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Se denomina enfermedad de base genética a cualquier trastorno causado por 

una alteración en el genoma. Este tipo de enfermedades ha ido ganando importancia 

paulatinamente en el ámbito clínico, no sólo por su elevada incidencia (p. ej., alrededor 

de un 1 por ciento de los recién nacidos tienen algún tipo de anomalía genética1), sino 

también por la gran diversidad de manifestaciones y complicaciones asociadas y por su 

carácter progresivo, que habitualmente condicionan la calidad de vida del individuo. 

Las mejoras en la comprensión y en el diagnóstico de muchas de estas enfermedades 

se deben, en gran medida, a los avances en el conocimiento de sus bases moleculares. 

Se estima que existen miles de enfermedades de base genética2, de las que en esta Tesis 

Doctoral abordaremos 3 amplios grupos: el cáncer, la hipoacusia neurosensorial y las 

cegueras que cursan con alteraciones de la retina, el vítreo, la coroides y/o el nervio 

óptico. 

Todos los tipos de cáncer son resultado de una transformación causada 

inicialmente por alteraciones en la secuencia de genes clave para el control del 

crecimiento y división celular. La mayoría de estas alteraciones son adquiridas, 

provocadas por la interacción entre los factores genéticos de cada paciente y diferentes 

tipos de agentes externos (tabaco, radiaciones ultravioletas, amianto, virus, etc.), pero 

en determinados pacientes existen mutaciones oncogénicas heredadas, es decir, 

transmitidas de generación en generación.  

Las estadísticas actuales indican que uno de cada dos hombres y una de cada 

tres mujeres desarrollarán cáncer a lo largo de su vida y que el cáncer es la segunda 

causa de muerte en Europa3. En cuanto a la hipoacusia y la retinosis pigmentaria, 

afectan a 5–10 de cada 1000 y a una de cada 4000 personas en el mundo, 

respectivamente4,5, y las mutaciones heredables en ellas son mucho más prevalentes 

que en el cáncer6-8. Por tanto, el estudio de las bases moleculares de estas tres 

patologías es una prioridad para el desarrollo de nuevos métodos de prevención, 

diagnóstico y tratamiento específicos. 

Las estimaciones recientes consideran que entre el 5 % y el 10 % de los casos 

de cáncer9, alrededor del 50 % de las hipoacusias neurosensoriales10 y más del 90 % 
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de las retinosis pigmentarias11 son enfermedades mendelianas, también llamadas 

monogénicas, es decir, patologías cuya causa última es la alteración heredable de un 

único gen en los individuos afectos. El descubrimiento de la base genética de una 

enfermedad mendeliana establece un vínculo causal entre el genotipo y el fenotipo, lo 

cual permite obtener un diagnóstico definitivo para el paciente. Por tanto, la 

optimización de las técnicas analíticas y de secuenciación, junto con una adecuada 

interpretación clínica de las variantes genéticas, representan avances necesarios para 

el diagnóstico genético12.  

En 2001 se publicó el primer borrador del genoma humano, obtenido mediante 

secuenciación Sanger13. Aunque, por sí mismo, este fue un hito fundamental para el 

avance del conocimiento humano, sus implicaciones se multiplicaron con la aparición 

de los métodos de secuenciación de nueva generación (NGS) en 200514. Esta 

metodología ha puesto a nuestro alcance la secuenciación del genoma completo de 

cualquier individuo o tumor, lo que ha aumentado notablemente la cantidad de datos 

genómicos producidos y está facilitando una explosión en el conocimiento biomédico. 

Actualmente, la tecnología de secuenciación del genoma sigue desempeñando una 

función fundamental en el descubrimiento de nuevos paradigmas biológicos con 

enormes implicaciones para el manejo clínico de las enfermedades. 

 

 

 

 

 

 

 



_____________________________________________________Introducción 

 

 
Página | 5  

 Genoma 

El genoma es el material hereditario de cualquier organismo, conformado por 

polímeros cuyos elementos informativos son cuatro de entre cinco posibles bases 

nitrogenadas. Estas son la adenina, la guanina y la citosina, presentes en todos los 

genomas, a las que se añade el uracilo en los genomas de algunos virus (virus de ácido 

ribonucleico, o ARN) o la timina en el resto de organismos. Cada base nitrogenada, 

combinada con un azúcar (ribosa en el ARN, desoxirribosa en el ácido 

desoxirribonucleico, o ADN) y con grupos fosfato, se encadena con otras para formar 

polímeros (cadenas de ADN o de ARN) que se pueden acoplar dos a dos formando pares 

de cadenas complementarias, en los que la adenina siempre se empareja con la guanina, 

mientras que la citosina lo hace con el uracilo o con la timina, de modo que cada cadena 

contiene la información necesaria para sintetizar la cadena complementaria. Estas 

cadenas de ácidos nucleicos llevan codificadas las instrucciones genéticas necesarias 

para desarrollar y dirigir el funcionamiento de todo el organismo.  

En el caso del ser humano, nuestro genoma está formado por una secuencia de 

aproximadamente 3.200.000.000 pares de bases de ADN que, además, está presente en 

cada célula por duplicado (una copia heredada de nuestra madre y otra de nuestro 

padre). Estas dos copias de nuestro genoma forman los 23 pares de cromosomas15. 

Cada uno de nosotros es el resultado de la interacción del ambiente con las 

instrucciones contenidas en nuestro ADN. Así, el genoma ha evolucionado 

incorporando la información necesaria para producir respuestas adecuadas a 

diferentes cambios en el ambiente. No obstante, los fenómenos responsables de esta 

evolución, que son los que generan cambios o mutaciones en el genoma, son también 

capaces de provocar alteraciones que dan lugar a efectos adversos y patológicos. 

Las unidades funcionales fundamentales del genoma son los genes, que 

contienen la información necesaria para producir, de manera específica, los principales 

ejecutores de las funciones vitales: las proteínas. Un gen eucariota está habitualmente 

formado por exones, la mayoría de los cuales contienen información codificante de 

proteínas, y por intrones (regiones de ADN que separan los exones). Además, entre 
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cada dos genes hay regiones de ADN intergénico (que no forma ni intrones ni exones). 

Aunque sería intuitivo asumir que la mayor parte de nuestro ADN está constituido por 

secuencias que codifican proteínas, lo cierto es que no es así, ya que sólo 

aproximadamente el 1,5 % se encarga de esta función.  

Se estima que hay entre 20.000 y 25.000 genes que codifican proteínas 

humanas, pero ese número ha ido cambiando en el tiempo y continúa actualizándose 

como consecuencia de los avances científicos y tecnológicos. Estos genes, con sus 

intrones, sus exones y sus regiones reguladoras, ocupan el 30 % del genoma. El 70 % 

restante corresponde a las regiones intergénicas o extragénicas. Durante muchos años, 

tanto ese 70 % de ADN extragénico como gran parte del genoma génico (exceptuando 

el 1,5 % codificante) se consideró “ADN basura”, sin una función determinada. Sin 

embargo, a día de hoy sabemos que, al igual que el ADN codificante, el ADN no 

codificante es indispensable para la función celular normal, particularmente para el 

control de la actividad genética, por contener secuencias que actúan como elementos 

reguladores (promotores, potenciadores y silenciadores de la expresión de los genes o 

incluso elementos estructurales como las secuencias repetitivas), que determinan 

cuándo y dónde se “activan” y “desactivan” los genes. Por esta razón, las alteraciones 

del genoma que afectan al ADN no codificante pueden tener consecuencias funcionales 

importantes que desencadenan enfermedades. 

Las enormes implicaciones asociadas al conocimiento del genoma para 

entender los estados de salud y enfermedad del ser humano son la principal motivación 

para su análisis y estudio en profundidad. El primer paso decisivo en ese análisis fue el 

descubrimiento de la estructura de doble hélice de la molécula del ADN en 1953 por 

Francis Crick y James Watson, apoyados en los trabajos de cristalografía de rayos X de 

Rosalind Franklin16. Este hito marcaría un antes y un después en la historia de la 

biología. Desde ese momento, conocer la secuencia de los nucleótidos dentro de esa 

estructura de doble hélice en cada individuo ha sido un objetivo fundamental y 

necesario para descifrar las causas de las enfermedades genéticas17. 
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 Secuenciación del ADN (primera generación) 

La secuenciación de ADN se define como el proceso por el cual se determina la 

secuencia de nucleótidos (adenina, timina, guanina y citosina) de una molécula de ADN. 

La necesidad de desarrollar un método de secuenciación del ADN se hizo especialmente 

evidente tras la aceptación del llamado dogma central de la biología molecular, 

enunciado por Francis Crick y publicado en la revista Nature en 1970, según el cual la 

secuencia de nucleótidos de una molécula de ADN condiciona la secuencia de 

aminoácidos de las proteínas que ejecutan la actividad celular18. Esto no ocurre 

directamente, sino con un intermediario, el ARN, que se transcribe a partir del ADN, 

respetando su secuencia (salvo porque el uracilo sustituye a la timina), y que es leído 

por los ribosomas, encargados de transformar cada secuencia de nucleótidos 

codificantes en una secuencia de aminoácidos18. 

Fue en la misma década de los 70 cuando Frederick Sanger, con el método 

enzimático de terminación de cadena (método de los didesoxinucleótidos)19,20, y 

Walter Gilbert, mediante la fragmentación química21, desarrollaron los primeros 

procedimientos robustos para obtener secuencias de ADN. Originalmente, ambos eran 

métodos muy manuales, tediosos, que implicaban el uso de compuestos radioactivos y 

cuya capacidad de lectura era de unas decenas a unos pocos cientos de bases. El avance 

en las técnicas bioquímicas, ópticas y robóticas durante las décadas de los 80 y de los 

90 permitió que se desarrollaran estrategias de secuenciación menos nocivas y más 

automatizables, basadas en el método de Sanger, gracias a la sustitución de los 

compuestos radiactivos por didesoxinucleótidos marcados con fluorescencia y a una 

mejor detección a través de la electroforesis capilar. Esto permitió mejorar y aumentar 

el rendimiento del proceso de secuenciación, hasta el punto en que los nuevos avances 

hicieron posible el desarrollo de los primeros secuenciadores automáticos de tipo CEQ 

(Beckman Coulter)22 o ABI Prism (Applied Biosystems)23. Estos últimos fueron 

posteriormente los responsables de generar la mayor cantidad de las secuencias 

empleadas para completar el Proyecto Genoma Humano (PGH)17 [Figura 1].  
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Figura 1. Secuenciación Sanger automatizada fluorescente. 

Un oligonucleótido sintetizado químicamente, que forma un dúplex con el ADN 
monocatenario a secuenciar, es el sustrato sobre cuyo extremo 3’ la ADN polimerasa 
incorpora los nucleótidos complementarios a la cadena a secuenciar, a partir de una mezcla 
de desoxinucleótidos y didesoxinucleótidos trifosforilados (dNTP y ddNTPs, 
respectivamente). Esta mezcla está compuesta mayoritariamente por cantidades 
equimoleculares entre sí de dATP, dCTP, dGTP y dTTP, así como, en mucha menor 
proporción, por cantidades, también equimoleculares entre sí, de ddATP, ddCTP, ddGTP y 
ddTTP. Estos últimos están marcados con un fluoróforo diferente en función de la base 
nitrogenada que los compone y, cuando se incorporan a la cadena, al tener un átomo de 
hidrógeno en lugar de un grupo OH unido al carbono 3’ de su desoxirribosa, detienen la 
polimerización. De este modo, se genera una mezcla de cadenas monocatenarias 
fluorescentes de diversos tamaños y complementarias al ADN a secuenciar. Todas las 
moléculas del mismo tamaño terminan en el mismo nucleótido y, por lo tanto, producen la 
fluorescencia de la misma longitud de onda al ser excitadas. La separación de estas 
moléculas monocatenarias mediante electroforesis capilar y la detección de su 
fluorescencia dibuja un electroferograma en el que la sucesión de colores permite 
determinar la secuencia de nucleótidos complementaria al fragmento a secuenciar.  

 

 Proyecto Genoma Humano 

Los orígenes del PGH se sitúan en una reunión organizada a mediados de la 

década de los 80 por Robert Sinsheimer, profesor en la Universidad de California. Desde 

ese momento, se desencadenaron múltiples iniciativas orientadas a descifrar la 

información de nuestro material genético24. En el año 1986, con la intención de obtener 

datos para la protección del material genético de los efectos mutagénicos de la 
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radiación, el Departamento de Energía (Department of Energy, DOE) de los Estados 

Unidos se involucró también en este propósito. Dos años más tarde, en 1988, el 

Congreso de los Estados Unidos financió tanto a los Institutos Nacionales de la Salud 

(National Institutes of Health, NIH) como al DOE para que se embarcasen en una 

exploración más a fondo. Este acontecimiento promovió la firma de un memorando de 

entendimiento para "coordinar investigaciones y actividades técnicas relacionadas con 

el genoma humano", el primer paso para abordar lo que sería el futuro PGH25.  

En 1990 se presentó el Proyecto con una planificación inicial de 15 años, 

declarando el 1 de octubre como fecha de inicio oficial26. En paralelo surgieron 

diferentes plataformas y avances asociados, como la publicación de BLAST, el primer 

algoritmo bioinformático capaz de alinear y comparar secuencias de ADN, cuya 

funcionalidad lo convertiría en una herramienta crítica para la ejecución del PGH27. El 

propósito inicial era dotar al mundo de herramientas innovadoras y trascendentales 

para el tratamiento y prevención de enfermedades y, por ello, se marcaron una serie de 

objetivos enumerados en la Tabla 1. Con el mismo fin, en el año 1998, Craig Venter 

fundó la empresa Celera Genomics, a través de la cual puso en práctica su propuesta de 

secuenciar y ensamblar el genoma humano en un plazo de 3 años. 

 

Tabla 1. Objetivos iniciales del Proyecto Genoma Humano 

   

1/ Identificar la totalidad de los genes humanos que conformaban el ADN.  
(En ese momento se pensaba que eran entre 50.000 y 100.000) 

2/ Determinar la secuencia de los 3.000 millones de nucleótidos que conforman el ADN. 

3/ Crear bases de datos de acceso público con el fin de asegurar la disponibilidad de la 
información genómica. 

4/ Desarrollar de modo rápido y eficiente tecnologías de secuenciación. 

5/ Desarrollar herramientas para análisis de datos genómicos. 

6/ Dirimir las cuestiones éticas, legales y sociales derivadas del Proyecto. 
 

Previamente al abordaje del genoma humano, se llevó a cabo una serie de 

proyectos piloto de secuenciación Sanger en 4 organismos modelo (Mycoplasma 
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capricolum, Escherichia coli, Caenorhabditis elegans y Saccharomyces cerevisiae) con el 

fin de asentar conocimientos y desarrollar herramientas que facilitasen el análisis 

genómico. Así, tras el esfuerzo coordinado de cientos de investigadores en decenas de 

países y casi 3.000 millones de dólares13, el 15 de febrero de 2001 el consorcio del PGH 

publicó en la revista Nature el primer borrador del genoma humano de referencia, que 

abarcaba el 90 % de su secuencia. Con un día de diferencia, el 16 de febrero del mismo 

mes, hizo lo propio la iniciativa privada Celera Genomics que, tras haber secuenciado 

previamente por primera vez el genoma de la mosca Drosophila melanogaster e invertir 

300 millones de dólares, publicaba el primer esbozo de la secuencia de 5 genomas de 

diferentes etnias humanas en la revista Science28,29. 

Al hito de contar con un primer borrador completo del genoma humano le 

sucedió la fase de finalización del PGH, en la que se consiguió resolver problemas que 

afectaban a secuencias de ADN en regiones ambiguas y dilucidar zonas que no habían 

sido cubiertas en la fase previa. Los resultados finales obtenidos en 2003 consiguieron 

determinar la secuencia correspondiente al 99 % del genoma humano con una tasa de 

error estimada de 1 alteración por cada 100.000 bases secuenciadas. Los 

planteamientos iniciales habían pronosticado un número de genes codificantes de 

proteínas entre 50.000 y 100.000 pero, en base a los resultados publicados en la revista 

Nature en 2004, se estimó finalmente un número de entre 20.000 y 25.00030. Una de 

las principales conclusiones del PGH fue que la secuencia de nucleótidos tiene una 

similitud del 99,9 % entre dos individuos elegidos al azar, lo que significa que entre 

ellos tienen más de 3 millones de diferencias31. No obstante, como hemos mencionado 

anteriormente, el cambio de un único nucleótido en un gen puede ser suficiente para 

causar una determinada enfermedad. Por tanto, se abría un nuevo reto: distinguir las 

variantes genéticas que constituyen la diversidad genética humana normal de aquellas 

que tienen consecuencias patológicas. 

A pesar de su enorme trascendencia, la finalización del PGH no logró, de 

manera inmediata, el propósito inicial de descubrimiento de nuevas herramientas para 

combatir la enfermedad32. Sin embargo, inspiró múltiples iniciativas de adquisición de 

datos a gran escala, como el Proyecto Internacional HapMap en 2002, el Atlas del 



_____________________________________________________Introducción 

 

 
Página | 11  

genoma del Cáncer (TCGA) en 200533, el Consorcio Internacional del Genoma del 

Cáncer (ICGC) en 200834 o el Proyecto Proteoma Humano en 201135, entre otros. 

Asimismo, este proyecto no solo marcó el comienzo de una nueva era en la medicina, 

sino que también condujo a avances significativos en los tipos de tecnologías utilizados 

para secuenciar el ADN, fundamentales para el éxito de las iniciativas antes 

mencionadas. 

 

 NGS: Secuenciación Genómica de Nueva Generación 

La disponibilidad de la información obtenida por el PGH permitió el desarrollo 

de la secuenciación genómica de segunda generación entre los años 2004 y 2005. Esta 

tecnología es capaz de determinar la secuencia de los 3.200 millones de nucleótidos de 

nuestro genoma a partir de millones de lecturas de longitud variable, que se ensamblan 

unas con otras mediante métodos bioinformáticos hasta reconstruir una secuencia 

genómica individual completa. Sin embargo, para esto es necesaria su comparación con 

un genoma de referencia, motivo por el cual no podría haberse desarrollado con éxito 

sin contar con los resultados del PGH. También llamada secuenciación paralela masiva 

por su capacidad de procesar gran cantidad de fragmentos de ADN de forma 

simultánea, la NGS tiene un rendimiento varios órdenes de magnitud superior a la 

metodología Sanger y, en consecuencia, un menor coste por cada base secuenciada.  

Existen diversas técnicas de secuenciación consideradas de segunda 

generación, pero las fases generales del proceso son compartidas por todas ellas: 1) 

preparación de la “librería” de ADN (también llamada genoteca o biblioteca de ADN), 

2) (opcional) enriquecimiento, 3) secuenciación genética y 4) control de calidad y 

análisis de datos. 

4.1 Preparación de la librería o genoteca 

Consiste en generar segmentos del ADN a secuenciar flanqueados por 

secuencias de ADN externas, llamadas adaptadores, que son requeridas para el 

funcionamiento de las diferentes tecnologías de secuenciación de nueva generación. 

Estos adaptadores se pueden añadir al menos de tres maneras distintas: mediante PCR 

https://www.nature.com/scitable/topicpage/Personalized-Medicine-Hope-or-Hype-815
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(añadiéndolos en el 5’ de los oligonucleótidos cebadores específicos del genoma a 

secuenciar)36, ligándolos a los extremos de fragmentos del ADN objeto de análisis37 o 

intercalándolos en el mismo mediante transposición38. 

Las técnicas de PCR son las más sencillas, permiten en un solo paso añadir los 

adaptadores y seleccionar la región a secuenciar, pero tiene la limitación de que si la 

secuencia diana tiene alguna diferencia en la región de unión de los cebadores que 

impida su hibridación, existe la posibilidad de que no se detecten alteraciones 

presentes en el alelo afectado por dicha diferencia. Las técnicas de ligación requieren 

la fragmentación de la muestra de ADN, que puede ser mecánica (siendo la sonicación 

o la nebulización las metodologías más usadas para ello) o enzimática (mediante 

enzimas de restricción), para posteriormente poder agregar los adaptadores en ambos 

extremos de los fragmentos de ADN. La tercera alternativa, las técnicas de 

transposición o tagmentación, se basa en una fragmentación enzimática con 

transposasas en sitios aleatorios de la molécula, al mismo tiempo que se añaden los 

adaptadores. La longitud promedio del fragmento que se va a secuenciar depende 

directamente del ratio ADN /transposasa38,39. Una vez añadidos los adaptadores, en 

principio se podría ya secuenciar la librería generada. En el caso de las técnicas que 

emplean fragmentación o tagmentación para añadir los adaptadores, esto puede 

permitir secuenciar directamente el ADN objeto de estudio (técnicas sin 

amplificación)38 aunque, habitualmente, antes de secuenciar las librerías se realiza una 

amplificación por PCR usando cebadores complementarios a dichos adaptadores para 

obtener la cantidad de ADN necesaria para el proceso de secuenciación40.  

El tamaño del fragmento de ADN situado entre los adaptadores se conoce como 

“tamaño de inserto”, y puede variar dependiendo del objetivo del análisis. Por ejemplo, 

se prefieren tamaños de inserto más grandes para detectar reordenamientos 

genómicos; en cambio, los de menor tamaño están indicados para la detección de 

variantes de un solo nucleótido (SNVs). Una vez preparada la librería, esta puede ser 

secuenciada por igual en toda su extensión (por ejemplo, si queremos secuenciar un 

genoma completo) o se puede enriquecer previamente para obtener más cantidad de 

secuencia de determinadas regiones genómicas de interés. 
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4.2 Enriquecimiento de la librería 

Este paso es inherente a la propia preparación de la librería cuando los 

adaptadores se añaden a ella directamente mediante PCR ya que, en ese caso, la 

secuencia de los propios cebadores se diseña para ser específica de las regiones diana41. 

Sin embargo, supone un procesamiento adicional cuando los adaptadores se han 

añadido mediante ligación o transposición y el objetivo no es secuenciar un genoma 

completo, sino parte de él. Los métodos más utilizados para ello se basan en la 

hibridación o captura con sondas (biotiniladas en solución o inmovilizadas en 

microarrays)41. La elección de la estrategia a seguir (captura vs PCR) a menudo está 

condicionada por el objetivo del análisis: en general, se prefiere la captura de secuencia 

para regiones genómicas grandes y PCR para regiones más pequeñas, ya que el 

rendimiento de la captura es más bajo cuanto menor es la región diana, mientras que 

su coste no se ve reducido42. 

4.3 Secuenciación 

Los procedimientos más usados en la actualidad son la secuenciación con 

nucleótidos terminadores reversibles fluorescentes en los equipos de tecnología 

Illumina (NovaSeq, HiSeq, NextSeq, MiSeq e Iseq, entre otros) y la detección de 

protones mediante semiconductores en los secuenciadores Ion Torrent (IonPGM, 

IonProton e IonS5).  

En ambos casos, el primer paso consiste en la amplificación clonal de cada 

fragmento de la librería. Mediante sucesivas reacciones de síntesis a partir de una única 

molécula de ADN, se genera un conjunto de fragmentos idénticos (clones o clusters) que 

posteriormente son secuenciados. El objetivo de esta amplificación es generar una 

señal lo suficientemente intensa como para permitir la detección.  

En el caso de Ion Torrent, la amplificación clonal ocurre mediante PCR en 

emulsión, es decir, cada molécula de ADN de la librería hibrida a través de sus 

adaptadores en microperlas sólidas de acrilamida que llevan unidas los cebadores y 

cada perla se incorpora en una emulsión cuidadosamente controlada, en la que cada 
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burbuja constituye un microrreactor con todo lo necesario para llevar a cabo la PCR 

[Figura 2A]. En cambio, la tecnología Illumina emplea una PCR en fase sólida, sobre 

una flow-cell recubierta de oligonucleótidos complementarios a los adaptadores, donde 

se lleva a cabo una "amplificación en puente", llamada así porque las cadenas de ADN 

replicadas tienen que arquearse para poder cebar la siguiente ronda de polimerización 

con los oligonucleótidos cercanos unidos a la superficie [Figura 2B]. Las moléculas de 

ADN se distribuyen de manera aleatoria en el soporte sólido. Por ello, con el fin de evitar 

tanto su saturación como su excesiva dilución, la cuantificación final de la librería debe 

ser precisa43.  

 

 

Figura 2. Amplificación clonal (adaptado de Shendure y col, 2008)44. 

(A) PCR en emulsión, Ion Torrent: PCR en emulsión propia del sistema Ion Torrent. Los 
fragmentos de la librería y las microperlas, recubiertas de oligonucleótidos 
complementarios a los adaptadores, se mezclan y diluyen en una emulsión, de modo que 
cada microgotita contiene idealmente un único fragmento y una única microperla. Mediante 
un proceso de amplificación, cada microperla queda recubierta de múltiples copias del 
mismo fragmento de ADN; (B) Amplificación “en puente”, Illumina: Amplificación “en 
puente” propia del sistema Illumina. Los fragmentos de la librería, adecuadamente diluidos, 
se unen a oligonucleótidos, complementarios a sus adaptadores, que están repartidos en un 
soporte sólido. Al existir oligonucleótidos complementarios a ambos adaptadores del 
fragmento, se produce una amplificación en puente que va formando clones de moléculas 
agrupadas físicamente y procedentes del mismo fragmento de ADN original. 
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Una vez completada la amplificación clonal de la librería, el siguiente paso en 

un proceso de secuenciación de segunda generación es la lectura de los clones o 

clusters. La metodología usada por Ion Torrent tuvo sus orígenes en pleno desarrollo 

del PGH, en el año 1998, con la denominada pirosecuenciación. Esta técnica no utiliza 

fluorescencia ni desoxinucleótidos terminadores, sino que emplea dNTPs naturales y 

detecta la liberación del grupo pirofosfato, que ocurre tras la incorporación de estos 

nucleótidos al ADN que está siendo sintetizado por acción de la ADN polimerasa. Estos 

grupos pirofosfato se convierten en una señal luminosa mediante una reacción 

enzimática catalizada por una luciferasa [Figura 3A]45. 

En el año 2005, combinando este mismo principio con la PCR en emulsión, se 

desarrollaron las máquinas de secuenciación 454 que, capaces de producir lecturas de 

una longitud de alrededor de 400-500 pares de bases, permitieron la paralelización 

masiva de las reacciones de secuenciación, aumentando en gran medida la cantidad de 

ADN que se podía secuenciar en un mismo experimento. Este cambio de paradigma hizo 

que la secuenciación 454 pasase a considerarse, ese mismo año, la primera tecnología 

de NGS46. En la misma línea, surgieron en 2010 los secuenciadores Ion Torrent, en los 

que la detección de luminiscencia generada a partir de grupos pirofosfato se sustituyó 

por la detección de protones generados también durante la polimerización del ADN, 

que provocan un cambio de pH en la solución. Este cambio de pH es registrado como 

un cambio de voltaje por un sensor de iones (semiconductor). La capacidad de esta 

técnica para realizar un registro directo acelera el proceso de detección en gran medida 

y lo hace más fiable al eliminar una reacción enzimática intermedia (la que convierte el 

pirofosfato en luz) [Figura 3B]47. 

En ambas tecnologías (454 o Ion Torrent), para conocer a qué base nucleotídica 

corresponde cada señal, es necesario ir incorporando por separado cada dNTP en cada 

ciclo de secuenciación (p.ej.: primero se añade dATP y se hace la lectura de señal, luego 

dCTP + lectura, después dGTP + lectura, luego dTTP + lectura y, tras todo ello, empieza 

el siguiente ciclo de nuevo con dATP + lectura y así sucesivamente). Por tanto, si en una 

posición la hebra que está sirviendo como molde de la reacción de síntesis 

(correspondiente a la librería que se está leyendo) tiene 4 adeninas seguidas, en ese 
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ciclo se incorporarán 4 adeninas. Esto impone una limitación tanto a la tecnología de 

454 como a la de Ion Torrent: los polímeros de una misma base producen señales 

proporcionales al número de bases del polímero y, en consecuencia, resulta complicado 

distinguir la señal producida por seis adeninas seguidas de la que producen siete, por 

ejemplo48. 

 

 

Figura 3. Pirosecuenciación y secuenciación Ion Torrent. 

(A) Pirosecuenciación. El dNTP que se incorpora a la cadena en síntesis debe 
transformarse en dNMP, para lo cual libera un grupo pirofosfato (PPi). Posteriormente, una 
ATP sulfurilasa en presencia de adenosina 5′-fosfosulfato (APS) transforma el PPi en ATP, 
que se acoplará a la luciferina formando un complejo utilizado por una luciferasa. La 
intensidad de la señal luminosa producida es proporcional al número de nucleótidos 
incorporados. (B) Secuenciación Ion Torrent. La incorporación del dNMP complementario 
a la cadena molde implica la generación de un enlace covalente y, como consecuencia, la 
liberación de un protón que modifica el pH del medio. Esa variación de pH es detectada por 
un sensor de iones. El número de protones liberados es proporcional al número de 
nucleótidos incorporados. 

 

Después del éxito del 454, surgieron varias técnicas de secuenciación paralela 

masiva. En retrospectiva, la más importante de ellas fue el método de secuenciación 

Solexa aparecido en 2006, que se basaba en la PCR en fase sólida con la "amplificación 

en puente" mencionada previamente [Figura 2B] combinada con una lectura basada 

en nucleótidos terminadores reversibles fluorescentes [Figura 4].  
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Figura 4. Secuenciación y detección Illumina. 

(A) Por cada ciclo de síntesis, se añaden a la flow cell los 4 ddNTPs terminadores reversibles 
marcados con fluorescencia, de modo que a cada cadena en síntesis solo se puede unir uno 
de ellos (el complementario a la siguiente base del fragmento a secuenciar). (B) Después de 
lavar los ddNTP no incorporados, se excita la celda y una cámara recoge la emisión de 
fluorescencia, lo que determinará el nucleótido unido en esa posición. (C) Químicamente se 
elimina el fluoróforo y se revierte la capacidad terminadora de síntesis para comenzar un 
nuevo ciclo. 

 

En este tipo de secuenciación, en cada ciclo de secuenciación solo se incorpora 

una base a cada molécula que está siendo sintetizada, ya que los nucleótidos 

fluorescentes empleados tienen bloqueado su extremo 3’. Además, cada tipo de 

nucleótido terminador está acoplado a un fluoróforo diferente y, en cada ciclo, se 

obtiene una imagen de toda la superficie de la flow-cell. Tras la obtención de la imagen, 

el agente bloqueante del extremo 3’ se retira (y con él, también, el fluoróforo) antes del 

siguiente ciclo de secuenciación, con lo cual la reacción continúa base a base49. Cada 
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imagen, por tanto, tiene señales de fluorescencia diferentes en los distintos clusters (en 

función de cuál sea la última base incorporada en ellos), de modo que la secuencia de 

imágenes permite reconstruir la secuencia de bases incorporadas en cada cluster. Esta 

técnica, más robusta, y capaz de distinguir mejor el tamaño de polímeros de un mismo 

nucleótido, es el principio de la actual plataforma de secuenciación Illumina, que es la 

metodología de referencia en secuenciación genómica de segunda generación50. 

4.4 Control de calidad y análisis de datos 

La interpretación de los datos crudos originados por el secuenciador requiere 

recursos bioinformáticos capaces de convertir imágenes en datos, datos en información 

interpretable e información en conocimiento utilizable. En este proceso se pueden 

distinguir tres tipos de análisis: primario, secundario y terciario51. Cada uno de ellos 

aborda un paso necesario para la transformación de datos crudos en conocimiento 

clínicamente accionable52.  

El análisis primario transforma los archivos de señales generados por el 

secuenciador en archivos de datos, los denominados FASTQ, que contienen secuencias 

de caracteres A, C, G y T asociadas a una puntuación que valora la calidad de las bases 

de cada secuencia. Sobre estos archivos FASTQ se realiza un control de calidad, en el 

que se filtran las lecturas de baja calidad y se eliminan las secuencias de los 

adaptadores53,54. El análisis secundario implica el alineamiento de las lecturas con 

respecto a una secuencia de referencia (p. ej., el genoma humano) y la identificación de 

variantes entre la secuencia obtenida de la muestra objeto de análisis y esa secuencia 

de referencia55. A continuación viene el análisis terciario, que consiste en la anotación, 

filtrado e interpretación de variantes para poder evaluar su origen, singularidad, 

impacto funcional y, en el caso de muestras de pacientes, sus consecuencias clínicas56. 

La NGS y sus mejoras continuas han conllevado reducciones drásticas tanto en 

los tiempos de respuesta de los estudios de diagnóstico genético como en los costes 

asociados a ellos. Con el objetivo de abaratar aún más los costes de secuenciación y de 

aumentar la fiabilidad de las secuencias resultantes, se han desarrollado 

secuenciadores de tercera y de cuarta generación. La secuenciación de tercera 
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generación, también conocida como secuenciación SMRT (Single Molecule Real Time), 

se caracteriza principalmente por la lectura de la secuencia a partir de una única 

molécula de ADN, y está diseñada para proporcionar lecturas más precisas a nivel 

individual y bastantes más largas (de hasta 30-50 kb), que faciliten el posterior 

ensamblado, para así, poder ampliar el abanico de aplicaciones43. Por último, la 

secuenciación por nanoporos (considerada por algunos como de tercera generación y 

por otros como de cuarta generación) se basa en el paso de una única molécula de ADN 

a través de un poro de 1 nanómetro de diámetro48,57. Al tiempo que la molécula avanza, 

se van realizando medidas de la corriente eléctrica que pasa a través del poro. Estos 

cambios son diferentes en función de la base que esté atravesando el poro en cada 

momento, lo que permite descifrar la secuencia del ADN. Aunque aún está en vías de 

optimización, se prevé que será capaz de secuenciar fragmentos de ADN de varias 

kilobases completos, en lugar de generar lecturas de un tamaño específico58.  

No obstante, a pesar de la existencia de estos avances metodológicos, en la 

práctica clínica todavía no se están utilizando tecnologías de tercera y cuarta 

generación, principalmente debido a sus dificultades de escalabilidad y fiabilidad. La 

aplicación diagnóstica de la secuenciación masiva en la actualidad se basa en 

tecnologías de segunda generación. El uso de estas herramientas se encuentra en 

constante expansión gracias al auge de la medicina de precisión: un nuevo paradigma 

de atención médica orientada a personalizar y optimizar la prevención, el diagnóstico 

y el tratamiento para cada paciente59. 

 

 Medicina de precisión 

La medicina de precisión, también llamada "medicina personalizada" o 

"medicina P4", es un prototipo emergente de atención médica que abarca la 

prevención, el diagnóstico y el tratamiento de enfermedades, basado en la integración 

de las características genómicas y moleculares, los hábitos del paciente y la información 

sobre su situación clínica. El objetivo inherente a esta estrategia es evitar que se 

produzca la enfermedad y, en el caso de que esto no sea posible, favorecer la 

prescripción eficiente de fármacos o hábitos saludables personalizados.  
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El uso de la NGS, la consecuente disponibilidad de bases de datos del genoma 

humano a gran escala y el avance de las herramientas bioinformáticas se consideran 

pilares fundamentales para el avance de este nuevo enfoque, denominado P4 por hacer 

referencia a las iniciales de las 4 características que lo representan60:  

➢ Predictivo: mediante la combinación de la genómica junto con otras 

metodologías diagnósticas, identifica riesgos de desarrollar determinadas 

enfermedades, incluso antes del inicio de sus síntomas.  

➢ Preventivo: la detección temprana de una enfermedad abre la posibilidad 

de nuevas opciones de tratamiento y ayuda a las personas a tomar 

decisiones informadas sobre sus estilos de vida.  

➢ Personalizado: el conocimiento de los procesos moleculares y celulares de 

cada individuo junto con los factores ambientales, contribuye a determinar 

la causa más probable de los síntomas, así como potenciales terapias 

dirigidas específicamente a corregir o contrarrestar esa causa.  

➢ Participativo: el médico debe informar y hacer partícipe al paciente de sus 

características genómicas particulares, su estilo de vida y la interpretación 

de sus datos, lo que permite una toma de decisiones informada. 

Hoy en día, gracias al auge de la medicina de precisión, el diagnóstico, el 

pronóstico y el tratamiento de gran parte de las patologías con base genética están 

fundamentados en la detección de alteraciones en el genoma61. Como ya hemos 

comentado previamente, la NGS tiene capacidad para caracterizar variaciones 

genéticas de una manera mucho más costo-efectiva que la secuenciación tradicional 

Sanger. Por ello, la explotación óptima de todos los datos obtenidos mediante esta 

tecnología conducirá a una comprensión integral de los eventos moleculares que se 

encuentran en la base del desarrollo y la evolución de la enfermedad. 

 

 Diagnóstico genómico mediante NGS 

El desarrollo de las técnicas de secuenciación masiva ha supuesto un punto de 

inflexión en la comprensión de la enfermedad, abriendo una nueva era en el diagnóstico 
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genómico. La creciente disponibilidad de datos de variación genética propiciada por 

esta metodología ya ha dado como resultado el descubrimiento de un mayor número 

de genes asociados a trastornos hereditarios y, en consecuencia, un mejor diagnóstico 

de la enfermedad, que se traduce en pronóstico, manejo, vigilancia y asesoramiento 

genético más precisos, además de estimular la investigación de nuevas terapias62. 

La búsqueda de la medicina personalizada ha impulsado en gran medida la 

incorporación progresiva de la NGS a la práctica clínica con sus diferentes aplicaciones, 

abarcando éstas un abanico amplio y creciente. Las principales son: la secuenciación de 

genoma completo (Whole Genome Sequencing, WGS), la secuenciación del exoma 

completo (Whole Exome Sequence, WES) y la secuenciación de paneles de genes. La 

selección de una u otra debe ser una decisión tomada por un asesor genético o un 

genetista clínico y es dependiente del objetivo del estudio, del fenotipo y de las 

manifestaciones del paciente. 

6.1  Secuenciación genómica completa (WGS) 

La secuenciación genómica completa consiste en la determinación de la 

secuencia del genoma completo de un individuo en un único procedimiento, llamado 

WGS por las siglas en inglés de Whole Genome Sequencing. Esta opción ofrece una visión 

integral del genoma, al abarcar tanto las regiones codificantes de proteínas como las no 

codificantes y tanto el ADN nuclear como el ADN mitocondrial. En consecuencia, 

permite identificar variantes genéticas que pueden estar asociadas con la enfermedad 

en regiones no inspeccionadas por otras metodologías.  

La WGS es una prueba con una importante aplicabilidad clínica potencial y con 

una gran capacidad para proporcionar conocimiento sobre la diversidad humana y las 

enfermedades genéticas63. Sin embargo, en la actualidad todavía existen ciertos 

desafíos que impiden su implementación en la práctica asistencial. En el año 2010, cada 

genoma humano individual secuenciado contenía de media aproximadamente 150.000 

polimorfismos de un solo nucleótido (single nucleotide Polymorphisms o SNPs)64 que no 

estaban presentes en las bases de datos de variación genómica. En la actualidad, con la 

disponibilidad de muchas más secuencias genómicas humanas individuales completas, 
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este número ha disminuido sensiblemente hasta un rango de entre 5.000 y 6.600, 

aunque la determinación de su relevancia clínica aún representa un reto muy difícil de 

abordar65. Por esta razón, la complejidad del análisis de la gran cantidad de datos 

generados con el fin de traducir las secuencias brutas en un resultado que beneficie a 

los pacientes y los costes asociados a ella, constituyen los principales inconvenientes 

de la aplicación clínica de la WGS66. Hasta que se superen estos obstáculos, en el ámbito 

de la salud esta alternativa está más orientada al campo de la investigación, con el 

descubrimiento de nuevos genes o variantes causales de enfermedades, así como al 

ensamblado de genomas aún no explorados (por ejemplo, de nuevos patógenos). 

6.2  Secuenciación del exoma (WES) 

La secuenciación del exoma es una técnica mediante la cual se establece la 

secuencia de todas las regiones codificantes de proteínas, la parte funcional mejor 

explorada y comprendida del genoma y que, como se ha mencionado previamente, 

corresponde aproximadamente con el 1,5 % del mismo. Su utilidad clínica es 

especialmente relevante en el diagnóstico genómico de patologías con extrema 

heterogeneidad, en pacientes con dos o más fenotipos no relacionados o en ausencia de 

características clínicas claves en el momento del estudio, recomendándose la 

realización de tríos padre-madre-paciente, con el fin de mejorar su rendimiento 

diagnóstico67.  

La secuenciación del exoma de un paciente puede revelar la expansión de los 

fenotipos asociados con alteraciones genéticas ya descritas en otros pacientes con 

patologías similares, pero aparentemente diferentes, identificar nuevos genes 

candidatos e incluso identificar variantes patogénicas en genes relacionados con 

trastornos distintos del que motivó el análisis genético68. El principal inconveniente de 

esta metodología reside en la profundidad de la secuenciación, es decir, el número de 

veces que se lee cada una de las posiciones que queremos secuenciar. Debido al elevado 

número de regiones que abarca un exoma, lo más factible económicamente es utilizar 

una profundidad de lectura menor, lo cual repercute directamente en la capacidad de 

detección de algunas alteraciones, por ejemplo, mutaciones subclonales o en mosaico69-
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72. Este fenómeno se ve potenciado porque la distribución de la profundidad de lecturas 

no es homogénea, sino desigual en distintas regiones del exoma, pudiendo quedar 

insuficientemente cubiertas regiones genómicas relevantes para la patología que 

presenta el paciente. 

6.3  Paneles de genes 

Los estudios basados en paneles de genes consisten en un análisis específico de 

pequeñas secciones del genoma que corresponden a regiones codificantes y/o no 

codificantes en genes que están clínicamente asociados a una patología o conjunto de 

patologías concretas relacionadas con el fenotipo observado en el paciente. 

Representan la alternativa más extendida para el estudio de enfermedades 

genéticamente heterogéneas y con una variabilidad clínica significativa. 

Esta aproximación de secuenciación dirigida está orientada a maximizar la 

proporción de secuencia clínicamente útil que se obtiene, facilitando su interpretación 

y disminuyendo el número de variantes incidentales identificadas (aquellas con 

potencial relevancia clínica que están asociadas a enfermedades diferentes de las que 

motivaron el estudio). Acotar la región secuenciada conlleva estas ventajas, pero 

también representa la principal de las limitaciones de esta aproximación, al estar 

condicionada por el conocimiento de la genética de cada patología en el momento de 

diseñar los reactivos necesarios para crear y enriquecer la librería (oligonucleótidos o 

sondas de captura). El estudio solo tendrá éxito si el gen que causa la enfermedad está 

incluido en el panel, lo cual limita el rendimiento diagnóstico de la prueba a medio 

plazo73,74. 

El primer paso, antes de poner a punto un ensayo de este tipo, es definir el 

objetivo clínico y, en consecuencia, determinar, idealmente de manera multidisciplinar, 

las regiones diana que queremos analizar y que son clínicamente relevantes para el 

diagnóstico de la patología objeto del estudio75. El número de genes que abarca cada 

panel es variable y dependiente de las circunstancias y prioridades de cada laboratorio. 

Algunos laboratorios incluyen solo genes diana para los cuales existe suficiente 

literatura que justifica su relevancia diagnóstica, terapéutica o pronóstica. En cambio, 
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otros paneles extienden su análisis a conjuntos de genes más amplios, incluyendo genes 

adicionales que están siendo investigados en ensayos clínicos y/o cuya asociación con 

la enfermedad en la literatura científico-médica es incipiente. 

Dentro de este tipo de análisis dirigido, existen dos alternativas: paneles con 

enriquecimiento específico, mediante sondas u oligonucleótidos diseñados en base a 

los genes de interés (también llamados genes diana) o “paneles virtuales”, en los que se 

lleva a cabo una secuenciación del exoma y se extraen únicamente los datos de las 

variantes que afectan a los genes diana que constituyen el panel.  

Al ser una prueba cuya finalidad es el diagnóstico clínico, en cada diseño del 

panel se debe evaluar tanto la sensibilidad como la especificidad de la técnica para 

detectar alteraciones76. En los paneles virtuales, la profundidad de lecturas en las 

diferentes regiones secuenciadas es habitualmente menor que en los verdaderos 

paneles de genes. Como se ha mencionado previamente para el exoma, este hecho, 

combinado con la heterogeneidad en la distribución de las lecturas, puede provocar 

que determinadas regiones, especialmente relevantes para una patología, no queden 

cubiertas por los resultados de secuenciación de un panel virtual, lo que provoca una 

menor sensibilidad y especificidad. Motivados por este hecho, en la presente Tesis 

Doctoral hemos centrado nuestro trabajo experimental en el desarrollo y aplicación de 

ensayos basados en paneles de captura específicos para el diagnóstico de tres 

enfermedades con base genética: el cáncer, la sordera y la ceguera, todas ellas con una 

extrema heterogeneidad genética.  

 

 Paneles para el diagnóstico genómico de enfermedades de base 
genética 

La priorización implícita en el diseño de un panel permite disminuir el número 

de genes y variantes candidatos a evaluar, puede aumentar la probabilidad de 

identificar una causa genética subyacente y evita la identificación de hallazgos 

secundarios, irrelevantes para el diagnóstico de la patología deseada77-79. Estas mejoras 

han cambiado el modelo de diagnóstico molecular y, en consecuencia, el modelo de 
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diagnóstico clínico, especialmente en el caso de trastornos genéticamente y 

clínicamente heterogéneos, como los que son objeto de esta Tesis Doctoral80. 

7.1 Cáncer 

El cáncer es un conjunto de enfermedades en las que una o varias células 

normales se transforman en células anormales que comienzan a crecer y multiplicarse 

de una forma descontrolada, llegando a invadir tejidos cercanos e, incluso, a 

diseminarse a otras partes del cuerpo a través del torrente sanguíneo y el sistema 

linfático81. Esa transformación celular, causada por alteraciones en la secuencia del 

ADN de determinados genes fundamentales para el control del crecimiento y división 

celular normal, es el resultado de la interacción entre los factores genéticos de cada 

paciente y tres categorías de agentes externos: carcinógenos físicos (radiaciones 

ultravioletas e ionizantes), carcinógenos químicos (humo, amianto, etc.) y carcinógenos 

biológicos (determinados virus, bacterias o parásitos)82. Nuestras células están 

constantemente detectando y reparando alteraciones que ocurren en nuestro genoma 

al vertiginoso ritmo de 4 cada 5 segundos en cada célula (0,8/seg.) pero, en algunas 

ocasiones, esas alteraciones evaden la maquinaria de reparación, se acumulan y pueden 

acabar provocando cáncer83. 

Las células cancerosas cuentan con múltiples mecanismos que les permiten 

saltarse las restricciones normales sobre el crecimiento celular, modificar el 

microambiente favoreciendo su propia proliferación, invadir barreras facilitando su 

propagación a otros órganos y evadir la vigilancia inmunológica84. La elevada 

heterogeneidad molecular y celular característica de los tumores, que tiene un papel 

crucial en esas facultades adquiridas por el tejido canceroso, surge de la naturaleza 

estocástica de la evolución darwiniana, la cual cumple 3 premisas: que las 

características deben variar dentro de una población, que esta variación debe ser 

heredable de generación en generación y que debe haber competencia por la 

supervivencia dentro de la población85. 

Hoy en día, el cáncer es una de las principales causas de muerte en todo el 

mundo y se prevé que el número de muertes causadas por el mismo aumente 
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notablemente, debido en parte al envejecimiento de la población mundial. Esta 

situación exige estrategias que permitan una detección más temprana, una mejor 

estratificación de los tumores y el desarrollo de terapias preventivas efectivas, ya que 

una gran parte de los cánceres son altamente tratables y curables si se detectan en 

estadios tempranos (I o II)86.  

Siempre y cuando sea posible, el análisis genómico amplio de los tumores es la 

mejor estrategia para identificar las alteraciones genéticas responsables de la 

enfermedad. En 1982, mediante secuenciación Sanger, se identificaron las primeras 

alteraciones genéticas causantes de cáncer, entre ellas, una única variación nucleotídica 

que conducía a la activación del oncogén HRAS en células de carcinoma de vejiga, 

descrita por el equipo del español Mariano Barbacid87. En la actualidad, la combinación 

entre el uso de la NGS y una atención personalizada del paciente con cáncer está 

permitiendo mejorar la prevención y mantener o, incluso, incrementar la calidad de 

vida de los pacientes durante el mayor tiempo posible88. En el cáncer, los estudios 

genéticos más habituales se basan en paneles somáticos, orientados a identificar 

fármacos específicos para su tratamiento, y paneles germinales, cuya finalidad es 

detectar una predisposición heredable al desarrollo de dicha enfermedad. 

7.1.1 Paneles somáticos 

El concepto de mutación somática se refiere a cualquier variación genética 

adquiridas por una célula que no forma parte de la línea germinal, frecuentemente 

causada por factores ambientales, como la exposición a radiaciones o a ciertas 

sustancias químicas. Este tipo de alteraciones no son heredables, pero sí se acumulan 

en las células a lo largo de la vida de un individuo, por lo cual, aunque la mayoría de 

ellas no tienen un efecto notable, algunas pueden alterar funciones celulares clave y 

desencadenar el desarrollo de cáncer. 

La secuenciación del genoma ha proporcionado una visión detallada de los 

procesos mutacionales y de los genes involucrados en el desarrollo del tumor. Tras la 

finalización del PGH, se emprendieron dos iniciativas de gran envergadura, el Atlas del 

Genoma del Cáncer (TCGA) y el Consorcio Internacional del Genoma del Cáncer (ICGC), 
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ambos con el objetivo común de documentar sistemáticamente las mutaciones 

somáticas que desencadenan el desarrollo de los tumores más frecuentes. El TCGA fue 

proyectado en 2005 con el objetivo de crear mapas multidimensionales completos que 

recogiesen los cambios genómicos claves en los tipos y subtipos principales de cáncer 

mediante la secuenciación de las regiones codificantes de proteínas de 

aproximadamente 11.000 genomas individuales y 33 tipos de cáncer 

(https://portal.gdc.cancer.gov)89. Tres años más tarde, en 2008, se puso en marcha el 

ICGC con el cometido inicial de secuenciar las regiones codificantes de más de 20.000 

genomas individuales y 22 tipos de cáncer (https://dcc.icgc.org)90. Asimismo, en 

febrero del 2020, el Consorcio ICGC / TCGA Pan-Cancer Analysis of Whole Genomes 

(PCAWG) actualizó el estatus de ambos proyectos con la presentación de los resultados 

obtenidos en 2.658 genomas completos de cáncer en 38 tipos de tumores 

diferentes85,91. Los catálogos de alteraciones genómicas que se han ido generando tras 

estos estudios han servido como germen de futuras investigaciones para la formulación 

de mejores estrategias de prevención, diagnóstico y tratamiento de cada tipo de cáncer. 

Las células cancerosas no solo tienen mutaciones que resultan en la expresión 

desregulada de oncogenes (aceleradores de la transformación celular) y genes 

supresores de tumores (frenos de la formación de tumores). En muchos casos, estos 

cambios también alteran la expresión de cientos de genes implicados en vías de 

regulación de la actividad celular más sutiles. Una mejor comprensión de la etiología 

molecular del cáncer ha permitido el desarrollo de nuevos fármacos denominados 

comúnmente terapias dirigidas. La estrategia ideal contra el cáncer es aquella que 

restringe selectivamente la proliferación y la supervivencia de las células tumorales sin 

afectar a las células sanas. A diferencia de la quimioterapia convencional, citotóxica, a 

menudo limitada por efectos secundarios graves y, en ocasiones, potencialmente 

mortales, los fármacos dirigidos están diseñados para interferir específicamente las 

dianas moleculares que son responsables del fenotipo maligno, resultando en un 

aumento de su índice terapéutico y una disminución de sus efectos secundarios 

sistémicos. Aunque es frecuente la aparición de resistencias a este tipo de terapias 

dirigidas, la caracterización molecular de los mecanismos de resistencia también 

https://dcc.icgc.org/
https://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000046450&version=Patient&language=Spanish
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permite diseñar terapias de segunda generación o terapias combinadas destinadas a 

prevenir la resistencia o a restablecer la respuesta92.  

Uno de los primeros medicamentos antitumorales dirigidos fue el tamoxifeno, 

introducido a principios de la década de 1970 y diseñado para bloquear el crecimiento 

y avance de las células tumorales en el cáncer de mama receptor de estrógenos positivo 

(ER+). A partir de entonces, el desarrollo de nuevas tecnologías y sus aplicaciones en el 

campo de la genómica han permitido la identificación de numerosas vías que están 

desreguladas en los cánceres humanos y, en consecuencia, el descubrimiento de 

múltiples genes clave en el desarrollo de determinados cánceres.  

Los paneles somáticos en el diagnóstico del cáncer pueden identificar de 

manera integral las alteraciones genéticas presentes en el tejido tumoral que se han 

asociado previamente con la respuesta a terapias oncológicas dirigidas. Así, en muchos 

casos su identificación es requerida, como biomarcador de resistencia o sensibilidad, 

para la aplicación de terapias específicas aprobadas por las agencias reguladoras de 

medicamentos (ej.: la U.S Food & Drug Administration (FDA) o por la Agencia Europea 

del Medicamento (EMA))93. El impacto clínico de una variante debe determinarse 

según la evidencia disponible en el momento del estudio y dentro del contexto clínico 

del paciente. De este modo, en 2015 se consideraba que alrededor del 10 % de los 

pacientes con cáncer avanzado tenían una mutación accionable, es decir, tenía asociada 

una terapia dirigida clínicamente validada y aprobada específicamente para ese tipo de 

tumor94. En la actualidad, tras la explosión de conocimiento que han proporcionado la 

secuenciación de miles de genomas tumorales en los últimos años y el desarrollo y 

aprobación de nuevos fármacos dirigidos, esa estimación alcanza aproximadamente el 

25 %95. Dadas las ventajas que puede proporcionar conocer el mecanismo subyacente 

de las vías biológicas en pacientes con cáncer avanzado o refractario al tratamiento, las 

decisiones terapéuticas se guían cada vez más por el perfil genómico del tumor que por 

factores convencionales, como el estadio de la enfermedad o las características 

histopatológicas96. 
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7.1.2 Paneles germinales 

Las mutaciones germinales o hereditarias son aquellas que afectan a las células 

reproductoras del organismo (óvulo y espermatozoide) y, por ello, se pueden 

transmitir de generación en generación. En algunos casos, estas alteraciones en la línea 

germinal son responsables de una mayor predisposición al desarrollo de una 

enfermedad hereditaria y su identificación es usada como criterio diagnóstico.  

El cáncer es una enfermedad multifactorial causada por el efecto combinado de 

factores genéticos y ambientales. Las estimaciones actuales consideran que el 5-10 % 

de los casos de cáncer se desarrollan como consecuencia de la presencia de una 

mutación germinal que se transmite entre los miembros de una misma familia de 

acuerdo a distintos patrones de herencia9. Para una misma mutación, el tipo de cáncer 

y la edad de aparición son variables entre familias, pero también dentro de una misma 

familia. Es importante señalar que lo que se hereda entre generaciones es la 

susceptibilidad a padecer cáncer, lo cual no implica la certeza de desarrollarlo en todos 

los casos. 

En los últimos años se han identificado múltiples genes implicados en 

predisposición hereditaria al desarrollo de cáncer. Estos descubrimientos han 

desencadenado una notable expansión de nuestro conocimiento sobre la 

susceptibilidad genética, su función e impacto en la biología tumoral, así como sobre 

las posibles intervenciones preventivas y terapéuticas basadas en ellas. Entre los tipos 

de cáncer hereditario más prevalentes se encuentran los causados por mutaciones en 

genes de susceptibilidad al cáncer de mama 1 y (BRCA1 y BRCA2, respectivamente) o 

los implicados en la reparación de errores de emparejamiento de bases del ADN, 

también llamados genes MMR por las siglas de MissMatch Repair (MLH1, MSH2, MSH6 

y PMS2). 

BRCA1 y BRCA2 son genes supresores de tumores involucrados en la 

recombinación homóloga, una vía crítica de reparación del ADN encargada de asegurar 

la estabilidad del genoma97-99. La alteración patogénica en un único alelo de estos genes 

se considera responsable del síndrome de cáncer de mama y de ovario hereditario, que 
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no solo implica cáncer de mama de inicio temprano, sino también un mayor riesgo de 

cáncer de ovario, páncreas, estómago, laringe, trompas de Falopio y próstata. Este 

síndrome es responsable del 5-7 % de todos los casos de cáncer de mama. Además, las 

mujeres portadoras de mutaciones en estos genes tienen un 50-80 % de probabilidad 

de desarrollar cáncer de mama y un 30-50 % de probabilidad de desarrollar cáncer de 

ovario100. Las mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2, combinadas, afectan al 85 % de 

las familias con cuatro o más casos de cáncer de mama101. 

Las alteraciones patogénicas en los genes MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 tienen 

como consecuencia defectos en la reparación de errores del emparejamiento de bases 

del ADN que causa síndrome de Lynch o síndrome del cáncer de colon no polipósico 

hereditario (HNPCC). Este síndrome es la causa más común de cáncer colorrectal y de 

cáncer de endometrio hereditarios. Otros cánceres extracolónicos asociados con este 

síndrome incluyen los de ovario, estómago, tracto urotelial e intestino delgado y, con 

menos frecuencia, cerebro, tracto biliar, páncreas y próstata. Aproximadamente el 70-

85 % de los casos de síndrome de Lynch son causados por mutaciones en MLH1 o MSH2 

y las variaciones patogénicas en MSH6 y PMS2 representan cada una entre el 10 % y el 

20 % de los casos102-104. Asimismo, en los últimos años se ha demostrado que las 

deleciones germinales en el extremo 3´ del gen EPCAM, que conducen a un 

silenciamiento epigenético del gen MSH2, están involucradas en aproximadamente el 

1-3 % de los casos con síndrome de Lynch105. El riesgo de cáncer colorrectal en familias 

con deleciones en EPCAM es comparable al de los casos con mutaciones MSH2, siendo, 

sin embargo, inferior el riesgo de cáncer de endometrio, lo cual ilustra la utilidad de 

identificar la causa genética subyacente a un fenotipo tumoral por encima de identificar 

exclusivamente dicho fenotipo (que en este caso es la pérdida de expresión tumoral de 

la proteína MSH2 en ambos casos)106. En todos estos casos, y en la mayoría de las 

familias con cáncer hereditario, el modo de herencia de la susceptibilidad al desarrollo 

de cáncer es autosómico dominante. 

Más allá de los genes BRCA1, BRCA2, MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2, existen 

decenas de otros genes que, en conjunto, son responsables de una gran proporción de 

los casos de cáncer hereditario107. No obstante, actualmente, todavía existe un 
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porcentaje muy elevado de pacientes con cáncer familiar en los que se desconoce su 

potencial causa genética. Por estas razones es necesario y útil identificar variantes en 

diferentes genes, la contribución de estas al riesgo hereditario, la combinación de alelos 

de susceptibilidad de baja/moderada penetrancia, o su combinación con factores 

ambientales. Los datos respaldan la utilidad del uso de paneles germinales para el 

estudio del cáncer. Por ejemplo, recientemente, Domínguez-Valentín y colaboradores,  

tras un estudio de 191 pacientes con cáncer familiar en los que no se habían 

identificado mutaciones en los genes BRCA1, BRCA2, PTEN o TP53, ni en los genes MMR, 

observaron que más de la mitad de las variantes patogénicas de la línea germinal 

identificadas afectaban a los genes ATM y CHEK2, con penetrancia moderada, genes que 

en muchos hospitales no son analizados de manera rutinaria108. Por estas razones, los 

paneles multigénicos son una estrategia en expansión para el diagnóstico de la 

predisposición hereditaria al desarrollo de cáncer109,110.  

Una ventaja adicional de este tipo de estudios es la potencial capacidad que 

tienen para identificar portadores de mutaciones causantes de síndromes de 

susceptibilidad al cáncer bien conocidos en familias con fenotipos atípicos111,112. 

Asimismo, para los pacientes con antecedentes familiares de cáncer o predisposición 

genética al cáncer, la detección precisa de las mutaciones responsables permite una 

evaluación del riesgo y una vigilancia adecuados, siendo crucial para facilitar la 

prevención y la detección temprana de futuros tumores tanto en los pacientes como en 

sus familiares y, en algunos casos, facilitando la selección de terapias dirigidas113. Por 

tanto, ser capaces de identificar estas alteraciones es de suma importancia para 

proporcionar a los pacientes un manejo clínico integral y personalizado114,115. 

7.2 Sorderas 

La sordera es el trastorno sensorial más común que existe. En base a la 

localización de la lesión se puede clasificar en pérdida auditiva conductiva (oído 

externo o medio), neurosensorial (oído interno, nervio auditivo o vía auditiva central) 

o mixta, con características clínicas de las dos anteriores116. En esta Tesis Doctoral 

abordamos las pérdidas auditivas neurosensoriales o mixtas. La hipoacusia 

neurosensorial (HNS) representa aproximadamente el 90 % de todos los casos de 
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pérdida auditiva humana y se estima que el componente genético en ella es muy 

superior al de cualquiera de los otros dos tipos117. 

La sordera profunda congénita afecta aproximadamente a 1 de cada 1000 

nacidos vivos, mientras que 1 de cada 1000 niños adicionales sufrirá pérdida auditiva 

antes de convertirse en adulto118. El 60 % de la HNS congénita/de inicio temprano es 

causada por factores genéticos y, a menudo, aparece en ausencia de antecedentes 

familiares de sordera119. El resto de los casos parecen ser idiopáticos o surgir por el 

efecto de patógenos como la rubéola, el citomegalovirus u otras infecciones 

infantiles120-123. 

De los casos con una causa genética, se considera que aproximadamente el       

30 % son sindrómicos122-126. Hasta la fecha se han asociado más de 400 síndromes con 

pérdida auditiva127. Los casos restantes corresponden a la pérdida auditiva hereditaria 

no sindrómica, en la cual la única consecuencia del defecto genético detectable 

clínicamente es la sordera. Dentro de esta categoría, en el 75-80 % de los casos la 

hipoacusia es heredada de forma autosómica recesiva y, aproximadamente, en el 20 % 

es autosómica dominante. Las formas ligadas al sexo y mitocondriales representan 

menos del 5 %125. Las hipoacusias asociadas a loci genéticos se denominan con una 

nomenclatura basada en siglas canónicas: DFNB (autosómica recesiva), DFNA 

(autosómica dominante) y DFNX (ligada al X)118. 

El locus genético DFNB1, que abarca los genes GJB2 y GJB6, se considera 

responsable del 10-40 % de todos los casos de pérdida auditiva congénita en 

determinadas poblaciones, con incidencia variable dependiente de cada población6,123. 

Codifican proteínas de membrana denominadas conexinas (Cx), Cx26 y Cx30, 

respectivamente, que están implicadas en la formación de conexiones intercelulares 

(uniones GAP) y ejercen una función crítica en la comunicación entre las células de 

soporte de la cóclea y la homeostasis de la perilinfa y endolinfa. Las mutaciones en el 

gen GJB2 se consideran la principal causa de HNS no sindrómica autosómica recesiva 

en la mayoría de las partes del mundo. Entre ellas la alteración c.35delG, la más 

prevalente en nuestro medio, explica hasta el 70 % de los casos de hipoacusia 
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hereditaria en algunas poblaciones de América del norte y Europa6,128. En cuanto al gen 

GJB6, situado junto a GJB2, se ha demostrado que sus mutaciones más prevalentes, las 

grandes deleciones del(GJB6‐D13S1830) y del(GJB6‐D13S1854), son capaces de 

silenciar a nivel transcripcional la expresión del gen de GJB2 que está en disposición cis 

(en el mismo alelo), lo cual explica que, cuando una de estas deleciones se encuentra en 

trans (en alelos distintos) con una mutación patogénica en GJB2, el fenotipo auditivo 

sea similar al que se observa en pacientes homozigotos para una alteración patogénica 

en GJB2129-131. La hipoacusia debida a mutaciones en el locus DFNB1 se caracteriza por 

ser generalmente bilateral, de inicio prelingual, con un grado de severidad que varía de 

moderado a profundo y con variaciones inter e intrafamiliares, es decir, que aún con la 

misma mutación, puede encontrarse una evolución diferente. Ante una expresividad 

tan variable, los estudios genéticos se han vuelto una herramienta imprescindible en el 

diagnóstico de esta patología. 

Actualmente, el estudio genético de DFNB1 para pacientes con pérdida auditiva 

no sindrómica incluye la secuenciación GJB2 y el análisis de las dos deleciones más 

comunes de GJB6 pero, tras él, muchos casos permanecen sin diagnosticar. Esto se debe 

a la extrema heterogeneidad genética y fenotípica de la pérdida auditiva, con más de 

400 síndromes que incluyen hipoacusia como manifestación característica y más de 

100 genes asociados con HNS no sindrómica118. Con la tecnología NGS se ha vuelto 

factible y asequible secuenciar rutinariamente una gran cantidad de genes por 

paciente, lo cual ha facilitado el diagnóstico en gran medida132,133. Tanto la guía del año 

2014 para la «Evaluación clínica y el diagnóstico etiológico de la hipoacusia» del Colegio 

Americano de Genética Médica y Genómica (ACMG)118, como las recomendaciones 

españolas del año 2015 para el «Diagnóstico etiológico de la sordera infantil», de la 

Comisión para la Detección Precoz de la Hipoacusia (CODEPEH)134, recomiendan 

incorporar el diagnóstico genético precozmente en los protocolos para el diagnóstico 

de la sordera [Figura 5]. 
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Figura 5. Secuencia recomendada para el diagnóstico etiológico por la CODEPEH. 

 

Hacer un diagnóstico precoz de la pérdida auditiva tiene un gran impacto en el 

curso clínico del paciente y en su desarrollo vital, permitiendo una intervención o 

monitorización tempranas135. Por este motivo, muchos países ya han instaurado 

programas de cribado neonatal universales de hipoacusia conforme a las 

recomendaciones del Joint Committee on Infant Hearing136, que establece la 

conveniencia de que la detección no se demore más allá del primer mes de vida y que 

se pueda disponer de la confirmación diagnóstica en el tercer mes para asegurar que 

los niños reciban el tratamiento adecuado antes de los 6 meses. El principal objetivo es 

lograr la adquisición del lenguaje hablado y el máximo desarrollo de los niños con un 

déficit auditivo a todos los niveles: personal, cognitivo, educativo y social134. 

La NGS ha aumentado notablemente la eficacia tanto en la detección de 

variantes patogénicas en genes de sordera conocidos con fines de diagnósticos, como 

en la identificación de nuevos genes asociados137,138.  
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7.3 Cegueras 

La ceguera es una enfermedad de tipo sensorial que consiste en la pérdida total 

o parcial del sentido de la vista. Al igual que ocurre en la hipoacusia, la pérdida visual 

se clasifica en base a la localización anatómica de la lesión que la causa. En esta Tesis 

Doctoral abordamos la ceguera causada por lesiones en el vítreo, la coroides, la retina 

y/o el nervio óptico, enfermedades en las cuales la etiología monogénica está 

respaldada por una evidencia sólida. Además, se seleccionaron estas cuatro estructuras 

oculares porque los fenotipos que causan sus alteraciones pueden llegar a 

superponerse y generar dificultades a la hora de obtener un buen diagnóstico 

diferencial139. 

Las distrofias retinianas hereditarias (DRH) representan, con gran diferencia, 

la principal causa de ceguera transmisible de padres a hijos140. Se trata de un conjunto 

de enfermedades que afectan a la retina, al vítreo y/o a la coroides, caracterizadas por 

una pérdida de visión lenta y progresiva, debida a la degeneración de los 

fotorreceptores y células epiteliales del pigmento retiniano. Individualmente, tienen 

una baja incidencia entre la población, pero en conjunto, alcanzan una prevalencia de 

aproximadamente 1 caso cada 3000 individuos141. Estos datos explican que se 

considere la principal causa de ceguera entre los adultos y la segunda más común en la 

infancia (la primera causa en niños son las cataratas)142. 

La retinosis pigmentaria (RP) es la forma más común de degeneración 

retiniana hereditaria, presente en más de 1,5 millones de personas en todo el mundo, 

tiene una prevalencia estimada de 1 caso cada 4.000 individuos143. Además de los 

efectos perjudiciales de la discapacidad visual, el 20-30 % de los pacientes con RP 

tienen una afección no ocular asociada, que varía desde cambios morfológicos leves 

hasta patologías potencialmente mortales, es decir, son casos sindrómicos. Los tipos 

más frecuentes de RP sindrómica son el síndrome de Usher y el síndrome de Bardet-

Biedl144. La forma no sindrómica es más frecuente, representando alrededor del 65 % 

de todos los casos145,146. Dentro de esta categoría, el 30-40 % corresponden a las formas 

autosómicas dominantes, el 50-60 % a formas autosómicas recesivas y el 5-15 % a 

https://es.wikipedia.org/wiki/Sentido_(percepci%C3%B3n)
https://es.wikipedia.org/wiki/Visi%C3%B3n
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formas ligadas al cromosoma X. Asimismo, también se han descrito patrones de 

herencia no mendelianos, entre los que se han incluido las herencias digénicas y 

mitocondriales, que explican una pequeña proporción de casos147-149. 

Se han descrito más de 250 genes responsables de formas sindrómicas y/o no 

sindrómicas de DHR. La notable heterogeneidad genética característica de estas 

enfermedades no solo se debe a la gran cantidad de genes implicados, sino también al 

hecho de que las mutaciones en un gen específico pueden causar fenotipos distintos 

que varían ampliamente en severidad, progresión, y modo de herencia150,151. Por 

ejemplo, las mutaciones en ABCA4 pueden causar al menos cuatro formas diferentes de 

ceguera no sindrómica: retinosis pigmentaria, distrofia de conos y bastones, fundus 

flavimaculatus y enfermedad de Stargardt. Asimismo, las alteraciones patogénicas de 

PRPH2 pueden ser responsables de retinosis pigmentaria tipo 7, retinosis punctata 

albescens, distrofia macular de la retina o distrofia coroidea areolar central (todas ellas 

con modo de herencia autosómico recesivo), amaurosis congénita de Leber (con modo 

de herencia autosómico dominante) y retinosis pigmentaria tipo 7 PRPH2/ROM1 (con 

modo de herencia digénico recesivo). Además, aunque se han identificado distintos 

subtipos de DRH, existe una superposición fenotípica considerable que se hace aún más 

evidente con las pruebas genéticas152. Esta heterogeneidad genética y fenotípica y la 

existencia de patrones de herencia multigénicos y modificadores genéticos oscurecen 

y dificultan, en gran medida, el diagnóstico molecular de estas enfermedades. En esta 

situación, no son prácticos los enfoques convencionales de secuenciación Sanger. La 

secuenciación simultánea de todos los genes implicados se considera el mejor enfoque 

para el diagnóstico molecular de las DHR153,154. 

En ciertos tipos de ceguera hereditaria solo las pruebas moleculares 

proporcionan un diagnóstico preciso, por lo que las pruebas utilizadas para realizar el 

enfoque clínico de la enfermedad (electrorretinografía, tomografía de coherencia 

óptica, examen de fondo de ojo, autofluorescencia de fondo, adaptación de oscuridad o 

prueba de campo visual) no son suficientes para el diagnóstico155. Esta situación 

ocurre, por ejemplo, en la neuropatía óptica hereditaria de Leber (LHON)156. 
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Una peculiaridad que engloba a las DHR es su aparente “invisibilidad” hasta 

estadios avanzados de la enfermedad. Por esta razón, el diagnóstico precoz y el 

conocimiento de las causas que las originan son factores primordiales para reducir el 

impacto personal y psicológico de las mismas. Con la introducción de los paneles de 

genes, el diagnóstico y la atención a pacientes con enfermedades oculares han 

experimentado una revolución, identificando la causa genética aproximadamente en el 

50 % de los casos. No obstante, las características clínicas de los individuos analizados 

y la existencia/ausencia de estudios moleculares previos pueden hacer variar 

notablemente el rendimiento diagnóstico157. 

Por último, en la pérdida de visión de etiología genética, el diagnóstico 

molecular no solo es importante para mejorar el asesoramiento de las familias y por su 

valor pronóstico, sino también para identificar a los pacientes candidatos a beneficiarse 

de los nuevos tratamientos específicos de genotipo. Estos tratamientos potenciales, 

principalmente de terapia génica, cuya finalidad es la prevención o la curación de la 

enfermedad, están siendo particularmente exitosos en oftalmología, al ser el ojo un 

órgano de fácil acceso, relativamente aislado y con una situación privilegiada 

inmunológicamente, lo cual disminuye las posibilidades de rechazo, entre otros 

riesgos158. 

 

 Interpretación clínica de los resultados de diagnóstico genético 

La interpretación clínica de las variantes genéticas es el proceso en el cual se 

evalúan y clasifican las variantes identificadas en un estudio genético en función de su 

relevancia médica para el paciente objeto de estudio. En la actualidad, tanto la 

interpretación de los resultados, como la traducción de los mismos en 

recomendaciones clínicas representan el principal desafío en el diagnóstico genético. 

La comprensión precisa y detallada de los efectos causados por las variaciones 

en las diferentes regiones del genoma es imprescindible para resolver la relación 

variante-gen-enfermedad, el espectro de las alteraciones patogénicas en cada uno de 

los genes y las correspondientes consecuencias clínicas de las mismas. En los últimos 
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años se han desarrollado herramientas bioinformáticas y bases de datos específicas 

diseñadas con el fin de ayudar a comprender la importancia funcional de las variantes 

genéticas con respecto a sus posibles efectos sobre los genes y las enfermedades159. 

8.1 Bases de datos de variantes genéticas clínicamente relevantes 

La interpretación de las variantes genómicas se ha convertido en el cuello de 

botella en los flujos de trabajo de secuenciación clínica, por lo que muchos hospitales y 

centros de investigación han creado de forma individual su propio repositorio para la 

interpretación de variantes y evaluación de la relevancia clínica160. Estas bases de datos 

internas requieren de actualizaciones constantes, implican gran trabajo manual y 

carecen de consenso entre la comunidad científica. 

La medicina de precisión requiere que toda esta información esté en un 

formato estandarizado, centralizada, de libre acceso, con capacidad de descarga 

masiva, consensuada y fácilmente interpretable para su aplicación en la clínica. Para 

satisfacer estos requisitos surgieron las primeras bases de datos públicas tanto de 

variantes somáticas como de variantes germinales que pueden ser consultadas por 

todos los especialistas para optimizar y homogeneizar la interpretación clínica. 

8.1.1 Bases de datos de variantes somáticas 

La oncología está cada vez más cerca de que la información molecular de cada 

paciente con cáncer se pueda utilizar para mejorar el diagnóstico, pronóstico y 

tratamiento con terapias dirigidas161. Para ello, las bases de datos de variantes 

somáticas ofrecen apoyo clínico a los oncólogos y especialistas y proporcionan 

información detallada basada en la evidencia disponible sobre alteraciones genéticas 

presentes en tumores. Aunque existen múltiples bases de datos de variantes somáticas, 

entre las más utilizadas se encuentran CIViC (Clinical Interpretation of Variants in 

Cancer) y OncoKB (Precision Oncology Knowledge Base), que anotan el efecto biológico 

y oncogénico, así como la importancia pronóstica y predictiva de las alteraciones 

moleculares somáticas para respaldar decisiones de tratamiento dirigidos162.  
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CIViC es el recurso ofrecido por la Universidad de Washington para la 

interpretación clínica de variantes en cáncer. Diseñada por un equipo interdisciplinar 

e internacional de expertos que colaboran de forma remota dentro de una interfaz de 

curación centralizada, en la actualidad, contiene información clínica de variantes en 

424 genes relacionadas con terapias aprobadas por la FDA (https://civicdb.org)163,164.  

OncoKB es el repositorio web del Centro de Cáncer Memorial Sloan Kettering 

(Memorial Sloan Kettering Cancer Center, MSKCC), disponible  también a través de un 

recurso web (http://oncokb.org/)165. Curada por una red de investigadores clínicos y 

básicos del MSKCC, OncoKB contiene actualmente información detallada sobre 

alteraciones específicas en 675 genes de cáncer. A diferencia de CIViC, OncoKB no solo 

incluye información sobre el uso guiado por biomarcadores de terapias aprobadas por 

la FDA, sino también con respecto a las guías de la NCCN (National Comprehensive 

Cancer Network), las de la Sociedad Americana de Oncología Clínica (ASCO, American 

Society of Clinical Oncology), ClinicalTrials.gov, las recomendaciones de grupos de 

expertos y la literatura científica. Asimismo, aporta información sobre resultados 

clínicos negativos, que facilita evitar el uso de terapias que han demostrado ser 

ineficaces en contextos mutacionales específicos. 

Basar la interpretación clínica de una variante en la información disponible en 

una única base de datos puede presentar desventajas. Por este motivo, se consideró 

una necesidad el estandarizar y coordinar los esfuerzos de curación clínico-genómica 

en todas las instituciones, y crear un recurso comunitario público capaz de consultar la 

información agregada. Así, en 2016 se fundó VICC (The Variant Interpretation for 

Cancer Consortium), un consorcio para reunir instituciones líderes que están 

desarrollando de manera independiente bases de datos integrales de interpretación de 

variantes de cáncer, entre las que se encuentran CIViC y OncoKB. Esta organización ha 

creado un servicio de consulta capaz de interrogar las asociaciones entre las 

alteraciones genéticas del cáncer y las acciones clínicas para cada tipo de cáncer, en 

base a la evidencia acumulada en todas las instituciones participantes en todo el mundo 

(cancervariants.org). 

http://oncokb.org/
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8.1.2 Bases de datos de variantes germinales 

El uso generalizado de la NGS en el diagnóstico clínico para determinar las 

causas subyacentes de los fenotipos mendelianos resulta en la identificación continua 

de variantes no descritas previamente cuyo significado clínico es desconocido. Como 

consecuencia, la estandarización de la interpretación del significado clínico de 

variantes es una necesidad crítica. Se han desarrollado múltiples bases de datos de 

variantes germinales que facilitan la organización del conocimiento con respecto a las 

alteraciones genéticas y sus fenotipos asociados166,167. Las 3 principales que se han 

consultado durante el desarrollo de este proyecto de Tesis Doctoral han sido OMIM 

(Online Mendelian Inheritance in Man), HGMD (Human Gene Mutation Disease) y 

ClinVar, que se describen brevemente a continuación: 

OMIM es una base de datos que recoge la descripción de genes y fenotipos 

humanos y las relaciones entre ellos. Creada y editada por la Universidad Johns 

Hopkins con el aporte de científicos y médicos de todo el mundo, surgió en 1964 como 

MIM (Mendelian Inheritance in Man) llegando a publicar 12 ediciones impresas desde 

1966 hasta 1998168. Está disponible en Internet desde el año 1987 bajo la designación 

de “OMIM”, desde el año 1995 en la World Wide Web del Centro Nacional de 

Información Biotecnológica (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/) y desde 

enero de 2011 en el sitio web oficial, OMIM.org (http://omim.org), con el fin de 

proporcionar un portal de uso y búsqueda fácil169. Cada entrada de OMIM tiene un 

resumen completo de un fenotipo genético y/o de un gen determinado, derivando su 

contenido exclusivamente de la literatura biomédica publicada y siendo actualizado 

cada día mediante revisión por pares170. En la actualidad, con más de 450 

actualizaciones cada mes, contiene información de más de 16.300 genes y casi 10.000 

fenotipos diferentes. Adicionalmente, OMIM ostenta el liderazgo en el nombramiento y 

clasificación de fenotipos genéticos, lo cual supone una diferencia muy relevante con 

respecto a otras bases de datos171. 

La base de datos HGMD está diseñada para ser una recopilación de todas las 

mutaciones de la línea germinal publicadas en revistas científico-médicas que afectan 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/
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a los genes del ADN nuclear asociados con la enfermedad hereditaria humana172. Se 

estableció en 1996 para el estudio de los mecanismos mutacionales de los genes 

humanos asociados a enfermedades hereditarias y proporciona información con 

relevancia clínica173,174. En los últimos años ha adquirido una mayor utilidad como 

repositorio de la variación genética funcional relacionada con las enfermedades 

causadas por alteraciones en la línea germinal, y se considera una herramienta 

especialmente útil para la anotación de datos de NGS175. Su versión pública 

(http://www.hgmd.org) está disponible gratuitamente para usuarios registrados de 

instituciones académicas y organizaciones sin ánimo de lucro y se actualiza dos veces 

al año, pero sus actualizaciones solo incorporan información que ya ha sido publicada 

un mínimo de 3 años y medio atrás. En cambio, existe una versión “Professional”, de 

acceso para usuarios académicos, clínicos y comerciales mediante suscripción, 

gestionada por QIAGEN (https://www.qiagenbioinformatics.com/), que se actualiza 

trimestralmente e incluye anotaciones y características adicionales, como las 

coordenadas cromosómicas genómicas en base a las versiones del genoma humano 

hg19 y hg38, datos de conservación evolutiva y predicciones funcionales, entre otras. 

En el momento de escribir esta Tesis Doctoral, este recurso, con más de 24.000 nuevas 

mutaciones incorporadas cada año, contenía más de 282.000 alteraciones genéticas 

diferentes identificadas en más de 11.000 genes. 

ClinVar es un recurso público, de acceso gratuito, que se puso en marcha en 

2013 por el NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), con el fin de compilar 

información, basada en evidencia científico-médica, al respecto de las relaciones entre 

variantes genómicas y fenotipos humanos176. Es una base de datos diseñada para que 

los laboratorios clínicos, los investigadores y los paneles de expertos puedan compartir 

sus interpretaciones de las variantes genéticas junto a su correspondiente evidencia, 

permitiendo identificar fácilmente aquellas variantes que han sido revisadas por 

paneles de expertos. La agregación de información procedente de diversos grupos en 

una sola base de datos permite la comparación de interpretaciones, proporcionando 

transparencia en su concordancia o discordancia. En el momento presente ClinVar 

contiene más de 801.000 variantes genéticas con interpretación, que afectan a más de 

11.000 genes. Este gran volumen de datos la ha convertido en un valioso recurso para 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
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la comunidad genética clínica, que valora especialmente las interpretaciones 

consensuadas177. 

Todas estas bases de datos sirven de gran ayuda, pero a menudo contienen 

variantes incorrectamente clasificadas y/o propuestas de clasificaciones 

contradictorias para una misma variante159. Por este motivo, en el año 2013 el NHGRI 

(National Human Genome Research Institute) fundó ClinGen, un recurso público que 

tiene como objetivo principal definir la relevancia clínica de genes y variantes para su 

uso en medicina de precisión e investigación178. Conformado por diferentes grupos de 

trabajo de dominio clínico y paneles de expertos que interaccionan entre sí, su objetivo 

es abordar el conocimiento genómico de una forma multidisciplinar, optimizando el 

valor de la información disponible. 

8.2 Criterios ACMG/AMP de interpretación clínica de variantes 
genómicas 

La utilidad clínica de la identificación de alteraciones genómicas en un estudio 

genético depende de la fiabilidad de su interpretación y clasificación. Se han realizado 

esfuerzos significativos para desarrollar pautas que regulen la evaluación de la 

evidencia disponible para clasificar las variantes genómicas implicadas en las 

enfermedades de base genética179. 

Inicialmente, cada laboratorio desarrollaba sus propios métodos de evaluación 

de variantes. Sin embargo, en el año 2000 el grupo de trabajo del comité de prácticas 

de laboratorio del Colegio Americano de Genética Médica (ACMG) consiguió sentar los 

cimientos de las recomendaciones para la estandarización de la interpretación clínica 

de variantes genómicas con la descripción de las siguientes categorías: (1) descritas 

previamente y consideradas como causa de enfermedad, (2) no descritas previamente 

como patogénicas, pero que por sus características se espera que sean responsables del 

fenotipo, (3) no descritas previamente, pero con dudas al respecto de su patogenicidad, 

(4) no descritas previamente y probablemente no causantes de enfermedad y (5) 

descritas previamente y consideradas neutrales. Asimismo, se diseñaron estudios de 

seguimiento de los pacientes portadores de determinadas variantes genéticas con el 
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objetivo de poder evaluar sus riesgos específicos y concretar cómo se debía llevar a 

cabo la validación técnica y clínica de los resultados obtenidos180.  

El advenimiento de la NGS promovió un cambio de paradigma en las pruebas 

genéticas y un aumento muy notable del número de genes y variantes asociados a 

enfermedades genéticas. En este contexto, en el año 2013 se formó un grupo de trabajo 

compuesto por miembros del ACMG, la Asociación de Patología Molecular (AMP) y el 

Colegio de Patólogos Americanos (CAP) con el objetivo de revisar los estándares para 

clasificar las variantes genéticas utilizando la evidencia disponible en el momento del 

análisis. Así, en 2015 se publicaron las primeras guías ACMG/AMP con un sistema de 

puntuación para clasificar las variantes de forma consensuada y en las cuales se 

recomienda el uso de la terminología “patogénica”, “probablemente patogénica”, 

“significado incierto”, “probablemente benigna” y “benigna” para describir y clasificar 

las variantes identificadas en un estudio genético. Mientras que las recomendaciones 

previas de ACMG habían propuesto categorías interpretativas y algoritmos para la 

interpretación, las recomendaciones de 2015 ya utilizan criterios específicos mucho 

más definidos, basados no solo en la opinión de expertos, sino también en datos 

empíricos y cálculos probabilisticos181. 

Las consideraciones de estas guías son únicamente aplicables para variantes 

con herencia monogénica, no para variantes somáticas, farmacogenómicas o de genes 

asociados con trastornos complejos no mendelianos multigénicos. La publicación de 

estos primeros estándares y pautas ACMG/AMP para la interpretación de resultados y 

la clasificación de variantes fue un hito para el diagnóstico molecular y la genética 

clínica. 

Criterios ACMG/AMP 

En las especificaciones iniciales se proporcionaron dos conjuntos de criterios, 

unos para evaluar patogenicidad y otros para evaluar benignidad, dentro de los cuales 

se estratificaron los criterios en varios subgrupos según el nivel de evidencia: stand-

alone (para criterios que se valen por sí mismos para otorgarle clasificación a la 
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variante), very strong, strong, moderate o supporting, en orden decreciente de nivel de 

evidencia. En la (Tabla 2) y en la (Tabla 3) se describe y fundamenta la relevancia de 

los criterios de patogenicidad y benignidad, respectivamente. 

Cada criterio analiza un tipo de evidencia y los resultados obtenidos se 

combinan de acuerdo con unas reglas de puntuación para clasificar cada variante 

dentro de uno de los 5 niveles: patogénica, probablemente patogénica, significado 

incierto, probablemente benigna o benigna. Estas reglas se aplican a todos los datos 

disponibles de una variante, ya sean procedentes de casos clínicos reales, de casos de 

investigación o de publicaciones previas. Para proporcionar cierta flexibilidad a la 

valoración marcada por el nivel de evidencia, algunos criterios inicialmente propuestos 

con un determinado nivel de evidencia se pueden considerar de otro nivel superior 

utilizando el juicio profesional. Esto ocurre por ejemplo con el criterio PP1 (nivel 

supporting), que se refiere a la segregación de la variante con la enfermedad en 

miembros afectos de una o varias familias en un gen claramente causante de la 

enfermedad. Este criterio puede considerarse como moderate o strong si la evidencia 

de cosegregación con la enfermedad es elevada181. Por el contrario, en situaciones en 

las que los datos no son tan sólidos, se puede usar el juicio profesional para degradar 

el nivel del criterio al que corresponda la evidencia objeto de valoración. 
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Tabla 2: Criterios ACMG/AMP que indican patogenicidad. 

La primera letra del nombre del criterio, P, indica que es un criterio de patogenicidad. Las 
siguientes letras indican el nivel: VS: very strong; S: strong; M: moderate y P: supporting. 
Los números sirven para distinguir criterios del mismo nivel. 

Criterio Descripción Fundamento 

PVS1 

Variante inactivadora en un gen en el 
cual la pérdida de función es un 
mecanismo conocido de enfermedad. 

Se basa en las consecuencias 
drásticas que tiene la inactivación 
completa de un gen. 

PS1 

Variante en la cual el cambio de 
aminoácido es el mismo que el de una 
variante previamente clasificada como 
patogénica, pero con otro cambio de 
nucleótido. 

Se basa en que dos secuencias de 
aminoácidos idénticas, aun siendo 
sus secuencias de nucleótidos 
diferentes, se comportarán de 
manera idéntica o muy similar. 

PS2 

Variante de novo en un paciente sin 
historia familiar de la enfermedad. 
(confirmadas maternidad y paternidad). 

Se basa en la infrecuencia de las 
variantes de novo, lo cual las hace 
especialmente sospechosas cuando 
aparecen en un individuo afecto sin 
antecedentes familiares. 

PS3 

Estudios funcionales in vitro o in vivo 
sólidamente establecidos apoyan un 
efecto deletéreo de la variante en el gen 
o el producto del gen. 

Se basan en la evidencia de 
patogenicidad derivada del análisis 
funcional de la variante en un 
contexto experimental. 

PS4 

La prevalencia de la variante es 
significativamente mayor en afectos 
que en controles (Odds Ratio >5). 

Se basa en el análisis estadístico de la 
asociación entre la presencia de una 
variante y la aparición de la 
enfermedad. 

PM1 

Variante localizada en un hot-spot 
mutacional y/o un dominio funcional 
sólidamente establecido sin variación 
benigna. Aplicable solo a variantes no 
sinónimas (missense) o que no cambian 
la pauta de lectura (inframe). 

Se basa en la ubicación de la variante 
en regiones que, según la información 
disponible, parecen especialmente 
sensibles a las alteraciones genéticas. 

PM2 

Variante ausente o con una frecuencia 
extremadamente baja en individuos 
control. 

Se basa en la ausencia/infrecuencia 
de la variante en individuos sanos, lo 
que la hace especialmente 
sospechosa si aparece en un 
individuo afecto.  

PM3 

Variante descrita en homozigosis o en 
heterozigosis compuesta con otra 
alteración patogénica en el mismo gen. 
Aplicable solo a enfermedades 
recesivas. 

Se basa en la probabilidad de que la 
variante, bien en homozigosis o en 
heterozigosis compuesta con otra 
variante, cause un fenotipo recesivo. 

PM4 

La longitud de la proteína cambia como 
resultado de una inserción/deleción en 
pauta en una región no repetitiva. 

Se basa en el efecto potencialmente 
deletéreo que tienen los cambios de 
longitud en una proteína. 
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Criterio Descripción Fundamento 

PM5 

Se ha descrito otra variante no sinónima 
que afecta al mismo aminoácido y que 
ha sido considerada como patogénica.  

Se basa en la probabilidad de que una 
variante que afecta a una posición en 
la que ya se han descrito variantes 
patogénicas sea también patogénica. 

PM6 

Variante asumida de novo en un 
paciente sin historia familiar de la 
enfermedad. 

Similar a PS2, pero sin confirmación 
de paternidad y maternidad por parte 
de los supuestos progenitores en los 
que la variante está ausente. 

PP1 

Cosegregación de la variante con la 
enfermedad en miembros afectos de 
una familia/varias familias en un gen 
claramente causante de la enfermedad. 

Se basa en la probabilidad de que la 
concurrencia de una variante con el 
fenotipo en diversos miembros de 
una familia sea indicativa de 
patogenicidad. 

PP2 

Variante no sinónima en un gen con baja 
tasa de variación no sinónima benigna y 
en el cual las variantes no sinónimas son 
un mecanismo común de la 
enfermedad. 

Se basa en la probabilidad de que una 
variante no sinónima cualquiera 
pueda desencadenar una enfermedad 
cuando el gen al que afecta no tiene 
muchas variantes no sinónimas 
benignas. 

PP3 

La evaluación bioinformática de la 
variante predice un efecto funcional 
deletéreo. 

Se basa en la capacidad de los 
algoritmos informáticos para 
predecir la patogenicidad de una 
variante. 

PP4 
El fenotipo del paciente se asocia de 
manera altamente específica con el gen. 

Se basa en la probabilidad de que, al 
ser el gen afectado por la variante el 
único o uno de los únicos asociados 
con la enfermedad, la variante sea 
patogénica. 

PP5 

Una fuente reputada (LOVD/INSIGHT) 
ha reportado recientemente la variante 
como patogénica, pero la evidencia no 
está disponible para hacer una 
evaluación independiente. 

Se basa en la clasificación hecha por 
terceros que ofrezcan fiabilidad. 
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Tabla 3: Criterios ACMG/AMP que indican benignidad. 

La primera letra del nombre del criterio, B, indica que es un criterio de benignidad. Las 
siguientes letras indican el nivel: A: stand alone; S: strong; M; moderate y P: supporting. Los 
números sirven para distinguir criterios del mismo nivel. 

Criterio Descripción Fundamento 

BA1 
Variante que puede ser considerada 
benigna por su alta frecuencia alélica. 

Se basa en improbabilidad de que las 
variantes frecuentes en la población 
causen enfermedades monogénicas. 

BS1 

La frecuencia alélica de la variante es 
superior a la esperada para la 
enfermedad. 

Similar a BA1, pero para variantes no 
tan frecuentes. 

BS2 

Variante observada en un individuo 
adulto sano para una enfermedad con 
penetrancia completa esperada a 
temprana edad. 

Se basa en la presencia de la variante 
en individuos sanos como argumento 
a favor de su benignidad. 

BS3 

Estudios funcionales in vitro o in vivo 
sólidamente establecidos muestran un 
efecto no patogénico de la variante en la 
función de la proteína o en el splicing. 

De modo análogo a PS3, se basa en 
evidencia de neutralidad derivada del 
análisis funcional de la variante en un 
contexto experimental. 

BS4 
Ausencia de cosegregación en 
miembros afectos de la familia. 

Se basa en la improbabilidad de que 
dos individuos afectos de la misma 
familia tengan causas genéticas 
diferentes. 

BP1 

Variante no sinónima en un gen para el 
cual las variantes causantes de 
enfermedad conocidas son 
principalmente variantes truncantes. 

Se basa en la improbabilidad de que 
una variante no truncante cause la 
enfermedad cuando las causas 
descritas provocan la inactivación del 
gen. 

BP2 

Variante observada en trans con una 
variante patogénica en un 
gen/enfermedad dominante con 
penetrancia completa u observada en 
cis con una variante patogénica para 
cualquier modo de herencia. 

Se basa en la improbabilidad de que 
un mismo alelo tenga dos variantes 
patogénicas o de que un mismo gen 
con fenotipos dominantes tenga 
variantes patogénicas en ambos 
alelos. 

BP3 
Inserción/deleción en pauta en una 
región repetitiva sin función conocida. 

Se basa en la improbabilidad de que 
una inserción/deleción que no 
modifica la pauta de lectura y afecta a 
una región sin función conocida cause 
la enfermedad. 

BP4 

La evaluación bioinformática de la 
variante no predice un efecto funcional 
deletéreo. 

Se basa en la capacidad de los 
algoritmos informáticos para 
predecir la benignidad de una 
variante. 

BP5 Variante identificada en un caso con 
una causa alternativa de enfermedad. 

Se basa en la improbabilidad de que la 
enfermedad de un individuo tenga 
dos causas genéticas independientes. 
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Criterio Descripción Fundamento 

BP6 

Una fuente reputada ha reportado 
recientemente la variante como 
benigna, pero la evidencia no está 
disponible para hacer una evaluación 
independiente. 

Se basa en la clasificación hecha por 
terceros que ofrezcan fiabilidad. 

BP7 

Variante sinónima para la que los 
algoritmos predictores de efecto 
funcional consideran que la variante no 
tiene efecto en el splicing. 

Se basa en la improbabilidad de que 
una variante sinónima sin otros 
efectos conocidos sobre el gen que el 
cambio de su secuencia cause la 
enfermedad. 

 
 

A pesar de estos avances, entre otros autores, Amendola y col., en 2016, tras 

analizar las clasificaciones hechas por diversos laboratorios al aplicar estos mismos 

criterios, describieron importantes inconsistencias y un sesgo hacia la sobreestimación 

de la patogenicidad182. En consecuencia, en los últimos años, el Grupo de Trabajo de 

Interpretación de Variantes de Secuencia (Sequence Variant Interpretation, SVI) de 

ClinGen se ha implicado en el refinamiento y la evolución de las directrices de la 

interpretación ACMG / AMP para desarrollar enfoques cuantitativos para la 

interpretación de variantes. Así, recientemente se han publicado recomendaciones 

específicas para la interpretación de las variantes de pérdida de función (criterio 

PVS1)183, para la aplicación de la evidencia funcional (criterios PS3/BS3)184, 

especificaciones para las variantes de novo (criterios PS2, PM6), recomendaciones para 

interpretar variantes que afectan a los dos alelos del mismo gen, solo aplicables a 

enfermedades recesivas (criterio PM3) y la eliminación de los criterios que se basan en 

afirmaciones que no están directamente vinculadas a evidencia científico-médica, como 

ocurre con los criterios PP6 y BP5185. Asimismo, el Grupo de trabajo SVI está encargado 

de armonizar las re-especificaciones adaptadas a cada patología que marcan los 

paneles de expertos186,187.  

Como se ha descrito en esta introducción, paulatinamente, los avances técnicos, 

informáticos y biomédicos han puesto a nuestro alcance la realización de análisis 

genómicos cada vez más fiables e informativos. A lo largo de los resultados y la 

discusión de la presente Tesis Doctoral se ilustrará la utilidad clínica de dichos análisis 
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genómicos cuando se aplican a pacientes de tres patologías con un fuerte componente 

genético: el cáncer, las sorderas y las cegueras. 
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La secuenciación masiva permite analizar ácidos nucleicos con alto 

rendimiento y a costes compatibles con su aplicación clínica. Estas ventajas la hacen 

especialmente útil para el diagnóstico de enfermedades de base genética. La utilidad de 

las plataformas diagnósticas basadas en NGS dependerá de su capacidad para mejorar 

y personalizar el manejo clínico de cada paciente. 

En esta Tesis Doctoral abordamos 3 grupos de enfermedades con base 

genética: el cáncer, tanto el causado exclusivamente por alteraciones somáticas como 

aquel surgido como consecuencia de la existencia de mutaciones germinales, la 

hipoacusia neurosensorial, producida principalmente por lesiones que afectan al oído 

interno y/o a las fibras del nervio auditivo, y las cegueras que cursan con alteraciones 

de la retina, el vítreo, la coroides y/o el nervio óptico. En este contexto se plantearon 

los siguientes objetivos: 

1. Desarrollo, optimización, validación y evaluación de la utilidad clínica de 

una plataforma de diagnóstico molecular del cáncer basada en NGS, 

diseñada para identificar tanto las alteraciones somáticas relacionadas 

con la sensibilidad o con la resistencia a terapias dirigidas aprobadas, 

como las mutaciones de la línea germinal que predisponen a cáncer 

familiar. 

2. Desarrollo, optimización, validación y evaluación de la utilidad clínica de 

una plataforma de diagnóstico molecular de la hipoacusia hereditaria 

basada en NGS, capaz de detectar alteraciones genómicas en todos los 

genes cuyas mutaciones se han asociado con hipoacusia neurosensorial 

y/o mixta, sindrómica o no sindrómica. 

3. Desarrollo, optimización, validación y evaluación de la utilidad clínica de 

una plataforma de diagnóstico molecular de la ceguera hereditaria basada 

en NGS, diseñada para detectar alteraciones genómicas en todos los genes 

cuyas mutaciones se han asociado a ceguera causada por alteraciones en 

la retina, vítreo, coroides y nervio óptico, tanto sindrómica como no 

sindrómica. 
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Artículo I: A novel molecular diagnostics platform for somatic and 
germline precision oncology 
 

Referencia: 

Rubén Cabanillas*, Marta Diñeiro*, David Castillo, Patricia C. Pruneda, Cristina Penas, 
Guadalupe A. Cifuentes, Álvaro de Vicente, Noelia S. Durán, Rebeca Álvarez, Gonzalo 
R. Ordóñez y Juan Cadiñanos. A novel molecular diagnostics platform for somatic 
and germline precision oncology. Molecular Genetics & Genomic Medicine. 2017; 
5(4): 336–359. Doi: 10.1002/mgg3.291. 

*R. C. y M. D. contribuyeron por igual en este trabajo 

Factor de Impacto:  

2,695, Q2 Genetics & Heredity (JCR 2017) 

Resumen: 

La secuenciación de nueva generación (NGS) abre nuevas opciones en la oncología 
clínica, desde la selección de terapias hasta el asesoramiento genético. Hemos 
desarrollado una nueva plataforma de diagnóstico NGS destinada a detectar (1) 
alteraciones genómicas somáticas asociadas con la respuesta a terapias dirigidas 
aprobadas contra el cáncer y (2) mutaciones de la línea germinal que predisponen a 
neoplasias hereditarias. 

Se prepararon librerías de NGS enriquecidas mediante captura de los exones de 215 
genes asociados a cáncer (97 para la selección de terapias dirigidas y 148 asociados 
con predisposición hereditaria al cáncer, siendo 30 de ellos informativos para ambas 
aplicaciones), así como en intrones seleccionados de 17 genes involucrados en 
reordenamientos asociados con una terapia dirigida, a partir de 39 tumores (tejidos 
o citologías incluidas en parafina), 36 muestras germinales (sangre) y 10 líneas 
celulares. El análisis de los resultados de NGS se realizó utilizando aplicaciones 
bioinformáticas desarrolladas específicamente. 

La plataforma detectó variantes de un solo nucleótido (SNVs) e 
inserciones/deleciones (indels) con sensibilidad y especificidad > 99,5 % (para 
variantes con frecuencia alélica ≥ 0,1), así como variantes de número de copias 
(CNVs) y reordenamientos. Los estudios somáticos identificaron terapias dirigidas 
en 35/39 tumores (89,74 %), un rendimiento diagnóstico comparable al de las 
principales plataformas comerciales. La detección de la mutación somática EGFR 
p.E746_S752delins en una metástasis mediastínica de un cáncer de mama provocó 
su reevaluación anatomopatológica, su reclasificación definitiva como cáncer de 
pulmón y su tratamiento con gefitinib (respuesta parcial sostenida durante 15 
meses). Los estudios en las 36 muestras germinales identificaron dos mutaciones 
patogénicas (en CDKN2A y BRCA2). Proponemos una estrategia para la 
interpretación y descripción de resultados de análisis somáticos y germinales 
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adaptable al objetivo de la solicitud, a la disponibilidad de muestras tumorales y/o 
normales y al alcance del consentimiento informado. 

Con una metodología adecuada, es posible trasladar a la práctica clínica los últimos 
avances en oncología de precisión, integrando bajo la misma plataforma la 
identificación de alteraciones genómicas somáticas y de la línea germinal. 

Aportación personal al trabajo: 

La realización de este trabajo coincidió con mi primer año en el laboratorio. En él 
aprendí las técnicas empleadas para la preparación de librerías y me familiaricé con 
la secuenciación de nueva generación. Asimismo, colaboré en el diseño del panel e 
hice gran parte del trabajo de interpretación de los resultados. 
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Artículo II: Comprehensive genomic diagnosis of nonsyndromic and 
syndromic hereditary hearing loss in Spanish patients 
 

Referencia:  

Rubén Cabanillas*, Marta Diñeiro*, Guadalupe A. Cifuentes, David Castillo, Patricia C. 
Pruneda, Rebeca Álvarez, Noelia Sánchez-Durán, Raquel Capín, Ana Plasencia, 
Mónica Viejo-Díaz, Noelia García-González, Inés Hernando, José L. Llorente, Alfredo 
Repáraz-Andrade, Cristina Torreira-Banzas, Jordi Rosell, Nancy Govea, Justo Ramón 
Gómez-Martínez Faustino Núñez-Batalla, José A. Garrote, Ángel Mazón-Gutiérrez, 
María Costales, María Isidoro-García, Belén García-Berrocal, Gonzalo R. Ordóñez y 
Juan Cadiñanos. Comprehensive genomic diagnosis of nonsyndromic and 
syndromic hereditary hearing loss in Spanish patients. BMC Medical Genomics. 
2018; 9;11(1):58. Doi: 10.1186/s12920-018-0375-5. 

*R. C. y M. D. contribuyeron por igual en este trabajo 

Factor de Impacto:  

2,568, Q3 Genetics & Heredity (JCR 2018) 

Resumen: 

La hipoacusia neurosensorial (HNS) es la discapacidad sensorial más frecuente. La 
secuenciación de nueva generación (NGS) se ha convertido en la aproximación 
estándar para el diagnóstico etiológico de la HNS de inicio temprano. Sin embargo, la 
selección precisa de regiones genómicas diana (panel de genes/exoma/genoma), el 
rendimiento analítico y la interpretación clínica de las variantes siguen 
representando los principales impedimentos para su implementación clínica. 

Hemos desarrollado un nuevo panel NGS con 199 genes asociados a HNS no 
sindrómica y/o sindrómica y hemos evaluado su sensibilidad y su especificidad 
analítica sobre 1.624 variantes de un solo nucleótido (SNVs) e indels conocidas 
presentes en una mezcla de ADN genómico de 10 líneas celulares linfoblastoides 
previamente caracterizadas. Asimismo, hemos analizado el ADN genómico de 50 
pacientes españoles con HNS presuntamente hereditaria no causada por mutaciones 
en GJB2/GJB6, OTOF ni MT-RNR1. 

La sensibilidad analítica de la prueba para detectar SNVs e indels en la mezcla de 
ADN de las líneas celulares fue > 99,5 %, con una especificidad > 99,9 %. El 
rendimiento diagnóstico en los pacientes con HNS fue del 42 % (21/50): 47,6 % 
(10/21) con patrón de herencia autosómico recesivo (con mutaciones en los genes 
BSND, CDH23, MYO15A, STRC [n = 2], USH2A [n = 3], RDX y SLC26A4); 38,1 % (8/21) 
con modo de herencia autosómico dominante (con mutaciones en genes ACTG1 [n = 
3; 2 de novo], CHD7, GATA3 [de novo], MITF, P2RX2 y SOX10) y 14,3 % (3/21) con 
herencia ligada al cromosoma X (con mutaciones en los genes COL4A5 [de novo], 
POU3F4 y PRPS1). El 46,9 % de las variantes causantes de hipoacusia (15/32) no 
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estaban presentes en las bases de datos. El 28,6 % de los casos diagnosticados 
genéticamente (6/21) tenían síndromes previamente no detectados (Barakat, Usher 
tipo 2A [n = 3] y Waardenburg [n = 2]). El 19 % de los diagnósticos genéticos (4/21) 
fueron atribuibles a grandes deleciones/duplicaciones (deleción de STRC [n = 2]; 
duplicación parcial de CDH23; deleción del exón 2 de RDX). 

En la era de la medicina de precisión, es imperativo obtener un diagnóstico etiológico 
de la HNS. Con estos resultados hemos contribuido a demostrar que, con la 
metodología adecuada, la NGS puede trasladarse a la práctica clínica, impulsando el 
rendimiento del diagnóstico genético de la HNS al 50-60 % (considerando las 
alteraciones en GJB2/GJB6), mejorando la precisión diagnóstica/pronóstica, 
refinando el asesoramiento genético y reproductivo y revelando síndromes 
relevantes no diagnosticados clínicamente. 

Aportación personal al trabajo: 

En este trabajo participé activamente en el diseño del panel y en sus periódicas 
revisiones. Además de realizar gran parte del trabajo experimental y de 
interpretación de datos, contribuí a la redacción del manuscrito y a la elaboración de 
la mayoría de las tablas. 
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Artículo III: Sequencing results from multiple individuals of different 
ethnicities strongly question the existence of the KCNE1B pseudogene 
 

Referencia:  

Marta Diñeiro, Guadalupe A. Cifuentes, Raquel Capín, Adrián Santiago, Andrea Otero, 
David Castillo, Patricia C. Pruneda, Gonzalo R. Ordóñez, Rubén Cabanillas and Juan 
Cadiñanos. Sequencing results from multiple individuals of different ethnicities 
strongly question the existence of the KCNE1B pseudogene. Eur J Hum Genet. 
2020; 28(4): 401–402. Doi: 10.1038/s41431-019-0502-6. 

Factor de Impacto:  

3,65, Q2 Genetics & Heredity (JCR 2018, último disponible) 

Resumen: 

En la publicación “The potential presence of the highly similar paralogue gene 
KCNE1B blurs the genetic basis of KCNE1-LQTS patients”, Pantou y col. discutían las 
dificultades para la detección de variantes patogénicas en KCNE1 que se derivan de 
la existencia de KCNE1B, un pseudogén del gen KCNE1 anotado por primera vez en 
la versión GRCh38 del genoma humano. En su trabajo, además, aportaban indicios 
de que KCNE1B podía ser el resultado de un artefacto durante el ensamblaje y 
anotación de GRCh38, pero concluían que eran necesarios estudios adicionales para 
confirmar esta posibilidad. Puesto que KCNE1 es un gen asociado a hipoacusia 
sindrómica (sus mutaciones causan el Síndrome de Jervell y Lange-Nielsen tipo 2) y, 
por tanto, forma parte del panel OTOgenicsTM, hemos recopilado evidencia basada 
en las secuencias de más de 70 individuos de diferentes orígenes étnicos que apoya 
consistentemente la posibilidad de que el supuesto pseudogén KCNE1B, ausente en 
la versión GRCh37 del genoma humano, sea en realidad un artefacto introducido en 
la versión GRCh38 del genoma humano. 

Aportación personal al trabajo: 

Este trabajo, relacionado con el proyecto de diagnóstico molecular de la sordera 
hereditaria, al ser KCNE1 uno de los genes incluidos en el panel OTOgenicsTM, 
participé en el análisis de los datos y colaboré en la redacción del texto. 
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Artículo IV: Comprehensive genomic diagnosis of inherited retinal 
and optical nerve disorders reveals hidden syndromes and 
personalized therapeutic options 
 

Referencia:  

Marta Diñeiro, Raquel Capín, Guadalupe A. Cifuentes, Beatriz Fernández-Vega, Eva 
Villota, Andrea Otero, Adrián Santiago, Patricia C. Pruneda, David Castillo, Mónica 
Viejo-Díaz, Inés Hernando, Noelia S. Durán, Rebeca Álvarez, Claudia G. Lago, Gonzalo 
R. Ordóñez, Álvaro Fernández-Vega, Rubén Cabanillas y Juan Cadiñanos. 
Comprehensive genomic diagnosis of inherited retinal and optical nerve 
disorders reveals hidden syndromes and personalized therapeutic options. 
Acta Ophthalmol. 2020; 1 jun. Doi: 10.1111/aos.14479. Online ahead of print. 

Factor de Impacto:  

2,153, Q1 Ophthalmology (JCR 2018, último disponible) 

Resumen: 

En la era de la medicina de precisión, la caracterización genómica de los pacientes 
con ceguera es esencial. Por este motivo, hemos evaluado las consecuencias del 
análisis genético sobre el diagnóstico etiológico de la pérdida de visión 
potencialmente hereditaria y su impacto en el manejo clínico de los pacientes. Para 
ello, hemos analizado a 100 pacientes españoles no sindrómicos y sindrómicos con 
un diagnóstico clínico de ceguera causada por alteraciones en la retina, la coroides, 
el vítreo y/o el nervio óptico. El estudio se basó en la aplicación de un panel de 
secuenciación de nueva generación (NGS) (OFTALMOgenicsTM), desarrollado y 
validado dentro de este trabajo, que incluye hasta 362 genes previamente asociados 
con estas patologías. 

Hemos identificado la causa genética de la ceguera en el 45 % de los pacientes 
(45/100). El 28,9 % de los casos diagnosticados genéticamente (13/45) fueron 
sindrómicos y, de ellos, en el 30,8 % (4/13), antes de las pruebas genéticas, las 
características extraoftalmológicas se habían pasado por alto y/o no se habían 
relacionado con la discapacidad visual, incluyendo casos con síndrome de Mainzer-
Saldino, Bardet-Biedl, mucolipidosis y MLCRD. En dos casos adicionales se había 
propuesto ceguera sindrómica previamente, pero sin diagnóstico específico, y un 
paciente con síndrome de Heimler había sido diagnosticado erróneamente como 
síndrome de Usher antes del estudio. En el 33,3 % de los pacientes diagnosticados 
genéticamente (15/45) se identificaron variantes causantes de ceguera en genes 
para los que existen ensayos clínicos que están evaluando el potencial curativo de la 
terapia génica. 

El estudio genético proporcionó información clínicamente relevante en una gran 
proporción de pacientes, identificando potenciales opciones terapéuticas o 
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síndromes previamente no diagnosticados en el 42,2 % de los casos diagnosticados 
genéticamente (19/45). 

Aportación personal al trabajo 

Mi contribución a este trabajo consistió en la realización de gran parte del trabajo 
experimental y en el análisis e interpretación de los resultados obtenidos. Además, 
participé en la redacción del manuscrito. 
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La medicina de precisión se basa en la integración de los aspectos genéticos y 

ambientales de la enfermedad para individualizar la prevención, el pronóstico, el 

diagnóstico y el tratamiento, ponderando especialmente todos los datos moleculares 

disponibles para la toma de decisiones en la práctica clínica. 

En los últimos años, los estudios moleculares convencionales, consistentes 

habitualmente en el análisis de un único gen, están siendo reemplazados por la 

evaluación simultánea de decenas/cientos de genes implicados en una patología. 

Mediante esta aproximación, basada en la secuenciación de nueva generación (NGS), la 

obtención de información molecular es más rápida y costo-efectiva que el análisis por 

separado de cada uno de los genes diana, permitiendo obtener rendimientos 

diagnósticos muy superiores a los alcanzables mediante las metodologías 

convencionales.  

 

Diagnóstico genómico del cáncer (Artículo I) 

El aprovechamiento de los datos moleculares de cada paciente para afinar la 

prevención, el diagnóstico, pronóstico y/o tratamiento del cáncer ha conseguido 

impulsar un cambio de paradigma en el manejo clínico oncológico. La NGS ha 

proporcionado nuevas alternativas a la oncología clínica, desde la selección de terapias 

dirigidas contra las alteraciones que impulsan el desarrollo de un tumor hasta el 

asesoramiento genético en casos de cáncer familiar. Por este motivo, se considera 

esencial la integración de plataformas de diagnóstico NGS validadas en la práctica 

clínica oncológica. 

El planteamiento de partida de este proyecto consideró que analizar al mismo 

tiempo las alteraciones genéticas somáticas, exclusivas del tumor, y las alteraciones 

germinales, presentes en todas las células del individuo, es lo ideal desde un punto de 

vista científico-académico y, además, permitiría al oncólogo disponer de toda la 

información molecular clínicamente relevante a la hora de tomar decisiones 

fundamentales para combatir la enfermedad. 
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El artículo I de la presente Tesis Doctoral describe el desarrollo de una 

plataforma de diagnóstico NGS destinada a detectar (1) alteraciones genómicas 

somáticas asociadas con la respuesta a terapias dirigidas aprobadas contra el cáncer y 

(2) mutaciones de la línea germinal que predisponen a neoplasias hereditarias. El panel 

descrito, en su primera versión clínica (v6), constaba de un total de 215 genes 

asociados a cáncer: 97 para la selección de terapias dirigidas y 148 asociados con 

predisposición hereditaria al cáncer (con 30 genes informativos para ambas 

aplicaciones). El panel incluye intrones seleccionados de 17 genes afectados por 

reordenamientos asociados con al menos una terapia dirigida. Su aplicación está 

indicada para pacientes con enfermedad en estadio IV que han progresado a opciones 

de tratamiento estándar y/o para aquellos con una potencial predisposición 

hereditaria al desarrollo de cáncer. El análisis de 39 muestras tumorales y 36 muestras 

germinales permitió identificar terapias dirigidas potencialmente asociadas a las 

alteraciones presentes en el tumor en un 89,74 % de los casos (35/39), así como 

alteraciones germinales asociadas con cáncer hereditario en un 5,5 % de los casos 

(2/36). 

El panel está siendo objeto de revisión y optimización continua. El rediseño de 

sondas ha permitido obtener valores de callability a DP20 (porcentaje de nucleótidos 

diana que tienen 20 lecturas o más) superiores al 99,5 % en todos los casos. Detecta 

variantes de un solo nucleótido (SNV) e inserciones/deleciones (indels) con 

sensibilidad y especificidad superiores al 99,5 % (para variantes con frecuencia alélica 

≥ 0,1), así como variantes de número de copia (CNV) y reordenamientos. Los 

programas de control externo de calidad a los que se ha sometido el panel anualmente 

desde 2016, organizados por la Red Europea de Calidad de Genética Molecular 

(European Molecular Genetics Quality Network, o EMQN), han corroborado 

sistemáticamente su idoneidad para el diagnóstico molecular del cáncer. 

Además del propio diseño químico del panel, el análisis de los resultados de 

secuenciación NGS también ha sido desarrollado y mejorado para superar las 

dificultades que entraña esta metodología. Por ejemplo, el genoma de referencia 

contiene diversas regiones que presentan altos niveles de homología entre sí y la 
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correcta identificación de variantes genéticas en estas regiones representa un desafío 

para las metodologías de NGS más utilizadas en la práctica clínica, basadas en lecturas 

individuales de 75-300 nucleótidos. En el año 2016, Mandelker y col. realizaron un 

inventario de este tipo de regiones188. De entre los genes incluidos en el panel 

ONCOgenicsTM, la única región genómica que fue considerada altamente problemática 

en ese trabajo está localizada en el gen PMS2188. Este gen tiene un pseudogén cercano 

denominado PMS2CL, cuyas secuencias codificantes de los exones 11 al 15 presentan 

un 98 % de identidad de secuencia con PMS2. Esto complica el alineamiento preciso de 

las lecturas generadas por el secuenciador y, en consecuencia, la identificación de 

variantes en esos exones189. 

Durante la evaluación del panel ONCOgenicsTM, realizamos el análisis de 5 

pacientes en los que el gen PMS2 había sido previamente evaluado por PCR de largo 

alcance, capaz de amplificar específicamente PMS2 (distinguiéndolo de PMS2CL) 

seguida de secuenciación de Sanger190-192. Los resultados obtenidos indicaron que 

ONCOgenicsTM es capaz de detectar correctamente las variantes que no afectan los 

exones 11-15 de PMS2, mientras que puede detectar con una sensibilidad del 100 % las 

variantes que afectan a esos exones más problemáticos. Sin embargo, al igual que 

sucede con otras técnicas de diagnóstico, la aproximación seguida para lograr la 

máxima sensibilidad compromete la especificidad. Por esta razón, las variantes 

identificadas que afectan potencialmente a los exones 11-15 de PMS2 deben ser 

validadas mediante aproximaciones alternativas específicas que permitan distinguir 

entre el gen y su pseudogén. 

Detectar y reportar en paralelo tanto alteraciones somáticas asociadas con la 

respuesta a terapias contra el cáncer como alteraciones germinales que predisponen a 

neoplasias hereditarias tiene ventajas para el paciente y para su manejo clínico. Por un 

lado, evita ignorar la presencia de mutaciones germinales relevantes que causan cáncer 

hereditario, algo que puede ocurrir con relativa frecuencia si solo se analiza el ADN 

tumoral. Asimismo, un adecuado planteamiento bioinformático impide la substracción 

no supervisada de variantes germinales terapéuticamente accionables presentes tanto 

en el tumor como en la línea germinal. La inclusión del análisis de la línea germinal en 
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cada caso también brinda la posibilidad de identificar portadores no sospechados de 

mutaciones que causan síndromes de susceptibilidad al cáncer bien conocidos en 

familias con fenotipos atípicos, que no cumplen con los criterios de diagnóstico 

establecidos110,193. Asimismo, la identificación fidedigna de variantes somáticas (al 

distinguirlas mejor de las germinales), puede permitir una predicción más precisa de 

la probabilidad de respuesta a la inmunoterapia194-198. 

Más allá de sus objetivos principales (identificación de biomarcadores 

terapéuticos), el perfil genómico completo del tumor puede identificar posibles errores 

en el diagnóstico clínico. Por ejemplo, uno de los tumores analizados por la plataforma 

ONCOgenicsTM había sido inicialmente clasificado como un adenocarcinoma 

metastásico de un cáncer de mama, ya que se manifestó como un ganglio linfático 

mediastínico aislado que fue sometido exclusivamente a análisis citológico y había sido 

identificado en una paciente que había tenido un tumor primario de mama 12 años 

antes. Sin embargo, la identificación por ONCOgenicsTM de la indel p.E746_S752delins, 

localizada en el exón 19 de EGFR y característica de adenocarcinomas pulmonares, 

motivó la reevaluación anatomopatológica e inmunohistoquímica del tumor y su 

reclasificación definitiva como adenocarcinoma primario de pulmón. En consecuencia, 

posteriormente, la paciente fue tratada con un inhibidor de la tirosina quinasa de EGFR 

(gefitinib), obteniendo una respuesta parcial al tratamiento, que se sostuvo durante 21 

meses. De igual modo, el análisis genómico de la línea germinal también reveló 

hallazgos clínicamente relevantes e inesperados, como la presencia de la alteración 

patogénica en mosaico NF1 p.I679Dfs*21 (frecuencia alélica 10,3 %) en una paciente 

sana con antecedentes familiares de cáncer gastrointestinal, cáncer de próstata y 

leucemia. 

Los reordenamientos cromosómicos desempeñan un papel importante en el 

proceso de tumorigénesis, representando aproximadamente el 20 % de la morbilidad 

en el cáncer humano199. En los últimos años se están desarrollando cada vez más 

fármacos cuyas dianas son genes de fusión producidos como consecuencia de 

translocaciones. En algunos casos, como en los que implican a las quinasas de 

receptores neurotróficos (genes NTRK1, NTRK2 y NTRK3), los intrones implicados en 
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esas translocaciones son tan extensos que requerirían una gran cantidad de sondas 

para lograr capturarlos por completo y obtener una calidad de secuencia adecuada 

como para identificar los puntos de corte200. Una alternativa para mejorar el 

rendimiento diagnóstico en esas regiones complejas es añadir al análisis de ADN el 

análisis de ARN dirigido, orientado a secuenciar los cDNAs que codifican las proteínas 

de fusión que implican a esos genes201. 

Las recomendaciones actuales aconsejan la verificación mediante PCR y 

secuenciación Sanger (para CNVs e indels) u otras metodologías, como el MLPA (para 

grandes deleciones/duplicaciones), de las variantes clínicamente relevantes 

identificadas por NGS193,202. Sin embargo, previsiblemente la NGS se llegará a establecer 

como técnica gold-standard y, en consecuencia, no será necesaria la validación de 

resultados detectados por secuenciación masiva mediante metodologías alternativas. 

De hecho, en análisis somáticos no es práctico hacer dicha validación porque, en 

muchos casos, las frecuencias alélicas de las variantes detectadas están por debajo del 

límite de detección de la secuenciación Sanger y de otras tecnologías convencionales y 

porque, además, el tiempo de respuesta es lo suficientemente crítico como para no 

justificar un retraso en la entrega de resultados debido a la validación. En esos casos, 

una vez establecido que un determinado panel somático tiene sensibilidad y 

especificidad adecuadas, ya no es necesario hacer la validación de cada variante. En el 

caso de los paneles germinales, en cambio, debido a que las variantes tienen frecuencias 

de 0,5 o 1, a que el tiempo de respuesta no es tan apremiante y a que las consecuencias 

de los resultados no solo afectan al probando, sino también a sus familiares, realizar la 

validación mediante metodologías alternativas aún es recomendable. Además, ese 

proceso de validación de la variante en el probando permite la verificación del test 

necesario para la realización de estudios genéticos dirigidos en sus familiares. 

La interpretación clínica de los resultados genómicos es uno de los desafíos 

más importantes para lograr la generalización de la aplicación clínica de las tecnologías 

NGS. Las variantes somáticas identificadas en un tumor funcionan como una firma 

molecular que puede proporcionar información en cuanto al diagnóstico, pronóstico o 

una posible terapia dirigida. En los últimos años, con la publicación de un número 
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creciente de proyectos de secuenciación del genoma de múltiples tumores, se ha 

generado una gran cantidad de información genómica consolidada en un número 

creciente de bases de datos públicas que sirven como repositorios para facilitar la 

interpretación clínica de estas alteraciones93. En cuanto a las variantes germinales, su 

interpretación está estandarizada según las recomendaciones proporcionadas por las 

directrices ACMG/AMP publicadas en 2015, cuya aplicación aún requiere de una 

importante intervención humana que debe incluir la revisión cuidadosa de las 

publicaciones que respaldan las clasificaciones en ClinVar, HGMD, Pubmed y/o Google 

Scholar. 

El informe es una parte esencial de cualquier prueba de laboratorio y debe 

contener toda la información necesaria de manera clara, sencilla y concisa para que el 

especialista que solicita el estudio interprete los resultados sin apenas dificultad. Una 

representación incompleta o poco clara de los datos puede conducir a errores clínicos 

y al manejo incorrecto del paciente. Por este motivo, y debido a que las implicaciones 

de los estudios somáticos difieren de las de los estudios germinales, la separación de 

los informes de ambos análisis es la alternativa más adecuada para simplificar los 

informes y conseguir una mejor comprensión que redundará en un mejor manejo 

clínico del paciente con cáncer. 

A pesar del gran potencial de los enfoques de NGS en oncología, siguen 

existiendo desafíos en el análisis integral y exhaustivo del perfil mutacional de 

muestras tumorales y germinales. Por ejemplo, en muchos casos, la inclusión de un 

número elevado de genes en el análisis somático desencadena la identificación de 

variantes genómicas que, a pesar de haber sido asociadas con terapias que están 

aprobadas para el tratamiento de algún tipo de cáncer en la literatura científico-médica, 

no lo están para el tipo de cáncer que presenta el paciente y solo son accesibles a través 

de ensayos clínicos. Este fue el caso en 34 de los 35 casos en los que se identificaron 

alteraciones asociadas a potenciales terapias. Además, cuando el número de genes 

diana del análisis somático es muy elevado, para conseguir las profundidades de 

secuencia necesarias para detectar con confianza mutaciones somáticas subclonales o 

presentes en muestras con alto contenido de ADN normal, la cantidad de secuencia 
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necesaria se dispara, lo que incrementa los costes. Asimismo, aunque, como se muestra 

en la figura 2 del artículo I, es posible establecer una sistemática para manejar las 

distintas combinaciones de indicación de estudios moleculares, tipos de muestras 

disponibles y alcance de los consentimientos informados a la hora de plantear un 

análisis conjunto tumoral/germinal, esta aproximación no deja de representar una 

mayor dificultad para el oncólogo que el planteamiento de cada tipo de análisis por 

separado. 

Siendo conscientes de estas limitaciones, desde la publicación del artículo I de 

la presente Tesis Doctoral se ha desdoblado y simplificado la plataforma ONCOgenicsTM 

para ajustarla a las necesidades diversas de oncólogos y genetistas. Así, se han 

desarrollado dos nuevos paneles: por un lado un panel tumoral, denominado 

ONCOgenicsTM TumorFocus, que analiza variantes puntuales, CNVs y reordenamientos en 

19 genes seleccionados porque sus alteraciones son reconocidas por las agencias 

reguladoras de los medicamentos (EMA y FDA) como biomarcadores de respuesta a 

fármacos antitumorales y porque las terapias a las que se asocian son habitualmente 

accesibles [Anexo A]; por el otro, un panel germinal, denominado ONCOgenicsTM 

GermlineFocus, con 45 genes asociados consistentemente con la predisposición a 

neoplasias hereditarias y seleccionados en base a la utilidad clínica de la detección de 

sus alteraciones [Anexo B]. La selección de genes a analizar en este último panel está 

abierta, llegando a ser posible el análisis desde 1 a los 148 genes del panel original, 

incluyendo preselecciones de mini-paneles virtuales en función de los antecedentes 

personales y familiares de cáncer del paciente. 

Idealmente, con el paso del tiempo, se producirán avances tanto en los aspectos 

tecnológicos (ej. abaratamiento de los costes de secuenciación que permita obtener 

secuencias genómicas completas de muestras tumorales a grandes profundidades) 

como en la interpretación bioinformática y clínica de los resultados, que permitan 

realizar análisis genómicos integrales del tumor y de la línea germinal en paralelo en 

cada caso, con el objetivo de que todos los pacientes oncológicos puedan beneficiarse 

de las enormes implicaciones que la información genética tiene para el manejo de su 

enfermedad. 
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Las enfermedades que afectan a los órganos de los sentidos se denominan 

enfermedades neurosensoriales y, en una proporción muy superior a la del cáncer, 

tienen un componente hereditario determinante en su desarrollo, es decir, se deben a 

alteraciones genéticas que pueden transmitirse de padres a hijos. Además de la 

evidente utilidad de la identificación de esas mutaciones para aportar un adecuado 

asesoramiento reproductivo tanto a los individuos afectos como a sus familiares, la 

identificación de la causa última de la enfermedad tiene consecuencias relevantes para 

el manejo clínico de una gran proporción de los pacientes diagnosticados 

genéticamente. En la presente Tesis Doctoral hemos desarrollado y aplicado dos 

nuevas plataformas de análisis NGS para el diagnóstico genómico de la sordera y la 

ceguera, cuyos resultados, presentados en los artículos II, III y IV y discutidos a 

continuación, demuestran la enorme utilidad clínica de estas herramientas. 

 

Diagnóstico genómico de la hipoacusia hereditaria (Artículos II y III) 

La pérdida auditiva es uno de los trastornos hereditarios conocidos más 

heterogéneos genéticamente. El elevado número de genes involucrados en esta 

patología representa un desafío para la identificación de alteraciones genómicas 

causales, necesaria para lograr su diagnóstico molecular203. Debido al gran rendimiento 

diagnóstico de la NGS en esta área, tanto las guías del ACMG específicas para la 

evaluación clínica y el diagnóstico etiológico de la hipoacusia, como las 

recomendaciones españolas de la CODEPEH la incluyen en el algoritmo de diagnóstico 

estándar de la hipoacusia neurosensorial (HNS)118 134.  

En el artículo II de la presente Tesis Doctoral se ha desarrollado un panel que, 

en su primera versión clínica (v3), constaba de 154 genes consistentemente asociados 

a sordera hereditaria neurosensorial y/o mixta, sindrómica y/o no sindrómica, y 45 

genes candidatos. 76 de estos genes se habían asociado únicamente a formas no 

sindrómicas de sordera, 88 se habían relacionado exclusivamente con sordera en el 

contexto de trastornos sindrómicos y 35 estaban asociados tanto con formas 

sindrómicas de la enfermedad como con hipoacusia no sindrómica. El panel es revisado 
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y optimizado de manera continua (la versión más reciente es la v5, que incluye 262 

genes [Anexo C].  

Una característica fundamental de cualquier panel diagnóstico es que sea capaz 

de obtener secuencia de la suficiente calidad en la máxima cantidad posible de 

nucleótidos diana. El rediseño de sondas ha permitido obtener valores de callabiliy a 

DP20 superiores al 99,5 % de manera rutinaria. Gracias a esto, la sensibilidad analítica 

de la prueba para detectar SNVs e indels con frecuencias alélicas superiores a 0,1 fue 

mayor del 99,5 %, con una especificidad por encima del 99,9 % en la v3. También se ha 

demostrado la capacidad del panel para detectar específicamente CNVs y alteraciones 

en genes con pseudogenes, entre los cuales se encuentran STRC y OTOA. En relación con 

otros genes del panel OTOgenicsTM con secuencias con muy alto grado de homología en 

otras regiones del genoma de referencia, en el artículo III de la presente Tesis Doctoral, 

tras el análisis de más de 70 individuos de diferentes orígenes étnicos, hemos obtenido 

evidencias que apoyan consistentemente la posibilidad de que el pseudogén KCNE1B, 

ausente en la versión GRCh37 del genoma humano, sea en realidad un artefacto 

introducido en la versión GRCh38. 

En el artículo II se analizaron 50 pacientes con HNS presuntamente hereditaria 

no causada por mutaciones en GJB2/GJB6, OTOF ni MT-RNR1. El rendimiento 

diagnóstico obtenido en esta cohorte de pacientes pre-cribados fue del 42 % (21/50). 

Teniendo en cuenta los fenotipos de hipoacusia hereditaria asociados a los genes 

considerados responsables de sordera en esta cohorte, un 47,6 % (10/21) mostraron 

patrón de herencia autosómico recesivo, un 38,1 % (8/21) autosómico dominante y un 

14,3 % (3/21) ligado al cromosoma X. El 28,6 % de los casos diagnosticados 

genéticamente (6/21) tenían síndromes previamente no detectados y el 19 % (4/21) 

fueron atribuibles a grandes deleciones/duplicaciones [Figura 6]. 

Nuestros resultados han contribuido a definir el espectro de alteraciones 

genéticas responsables de la hipoacusia en la población española, resaltando la 

heterogeneidad genética característica de la pérdida auditiva neurosensorial. 

Identificamos variantes genéticas consideradas responsables de hipoacusia en 16 
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genes diferentes que explicaban el fenotipo de 21 pacientes. Los genes alterados más 

habitualmente fueron ACTG1 (n  = 3), USH2A (n = 3) y STRC (n = 3). Aunque, según la 

literatura, tras GJB2, los genes más frecuentemente alterados en HNS hereditaria son 

USH2A y STRC, en nuestra cohorte de 50 pacientes ACTG1 explica la sordera en el mismo 

número de casos que cada uno de estos (n=3)204,205. 

 

 

 

Figura 6. Modos de herencia y carácter sindrómico/no sindrómico de las 
patologías genéticas consideradas responsables de la pérdida auditiva hereditaria 
en nuestra cohorte de pacientes sin mutaciones en GJB2/GJB6, OTOF ni MT-RNR1. 
De los anillos externos a los internos, se muestran los genes afectados, los fenotipos 
asociados y sus modos de herencia. El área de cada sector es proporcional al número de 
casos representados dentro de él. Para los genes con alteraciones causales que afectan a 
más de un paciente, el número de pacientes afectados se muestra entre paréntesis. AD: 
autosómico dominante; AR: autosómico recesivo; XD: dominante ligado al X; XR: recesivo 
ligado al X; HNS: hipoacusia neurosensorial. Usher, Waardenburg, Barakat, CHARGE y 
Alport representan los síndromes homónimos. 
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Las variantes de ACTG1 son responsables de DFNA20/DFNA26 y del síndrome 

de Baraitser-Winter tipo 2. Hasta el momento, ninguno de nuestros pacientes con 

mutaciones en ACTG1 ha manifestado características sindrómicas y todos mostraron 

HNS profunda de inicio temprano (prelocutiva), lo cual expande el espectro fenotípico 

de ACTG1, cuyas mutaciones se asocian generalmente a HNS postlingual y 

progresiva206,207. Ninguna de las 3 variantes de ACTG1 consideradas responsables de 

sordera hereditaria en nuestra cohorte inicial se había descrito previamente y 2 de ellas 

eran de novo. Por tanto, la detección de estas variantes se habría visto comprometida si 

se hubieran utilizado metodologías como la detección de mutaciones frecuentes 

previamente descritas (panel hot-spot) o como el análisis exclusivo de genes asociados 

a sordera recesiva (que, por definición, dejaría de detectar mutaciones dominantes 

surgidas de novo, ya que la ausencia de historia de sordera en las familias de los 

pacientes en los que ocurren induce a pensar que su modo de herencia es recesivo). Por 

estas razones, la prevalencia real de variantes patogénicas en ACTG1 podría ser más 

alta y su patrón de expresión más variable de lo que se pensaba previamente208. 

La proporción de HNS sindrómica en nuestra cohorte es del 38.1 % (8/21), lo 

cual está dentro de las tasas esperadas. En cambio, el 38 % de casos con modo de 

herencia AD y el 14 % con HNS ligada al cromosoma X son valores superiores a lo 

descrito previamente209. Esto podría ser consecuencia de que los pacientes analizados 

habían sido cribados previamente para excluir las causas AR más frecuentes 

(especialmente las mutaciones en GJB2/GJB6, pero también las que afectan a OTOF) y 

las alteraciones mitocondriales en MT-RNR167,210. El 50 % de las variantes patogénicas 

dominantes detectadas (4/8) surgieron de novo, es decir, estaban presentes en 

pacientes sin antecedentes familiares de hipoacusia (2 en ACTG1, 1 en GATA3 y 1 en 

COL4A5) (Tabla 4). A pesar del tamaño limitado de nuestra cohorte, nuestra tasa de 

detección de novo se encuentra dentro del rango observado en estudios recientes de 

secuenciación de exoma completo (WES) realizados sobre pacientes con distintas 

patologías hereditarias (37-68 %)67,211. 
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Tabla 4: Variantes de novo 

ID caso Gen Variante 
Clasificación 

ACMG 

Fenotipos 
audiológicos 

asociado al gen 

Fenotipos 
audiológicos 
observados 

en pacientes 
(pre-test) 

OTO.007 COL4A5 c.3525_3529dup; 
p.(Pro1177Leufs*124) 

Patogénica Síndrome de Alport 
Síndrome de 

Alport 

OTO.019 GATA3 c.1018A>C; 
p.(Asn340His) 

Probablemente 
patogénica 

Síndrome de 
Barakat 

HNS bilateral 
no sindrómica 

OTO.023 

ACTG1 
c.548G>A; 

p.(Arg183Gln) 
Probablemente 

patogénica 

Hipoacusia no 
sindrómica 

(DFNA20/DFNA26) 
/ Síndrome de 

Baraitser-Winter 

HNS bilateral 
no sindrómica 

OTO.041 

ACTG1 
c.848T>C; 

p.(Met283Thr) 
Probablemente 

patogénica 

Hipoacusia no 
sindrómica 

(DFNA20/DFNA26) 
/ Síndrome de 

Baraitser-Winter 

HNS bilateral 
no sindrómica 

 

El rendimiento diagnóstico descrito para técnicas NGS en pacientes con 

sospecha de sordera congénita AR se aproxima al 60 %133. Como se ha mencionado 

previamente, en nuestra serie, en consonancia con las principales recomendaciones del 

manejo clínico del paciente con hipoacusia, los casos evaluados con el panel NGS habían 

sido preseleccionados descartando aquellos con mutaciones en los genes previamente 

descritos como responsables mayoritarios de HNS hereditaria en nuestra población 

(GJB2/GJB6, OTOF y MT-RNR1135,212). Durante el proceso de preselección de pacientes 

para el análisis NGS, la evaluación de estos genes tuvo un rendimiento diagnóstico del 

18,9 % (datos no publicados). Esta cifra, combinada con una tasa de diagnóstico 

estimada en el 42-48 % para nuestro panel en pacientes pre-cribados (el valor de 48 % 

resulta de considerar como potenciales causantes de hipoacusia 3 variantes 

sospechosas que en el momento de la publicación del artículo II no cumplían suficientes 

criterios de patogenicidad: 2 SNVs en homozigosis en los genes LOXHD1 y SLC26A4 y 1 

SNV en hemizigosis que afectaba el gen OTOA), sugiere que la aplicación de nuestro 

panel a una población no cribada podría identificar la causa de la hipoacusia en el 53-

58 % de los pacientes. Este valor es comparable al 56 % descrito recientemente por 
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Costales y colaboradores en otro trabajo en el que participó nuestro laboratorio y que 

consideraba 27 pacientes no cribados previamente y analizados mediante el panel 

OTOgenicsTM [Anexo D]213. 

La tasa de detección del 42-48 % se encuentra en el promedio reportado para 

otros paneles NGS aplicados a pacientes con hipoacusia: 41 % (10-83 %), un rango 

amplio obtenido a partir de estudios que incluyen tanto casos previamente cribados 

como no cribados133,214. Uno de los motivos que contribuyen a ese rendimiento es la 

inclusión de genes sindrómicos, los cuales permiten revelar "síndromes ocultos", es 

decir, síndromes que no habían sido diagnosticados clínicamente antes de la 

realización del estudio genético.  

La sordera es una manifestación presente en 300-400 síndromes diferentes, 

algunos de ellos muy poco frecuentes, en los que la gravedad de la audición varía215. La 

extrema heterogeneidad genética y la expresividad variable de estos fenotipos 

sindrómicos representan grandes desafíos para su evaluación clínica, lo cual dificulta 

la identificación de un síndrome sin un estudio genético que lo soporte216,217. En 

nuestra cohorte, hemos identificado síndromes ocultos en 6 pacientes (Waardenburg 

tipo 2A (x1), Waardenburg tipo 2E (x1), Usher tipo 2A (x3) y Barakat (x1)), lo cual 

representa el 28,6 % (6/21) de los casos diagnosticados genéticamente. Además, en 

otros 6 individuos se identificaron variantes patogénicas en genes asociados tanto a 

fenotipos sindrómicos como no sindrómicos: 1x CDH23 (síndrome de Usher 1D y 

DFNB12), 3x ACTG1 (síndrome de Baraitser-Winter tipo 2 y DFNA20 / DFNA26), 1x 

BSND (tipo de síndrome de Bartter IV y DFNB73) o 1x SLC26A4 (síndrome de Pendred 

y DFNB4). 

En el supuesto de que en estos últimos pacientes se confirmara la presencia de 

fenotipos sindrómicos, la proporción de pacientes con síndromes ocultos podría 

ascender hasta el 57,1 % (12/21). En estos casos, un seguimiento cercano resulta 

fundamental para identificar potenciales alteraciones extra-audiológicas, que se 

podrían desarrollar en cualquier etapa de la vida. Por lo tanto, el diagnóstico temprano 
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y preciso de la pérdida auditiva sindrómica puede aportar información muy relevante, 

y no disponible de otro modo, de cara al pronóstico y del manejo clínico del paciente. 

La interpretación clínica de los hallazgos genómicos es un componente crítico 

para un diagnóstico genético preciso. Las discrepancias en la interpretación y 

clasificación de variantes pueden tener serias implicaciones para la atención al 

paciente218. Un estudio relativamente reciente indicó que hasta el 30 % de todas las 

variantes genéticas causantes de enfermedades descritas en la literatura podrían 

haberse interpretado erróneamente219. Los resultados obtenidos en la cohorte de 

hipoacusia hereditaria, incluida en la presente Tesis Doctoral, fueron interpretados 

manualmente en base a las directrices ACMG/AMP publicadas en 2015, una serie de 

instrucciones generales, aplicables a cualquier patología hereditaria mendeliana, que 

tienen como objetivo la clasificación de las variantes genéticas utilizando la evidencia 

disponible en el momento del análisis, bajo la perspectiva del fenotipo del paciente y 

de sus antecedentes familiares181. 

En 2018 se publicaron las “Especificaciones de las directrices ACMG/AMP para 

la interpretación de variantes genéticas asociadas a hipoacusia”. En estas 

especificaciones, elaboradas por el Panel de Expertos en Hipoacusia Hereditaria de 

ClinGen, de los 28 criterios ACMG/AMP publicados en 2015 se eliminaron 4, se 

detallaron 21 y se mantuvieron sin cambios 3220. La revisión de las 3 variantes de 

significado incierto identificadas en casos de nuestra cohorte considerados “no 

resueltos” y mencionados con anterioridad, para cuya evaluación, en el momento del 

estudio genético, no se disponía de información suficiente, nos ha permitido reclasificar 

como probablemente patogénica la variante LOXHD1 c.3571A>G, p.Thr1191Ala, 

identificada en nuestra cohorte inicial en un paciente con hipoacusia neurosensorial y 

que posteriormente hemos vuelto a detectar en homozigosis en otra paciente no 

relacionada, con un fenotipo similar. Incluyendo este caso, el rendimiento diagnóstico 

del panel OTOgenicsTM ascendería al 44 % en la cohorte inicial y al 55 % en pacientes 

no cribados. Esto demuestra que la estandarización, el refinamiento y la adaptación de 

los criterios ACMG/AMP de interpretación de variantes genéticas a cada patología 

aumenta la resolución de la clasificación de variantes, lo cual, en última instancia, 
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debería conducir a una mayor tasa de diagnóstico y, en definitiva, a una mejor atención 

a los pacientes. 

En la actualidad se están aplicando principalmente dos tipos de test basados en 

NGS para el diagnóstico genómico de las enfermedades hereditarias: los paneles de 

genes y la secuenciación de exoma completo. En el caso de la sordera hereditaria, la 

secuenciación del exoma completo, al abarcar un número de genes diana casi 100 veces 

superior al de los paneles (considerando aprox. 20.000 vs. aprox. 200), requeriría 

recursos de secuenciación mucho mayores para obtener coberturas similares en las 

regiones genómicas de interés. En la práctica, la cobertura de los exomas no alcanza a 

la de los paneles, lo cual puede provocar coberturas insuficientes en regiones clave y, 

en consecuencia, la no detección de variantes clínicamente relevantes. Además, la 

mayor cantidad de secuencia requerida para la secuenciación de exomas encarece los 

costes de secuenciación y complica el análisis bioinformático221. Por último, el análisis 

de exoma completo genera un mayor número de hallazgos secundarios (aquellos que 

causan patologías no relacionadas con el fenotipo objeto de estudio) que dificultan el 

procedimiento de asesoramiento genético222. 

No obstante, la secuenciación del exoma completo tiene una ventaja con 

respecto a la secuenciación de paneles: la capacidad de identificar alteraciones en genes 

que, en el momento del análisis, no se han asociado con la enfermedad. Estas 

alteraciones podrían servir para explicar el fenotipo del paciente si, en estudios 

posteriores, se demuestra la asociación consistente del gen afectado con el fenotipo 

objeto de estudio. Para minimizar esta desventaja, durante el desarrollo de los paneles 

OTOgenicsTM implementamos un enfoque con dos grupos de genes: genes 

consistentemente asociados con HNS (tier 1) y genes candidatos (tier 2). Las variantes 

identificadas en los genes candidatos no se incluyen en el informe sistemáticamente, 

sino solo en aquellos casos en los que, en base a la evidencia disponible y a la 

coincidencia entre el fenotipo del paciente y el asociado al gen afectado, podrían 

explicar la hipoacusia. Esta solución de compromiso tiene como objetivo maximizar el 

rendimiento diagnóstico del panel sin complicar el procedimiento de asesoramiento 

genético. 
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Los resultados obtenidos en nuestra cohorte subrayan la importancia de un 

enfoque integral con una cuidadosa selección de genes para el diagnóstico genético de 

la HNS. De este modo, la NGS puede transferirse a la práctica clínica, aumentando el 

rendimiento del diagnóstico genético de la hipoacusia al 50–60 % (incluyendo las 

alteraciones GJB2/GJB6), mejorando la precisión diagnóstica/pronóstica, refinando el 

asesoramiento genético y reproductivo y revelando síndromes no diagnosticados 

clínicamente con implicaciones relevantes para los pacientes.  

 

Diagnóstico genómico de la ceguera hereditaria (Artículo IV) 

De una manera similar a lo observado en la hipoacusia, en el caso de la ceguera 

hereditaria la compleja heterogeneidad genética de la enfermedad hace muy difícil 

predecir la alteración responsable del fenotipo del paciente basándose únicamente en 

su caracterización clínica. Asimismo, las mutaciones de un solo gen pueden causar un 

amplio abanico de manifestaciones diferentes. Por estas razones, los análisis que 

abordan el estudio de un gran número de genes en paralelo son especialmente útiles 

para el diagnóstico genómico de la ceguera hereditaria155.  

En cuanto al manejo clínico de la enfermedad, la amplia superposición genética 

entre la retinosis pigmentaria (RP) y otros tipos de distrofias retinianas hace que su 

tratamiento sea extremadamente complicado y, aunque se han probado 

aproximaciones terapéuticas utilizando diversos agentes farmacológicos como factores 

neurotróficos, antioxidantes o agentes antiapoptóticos, la mayoría no están dirigidos a 

la causa de la RP y, por tanto, no se ha conseguido demostrar su eficacia clínica223. Sin 

embargo, con la irrupción de la terapia génica, enfocada directamente a compensar o 

corregir la deficiencia genética responsable de la enfermedad, en los últimos años se ha 

producido un cambio de paradigma que hace imprescindible disponer de un 

diagnóstico genético preciso.  

En el artículo IV de la presente Tesis Doctoral se ha desarrollado un panel que, 

en su primera versión clínica (v3) incluía 255 genes consistentemente asociados a 

ceguera hereditaria y 42 genes candidatos. 130 de estos genes se habían relacionado 
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exclusivamente a formas no sindrómicas de ceguera, 135 se habían asociado con 

ceguera sindrómica y 32 estaban implicados tanto en formas sindrómicas de la 

enfermedad como en ceguera no sindrómica. Al igual que el resto de los paneles 

desarrollados en nuestro laboratorio, este también es revisado y optimizado de manera 

continua (en la actualidad se está empleando la v5, con 369 genes [Anexo E] y el 

rediseño de sondas ha permitido obtener valores de callability a DP20 superiores al 

99,5 %, mejorando el rendimiento en regiones en el genoma que, por sus 

características, representan un desafío para la NGS. Esta situación ocurre con el gen del 

panel RPGR, en concreto con su isoforma ORF15, que por la baja complejidad de la 

secuencia y por su naturaleza altamente repetitiva plantea dificultades en la 

secuenciación. Con el incremento del número de sondas de captura dedicadas a esta 

región, hemos conseguido aumentar la calidad y cantidad de datos aprovechables de 

secuenciación de este gen. Al igual que en los paneles ONCOgenicsTM y OTOgenicsTM, la 

sensibilidad y la especificidad de la plataforma para detectar SNVs e indels fueron muy 

elevadas (>99,5 % y >99,9 %, respectivamente). 

Utilizando el panel desarrollado, se analizaron 100 pacientes con ceguera 

presuntamente hereditaria causada por alteraciones en las siguientes estructuras 

oculares: vítreo, coroides, retina y/nervio óptico. El rendimiento diagnóstico obtenido 

fue del 45 % (45/100). Teniendo en cuenta los fenotipos de ceguera hereditaria 

asociados a los genes considerados responsables de ceguera en esta cohorte, un 73,3 % 

(33/45) mostraron patrones de herencia autosómicos recesivos, un 17,8 % (8/45) 

autosómicos dominantes y un 8,9 % (4/45) ligados al cromosoma X. El 28,9 % de los 

casos diagnosticados genéticamente (13/45) fueron sindrómicos y, de ellos, en el 30,8 

% (4/13) las características extraoftalmológicas se habían pasado por alto y/o no se 

habían relacionado con la discapacidad visual antes de las pruebas genéticas, incluidos 

casos con síndrome de Mainzer-Saldino, Bardet-Biedl, mucolipidosis y MLCRD [Figura 

7]. 
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Figura 7. Modos de herencia y carácter sindrómico/no sindrómico de las 
patologías genéticas consideradas responsables de la pérdida de visión 
hereditaria en nuestra cohorte. De los anillos externos a los internos, se muestran los 
genes afectados, los fenotipos asociados y los modos de herencia. El área de cada sector es 
proporcional al número de casos representados dentro de él. Para los genes con 
alteraciones causales que afectan a más de un paciente, el número de pacientes afectados 
se muestra entre paréntesis. ACL: amaurosis congénita de Leber; AD: autosómico 
dominante; AR: autosómico recesivo; MLCRD: síndrome de microcefalia, linfedema y 
displasia coriorretiniana; RP: retinosis pigmentaria; SM; síndrome de Saldino-Mainzer; XD: 
dominante ligado al X; XR: recesivo ligado al X. 

 

Los resultados obtenidos han contribuido a definir el espectro de alteraciones 

genéticas responsables de la ceguera hereditaria en la población española, resaltando 
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su heterogeneidad genética y su expresividad variable. Se identificaron variantes 

genéticas consideradas responsables de la ceguera en 27 genes diferentes que 

explicaban el fenotipo de 45 pacientes. Los genes alterados más habitualmente fueron 

ABCA4 (n  = 8), PRPH2 (n = 4), USH2A (n = 4), y CNGB1 (n = 3). 

Las variantes consideradas responsables de la ceguera fueron SNVs o indels en 

44/45 casos diagnosticados genéticamente. En el caso restante, la plataforma identificó 

una deleción en homozigosis del exón 1 de BBS4. Con el fin de evaluar en más 

profundidad el rendimiento de la plataforma para la detección de CNVs, se llevó a cabo 

un análisis MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) de 5 genes en los 

que se han descrito deleciones/duplicaciones causantes de ceguera hereditaria con una 

frecuencia relativamente elevada (USH2A, EYS, PRPF31, RHO y RPE65) en 31 pacientes 

en los que el panel NGS no había identificado la causa genética de la ceguera. Este 

análisis no identificó deleciones/duplicaciones adicionales, lo cual sugiere que la 

potencial no detección de CNVs no es una causa relevante de pérdida de rendimiento 

diagnóstico del panel en nuestra cohorte. 

El 15,6 % (7/45) de los pacientes para los que se obtuvo un diagnóstico 

genético en nuestro estudio correspondió a casos cuyos diagnósticos clínicos previos 

al estudio mediante el panel no coincidían con los fenotipos asociados a los genes 

afectados en el momento en el que se notificaron los resultados al médico solicitante, 

esta situación afectó a los genes: BBS1, IFT140 (2x), KIF11, MCOLN1, PEX1 y PRPS1. La 

reevaluación clínica de los pacientes posterior al estudio reveló que 4 de estos casos 

representaban síndromes ocultos (casos con variantes patogénicas en BBS1, IFT140 (1 

de los 2 casos), KIF11 y MCOLN1). De los tres restantes uno de ellos era un caso de 

expansión fenotípica (el segundo caso con alteraciones en IFT140), otro había sido 

diagnosticado de ceguera sindrómica, pero sin filiar (caso con mutación patogénica en 

PRPS1) y el restante correspondió a un síndrome de Heimler (causado por mutación en 

PEX1) que había sido diagnosticado clínicamente como síndrome de Usher. Estos 

resultados refuerzan la utilidad del uso de paneles independientes del fenotipo para el 

diagnóstico genómico de la pérdida de visión. 
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Los dos casos de nuestra serie con alteración en el gen IFT140 eran portadores 

de la misma variante patogénica, pero mostraron fenotipos muy diferentes: uno de 

ellos era un hombre cuyas manifestaciones coincidían con las del síndrome de Saldino-

Mainzer y el otro era una mujer con RP no sindrómica. En una situación similar se 

encontraba una paciente afecta de RP no sindrómica portadora de dos variantes en 

heterozigosis compuesta en el gen ARL6, ya que tenía una hermana (sin estudio 

genético) con polidactilia, lo que sugiere fuertemente un diagnóstico de síndrome de 

Bardet-Biedl. Estos son ejemplos claros de heterogeneidad fenotípica que refuerzan la 

dificultad de predecir los genes afectados a partir de la evaluación clínica y, como 

resultado, la conveniencia de utilizar paneles genéticos amplios para el diagnóstico de 

la ceguera hereditaria. 

El panel desarrollado permite analizar en un solo test todos los genes asociados 

en la literatura con el fenotipo de ceguera hereditaria tanto sindrómica y no 

sindrómica, como con cualquier modo de herencia. Una ventaja de este abordaje es la 

posibilidad de detectar variantes de novo o con penetrancia incompleta en familias con 

patrones de transmisión de la enfermedad aparentemente recesivos. Esto ocurre en 

uno de nuestros pacientes con retinosis pigmentaria no sindrómica, en el cual se 

identificó la variante patogénica IMPDH1 (c.933C>G, p.(Asp311Glu)) y se confirmó que 

había surgido de novo (ausente en los padres; paternidad y maternidad confirmadas). 

En nuestra cohorte, también había cuatro pacientes con variantes heterozigotas 

dominantes en PRPH2 consideradas responsables de su pérdida de visión. Dos de estos 

pacientes, uno heterozigoto para la variante PRPH2 c.660_665del y el otro para la 

variante PRPH2 p.Tyr141Serfs*12, no presentaban antecedentes familiares de 

enfermedad oftalmológica, lo que es consistente con la penetrancia incompleta 

característica de los fenotipos asociados a este gen o, alternativamente, podría deberse 

a la ocurrencia de novo de las variantes (en estos casos no disponíamos de muestra de 

progenitores para poder hacer esa comprobación). En conjunto, en nuestra serie, 6 de 

los 45 casos (13,3 %) con un diagnóstico genético tenían variantes causales en genes 

asociados con fenotipos dominantes y, sin embargo, no tenían antecedentes familiares 

de distrofias hereditarias de retina (DHR). Cabe destacar que un panel recesivo no 

habría detectado estas variantes dominantes. 
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Hasta ahora, al igual que ocurre en otras patologías con las mismas 

características, la aplicación clínica de la NGS al diagnóstico molecular de ceguera 

hereditaria ha seguido dos caminos principales: la secuenciación de exoma y la 

secuenciación mediante paneles de genes. En una comparación entre la aplicación un 

panel y la utilización de WES para el diagnóstico de la ceguera hereditaria, Consugar y 

col., basándose en las tasas de detección y en los tiempos de respuesta de ambas 

metodologías, concluyeron que centrar los esfuerzos de secuenciación e interpretación 

en un panel de genes consistentemente asociados a un fenotipo de ceguera superaba a 

las estrategias de secuenciación basadas en exoma80. Un estudio más reciente, dirigido 

a evaluar el rendimiento de la secuenciación de exomas en el contexto clínico, concluyó 

que el estándar actual de profundidad de lectura promedio en exomas, de 120x, puede 

ser insuficiente para obtener la cobertura necesaria en todos los genes relevantes para 

el diagnóstico224. En la práctica, la cobertura de los exomas no alcanza a la de los 

paneles, lo cual provoca coberturas insuficientes en regiones clave y, en consecuencia, 

la no detección de variantes clínicamente relevantes. En nuestra cohorte, por ejemplo, 

se identificaron dos variantes en heterozigosis compuesta en el gen CEP290 en un 

paciente en el que un análisis de exoma previo, realizado en otro laboratorio, solamente 

había detectado una de las dos alteraciones. La profundidad media de lecturas del gen 

CEP290 en nuestro panel en este estudio fue cercana a 1000x, muy superior a la 

profundidad media habitual de los análisis basados en secuenciación del exoma. 

El gen responsable del fenotipo de discapacidad visual en un mayor número de 

casos de nuestra cohorte fue ABCA4 (8/46 casos, 17,4 %) seguido de USH2A y PRPH2 

(4/46 casos, 8,7 %, cada uno), CNGB1 (3/46, 6,5 %), y CHM, IFT140, MYO7A y RP1 (2/46, 

4,3 %, cada uno). En los 18 casos restantes (40 %) se identificaron variantes causales 

en 18 genes diferentes (ARL6, BBS1, BBS4, CEP290, CERKL, DHDDS, EYS, FAM161A, 

IMPDH1, KIF11, MCOLN1, OAT, OPA1, PEX1, PROM1, PRPS1, RHO y RPGR) [Figura 7]. La 

alta prevalencia de las variantes en ABCA4, USH2A y CHM coincide con lo publicado en 

un análisis retrospectivo reciente realizado por Motta et al. en el que se evaluaron 

genéticamente 549 pacientes brasileños con DHR225. De los otros cuatro genes 

considerados más frecuentemente mutados (CEP290, CRB1, RPGR y CHM), en tres de 

ellos (CEP290, RPGR y CHM) también identificamos alteraciones patogénicas en nuestra 
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serie, pero en un número muy inferior de pacientes. Esta ausencia de recurrencia 

detectada en nuestro estudio es probablemente debida al tamaño de la muestra 

analizada (100 casos totales, con 45 positivos). Tres de los otros cuatro genes 

prevalentes de nuestro estudio (CNGB1, PRPH2 y MYO7A) causan enfermedades en 

múltiples pacientes del estudio de Motta y col. Asimismo, 7 de los 18 genes cuyas 

mutaciones son responsables de la enfermedad de un único caso (BBS1, CEP290, CERKL, 

PROM1, PRPS1, RHO y RPGR) también son la causa genética de la DHR en su serie225. 

La terapia génica retiniana es una alternativa muy prometedora en el 

tratamiento de diferentes formas de ceguera hereditaria, principalmente debido a que 

la barrera hemato-ocular hace que la retina sea un tejido inmunológicamente 

privilegiado, en el que con pequeñas cantidades del vector viral se consigue una 

respuesta terapéutica potente. Asimismo, la naturaleza hermética del ojo reduce el 

riesgo de diseminación generalizada del vector administrado localmente y, por tanto, 

los efectos sistémicos no deseados226-228. De los 100 pacientes evaluados en nuestra 

serie, el 15 % (15/100) podrían beneficiarse potencialmente de ensayos clínicos 

destinados a corregir sus defectos genéticos, entre los cuales se encuentran los 

afectados por mutaciones en ABCA4 (8 casos), USH2A (2 casos), CHM (2 casos), MYO7A 

(2 casos) y RPGR (1 caso). Nuestros resultados sugieren que la identificación de un 

ensayo clínico potencial basado en terapia génica con fines curativos es una posibilidad 

relativamente probable para los pacientes con DHR. Además, estos datos, combinados 

con los 4 casos en los que se reveló un síndrome oculto, indican que la proporción de 

pacientes diagnosticados genéticamente en los que el análisis genómico exhaustivo 

identificó información clínicamente relevante fue de al menos el 42,2 % (19/45). 

Disponer de un diagnóstico genético es determinante en la elección de ensayos 

clínicos y tratamientos basados en la terapia génica. Esta alternativa es óptima para 

DHRs recesivas. Sin embargo, para las DHRs dominantes, la terapia de suplementación 

génica no siempre es pertinente, porque la haploinsuficiencia no es la única causa de la 

enfermedad. Los mecanismos que causan la enfermedad en ese caso a menudo son de 

ganancia de función o de dominancia negativa, por lo que requieren enfoques 

terapéuticos alternativos, como la tecnología CRISPR/Cas9, que ya está siendo 
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evaluada en ensayos clínicos229. Esta técnica de edición del genoma proporciona la 

posibilidad de corregir y/o revertir el efecto de variantes patogénicas específicas y ha 

aumentado la esperanza de obtener tratamientos curativos en una proporción cada vez 

mayor de pacientes con ceguera hereditaria. Es el caso del fármaco EDIT-101, cuya 

capacidad para revertir el efecto de la variante patogénica intrónica CEP290 c.2991 + 

1655A>G, causante de amaurosis congénita de Leber tipo 10, está siendo evaluada230.  

Al igual que lo descrito en los artículos I y II para el cáncer y la sordera, nuestros 

resultados demuestran que la caracterización genómica es imprescindible para un 

correcto manejo clínico de la ceguera hereditaria. Además de los beneficios derivados 

de un correcto diagnóstico, las opciones terapéuticas ya disponibles y los múltiples 

ensayos clínicos que están siendo desarrollados con finalidad curativa representan 

opciones reales para cambiar la vida de las personas con ceguera hereditaria, una de 

las patologías más incapacitantes que, hasta la fecha, la medicina no había sido capaz 

de corregir. 
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1. Se ha desarrollado un panel NGS (ONCOgenicsTM) que permite analizar, en 

un mismo test, tanto genes cuyas alteraciones se han asociado a terapias 

aprobadas para el tratamiento del cáncer como aquellos implicados en 

cáncer hereditario. 

2. La aplicación del panel ONCOgenicsTM contribuye a mejorar el manejo 

clínico del paciente con cáncer y de sus familiares, pues puede 

proporcionar información útil para su tratamiento, para su seguimiento, 

para la prevención de segundos tumores primarios y para el 

asesoramiento genético a sus familiares. 

3. Se ha desarrollado un panel NGS (OTOgenicsTM) que permite analizar, en 

un único test, los genes asociados a sordera neurosensorial y mixta, 

sindrómica y no sindrómica. 

4. La aplicación del panel OTOgenicsTM a 50 pacientes españoles con 

sospecha de hipoacusia hereditaria y sin mutaciones en GJB2, GJB6, OTOF 

y MT-RNR1 ha identificado la causa genética de la sordera en el 42 % de 

los casos. 

5. Se estima que el rendimiento diagnóstico del panel OTOgenicsTM en 

pacientes de nuestra población con sospecha de hipoacusia hereditaria no 

cribados previamente sería del 50-60 %. 

6. La aplicación del panel OTOgenicsTM ha detectado síndromes ocultos en el 

29 % de los casos diagnosticados genéticamente y mutaciones de novo en 

el 37,5 % de los casos con modo de herencia autosómico dominante. 

7. Se ha desarrollado un panel NGS (OFTALMOgenicsTM) que permite 

analizar, en un solo test, los genes asociados a ceguera hereditaria, tanto 

sindrómica como no sindrómica, causada por alteraciones en el vítreo, la 

coroides, la retina y el nervio óptico. 
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8. El análisis de 100 pacientes españoles con ceguera mediante el panel 

OFTALMOgenicsTM ha identificado la causa genética de la enfermedad en 

el 45 % de los casos. 

9. Entre los casos diagnosticados genéticamente mediante 

OFTALMOgenicsTM, en el 33,3 % la ceguera está causada por mutaciones 

en genes que son objeto de ensayos clínicos de terapia génica con 

potencial curativo, mientras que el 8,9 % de los casos presentan 

síndromes ocultos. 

10. Los paneles ONCOgenicsTM, OTOgenicsTM y OFTALMOgenicsTM tienen 

sensibilidades y especificidades analíticas compatibles con su aplicación 

clínica. 

11. Los resultados obtenidos con los paneles OTOgenicsTM y OFTAMOgenicsTM 

y, específicamente, su capacidad para detectar tanto mutaciones de novo 

en familias con herencia pseudorecesiva, como síndromes ocultos, 

demuestran la utilidad de analizar, en un mismo test, todos los genes 

asociados con estas patologías, independientemente del carácter 

sindrómico o no sindrómico y de los modos de herencia de los fenotipos a 

los que se asocian. 
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Anexo A: Genes analizados en ONCOgenics TM TumorFocus 

 

GENES (16 genes) 
ALK BRAF BRCA1 BRCA2 CDK4 EGFR ERBB2 KIT 

KRAS MET NRAS PDGFRA PIK3CA TP53* TSC1 TSC2 
 

REORDENAMIENTOS (4 genes) 
ALK PDGFB RET ROS1 
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Anexo B: Genes analizados en ONCOgenicsTM GermlineFocus 

 

ONCOgenicsTM Germline Focus Core (45 genes) 
APC ATM BAP1 BARD1 BMPR1A BRCA1 BRCA2 BRIP1 CDH1 
CDK4 CDKN2A CHEK2 EPCAM 

(deleciones) 
FH FLCN GREM1 

(duplicaciones) 
MAX MET 

MLH1 MSH2 MSH6 MUTYH NBN NF1 PALB2 PMS2 POLD1 
POLE PRSS1 PTEN RAD51C RAD51D RET SDHA SDHAF2 SDHB 
SDHC SDHD SMAD4 STK11 TMEM127 TP53 TSC1 TSC2 VHL 

 

ONCOgenicsTM Germline Focus Mama-Ovario-Próstata (21 genes) 
ATM BARD1 BRCA1 BRCA2 BRIP1 CDH1 CDKN2A CHEK2 EPCAM 

(deleciones) 
MLH1 MSH2 MSH6 NBN NF1 PALB2 PMS2 PTEN RAD51C 
RAD51D STK11 TP53       

 

ONCOgenicsTM Germline Focus Páncreas-Melanoma-HNSCC* (18 genes) 
APC ATM BAP1 BMPR1A BRCA1 BRCA2 CDK4 CDKN2A EPCAM 

(deleciones) 
MLH1 MSH2 MSH6 PALB2 PMS2 PRSS1 SMAD4 STK11 TP53 

 

ONCOgenicsTM Germline Focus Colon-Gástrico (17 genes) 
APC BMPR1A CDH1 CHEK2 EPCAM 

(deleciones) 
GREM1 
(duplicaciones) 

MLH1 MSH2 MSH6 

MUTYH PMS2 POLD1 POLE PTEN SMAD4 STK11 TP53  
 

ONCOgenicsTM Germline Focus Lynch (5 genes) 
EPCAM 
(deleciones) 

MLH1 MSH2 MSH6 PMS2     

 

ONCOgenicsTM Germline Focus Paraganglioma-Feocromocitoma-Renal (15 genes) 
FH FLCN MAX MET NF1 RET SDHA SDHAF2 SDHB 
SDHC SDHD TMEM127 TSC1 TSC2 VHL    

*HNSCC: Head and neck squamous cell carcinoma (Carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello) 
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Anexo C: Genes incluidos en la v5 del panel de hipoacusia hereditaria OTOgenicsTM 
 

CONSISTENTEMENTE ASOCIADOS - SINDRÓMICOS (86 genes) 
ABHD12 ACTB ALMS1 AMMECR1 ANKH AP1B1 AP1S1 ATP1A3 ATP6V0A4 ATP6V1B1 BCAP31 BCS1L BRAF CACNA1D 
CEP78 CHD7 CISD2 CLCNKA CLCNKB CLPP CLRN1 COL2A1 COL4A3 COL4A4 COL4A5 COL9A1 COL11A1 COLEC11 
DCAF17 DDX11 DNMT1 ECHS1 EDN3 EDNRB EYA1 FDXR FGF3 FGFR3 FTO GATA3 HARS1 HARS2 
HNRNPK HOXA1 HOXB1 HSD17B4 KCNE1 KCNJ10 KCNQ1 KDM6A KMT2D LARS2 LHX3 LRP2 MASP1 MITF 
MT-TK NDP PAX3 PEX1 PEX2 PEX26 PEX3 PEX5 PEX6 PISD POGZ PTPN11 RAF1 RMND1 
SALL1 SERAC1 SLC19A2 SLC33A1 SLC52A2 SLC52A3 SLITRK6 SNAI2 SOX10 SPATA5 TIMM8A TRPV4 TWNK USH1G 
USH2A XYLT2                         

 

CANDIDATOS - SINDRÓMICOS (48 genes) 
AP3D1 ATP6V1B2 BMP4 CASK CDK10 CDK8 COL9A2 COQ6 DPF2 ELOVL1 ERAL1 EXOSC2 FAM149B1 FBLN1 
FGFR1 FGFR2 GPC4 GSTP1 GTF2IRD1 LOXL3 MAF MAFB MARS2 MRPS2 MT-CO3 NDUFA13 NFIX NTRK3 
PANX1 PIK3R4 PLOD3 PMP22 POLD1 PSIP1 PTPRD SCHIP1 SEMA3E SIX5 SLC4A11 SLC9A1 SMARCB1 TBL1XR1 
TK2 TMEM67 TP63 TUBB4B TWIST1 UNC45A                 

 

CONSISTENTEMENTE ASOCIADOS - NO SINDRÓMICOS (61 genes) 
CABP2 CCDC50 CDH23 CEACAM16 CLDN14 COCH DIABLO DIAPH1 EPS8L2 ESPN ESRRB GIPC3 GJB3 GJB6 
GRHL2 GRXCR1 GSDME HGF ILDR1 KCNQ4 LHFPL5 LMX1A LOXHD1 LRTOMT MARVELD2 MIR96 MPZL2 MSRB3 
MT-RNR1 MYH14 MYO15A MYO3A OPA1 OSBPL2 OTOA OTOF OTOG OTOGL P2RX2 PCDH15 PDZD7 PJVK 
PLS1 POU3F4 POU4F3 PTPRQ RDX SERPINB6 SLC17A8 SMPX STRC SYNE4 TECTA TJP2 TMC1 TMEM132E 
TMIE TMPRSS3 TPRN TRIOBP TSPEAR                   

 

CANDIDATOS - NO SINDRÓMICOS (35 genes) 
ADCY1 ATP2B2 BDP1 CCS CD151 CD164 CDC14A CLIC5 COL4A6 COL9A3 CRYM DCDC2 DIAPH3 DSPP 
ELMOD3 EPS8 GRXCR2 HMX2 HMX3 HOMER2 MCM2 MT-TA MT-TE PNPT1 PPIP5K2 REST RIPOR2 ROR1 
S1PR2 SLC22A4 SLC26A5 SLC44A4 TMPRSS5 TNC WBP2               

 

CONSISTENTEMENTE ASOCIADOS - SINDRÓMICOS/NO SINDRÓMICOS (26 genes) 
ACTG1 ADGRV1 AIFM1 BSND CIB2 COL11A2 EYA4 GJB2 GPSM2 KARS MT-CO1 MT-TH MT-TL1 MT-TS1 
MYH9 MYO6 MYO7A NARS2 NLRP3 PRPS1 SIX1 SLC26A4 TBC1D24 USH1C WFS1 WHRN     
MYH9 MYO6 MYO7A NARS2 NLRP3 PRPS1 SIX1 SLC26A4 TBC1D24 USH1C WFS1 WHRN     

 

CANDIDATOS - SINDRÓMICOS/NO SINDRÓMICOS (6 genes) 
FOXI1 KITLG MT-TS2 PTPN1 RAI1 YWHAH 
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Anexo D: Artículo adicional Acta de Otorrinolaringológica Española 
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Anexo E: Genes incluidos en la v5 del panel de ceguera hereditaria OFTALMOgenicsTM 
 

CONSISTENTEMENTE ASOCIADOS - SINDRÓMICOS (129 genes) 
ABCC6 ABCD1 ABHD12 ADAMTS18 ADGRV1 ALMS1 ALPK1 ATP1A3 ATP8A2 BBS10 BBS12 BBS4 BBS5 BBS7 BBS9 C12orf65 
CC2D2A CDH23 CDH3 CEP78 CEP164 CEP41 CISD2 CLN3 CLN5 CLN6 CLN8 CNNM4 COL11A1 COL18A1 COL4A3 COL4A4 
COL4A5 COL9A1 CP CPLANE1 CSPP1 CTC1 DNAJC5 ECHS1 EXOSC2 FDXR FGF8 FGFR1 FKRP FLVCR1 GALC GGCX 
GJA1 GNPTG GRN HARS1 HESX1 HMX1 IDS IDUA INVS KIAA0586 LAMA1 LOXL3 LZTFL1 MCOLN1 MECR MFN2 
MKKS MKS1 MT-ATP6 MT-ND1 MT-ND4 MT-ND6 MTTP MVK MYO7A NFIX NOD2 NPHP1 NPHP3 NPHP4 NR2F1 P3H2 
PANK2 PAX2 PCDH15 PEX1 PEX6 PEX10 PEX12 PEX13 PEX2 PEX26 PEX3 PEX5 PEX7 PGK1 PHYH PNPLA6 
PPT1 PRPS1 RNU4ATAC RPGRIP1L SCAPER SDCCAG8 SLC19A2 SLC25A46 SPG11 SPG7 SRD5A3 SSBP1 TBCE TCTN2 TIMM8A TMEM138 
TMEM216 TMEM231 TMEM237 TMEM67 TPP1 TRIM32 TTC21B TTPA TTR USH1C USH1G VCAN VPS13B WDR19 WDR34 WFS1 
WHRN                               

  

CANDIDATOS - SINDRÓMICOS (62 genes) 
ADAMTSL1 AFG3L2 AP3B2 AQP4 ARMC9 ARSG ATAD3A ATP13A2 B3GALNT2 BBIP1 BMP4 BRAT1 C5AR2 CASK CDK10 CIB2 

COL4A6 COL9A2 COL9A3 DNAJC17 DTHD1 EMC1 EPRS ESPN FDX2 FIBP GALNS GNS GRID2 HIKESHI IFT74 IFT80 
KARS KCTD7 LAMA5 LRRC32 MAG MFF MIR204 MRPS34 MT-TP MT-TS2 NDUFA13 PDZD7 PIK3R4 PNPT1 POGZ PSIP1 
RAB11B RDH11 SDHA SLC25A1 SLC52A2 SON TINF2 TUBA8 TUBB4B TUBGCP4 TUBGCP6 WDPCP WDR60 ZNF423     

  

CONSISTENTEMENTE ASOCIADOS - NO SINDRÓMICOS (117 genes) 
ABCA4 ADAM9 AGBL5 AIPL1 ARHGEF18 ARL2BP ATF6 ATOH7 BEST1 C1QTNF5 PCARE CA4 CABP4 CACNA1F CACNA2D4 CAPN5 
CDHR1 CERKL CHM CNGA1 CNGA3 CNGB1 CNGB3 CRB1 CRX CYP4V2 DHDDS DHX38 DRAM2 EFEMP1 ELOVL4 EYS 
FAM161A FZD4 GNAT1 GNAT2 GPR179 GRK1 GRM6 GUCA1A GUCY2D IDH3B IMPDH1 IMPG1 IMPG2 KCNJ13 KCNV2 KIZ 
LCA5 LRAT LRIT3 LRP5 MAK MAPKAP3 MERTK NEUROD1 NMNAT1 NRL NYX OAT OPA3 OTX2 PAX6 PDE6A 
PDE6B PDE6C PDE6G PDE6H PLK4 POC1B PRCD PROM1 PRPF3 PRPF31 PRPF4 PRPF6 PRPF8 PRPH2 RAB28 RAX2 
RBP3 RBP4 RD3 RDH12 RDH5 REEP6 RGR RGS9 RGS9BP RHO RIMS1 RLBP1 ROM1 RP1 RP1L1 RP2 
RPE65 RPGR RPGRIP1 RS1 RTN4IP1 SAG SEMA4A SIX6 SLC24A1 SLC7A14 SNRNP200 SPATA7 TIMP3 TMEM126A TOPORS TREX1 
TRPM1 TSPAN12 TTLL5 TULP1 ZNF408                       

  

CANDIDATOS - NO SINDRÓMICOS (23 genes) 
ACBD5 AHR AQP4 CDH16 CFH CTNNA1 FSCN2 GDF6 GNB3 GUCA1B IFT43 IFT88 ILK ITM2B KIAA1549 NEK2 
NXNL1 PITPNM3 PRDM13 RP9 SPP2 UNC119 ZNF513                   

  

CONSISTENTEMENTE ASOCIADOS - SINDRÓMICOS/NO SINDRÓMICOS (35 genes) 
ACO2 AHI1 ARL6 BBS1 BBS2 CFAP410 C8orf37 CEP250 CEP290 CLRN1 COL2A1 CTNNB1 CWC27 HGSNAT HK1 IFT140 
IFT172 INPP5E IQCB1 JAG1 KIF11 KLHL7 MFRP MFSD8 NDP NDUFS2 NR2E3 OFD1 OPA1 PCYT1A POMGNT1 RCBTB1 
SLC38A8 TTC8 USH2A                           

 

CANDIDATOS - SINDRÓMICOS/NO SNDRÓMICOS (3 genes) 
ADIPOR1 IFT81 TEAD1                           
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