuantas veces el supuesto padre es identificado como padre

bioldgico cuando le compara con un hombre de la poblacidn elegido al azar (Restrepo, 2006).
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El indice de paternidad (IP) se determina a través de la formula X/Y, donde X representa la
probabilidad que el padre herede uno de sus alelos al hijo y Y representa la probabilidad que el alelo
gue aporta el supuesto padre, pertenezca a otro hombre de la poblacion. El valor de X es el resultado
de multiplicar la probabilidad de heredar uno de los alelos del supuesto padre (AC) por la
probabilidad de heredar un alelo la madre; para determinar la probabilidad de heredar un alelo se
tiene en cuenta si el alelo es homocigoto o heterocigoto. La probabilidad es de 1 cuando el supuesto
padre o madre son homocigoto por ejemplo tiene dos alelos A (AA), cuando es heterocigoto la
probabilidad es de 0.5, debido a que el supuesto padre posee dos alelos distintos y puede heredar
uno solo de ellos por ejemplo (AB), cuando los alelos que posee el supuesto padre no han sido

identificados en el hijo, se toma como 0 (cero) esta probabilidad.

Figura 4.3. Férmula para determinar el indice de paternidad (IP)

X=AxB

A = (probabilidad de heredar el alelo materno)
B = (probabilidad de heredar el alelo del supuesto padre)

Como ejemplo se puede tomar el andlisis del marcador D851179, en un caso compuesto por madre,

hijo y un supuesto padre, el cual puede ser denominado trio, a continuacién se listan los resultados

Fuente de la muestra alelos
Madre 8/11
Hijo 8/13
Supuesto padre 10/13

Tabla 4.6 Ejemplo de segregacidon de alelos.
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Como se puede observar el hijo y el supuesto padre comparten el alelo 13, si se tiene en cuenta que
el supuesto padre es heterocigoto para sus alelos, la probabilidad que tiene de heredar o uno o el
otro es del 0.5; de la misma forma la madre al ser heterocigota tiene una probabilidad de heredar
uno de sus alelos igual a 0.5, de esta forma se puede establecer el valor de X al multiplicar estas dos

probabilidades

X=0.5x0.5=0.25

Para establecer el valor de Y, se multiplica la frecuencia poblacional de cada uno de los alelos
identificados por los STR que comparte con el supuesto padre, por la probabilidad de heredar un
alelo materno. Para conocer las frecuencias alélicas se debe recurrir a registros o tablas
poblacionales, en Colombia las frecuencias de estos marcadores se toman de acuerdo con la regién
de nacimiento del hijo, Colombia se encuentra dividido en 4 regiones a saber: region caribe, regién

choco, region andina y region andina suroccidental (Paredes et al., 2003).

Figura 4.4. Férmula para determinar el valor de ¥

Y=CxD

C = (frecuencia poblacional del alelo que comparte con el supuesto padre)
D = (la probabilidad de heredar un alelo de la madre)

Retomando el ejemplo, la frecuencia poblacional del alelo 13 en la region caribe donde nacié el hijo

es de 0.333 y la probabilidad de heredar un alelo materno es de 0.5, se obtiene el valor deY.

Y =0.333x0.5=0.1665
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Con los resultados obtenidos del valor de X y el valor de Y, se puede establecer el indice de

paternidad (IP) para este marcador en especifico.

IP =0.25/0.1665 = 1.5015

Este resultado permite establecer que el supuesto padre es 1,5015 veces el padre bioldgico, cuando

se compara con otro hombre escogido al azar y que posea el alelo 13.

El indice de paternidad es establecido en cada uno de los marcadores genéticos, para establecer un
indice de paternidad total o global que es el valor final que va a establecer el nimero de veces que
el supuesto padre puede ser identificado como padre biolégico con respecto a un hombre de la
poblacién elegido al azar, se debe multiplicar cada uno de los IP cada STR que hacen parte del

estuche de andlisis genético.

Por ejemplo, se analizan nueve marcadores genéticos se obtiene su IP individual los cuales con
1.7738, 2.3498, 2.0722, 4.0865, 3.0603, 3.0323, 2.0215, 1.0724, 2.1217; estos IP se multiplican
entre ellos 1.7738 X 2.3498 X 2.0722 X 4.0865 X 3.0603 X 3.0323 X 2.0215 X 1.0724 X 2.1217

= 1506.500978949557 y este valor es el nimero de veces que el supuesto padre es el padre
biolégico.

Para establecer la probabilidad de paternidad (W), se divide el indice de paternidad total (IPT) sobre

el indice de paternidad (IP) total + 1 y ese resultado se multiplica por 100.

Figura 4.5. Férmula para establecer la probabilidad de paternidad (W).

W = {IPT/(IPT + 1)} x 100

Continuando con el ejemplo anterior el indice de paternidad total es de 1506.500978949557, el

calculo es el siguiente W = 1506.500978949557 + 1507.500978949557 = 0.999336650; este
137



resultado lo multiplicamos x 100; 0.999336650 X 100 = 99.93%, de esta forma se establece que la

probabilidad que el supuesto padre sea el padre bioldgico es cercano a 100 %.

JRESULTADO
Marcador Pene” | tua | FrecuenciasHijo | Resutado | X | ¥ P
CSF1PO 10 1 " 02870 02970  NO EXCLUSION 0.15] 0.0882 16835
D135317 8 2 | 12 12 02450 02950 INO EXCLUSION 0151 0.0en0 1.684%2)
01655339 12 13 |1 19 02650 0.1190  |NO EXCLUSION 0.13] 0.0633 2.10054
D18S51 17 20 | 7 7| 014% 0.14%0  |NO EXCLUSION 007] 00222 335571
D195433 12 132 | 12 14 | 00621 03172 INO EXCLUSION 0.16] 00384 402578
D251338 18 20 (19 2| 020 01379 INO EXCLUSION 0.18] 0.0528 291132
D21511 X 0 |30 3| 020 02930  |NO EXCLUSION 0.28] 0.0858 341297
0351358 16 17 |17 17| 0130 0.1380 _INO EXCLUSION 0071 00193 359712
DSS818 10 4 | 0 2] 007 02560 |NO EXCLUSION 0.13] 0.0374 342
D75820 10 11 0 12 2810 01740  NO EXCLUSION 005 00978 0.85958
D8S1179 13 183113 03330 02510 INO EXCLUSION 025] 01872 1.5015
FGA 2 25 [ 19 25 | 00680 01450  [NO EXCLUSION 003] 00197 167788
THO1 8 7 7 53] 0450 01790 INO EXCLUSION 009 00881 101628
TPOX 8 10 8 n 05050 02630 |NO EXCLUSION 0.13] 02856 049505
VWA 18 19 [ 16 18 03580 0.1650  |NO EXCLUSION 0.18] 01161 151515
P Padre , A Madre , P2: Exchusién de 2° Orden patemna, M2 Exclusion de 2* Orden matema
4 NTERPRETACION Y CONCLUSION
Indice de Patemidad (Relaciin de Patemidad contra cualquier PP de & potiacio 16.936:1
A. Probabiidad de Patemidad 99,994095638364%1%
JRESULTADO
Marcador P oan” | Hua | FrecuenciasHijo | Resutado | X | ¥ IP
CSFIPQ i 12 ] 12 12 | 03680 03650  [HOEXCLUSION 018 0% 137363
Masng 9 12 | 12 12| 02950 0.2850  [HOEXCLUSION 015  0Em 165402
D1BS53 3 12 13 01590 0its0  |-P 000 0oaTE FALSD
D855 13 % | 12 17 | 01260 0143 [P 000  0aTs FALSD
DHG5433 it} 4 | 11 13 | 00052 01603 [P 00d| oo FALSO
D251338 7 n|xn 01378 00741  [NOEXCLUSION 008 00004 181291
DN ¥ W | X¥ ¥ | 0xm 00ETD  [HO EXCLUSION [ 1.20773
0351358 15 17 | 4 17 | 01010 01350  [HOEXCLUSION 005 0z 1.79856
D581 n 13 1 & 11| 00080 04180  [HOEXCLUSION 000]  0u0sT 0,586809
07580 9 13 | W 12| 02810 01740 [P 000 0T FALSQ
DEs1173 13 14 12 1 01220 02510 [HOEXCLUSION 006 00812 099602
Fiza N B |7 N W D16 |-P 000 056 FALSO
THIN 6 g T 5 | 02460 o |-p 000  0dTe FALSO
TROX B " g " 0,5050 02630 [ROEXCLUSION 0,38 0285 144562
B. vilA hL] 17 1% 18 | 008 0160 [P 000] 002 FALSD

Imagen 4.4. Resultados del cdlculo matemadtico realizado para los marcadores mostrados con
anterioridad en A. El resultado NO EXCLUYE LA PATERNIDAD, con una probabilidad de paternidad
de 99.99% y un indice de paternidad de 16.936:1; B. El resultado EXCLUYE LA PATERNIDAD, en 7 de
15 STR analizados. Cortesia de la doctora Luz Miryam Siza, Genética Molecular de Colombia, Bogota,

Colombia.

Ya con estos dos resultados, se emite un informe, indicando si se excluye o no se excluye como
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padre bioldgico al supuesto padre. Vale la pena recordar que es un resultado NO EXCLUYENTE de
paternidad cuando la prueba tiene un indice de paternidad >1000 y una probabilidad de paternidad
mayor de >99.9%, de acuerdo con lo estipulado por las leyes de la republica, y teniendo en cuenta
los predicados verbales de Hummel (Restrepo-Fernandez, 2007), que expresan el grado de certeza
racional en una prueba positiva; cualquier valor de la probabilidad de paternidad que sea superior
a 99.73%, puede ser considerada como un paternidad practicamente probada. Ante un resultado
de no concordancia de por lo menos 3 marcadores STRs la prueba es interpretada como

EXCLUYENTE de paternidad.

4.10.2 Informe del resultado de la prueba de filiacion

El informe debe contener entre otros, los datos de identificacién de los participantes en las pruebas
de filiacién, la lista de los marcadores STRs analizados, los alelos obtenidos en cada uno de los
participantes, el valor de IP de cada uno de los STRs, el indice de paternidad total y la probabilidad
de paternidad; adicionalmente a esta informacion, se debe citar una interpretacién de los resultados

donde se indique claramente si se excluye o no a un padre como padre biolégico.

Finalmente se debe indicar los valores de referencia para el indice de probabilidad el cual debe ser

> 1.000 y para la probabilidad de paternidad que debe ser > 99.9% y que sirvieron para establecer
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la conclusidn, al término del informe se debe relacionar los profesionales encargados de realizar la

prueba y sus respectivas firmas avalando el informe.

Identificacidon del laboratorio

Tipo de prueba que se realiza

Registro de ingreso de la muestra y registro del egreso de los resultados

Identificacidn de los participantes en la prueba

Nombres y numero de documento de identificacion

Descripcion del metodo utilizado para la realizacion de la prueba

RESULTADO
Marcador | Presunto Madre Hijo Frecuencias Resultado X Y IP
padre (poblacionales)
del hijo
Nombre Alelos Alelos Alelos Exclusién o no
del exclusidén
marcador

Interpretacion y conclusién

indice de paternidad

Probabilidad de paternidad

El sefior xxxxxxxx se EXCLUYE o NO SE EXCLUYE como padre biolégico del menor xxxxxxxxx

Parametros de Referencia

indice de paternidad > 1000
Probabilidad de paternidad >99.9%
Frecuencias alélicas Regién de nacimiento del menor

Firmas de profesionales encargados de la realizacion de la prueba y su validacion

Figura 4.6 Esquema del informe con los resultados de la prueba de filiacion.
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4.10.3 Casos complejos en filiacién

El segundo grupo de casos para establecer filiacién son los casos complejos, en ellos se busca
establecer una relacién de parentesco cuando uno de los padres ha fallecido o desaparecido; como
se habia mencionado con anterioridad, los requisitos técnicos son mayores, debido a la necesidad
de utilizar un nimero mayor de marcadores genéticos, ademas de esto es indispensable incluir
dentro del grupo de analisis a otros familiares idealmente de primer grado de la persona ausente,
estos pueden ser los padres, hermanos o hijos previamente reconocidos, para establecer un criterio
de exclusién o no exclusidn el indice de paternidad debe ser de >99.99% (Republica de Colombia,

2001), siendo este mas estricto que para los casossimples.

4.11 Conclusion

En resumen se puede observar el largo recorrido que han transitado los diferentes métodos para la
identificacion humana, que se inicid con la caracterizacién de los sistemas de grupos sanguinos y el
sistema Rh, los cuales tenian una capacidad de identificacién muy baja; con la modernizacién de
diferentes técnicas y la utilizacién de otros marcadores biolégicos, como las proteinas séricas, los
polimorfismos cromosdémicos y el antigeno leucocitario humano, esta capacidad de identificacién
fue aumentando progresivamente; luego del advenimiento de las técnicas moleculares que
permiten el estudio del ADN. Con ello técnicas como fingerprinting y finalmente el analisis de los
marcadores STR, permitieron alcanzar niveles de identificacion cercanos al 100%, siendo estos
ultimos los que en la actualidad se usan no solo con propdsito de identificacidn, sino también para

el establecimiento de relacionesfiliales.
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5. PRUEBAS DE CRIBADO

5.1 Generalidades

La expresidn cribado es definido como “la presunta identificacion de una enfermedad o defecto no
reconocido a través de la aplicacién de pruebas, exdmenes o procedimientos rdpidos” (Wilson &
Jungner, 1968a). Un método de cribado busca la deteccion temprana de aquellas personas que, sin
tener conocimiento que pueden ser afectados por una patologia, sean identificados y sean
susceptibles de intervencidn. Las pruebas de cribado por lo general no son métodos de diagndstico;
por esa razén, aquellas personas que resultan positivas en la prueba cribado, se les debe aplicar la

prueba diagndstica especifica para su condicién (Morabia & Zhang, 2004).

El cribado es clasificado en:

TIPO DE CRIBADO CARACTERISTICAS

Cribado de masas (poblacional) Método aplicado a todo un grupo poblacional

Cribado selectivo Método aplicado a grupos de alto riesgo

Cribado multiple o multifasico Aplicacion de dos o mas métodos de cribado a una gran
poblacién.

Vigilancia Observacién o seguimiento cercano y continuo

Hallazgo de caso Deteccidn de pacientes e inicio de tratamiento

Encuestas epidemioldgicas Elucidar la prevalencia, incidencia e historia natural de la(s)

variable(s) en estudio

Tabla 5.1. Tipos y caracteristicas del cribado, adaptado de (Wilson & Jungner, 1968b).
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Las pruebas candidatas a ser establecidas como pruebas de cribado deben cumplir una serie de

criterios que se muestran en la Tabla 5.2 (Wilson & Jungner, 1968a):

Criterio Descripcion
Analice una patologia con impacto como Enfermedad con alta prevalencia dentro de la
problema de salud sociedad o que modifique considerablemente la

salud del afectado

Seleccidn de la prueba de cribado La prueba seleccionada debe tener validez y ser

reproducible

Presencia de un método de diagndstico La patologia debe contar con un método
confirmatorio confirmatorio preciso y sensible para identificar de

forma definitiva la condicion.

Sintomatologia precoz o estado de latencia Idealmente, la historia natural de la enfermedad
reconocible debe permitir reconocer etapas tempranas de la
misma, o estados de poca evolucion, que permitan

aplicar la prueba de cribado

Aceptacion del método La prueba de cribado debe ser aceptada por la
comunidad. Los riesgos deberan ser minimos y la
forma de aplicacién no genera incomodidad o

rechazo.

Tratamiento disponible para la condicion La condicidn evaluada debe idealmente tener

tratamiento.

Consideraciones econdmicas El método debe ser econdmico para poder ser usado

en un conjunto de personas.

Tabla 5.2. Criterios para las pruebas de cribado, modificado de (Galvan B., 2009)

Para utilizar una prueba de cualquier tipo, incluyendo una prueba genética como un método de
cribado, debe cumplir con parametros de validez que se basan en determinar la sensibilidad, la

especificidad, el valor predictivo positivo y negativo de la prueba.

La sensibilidad es entendida como la proporcion de casos positivos que son identificados por una
prueba; de la misma forma, la especificidad es la proporcidn de resultados negativos identificados

cuando la enfermedad esta ausente (Altman & Bland, 1994). Los valores predictivos positivo y
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negativo describen la probabilidad que tiene un paciente de tener la enfermedad una vez los valores
de la prueba son conocidos; de esta forma, el valor predictivo positivo de una prueba es definido
como la probabilidad de presentar la enfermedad cuando el resultado de la prueba es positivo, y el
valor predictivo negativo hace referencia a la probabilidad que no se tenga la enfermedad cuando

el resultado de prueba sea negativo, es decir cuando realmente no estan enfermas (Akobeng, 2007).

POBLACION CON LA POBLACION SIN LA
ENFERMEDAD ENFERMEDAD
RESULTADO DE LA PRUEBA Verdadero positivo (VP) Falso positivo (FP)
POSITIVO (+)
RESULTADO DE LA PRUEBA Falso negativo (FN) Verdadero negativo (VN)
NEGATIVO (-)

Tabla 5.3. Valores predictivos, modificada de (Galvan B., 2009)

Sensibilidad = VP/VP + FN

Especificidad = VN/VN + FP

5.2 Aplicacidn de las pruebas de cribado

Los primeros registros sobre la aplicacion de pruebas de cribado datan desde los comienzos del siglo
XX. En el afio 1900 se tomaron niveles de glucosa en orina en 71 mil personas para determinar la
prevalencia de glucosuria en hombres. En la década de 1940 se realizd un estudio a gran escala en
la ciudad de Oxford (Massachusetts), para determinar la prevalencia de diabetes en una comunidad
tipica, a través de la medicién de glucosa en orina; cuando la prueba de glucosuria resultaba positiva,

se solicitaba una prueba confirmatoria en sangre de la persona para establecer el diagndstico de
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Diabetes Mellitus (Morabia & Zhang, 2004). En este estudio se encontrd una prevalencia de diabetes

cercana al 2% de la poblacidn y los hallazgos permitieron iniciar en algunos casos el tratamiento.

Otros ejemplos de cribado son los realizados en enfermedades como el cancer de cérvix, el cancer
de mama en las mujeres a través de la prueba de Papanicolaou y/o el autoexamen de la mama o las
pruebas para desordenes psiquiatricos realizados por el ejército de los Estados Unidos de América,
para determinar el ingreso de personal a sus filas, los cuales se encuentran dentro de los primeros

en ser realizados con caracteristicas de cribado (J. T. Cox, 2009; Russell & Butkus, 2014).

5.3 Tipos de pruebas de cribado

Las pruebas de cribado se pueden realizar a cualquier edad y se pueden denominar como pruebas

de cribado prenatales y posnatales.

Las pruebas de cribado realizadas en el periodo prenatal persiguen evidenciar en el embrién o feto
la presencia de una condicidn anatdmica, genética, funcional o metabdlica, seguidas o no de
intervenciones especificas antes que los sintomas de la enfermedad se manifiesten, configurando

de esta forma una forma de prevencion secundaria.

Las pruebas de cribado posnatal se pueden dividir en dos grupos: en el primer grupo estdn las que
se realizan durante la etapa neonatal para reconocer signos en el recién nacido; son métodos de
prevencion secundaria o, en algunos casos mediante el tratamiento del nacido, se usan como
prevencion terciaria. En el segundo grupo estan aquellas que se realizan en etapas como la nifiez,
la juventud o la adultez y pueden incluir pruebas de portadores, pruebas especificas para grupos

étnicos, entre otras. (Rowley & Saller, 2001).
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5.4 Primeras pruebas de cribado en genética

Una de las primeras condiciones genéticas en ser cribada fue la fenilcetonuria, enfermedad genética
con herencia autosdmica recesiva causada por una mutacion en el gen PAH (Phenylalanine
hydroxylase), que metaboliza la fenilalanina en tirosina. La pérdida de la funcién de la proteina PAH
produce aumento en la concentracidon sanguinea de fenilalanina y varios metabolitos que son
toxicos a nivel cerebral y que ocasionan manifestaciones clinicas como deterioro cognitivo, autismo,

convulsiones y déficit motor (Blau, Spronsen, & Levy, 2010).

La fenilcetonuria fue descrita en la década de 1930s, cuando Folling encontré elevacion de la
fenilalanina y evidencié que al agregar cloruro férrico a la orina de los afectados, ocurria una
reaccidon quimica que la hacia cambiar a un color verde oscuro (Vela-Amieva, 2011). Con una dieta
baja en fenilalanina se observé disminucidn de los niveles de fenilalanina en sangre, lo cual evitaba
los efectos deletéreos, por lo que fue viable la identificacién precoz de los nifos afectados para
mantenerlos libres de los sintomas de la enfermedad. En la década de los afios 1960s, Guthrie
introdujo una prueba de cribado en sangre para fenilcetonuria, convirtiéndose en politica de salud
publica en algunos estados de los Estados Unidos de América desde 1963, al finalizar la década de

1980s, la prueba se practicaba en la totalidad de los estados de esa nacidn (Holtzman, 1999).

En 1963 se comenzd también a realizar la identificacidon de aneuploidias como la trisomia 21 a través
del cariotipo en el liquido amniédtico; siete afos después se establecié como prueba de cribado
prenatal con el fin de identificar la trisomia 21 en mujeres gestantes mayores de 35 afos de edad

(Khalil, 2006).
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5.5 Pruebas de cribado en genética

En la actualidad se existe un amplio espectro de pruebas de cribado para enfermedades genéticas,
gue utilizan métodos bioquimicos, citogenéticos, moleculares, y otros disefiados de acuerdo con la
condicién que desea ser tamizada; asi mismo es posible encontrar paneles que analizan grupos de
genes comunes para un padecimiento en particular o genes asociados a enfermedades con una

prevalencia mayor en grupos étnicos especificos.

A continuacién se describirdn algunas de las pruebas de cribado aplicadas en la identificacion de

patologias de origen genético, agrupadas de acuerdo al sistema afectado.

5.5.1 Cribado de errores innatos del metabolismo

Los errores innatos del metabolismo (EIM), son patologias mayoritariamente de origen genético que
se caracterizan por presentar defectos o alteraciones en las vias metabdlicas, ocasionando en

algunos casos la acumulacion de sustratos y/o el déficit de un producto (Menkes, 2003).

De forma general se puede dividir los errores innatos del metabolismo en:

Aminoacidopatias

Acidemias organicas

Enfermedades de depésito lisosomal

Enfermedades de depédsito de glicogeno (glucogenosis)

Defectos del metabolismo de los esfingolipidos

Mucopolisacaridosis

Enfermedades peroxisomales

Defectos del ciclo de la urea

Tabla 5.4. Errores innatos del metabolismo (EIM). Adaptado de (Barrera Avellaneda, 2009)
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Debido al impacto clinico, social, econédmico y psicoldgico de los EIM, en muchos paises se han
considerado como objetivo basico para la deteccién masiva en recién nacidos. Para ello se dispone

de pruebas cualitativas y cuantitativas.

Las pruebas cualitativas son pruebas bioquimicas (pueden ser pruebas de tubo de ensayo rdpidas y
de facil acceso (Regina et al., 2014)), que se realizan a partir de muestras de orina, por lo que se

consideran apropiadas para tamizar muchas de las enfermedades consideradas EIM. La tabla 5.5

describe pruebas cualitativas de tubo de ensayo utilizadas como cribado en los EIM.

PRUEBA DE Condicion analizada Sustrato analizado Resultado Falsos positivos

TUBO DE positivo

ENSAYO

Nitroso naftol Hipertirosinemia Tirosina, 4 Color rojo Tirosinemia
hidroximetilacetatoy ~ Imagen 5.1 transitoria del recién

4 hidroxifenil lactato

nacido, trastorno de
mal absorcidn,
metabolitos de la
dopamina o la

serotonina

Di-nitro-

fenilhidralazina

Fenilcetonuria,
Tirosinosis,
sindrome
Oasthouse,
Enfermedad de
orina con olor a
jarabe de arce, la
histidinemia vy la

tirosiluria

A-cetoacidos

Precipitados de
color naranja-
amarillo

Imagen 5.2

Algunos antibidticos,
contrastes
radiopacos,
hiperglicemia,
academia
isovalérica,
enfermedades  del
almacenamiento del

glucogeno

Nitroprusiato

Cistinuria

(cisteinuria)

Cisteina -

homocisteina

Rojo purpura

Imagen 5.3

Muestras con

presencia de acidos.
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La deteccidn de
homocisteina

se realiza con la
adicién de
nitrato de plata
produciendo un

color magenta

n-acetilcisteina, 2-
mercaptoetanol
sulfonato, captopril,
metabolitos de la
penicilina y el

acetoacetato

Cloruro férrico  fenilcetonuria Acido fenilpirGvico Coloracién Alcaptonuria,
verde histidinemia y
Imagen 5.4 metabolitos de la
clorpromazina
Prueba de Sindrome de Azucares reductores Coloracion
Benedict Fanconi, Glucosa, galactosa, verde
Fructosemia, xilosa, fructosa, acido esmeralda
galactosemia, oxalico, acido Imagen 5.5
alcaptonuria, homogentisico
hiperoxaluria,
pentosuria
Prueba de fructosuria cetosas Coloracién roja  sacarosas
Seliwanoff —naranja
Imagen 5.6
Berry spot test Mucopolisacaridosis Glicosaminoglicanos Coloracion
purpura

Tabla 5.5. Prueba de tubo para el cribado de algunos errores innatos del metabolismo modificado

de (Chih-Kuang, Shuan-Pei, Shyue-Jlye, & Tuen-Jen, 2002).
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Imagen 5.1. Resultados prueba de tubo de ensayo con nitroso naftol para el cribado de

hipertirosinemia

TEST
NITROSO-NAFTOL

EEES POSITIVO SEmSl NEGATIVO W
|

Archivo: Manual de Procedimientos, Centro de Investigaciones en Bioquimica, Universidad de los
Andes, 2001. Cortesia: Alfredo Uribe Ph.D, Director
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Imagen 5.2. Resultados prueba de tubo de ensayo con di-nitro-fenilhidralazina para el cribado de
fenilcetonuria, Tirosinosis, Sindrome Oasthouse, Enfermedad de orina con olor a jarabe de arce,

histidinemia y tirosiluria

Archivo: Manual de Procedimientos, Centro de Investigaciones en Bioquimica, Universidad de los
Andes, 2001. Cortesia: Alfredo Uribe Ph.D, Director
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Imagen 5.3. Resultado prueba de tubo de ensayo con Nitro prusiato para el cribado de cistinuria

TEST
NITRO PRUSIATO

S POSITIVO B NEGATIVOR

Archivo: Manual de Procedimientos, Centro de Investigaciones en Bioquimica, Universidad de los
Andes, 2001. Cortesia: Alfredo Uribe Ph.D, Director
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Imagen 5.4. Resultado prueba de tubo de ensayo con Cloruro férrico para el cribado de

fenilcetonuria

TEST
CLORURO FERRICO

B POSITIVO S NEGATIVO §

N
-

Archivo: Manual de Procedimientos, Centro de Investigaciones en Bioquimica, Universidad de los
Andes, 2001. Cortesia: Alfredo Uribe Ph.D, Director
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Imagen 5.5. Resultado prueba de tubo de ensayo con reactivo de Benedict para el cribado de

Fructosemia, galactosemia, alcaptonuria, hiperoxaluria, pentosuria, Sindrome de Fanconi.

TEST
AZUCARES REDUCTORES
BENEDICT

B POSITIVO mummmm NEGATIVO .

Archivo: Manual de Procedimientos, Centro de Investigaciones en Bioquimica, Universidad de los
Andes, 2001. Cortesia: Alfredo Uribe Ph.D, Director
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Imagen 5.6. Resultado prueba de tubo de ensayo con el reactivo Seliwanoff para el cribado de

fructosuria

TEST
SELIW ANOFF

B POSITIVO mmmmml NEGATIVO |

Archivo: Manual de Procedimientos, Centro de Investigaciones en Bioquimica, Universidad de los
Andes, 2001. Cortesia: Alfredo Uribe Ph.D, Director
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Adicionalmente, en el caso de las mucopolisacaridosis se encuentra también disponible otra prueba
de cribado en orina a través del azul di-metil metileno, el cual muestra una sensibilidad de 100% y
una especificidad entre el 97 — 99% (Gray, Claridge, Jenkinson, & Green, 2007), con una tasa de
falsos positivos, de alrededor del 2.54% (Aranzadi, Miramar, Cesar, & Escanero, 2006). Es
importante mencionar que para garantizar un adecuado resultado en el cribado, se debe contar con
niveles de creatinuria superiores a 200 mg/L, debido a que valores inferiores a éste aumentan la

frecuencia de falsos negativos (Espaina, Benavidez, & Uribe,2010).

Las pruebas cuantitativas son mas exactas pero se acompanan de mayor costo e implican mas
requerimientos técnicos, por lo cual la aplicacion como método de cribado es limitada. Dentro del
enfoque cuantitativo se dispone de pruebas como la cromatografia liquida de alta resolucién
(Malviya, Bansal, Pal, & Sharma, 2009), la espectrometria de masas en tandem (Clarke, 2002) y la

espectrometria de masas acoplada a cromatografia de gases (Stashenko & Martinez, 2010).

En la actualidad se esta utilizando la espectrometria de masas (MS) como método de cribado para
los errores innatos del metabolismo (Almannai, Marom, & Sutton, 2016), a continuacion se lista un

numero de entidades que se pueden identificar a través de esta metodologia.

Grupo Error del metabolismo

Defectos de los Aminoacidos Argininemia

Acidemia argino-succinica

Defectos de la biosintesis del cofactor biopterina

Citrulinemia

Citrulinemia tipo Il

Homocistinuria cistationina beta-sintasa

Hipermetioninemia

Orina con olor a jarabe de arce

Fenilcetonuria

Tirosinemia tipo | = Il =1lI
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Deficiencia de la oxidacion de los acidos Deficiencia de la acil-carnitina translocasa

grasos Deficiencia de la carnitina palmitoiltransferasa | — II

Deficiencia de la captacidn de carnitina

Deficiencia de la dienoil-CoA reductasa

Academia glutarica tipo Il

Deficiencia de 3 OH-acil-CoA deshidrogenasa de cadena

larga

Deficiencia de la acil- CoA deshidrogenasa de cadena

media

Deficiencia de 3 OH-acil-CoA deshidrogenasa de cadena

media/corta

Deficiencia de la ceto-acil-CoA tiolasa de cadena media

Deficiencia de la acil-CoA de hidrogenasa de cadena corta

Deficiencia de la proteina trifuncional

Deficiencia de la acil-CoA deshidrogenasa de cadena muy

larga

Acidurias organicas Deficiencia de la 2 metilbutiril-CoA deshidrogenasa

Aciduria 2-metil-3-hidroxibutiruca

Aciduria 3-metil-3-hidroxibutiruca

Aciduria 3-metilglucaconica

Academia isovalérica

Academia maldnica

Academia metilmaldnica

Deficiencia de la holocarboxilasa sintetasa

Academia propiodnica

Tabla 5.6. EIM cribados a través de espectrometria de masas

Aungque no todos los tipos de EIM tienen un método de cribado, muchos de los EIM tienen también
pruebas diagndsticas directas, en este capitulo se hara referencia solo a las pruebas de cribado de

EIM.
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5.5.2 Cribado de defectos endocrinolégicos

Algunos de los defectos endocrinolégicos que tienen una causa genética son la hiperplasia adrenal
congénita, el hipotiroidismo congénito, los desérdenes gonadales, las enfermedades hipotalamicas
y pituitarias, los desdrdenes tiroideos y las endocrinopatias multiples (Forlenza et al., 2015); de
todos ellos la hiperplasia adrenal congénita y el hipotiroidismo congénito son de los padecimientos

relativamente comunes que pueden ser sujetos a cribado.

La hiperplasia adrenal congénita (HAC) es un grupo heterogéneo de desdrdenes hereditarios que
afectan la produccidon de las hormonas esteroideas adrenales y exhibe un patrén de herencia
autosomico recesivo; de estos, la deficiencia de 21 hidroxilasa (21-OHD) es el mas comun,
representado entre el 90-95% del total de casos (Al-Agha, Ocheltree, & Al-Tamimi, 2012).
Clinicamente la 21-OHD se divide en tres formas: 1. Forma perdedora de sal, 2. Forma virilizante
simple y 3. Forma no clasica. La forma perdedora de sal es la mas comun y severa y abarca entre el

70-80 % de todos los casos de 21-OHD (Speiser et al., 2010).

El método de cribado para la deficiencia de 21 hidroxilasa, consiste en la determinacién de los
niveles séricos de 17 hidroxi-progesterona (Grosse & Van Vliet, 2007), determinacidn que tiene una
sensibilidad de 98.5% y una especificidad de 99% (M. Pearce et al., 2016); este método de cribado
tiene un valor predictivo positivo de 5.8%, asi como la presencia frecuente de falsos positivos de
2.6%, principalmente en neonatos pre-término por su relacién con la exposicién a corticoides
diferentes ala 17 hidroxiprogesterona. Por otra parte, la proporcion de casos en los cuales el cribado
contribuye al diagndéstico es incierto y no existe consenso sobre el umbral para la 17
hidroxiprogesterona, debido a cambios fisioldgicos de estan relacionados con la edad gestacional

(Coulm et al., 2012).
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Debido a estas dificultades presentadas por el método cldsico, se ha propuesto complementarlo con
la aplicacién de un nuevo método que consiste en el andlisis simultdneo de la 17
hidroxiprogesterona, androstendiona, 21-deoxicortisol, 11-deoxicortisol y cortisol, a través de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tdndem. Dado que implica un
conjunto de pruebas realizada en dos pasos, esta forma de cribado es denominada cribado en dos
niveles (Sarafoglou et al., 2012), esta forma de cribado modifica los resultados de falsos positivos a
un 0.09%; de la misma forma el valor predictivo positivo pasd a elevarse hasta el 9.4%, lo cual
evidencia la utilidad, particularmente en recién nacidos prematuros, sin embargo el requerimiento
de equipos altamente sensibles y personal especializado limitan la utilidad de este método para que

sea aplicado de forma masiva (Tajima & Fukushi, 2016).

El hipotiroidismo congénito es una de las causas mas frecuentes de discapacidad intelectual y
retardo en el desarrollo de origen congénito; se presenta en 1 de cada 3.000 recién nacidos vivos
(Blylkgebiz, 2013), la posibilidad de intervenir efectivamente el curso natural de la enfermedad y
modificar el prondstico, permitié que hacia 1972 se introdujera el primer método de cribado para
hipotiroidismo congénito (J H Dussault & Laberge, 1973). Basado en pruebas de
radioinmunoensayo, éste método evalla la competencia que hay entre una hormona problemay
una cantidad conocida de la misma hormona marcada radioactivamente, para unirse a un
anticuerpo especifico; el resultado se obtiene midiendo la radioactividad presente en los
anticuerpos, a mayor radioactividad, hay menor cantidad de sustancia problema unida a los
anticuerposy viceversa, luego de establecer los niveles de radioactividad se realiza una curva a partir

de la cual se establece la concentracién de la hormona problema (Praither, 1985).

Inicialmente se propuso para medir los niveles de T4, a partir de una gota de sangre en papel filtro,
sin embargo era menos especifico en casos de hipo- Ts-globulinemia, hipotiroidismo secundario y
sindrome de bajos niveles de T4en prematuros (Jean H Dussault, 2014), por lo cual en Europa se
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consideré medir los niveles de la hormona estimulante de la tiroides —TSH- (lllig, Torresani, &
Sobradillo, 1977), siendo esta mas sensible para la deteccion de hipotiroidismo, mientras que en

Norteamérica se continuaron midiendo los niveles de T4 (Fisher et al., 1979)

En la actualidad se cuenta con protocolos que tienen a la TSH como Unico marcador; otros
protocolos que utilizan la determinacién de T4 seguido de TSH, otros utilizan primero medir la TSH

y luego determinan T, y otros que analizan los dos marcadores al tiempo (Pass & Neto, 2009).

En Colombia el marcador utilizado para realizar el cribado de hipotiroidismo congénito es la TSH,
este biomarcador se analiza a través de métodos como el inmunofluorométrico, que muestra una
sensibilidad de 97.5% y una especificidad de 99% (Blylikgebiz, 2013) y la prueba de ELISA Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay, con una sensibilidad del 100% para deteccion de TSH

(http://www.ins.gov.co/).

Imagen 5.7. Tarjeta FTA para cribado de hipotiroidismo congénito, por medio del método DBS —
dried blood spot- mancha de sangre seca; el instituto nacional de salud recomienda que dicha
muestra se tomada directamente del cordén umbilical o por medio de puncién en el talén del recién

nacido.
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5.5.3 Cribado de alteraciones anatémicas fetales

La ultrasonografia se ha convertido en una de las principales herramientas para la evaluacion de las
caracteristicas anatémicas fetales durante la vida intrauterina y el uso clinico data desde la década
de 1950s (Donald, Macvicar, & Brown, 1958). A partir de la década de 1960s, se introdujo en la
evaluacidn ginecoldgica (DONALD, 1962), para la localizacién de la placenta (Gottesfeld, Thompson,
Holmes, & Taylor, 1966) y posteriormente, en la evaluacidon de caracteristicas anatémicas fetales
como por ejemplo el didmetro cefalico fetal (Campbell, 1969). La evaluacién fetal también permitié
identificar alteraciones como los como defectos del tubo neural y alteraciones en las extremidades

(Hobbins, Grannum, Berkowitz, Silverman, & Mahoney, 1979).

Imagen 5.8. Evaluacion del diametro cefalico como marcador de crecimiento fetal.

A partir de la década de 1980s, se implementd como método de pesquisa para anomalias fetales la
ultrasonografia en la semana 20 de gestacién (Campbell, 2013); encontrando que la ultrasonografia
en dos dimensiones tiene una sensibilidad que depende del sistema comprometido, siendo entre

el 70% - 90% para malformaciones del sistema nervioso central, entre el 40% - 50% parapatologias
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coronarias, entre el 46% — 100% para anormalidades gastrointestinales y entre 16% - 45% para
cromosomopatias, asi mismo se puede encontrar una especificidad cercana al 100% para la
identificacion de anomalias fetales antes de las 24 semanas de gestacion (Carrera, Torrents,
Mortera, Cusi, & Mufioz, 1995; Renna et al., 2013). Por otro lado, la ultrasonografia en 2
dimensiones (2D) presentaba limitaciones para el andlisis y para la manipulacion posterior de las
imagenes (diferentes vistas), lo que dio campo a la implementacion de la ultrasonografia en tercera

y cuarta dimension.

La incorporacién de la ultrasonografia en 3 y 4 dimensiones (3D y 4D), ha permitido evaluar
caracteristicas fetales mas superficiales (Campbell, 2013), de ésta forma se ha logrado la
identificacion de hasta el 100% de los afectados con fisura de labio, entre el 86—90% de los afectados
con fisura de labio y el paladar (Baumler et al., 2011). De la misma forma, es posible identificar otras
alteraciones de linea media como defectos neuroldgicos, siendo posible reconocer hasta el 80% de
los defectos del tubo neural, >90% de las anencefalias y hasta el 80% de los afectados con

encefalocele (Cameron & Moran, 2009).
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Imagen 5.9. Ultrasonografia en tercera dimensidn, gestacion de 24 semanas.

Adicionalmente, mediante el ultrasonido es posible la identificacién de displasias esqueléticas en el
77% de los casos y también ha permitido el reconocimiento de marcadores de tejidos blandos o

“soft markers”, como indicadores de presencia de alteraciones cromosdmicas, relacionadas con

aneuploidias (Ali, Shazly, Ali, Abdelbadee, & Abbas, 2012), los cuales se relacionan en la tabla5.7.

Organo o Trisomia 21 (Sindrome Trisomia 18 (Sindrome Trisomia 13 (Sindrome

sistema Down) Edwards) Patau)

Cardiaco Defectos septales Defectos septales, Defectos septales,
sindrome de corazédn sindrome de corazén
izquierdo hipoplasico izquierdo hipoplasico,

doble salida del ventriculo

derecho

Neuroldgico

Ventriculomegalia,

de plexo coroideo

quiste

Ventriculomegalia, quiste
de plexo coroideo (50%),

malformacion de Dandy-

Microcefalia,

holoprosencefalia
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Walker, defectos del tubo

neural
Gastrointestinal Intestino hiper-ecoico (3.3- Onfalocele, hernia Onfalocele
27%), atresia duodenal, diafragmatica, fistula

atresia esofagica

traqueo-esofagica, atresia

duodenal, intestino hiper-

ecoico
Genito/urinario Pielectasia (17-25%) Pielectasia Rifiones poliquisticos
Cara Hipoplasia o ausencia del Micrognatia, fisura de Fisura de labio/paladar

hueso nasal (97%)

labio/paladar (65.2%)

Osteomuscular

Acortamiento de humero

Manos empuiadas, dedos

Polidactilia post-axial

y/o fémur (50-54%), superpuestos, displasia
clinodactilia del radio, anormalidades
de los pies
Otros Pliegue nucal engrosado Pliegue nucal engrosado, Pliegue nucal engrosado,

>6mm (83%), restriccion del

crecimiento intrauterino

restriccion del crecimiento
intrauterino, arteria

umbilical Unica

restriccidon del crecimiento

intrauterino

Tabla 5.7. Marcadores de tejidos blandos soft markers. El nUmero en paréntesis indica la proporcion
de aparicidon del rasgo en la imagen ultrasonografica de acuerdo con cada patologia. Tomado de

(Conner, Longman, & Cahill, 2014).

La ultrasonografia obstétrica tiene alto valor para la deteccién de diferentes anormalidades fetales,
sin embargo, cuando ésta se realizada en el segundo trimestre entre las semanas 20-22, provee

mayor precision para la identificacion de éstas alteraciones (Conner et al., 2014).
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Imagen 5.10. Translucencia nucal. A. Curva de translucencia nucal reportada en la prueba de cribado
en el primer trimestre realizado en un feto de 12 semanas + 6 dias, B. Medicidn de la translucencia
nucal durante la exploracién ultrasonografica. Cortesia de la doctora Andrea Pefia, CEMAF, lbagué,

Colombia.

Imagen 5.11. Evaluacidn por ultrasonografia del Ductus arterioso, cortesia de la doctora Andrea

Pefia, CEMAF, Ibagué, Colombia.
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Imagen 5.12. Evaluaciéon simultanea de la osificacidon del hueso nasal y la translucencia nucal, como
marcadores para el cribado de aneuploidias, cortesia de la doctora Andrea Pefia, CEMAF, Ibagué,

Colombia.

5.5.3.1 Ultrasonido y marcadores bioquimicos del primer trimestre y segundo trimestre

De otro lado, la ultrasonografia durante el primer trimestre puede ser complementada con el
anadlisis de marcadores bioquimicos, los cuales pueden orientar de forma temprana sobre el riesgo

de una gestacidn en presencia de aneuploidia (Spencer, Cowans, Molina, Kagan, & Nicolaides, 2008).

Desde 1990 se propuso el andlisis de marcadores bioquimicos como método de identificacion de
trisomias fetales, siendo el primero de ellos la B-hCG, que es la fraccién beta de la hormona
gonadotropina coridnica, la cual mostraba un valor medio superior en la trisomia 21 de 2.15 MoM
(Multiple of Median), un valor bajo en la trisomia 13 de 0.50MoM y en la trisomia 18 de 0.28 MoM
(Shiefa, Amargandhi, Bhupendra, Moulali, & Kristine, 2013) y mostrando una tasa de deteccién que
oscila entre el 71- 77%; posteriormente se encontrd que la proteina plasmatica A asociada al

embarazo (PAPP-A) se encontraba en niveles bajos (< percentil 5) en aneuploidias fetales (Wald et
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al., 1992), siendo los niveles de PAPP-A para trisomia 21 de 0.15 MoM, para la trisomia 13 de 0.25
MoM vy para la trisomia 18 de 0.18; el uso de estos dos biomarcadores permite una tasa de deteccidn

superior al 90% (Shiefa et al., 2013).

Adicionalmente se incluyeron otros marcadores como la inhibina A, la a-feto proteina y el estriol
(E3), cuyas tasas de deteccidn son bajas, en algunos casos no mayores del 20% cuando se aplican de
forma individual, sin embargo cuando estos biomarcadores son usados como cribado junto a otros
marcadores como por ejemplo la edad materna, logran una tasa de deteccién mayor del 90% para
la deteccion de aneuploidias (Dey, Sharma, & Aggarwal, 2013). A continuacion se indica la tasa de
deteccion de aneuploidias a partir del uso de marcadores bioquimicos asociados a edad maternay

ultrasonografia.

Edad gestacional Marcadores Tasa de deteccion
Primer trimestre Edad materna (EM), PAPP-Ay B-hCG 60— 63%

Cribado combinado (US, EM, PAPP-Ay B-hCG) 86-90%

Cribado combinado + hueso nasal, flujo tricuspideo, 95%

ducto venoso y angulo facial

Segundo trimestre Prueba doble (EM, a-feto proteina y B-hCG) 60%

Prueba triple (EM, a-feto proteina, E3 y B-hCG) 68%

Prueba cuadruple (EM, a-feto proteina, E3, InhibinaAy  79%
B-hCG

Tabla 5.8. Tasa de deteccion de aneuploidias basados en edad materna, marcadores bioquimicos y
ultrasonografia. EM: Edad Materna. PAPP-A: Proteina A Plasmatica Asociada al Embarazo. US:

Ultrasonografia. E3: estriol. Adaptado de (Dey et al., 2013)
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Bioquimica de suero materno:
Muestra 1612124, tomada el: 26 de diciembre de 2016, Fecha del analisis: 30 de diciembre de 2016, Equipo: Delfia Xpress.

Beta hCG libre 34,7 Ui equivalente a 0,980 mtltiplos de la mediana {(MoM)

PAPP-A 3,139 UI/l equivalente a 1,006 miiltiplos de la mediana {MoM)

Imagen 5.13. Reporte del resultado del analisis de 2 marcadores bioquimicos BHCG y PAPP-A en una
prueba de cribado en el primer trimestre para cromosomopatias. Cortesia de la doctora Andrea
Pefia, CEMAF, Ibagué, Colombia.

Riesgo de cromosomopatias en ¢! primer timestre

B8
20,00
10,00

28

2,00

1,00
8
0,10 |
0,06 ¥:

i5 20 25 30 35 40 45 50
Edad materna

B

Imagen 5.14. Curva para calcular el riesgo de cromosomopatias en el ler trimestre de gestacion, de

acuerdo con la edad materna, cortesia de la doctora Andrea Pefia, CEMAF, Ibagué, Colombia.

5.5.3.2 Pruebas Prenatales No Invasivas NIPT (Non-Invasive Prenatal Testing).

El diagnéstico fetal no invasivo o las pruebas prenatales no invasivas (NIPT), son un grupo de pruebas
que evaluan el estado cromosémico a partir de material de origen fetal (células o ADN fetal libre)

que pueda estar presente en una muestra obtenida del suero o de la sangre materna (Yagel, 2013).
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El método parte del hecho que aproximadamente el 6% del ADN total circulante en sangre materna,

corresponde a ADN de origen fetal (D. Lo, Tein, Lau, & Haines, 1998).

La presencia de células fetales en la sangre materna susceptibles de proporcionar informacion sobre
las caracteristicas cromosdmicas de los fetos, fue documentada hacia finales de la década de 1960s
(Walknowska, Conte, & Grumbach, 1969). Estudios posteriores demostraron la posibilidad de
cuantificar efectivamente la cantidad de ADN fetal presente en la circulacién materna (Y. M. D. Lo
et al.,, 1997); de esta forma se pensé en la aplicacion amplia del analisis del ADN fetal para la
identificacion del factor Rh de los fetos, asi como la determinacion del sexo fetal (Y. M. Lo et al.,

1998; Sedrak, Hashad, Adel, Azzam, & Elbeltagy, 2011).

La placenta permite el paso bidireccional de células entre el feto y lamadre, de esta forma es posible
encontrar diferentes tipos de células fetales en el torrente sanguineo materno (Y. M. Lo et al., 1996),
desde la década de 1950s fue posible la identificacion de células fetales como los eritroblastos
(Weiner, Child, Garvie, & PEEK, 1958), los leucocitos (Desai & Creger, 1963) y el trofoblasto (Alberry
et al., 2007); ademas, también es posible encontrar ADN (Y. M. D. Lo et al., 1997) y ARN libres (Poon,

Leung, Lau, & Lo, 2000).

El ADN fetal puede ser obtenido de las células fetales presentes en la circulacién materna, a partir
de uno de varios métodos de seleccion de las células; de estos, los mas utilizados son los que

enriquecen la seleccién de los eritroblastos y se basan en:

e Ficoll o Percoll: es una técnica de separacidn celular por gradiente, la cual se logra, mediante
la mezcla y centrifugacion de la muestra con una cantidad especifica de la solucién FICOLL-
HYPAQUE, obtener capas que contienen los diferentes componentes celulares, de las que

se pueden aislar las células de interés (Corredor, 1994).
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FACS (flourescence-activated cell sorting): es un método que utiliza el principio de la
citometria de flujo. En él las células de interés son depositadas en una solucién para ser
marcadas con un fluorocromo y luego hacerlas pasar a través de un capilar el cual separa
en cada gota una sola célula, la gota es censada por un dispositivo laser que, cuando detecta
fluorescencia, activa un campo eléctrico que atrae a la célula de interés para que esta caiga
en un recipiente, potenciando la proporcidn de células de interés (Herzenberg et al., 2002).
MACS (magnetic-activated cell sorting): son particulas magnéticas formadas por dxido de
hierro y polisacdridos con un diametro aproximado de 50 nm., que se encuentran unidas a
anticuerpos especificos para antigenos propios de la célula de interés; el proceso de
separacion se realiza pasando la muestra por una columna, la cual contiene una matriz con
esferas magnéticas y anticuerpos que se unen a las células especificas para luego ser
atraidas por un iman (Makker, Agarwal, & Sharma, 2008).

Método de aglutinaciéon basado en lectinas: en este método se aprovecha el poder de
aglutinacidon que tiene la lectina derivada de soya, que se une a los glico-conjugados
(glicoproteinas y glucolipidos que contienen galactosa), que estan localizados en la
superficie de los eritroblastos, esto permite al tiempo seleccidn y recuperacion celular (Van

Driessche, De Cupere, Cruz, Machado, & Beeckmans, 2000)

Por otra parte, el ADN y ARN fetal circulante en la sangre materna provienen del trofoblasto (Alberry

et al., 2007) y consiste de fragmentos cortos (de aproximadamente 150-200 bp) que se originan

durante el proceso de apoptosis de estas células (Cecilia Lai-wan, Eric, & Celia Hoi-yan, 2006;

Vaiopoulos, Athanasoula, Papantoniou, & Kolialexi, 2013). No obstante, en el caso del ADN fetal

libre, se debe realizar igualmente un proceso de enriquecimiento. Dado que la cantidad de ADN

fetal corresponde del 3 — 6% del total de ADN libre en circulacién materna (Vaiopoulos et al., 2013),

se requiere del uso de métodos de deteccién como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR con
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sus variaciones tales como gf-PCR, RT-PCR y PCR digital entre otros), asi como secuenciacién masiva

en paralelo y la espectrometria de masas en tdndem (Ding et al., 2004) para mencionaralgunos.

Para enriquecer el ADN libre fetal se ha utilizado la reduccién de la presencia de ADN materno
usando formaldehido, que estabiliza las membranas de las células maternas presentes en la muestra
dado que detiene la lisis celular y por consiguiente, limita la presencia de ADN de origen materno.
Luego de centrifugaciones sucesivas, se separa el ADN fetal del botén celular que contiene la

mayoria de células maternas (Dhallan, Au, Mattagajasingh, & al, 2004).

ADN fetal libre

Figura 5.1. Método de enriquecimiento basado en formaldehido.

Un método alternativo para enriquecer el ADN fetal presente en sangre materna es la separacion
de fragmentos de acuerdo con el tamafio. En este proceso se parte de la extraccidon del ADN de la
muestra por medio de centrifugacion, seguida por separacién de los fragmentos de ADN mediante
electroforesis en un gel de agarosa; luego se cortan manualmente las bandas del gel que tengan un

tamafio aproximado entre 100 y 1.000 bp, para seguidamente extraerlas del gel mediante
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procedimientos estandarizados, asi se logra recuperar aproximadamente el 80% del ADN fetal

presente en la muestra total (Ying Li et al., 2004).

Imagen 5.15. Método de enriquecimiento del ADN por medio de separacion de fragmentos por

gradiente de peso.

Luego del proceso de enriquecimiento del ADN, se procede a identificar marcadores moleculares
reconocibles tanto en fetos masculinos como en los femeninos (Wright & Burton, 2009) y que

permitan confirmar y cuantificar el ADN de origen fetal.

Para realizar la prueba, se utilizan muestras de la madre que contiene ADN fetal y del padre; sobre
ambas muestras se estudia una variedad de marcadores tales como los SNPs (Ying Li, Wenzel,
Holzgreve, & Hahn, 2006), secuencias cortas repetidas en tandem (STR) (Pertl et al., 2000) y
secuencias de ADN para identificar el sexo fetal (Wright, Wei, Higgins, & Sagoo, 2012). Algunos de
estos marcadores permiten identificar la presencia efectiva de ADN fetal dentro de la sangre

materna al compararse los alelos con aquellos de origen paterno (excluyendo los SNPs maternos).
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Por otra parte, es posible que en futuro cercano se introduzcan al NIPT marcadores epigenéticos
(Tsui, Chiu, & Lo, 2010) o de micro ARN (miRNA), como es el caso del miRNA-99a humano que se

ha relacionado con cardiopatias congénitas (Kehler, Biro, Lazar, Rigo, & Nagy, 2015).

El uso de estos marcadores moleculares permite confirmar que el material genético analizado es de
origen fetal, también permite identificar el nUmero de copias presente para cada regiéon lo cual a su
vez permite reconocer eventuales aneuploidias fetales en los cromosomas que se incluyen en el
analisis (generalmente los cromosomas 13, 18, 21, X y Y), algunas alteraciones monogénicas y
ademas de identificar el sexo fetal, sea este masculino o femenino (Akolekar, Farkas, VanAgtmael,

Bombard, & Nicolaides, 2010; Breveglieri et al., 2016),

Tipo de analisis Marcador Condicién analizada
Determinaciéon del sexo  SRY Identificacion de sexo masculino
DYS14 Identificacion de sexo masculino
DYs1 Identificacién de sexo masculino
DYZ1 Identificacién de sexo masculino
DYS3 Identificacion de sexo masculino
DAZ Azoospermia
ZFY Identificacion de sexo masculino
AMEL Identificacion de sexo masculinoy
femenino
Enfermedades RHD Identificacion factor Rh
hemoliticas del recién RHC Identificacidon de antigenos Rh C
nacido RHc Identificacidon de antigenos Rh ¢
RHE Identificacion de antigenos Rh E
KEL Identificacion del grupo sanguineo
KELL
ABO Identificacion del grupo sanguineo
ABO
HD Enfermedad de Huntington
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Desordenes FGFR3 Acondroplasia

monogénicos DMPK Distrofia miotdnica
CFTR Fibrosis quistica
DYT1 Distonia  primaria de inicio
temprano
Globin B-talasemia
rs6528633 Hemofilia
Cyp21 Hiperplasia adrenal congénita
ANEUPLOIDIAS SNPs (Liao et al., 2012) Trisomia 21
Trisomia 18
Trisomia 13

Tabla 5.9 Marcadores moleculares utilizados en NIPT Modificado de (Wright & Burton, 2009).

La NIPT puede alcanzar una sensibilidad y especificidad cercanas al 100% (Zhou et al., 2014); para la
trisomia 21 posee una sensibilidad de 99.2% y una especificidad de 99.95 %; para la trisomia 18 es
de 96.3 % y 99.95% respectivamente y para la trisomia 13, la sensibilidad es del 91% y la
especificidad del 99.96% (Gil, Akolekar, Quezada, Bregant, & Nicolaides, 2014; H. Zhang et al., 2015).
En los casos de aneuploidias para los cromosomas sexuales como 45,X y 47,XXY (Zimmermann et
al., 2012), el analisis de NIPT es menos sensible y alcanza valores entre el 85.5 y el 97.8% (Gil et al.,
2014). En lo referente a desérdenes monogénicos (Bustamante-Aragonés et al., 2012; Saito,
Sekizawa, Morimoto, Suzuki, & Yanaihara, 2000), y la clasificacidn Rh, la sensibilidad oscila entre el

96 al 100% (Chitty et al., 2014).

Al ser posible la obtencién de ADN fetal se hace viable detectar un nimero amplio de otras
alteraciones genéticas, principalmente de tipo monogénico, a través de la utilizacion de pruebas

como:
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Secuenciacidn de siguiente generacion (NGS) o secuenciacién masiva en paralelo, la cual
amplifica de manera masiva fragmentos de ADN entre 200—600 bp en un solo ensayo,
seguido del re-ensamblaje continuo de las secuencias y el analisis bio-informdtico de las
secuencias alineadas, las cuales se comparan a lo largo de todos cromosomas con la
secuencia del genoma humano (Tucker, Marra, & Friedman, 2009)

Inmunoprecipitaciéon de ADN metilado: este método utiliza fragmentos de ADN entre 200y
400 bp que son identificados y precipitados con la ayuda de un anticuerpo especifico como
el anti-5mC, el cual es afin por las regiones 5mC del ADN, o mediante perlas de sefarosa
unidas a proteinas recombinantes que reconocen sitios de hipermetilacién en las islas CpG
(Shanmuganathan et al., 2013); luego, las regiones seleccionadas son analizadas por medio
de PCR convencional o en tiempo real, para el caso un Unico gen o a través de micro-arreglos
o de secuenciacidn de siguiente generacién cuando el analisis se haga a escala gendmica
(Schilling & Rehli, 2007); de esta forma es posible establecer un perfil de metilacién de una
region gendmica en estudio y reconocer alteraciones como hipermetilacion en el caso de la
leucemia (Gebhard et al., 2006), y otras patologias que puedan requerir bio-marcadores
diagndsticos o de seguimiento (How, Myrtue, & Tost, 2012)

PCR digital: es un método que permite la deteccién y cuantificaciéon absoluta de acidos
nucleicos (Vogelstein & Kinzler, 1999). Este proceso se desarrolla en dos pasos: en el primer
paso se produce la amplificaciéon del material genético por medio de reacciones de PCR
realizadas simultdneamente en varios platos individuales; en el segundo paso, el producto
amplificado es hibridado con sondas fluorescentes que son detectadas en dos longitudes de
onda distintas seguidas de analisis por medio de métodos estadisticos (como la distribucién
de Poisson). Este método permite amplificar, cuantificar y establecer la proporcién de

fragmentos que se encuentran en una menor cantidad en el material genético analizado
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(comparando el ADN en estudio y el ADN silvestre) (Pohl & Shih, 2004). El método de PCR
digital es util para la deteccidn y el seguimiento de células tumorales circulantes (Shoda et
al., 2016), para la cuantificacion absoluta de carga viral(K. Zhang, Lin, & Li, 2016) y en los

casos de mutaciones raras (Belmonte et al., 2016).

En cualquiera de estos métodos los resultados producen una serie de datos crudos que deben ser
analizados por medio de programas bioinformaticos, como por ejemplo “RAPIDR” (Reliable
Accurate Prenatal Non Invasive Diagnosis R package) (Plagnol, 2014), o NATUS algorithm
(Nicolaides, Syngelaki, Gil, Quezada, & Zinevich, 2014), con el objetivo de identificar alteraciones
genéticas en el feto y se pueda determinar conductas tendientes a mitigar las consecuencias nocivas

gue para él pueda tener.

En la actualidad existen varios estuches disponibles comercialmente, para la realizacidon pruebas

prenatales no invasivas, a continuacién se mencionan los mas conocidos

Nombre del Técnica de Objetivo (target) Sensibilidad  Especificidad

estuche analisis

HARMONY™ SMP Aneuploidias en los cromosomas 21,18, >99% >99 %
13,XyY

VERIFI™ SMP Trisomias de los cromosomas 21, 18,13  98.2 -99.9 99.9-99.9

Monosomias del cromosoma X

Determinacion del genero

PANORAMA™  SNPs Trisomias de los cromosomas 21, 18, 13 >99% >99%
(19.488) que  Trisomias de cromosomas sexuales
cubren los Monosomias del cromosoma X
cromosomas Determinacion del genero
13,21, 18, Xy Sindromes de microdelecién
Y 22q11.2
1p36
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Sindrome Cri-du-chat

Sindrome Prader-Willi/Angelman

MaterniT21 SMP por Trisomias de los cromosomas 21, 18,13, >99% >99%
shotgun 16y 22
Aneuploidias del cromosomas (X-Y)
Monosomias  del  cromosoma X
Determinacion del genero
Sindromes de microdelecién
del22q11.2
xx11q Sindrome Jacobsen
xx8q Sindrome Larger-Giedion
del4p Sindrome Wolf-Hirschhorn
xx1p36

del5p Sindrome Cri-du-chat

dell5q11 Sindrome Prader-
Willi/Angelman
Tomorrow NGS Trisomias 13, 18 y 21, aneuploidias >99% >99%

sexuales, determinacion del sexo fetal;
sindrome  Prader-Will/Angelman  del
15q11, sindrome di George del 22ql1l,
sindrome Cri-du-chat del 5p, sindrome
Wolf Hirschhorn del 4p y sindrome de la
del 1p36

Tabla 5.10 Estuches comerciales para NIPT. SMP (Secuenciacidon Masiva en Paralelo). Modificado

de (Kotsopoulou, Tsoplou, Mavrommatis, & Kroupis, 2015).

Con el avance y la optimizacidn de las técnicas de procesamiento y andlisis del ADN, se podran
ampliar ain mas los blancos diagndsticos para el analisis de condiciones genéticas detectables en el
periodo prenataly el cual puede ser realizado con este tipo de pruebas, es de anotar que las pruebas

no invasivas, no solo estan limitadas al diagndstico prenatal, también se estan abriendo campo en
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el diagnostico oncoldgico (Fernandez-Mercado et al., 2015), es por ello que el futuro de este método

de diagndstico es bastante promisorio.

5.5.4 Cribado de sorderas

De todas las pérdidas auditivas, el 50% tiene un origen genético, las cuales se pueden clasificar como
sindrémicas y no sindrémicas (Svidnicki et al., 2015); las formas sindrémicas se acompafian de otras
caracteristicas fenotipicas ademas de la menor audicion y representan aproximadamente el 30% del
total de hipoacusias (Resendes, Williamson, & Morton, 2001), la tabla 5.11 lista algunos de los

sindromes que se presentan con pérdida auditiva.

Sindrome Gen HERENCIA Prevalencia
Alport COL4A3, COL4A4, COL4A5 Dominante 1-9/100.000
Recesiva
Ligado X
Braquio-oto-renal (BOR) EYA1 Dominante 1/40.000
CHARGE SEMA3E, CHD7 Dominante Sin informacion
Jervell y Lange-Nielsen KCNQ1, KCNE1 Recesiva 1-9/1.000.000
Neurofibromatosis 2 NF2 Dominante 1-9/100.000
Norrie NDP Ligado X Sin informacidn
Pendred SLC26A4 Recesivo 1-9/100.000
Perrault HSD17B4 Recesivo <1/1.000.000
Stickler COL2A1, COL11A1, COL11A2, Dominante 1-9/1.000.000
COL9A1 Recesivo
Treacher-Collins TCOF1 Dominante 1-9/100.000
Usher USH1, USH2, USH3 Recesivo 1-9/100.000
Waardenburg PAX3, MITF X 3, SOX10 Dominante 1-9/100.000
Recesivo

Tabla 5.11. Sindromes genéticos que cursan con pérdida auditiva. Modificado de (Resendes et al.,

2001) (http://hereditaryhearingloss.org/).
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Por otro lado, las formas no sindrémicas son mayoritarias y abarcan el 70% de todos los afectados
con sorderas de tipo genético y se pueden clasificar de acuerdo al patrén de herencia en:
autosdmicas dominantes (M B Petersen, 2002), autosémicas recesivas (Michael B. Petersen &

Willems, 2006), ligadas a X (Bayazit & Yilmaz, 2006) y mitocondriales (Forli et al., 2007).

De las sorderas no sindrémicas, el 15 - 24% presentan herencia autosémica dominante y algunos de
los genes involucrados se hallan identificados como DFNA (del inglés DeaFNess y A por autosémica
dominante); el 75 -85 % tienen herencia autosémica recesiva y algunos de los loci genéticos se
denominan DFNB (B autosémico recesivo); y menos de 1% de las hipoacusias no sindromicas
corresponden a herencia mitocondrial o ligada al X en esta ultima los genes se denominan DFNX

(Egilmez & Kalcioglu, 2016).

Hasta la fecha se han informado aproximadamente 125 loci genéticos, distribuidos en 58 loci para
sorderas con herencia dominante, 63 para sorderas autosdmicas recesivas y 4 para sorderas de

herencia ligada a X (http://hereditaryhearingloss.org/). Dentro de los genes mas comunes como

causa de pérdida auditiva aislada autosdmica recesiva, se encuentran: GJB2, GJB6, SLC26A4,
MYO15A, OTOF, CDH23 y TMC1; mientras que para las perdidas auditivas autosdmicas dominantes
los genes mas frecuentes son WFS1, KCNQ4, COCHy nuevamente GJB2 (Hilgert, Smith, & Van Camp,

2009).

La heterogeneidad genética hace dificil la aplicacidn, por ahora, de un método de cribado masivo
basado en el estudio de ADN para identificar a personas con pérdida auditiva aislada o sindréomica.
De hecho, métodos de pesquisa masivos no genéticos, se puede realizar en recién nacidos, en nifios
pre-escolares o en personas adultas que tienen exposicién al ruido o para obtencién de la licencia
de conducciodn, con el objeto de identificar a las personas con pérdida auditiva por cualquier causa,

sea genética o ambiental.
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Actualmente the Joint Committee on Infant Hearing, propone dos enfoques para el cribado auditivo
neonatal, estos son la emisién otoacustica y los Potenciales Evocados Auditivos del Tronco
Encefélico (PEAT), las cuales permiten la identificacion de hipoacusias conductivas y sensoriales
mayores a 40 dB (decibeles) (Norton et al., 2000), con lo que se logra la identificacidn de nifios con

pérdida auditiva moderada o severa.

La emision otoacustica es un método que permite la evaluacién objetiva de la actividad de las células
ciliadas en el oido, por medio de estimulos auditivos a través de un clic o por medio de tonos en
diferentes frecuencias, con lo que es posible la deteccién de anormalidades auditivas en umbrales
superiores a 20 dB y con frecuencias de entre 1.000 y 4.000 Hz; sin embargo, no es posible por este

método evaluar el nervio auditivo (Alvo, Der, & Délano, 2010).

Por otro lado, los PEAT permiten la evaluacidn de toda la via auditiva, incluyendo el nervio auditivo,
al analizar 5 picos que se presentan luego de un estimulo sonoro, estos picos representan secciones
de la via auditiva de la siguiente manera: el pico | valora la porcién distal del nervio auditivo; el pico
Il analiza la porcién proximal del mismo nervio y el nucleo coclear ipsilateral; el pico Il representa
la sefal que se produce desde el nucleo coclear al complejo olivar superior ipsilateral y de la via
trapezoide a las olivas superiores contralaterales vy, finalmente, los picos IV/V representan el

lemnisco lateral y el coliculo contralateral inferior en el mesencéfalo (Walsh, Kane, & Butler, 2005).

A través de estos dos enfoques es posible cribar alteraciones auditivas en cualquier etapa de la vida,
con una sensibilidad de 66.7% y una especificidad del 98.8% para la emisién otoacustica (Yousefi,
Ajalloueyan, Amirsalari, & Fard, 2013) y una sensibilidad y especificidad de 100% para PEAT (Sena-
Yoshinaga, Almeida, Cértes-Andrade, & Lewis, 2014). Con esto, se ha propuesto realizar el cribado

de los recién nacidos dentro del primer mes de nacimiento, con el propdsito de  detectar
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alteraciones antes de los 3 meses, e iniciar una intervencion antes de los 6 meses de vida (Norton

et al., 2000).

5.5.5 Cribado de defectos oculares congénitos

Los primeros registros sobre tamizado visual son de finales del siglo XIX, cuando se incorporé la
medida de la agudeza visual por medio de una escala de optotipos, método inventado por Kuechler
en 1843; luego en 1862 Snellen introdujo un método estandarizado cientificamente con el mismo
propdsito. Pasados unos afios, la escala de optotipos ideada por Kuechler fue modificada por Ritter,
Stellway y Samée, siendo aplicada hasta la actualidad de forma masiva como método de cribado

para la agudeza visual y recibiendo el nombre de carta de Snellen (Austin, 1954).

Por otro lado en 1850 von Helmholtz presenta en la sociedad fisica de Berlin el Augenspiegel o
espejo de ojo, instrumento que permitira la visualizacion del fondo del ojo (J. M. S. Pearce, 2009), y
gue fue ampliamente utilizado en Europa con este propdsito; posteriormente el oftalmélogo griego
Anagnostakis sugirié el nombre de oftalmoscopio para el aparato inventado por Helmholtz, con el

que es reconocido en la actualidad (Glemez-Sandoval, 2008).

Hasta la fecha los dos instrumentos contintan vigentes para el tamizado de alteraciones del ojo, no
obstante, es el oftalmoscopio el que tiene una mayor aplicacién cuando se trata de identificar
patologias congénitas del ojo. A través de él se pueden identificar alteraciones en el cristalino, en la
cornea y en la retina como: cataratas congénitas, retinosis pigmentaria o retinoblastoma, por
mencionar algunas; es importante tener en cuenta que la presencia de alteraciones oculares

congénitas puede ser la manifestacién de una patologia sistémica.
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En la actualidad y de manera sistematica, luego de la inspeccidén ocular externa del ojo y sus anexos,
se realiza la evaluacion del rojo retiniano y el fondo de ojo por medio del oftalmoscopio; este
procedimiento permite la identificacién de alteraciones oculares congénitas con una sensibilidad
del 85% y una especificidad del 38%, cuando es realizado sin dilatacion pupilar (Mussavi, Asadollahi,
Janbaz, Mansoori, & Abbasi, 2014), siendo considerado un método aceptable para identificar

condiciones como las cataratas congénitas (Huo, Yang, & Zhang, 2014).

Imagen 5.16. Fondo de ojo que permite evidenciar edema del nervio éptico en un paciente con
sindrome Hurler tomado de (Cardozo Sarubbi, Lopéz, & Manzitti, 2009). Imagen cedida gentilmente

por el doctor Julio Manzitti, Hospital Garrahan, Buenos Aires, Argentina.
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Imagen 5.17. Catarata en un paciente con galactosemia tomado de (Cardozo Sarubbi et al., 2009).

Imagen cedida gentilmente por el doctor Julio Manzitti, Hospital Garrahan, Buenos Aires, Argentina.

Se ha propuesto la utilizacién de paneles genéticos como método para cribar defectos congénitos
oculares, como la amaurosis congénita de Leber (Rezaie et al., 2007), la retinitis pigmentosa (van
Huet et al., 2015) y la enfermedad de Stargardt (F. Jiang et al., 2016); sin embargo, la precisidon y los

costos de estos paneles no los hace por el momento una opcién para cribado masivo.

5.5.6 Cribado de desérdenes hematoldgicos

Dentro de los desérdenes hematoldgicos de origen genético se encuentran las hemoglobinopatias,
trombofilias, talasemias y hemofilias (DABIR, 2006). Las primeras pruebas de cribado para
hemoglobinopatias se realizaron en los afios 60s (Lerner, Platania, & LaBella, 2009); hacia mediados
de la década de 1970, se establecio en los Estados Unidos un programa de cribado para la deteccion

de anemia de células falciformes, a través de técnicas como electroforesis en gel, de enfoque
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isoeléctrico (Kleman, Vichinsky, & Lubin, 1989), electroforesis alcalina (J. E. Kim et al., 2011) y

cromatografia liquida de alto desempefio (HPLC) (Colah et al., 2007).

Los métodos mas utilizados para la pesquisa de hemoglobinopatias son en primer lugar la
electroforesis alcalina, que es conocida también como electroforesis en acetato de celulosa. En este
método, la hemoglobina es aplicada sobre un gel de agar de acetato celulosa y es separada por
medio de electroforesis en un medio alcalino, mediante un amortiguador compuesto por Tris-EDTA
y acido bérico a un pH de 8.4 (Hicks & Hughes, 1975); las bandas de cada tipo de hemoglobina son
separadas y cuantificadas por medio de densitometria. A través de la electroforesis alcalina es
posible observar e identificar las variantes de HbA, HbS, HbF y HbC, con una sensibilidad del 66% y

especificidad del 100% (Khosa, Usman, Moinuddin, Mehmood, & Qamar, 2015).

En segundo lugar se encuentra la cromatografia liquida de alto desempefio, en ella la fraccidn de
hemoglobina es puesta en un cartucho de intercambio de cationes y, usando un gradiente de
tampdn que incrementa la fuerza de atraccidn del cartucho, se logra la separacidn de las diferentes
fracciones de la hemoglobina, las cuales son puestas en una fase de flujo proporcionado por una
bomba de presidon y analizadas a través de la cuantificacion de absorbancia a 415 nm v,
posteriormente a 650 nm (Ou & Rognerud, 2001). De esta forma se logra una adecuada
identificacion de los tipos de hemoglobina, asi como la cuantificacidn de la misma, lo que permite
el uso en el cribado de hemoglobinopatias con una sensibilidad y una especificidad mayor del 99%

(Khosa et al., 2015).

5.5.6.1 Cribado de grupos sanguineos

El grupo sanguineo y el factor Rh, son dos caracteristicas determinadas genéticamente, las cuales

son heredadas de padres a hijos, fueron en algin momento de la historia utilizadas como
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marcadores para la identificacidn y establecimiento de relacién filial, esta propiedad esta dada
principalmente por antigenos presentes en los eritrocitos (Mitra, Mishra, & Rath, 2014); sin
embargo, estos antigenos pueden generar una respuesta inmunoldgica de precipitacion cuando son
puestos en contacto con anticuerpos presentes en una persona receptora de esas células, como es
el caso de una trasfusion o cuando los eritrocitos fetales pasan al torrente sanguineo de la madre
(durante el embarazo), siendo este ultimo caso, el de mayor relevancia para el cribado debido a las
consecuencias catastroéficas que pueden desencadenarse como la enfermedad hemolitica del recién

nacido (Fuenzalida C & Carvajal C,2014).

La isoinmunizacidn eritrocitaria feto-materna ocurre hasta en el 13% de todos los embarazos
(Bowman, 2006), y se caracteriza por la presencia de anticuerpos maternos contra el antigeno Rh
fetal presente en los eritrocitos (Al-dughaishi et al., 2016), lo que ocasiona hemolisis de los gldbulos
rojos fetales y, si alcanza niveles suficientes, dafio encefdlico por aumento de bilirrubinas, hidrops

fetal y muerte intrauterina (Neil D Avent & Reid, 2000).

Por otro lado la incompatibilidad de grupo sanguineo ABO es una condicion que se presenta por la
presencia de anticuerpos tipo IgG de la madre que tiene un grupo sanguineo O, contra los antigenos
del feto que puede ser del grupo A o del grupo B (Covas,Maria del C. et al., 2009). La condicién
patoldgica se presenta cuando los anticuerpos de la madre son capaces de cruzar la barrera
placentaria y ponerse en contacto con los antigenos de las células rojas fetales, los cuales quedan
sensibilizados y son reconocidos por los macréfagos que inician su destruccién, generando hemolisis
que desencadena hiperbilirrubinemia, presentandose en aproximadamente el 2% de todos los

nacimientos en el Reino Unido (Akanmu, Oyedeji, Adeyemo, & Ogbenna, 2015).

A partir de 1970 en los Estados Unidos se implementd la identificacion del grupo sanguineo ABO y

el factor Rh de todas las gestantes, con el propdsito de determinar cuales tenian riesgo de presentar
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la enfermedad hemolitica del recién nacido (Dean, 2005); en Colombia, se encuentra establecido
gue a todas las gestantes en su primer control prenatal se les debe indicar la hemoclasificacidn; asi
mismo a través de la Norma Técnica para la Atencidn del Recién Nacido, se ha establecido que a
todo neonato se le debe tomar muestra de sangre para realizar hemoclasificacién

(https://www.minsalud.gov.co).

Asi mismo, a todos los neonatos de madres Rh negativas, se les realiza la prueba de Coombs directa
o determinacién de anti-globulina humana; esta prueba permite determinar la presencia de
anticuerpos anti-eritrocitarios del isotipo 1gG de origen materno en la superficie eritrocitaria
(Baptista-gonzalez et al., 2009); el 91% de los resultados positivos de esta prueba estan relacionados

con incompatibilidad ABO (Valsami et al., 2015).

5.5.7 Cribado en cancer hereditario

Entre el 5% al 10% de todos los canceres tienen un origen hereditario, es decir, el tumor es producto
de una mutacion que se ha segregado entre los miembros de una familia y los hace susceptibles de
presentar una neoplasia (Nagy, Sweet, & Eng, 2004). Si bien es cierto la proporcién de casos
hereditarios es relativamente baja, la importancia de este tipo de canceres es mayor, cuando es
posible identificar a las personas que tienen el riesgo potencial de desarrollar algin tipo de cancer
y someterlas a un tratamiento precoz que disminuya o erradique el riesgo de muerte por esta causa

(Trepanier et al., 2004). A continuacidn se listan algunos de los sindromes de cancer hereditario.

Sindrome Gen afectado Herencia prevalencia
Cancer de mama/ovario BRCA1 — BRCA2 Dominante 1-5/10.000
hereditario
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Cancer colorrectal no polipdsico MSH2. MSH6, MLH1, = Dominante Sin datos
hereditario (Lynch) PMS2
Sindrome Cowden PTEN Dominante 1-9/1.000.000
Poliposis adenomatosa familiar APC Dominante 1-9/100.000
Recesivo

Sindrome Li-Fraumeni TP53 Dominante 1-9/100.000
Sindrome Peutz-Jeghers STK11 Dominante 1-9/1.000.000
Retinoblastoma hereditario RB1 Dominante 1/15.000
Sindrome von Hippel-Lindau VHL Dominante 1/100.000
Neoplasia endocrina multiple tipo  MEN1 Dominante 1-9/100.000
I
Neoplasia endocrina miltiple tipo  RET Dominante 1-9/100.000
1
Tumor de Wilms WrT1 Dominante 1-9/100.000
Sindrome Muir-Torre MSH2, MLH1 Dominante Sin datos
Carcinoma gastrico difuso CDH1 Dominante Sin datos
hereditario
Poliposis juvenil SMAD4, BMPR1A Dominante <1/1.000.000
Adenoma de hipdfisis aislado AlP Dominante Sin datos
familiar
Anemia de Fanconi FANCA, FANCB, Recesivo 1/360.000

FANCC, FANC,

FANCD1, BRAC2,

FANCAD2, FANCE,

FANCF, FANCG,

FANCL, FANCI, FANCJ,

FANL, FANCM,

FANCN, PALB2
Ataxia-telangiectasia ATM Recesivo 1/30.000-

1/100.000

Sindrome Birt-Hogg FLCN Dominante Sin datos
Sindrome Bloom RECQL3 Recesivo Sin datos
Complejo de Carney PRKRAIA Dominante Sin datos
Sindrome Costello HRAS Dominante Sin datos
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Esclerosis Tuberosa TSC1-TSC2 Dominante 1/6.000-1/10.000
Sindrome Gorlin PTCH1-PTCH2 Dominante 1/57.000
Hiperparatiroidismo HRPT2 Dominante Sin datos
Leiomatosis uterina y cancer renal  FH Dominante Sin datos
hereditarios
Melanoma maligno familiar CDKN2A-CDK4 Dominante 1/10.000
Neurofibromatosis 1 NF1 Dominante 1/3.500
Neurofibromatosis 2 NF2 Dominante 1/40.000
Sindrome Nijmegen NBS1 Recesivo Sin datos
Paraganglioma familiar SDHB, SDHC, SDHD, Dominante Sin datos
SDH5
Poliposis asociada a MUTYH MUTYH Recesivo Sin datos
Sindrome Rothmund-Thomson RECQL4 Recesivo Raro
Sindrome Simpson-Golabi-Behmel  GPC3. CXORF5 Ligado a X recesivo Raro
Sindrome linfoproliferativo ligado  SH2 Ligado a X recesivo Raro
al X
Sindrome de Soto NSD1 Esporadico Raro
Sindrome Werner RECQL2 Recesivo 1/50.000-
1/1000.000
Xeroderma pigmentosum XPA, XPC, ERCC2, Recesivo 1/250.000-
ERCC3, ERCC4, ERCC5, 1/1.000.000

DDB2, POLH

Tabla 5.12. Algunos de los Sindromes de cancer heredofamiliar

Iniciando en 1996, la American Society of Clinical Oncology (ASCO), introdujo las primeras
recomendaciones para la realizacidn de pruebas que valoran la susceptibilidad genética al cancer,
estableciéndolas como parte del cuidado médico de las personas que estdn en riesgo de padecer un
tumor heredofamiliar (Lindor, McMaster, Lindor, & Greene, 2008). ASCO recomienda que se debe
ofrecer una prueba de pesquisa genética en cancer cuando existan las siguientes condiciones

(Robson, Storm, & Weitzel, 2010):
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e Historia personal o familiar que sugiera susceptibilidad al cancer hereditario
e La prueba pueda ser adecuadamente interpretada en el contexto clinico
e Losresultados de la prueba ayudaran al diagndstico o influirdn en el manejo médico o

quirurgico de los pacientes o miembros de la familia con riesgo de cdncer hereditario.

Es importante mencionar que dado que las pruebas de ADN generalmente se realizan en sangre, a
los pacientes que han recibido trasplante alogénico de células madres hematopoyéticas, se les debe

realizar las pruebas genéticas a partir de ADN extraido de cultivo de fibroblastos (Wood, 2015).

En las ultimas décadas se han desarrollado paneles multigenes, con el propésito de abordar Ila
heterogeneidad genética que presentan condiciones relacionadas con el riesgo de desarrollar
cancer heredofamiliar; estos paneles incluyen genes de alta penetrancia asociados a un cancer
especifico o, en otros casos, incluyen ademas genes de moderada penetrancia (Hall, Forman,

Pilarski, Wiesner, & Giri, 2014).

Actualmente, la ASCO recomienda el uso de paneles multigénicos basados en secuenciacion de

siguiente generacion, algunos de los cuales se relacionan en la tabla 5.13.

Prueba Condicidn evaluada Método de Laboratorio  Genes Referencia
analisis analizados

BRCA full Ciancer mama/ovario NGS GenelD 26 http://www.admd

risk iag.com/

Breast plus Cancer de mama NGS Quest TP53, STK11, http://www.quest

panel Diagnostics PTEN, CDH1, diagnostics.com/

PALB2

CancerNext  Cancer de NGS, MLPA Ambry 32 genes http://www.ambr

mama/ovario, cancer Genetics ygen.com/

colorrectal, sindrome

Lynch, melanoma,
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cancer de ovario,

cancer pancreatico,

poliposis, cancer

uterino
Cancer Cancer mama/ovario, NGS Stanford 45 genes http://www.stanf
somatic cancer de colon, ordlab.com/esoter
mutation cancer gastrico ic/test-cancer-
panel difuso, cancer somatic-mutation-

pulmonar panel

Tabla 5.13. Paneles genéticos de utilidad en oncologia.

5.5.8 Cribado de defectos genéticos pulmonares

La fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad genética que afecta entre otros érganos a los pulmones,
tiene una herencia autosémica recesiva y es causada por una mutacién en el gen CFTR Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator, que sintetiza una proteina del mismo nombre, la cual
participa en la homeostasis de liquidos en las mucosas (Kharrazi et al., 2015). Desde el punto de
vista epidemioldgico la fibrosis quistica tiene una incidencia de 1:3.000 a 1:4.000 nacidos vivos en
la poblacion caucdsica y judia, en la poblacién latinoamericana es de 1:4.000 a 1:10.000 recién
nacidos vivos; asi mismo se encuentran grupos étnicos y paises donde la frecuencia de portadores
es alta, como por ejemplo los judios Askenazi y las personas provenientes de las provincias

francoparlantes en Canada, donde es de 1:25 (Sanders & Fink, 2016).

En 1979 surgid el primer método de cribado para fibrosis quistica, basado en la deteccidn de niveles
de tripsina en sangre a través de radioinmunoensayo (Crossle, Elliot, & Smith, 1979), con lo que se
logra una tasa de deteccion del 96% (Dandona et al., 1981); en la década de 1980, se comenzé a

implementar en diferentes paises como el Reino Unido, Australia, entre otros (Heeley, Heeley, King,
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Kuzemko, & Walsh, 1982) y desde el 2013 el 62% de los diagndsticos de FQ se realiza partiendo de

los resultados de las pruebas de cribado (Cystic Fibrosis Foundation, 2013).

En algunas poblaciones humanas, la ACMG recomienda aplicar un panel de mutaciones y variantes
para fibrosis quistica como parte de un programa de pesquisa poblacional, con el propédsito de
determinar el estado de portador de alguna de las mutaciones en el gen CFTR (Watson et al., 2004);
de acuerdo a la poblacidn cribada, se pueden lograr tasas de deteccidn de hasta el 49% en poblacion
asiatica, 72% en latinoamericanos, 88% en blancos no hispanicos y 94% para judios Askenazi
(American College of Obstetricians and Gynecologists Committee on Genetics, 2011), a continuacién

se describen algunos de las pruebas disponibles comercialmente.

Referencia Prueba Mutaciones en el gen

CFTR analizadas

http://www.questdiagnostics.com/testc CFvantage® 132

enter/testguide.action?dc=TS CFvantag

e CF Expanded Screen

Cystic Fibrosis Screening test 23

Ashkenazi Jewish Panel (4 test)) 32

Ashkenazi Jewish Panel (11 test)q) 32
http://www.ambrygen.com/tests/cystic- CF Amplified™ 132
fibrosis-testing

CF 102 102
https://www.sequenom.com/tests/ HerediT®,) 119
http://moleculartestinglabs.com/produc Cystic Fibrosis Carrier Screening Sin datos

t/ctfr/

Tabla 5.14. Pruebas de cribado para fibrosis quistica disponibles comercialmente. () el panel

HerediT®, ademas del andlisis del gen CFTR, incluye otros genes implicados en el desarrollo de

algunas patologias hereditarias.
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A continuacidn se muestran algunos resultados de pruebas de secuenciacion del gen CFTR positivas

para fibrosis quistica, asi como los cambios presentados a nivel de la proteina.

ATATCATTGEG TTGTTGTTTATGAT

AAG AAAA
350 360 370
TCATTGB TTBTTGBTTTATG A

360 370

ATATCATTGTTGBTTIGTTITATG A

TTAAAG AAAATA
340 350 360
AG A AAA ATCATTG TTG TTGE TTTATG A
380 370

TTAAREALGALAATATCATCGGTGG TGTCTATG ATGALG
450 460 470 480

Imagen 5.18. Electroforetogramas con la variante c.1521_1523delCTT heterocigota (p.Phe508del)

Cortesia del bidlogo Esteban Medina, Genética Molecular de Colombia, Bogotd, Colombia.
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Imagen 5.19. Electroforetogramas que indican el polimorfismo c¢.1408G>A (p.Vald70Met)
heterocigota/homocigota en el exén 11. Cortesia del bidlogo Esteban Medina, Genética Molecular

de Colombia, Bogotd, Colombia.
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Imagen 5.20. CFTR exon 14: c.1826A>G heterocigota (p.His609Arg) (dbSNP: rs397508310).

Cortesia del biélogo Esteban Medina, Genética Molecular de Colombia, Bogotd, Colombia.
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TTTTACAACCCT II CATCTTTGTTOGECAA
120 130 140

T T 7T T AaCca s CC C T [] caAa TC T T TG T TG
a0 100

Imagen 5.21. CFTR exdn 19: ¢.3041A>G heterocigota (p.Tyr1014Cys) (dbSNP: rs149279509) Cortesia

del bidlogo Esteban Medina, Genética Molecular de Colombia, Bogotd, Colombia.

5.5.9 Cribado preimplantacional

Las pruebas de cribado preimplantacional permiten identificar alteraciones cromosdmicas,
principalmente translocaciones y algunas alteraciones de Unico gen (Dahdouh et al., 2015). El primer
esbozo de cribado preimplantacional surgié en la década de 1980 cuando se comenzd a utilizar la
PCR para determinar el sexo de embriones de pacientes portadores de patologias ligadas al X ( a H.
Handyside, Kontogianni, Hardy, & Winston, 1990), de esta forma se podia identificar los embriones
tanto sanos como portadores de mutaciones en el cromosoma X, asi fue posible seleccionar y

trasferir embriones sanos.

Debido a que este procedimiento era realizado Unicamente en parejas con antecedentes conocidos
de enfermedad ligada al sexo, la posibilidad de detectar estas mismas alteraciones cuando se
presentaban de novo era muy baja, por lo que se propuso la realizacidon de un cribado genético
preimplantacional de enfermedades ligadas a X en otras condiciones como por ejemplo, la edad

materna avanzada, en infertilidad masculina o en los casos de baja tasa de embarazo en mujeres
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con fertilizacién in vitro, consoliddndose de esta forma las pruebas de pesquisa preimplantacional

(Mastenbroek et al., 2007).

Es importante anotar que a diferencia de los métodos anteriores, el cribado preimplantacional se
realiza en el escenario de la fecundacion in vitro, por lo que el material genético se obtendra a partir
células provenientes del blastocisto, una cantidad aproximada de 5-10 células, tomadas entre los

dias 3 0 5 de desarrollo embrionario (R. T. Scott et al., 2013).

En las primeras etapas de este cribado se utilizaron métodos como FISH (Levinson et al., 1995), que
permite el andlisis de entre 5 a 12 cromosomas; sin embargo se identificé que las aneuploidias
pueden presentarse con significancia clinica en la mayoria de los 23 pares de cromosomas (P R
Brezina et al., 2016), lo cual contrasta con el poder limitado de deteccion de la FISH, disminuyendo
de igual forma la tasa de éxito del embarazo. El otro método utilizado en las primeras etapas del
cribado preimplantacional fue la PCR, para los casos de mutaciones puntuales, que presentdé un muy
buen desempefio en la identificacion de mutaciones puntuales en casos de Tay-Sachs y fibrosis

quistica por mencionar algunas (Tsai, 2000).

Sin embargo, con la evolucién de la biologia molecular, estos métodos han sido reemplazados por
otros con menor grado de complejidad técnica y mayor precision, entre los que encontramos la
Hibridacion Gendmica Comparada con arreglos (arrays) -aCGH- (Dahdouh et al.,, 2015), la
secuenciacién de siguiente generacidon —NGS- (Next Generation Sequence) (Koboldt, Steinberg,
Larson, Wilson, & Mardis, 2013) y el Karyomapping (A. H. Handyside et al., 2010); este ultimo se

encuentra auln en proceso de validacion.

La aCGH permitié un aumento del 42% en la deteccién de variaciéon en el nimero de cromosomas
(trisomias o monosomias completas o parciales) y translocaciones cromosdémicas no balanceadas

con respecto al FISH (Rawe & Cuzzi, 2012), permitiendo el aumento de la tasa de embarazo exitoso

196



llegando a ser de 75%, debido a la eficacia en la transferencia de un embridn correctamente cribado;
esto es logrado por la capacidad de analizar los 23 pares de cromosomas, ademas de ello muestra

una sensibilidad y una especificidad cercana al 100% (Fiorentino et al.,2014).

La secuenciacion de siguiente generacién (Next Generation Sequence NGS), fue propuesta por Treff
y colaboradores como método para el diagnédstico y cribado preimplantacional (Treff et al., 2013),
debido a su capacidad para la deteccién no solo de alteraciones cromosdmicas estructurales y
numéricas, sino también por la posibilidad de identificar mosaicos que se encuentren en
proporciones que oscilan entre el 20-50% vy la identificaciéon de defectos monogénicos (Paul R.
Brezina, Anchan, & Kearns, 2016); en un estudio comparativo entre la aCGH y NGS para la deteccién
de aneuploidias en embriones en estado de blastocito, realizado por Fiorentino y colaboradores, se
encontrd que la NGS tiene una concordancia del 99.5% con respeto a los hallazgos efectuados por
la aCGH; de igual manera se reporta una sensibilidad y una especificidad entre el 99.98% y el 100%

(Fiorentino et al., 2014).

En la actualidad diferentes métodos de cribado preimplantacional se encuentran disponibles

comercialmente, en la tabla 5.15 se relacionan algunos de ellos.

Laboratorio Prueba Método Condicion analizada
http://www.genedx.com/ Panel de FISH Aneuploidias de los cromosomas 13,
Aneuploidias 18,21, XyY

Panel cromosédmico aCGHySNP  Sindromes de micro duplicacién o
por micro arreglos micro deleciéon, disomias uni-
parentales de los cromosomas 6, 7,

11, 14, 15y 20,

Micro arreglos aCGHySNP  Sindromes de micro duplicacién o
cromosomicos del micro delecidn, deleciones,
genoma completo duplicaciones, deleciones
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para productos de subteloméricas, disomias uni

la concepcidn parentales
https://genesisgenetics.org  Cribado genético NGS Anilisis de los cromosomas 13, 15,
s/ngs preimplantacional 16,17, 18, 21,22, Xy Y, enfermedad

de Huntington, distrofia muscular
progresiva, fibrosis quistica,

sindrome de X fragil, entre otras.

http://www.igenomix.us/t PGS 24 NGS Anadlisis de aneuploidias en los 23
ests/preimplantation- Chromosomes pares de cromosomas.
genetic-screening-pgs/

https://www.cincinnatichil ~ 24sure array kit aCGH Andlisis de aneuploidias en los 24
drens.org/service/d/diagno tipos de cromosomas (22
stic- autosomas, cromosoma X y
labs/cytogenetics/preimpla cromosoma Y

ntation-genetic-screening/

VeriSeq ™ PGS kit NGS Analisis de aneuploidias en los 24
tipos de cromosomas (22
autosomas, cromosoma X |y

cromosoma Y.

http://www.mountsinaiser ~ PGS: Aneuploidy aCGH Andlisis de aneuploidias en los 24
vices.com/personalized- screening tipos de cromosomas (22
medicine/pre-implantation- autosomas, cromosoma X vy
genetic-screening/ cromosoma Y.
PGS: Aneuploidy aCGH Deteccidn de aneuploidias,
and translocation caracterizacién de translocaciones
diagnosis no balanceadas y otras anomalias

estructurales

Tabla 5.15. Pruebas disponibles comercialmente para el cribado preimplantacional

5.6 Cribado para grupos étnicos

Un factor que puede aumentar la frecuencia de una patologia de origen genético es la endogamia,

la cual se puede presentar por razones geograficas, culturales o religiosas, entre otras, haciendo que
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algunas patologias sean mds frecuentes en determinados grupos étnicos; sin embargo una
frecuencia aumentada de una condicidn en particular en un determinado grupo poblacional no es
solo producto de la endogamia, ademas, el efecto fundador o la seleccién positiva (por factores
ambientales como malaria o cdlera), probablemente intervienen para que una poblacién sea
proclive a portar una variante genética que les brinde una ventaja en particular (Goodman & Percy,

2005; Wambua et al., 2006).

La posibilidad de intervencién en la persona afectada hace que la realizacién de una prueba de
cribado tenga mayor valor en estos grupos étnicos, a continuacién se hara un resumen de las

pruebas genéticas establecidas para el cribado en grupos étnicos especificos.

Patologia Poblacidn afectada Prueba de cribado Prueba

confirmatoria

a-talasemia Mediterranea, oriente HPLC, Isoelectroenfoque RQ-PCR
medio

B-talasemia Mediterraneo este, medio HPLC, electroforesis capilar,
este africano, sur este electroforesis acida RQ-PCR
asiatico

Anemia de células Africa sub-sahariana HPLC, electroforesis capilar, RQ-PCR

falciformes electroforesis acida

Fibrosis quistica Canada lontoforesis Secuenciacion

Tabla 5.16. Patologias cribadas de acuerdo a los grupos étnicos.

Un grupo poblacional que tiene especial relevancia son los judios Askenazi, quienes presentan una
alta frecuencia del estado de portador para algunas patologias hereditarias, las cuales se resumen
en la tabla 5.17 (Hoffman et al., 2014); por esta razéon el American College of Obstetricians and

Gynecologists ha sugerido que se ofrezcan pruebas de cribado para un grupo especifico de
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enfermedades a todas las parejas provenientes de este grupo étnico (Monaghan, Feldman,
Palomaki, & Spector, 2008). En la actualidad se cuenta comercialmente con distintos paneles que
analizan de forma conjunta estas patologias logrando una tasa de deteccion entre 95% - 99%, en la

tabla 5.18 se describen algunas de las pruebas.

Patologia Gen afectado Herencia Descripcion Frecuencia

de portador

Enfermedad ASPA (E285A) AR Hipotonia axial, hiperextensién de 1/57
de Canavan 85% piernas, flexién de brazos, ceguera,
retraso en el desarrollo, y

megalencefalia

Enfermedad GBA 73% (N370S) AR Hepatoesplenomegalia, pancitopenia, 1/15
de Gaucher tipo | células de Gaucher en medula ésea,
3.1% (L444P) tipo pinguecula e hiperpigmentacién

Anemia de FANC 15 grupos AR - XL Retardo en el crecimiento pre y post- 1/89

Fanconi de natal, malformaciones esqueléticas
complementacion (radio y pulgar), corazdn y rifiones,
(A-Q) facies caracteristicas (boca, ojos y

cabeza pequefia), sordera,
hipogonadismo, hiper o hipo
pigmentacion, fallo medulary

susceptibilidad al cancer

Enfermedad HEXA, 79% AR Retardo en el desarrollo, pardlisis, 1/30
de Tay-Sachs insercion de 4 bp demencia, ceguera
en exén 11
Niemann-Pick SMPDI1, 38% AR Tipo A: hepatoesplenomegalia, retardo  1/90
R608del en tipo B, del desarrollo, déficit intelectual,
9% A483E, en tipo hipotonia, rigidez, ictericia,
A convulsiones, sordera, temblor,

psicosis o demencia
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NPC1, 11061T,
P1007A

NPC2, 58% E20X

Tipo B: hepatoesplenomegalia,
disfuncién pulmonar, no hay
compromiso neurolégico.

Tipo C: ataxia, convulsiones,
espasticidad, mioclonia, oftalmoplegia
vertical supra -nuclear, demencia y

manifestaciones psiquiatricas

ML tipo IV MCOLN1, 78% AR Retraso psicomotor, opacidad de la 1/127
IVS3-2A-G, cornea, degeneracion retiniana,
21.85%  delEx1- estrabismo,
Ex7
MSUD BCKDHA IA AR Encefalopatia, presencia de orina con 1/81
Y393N, G204R olor a maple
BCKDHB 1B
11BPdel, R183P,
H156Y, V69G,
4BPdel IVS9
DBT 1l 124BPdel,
F215C, 17BPins,
126BPins, I37M
Sindrome RECQL3 AR Retraso en el desarrollo, dolicocefalia, 1/100
Bloom talla baja, infecciones frecuentes,
reflujo gastroesofagico, susceptibilidad
al cancer
Enfermedad G6PC AR Retraso psicomotor, 1/71
de depésito de hepatoesplenomegalia, didtesis
glucégeno tipo hemorragica, angiomas, baja
| tolerancia al ayuno, hipoglicemia
Atrofia SMA1 AR Hipotonia progresiva grave 1/67
muscular
espinal
Disautonomia IKBKAP 97% AR Disminucion en lagrimas, disfagia, 1/27

familiar

IVS20DS, T-C,+6

dismotilidad esofagica y gastrica,
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3% R696P reflujo gastroesofdgico, hipotensidn
1 caso P914L postural, crisis hipertensivas,

hiporeflexia, ataxia progresiva

Tabla 5.17. Patologias hereditarias susceptibles de cribado en poblaciéon judia, MSUD enfermedad

de orina con olor a jarabe de arce.

Panel Patologias analizadas Tasa de Referencia

deteccidn

Panel para judios  Fibrosis quistica, enfermedad de Canavan, 95%-99%  http://www.questdiagno

Askenazi Enfermedad de Gaucher, Anemia de stics.com/testcenter

Fanconi, Sindrome Bloom, Enfermedad de
Tay Sachs, Disautonomia  Familiar,
enfermedad Niemann-Pick,
Mucopolipidosis tipo IV, Enfermedad por
depdsito de glucogeno, Enfermedad por

orina con olor a jarabe de arce

Panel de cribado Sindrome Bloom, Enfermedad de Canavan, 95%-99%  www.sickkids.ca
para judios Disautonomia  Familiar, Anemia de
Askenazi Fanconi,  Mucopolipidosis  tipo 1V,

Enfermedad Niemann-Pick, Enfermedad

de Tay Sachs
Panel completo Sindrome Bloom, Enfermedad de Canavan, >99% https://nxgenmdx.com/la
para judios Disautonomia  Familiar, Anemia de b-test/comprehensive-
Askenazi Fanconi,  Mucopolipidosis  tipo IV, ashkenazi-jewish-panel/

Enfermedad Niemann-Pick tipo A y B,
Enfermedad de Tay Sachs, atrofia muscular
espinal, deficiencia de dihidrolipoamida
deshidrogenasa, hiperinsulinismo familiar,
enfermedad de orina con olor a jarabe de

arce, Sindrome Usher, Sindrome Jubert.

Tabla 5.18. Paneles de cribado para patologias mas frecuentes en judios Askenazi.
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De la misma forma, se ha evidenciado la presencia de mutaciones en el gen BRCA1 y BRCA2 (John
et al., 2007) que son propias de este grupo étnico por lo que se ha sugerido el cribado de estas

mutaciones especificas en esta poblacion.

Prueba Mutaciones evaluadas Precision
BRACA1/2 Ashkenazi Founder Panel BRCA1 187delAG, 5382insC 95% - 99%
BRCA2 6174delT
Hereditary Breast and Ovarian Cancer BRCA1 187delAG, 5382insC +99%
Syndrome (BRCA1-BRCA2 related selected BRCA2 6174delT
mutations)
BRCAvantage®, Ashkenazi Jewish screen BRCA1 187delAG, 5382insC +99%
BRCA2 6174delT
Genetic Testing for Hereditary Breast and/or Codigo CPT 81212* 199%
Ovarian Cancer Syndrome BRCA1 187delAG, 5382insC
BRCA2 6174delT

Tabla 5.19. Pruebas de cribado para mutaciones fundadoras en poblacion judia Askenazi, * codigo

para que se analice especificamente las mutaciones fundadoras judias.

5.7 Conclusién

En conclusidn y como se ha descrito en los apartados anteriores, la oferta actual de métodos de
cribado es amplia y variada y oscila desde métodos citogenéticos clasicos, pasando por aquellos no
genéticos como las pruebas bioquimicas, estudios imagenoldgicos y otras formas de identificacion
de personas o familias en riesgo, hasta llegar en la actualidad a los andlisis moleculares.
Probablemente en este capitulo se escaparon de mencidn algunos otros métodos de pesquisa que
también se encuentran en uso en las poblaciones humanas; todos estos métodos han permitido la
identificacion de un gran nimero de alteraciones genéticas y no genéticas. La identificacidon de una

persona o familia en riesgo hace posible realizar intervenciones encaminadas a disminuir el impacto
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de las mismas sobre la calidad de vida de los afectados, a través de medidas especiales de
tratamiento, como por ejemplo dietas, terapias de reemplazo enzimatico o seguimiento, tendientes
a identificar complicaciones asociadas a la alteracién o evitar su presentacién en las generaciones

futuras, al permitirle a los portadores tomar diferentes opciones reproductivas.

Uno de los aspectos que han permitido que las pruebas de cribado tengan impacto en el curso
natural de una enfermedad es la optimizacién de los niveles de precision, tales como la mayor
sensibilidad y especificidad posible que se alcanzan en la actualidad, los cuales en algunos casos
llegan a ser casi del 100%. Sin embargo, un factor que restringe el uso de una prueba de cribado
particular es el costo de la misma, que hace que no pueda ser aplicada de forma masiva, evitando

con esto el cumplimiento de una de las caracteristicas de las pruebas de cribado.

Es importante tener en cuenta aquellos grupos poblacionales que presentan una susceptibilidad
aumentada a presentar ciertos desordenes genéticos como por ejemplo cancer o defectos
metabdlicos, entre otros, pueden ser sujetos a la aplicacién en ellos de pruebas de cribado

especificas.

Finalmente hay que recordar que las pruebas de cribado no son pruebas de diagndstico; el hallazgo
de un resultado positivo trae de la mano resultados que pueden ser falsos positivos y requieren de
la realizacidn de pruebas diagndsticas especificas y confirmatorias que identifique la noxa o causa
del problema bajo andlisis. De igual manera, es relevante expresar que en todos estos casos es
indispensable la participacion del asesor genético durante el proceso de cribado, principalmente
cuando sea reportada una prueba como positiva, ésto con el fin de brindar una adecuada
orientacidn sobre los posibles resultados de la prueba confirmatoria y las opciones de manejo que

se tengan con respecto a una condicion particular.
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6. BIOBANCOS Y BANCO DE ADN/ARN.

Los biobancos (cuando éstos almacenan especimenes como tejidos o muestras sanguineas) y los
bancos de ADN/ARN, surgieron tras la necesidad de almacenar la informacién y las muestras de
personas sanas o afectadas con padecimientos de indole genético, para el analisis presente y futuro

de muestras de ADN, de ARN, sueros, plasma, proteinas y/o tejidos (Yates, Malcolm, & Read, 1989).

Uno de los biobancos mas relevantes histéricamente fue establecido por James Neel en los Estados
Unidos de América, quien luego del lanzamiento de las bombas atdomicas en Hiroshima y Nagasaki,
realizdé estudios de polimorfismos genéticos en las proteinas y estudios citogenéticos en los
sobrevivientes y su descendencia, a partir de muestras que han sido conservadas desde esa época

hasta la actualidad (Neel & Schull, 1991).

Los biobancos de ADN aparecen en la década de los afios 1980s, como una iniciativa gestada por los
grupos de distrofia muscular (Yates et al., 1989); dentro de las aplicaciones propuestas para el
material genético almacenado, se encontraba la confirmacién diagnédstica de la enfermedad, el
diagndstico prenatal, la deteccion de portadores y el diagndstico pre-sintomatico. Seguidamente se
formaron bancos para almacenar muestras en otras patologias genéticas como: fibrosis quistica,
enfermedad de Huntington, inmunodeficiencias y hemofilia. Ademas, existen bancos que
mantienen un registro de enfermedades genéticas en adultos mayores y en aquellos afectados cuya
expectativa de vida es corta (Reijs et al., 2015; Sudlow et al., 2015). Un ejemplo relevante es la
cohorte de Rotterdam, en la cual se incluye entre otros: el estudio iniciado en 1990 sobre los
factores que determinan la ocurrencia de enfermedades cardiovasculares neuroldgicas,

oftalmoldgicas, endocrinolégicas y psiquiatricas en personas mayores de un suburbio en Rotterdam
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(Holanda) y en el que ademas, se incluye el anadlisis y la conservacién de muestras bioldgicas

(Hofman A et al., 2012).

A nivel mundial se pueden encontrar bancos que almacenan muestras de tejido y de material
gendmico de personas con patologias de inicio a edad temprana como de inicio en la adultez, en la

tabla 6.1 se relacionan algunos de ellos. Colombia, se puede citar el Banco de Sangre de Corddn

Umbilical (BSCU), de la Secretaria Distrital de Salud de Bogota

http://www.saludcapital.gov.co/HEMO/Paginas/BancodeCelulasdeCordonUmbilical.aspx

Bio-banco

Localizacion

Enfermedad

Centro Clinico Universidad de Pecs

Budapest, Hungria

Fibrosis quistica

European Central Bank of

Neurodegenerative Disease

Luxemburgo

Alzheimer

Integrated BioBank of Luxembourg  Luxemburgo Cancer, diabetes, Parkinson,
Alzheimer y otros

Saint Luc Tumor Bank Bruselas Cancer

Danubian Biobank Consortium Regensburg, Alemania  Desordenes del

envejecimiento

National Biobank of Finland

Helsinki, Finlandia

Desordenes urolégicos,
hematoldgicos, del espectro

autista, psiquiatricos y otros

BioBank Ireland Trust Dublin, Irlanda Cancer

Pulmonary Biobank Consortium Mallorca, Espafia Desérdenes pulmonares
(exposicionales)

Quebec Leukemia Cell Bank Montreal, Canada Leucemia

Canadian Biosample Repository Edmonton, Canada Repositorio diferentes
muestras
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National Laboratory for the Genetics Tel Aviv, Israel Lineas celulares humanas

of Israeli populations provenientes de la poblacidn
israelita

UCSF DNA Bank San Francisco, EEUU Repositorio muestras de ADN

Genetic Alliance Biobank Washington, EEUU Repositorio muestras de ADN

de enfermedades raras

DANA FARBER Biobank Boston, EEUU Céncer y otros (por demanda)
Store-a-tooth Stem cell bank Lexington, EEUU Células madres dentales
The Folio Biosciences Biobank Powell, EEUU Céancer, desordenes

autoinmunes o neuroldgicos

Iran National Tumor Bank Teheran, Iran Cancer

Tabla 6.1 Biobancos para muestras de enfermedades de inicio en la edad adulta, modificado de

http://specimencentral.com/biobank-directory/

Los avances en el estudio del cancer hereditario y esporadico han ampliado el uso de la informacion
genética a los tejidos y otros especimenes. En estos casos, se almacenan los bloques de parafina
gue contienen diversos tumores junto con datos de la informacidn personal y clinica pertinente,
sobre los cuales hoy se adelantan estudios gendmicos y de expresién para desvelar los eventos
causales del cancer, identificar marcadores de diagndstico y prondstico e incluso realizar acciones
preventivas en los familiares de un enfermo con una forma de cancer hereditaria (Aradjo, Gomes,

Teixeira, Coelho, & Medeiros, 2015).
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6.1 Tipos de biobancos

En la actualidad se han identificado diferentes tipos de biobancos: en primera instancia, McEwen y
colaboradores proponen una clasificacidon de acuerdo a la finalidad de los biobancos, los cuales son
divididos en 4 tipos a saber: en primer lugar los bancos que tienen un fin académico; en segundo
lugar, los bancos con fines comerciales que ofertan sus repositorios con animo de lucro; en tercer
lugar estdn los bancos que almacenan informacién genética con fines forenses y, por ultimo, estan
los bancos militares, orientados al cuidado de muestras de personas involucradas en conflictos

bélicos con propdsito de identificacion (McEwen & Reilly, 1994).

Adicionalmente Rebulla y colaboradores en una revisién sobre los biobancos principalmente
Europeos, encontré diferentes tipos de biobancos, los cuales fueron clasificados de acuerdo a su

misién y objetivos, agrupandose en 6 tipos a saber:

e Biobancos de restos de tejidos: en él se almacenan tejidos provenientes de muestras
anatdmicas y de muestras de patologia.

e Biobancos poblacionales: almacenan muestras obtenidas de la poblacion general de forma
aleatoria, sin que estas personas estén relacionadas con una condicidn en particular.

e Biobancos de gemelos: contienen muestras provenientes de una poblacién especifica que
son las parejas de gemelos.

e Biobancos de enfermedades: almacena muestra de personas con una condicidn particular,
por ejemplo cancer, enfermedades neuromusculares etc.

e Biobancos de dérganos: las muestras almacenadas son drganos completos, con el propdsito
de trasplantes.

e Biobancos no humanos: las muestras almacenadas en este tipo de bio-banco son

provenientes de organismos como primates, mamiferos marinos, e incluso plantas.
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Los biobancos conservan especimenes bioldgicos o tejidos relacionados con el interés de entender

la causa de las enfermedades, los mecanismos biolégicos, moleculares o ambientales responsables

de las mismas y traducir la investigacidn biomédica en beneficios tangibles para la poblacién, en lo

gue se denomina medicina traslacional.

6.2 Legislacion sobre biobancos

Dado que la conservacién de la informacién y las muestras o especimenes ofrece retos que se

relacionan con aspectos sociales, politicos y éticos importantes y, tomando en cuenta el amplio

campo de actividades que se despende del uso de estos por los bancos de ADN y los biobancos, los

paises han definido normas y regulaciones para el funcionamiento de estos.

Pais Legislacion

Caracteristicas

Referencia

Argentina  Ley N225.511 de
1987

Creacion del Banco Nacional de Datos

Genéticos

(lopez, 2013)

Islandia Act on Health
Sector Database,

N2 139/1998

Creacidén y operacion de base de datos

del sector salud

(Welfare, 2012)

Finlandia Act N2 101/2001

Disposicion sobre la donacidn,
extraccion, almacenamiento y uso de
érganos, tejidos y células humanas para

el uso medico

(Ministry of Social Affairs and
Health, 2012)

Suecia Act N2 297/2002

Regulacion para la  recoleccidn,
almacenamiento y uso de material
biolégico humano, respetando Ia

integridad personal del individuo

http://www.vavnad.se/cms/

sites/Biobanken/home/in-

english.html

Noruega Act N2 12/2003

Regulacion para el uso de células

humanas en diagndstico y terapia

(Bjugn & Gjertsen, 2012)
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Italia Decreto Marco general para la calidad y (Calzolari, Napolitano, &
191/2007 vy la seguridad de tejidos y células humanas.  Bravo, 2013)
guia sobre los Definicion y  caracterizacion  de
biobancos biobancos genéticos
genéticos 2004
Reino Human Tissue Regulacidn para la extraccion, (Price, 2005)
unido Act 2004 almacenamiento de érganos humanos y
otros tejidos
Nueva Guidelines  for Marco regulatorio y requerimientos para  (Ministry of Health, 2007)
Zelanda the use of el uso de tejidos humanos para
Human Tissue investigacion.
for Unspecified
purposes
Espaiia Real decreto  Requisitos basicos y de funcionamiento (Novoa, 2012)
1716/2011 de los biobancos y se regula el
funcionamiento y organizacién del
registro nacional de biobancos
Brasil Decreto 2201 Guias brasilefias para los repositorios y (Marodin, Braathen, Motta,

septiembre 14 biobancos de materiales bioldgicos Maria, & Santos, 2013)

de 2011 humanos con propdsito de investigacion.

Tabla 6.2 legislacion sobre biobancos a nivel mundial, modificado de (Cabrera et al., 2010; C. T. Scott,

Caulfield, Borgelt, & llles, 2012).

En Colombia no se cuenta con una legislacion especifica para los bancos de ADN; sin embargo, es
posible aplicar normas como la ley 09 de 1979 que en su titulo IX articulo y su reglamentacidn a
través del decreto 1571 de 1993 por el cual se dictan disposiciones para el funcionamiento de
establecimientos dedicados a la extraccién, procesamiento, conservacion y transporte de sangre
total y sus derivados (Colombia, 1993), las cuales pueden ser aplicadas principalmente en los

biobancos, por otro lado, se cuenta también con normatividad relacionada con la investigacion en
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seres humanos y en muestras de tejido humano que contempla aspectos técnicos y éticos (Cabrera

et al., 2010).

La resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud Pudblica, establece normas técnicas y
administrativas para la investigacién en salud, dado relevancia al proteccién del participante en el
estudio, asi mismo proporciona lineamientos cuando se trate de investigacion en comunidades y
grupos especiales que requieran medidas de proteccidn adicional como es el caso de los menores
de edad, discapacitados, mujeres embarazadas, grupos subordinados, entre otros. Adicionalmente
se contemplan lineamientos especificos cuando se realicen investigaciones con tejidos humanos,

acidos nucleicos o investigacién con animales.

El decreto 1101 del 2001, implementa la Comisidn Intersectorial de Bioética, con el propdsito de
asesorar al gobierno nacional en temas de bioética y asuntos relacionados con investigacion en
humanos, investigacion sobre el genoma humano, asi como otro tipo de investigaciéon biomédica,

como por ejemplo la extraccidn de tejidos, fertilizacidn in vitro, trasplante de érganos entre otros.

6.3 Etica en biobancos

De la misma forma que se han promulgado normas para evaluar el desempefio de los bancos de
ADN vy los biobancos, se ha establecido un marco ético para proteger la integridad de las personas
(Stjernschantz & Mats, 2013). La UNESCO promulgo la declaraciéon universal sobre el genoma
humano y los derechos humanos; asi mismo, se implementd una declaracidn sobre bioética y los
derechos humanos. Con ambas se buscé salvaguardar principios como la dignidad humana y los
derechos humanos, el principio de beneficencia y no maleficencia, los de autonomia vy
responsabilidad individual, el consentimiento, la proteccidn a personas carentes de capacidad para

dar su consentimiento, la proteccidn a personas y grupos vulnerables, los derechos a la privacidad
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y confidencialidad, a la igualdad, justicia y la equidad, el derecho a la no discriminacién ni
estigmatizacion, al respeto a la diversidad cultural y el pluralismo, a la solidaridad y cooperacién, a
la responsabilidad social y la salud, al aprovechamiento compartido de los beneficios, a la proteccién
de las generaciones futuras y finalmente, a la proteccidn del medio ambiente, la biosfera y la

biodiversidad (Lenoir, 1997)

Adicionalmente a lo promulgado por la UNESCO, otros estamentos de cardcter internacional han
establecido normatividades para ampliar la proteccion a las personas que se encuentran
involucradas en investigaciones, no solo ellos como objeto de estudio, sino también las muestras de
tejidos que son tomadas de ellos. Con este fin, organizaciones como la OMS (Organizaciéon Mundial
de la Salud) y su programa de genética humana, establecieron en 1998 una guia sobre temas éticos

en genética médica y en servicios de genética (Organization & Programme, 2003)

De la misma forma, HUGO (Human Genome Organization), dependiente de la UNESCO y entidad
cientifica encargada de promover la cooperacion internacional dentro del proyecto de genoma
humano, ha realizado aportes sobre el manejo de las muestras de ADN y la proteccion de las bases
de datos gendmicas. Para dar cumplimiento a estas directrices, se implementd el uso del
consentimiento informado. No obstante, se dejaron por fuera del consentimiento informado
aspectos como la disposicion final de la muestra luego de realizar el estudio para el cual fue tomada,
por lo que es necesario incluir preguntas especificas para definir si se autoriza el uso posterior de la
muestra en otros estudios, o si esta muestra debe ser desechada; de esta manera, se ha
estructurado un consentimiento informado ampliado, que incluye éste y otros temas relevantes

para el uso de material genético (Strech, 2015).

Antes de proceder a la recoleccidn de las muestras, se debe obtener la autorizacion de la persona

fuente del material genético, para que este pueda ser tomado, almacenado y, cuando sea
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requerido, pueda ser usado con fines de diagndstico o investigacion, para ello se debe estructurar
un consentimiento informado (Godard et al., 2003), avalado por el comité de ética institucional,
(Salvaterra et al., 2008). Si bien es cierto, los bancos de ADN pueden tener un propdsito de
investigacion, también pueden servir como sitio de almacenamiento de muestras para propdsitos

particulares como la identificacion de mutaciones familiares.

6.4 Proceso de recoleccidn, andlisis y almacenamiento de una muestra

6.4.1 El consentimiento informado en biobancos y bancos de ADN/ARN

El consentimiento informado debe abarcar 3 aspectos, el primero debe contemplar la autorizacién
de la persona para recolectar los datos y las muestras, el segundo aspecto implica el consentimiento
del uso de esta informacidn con propdsitos investigativos y por ultimo se debe tener el
consentimiento para la utilizacidn de la informacidn en terceros o el uso del material genético en

otras investigaciones (Shickle, 2006).

Para lograr que la persona que aportara la muestra tenga un adecuado entendimiento del propdsito
de banco de ADN o del biobanco, es necesario que estén identificados los siguientes elementos

(Beauchamp and Childress, 2001):

l. Precondiciones
a. Competencia (para entender y decidir)
b. Voluntad (para decidir)

Il. Elementos de informacién
a. Discusion (material de informacion)

b. Recomendaciones
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c. Comprension (del material de informacidn y las recomendaciones)
M. Elementos del consentimiento
a. Decisién

b. Autorizacion

Frente al asunto de permitir o no la utilizacidon de la informacidon o del material genético en
investigaciones futuras, es importante mencionar que la firma de un consentimiento informado por
cada investigacién en las que se pueda utilizar una muestra de ADN, conllevaria un aumento en el
tiempo de realizacién de la misma, asi como un aumento en el costo econémico, por lo que es

preferible la realizacidon de un consentimiento general (Rumball & Smith, 2002).

Adicionalmente se debe incluir la necesidad o no de anonimizar las muestras, de acuerdo al
propésito de su almacenamiento en el banco de ADN y definir el tiempo de almacenamiento de la
muestra; finalmente es pertinente recordar que la firma del consentimiento informado debe ser
libre, voluntaria y, el asesoramiento o informacion previo para obtener esta firma, debe ser
realizado por un profesional entrenado que pueda despejar todas las incégnitas surgidas durante el

proceso.

6.4.2 Recoleccién de muestras para los biobancos y bancos de ADN/ARN

Luego de la firma del consentimiento informado, donde la persona declara que conoce y acepta las
condiciones para el procesamiento y almacenamiento de las muestras en el biobanco, se procede a
la obtencidn del material genético, esto puede ser logrado a partir de diferentes fuentes; estas
fuentes son seleccionadas de acuerdo a la finalidad que tenga el banco de ADN/ARN, es decir si es
un repositorio de muestras aleatorias o, por el contrario, tiene por objeto el estudio de una

condicién especifica, como por ejemplo un tumor.
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Asi mismo la calidad de la muestra de material genético depende del método a través de la cual es
obtenida, la forma de transporte y de almacenamiento; estas condiciones tienen mayor relevancia
cuando se trata de la extraccidon de ARN debido a la variabilidad en la vida media que pueda tener
esta molécula, la cual puede ser de varias horas como por ejemplo el ARNm de la globina o de
minutos como es el caso del ARNm del transcrito del gen cis-fos (Chyi-Ying A. Chen, Nader Ezzeddine,
2008), es por ello que se recomienda un tiempo maximo de 30 minutos desde el momento de
obtencidn de la muestra hasta la congelacién de la misma, cuando se pretenda extraer ARN y un

tiempo menor de 2 horas cuando se piense en la utilizacion de ADN y proteinas (Florell et al., 2001)

Para la recoleccion de muestras aleatorias, el hisopado del interior de la mucosa oral es un método
de eleccion frecuente y mediante el cual se recolectan células de la mucosa oral a través de barrido
con un hisopo (Mulot, Stiicker, Clavel, Beaune, & Loriot, 2005); el procedimiento consiste en la
introduccion del hisopo en la boca y a nivel de la cara interna de las mejillas realizando un frote
circular durante aproximadamente 30 segundos, para lograr la mayor adherencia celular al hisopo
(Garcia-Closas et al., 2001), posteriormente se almacenan en tubos rotulados para luego realizar la

extraccion de ADN.

Otra forma utilizada para la obtener material genético, es a partir de sangre venosa, este método,
mas invasivo que el anterior, es ampliamente utilizado con este fin, debido al nimero elevado de
células que se obtienen, lo que facilita la extraccion de ADN (Gaaib, Nassief, & Al-assi, 2011); el
procedimiento consiste en extraer una cantidad aproximada de 5-10 ml de sangre venosa, por
medio de puncidn directa de una vena, esta muestra serd contenida en un tubo con anticoagulante
EDTA, el cual actia como quelante del calcio evitando que las endonucleasas actien y se logra la

conservacién de la muestra e integridad del ADN hasta la extraccidn del material genético.
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En el caso de biopsias de tejido para el estudio de mutaciones somaticas en tumores, lo
recomendable es realizar la congelacidn del tejido de manera inmediata, por ejemplo en nitrégeno
liguido, sin embargo, también puede lograrse la extraccion de ADN de muestras conservadas en
bloques de parafina, pero la calidad del material genético puede verse afectada, debido a la

degradaciéon que este puede sufrir.

6.4.3 Extraccion de ADN

Luego de tomada la muestra o espécimen se procede a la extracciéon de ADN/ARN, a través de
métodos convencionales como salting out, o por medio de estuches comerciales de extraccién de
ADN, estos métodos pueden diferir en algunos aspectos técnicos. En general, se sigue un protocolo
similar, el cual inicia con el lisado de las células, luego de esto se realiza la incubacidn con proteasas
para la extraccién de proteinas, seguidamente se realiza la separacion del ADN de las proteinas y
otros detritus y finalmente se precipita el ADN. A continuacidn encontrara la comparacién sobre la

cantidad de ADN obtenido a través de los diferentes métodos de extraccion.

TIPO DE METODOS DE EXTRACCION DE ADN GENOMICO

MUESTRA Precipitacion Solventes orgdanicos Absorcion en Unidn a esferas
con sales (fenol-cloroformo) columnas de silice  magnéticas

Sangre periférica  25-35 ug 30-70 ug ADN/ml de 25-40 ug ADN/ml 25-33 ug ADN/ml
ADN/ml de sangre de sangre de sangre
sangre

Células

5-7 ug ADN/ 106

células

5-10 pg ADN/ 10°

células

1-5 ug ADN/ 106

células

8-16 pg ADN/ 106

células

Tejido fresco

+ 3,5 ug ADN/

1-8 ug ADN/ mg de

0,2-1,2 ug ADN/

2-6 ug ADN/ mg

congelado mg de tejido tejido mg de tejido de tejido
Liquido 1-3 ug ADN/ml + 3 ug ADN/ml de No hay 0,5-3 ug ADN/ml
amniético de muestra muestra informacion de muestra
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Tejidos +30 ugADN/3  25-30 uyg ADN/ mgde  +37 ug ADN/ mg + 35 ug ADN/ mg
embebidos en cortes de 8 um tejido de tejido de tejido

bloque parafina

Tabla 6.3 Capacidad de extraccion de ADN de los diferentes métodos, modificado de las guia de
protocolos utilizados para la extraccion de dacidos nucleicos en biobancos, red de biobancos,

instituto Carlos IIl.

6.4.4 Identificacién de la muestra

Cada muestra debe estar completa y correctamente identificada, para ellos es importante incluir la
mayor cantidad de informacidn tendiente a individualizar esa muestra, para ello se propone la

inclusién de datos como:

e Nombre completo y nimero de documentos de identificacidon de la personafuente.
e Fecha de nacimiento

e Tipo de origen del ADN (sangre venosa, hisopado de mucosa, tumores, etc.)

e Identificacion de la familia (en casos de estudios genéticos en familias).

e Ubicacion en la genealogia

e Diagnostico

e Fecha de toma de la muestra

e Fecha de extraccidn del material genético ADN/ARN

e Identificacion de la persona que procesa la muestra

e |dentificacion del laboratorio que procesa la muestra

En los casos en los cuales las muestras tengan un propdsito de investigacidén, es pertinente

anonimizarlas, esto con el fin de proteger a la persona fuente, para ello es necesario el
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establecimiento de cédigos los cuales reemplazaran la informacidn personal colectada de la fuente,
asi como la identificacién de la muestra (Lavori et al., 2002), esta codificacidon permitird contrastar
los resultados de los hallazgos en la investigacion, con las caracteristicas clinicas de la fuente y en

llegado caso puede ser beneficiada directamente la persona fuente de la muestra.

6.4.5 Almacenamiento del ADN o la muestra bioldgica

En el caso que las muestras de ADN no sean utilizadas de forma inmediata, estas pueden ser
almacenadas a una temperatura aproximada de -70%c, sin embargo se ha sugerido formas separadas
de almacenamiento en alicuotas a diferentes temperaturas 49c, -20%c y -702 (Madisen, Hoar,
Holroyd, Crisp, & Hodes, 1987), es importante mencionar la correcta identificacién de cada una de

las muestras.

Para el almacenamiento de las muestras de ADN, se han utilizado diferentes recursos, uno de ellos
es el nitrégeno liquido, donde se alcanza temperatura hasta -1902c (Mirabet, Alvarez, Solves, Ocete,

& Gimeno, 2012).

Imagen 6.1. Contenedor de nitrégeno liquido, permite una temperatura cercana a 190°c bajo cero.

Cortesia del CIGGUR, Bogota, Colombia.
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Otro sistema para el almacenamiento son los congeladores que alcanzan una temperatura
constante que puede ir desde los -4°c hasta los -802c; de esta forma, se permite el almacenamiento

de muestras bioldgicas por un tiempo casiindeterminado.

Imagen 6.2. Sistema de almacenamiento en congeladores con temperatura constante, A.

temperatura a -21°c, B. temperatura a -80°c. Cortesia del CIGGUR, Bogota, Colombia.
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Es crucial establecer medios y parametros precisos para el almacenamiento de las muestras de ADN,
con el fin de preservar la calidad del material genético, cualquier fendmeno que modifique las
condiciones de almacenamiento puede alterar su calidad, es por ello que fallas en el fluido eléctrico,
incendios o eventos sucesivos de congelacidon-descongelacidon-congelacién, pueden deteriorar la
muestra, conduciendo a una probable modificaciéon en el estudio que se realice a partir de ella
(Madisen et al., 1987; Yates et al., 1989); ademas de ello se debe mantener un adecuado control

sobre el acceso a las muestras, limitando el nimero de personal que esta en contacto conellas.

Es necesario tener un registro riguroso de cada muestra, por lo que es pertinente consignar los datos
de identificacién de la fuente de la misma, datos personales como documento de identificacion,
fecha de nacimiento, edad en el momento de la toma de la muestra, lugar dentro de la familia, si se
trata de un caso familiar debe incluir la identificacion de la familia y el diagnostico (P. A. Roche &
Annas, 2006; Yates et al., 1989), otros datos como direccion, teléfono y correo electrénico son
igualmente utiles; adicional a estos datos personales se debe registrar la fecha de toma de la
muestra. Desde luego todos estos datos deben estar acompaiiados del consentimiento informado

firmado por la persona fuente del ADN.

Como se menciond con anterioridad de acuerdo al propédsito del biobanco, las muestras son
sometidas a un analisis particular, por ejemplo identificacidon forense o deteccién de una mutacién;
la figura 6.1, muestra un esquema general del proceso en el banco de ADN, desde el momento de
la toma de la muestra hasta la disposicién de los resultados por parte del investigador y la forma

como se revierten estos resultados a la persona fuente de lamuestra
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Seleccion de la fuente de interés

3 -

‘E{_" j | Recoleccién y codificacion
Interpretacion de iy k de la muestra
los resultados y

Analisis de la muestra \ ..... i ) de la

Procesamiento y extraccion del
ADN de la muestra

Figura 6.1. Proceso de funcionamiento en un banco de ADN, desde la toma de la muestra, hasta la

retroalimentacién de los resultados. Modificado de (Lavori et al., 2002).

6.5 Control de calidad en los biobancos y bancos de ADN/ARN

Debido al crecimiento en el nimero de bancos de ADN/ARN y biobancos y la amplitud de sus
propdsitos, fue necesario establecer protocolos consensuados entre las diferentes redes de
cooperacion tanto locales como internacionales, con el fin que proporcionen unos niveles minimos
de calidad; es por este motivo se sugiere la implementacion de sistemas de gestién de calidad
establecidas por la ISO (International Standards Organization) (Otlowski, 2010), en el caso de los

bancos de ADN/ARN vy los biobancos, se pueden aplicar las normas como:

ISO 9001:2000: especifica los requisitos para un sistema de gestién de calidad permitiendo a una
organizacién mostrar la capacidad de proporcionar de forma coherente productos que satisfagan
las necesidades del cliente, aplicando procesos de mejora continua del sistema y el aseguramiento

de la conformidad con los requisitos del cliente y los reglamentos aplicables.
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ISO/IEC 17025: establece normas generales para la competencia de laboratorios que realizan
ensayos y calibracion a partir de métodos normalizados, no normalizados y aquellos métodos
desarrollados por el mismo laboratorio, procurando garantizar la competencia técnica del

laboratorio.

ISO 15189: proporciona los requisitos aplicables a los laboratorio de analisis clinico, relativos a la
competencia y la calidad del analisis que son desarrollados con el objeto de brindar informacion

sobre el diagnostico, la prevencion o el tratamiento de enfermedades humanas.

ISO 22367: establece pardmetros para la reducciéon del error en el laboratorio medico a través del

manejo del riesgo y el mejoramiento continto

ISO 15194: especifica los requisitos para los materiales de referencia certificados y el contenido de
su documentacion de apoyo, para que sean considerados de orden metrologico mas alto de acuerdo
conlanormalSO 17511; esta norma también proporciona los requisitos de como recoger datos para

la determinacion del valor y como presentar el valor asignado y su incertidumbre de medida.

6.6 Biobancos y bancos de ADN/ARN a nivel mundial

Alrededor del mundo se cuenta con un gran nimero de bancos de AND/ARN y biobancos, por
ejemplo en Europa se encuentran aproximadamente 84, en Norteamérica casi dos centenares de
ellos, distribuidos en Canadd con 14 y Estados Unidos con 162, en Asia 21, Australia 14 y finalmente

enmedio oriente 4 (1 enIrdny 3 en Israel) (www.specimencentral.com); en América latina se cuenta

con 19 biobancos especializados en tumores distribuidos asi: Chile 5, Argentina 3, puerto rico 2,
Brasil, Bolivia, Colombia, México, Peru, Ecuador, Panama, Uruguay y Venezuela con 1 en cada nacidn

(http://www?2.rinc-unasur.org/banco de tumores); en la figura 6.2 se da su ubicacién geografica.
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Figura 6.2 Distribucién mundial de biobancos y bancos de ADN, los nimeros indican la cantidad de

biobancos en cada regién. Modificado de (C. T. Scott et al., 2012).

Ademas de los biobancos, en Latinoamérica y Espafia se cuenta con varios bancos de ADN, algunos
de ellos, como resultado de la necesidad de establecer una relacion de familiares con victimas de
conflictos armados o de otros delitos, se pueden citar casos como el de Argentina con el Banco
Nacional de Datos genéticos, impulsado por la sociedad de las abuelas de la plaza de mayo; en
Espafia con el proyecto Fénix y el banco de ADN de la Universidad de Barcelona para la identificacién
de victimas de la guerra civil; en Colombia donde de forma independiente se han creado varios
bancos de ADN con fines de investigacion clinica como en la universidad Javeriana o en la

Universidad de Antioquia por mencionar algunos (J. cesar Martinez, 2012)
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Otro ejemplo es el proporcionado por el banco de ADN para ensayos clinicos auspiciado por el
Department of Veterans Affairs cooperative study en Estados Unidos, que surge luego de la
necesidad de disponer de material genético que pueda ser utilizado en el proyecto de genoma

humano (Lavori et al., 2002).

6.7 Conclusidn

Como se puede apreciar, los biobancos y los bancos de ADN han alcanzado una amplia diversidad
tanto en sus propdsitos los cuales fueron inicialmente académicos, para luego, en algunos casos
convertirse en propdsito de indole econédmicos, como en la gestion técnica para recoleccién, el
procesamiento y almacenamiento de las muestras, ademas de ello, la actividad de los biobancos
han estimulado la creacion de normatividad estatal e internacional, con el fin de regular y
estandarizar la forma de recoleccion de las muestras y de la informacion proveniente de la persona
fuente, como también procurar por la proteccion de los datos surgidos a partir del material

analizado.

En la actualidad ademds de los biobancos especializados en patologias o condiciones que afectan a
los humanos, se cuenta también con biobancos para muestras de origen animal o vegetal, como por
ejemplo VetBioBank en Austria, Israel Plant Gene Bank en Isarael, o Marine Mamal Tissue Bank y

Mouse Stem Cell Bank en Estados Unidos, por mencionar algunos.

Es importante tomar conciencia de la importancia que reviste la necesidad de ampliar la red de
biobancos o bancos de ADN en Colombia, esto con el propdsito de mejorar la posibilidad de muchos
grupos de investigacion para tener acceso a muestras bioldgicas que les permitan satisfacer sus

requerimientos; ademas de ello, el establecimiento de biobancos y bancos de ADN puede contribuir
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a ampliar el conocimiento que se tiene sobre la diversidad bioldgica y genética que tiene la
poblacién colombiana, sin dejar a un lado los biobancos de organismos no humanos aprovechando
la diversidad en flora y fauna con la que se cuenta en Colombia y que también se beneficiaria de la

informacién recolectada en biobancos especificos para cada uno de ellos.
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7. BIOETICA EN LAS PRUEBAS DE DIAGNOSTICO, CRIBADO GENETICO YBIOBANCOS

7.1 Introduccidén

La palabra ética proviene del vocablo griego ethos que significa costumbre; la ética identifica a la
ciencia que estudia el comportamiento moral de ser humano, comportamiento que es dependiente
del momento de la historia en el que se analiza, es decir en el tiempo en que ocurre y también es
influenciado por la regién en donde se halla el individuo; por otro, lado la moral es todo
comportamiento o norma que es aceptado por una sociedad como valido o correcto; de la misma
forma, es esta sociedad la que establece cuales comportamientos son sefialados como erréneos o

incorrectos.

la bioética es la rama de la ética que tiene como fundamento establecer parametros para el
adecuado comportamiento del humano frente a la vida, este concepto fue utilizado por primera vez
en 1927 por el pastor protestante Fritz Jahr (Sass, 2007), quien incluyd este término para describir
la relacion ética que debe tener el hombre con las plantas y los animales; posteriormente, se refind
este concepto al referirse a la bioética como el estudio sistematico de la conducta humana en el
ambito de la vida y del cuidado de la salud, empleando una variedad de metodologias éticas en un

escenario interdisciplinario (Post, 1995).

Finalizada la segunda guerra mundial y luego de que salieran a la luz las multiples violaciones y
excesos a los que fueron sometidos los prisioneros durante los diferentes experimentos médicos,
se establecieron tratados con los cuales se estructuré la forma como se deben realizar
intervenciones experimentales en humanos (Greek, Pippus, & Hansen, 2012). El cddigo de
Nuremberg y la declaracion de los derechos humanos definen los requerimientos para estas

actuaciones, dentro de los cuales, el consentimiento informado, la utilizacion del método cientifico
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mas avanzado, un fin benéfico definido y la evaluacidn del riesgo/beneficio deben ser contemplados

en cada proyecto de investigacion.

Tratados e informes posteriores, como el informe Belmont, ampliaron las normas éticas para la
realizacion de intervenciones en humanos (T. Beauchamp, 2008; National Institutes of Health,
1979); sin embargo, solo hasta 1979, Beauchamp y Childress establecieron los cuatro principios
basicos de la bioética: autonomia, beneficencia, no maleficenciay justica (Beauchamp and Childress,

2001), los cuales se describen a continuacion:

7.2 Principios de la bioética

Principio de la autonomia: se refiere a la capacidad que tiene cada individuo paraauto-gobernarse,
es decir, la capacidad de tomar sus propias decisiones de forma libre. Para Beauchamp y Childress
una persona toma una decisién auténoma cuando lo hace con intencién, con comprension y sin
influencias que determinen su accién; esta autonomia se puede lograr cuando el profesional médico
revela la informacion al paciente, se asegura que se haya comprendido y facilita que él tome la

decisidon de acuerdo a los valores y creencias personales presentes en el paciente.

Principio de la beneficencia: toda accidn realizada durante la atencidon de un paciente debe ser
encaminada en pro de mejorar su estado de salud; para ello el profesional debe hacer un balance

entre el beneficio y el riesgo de realizar una intervencién determinada, antes de tomar una decisién.

Principio de la no maleficencia: a diferencia de la beneficencia, donde se realizan acciones
tendientes a favorecer al paciente, la no maleficencia procura evitar realizar acciones que puedan
ocasionar dafio al paciente; este dafo puede presentarse como dolor o discapacidad y, es claro que
no se puede excluir los dafios mentales que pueda sufrir una persona y desde luego las acciones que

le causen la muerte o que aumenten el riesgo de llegar a ella.
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Principio de justicia: se entiende como el trato equitativo y apropiado de lo que es debido a una
persona, en referencia a la distribucién imparcial, equitativa y apropiada de los recursos propios de

la sociedad, todo esto enmarcado en normas que estructuran los términos de cooperacién social.

7.3 Aplicacidn de los principios de bioética.

A partir de estos fundamentos la bioética amplia sus horizontes de intervencidn que partian de la
investigacion biomédica a campos como la atencidn clinica, las pruebas diagnésticas, asi como los
problemas sociales y politicos que tengan injerencia directa en la relacién hombre-vida (Vevaina,

Nora, & Bone, 1993).

Como es el propdsito de este escrito, se hablara de la bioética en las pruebas diagndsticas genéticas,
teniendo en cuenta el constante crecimiento que han tenido las mismas, asi como el profundo
impacto que pueda generar tanto en el individuo afectado como en su entorno familiar. Para
cumplir con este propdsito, se hace necesario verificar el cumplimiento de los principios de la

bioética como parte del proceso de diagndstico de pacientes con patologias genéticas.

Como primera instancia es necesario identificar los problemas que desde el punto de vista ético

puedan estar involucrados durante el proceso de diagndstico genético.

El primer paso en la realizacién de la prueba genética es identificar el objetivo de la misma; en el
ambito clinico, esta funcidn es realizada por el medico genetista (Evans, Bergum, Bamforth, &
MacPhail, 2004), durante esta primera aproximacidn se presenta el primer reto ético, que es la
posibilidad de acceso a este tipo de pruebas, el cual estd en relacidon con el principio de justicia,
teniendo en cuenta que el paciente tiene el derecho de conocer cudl es la causa que origina su

condicion.
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En este primer aspecto, la legislacién colombiana ha promulgado la ley 1392 del 2010, a través de
la cual se reconocen las enfermedades huérfanas y se adoptan normas tendientes a garantizar la
proteccion social por parte del estado colombiano, de esta manera en el articulo primero y sexto de
dicha Ley establecen entre otros la accesibilidad en la fase de diagndstico y el deber del gobierno
nacional para establecer guias de atencion, procedimientos diagndsticos y tratamiento para este

grupo de poblacién especial (Republica de Colombia & Social, 2010).

Luego de establecer el tipo de prueba a realizar, se debe procurar obtener autorizacién por parte
del paciente para la realizacidn de la prueba, esto estara protocolizado a través del consentimiento
informado por medio del cual se busca brindar proteccidn a otros principios bioéticos, que seran

expuestos mads adelante.

7.4 Consentimiento informado

El consentimiento informado se introdujo en 1970 y hace parte de un concepto que se desarrolla
de forma paralela con la bioética, el cual estd fundamentado desde el punto médico, filoséfico,
investigativo y legal, como el acto concertado entre el médico y el paciente, donde el primero
proporciona una informacién de calidad sobre el procedimiento que se va a realizar y, el paciente,
basado en la comprensién sobre esa informacion, autoriza o rechaza tal intervencion (T. L.

Beauchamp, 2011).

De forma general se puede decir que el consentimiento informado consta de dos partes, la primera
hace referencia a la informacién que se debe brindar al paciente, la cual debe ser clara, oportuna,
veraz, suficiente y objetiva, asegurandose durante este paso, que la persona involucrada haya
entendido adecuadamente el proceso, conociendo los beneficios y las complicaciones que puede

presentar durante el mismo, y permitiendo que sean realizadas preguntas respecto al
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procedimiento, ofreciendo respuestas claras a cada uno de los interrogantes; de esta forma se busca

satisfacer los principios de beneficencia y no maleficencia.

La segunda parte del consentimiento informado hace referencia a la libertad de eleccidén, que serd
ejercida por el paciente cuando brinde o no su autorizacion para la realizacién de la prueba; de esta

forma busca proteger el principio de autonomia a la que el paciente tienederecho.

7.4.1 Elementos de Informacion en el Consentimiento Informado

Partiendo de los cuatro principios propuestos por Beauchamp y Childress, se debe procurar el
cumplimiento de cada uno de ellos y la proteccidn del paciente, es por esto que durante el proceso
donde se construye el consentimiento informado, se sugiere la realizacion de una lista de chequeo,
la cual debe contener los puntos indicados en la tabla 7.1, que originalmente fueron propuestos
para la realizacion del consentimiento informado para la secuenciaciéon de genoma completo, pero

gue pueden ser adaptados a cualquier otra prueba diagndstica en genética.

Elemento Principio
Alcance de la prueba beneficencia
Descripcidon de la prueba Beneficencia
Beneficios que se espera beneficencia
Desventajas No maleficencia
Voluntad de realizacion de la prueba autonomia
Posibilidad de retiro sin consecuencias No maleficencia
Métodos alternativos No maleficencia
Medidas para asegurar la confidencialidad Justicia

Destino de las muestras luego de finalizar la prueba Autonomia
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Manejo de hallazgos incidentales en los resultados Autonomia

y posibilidad de conocerlos

Tabla 7.1 Lista de chequeo del consentimiento informado. Modificado de (Ayuso, Millan, Manchefio,

& Dal-Ré, 2013).

En Colombia la resolucion 8430 de 1993 por el cual se establecen las normas cientificas, técnicas y
administrativas para la investigacion en salud, en su articulo 15 establece que: “el consentimiento
informado debera presentar la siguiente informacién, la cual serd explicada en forma completa.....,
en tal forma que pueda comprenderla. a) la justificacion y los objetivos de la investigacién, b) los
procedimientos que van a usarse y su proposito incluyendo la identificacion de aquellos que son
experimentales, c) las molestias o riesgos esperados, d) los beneficios que puedan obtenerse, e) los
procedimientos alternativos que pudieran ser ventajosos para el sujeto, f) la garantia de recibir
respuesta a cualquier pregunta y aclaracion a cualquier duda acerca de los procedimientos, riesgos,
beneficios y otros asuntos relacionados con la investigacion y el tratamiento del sujeto, g) libertad
para retirar su consentimiento en cualquier momento y dejar de participar en el estudio, sin que
por ello se creen perjuicios para continuar su cuidado y tratamiento, h) la seguridad que no se
identificara al sujeto y que se mantendra la confidencialidad de la informacién relacionada con su
privacidad, i) el compromiso de proporcionarle informacidon actualizada obtenida durante el estudio,
aunque ésta pudiera afectar la voluntad del sujeto para continuar participando, j) la disponibilidad
de tratamiento médico y la indemnizacion a que legalmente tendria derecho, por parte de la
institucion responsable de la investigacidn, en caso de dafos que le afecten directamente, causados
por la investigacién, y k) en caso de que existan gastos adicionales, estos seran cubiertos por el
presupuesto de la investigacion o de la institucion responsable de la misma” (Ministerio de Salud y

Proteccién Social, 1993).
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Adicionalmente se debe desglosar cada uno de los siguientes aspectos, los cuales se considera
deben ser tratados y consignados en un formato escrito que debe ser leido y comprendido por parte

del paciente, previo a dar su autorizacién para realizar un procedimiento.

e Titulo: en él se debe mencionar el nombre de la prueba que va a ser realizada, el nombre
de la institucidn o laboratorio a cargo de su proceso, asi como su ubicacion.

e Muestra que va a ser analizada: indica el tipo de muestra que es recolectada para el
respectivo andlisis genético, describe forma para ser obtenida, tipo de recipiente para ser
contenida, forma de almacenamiento y trasporte.

e Descripcidn de la prueba: se hace una descripcion del tipo de analisis genético al cual va a
ser sometida la muestra genética, lugar donde va a ser realizada y forma de
almacenamiento

e Privacidad: se hace una relacidn de las personas que estan autorizadas para tener acceso a
las muestras y los resultados, procurando un estricto control de la informacion
proporcionada por el paciente, como la informacidn que se produce durante la prueba.

e Complicaciones: se indican las posibles complicaciones que se puedan presentar durante el
desarrollo de la prueba.

e Resultados: indaga sobre el deseo de conocer resultados inesperados o incidentales durante
el analisis de la prueba y que no estan relacionados directamente con el objetivo del
examen.

e Lugar de almacenamiento: indica el sitio de almacenamiento del material genético restante
luego de realizar la prueba genética, en algunas oportunidades se indica en este punto si la

persona fuente desea que este material sea desechado.
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e Utilizacién de la muestra para otros fines: este punto tiene como propdsito determinar la
posibilidad de incluir el material genético obtenido. en estudios de investigacion que estén
en curso o que puedan iniciar con posterioridad.

e Informacién de los resultados: se pregunta sobre la posibilidad que los resultados de las
pruebas puedan ser conocidas por una persona elegida por el paciente, o si por el contrario
se deja establecido que solo el paciente tendrd acceso al resultado de estas.

e Firma del consentimiento informado: el paciente da su autorizacidn para la toma de Ila

muestra y el andlisis genético de la misma.

7.5 Competencia para la firma del consentimiento informado

Es importante recalcar que este proceso debe ser realizado con personas competentes en términos

legales (edad) y capacidad mental.

En Colombia estas caracteristicas estdn determinadas por el cédigo civil, titulo Il: De los actos y
declaraciones de voluntad, articulo 1503: “todas las personas son consideradas legalmente capaces,
excepto aquellas que la ley declare incapaces”, a continuacidn el articulo 1504 describe quienes son
considerados incapaces, “son absolutamente incapaces los dementes, los impuberes y sordomudos
gue no puedan darse a entender. Sus actos no producen ni aun obligaciones naturales y no admiten
caucidn. Son también incapaces los menores adultos que no han obtenido habilitacién de edad y los
disipadores que se hallen bajo interdiccion; pero la incapacidad de estas personas no es absoluta, y
sus actos pueden tener valor en ciertas circunstancias y bajo ciertos respectos determinados por las

leyes” (Republica de Colombia, 2000).
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7.5.1 Consentimiento Informado para menores de edad

De acuerdo con la legislacién colombiana, el cédigo de infancia y adolescencia ley 1098 de 2006,
sefiala en su articulo 3 define como “nifio o nifia las personas entre los 0 y los 12 afios, y adolescentes
a las personas entre los 12 y los 18 afios” (Ministerio de la Proteccion Social, 2006); asi mismo el
cddigo civil en el capitulo V Definiciones de varias palabras de uso frecuente, articulo 34 “lldmese
infante o nifio, todo aquel que no ha cumplido siete afios; impuber, el varén que no ha cumplido
catorce afios y la mujer que no ha cumplido doce afios...” (Colombia. Congreso de la Republica,

2013).

La realizacion de una prueba genética a un menor de edad, tiene implicaciones no solo en la salud
presente de un nifio sino también las futuras alteraciones a la salud de este nifio, no solo desde el
punto de vista fisico, también el estado animico, su autoestima puede verse alterada, debido al
potencial riesgo de estigmatizacion, el cambio de estilo de vida y desde luego las preocupaciones

propias del nifio respecto a su estado de salud (Taruscio, 2000; Tozzo, Caenazzo, & Rodriguez, 2012).

Cuando se habla de pruebas genéticas para un menor de edad, algunas guias dividen estas pruebas
en varios grupos, como son las pruebas de cribado, las pruebas diagndsticas, pruebas de portadory
pruebas de histocompatibilidad; en cada una de ellas existen requerimientos e indicaciones que
deben ser cumplidos (Ross et al, Ross, Saal, David, & Anderson, 2013), uno de ello es contar con el
consentimiento para su realizacién, en el caso de los menores de edad, como es conocido, son los
padres o tutores legales los responsables de ellos y por tanto tiene la autoridad de hablar a su
nombre y desde luego tomar decisiones por ellos, procurando “el beneficio para el nifio” (Elger,
2010), el cual puede estar dado por la posibilidad de tener una intervencidn terapéutica o preventiva

precoz (Ross et al et al., 2013)

236



La autonomia que tienen los padres para aceptar la realizacidon de una prueba genética comienza a
ser menor, cuando los nifios empiezan a tener conciencia de su entorno, ampliando su capacidad
intelectual y psicosocial, permitiendo que él mismo pueda tomar sus propias decisiones; esta
capacidad no depende enteramente de la edad, sin embargo se encuentra que algunos nifios
alcanzan esta habilidad entre los 12 a 14 afios de edad -denominados en algunas oportunidades
como menor adulto- (Phadke & Gowda, 2013), de esta manera el menor se hace participe de la

decisidn, indicando si esta de acuerdo o no con la realizacidon de la prueba genética.

Teniendo en cuenta este Ultimo aspecto, la figura del asentimiento informado toma fuerza, como
documento de soporte para fomentar el respeto por la autonomia y libre expresion del menor
adulto, dandole una connotacién de indole moral, mas que juridica, cuando es realizado en el
escenario diagnostico; sin embrago el caracter juridico del asentimiento es absoluto cuando se

utiliza en el dmbito investigativo (B. Pinto & Gulfo, 2013).

La opinidn del menor se hace mas relevante cuando son realizadas pruebas de tipo predictivo o pre
sintomatico, debido al cambio que pueda ejercer el resultado en su estilo de vida, teniendo en
cuenta esto, algunas guias recomiendan que las pruebas deban retrasarse hasta que el joven pueda
decidir por si mismo en que momento y si desea que se a realizada la prueba (British Society of

Human Genetics, 2010).

7.5.2 Consentimiento informado para mayores de edad

En el caso de los adultos, el consentimiento informado serd estructurado de acuerdo a las
recomendaciones indicadas previamente y la decision estara sujeta a la voluntad del paciente, salvo
las excepciones que se contemplan como es el caso de aquellas personas que tienen limitaciones
cognitivas.
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A continuacidn en la tabla 7.2, se hace una aproximacién de como el consentimiento informado
brinda garantias para el cumplimiento y la proteccién de los principios éticos propuestos por

Beauchamp y Childress, cuando este proceso inicial es llevado de acuerdo con las condiciones

descritas en la lista de chequeo.

Principios éticos Condicion para su observancia

Garantias para cumplirlos

No maleficenciay Validez analitica de la prueba

Beneficencia genética.

Validez clinica de la prueba genética

Utilidad clinica de la prueba

La solicitud de la prueba genética debe ser
realizada por un profesional cualificado, que
tenga claro el significado y las posibles
implicaciones de los resultados, asi como las

necesidades de asesoramiento genético.

Autonomia La realizacién de la prueba debe ser

de forma voluntaria

El acceso a la informacion pertinente sobre el
propodsito de la prueba, el significado de los
resultados, los riesgos y beneficios de la misma,
brindan herramientas al paciente para

determinar si se somete a esta.

De la misma forma esta informacion facilita
que los custodios o representantes legales de
un paciente que no esta en capacidad de

decidir, den su aval para la realizacion.

Equidad y justicia Todos los individuos han de tener
un acceso equitativo a las pruebas
genéticas y a la asesoria genética

que este requiera

Planificacion de los recursos necesarios, asi
como brindar educacion al publico sobre la
disponibilidad de los servicios de genética y el
impacto de la informacién derivado de los

resultados de las pruebas

Tabla 7.2. Cobertura de los principios éticos por parte del consentimiento informado. Modificado

de (Pampols et al., 2013)
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7.6 Proteccion de los datos genéticos

La prueba diagndstica presentara un resultado el cual contiene informacidon relacionada
directamente con las caracteristicas hereditarias del paciente, que sumada con la informacién
obtenida durante el proceso inicial de identificacion (por ejemplo: genealogia), son denominados

en conjunto Datos Genéticos.

Los datos genéticos han sido definidos por la Declaracién Internacién de Datos Genéticos Humanos
en su articulo 2 como “toda informacion sobre las caracteristicas hereditarias de las personas,
obtenidas por andlisis de acidos nucleicos u otros anlisis cientificos” (UNESCO, 2003); asi mismoel
consejo europeo de ministros lo define como “todos los datos, con independencia de su tipo, que
se refieren a las caracteristicas de una persona o al modelo de herencia de estas caracteristicas
dentro de un grupo de personas que pertenezcan a la misma familia”

(http://ec.europa.eu/justice/policies/privacy/docs/wpdocs/2004/wp91 es.pdf).

A partir de estos conceptos es importante establecer directrices encaminadas a la proteccién de
todos los datos obtenidos por este medio, dado que de no cumplirse un adecuado protocolo que
garantice la proteccion de esta informacidn, la persona “propietaria” de estos datos puede verse

afectada al ser invadida su intimidad.

De la misma forma que una persona puede ser afectada en su intimidad por un inadecuado manejo
de sus datos personales y en este caso de sus datos genéticos, es necesario indicar que otros

derechos pueden ser vulnerados, dentro de estos setiene:

e El derecho de autodeterminacidn fisica: libertad decisoria que tiene cada individuo para
optar o seleccionar que hacer o no, respecto a situaciones que afecten su realidad fisica o

su sustrato corporal (Gédmez Sanchez, 2011)
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e Elderecho de autodeterminacion informativa: facultad de toda persona para ejercer control
sobre su informacién personal, que pueda estar contenida en registros publicos o privado
(Sanchez, 2008)

e El derecho a la identidad genética: conocimiento de su patrimonio bioldgico o su
configuracion genética (Escajedo & Epifanio, 2013)

e Elderecho alaigualdad.

e El derecho a no ser discriminado ni estigmatizado.

En Colombia, la ley 1.581 de 2012, por la cual dicta disposiciones generales para la proteccion de
datos personales, establece en el titulo Ill, articulo 5 que son datos sensibles: “aquellos que afecten
la intimidad del titular o cuyo uso indebido puede dar lugar a discriminacién tales como aquellos
qgue revelen origen racial o étnico, orientacion politica, convicciones religiosas o filoséficas, la
pertenencia a sindicatos, organizaciones sociales, de derechos humanos o que promuevan interés
de cualquier partido politico o que garanticen los derechos y garantias de partidos politicos de
oposicidn, asi como los datos relativos a la salud, a la vida sexual y los datos biométricos” (Colombia.

Congreso de la Republica, 2012)

Asi mismo en el articulo 6 del mismo titulo “se prohibe el tratamiento de datos sensibles”,
exceptuando cuando el tratamiento tenga fines “histdricos, estadisticos o cientificos”, en cuyo caso
se “deberan adoptar las medidas conducentes a la supresion de la identidad de los titulares”, el
articulo 12 hace referencia a la informacién que debe ser suministrada al titular de los datos por
parte de la persona que va a realizar un tratamiento (manipulacion) de su informacién, entre la
informacién que debe ser suministrada se encuentra: 1. El tratamiento al cual seran sometidos sus
datos vy la finalidad del mismo, 2. Los derechos que le asisten como titular, 3. Identificacién, direccion

fisica o electrdnica y teléfono del responsable del tratamiento.
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Sin embargo aunque no es claramente explicita la ley en lo referente a datos genéticos, se puede
considerar la informacién conseguida durante el proceso diagnostico como un dato sensible, que

para efectos practicos puede ser cobijado por esta norma.

7.7 Resultados de la prueba diagnédstica

Luego del procesamiento de la muestra se obtiene un resultado, el cual puede estar enmarcado en
uno de tres escenarios posibles, los cuales pueden ser un resultado positivo, un resultado negativo,
y un resultado con hallazgos indeterminados, en cada uno de estos casos se deben tomar medidas
no solo desde el punto de vista clinico como por ejemplo inicio de tratamiento, realizacién de
intervenciones quirurgicas, entre otros, sino también las decisiones que deben ser tomadas desde
el punto de vista ético, como por ejemplo informar o no a otros miembros de la familia, tomar

decisiones reproductivas, terminacion voluntaria del embarazo etc.

7.7.1 Resultado positivo

A partir de los tres escenarios del resultado de la prueba, al establecerse un diagndstico positivo, la
informacién debe ser comunicada al paciente, sin embargo es necesario tener en cuenta las
implicaciones del resultado, desde el punto de vista personal, social, familiar; un resultado positivo
para una enfermedad genética puede generar estrés psicoldgico, discriminacion, e incertidumbre
sobre el futuro y la posibilidad de tratamiento (Burgess, 2001), por esta razén el proceso debe estar

enmarcado en una adecuada asesoria genética brindada por un profesional entrenado para talfin.
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7.7.2 Resultado negativo

De la misma forma que se brinda una orientacién cuando el resultado de la prueba es positivo, es
importante brindar un acompafiamiento y asesoria cuando el resultado es negativo, si bien es cierto
el resultado negativo puede descartar la presencia de una condicién particular, en otras
oportunidades es necesario continuar indagando para tratar de establecer cual puede ser el posible
origen de esta condicién, en este caso, la prueba genética no es concluyente, este aspecto es
relevante tenerlo en cuenta, dada la posibilidad que la alteracién genética causal requiera para su

deteccién un tipo de prueba diferente a la yarealizada.

7.7.3 Hallazgos indeterminados/incidentales o secundarios

Los hallazgos incidentales, son definidos como la identificacion de alteraciones adicionales que no
necesariamente estan relacionadas con la busqueda de causas primarias en patologia estudiada; sin
embargo en la actualidad se esta utilizando el término “secundario”, para referirse a los resultados
gue no estan relacionados con la indicacién diagndstica de la prueba (M. I. Roche & Berg, 2015);

estos hallazgos presentan un gran reto, no solo médico, sino también ético.

El primer aspecto para tenerse en cuenta es la voluntad expresa del paciente, en conocer o no los
hallazgos secundarios, esto esta basado en el derecho que tiene el paciente a no saber (Andorno,
2004); esta decisién debe estar consignada en el cuerpo del consentimiento informado y, como
principal requerimiento, el paciente debe tener una clara comprension de las implicaciones que

pueden tener los hallazgos secundarios (M. I. Roche & Berg, 2015).

El segundo aspecto a tener en cuenta frente a un hallazgo secundario es determinar si éste es
medicamente accionable o no accionable, entendiéndose un hallazgo secundario medicamente

accionable como “la variante patoldgica o probablemente patoldgica que confiere una alta
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probabilidad de enfermedad, para la cual el conocimiento de su presencia permite intervenciones

médicas que puedan significativamente reducir la morbilidad y mortalidad” (Berg et al., 2013).

Partiendo de este ultimo aspecto la ACMG (American College of Medical Genetics), establecié un
grupo de trabajo sobre hallazgos secundarios, este grupo propuso en el ailo 2013 una lista de 56
genes para los cuales es indicaciéon reportar los hallazgos secundario (Green, Berg, Grody, Kalia, Korf,
Martin, McGuire, Nussbaum, O’Daniel, Ormond, Rehm, Watson, Williams, Biesecker, et al., 2013;
Kalia et al., 2017), debido a que estos hallazgos pueden ser medicamente accionables, teniendo en
cuenta que se espera que aproximadamente el 2% de los evaluados puedan presentar una hallazgo

secundario medicamente accionable (Amendola et al., 2015).

De acuerdo a las recomendaciones de ACMG, la forma de cdmo, cudndo y si se comunican los
resultados, debe estar determinado por el juicio médico, el cual debe estar centrado en el paciente,
ademas de tener en cuenta que esta decision puede afectar otras areas de la atencién médica

(McGuire, McCullough, & Evans, 2013).

7.8 Asesoria genética como medio de proteccidn para el paciente

En varios paises de Europa y en los Estados Unidos de América, se ha desarrollado la consejeria
genética como un medio para manejar la complejidad de la informacién suministrada, asi como
plataforma para encaminar un proceso de orientacién al paciente y su familia sobre el curso de la
enfermedad, posibilidades terapéuticas, pronostico y riesgos inherentes a la enfermedad
(Biesecker, 2001); de esta forma se puede articular una manejo multidisciplinario, con el fin de dar

soporte profesional a todos los requerimientos del paciente y su familia.
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La asesoria genética o consejo genético es un proceso de comunicacion en el cual se ayuda a los
pacientesy a sus familias a comprender y adaptarse a las implicaciones médicas, sociales y familiares

gue sobrevienen de un trastorno genético (Galan Gomez, 2010).

7.9 Etapas del asesoramiento genético

El proceso de asesoramiento genético puede dividirse en las siguientes etapas:

e Recoleccidon de la informacidn.

e Definicion del diagndstico y evaluacién del riesgo.

e Realizacién del estudio genético e interpretacion de los resultados.
e Recomendaciones de seguimiento y tratamiento.

e Contacto y actualizacion.

Es importante mencionar que el asesoramiento es un proceso no dirigido, es decir, pretende brindar
la informacidn suficiente para que el mismo paciente sea quien tome la decisién, respetando su
autonomia, no solo con respecto a la realizacion de una prueba genética, sino también para la

realizacion de un tratamiento especifico y en muchos casos para definir su vida reproductiva.

7.10 Retos éticos luego de conocer el resultado de la prueba genética

El proceso que involucra la realizacidon de una prueba genética culmina con la informacién de un
resultado, el cual les permite tanto al profesional de la salud como al paciente, tomar una decisidn
respecto a la forma de manejo de la enfermedad, que en muchos casos esta relacionado con el tipo

de tratamiento a seguir, por ejemplo si el manejo es quirudrgico, farmacoldgico o expectante.
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Asi mismo, surgen otros retos éticos que deben ser tratados de una forma multidisciplinaria, debido
a la dificultad que revisten para el manejo y a la posibilidad de involucrar a terceros, sean estos
enfermos, asintomaticos, portadores o sanos. A continuacidn se mencionan algunos de ellos, si bien
no se trataran a fondo dada la complejidad y particularidad de muchas patologias, se mencionan

para que sean tenidos en cuenta, principalmente por los profesionales tratantes.

7.10.1 El derecho de terceros

El primero de los retos es el derecho de terceros a tener conocimiento del resultado de la prueba
genética, los cuales pueden verse beneficiados por el conocimiento que se derive de dicha prueba,
como el caso de hermanos o hijos del paciente, el secreto profesional al que estan sometidos los
profesionales de la salud propone una limitacién desde el punto de vista legal y ético a este derecho;
sin embrago, se considera que hay excepcion al deber secreto cuando se busca evitar 1. Dafo a
persona ajena, 2. Dafo a persona propia y 3. Por imperativo legal (Judez et al., 2002) condiciones

gue estdn dispuestas en el articulo 38 de la ley 23 de 1981.

7.10.2 El derecho a decidir una vida reproductiva

Por otro lado, se encuentra el derecho a tomar decisiones respecto a la vida reproductiva y la forma
como puede satisfacer su deseo de paternidad/maternidad. Teniendo en cuenta las diferentes
opciones que se brindan en la actualidad, como por ejemplo la donacién de gametos
(ovulo/espermatozoide), la fertilizacidn in vitro con diagndstico preimplantacional, la donacion de

un embridn o la adopcidn.

7.10.3 Reto sobre decisiones eugenésicas

Finalmente, el resultado de algunas pruebas genéticas como por ejemplo las realizadas en el periodo

prenatal, puede dar lugar a que se tomen decisiones que puedan ser interpretadas como
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eugenésicas, este es el caso de la Interrupcidon Voluntaria del Embarazo (IVE), la cual fue
despenalizada en el 2006 a través de la sentencia c355 de la Corte Constitucional de Colombia

(Nacional, 2007). La IVE tiene indicaciones claras para que pueda ser realizada, estas son:

e Peligro para la vida o salud de la mujer.
e Cuando exista grave malformacion del feto que haga inviable suvida.

e Cuando el embarazo sea resultado de cualquier forma de abuso sexual o de inseminacién o

transferencia de ovulo fecundado no consentido o deincesto.

Las dos primeras indicaciones son las que mads se pueden relacionar con los métodos diagndsticos
genéticos, en primer lugar se debe tener una claridad del concepto de salud, de acuerdo a la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS): “la salud es un estado de completo bienestar fisico, mental
y social y no solamente la ausencia de afecciones o enfermedades” (Organizacién Mundial de la
Salud, 2006); por lo tanto, ante un resultado adverso en una prueba genética prenatal, puede verse
alterada la salud en este caso mental de la gestante, que la puede llevar a tomar una decision frente

a su estado gestacional.

En el caso de la segunda indicacidn, es clara la relacién directa entre el resultado confirmatorio de
una enfermedad genética y la posibilidad que esta alteracién desencadene una condicidon que
comprometa la viabilidad fetal; sin embargo, es importante que ante la presencia de un resultado
anormal, la gestante tenga una adecuada orientacién respecto al tipo de diagndstico que se realiza,

asi como las consecuencias y los posibles soportes terapéuticos.

Como se puede apreciar este Ultimo aspecto reviste una gran complejidad, por encontrarse en un
punto donde convergen tanto el derecho de la gestante a conservar su salud, como los posibles
derechos del no nacido a la vida, por esta razdn se insiste en la necesidad de realizar un manejo

interdisciplinario con el propésito de asesorar de forma adecuada la toma de decisiones.
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7.11 Conclusién

Las pruebas genéticas pueden contribuir a dar una explicaciéon de las causas de una enfermedad
genética, facilitan el establecimiento de un plan de tratamiento de acuerdo al prondstico de las
alteraciones identificadas y contribuyen con la identificacién de susceptibilidades o niveles de riesgo
en otras patologias, como es el caso de las pruebas de cribado; de esta forma, el personal de salud
y la familia pueden implementar acciones tendientes por ejemplo a disminuir las complicaciones

derivadas de estas enfermedades.

Sin embargo, para llegar a este punto, ademas de los requisitos técnicos y tecnoldgicos propios de
una prueba, es necesario cumplir con varias premisas, las cuales tienen como comun denominador
la proteccion del participante en la prueba genética que surgen de normas internacionales como el
cédigo de Nuremberg, la declaracién de los derechos humanos y el informe de Belmont, los cuales
se suman a directrices que debe estar presentes en el comportamiento de los profesionales que
realizan la prueba y que se rednen en los cuatro principios de bioética de autonomia, beneficencia,
no maleficencia y justicia, pero que han evolucionado para incluir otros principios y derechos como

la autodeterminacion, la identidad genética y la proteccion de datos genéticos.

Estas directrices obligan a establecer una serie de normas que permiten su aplicacién, como ejemplo
se puede citar la ley a través de la cual se reconocen las enfermedades huérfanasy otras tendientes
a proteger la informacidon obtenida durante todo el proceso para la realizacion de la prueba
genética, como fue establecido por la Declaracién Internacional de Datos Genéticos Humanos. Esta
estrecha relacidn entre las normas bioéticas y las normas legales, hace que la trasgresion de alguna
de estas normas, genere una sancidn que no solo tiene un caracter moral, sino también de tipo

penal, por lo cual es importante tener en cuenta la normatividad relativa a las pruebas genéticas
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con el fin de proporcionar un escenario ética y legalmente apropiado, que le brinde una adecuada

proteccion al paciente.
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8. FUTURO DE LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS EN GENETICA

En los capitulos precedentes se mostré una diversidad de pruebas genéticas que estan disponibles
y que sirven para el diagndstico de varios miles de padecimientos, enfermedades, sindromes y otras

alteraciones (http://www.omim.org/statistics/entry). A continuacidn se hard un resumen de los

diferentes métodos, técnicas y equipos de laboratorio que han contribuido con la identificacion
causal de un numero creciente de padecimientos genéticos en el ser humano, partiendo del
microscopio y su aporte a la citogenética, pasando por pruebas imagenoldgicas, bioquimicas, de
hemoaglutinacion (hematoldgicas); la adicion de métodos como la electroforesis, la optimizacion de
técnicas para el cultivo celular y mas recientemente el andlisis de ADN y de mecanismos que regulan

o modifican la expresion del genoma (epigendmica).

8.1. Microscopio de luz y pruebas citogenéticas.

Uno de los principales hitos en genética comenzo en la era pre-mendeliana (siglo XVII), con la
invencion del microscopio, cuando por vez primera se pudieron observar las células de diferentes
organismos (parasitos, por ejemplo) y tejidos. Si bien se habia establecido de manera incorrecta el
numero de cromosomas humanos desde los inicios del siglo XX, gracias al microscopio, a la
disponibilidad del cultivo celular y al uso de la solucién hipotdnica, en 1956, fue posible establecer
el numero correcto y realizar el diagndstico de alteraciones cromosdmicas, el cual se inicié en 1959
mediante el cariotipo, iniciandose la edad de la citogenética (Amos, 2000). Si bien se le atribuyé a
Jerome Lejeune el crédito del descubrimiento de la Trisomia 21, este parece corresponder también

a los doctores Gauthier y Turpin, ambos franceses (Rivera, 2016).
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El auge de la citogenética se debid a la innovacién de nuevas formas de cultivo celular, de
variaciones en los métodos para la obtencidn, fijacién y tincién de los cromosomas (Rodriguez-
Hernandez et al., 2014), como también las mejoras realizadas al microscopio, estos cambios
ampliaron la resolucién (alta resolucidn), o el realce de zonas especificas de los cromosomas (FISH)

(Bauman et al., 1981).

Imagen 8.1. Microscopio optico, herramienta de analisis en citogenética convencional. Cortesia de

la bidloga Jackeline Agudelo, Universidad del Tolima, Ibagué, Colombia.

Luego del descubrimiento de la Trisomia 21 y seguidamente de las demas trisomias y monosomias
viables, en ese entonces a todos los afectados por una enfermedad de causa desconocida o de
probable etiologia genética, se les solicitaba un cariotipo. Asi se comenzaron a identificar un nimero
importante de entidades cromosdmicas que tenian aneuploidias (trisomias y monosomias) o

alteraciones estructurales de los cromosomas, no solo en tejidos como la sangre venosa o
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fibroblastos de la piel, sino también en la medula dsea, en restos ovulares, en leucemias, linfomas y

en tejidos solidos (principalmente tumores).

ws = ‘@ t

Imagen 8.2. Visualizacién bajo microscopio optico de un set de cromosomas, aumento 100X.

Cortesia del bidlogo Esteban Medina, Genética Molecular de Colombia, Bogotd, Colombia

8.2. Pruebas imagenoldgicas

Otro de los métodos de diagndstico que también ha aportado desde hace tiempo al diagndstico
genético son los rayos X, que fueron descubiertos a finales del siglo XIX y permitieron identificar las
alteraciones dseas relacionadas con las displasias esqueléticas, las alteraciones del crecimiento
(European Society of Radiology, 2012). Por otro lado la difraccidon de los rayos X se utilizd para

dilucidar la estructura del ADN en 1953 (McGregor & Gunderman, 2011); la aparicidon de nuevos
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tipos de imagenes diagndsticas ha permitido la identificacion de diferentes alteraciones

morfoldgicas, congénitas o posnatales, que son el resultado de alteraciones genéticas basales.

El ultrasonido, por ejemplo, se implementd a partir de 1969 como herramienta para el cribado de
desérdenes anatdomicos fetales y cromosdmicos (Campbell, 1969), herramienta que
progresivamente se ha complementado con marcadores bioquimicos como PAPP-A, B-HCG, E3, a-
feto proteina e Inhibina A, para aumentar su precisién en la identificacidn de estos desordenes (Dey

et al.,, 2013).

Imagen 8.3. Ultrasonografia en dos dimensiones utilizada en las primeras etapas de cribado

neonatal.

Ademas de los métodos imagenoldgicos antes mencionados, se puede sumar otros, dentro de los
cuales se incluyen: la Resonancia Magnética Nuclear —-RMN-, que ha contribuido al diagnéstico y
principalmente al seguimiento en algunas patologias genéticas que cursan con tumoraciones
benignas, pero que su presencia puede alterar el funcionamiento de drganos vecinos al tumor (Raus,

Coroiu, & Capusan, 2016); la tomografia con emision de positrones (Positron Emission Tomogrphy —
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PET-) utilizada entre otras aplicaciones para la diferenciacién entre hiperinsulinismo congénito focal

y el hiperinsulinismo congénito difuso (Mohnike et al., 2008).

finalmente en la primera década del siglo XXI, dos métodos imagenoldgicos han ampliado a un mas
el horizonte diagndstico en enfermedades genéticas, el primero de ellos es la resonancia magnética
nuclear con espectroscopia la cual ha mostrado su aplicabilidad como complemento diagnostico en
enfermedades mitocondriales, al permitir la medicién de la actividad metabdlica en el cerebro (L.
Garcia, Guglielmo, & Illa, 2010); y el segundo método son las Imdgenes Moleculares (gammagrafia),
este ultimo método permite la visualizacién en tiempo real de eventos bioquimicos, interaccién
proteina-proteina, y conversién enzimatica, permitiéndole una gran variedad de aplicacionescomo
por ejemplo en neurociencias, enfermedades cardiovasculares o en genética (James & Gambhir,

2012).

Imagen 8.4. RMN que permite visualizar la presencia varios tubérculos corticales (flechas rojas) los
cuales hacen parte del diagnéstico de esclerosis tuberosa. Cortesia de la doctora Juliana Vargas,

INNN Manuel Velazco, Ciudad de México, México.
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Imagen 8.5. Tubérculo subependimario (flecha roja) visualizado a través de RMN. Cortesia de la

doctora Juliana Vargas, INNN Manuel Velazco, Ciudad de México, México.

Imagen 8.6. RMN que muestra imagen de doble corteza, la cual es una heterotopia por mutacion
en el gen DCX, que se asocia a epilepsia. Cortesia de la doctora Juliana Vargas Osorio, INNN Manuel

Velazco, Ciudad de México, México.
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8.3. Pruebas bioquimicas y sanguineas.

Las pruebas bioquimicas, al igual que las imagenes diagndsticas, proporcionan una vision indirecta
de alteraciones genéticas al identificar un metabolito que normalmente no estd presente en un
tejido determinado o que estd presente cuando éste no lo debe estar. A comienzos del siglo XX se
desarrollaron pruebas para el analisis de metabolitos (pruebas de tubo de ensayo), que permitieron

identificar algunos errores innatos del metabolismo (Barrera Avellaneda, 2009).

Por la misma época, se introdujeron formas para identificar los diversos grupos sanguineos a través
de reacciones hematoldgicas que utilizaban la hemaglutinacion (reaccion antigeno-anticuerpo) y
que establecieron la clasificacidon de la sangre en grupos sanguineos a través de varios sistemas
como el sistema ABO y el Rh, andlisis que fueron introducidos de manera rutinaria a mediados de
ese mismo siglo. Este avance contribuyé a la identificacion de la isoinmunizacion Rh y de la

incompatibilidad ABO, entre otros (Berger, 1999).

Otras patologias genéticas antes desconocidas pudieron ser identificadas a partir de la electroforesis
en gel y la electroforesis 2D hacia los afios 1960s y 1970s que permitieron el abordaje diagndstico
de las hemoglobinopatias, enfermedades altamente prevalentes en la humanidad y brindaron
informacién que orienté el entendimiento de la estructura del primer gen y la proteina codificada

por este (Weatherall, 2002).

La utilizacion de la sangre como medio para identificar patologias genéticas no fue restringido a las
pruebas de hemoaglutinacion, también, se utilizé la propiedad de transporte que tiene este tejido,
teniendo en cuenta que en ella es posible encontrar otros componentes ademas de las células
sanguineas, como por ejemplo la creatina quinasa y la aldolasa, marcadores que fueron utilizados a

partir de la década de 1950 en el diagnéstico de la distrofia muscular de Duchenne (SS, HH, SS, & al,
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1961). De la misma forma, factores de la coagulacion como los factores VIl y IX, contribuyeron al

diagndstico y seguimiento de enfermedades como la hemofilia (Mumford et al., 2014)

Adicionalmente se utilizd la medicion de niveles séricos de hormonas con el propdsito de identificar
la presencia de defectos genéticos de origen endocrino, tal fue el caso de la TSH en el hipotiroidismo
congénito (llliget al., 1977) o la 17 hidroxi-progesterona en la hiperplasia adrenal congénita (Grosse

& Van Vliet, 2007)

8.4. El andlisis del ADN

En la década de 1970 se introdujeron métodos que permitieron la secuenciacion gendmica de
fragmentos inicialmente no mayores de 100 bp en el ambito clinico, (Sanger & Nicklen, 1977),
logrando determinar variantes en el nimero de copias de nucledtidos, adicionalmente otros
métodos como el ensayo enzimatico in vitro permitieron la evaluacion de la actividad enzimdtica en
diferentes tejidos (Bisswanger, 2014); con la llegada de la PCR (Mullis, 1990), los RFLPs (D Botstein,
White, Skolnick, & Davis, 1980) y el chromosomal walking-jumping (Rommens et al., 1989),
permitieron el andlisis de secuencias gendmicas y genes especificos, que se relacionan con
patologias a las que no se habia encontrado una causa por medio de las pruebas bioquimicas y
citogenéticas debido al compromiso de uno o unos pocos nucledtidos, con estos nuevos métodos

se logré una mayor resolucion para el analisis del material genético.
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Imagen 8.7. Termociclador utilizado en proceso de amplificacion del ADN utilizando el método de

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Cortesia del CIGGUR, Bogotd, Colombia.

Finalizando las dos ultimas décadas del siglo XX, métodos como MLPA (Stuppia, Antonucci, Palka,
& Gatta, 2012), el analisis de STRs (short tandem repeats) o VNTRs (variable number of tandem
repeats), facilitaron la creacion de un mapa de haplotipos—HapMap- a comienzos del siglo XXI
(International & Consortium, 2003), a través del cual se pudo reconocer la variabilidad genética de
los humanos; ademas de su utilidad diagndstica, los STRs fueron dUtiles con propésito de
identificacion y reconocimiento de relaciones filiales (R Chakraborty, Stivers, Su, Zhong, & Budowle,

1999).

Adicionalmente en esa misma década se introdujo el analisis del genoma completo a través de la
CGH, dando la posibilidad de evaluar variantes en el nimero de copias a lo largo de todo el genoma

(Forozan, Karhu, Kononen, Kalllioniemi, & Kallioniemi, 1997); posteriormente los SNPs que
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comenzaron a ser aplicados inicialmente para la identificacién de loci relacionados con
enfermedades complejas (Lai, 2001), fueron luego asociados con la CGH, lo que permitié optimizar

la actividad de este tipo de pruebas aumentado su precisiéon (Lockwood, Chari, Chi, & Lam, 2005).

Ya entrados en el siglo XXI, la necesidad de métodos de alta eficiencia que permitan un analisis en
corto tiempo y a costos razonables, impulsé el desarrollo de la secuenciacion de siguiente
generacién —NGS-, permitiendo la secuenciacién del genoma completo —“WGS- o de las regiones
codificantes —WES- (Heather & Chain, 2016). Una condicién que marcd considerablemente el
diagnodstico genético, fue la identificacion de la heterogeneidad genética en muchos de las
patologias estudiadas, por lo que se hacia necesario la evaluacion simultdnea de varios genes; en
esta oportunidad, teniendo el conocimiento de cuales genes tienen una relacién directa con la
patologia, se pudo agrupar en un solo ensayo un numero de genes que presentan una alta
penetrancia para una determinada condicién, y por medio de paneles multigenes que aprovechan
la tecnologia de NGS, analizar e identificar de forma adecuada y en menor tiempo, cudl de ellos es
el responsable del desarrollo de la enfermedad, es asi como se llega al concepto de panel multigenes

(Lincoln et al., 2015).

8.5. Analisis de los mecanismos no gendmicos que controlan la expresion génica (epigenética)

De forma paralela al estudio de la estructura del ADN, se analizd la actividad funcional del mismo,
evidenciandose que varios factores no relacionados con la secuencia gendmica, se encontraban
implicados en los procesos regulatorios de la expresidn génica; es asi como desde 1.950 se estudia
la epigenética y los mecanismos implicados en estos procesos regulatorios como la metilacién del
ADN, los cambios en la configuracion de las histonas, la expresién de ARN no codificante, etc., los

cuales mostraron a su vez que puede influir las caracteristicas fenotipicas de una forma deletérea
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cuando estan alterados; de esta forma se comenzd el estudio de alteraciones epigenéticas para
establecer su relacion con la presencia de patologias que alin no encontraban explicacidn por medio

de los métodos antes mencionados.

8.6. Situacion actual del diagndstico en genética.

Como se puede apreciar, existe una amplia variedad de métodos con los cuales se puede abordar

cada una de las diferentes causas etioldgicas en una enfermedad o condicidn genética; sin embargo

y a pesar de esto, no es posible realizar un analisis simultadneo de todas estas variables por medio
de un Unico método, siendo necesario el analisis de forma individual, lo cual hace lento, y en algunas

oportunidades tardio, un proceso de diagndstico.

A pesar de realizar un adecuado abordaje clinico, aproximadamente un 30% de las enfermedades
genéticas se quedan sin una causa identificada, lo que hace suponer que aun hay factores
fisiolégicos propios del ADN que se encuentran sin analizar o que hay factores a los que aun no se

les ha analizado desde el punto de vista clinico.

Con el surgimiento de las ciencias dmicas, se ha presentado una reorganizacién del pensamiento
diagnostico en genética, debido a la concepcidn global de los procesos bioldgicos implicados en el
desarrollo de una patologia genética, surgidos a partir del reconocimiento de las interacciones entre
los diferentes sistemas como la transcriptdmica, la protedmica, la metaboldmica, etc.; dejando a un
lado el concepto individualista de la lesién, es decir, que solo sea un factor el que determine la

aparicién de la enfermedad.

Con este concepto generalizado de patologia se hace necesario evaluar la causa de la enfermedad,

no solo como la consecuencia de un Unico fendmeno, ya sea este estructural o funcional, sino
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también es necesario identificar toda la red de interacciones que presentan a partir de la lesiény de
qué forma las alteraciones secundarias en esta red pueden contribuir al desarrollo de la
enfermedad, de esta forma por ejemplo, si se estudiara una mutaciéon puntual en el ADN
mitocondrial, seria necesario estudiar el producto de esta mutacidn y sus interacciones en forma de
transcriptomica; para luego estudiar cdmo estas alteraciones desde el punto de vista
transcriptdmico comprometen la red metabdlica —metaboloma- del individuo afectado, para

finalmente poder relacionarse con la expresion global del genoma en forma de fenoma.

A partir de la primera década del siglo XXI, se comenzé a explorar la forma para el analisis de estas
interacciones, por lo que se propuso evaluar la relacidon entre las diferentes productos de la
expresidn génica, surgiendo la interactédmica, la cual aprovecha las tecnologias de secuenciacién y
analisis de microarreglos que permite realizar el estudio del transcriptoma y del proteoma en una
célula (Costello et al., 2005), para luego, a partir de esta informacidn y con el concurso de otras
tecnologias como la espectrometria de masas, la bioquimica o la bioinformatica, poder establecer
un mapa de interacciones o interactoma y por medio de este se pueda identificar el punto a partir
del cual se modifica la funcidn general y que desencadene el evento patolégico (Feng, Zhou, Huang,

Xie, & Nice, 2015).

Desde hace ya varios afios, se ha reconocido el papel importante de las proteinas en los procesos
fisiopatoldgicos de la enfermedad, tanto para el diagndstico, el prondstico, asi como para el
establecimiento de blancos terapéuticos, por lo cual se establecieron diferentes métodos para el
analisis de estas interacciones por medios informaticos —in silico- o en el laboratorio —in vivo o in
vitro- (Feng et al., 2015; V. S. Rao, Srinivas, Sujini, & Kumar, 2014); sin embargo, la falta de precision
en los resultados de estos enfoques donde se han reportado hasta un 30% de falsos positivos
cuando son verificados por otros métodos, sumado a la limitada cobertura, motiva a la utilizacion

del interactoma como método para establecer estas relaciones (Feng et al., 2015).
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La posibilidad de aplicaciones del andlisis de interactoma es variada, la cual puede ir desde el analisis
de las interacciones proteinicas que permitan identificar nuevos genes relacionados con la
enfermedad, desde el cancer (Yongsheng Li, Sahni, & Yi, 2016), por ejemplo, hasta la posibilidad de
analizar la interaccidn entre los blancos terapéuticos y los genes causantes de la enfermedad (Sun,

Zhu, Zheng, & Xu, 2015).

Un aspecto de relevancia en el andlisis de estas redes de interaccion, es la cantidad de informacidn
producida en cada evaluacién, es por ellos que ademas de implementar métodos diagndsticos que
puedan evaluar la interaccion entre redes bioldgicas, es necesario contar con herramientas para un
adecuado analisis; en este aspecto la bioinformatica adquiere un papel preponderante, teniendo en

cuenta el orden de magnitud de los resultados obtenidos en las pruebas.
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Imagen 8.8. Muestra las interacciones presentes entre un grupo de genes localizados en la region
13g11g12.12, este analisis se realiza por medio del programa INGENUITY a partir del resultado de
una prueba de array CGH que mostro una perdida en dicha region. Cortesia de la doctora Claudia

Silva, Universidad del Rosario, Bogota, Colombia.
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La bioinformatica se entiende como la aplicacidon de técnicas de la informatica al analisis de
informacién de origen bioldgico y agrupa diferentes disciplinas como las matematicas, la estadistica
y las ciencias computacionales, con el propdsito de entender y organizar los datos obtenidos a gran
escala expresados en términos de gigabytes que son originados a partir de pruebas asociada con la
biologia molecular como la secuenciacién de siguiente generacidon (Luscombe, Greenbaum, &

Gerstein, 2001).

El origen de la bioinformatica fue inicialmente con propdsitos investigativos, sin embargo con la
introduccion en el dmbito clinico y diagnéstico de las diferentes formas de secuenciacién de
siguiente generacion, las cuales generaban un gran volumen de informacién, se comenzd su
aplicacién en el campo de la medicina, y se espera que esta aplicacién continle y se haga mas

“fuerte” con la introduccién de nuevos métodos como es el caso de las ciencias omicas.

El proceso de andlisis bioinformatico conlleva varias etapas, la primera de ellas es la introduccién en
el sistema de la informacién proveniente de las pruebas genéticas, luego de ello, esta informacion
es analizada por medio de algoritmos computacionales integrados en el software, los cuales
establecen la red de interacciones propias de la estructura analizada (gen, proteina, etc.), luegodel
anadlisis bioinformatico, los resultados relevantes deben ser almacenados de tal forma que sea

posible tener facil acceso para su consulta.

Con este propésito se han establecido diferentes plataformas o bases de datos bioinformaticos, sin
embargo no todas estas plataformas permiten el libre acceso; adicionalmente, estas plataformas no
siempre contienen informacién de todos los grupos étnicos —africanos, europeos, asiaticos,
amerindios, etc.- ni cuentan con sistemas que permitan la integracion de la informacion de variantes

presentes en estas poblaciones especificas, y que se encuentren consignadas en bases de datos
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externas que le permitan al consultor realizar una comparacion entre sus resultados y resultados

similares en otras poblaciones.

8.7. Visidn del diagndstico genético

Como se ha visto en los parrafos anteriores, la presentacién de una condicién genética puede ser
dada por alteracion estructural (pérdidas-ganancias), funcional o de regulacion de la expresion
(epigenéticos) del genoma, teniendo en cada caso un abordaje diagnostico particular, el cual esta
basado, principalmente en los signos y sintomas que presenta el paciente o los antecedentes
familiares que se relacionen con una condicién particular; en este caso es necesario que la

enfermedad se haya manifestado para poder confirmarla con alguna de las pruebas.

El reto futuro no solo para los métodos diagndsticos, sino también para el abordaje clinico, es la
identificacion de estas condiciones antes que presentes sintomatologia, es decir una medicina
predictiva, a través de la cual sea posible identificar la enfermedad de una manera precoz o en una
fase pre sintomatica y realizar las intervenciones correspondientes, sean estas preventivas,

curativas o paliativas.

Adicionalmente, hay que tener en cuenta que al tratarse de un enfoque predictivo, no es posible
indicar a que nivel se puede identificar la lesidon, es decir, que se desconoce si el dafio es a nivel
cromosomico, a nivel gendmico, a nivel epigendmico o a nivel de las interacciones, por lo cual se
haria necesario realizar un “barrido” diagnostico utilizando todos los enfoque diagndsticos de
acuerdo al nivel de analisis; sin embargo esta practica ocasiona un aumento considerable en los
costos diagndsticos para el sistema de salud o para el paciente, por lo cual seria necesario sugerir

otros enfoque posibles.
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El primero de ellos surge del enfoque dado a las enfermedades con heterogeneidad genética, donde
por medio de un Unico ensayo, se analizan de forma simultanea varios genes a través de NGS; sin
embargo este nuevo enfoque diagnostico que si se quiere llamar mono-prueba, deberia estar en la
capacidad de realizar el andlisis de la muestra en los cuatro niveles mencionados con anterioridad
(cromosdmico, gendmico, epigendmico e interactémico) por medio de una Unica prueba, la cual
permita la identificacidon de las alteraciones en un solo paso, disminuyendo el tiempo de analisis y

el costo econdmico de realizar un abordaje diagnostico individual.

De no ser técnicamente posible la implementacidn de un Unico método, para el andlisis de todas las
alteraciones genéticas y epigendmica, otra propuesta es integrar las pruebas existentes en el
momento en un Unico sistema, instrumento o equipo, el cual realice todas las pruebas por separado,
y al mismo tiempo para que sus resultados sean integrados y correlacionados, de esta forma se

pueda determinar el impacto general de la alteracidn, es decir establecer una red de interacciones.

En este Ultimo aspecto se considera que la bioinformatica tiene un papel importante debido a la
necesidad de integrar el gran volumen de informacidn que pueda generarse a partir de las pruebas
diagndsticas, por lo cual se debe optimizar el desempefio de la bioinformatica. En este sentido es
necesario, en primer lugar, contar con algoritmos en constante evolucidn que satisfagan los
requerimientos diagndsticos; del mismo modo, es necesario mejorar la capacidad de
almacenamiento y analisis de los equipos bioinformaticos y, desde luego, capacitar a profesionales
del area de la salud para que sean estos los que realicen el andlisis en pruebas diagndsticas o de

relevancia médica.

De forma adicional al abordaje émico de las pruebas diagndsticas en genética, es importante tener
en cuenta que estas interacciones son diferentes, o varian de acuerdo al tejido u érgano que se

evalule, esto se debe a la expresién selectiva que es una propiedad de algunos genes, que les
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permite que sea expresado en un determinado tejido con cierta magnitud y frecuencia, mientras

ese mismo gen tiene una expresién reducida o, en otros casos aumentada, en otros tejidos.

osphate Biosynthesis 2

i}

Imagen 8.9. Posible nuevo enfoque para el diagndstico de patologias genéticas, basado en el andlisis

citogenético, gendmico, epigendmico e interactémicorealizado de forma simultanea y su posterior

analisis bioinformatico.

266



8.8 Conclusién

A través de la historia se han establecido métodos o pruebas con el propdsito de identificar la causa
de las alteraciones genéticas. Como se menciond anteriormente, la variedad de pruebas genéticas
responden a un requerimiento particular, como por ejemplo la CGH que es capaz de identificar
pérdidas o ganancias de material genético que la hacen relevante para el diagndstico desindromes
de microdelecidn o microduplicacidén. No obstante, esta prueba pasa por alto aspectos que son
relevantes dentro de todo el contexto clinico ya que la CGH no permite la identificacion de
alteraciones balanceadas como las translocaciones balanceadas o las inversiones cromosdémicas,
por lo cual no son utiles para el diagndstico de una translocacion robertsoniana. Para identificar
adecuadamente esta alteracidn, seria necesario aplicar otra prueba genética, como por ejemplo un

cariotipo.

En el ejemplo anterior se muestra como a pesar de la precision y el dinamismo técnico de una
prueba genética, un Unico método diagndstico no resuelve todos los interrogantes, mas aun cuando
no se tiene conocimiento de la presencia de otras alteraciones subyacentes, por lo cual se considera
atil la implementacién de métodos que puedan integrar ya sea fisicamente las pruebas en una sola
o bien que integre analiticamente los resultados de las mismas con el propdsito de establecer un

panorama global de la afeccidn y las posibles consecuencias de lamisma.

Para ello es necesario que las pruebas diagndsticas genéticas garanticen la cobertura completa de
los genes o las regiones a ser analizadas y también los distintos elementos con los que pueda
interactuar —red de interacciones-, ademas de disponer de un sistema de filtrado de variables que
permita un acceso rapido de la informacidn disponible en las diferentes bases de datos
bioinformaticos, las cuales deben a su vez almacenar datos provenientes de las diversas poblaciones

humanas alrededor del mundo. Finalmente, es necesaria la formacién e integracién de
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profesionales de la salud en el papel de analistas bioinformaticos para lograr un adecuado abordaje

clinico-patolégico a partir de los resultados obtenidos en los analisis de laboratorio.
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ANEXOS

Anexo 1. Reporte de los resultados del andlisis realizado para el sindrome de Usher a través de un

panel multigenes

Septiembre

Identificacion del paciente:
Documento:
ID orden:

Tipo de espécimen/ID: Sangre total —

PANEL NGS PARA SINDROME USHER (12 GENES)

Indicacion clinica: Paciente de 47 afios de edad con antecedente de sordera y pérdida de visidn
progresiva.

De acuerdo a la solicitud se analizaron los siguientes genes: ABHD12, CDH23, CIB2, CLRN1, DFNB31,
GPR98, HARS, MYO7A, PCDH7, USH1C, USH16'y USH2A.

RESULTADOS: En los datos de secuenciacion del panel génico se detectaron 5 variantes
posiblemente relacionadas con el cuadro clinico de la paciente, dos de ellas con impacto en el
fenotipo segln Clinvar y las otras 3 predichas como patogénicas, segun las herramientas
bioinformaticas (SIFT y PolyPhen).

Tabla 1. Genes con hallazgos de variantes no-sindnimas clasificadas como patogénicas o
posiblemente patogénicas segin CLINVAR

CAMBIO CAMBIO EN

GEN | ENEL ADN CIGOSIDAD LA PROTEINA CLINVAR

CDH23 |c.4021G>A Heterocigoto p.Asp1341Asn | rs121908351 Patogénico

CDH23 |c.3625A>G Heterocigoto p.Thr1209Ala | rs41281314 | Inter. conflictiva de patogenicidad
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Tabla 2. Genes con hallazgos de variantes de secuencia predichas como patogénicas segun
herramientas bioinformaticas (SIFT y PolyPhen)

GEN CAMBIO EN ELADN CIGOSIDAD CAMBIO EN LA PROTEINA ‘ dbSNP ‘ SIFT POLYPHEN

CDH23 c.7139C>T Heterocigoto p.Pro2380Leu rs4747195 | Dafiino | Patogénico
MYO7A ¢c.5156A>G Heterocigoto p.Tyr1719Cys rs77625410 | Dafiino | Patogénico
MYO7A €.6240C>T Heterocigoto p.Ser2080Ser rs41298757 | Dafiino | Patogénico

INTERPRETACION CLINICA:

CDH23: Se identificaron 3 variantes heterocigotas no sinénimas (‘missense’): c.3625A>G
(p.Thr1209Ala) (dbSNP: rs41281314), c.4021G>A (p.Asp1341Asn) (dbSNP: rs121908351) y ¢.7139C>T
(p.Pro2380Leu) (dbSNP: rs4747195). Este gen es miembro de la superfamilia de las caderinas y
codifica para la caderina 23, una glicoproteina dependiente de calcio implicada en la unién
intercelular. Mutaciones heterocigotas compuestas u homocigotas en este gen son causantes del
sindrome Usher tipo 1D (USH1D) y sordera autosémica recesiva-12 (DFNB12) (OMIM 605516).

La variante heterocigota c.4021G>A tiene una significancia clinica concluyente por Clinvar ya que es
considerada patogénica y relacionada con sordera autosémica recesiva-12 (DFNB12); ademas las
herramientas bioinformaticas (SIFT, PolyPhen y Mutation Taster) la predicen como patogénica. La
literatura sustenta dicha aproximacion ya que se reporta en una familia afectada con pérdida de
audicién no sindromica (de Brouwer, et al., 2003); por todo esto la variante heterocigota c.4021G>A,
debe considerase como mutacién causante de enfermedad.

La variante c.3625A>G tiene una significancia clinica con interpretacion conflictiva de patogenicidad
ya que es considerada tanto benigna como patogénica e incierta relacionada con USH1D, segun
CLINVAR. Sin embargo, en la literatura hay evidencia para considerarla como variante de
susceptibilidad. Un estudio de ‘screening’ de mutaciones en dos genes (CDH23 y PCDH15) en 76
afectados con USH1D, se observé que en una familia el afectado con sordera era heterocigoto
compuesto para una delecién en el gen y homocigoto para la variante en cuestion (p.Thr1209Ala), la
cual ha sido previamente identificada en estado homocigoto en pacientes sordera. Estudios previos
han demostrado que variantes de ‘splicing’, nonsense y frameshift homocigotas conllevan a USH1D
tipico, en tanto que la homocigosidad para mutaciones no sindnimas son causa de sordera no
sindréomica o sindrome Usher atipico. Ademas, esta variante es patogénica debido a su localizacion
en un dominio proteico muy conservado evolutivamente y que es funcionalmente importante,
ademas de que esta variante no se ha identificado en ningin control (n=100) (Qing Yin Zheng, et al.,
2005). En adicion, los predictores in silico PolyPhen y Mutation Taster la consideran patogénica y
causante de enfermedad, respectivamente.
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La variante heterocigota c¢.7139C>T estd clasificada como benigna por Clinvar y segin un estudio en
familias koreanas se identificd en 12 de 16 pacientes con sordera pero también en 26 de 30 exomas
controles, por lo tanto no se le considera como causante de enfermedad. Sin embargo, la principal
limitante de este estudio es el limitado nimero de pacientes y controles analizados, ya que una
cohorte mas grande permitira identificar o descartar de manera mas concluyente la relacién de esta
variante con la enfermedad. El alineamiento de la secuencia proteica (Figura 1) entre diferentes
especies cercanas y lejanas evolutivamente, permitid observar la conservacién del aminoacido
Prolina. Por tanto, el cambio descrito (p.Pro2380Leu) en esta region conservada puede alterar la
estructura y funcién de la caderina 23. Por tanto, a la espera de nuevos y mas robustos estudios que
corroboren dicha conclusién, esta variante debe considerarse de significado incierto (VUS) ya que
segln predictores in silico es patogénica (SIFT y PolyPhen).

Q9H251 CADZ3 HUMAN 2377 MGE3PPRAAEIPVY LEIVDINDNNPIFDOPSYQEAVFEDVPVGTI
HZRCo@ H2ZRCo@_PANTR 2254 MG3PPRAAEIPVY LEIVDINDNNPIFDOPSYQEAVFEDVPYGTI
F7GVI2 FPGVI2_MACMU 2381 MGEPPRAAEIPVY LETVDINDNNPIFDOPSYQEAVFEDVPVGTY

35818 G358Ie_GORGOD 23149 MGE3PPRAAEIPVY LEIVDINDNNPIFDOPSYQEAVFEDVPVGTI
FeXRXe FoXRX6_HORSE 2334 MGPPRAAEIPVY LEIVDINDNNPIFDQPSYQEAVFEDVPVGTY
F1IP8XS F1P&X5_CAMNLF 2382 MGEPPRAAEIPVY LETVDVNDNHPIFDOPSYQEAVFEDVPVGTY
Q99PF4 CAD23 MOUSE 2377 MGYPPRAAEIPVY LEIVDINDNNPIFDOPSYQEAVFEDIANVGTY
QeQQELl QeQQELl_DANRE 23ge HGE3PPRFTELPVY LRI IDVMNDNNPVEQOPLYQKSIFEDVALGTT

i e, ERKE X, ok, XEXxXR, ok, XX ESEH R L -,

Figura 1: Alineamiento de la secuencia protéica de CDH23 entre el humano, chimpancé, mono, gorila, caballo,
perro, raton y pez cebra, en ese orden.

Por lo tanto, la sefiora presenta, en nuestra opinién, presenta un genotipo heterocigoto compuesto
para mutaciones en el gen CDH23: ¢.4021G>A (p.Asp1341Asn)/c.3625A>G (p.Thr1209Ala), las cuales
se han relacionado con el fenotipo que se estudia.

MYO7A: Se identificaron dos variantes posiblemente relacionadas con el cuadro clinico de la paciente,
ambas heterocigotas y reportadas en bases de datos: ¢.5156A>G (p.Tyr1719Cys) (dbSNP:
rs77625410) y c.6240C>T (p.Ser2080Ser) (dbSNP: rs41298757). Este gen codifica para la miosina VIIA
clasificada como proteina poco convencional debido a su caracteristica “cola” (dominio C-terminal)
muy corta; interactda con la actina importante en el transporte de moléculas y la estructura celular.
Se expresa en el oido interno y en la retina teniendo un rol importante en el desarrollo y
mantenimiento de los estereocilios y del epitelio pigmentario retinal, respectivamente. Las
mutaciones en este gen son causantes de sindrome Usher tipo 1B y sordera autosémica
recesiva/dominante (OMIM 276903). La variante no sinénima ¢.5156A>G (p.Tyr1719Cys) estd
clasificada como benigna (Clinvar) y en la literatura la plantean como posiblemente no patogénica; el
cambio p.Tyr1719Cys ha sido designado previamente en afectados como causante de enfermedad,
pero segun los estudios caso/control de esta variante la consideran como no patogénica dado que se
ha hallado también en controles sanos (2/982) (Roux, et al., 2006). En otro estudio llevado a cabo por
Najera, et al. (2002), inicialmente se identificd dicha variante en pacientes con USH1 pero no se le
hallé en ningun control; sin embargo luego se incluyeron 50 controles adicionales identificando la
variante en tres de ellos, por lo que el rol patogénico de este cambio aun esta por determinarse. Por
su parte las herramientas bioinformaticas SIFT y PolyPhen la predicen como patogénica. Ante estos
hallazgos contradictorios la variante debe ser considerada como una variante de significado incierto
(VUs).

La variante heterocigota c.6240C>T (p.Ser2080Ser) es una variante sinénima, es decir que el cambio
en la secuencia de ADN no genera un cambio en la secuencia de la proteina. Sin embargo, es también
una variante que se halla en un sitio de reconocimiento de ‘splicing’ y puede generar un cambio a



nivel del ARN mensajero (mARN) y por ende el producto proteico final, ya que estd ubicada en el
borde exdén/intron. A pesar de que la significancia clinica es predicha como benigna por Clinvar, la
herramienta bioinformatica Human Splicing Finder (HSF) predice que el cambio altera un sitio
potenciador de ‘splicing’ exdnico consecuentemente con potencial una alteracién del empalme del
mMARN. Ante tal evidencia contradictoria esta variante debe considerarse como una variante de
significado incierto (VUS).

ESTUDIOS ADICIONALES Y RECOMENDACIONES:

Debido a la herencia autosémica recesiva del sindrome Usher, a consideracion del médico tratante
se deben tener en cuenta las mutaciones heterocigotas compuestas, para analizar familiares
afectados/no afectados (posibles portadores), principalmente las variantes ¢.3625A>G
(p.Thr1209Ala) y c.4021G>A (p.Asp1341Asn) del gen CDH23. De esta forma se establecera el origen
parental y el riesgo de recurrencia de una manera precisa. Los resultados deben ser correlacionados
con el cuadro clinico y ser entregados e interpretados en el contexto de un Asesoramiento
Genético.

NOTA:
1. Se solicito al paciente o quien lo representa un consentimiento informado para proceder a la realizacién del presente estudio genético.
2. Los resultados obtenidos en este informe deben ser considerados en el contexto de otros factores clinicos y patoldgicos del paciente.

3. El presente informe es confidencial y debe ser manejado basandose en estrictos criterios de privacidad.

Metodologia

Extraccion de ADN gendmico de la muestra remitida.

Preparacién de una libreria de fragmentos del genoma a partir del ADN del paciente.

Amplificacion clonal, seguida de la secuenciacion de los genes de interés por la tecnologia lllumina Hiseq2500.

La cobertura media del analisis es de 100X y para las variantes la profundidad promedio es 30X. Se analizaron los

siguientes genes: ABHD12, CDH23, CIB2, CLRN1, DFNB31, GPR98, HARS, MYO7A, PCDH7, USH1C, USH16 y USH2A.

5. Analisis bioinformatico de las secuencias de ADN obtenidas por comparacion con las secuencias nucleotidicas
obtenidas y comparadas con la secuencia de referencia(HGM19)

6. Estudios predictivos In silico de las variantes de significado incierto mediante los programas SIFT y Polyphen con

soporte en las base de datos publicas ClinVar y MAF.

AW

Fundamento Bioldgico del Estudio: El sindrome Usher es un desorden autosémico recesivo clinica y
genéticamente heterogéneo, en el cual la pérdida de audicién neurosensorial esta asociada con
retinitis pigmentosa. Hay tres tipos clinicos: sindrome Usher tipo 1 (USH1), caracterizado por
pérdida auditiva congénita profunda y disfuncién vestibular; el sindrome Usher tipo Il (USH2)
caracterizado por pérdida de audicidon desde moderada hasta severa y funcion vestibular normal, y
el sindrome Usher tipo 3 (USH3) asociado a pérdida de audicién progresiva y funcionvestibular
variable. El inicio de retinitis pigmentosa es variable en los tres tipos de USH, siendo de aparicién
prepuberal en el tipo 1y tardia en los tipos 2 y 3 (Najera, et al., 2002).
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Vocabulario clave:

SNP: Polimorfismo de nucledtido simple. SIFT: Software que predice si la sustitucion de aminodcido afecta a la
funcion de la proteina, la prediccion se basa en el grado de conservacion de los residuos de aminodcidos en la
secuencia de alineaciones derivadas de secuencias estrechamente relacionadas, recogidos a través de PSI-
BLAST. SIFT se puede aplicar a los polimorfismos no sinénimos de origen natural o mutaciones de sentido
erréneo inducidas por el laboratorio. PolyPhen-2 (fenotipificacion de un polimorfismo version 2) es una
herramienta computacional que predice el posible impacto de la sustitucion de un aminodcido en la estructura
y funcion de una proteina humana, usando consideraciones fisicas y comparativas directas. ClinVar es un
archivo de acceso publico que muestra informes de las relaciones entre los humanos y las variaciones de
fenotipos, con elementos de prueba y presenta informes de variantes encontradas en muestras de pacientes,
afirmaciones hechas en cuanto a su importancia clinica, informacion sobre el remitente y otros datos de
apoyo. MAF: Frecuencia alélica minima.
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calcium-binding motifs of CDH23 and the 35delG mutation in GJB2 cause hearing loss in one family.
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Malcolm, M Claustres. Survey of the frequency of USH1 gene mutations in a cohort of Usher patients shows the
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Genet 2006;43:763-768. doi: 10.1136/jmg.2006.041954

COMENTARIOS FINALES: Los resultados fueron sub-contratados con la aprobacién del paciente o su representante. Las
muestras se enviaron correctamente identificadas y bajo un sistema de Cadena de Custodia. El analisis bioinformatico
complementarioy la interpretacion de resultados fue realizado por el equipo de diagndstico genético molecular de Genética
Molecular de Colombia Ltda.

Cordial saludo,

MD PhD MSc.
Genética Humana Genética Humana
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Anexo 2. Resultado del analisis de un panel de 15 genes para cancer de mama/ovario

Agosto

Identificacion del paciente:
Documento:
ID orden:

Tipo de espécimen/ID: Sangre total

PANEL NGS CANCER DE SENO Y OVARIO (15 GENES)

Indicacion clinica: Paciente de 59 afios con antecedente de cancer de seno derecho y de Utero a
temprana edad, asociado a antecedentes familiares en primera linea. De acuerdo a la solicitud, se
evaluaron los siguientes genes: ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2, FANCC, NBN,
NF1, PALB2, PTEN, RAD50, RAD51C, STK11 y TP53.

Ademas del panel génico solicitado se realizé un estudio ampliado analizando los siguientes genes
adicionales: APC, BMPR1A, CDC73, CDK4, CDKN1C, CDKN2A, EPCAM, EXT1, EXT2, FH, FLCN, MAX,
MET, MLH1, MSH2, MSH6, MUTYH, NSD1, PHOX2B, PMS2, PRKAR1A, RET, SDHB, SDHC, SDHD,
SMAD4 y WT1.

RESULTADOS:

A partir de los datos de la secuenciacion tanto del panel solicitado como del panel ampliado se
identificoé una variante no sinénima (cambio en la secuencia de ADN que sustituye un aminoacido
por otro) de significado incierto, clasificada como patogénica por predictores in silico.

Tablal. Gen con hallazgo de variante no sindnima clasificada como patogénica segtn predictores
in silico (SIFT y/o PolyPhen)

CAMBIO EN CAMBIO EN

EL ADN PROTEINA

GEN CIGOSIDAD dbSNP SIFT POLYPHEN CLINVAR

PALB2 | c¢.1010T>C | Heterocigota | p.Leu337Ser |rs45494092 | Deletérea| Benigna |Sig. incierto




INTERPRETACION CLINICA:

PALB2: Se identificé la variante no sinénima ¢c.1010T>C (p.Leu337Ser) en estado heterocigoto,
reportada en bases de datos (dbSNP: rs45494092). Segun los predictores SIFT y PolyPhen es
considerada como patogénica y benigna, respectivamente. Su significancia clinica es incierta por
Clinvar, ya que ha sido reportada tanto en casos como en controles (). El gen PALB2 codifica para
una proteina involucrada en la supresion tumoral; interactla y co-localiza con la proteina BRCA2
para permitir una estable localizacidon y acumulacidn intranuclear de dicha proteina. Ademas juega
un rol critico en la reparacidn por recombinacién homdloga
(https://ghr.nlm.nih.gov/gene/PALB2#conditions). Mutaciones en este gen estan involucradas con
susceptibilidad al cancer de seno, de ovario, de pancreas y anemia Fanconi (OMIM 610355). Esta
variante debe clasificarse como variante de significado incierto (VUS).

ESTUDIOS ADICIONALES Y RECOMENDACIONES:
Los resultados deben ser correlacionados con el cuadro clinico y ser entregados e interpretados en
el contexto de un Asesoramiento Genético.

NOTA:

1. Se solicitd al paciente o quien lo representa un consentimiento informado para proceder a la realizacion del presente
estudio genético.

2. Los resultados obtenidos en este informe deben ser considerados en el contexto de otros factores clinicos y
patolégicos del paciente.

3. El presente informe es confidencial y debe ser manejado basandose en estrictos criterios de privacidad.

Metodologia

7.  Extraccion de ADN gendmico de la muestra remitida.

8. Preparacion de una libreria de fragmentos del genoma a partir del ADN del paciente.

9. Amplificacidn clonal, seguida de la secuenciacion de los genes de interés por la tecnologia lllumina Hiseq2500

10. La cobertura media del analisis es de 100X y para las variantes la profundidad promedio es 30X.

11. Analisis bioinformatico de las secuencias de ADN obtenidas por comparacion con las secuencias nucleotidicas
obtenidas y comparadas con la secuencia de referencia (HGM19) para los genes del panel NGS son ATM, BARD1,
BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2, FANCC, NBN, NF1, PALB2, PTEN, RAD50, RAD51C, STK11 y TP53.Panel ampliado:
APC, BMPR1A, CDC73, CDK4, CDKN1C, CDKN2A, EPCAM, EXT1, EXT2, FH, FLCN, MAX, MET, MLH1, MSHZ2, MSH6,
MUTYH, NSD1, PHOX2B, PMS2, PRKAR1A, RET, SDHB, SDHC, SDHD, SMAD4 'y WT1.

12. Estudios predictivos In silico de las variantes de significado incierto mediante los programas SIFT y Polyphen con
soporte en las base de datos publicas ClinVar y MAF.

Fundamento Biolégico del Estudio: Mundialmente, el cancer de seno es la neoplasia mas frecuente en mujeres. En la
actualidad, se diagnostica un milldn de nuevos casos en el mundo y existen mas de 4,4 millones de mujeres que padecen
la enfermedad. Este tipo de céncer es casi exclusivo de mujeres. En Colombia, es el segundo cancer mas frecuente en las
mujeres, causando una importante tasa de mortalidad (Angarita et al. 2008).
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COMENTARIOS FINALES: Los resultados fueron sub-contratados con la aprobacién del paciente o su representante.
Las muestras se enviaron correctamente identificadas y bajo un sistema de Cadena de Custodia. El analisis bioinformatico

complementario y la interpretacion de resultados fue realizado por el equipo de diagnéstico genético molecular de Genética
Molecular de Colombia Ltda.

Cordial saludo,

MD PhD

Genética Huma
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Anexo 3. Reporte de los resultados de un Exoma completo 23 mil genes

Julio

Identificacion del paciente:

ID orden: 1605QHF-0010
Tipo de espécimen/ID: Sangre total - ADN GMC EM-MR

EXOMA CLINICO (23 mil Genes)

Indicacion clinica: Estudio genético para cdncer de mama y Sindrome de Lynch.

RESULTADOS:

Se encontraron 6 variantes de secuencia relacionadas con el fenotipo.

Tabla 1. Genes con hallazgos de variantes de secuencia con una frecuencia alélica menor (MAF)
menor o igual al 1% (< 0.01):

(c]4) CAMBIOENADN CIGOSIDAD CAMBIOEN PROTEINA
Homocigoto

SGCA

¢.585-2A>C

No aplica

dbSNP
Noreporta

SIFT
No aplica

POLYPHEN

No aplica

Tabla 2. Genes con hallazgos de variantes no-sindnimas clasificadas como patogénicas segun
predictores in silico:

GEN CAMBIO EN ADN CIGOSIDAD ‘CAMBIO EN PROTEINA dbSNP SIFT POLYPHEN
TTN €.98912G>A | Heterocigoto p.Arg32971His rs4894028 Patogénico | Patogénico
€.92131G>A | Heterocigoto p.Val30711Met rs747122 Patogénico | Patogénico
€.71993G>A | Heterocigoto p.Arg23998His rs10164753 Patogénico | Patogénico
Cc.7174G>A Heterocigoto p.Gly2392Ser rs4894048 Patogénico | Patogénico
DYSF €.3460G>A Heterocigoto p.Glyl154Ser rs554800123 Tolerado | Patogénico




SGCA: El gen SGCA codifica para la proteina alfa sarcoglicano, la cual hace parte del complejo
distrofina-glicoproteina (DGC). Este complejo es critico para la estabilidad de las membranas de las
fibras musculares y el anclaje de la actina del citoesqueleto a la matriz extracelular (Roberds et
al.,1994). Su expresidn se encuentra actualmente relacionada Unicamente con la fisiologia del
musculo estriado. Mutaciones en este gen resultan en distrofias musculares de extremidades de
tipo 2D, una entidad de herencia autosémica recesiva (http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=SGCA).

En el gen SGCA se identifico la variante ¢.585-2A>C en estado homocigoto. Es una variante nueva y
no ha sido reportada previamente en bases de datos, la variante homocigota a priori no altera la
secuencia de la proteina; sin embargo, es una variante poco frecuente con una frecuencia alélica
menor (MAF) <1%, la cual puede tener un efecto en el splicing. Mediante el analisis informatico
realizado con Human Splicing Finder se considera que la variable en cuestidn tiene una alta
probabilidad de alterar el sitio aceptor de splicing. Por tanto, este cambio sindnimo puede afectar
el procesamiento del transcrito (MRNA) y consecuentemente la sintesis de la proteina. Este
hallazgo se debe considerar como una variante de significado desconocido (VUS).

TTN: Este gen codifica para una proteina del musculo estriado. La proteina esta formada por
multiples dominios, aproximadamente 244, que contribuyen a su estructura. Estos dominios
responden a la tensidn desplegdndose y volviéndose a renaturalizar de manera que la cadena
polipeptidica actia como un resorte dentro del sarcdmero, siendo éste la unidad funcional y
contractil del musculo, evidenciando la importancia de la proteina en la contraccién del musculo
estriado y sus tejidos asociados (Kierszbaum, A. 2009). Las mutaciones de este gen se encuentran
relacionadas con la distrofia muscular de tipo tibial (TMD), una entidad autosémica dominante
caracterizada por debilidad y desgaste de los musculos de las piernas (Hackman, P. 2002).
Adicionalmente se ha reportado su relacién en cardiomiopatias congénitas
(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TTN).

La variante no sinénima (c.98912G>A) (p.Arg32971His) (rs4894028), en estado heterocigoto
encontrada en el gen TTN, es considerada como patogénica mediante predictores in silico y de
significancia incierta mediante ClinVar. Se realizé un andlisis bioinformatico y un ensayo de
patogenicidad mediante la herramienta MutationTaster y el cambio de aminodacido entre Arginina
e Histidina se considera patogénico. En cuanto a la variante (c.92131G>A), (p.Val30711Met),
(rs747122), presenta la misma situacion en donde los predictores in silico al igual que
MutationTaster, la evidencian como patogénica. Estos hallazgos se deben considerar como
variantes de significado desconocido (VUS).

Adicionalmente, para el gen TTN, se identificaron las variantes no sinénimas en estado
heterocigoto: ¢.71993G>A (p.Arg23998His) (rs10164753) y c.7174G>A (p.Gly2392Ser) (rs4894048).
Ambas variantes son consideradas como patogénicas segun los predictores in silico SIFT y


http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SGCA
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SGCA
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TTN

PolyPhen; sin embargo, segun ClinVar son de significado incierto y benigno, respectivamente, por
tanto, deben ser consideradas variantes de significado desconocido (VUS).

El hallazgo de mutaciones en estado heterocigoto para el gen TTN, podria tener relacion clinica
con la entidad y la enfermedad en el paciente.

DYSF: El gen de la disferlina codifica para una proteina de la familia de las ferlinas, esta proteina se
encuentra asociada al sarcolema. La disferlina estd relacionada con la contraccién del musculo y
cuenta con multiples dominios C2 los cuales estan implicados en la fusion de membranas
mediante el uso de calcio (Britton et al., 2000). El gen DYSF tiene un rol importante en la
reparacion de fibras

musculares; adicionalmente, la proteina codificada interactta con la caveolina-3, un tipo de
proteina de membrana encontrada en los musculos esqueléticos que juega un papel importante
en la formacion de las caveolas (Matsuda et al.,2001). Mutaciones en este gen han sido asociadas
a distrofias musculares de extremidades de tipo 2B (LGMD2B), con herencia de tipo autosdmica
recesiva, de igual forma se ha asociado con la miopatia de Miyoshi. Eventos de splicing alternativo
en este gen han sido evidenciados y resultan en diferentes transcritos de la proteina
(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=DYSF).

En el paciente analizado se evidencid la variable c.3460G>A, (p.Gly1154Ser) (rs554800123) en
estado heterocigoto, segln predictores in silico, es considerada patogénica Unicamente mediante
PolyPhen. La variante no presenta publicaciones previas reportadas. Se realizé un andlisis
bioinformatico mediante la herramienta MutationTaster y la prediccidén se considera patogénica.
La entidad LGMD2B es de herencia autosémica recesiva y requiere el hallazgo de dos mutaciones,
sean homocigotas o heterocigotas compuestas en el gen DYSF, por lo tanto, el hallazgo de una sola
mutacion en estado heterocigoto para el gen DYSF, no confirma la enfermedad en el presente
paciente.

ESTUDIOS ADICIONALES Y RECOMENDACIONES:

Los resultados deben ser correlacionados con el cuadro clinico y ser entregados e interpretados en el
contexto de un Asesoramiento Genético. El estudio de las variantes SGCA y TTN en los padres o en su
ausencia, de algunos familiares en primer grado del paciente, podria aclarar el origen parental de la misma'y
en caso tal evidenciar su estado como portadores de la misma.

NOTA:

1. Se solicito al paciente o quien lo representa un consentimiento informado para proceder a la realizacion del presente estudio
genético.

2. Los resultados obtenidos en este informe deben ser considerados en el contexto de otros factores clinicos y patolégicos del paciente.


http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=DYSF

3. El presente informe es confidencial y debe ser manejado basandose en estrictos criterios de privacidad.

Metodologia

13. Extraccion de ADN gendmico de la muestra remitida.

14. Preparacién de una libreria de fragmentos del genoma a partir del ADN del paciente.

15. Amplificacién clonal, seguida de la secuenciacion de los genes de interés por la tecnologia lllumina Hiseq2500.

16. La cobertura media del analisis es de 100X y para las variantes la profundidad promedio es 30X.

17. Analisis bioinformatico de las secuencias de ADN obtenidas por comparacidn con las secuencias nucleotidicas
obtenidas y comparadas con la secuencia de referencia (HGM19).

18. Estudios predictivos In silico de las variantes de significado incierto mediante los programas SIFT y Polyphen con
soporte en las base de datos publicas ClinVar y MAF.

Fundamento Biolégico del Estudio: La distrofia muscular de cinturas es una enfermedad hereditaria que
pertenece al grupo de las distrofias musculares. Se caracteriza por afectar a los musculos que se encuentran
situados proximos a caderas y hombros, ocasionando debilidad de los mismos. La enfermedad tiene caracter
progresivo y tiende a empeorar con el paso del tiempo, provocando disminucion de volumen y fuerza
muscular. En el 90% de los casos existe herencia autosdmica recesiva y Unicamente en el 10% es de tipo
autosdmica dominante (Melia, MJ. et al., 2013)

Vocabulario clave:

SNP: Polimorfismo de nucledtido simple. SIFT: Software que predice si la sustitucion de aminodcido afecta a
la funcion de la proteina, la prediccion se basa en el grado de conservacion de los residuos de aminodcidos en
la secuencia de alineaciones derivadas de secuencias estrechamente relacionadas, recogidos a través de PSI-
BLAST. SIFT se puede aplicar a los polimorfismos no sinénimos de origen natural o mutaciones de sentido
erréneo inducidas por el laboratorio. PolyPhen-2 (fenotipificacion de un polimorfismo version 2) es una
herramienta computacional que predice el posible impacto de la sustitucion de un aminodcido en la
estructura y funcion de una proteina humana, usando consideraciones fisicas y comparativas directas.
ClinVar es un archivo de acceso publico que muestra informes de las relaciones entre los humanos las
variaciones de fenotipos, con elementos de prueba y presenta informes de variantes encontradas en
muestras de pacientes, afirmaciones hechas en cuanto a su importancia clinica, informacion sobre el
remitente y otros datos de apoyo. MAF: Frecuencia alélica minima.
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