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RESUMEN

El estudio a escala genémica de las enfermedades cardiovasculares permite entenderlas mejor para
optimizar y dirigir terapias personalizadas. En el desarrollo de la muerte stbita cardiaca destacan dos
grandes grupos de enfermedades de gran heterogeneidad genética y fenotipica: las enfermedades
estructurales o miocardiopatias y las arritmogénicas o canalopatias. El principal problema de ambos tipos
de enfermedad es que a menudo causan la muerte sibita en individuos previamente asintomaticos en los
que la muerte sibita cardiaca es la primera manifestacién de cardiopatia en un alto nimero de casos. Por
consiguiente, y dado que se trata de enfermedades hereditarias, hay un elevado riesgo para los familiares
que, pese permanecer asintomadticos, podrian ser portadores de variantes genéticas de riesgo. Se han
descrito alrededor de 100 genes implicados en las enfermedades asociadas a muerte stbita cardiaca. La
capacidad de la secuenciacién convencional de genes Sanger es limitada con respecto a las nuevas opciones
tecnolégicas en constante desarrollo, tales como los arrays de resecuenciacién y especialmente la
secuenciacion masiva en paralelo, next generation sequencing. Gracias a la mejora de las diferentes quimicas
en las distintas opciones tecnolégicas, los proveedores centran sus esfuerzos en el aumento de la capacidad
de generacién de datos de estos equipos, asi como en la rebaja de los costes de los reactivos necesarios para
estos andlisis, con objeto de facilitar a la comunidad cientifica el acceso a estas tecnologias. Dadas la gran
cantidad y la complejidad de los datos genéticos derivados de la ultrasecuenciacion, que requieren un
andlisis minucioso de sus implicaciones médicas en todas las ramas de la medicina, es necesaria la creaciéon
de centros especializados en el estudio de enfermedades concretas, en el manejo de datos genéticos a gran
escala y en prestar asesoramiento genético a las familias.

New Genetic Diagnostic Tests for Sudden Cardiac Death

ABSTRACT

The study of cardiovascular disease at the genetic level will provide the greater understanding needed for
the design and optimization of personalized treatment. The development of sudden cardiac death primarily
involves two large groups of disorders that have considerable genetic and phenotypic heterogeneity: the
structural disorders or cardiomyopathies and the arrhythmogenic disorders or channelopathy. The principle
challenge with both types of disorder is that, in a substantial number of cases, they cause sudden death in
previously asymptomatic individuals in whom sudden cardiac death is the first manifestation of cardiac
disease. Consequently and given the hereditary nature of the condition, families with asymptomatic family
members will be at risk as they could be carriers of a high-risk genetic variant. Around 100 genes have
been implicated in conditions associated with sudden cardiac death. The capacity of conventional gene
sequencing techniques based on the Sanger method is limited compared with that of the new approaches
constantly being developed, such as resequencing arrays and, especially, massively parallel sequencing or
next-generation sequencing. Thanks to improvements in the chemicals used in the various sequencing
techniques, suppliers have now concentrated their efforts on increasing the data-generating capacity of the
technology as well as on reducing the cost of the reagents needed for assays, with the aim of making it
easier for the scientific community to access these new techniques. Given the quantity and complexity of
the genetic data produced by ultrasequencing, which necessitates meticulous analysis to identify the
clinical implications for each branch of medicine, it will be necessary to create specialized centers that can
carry out research into specific diseases, manage the large-scale genetic data produced, and provide genetic
counseling to families.
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Abreviaturas

MCD: miocardiopatia dilatada
MCH: miocardiopatia hipertréfica
MSC: muerte sibita cardiaca
NGS: next generation sequencing
SQTC: sindrome de QT corto
SQTL: sindrome de QT largo

MUERTE SUBITA

La muerte stbita (MS) se define como un fallecimiento natural e
inesperado que tiene lugar durante la primera hora tras el comienzo
de los sintomas. En defunciones no presenciadas, se considera MS la
que ocurre 24 h tras haberse visto por tltima vez a la victima en buen
estado de salud. La mayor parte de las MS son de origen cardiaco
(MSC). La MSC es una de las principales causas de muerte en los pai-
ses occidentales, en torno a 800.000 muertes anuales. Aunque su inci-
dencia varia segtin los distintos estudios y franjas de edad, se estima
que la incidencia de MSC se sittia alrededor de 30-200/100.000 habi-
tantes/afio, de modo que representa un problema de salud mayor'. En
Espafia se producen al afio unas 9.000 MSC de pacientes de entre 25y
74 afios, aunque en pocas ocasiones se diagnostican como tales en el
boletin estadistico de defuncién?. Entre los menores de 31 afios, la
incidencia de MSC se ha estimado en 1,2/100.000 habitantes en una
serie del Pais Vasco®. Estas muertes estan especialmente vinculadas a
la practica de deporte, a la que se considera uno de los mayores facto-
res de riesgo junto con la historia familiar de MS. La dificultad del
calculo de la incidencia radica en la propia definicién de la MSC. En
muchos casos los informes médicos no estan disponibles, no se rea-
liza autopsia o la causa de muerte que se da en el certificado de defun-
cién es poco especifica*s.

En un 80% de los casos, la MSC es consecuencia de enfermedad
coronaria (infarto). Pese a que en la poblacién joven (< 35 afios) la
frecuencia de MS de causa isquémica (aterosclerosis) esta aumen-
tando progresivamente, se considera que en esta poblacién la mayor
parte de las muertes son de causa no isquémica. En este grupo de
individuos jévenes destacan dos grandes tipos de enfermedades aso-
ciadas a MSC: las estructurales (miocardiopatias), que se pueden
identificar en la autopsia, y las canalopatias, que cursan con autopsias
negativas en las que la causa de la muerte no se puede determinar. El
principal problema de ambos tipos de enfermedad es que a menudo
causan MS en individuos aparentemente sanos. Desgraciadamente, la
MSC puede ser la primera manifestacion de la enfermedad cardiaca.
Tanto las miocardiopatias (miocardiopatia hipertréfica [MCH], mio-
cardiopatia dilatada [MCD], miocardiopatia arritmogénica del ven-
triculo derecho [MAVD], entre otras) como las canalopatias (sindrome
de Brugada [SBr], sindrome de QT largo [SQTL], sindrome de QT corto
[SQTC], taquicardia ventricular polimérfica catecolaminérgica [TVPC],
entre otras) pueden ser de etiologia hereditaria y, por lo tanto, tener
una base genética. En este sentido, merece la pena destacar que se ha
descrito un porcentaje importante de casos de MSC en los que el ana-
lisis genético ha puesto de manifiesto la presencia de dobles o incluso
triples mutaciones, localizadas en los mismos genes o en genes dife-
rentes y asociados a fenotipos distintos®®. A dia de hoy se conocen
alrededor de 100 genes implicados en las enfermedades asociadas a
MSC. Pese al enorme avance en la genética de estas enfermedades, en
un porcentaje elevado de pacientes no se logra un diagnéstico gené-
tico. Dado el gran ntimero de genes implicados y que la lista de genes
esta en constante crecimiento, el andlisis genético de un nimero ele-
vado de pacientes resulta una tarea costosa. En esta direccién se
publicé un documento internacional donde se recogen recomenda-

ciones sobre los genes que se debe analizar en casos concretos®. Aun-
que este documento recomienda un estudio genético en gran parte de
los casos asociados a MSC, ciertas familias no serian analizadas. Por
consiguiente, y dado que se trata de enfermedades hereditarias, hay
elevado riesgo para los familiares que, pese permanecer asintomati-
cos, podrian ser portadores de variantes genéticas de riesgo. Lamen-
tablemente, en muchas ocasiones la primera manifestacién de la
enfermedad es la MSC. En los casos en que la autopsia no es conclu-
yente a la hora de esclarecer la causa de la muerte, investigar la MS
inexplicada resulta esencial para la evaluacién del riesgo y la preven-
cion de otro episodio de MSC en familiares portadores.

EVOLUCION DE LAS TECNOLOGIAS DE SECUENCIACION GENICA Y
SU APLICACION AL ESTUDIO DE LA MSC

Tecnologia Sanger

La aparicién de la tecnologia Sanger de secuenciaciéon del ADN
supuso un extraordinario avance en el estudio de las enfermedades
genéticas'™. Hasta ese momento se utilizaban tecnologias basadas en
el uso de enzimas de restriccion (RFLP).

La secuenciacién de Sanger («secuenciacion con terminadores de
cadena») evolucioné rapidamente para pasar a ser durante las déca-
das de los ochenta y los noventa la tecnologia de referencia para el
diagnéstico de alteraciones génicas en el genoma humano. En pocos
afios se avanzé desde la amplificacién de secuencias de tamafio corto
(100 pb) a la generacién de secuencias lineales de hasta 800 pb. Asi-
mismo, el avance en el desarrollo de nuevos equipamientos de
secuenciacion permitié reducir progresivamente tanto el tiempo de
amplificacién como los costes de amplificacién por base secuenciada.
Actualmente el coste de reactivos por cada mil bases secuenciadas
(1 kb) se ha establecido alrededor de unos 0,4 délares (http://www.
genome.gov/sequencingcosts).

La secuenciacién de Sanger, si bien se caracteriza por una elevada
precision (sensibilidad del 99,9% con un Phred score de 30) y una lon-
gitud de carrera del orden de 80 kb, tiene no obstante una capacidad
de generacion de datos reducida en comparacion con otras opciones
tecnoldgicas de estudio del ADN que se han desarrollado en los lti-
mos afios (arrays de resecuenciacion y, especialmente, las tecnologias
de secuenciacién masiva en paralelo, next generation sequencing
[NGS]). Merece la pena destacar que la generacién del primer borra-
dor del genoma humano se llevé a cabo mediante secuenciacién con-
vencional de Sanger (ABI 3700 con 96 capilares en Proyecto Genoma
Humano). Dicho proyecto se complet6 en 13 afios con un coste aproxi-
mado de unos 2.700 millones de délares'2,

La secuenciacion Sanger sigue siendo la tecnologia de referencia
para el andlisis de regiones de extension discreta del genoma (enfer-
medades monogénicas o causadas por un nimero pequefio de genes),
asi como para la validacién de la presencia de alteraciones (variacio-
nes puntuales e inserciones y deleciones) derivadas de otras tecnolo-
gias. Sin embargo, como se ha mencionado, su principal limitacién es
la relativamente baja capacidad de generacién de datos, lo que da
lugar a que su aplicacién al estudio de una extensién grande del
genoma sea un proceso lento y costoso.

Se ha publicado gran nimero de estudios basados en la aplicacién
de la secuenciacién de Sanger como un mecanismo eficaz para la
detecci6on de numerosas mutaciones asociadas a MSC. La mayoria de
los fenotipos principales como SBr, SQTL, MCH o MCD se han estu-
diado en menor o mayor medida por esta tecnologia'>'>. Estas publi-
caciones, entre otras muchas, han asentado el conocimiento de sus
bases moleculares.

ARRAYS DE GENOTIPIFICACION

El conocimiento previo obtenido mediante tecnologia Sanger ha
permitido el desarrollo de otras tecnologias de analisis de ADN como
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los chips de genotipificacion (Affymetrix, [llumina, Agilent) o los tests
de deteccién muiiltiple de variaciones conocidas (Sequenom, Tagman,
Open Array de LifeTech, Fluidigm) en estudios y programas de cribado
rapidos?,

A principios del presente siglo, la compafiia Affymetrix desarrollé
la tecnologia de resecuenciacién en fase sélida, que se basa en la capa-
cidad de la doble hélice de ADN para, en presencia de secuencias
complementarias, unirse especificamente mediante hibridacién; es
capaz de analizar en un Gnico test hasta 300 kb del genoma en un
soporte sdlido (array)'s1,

La utilizacién de este tipo de herramienta supone un avance
importante en el analisis del ADN, pues permite el estudio simultaneo
en un solo test de varias decenas de genes (enfermedades poligéni-
cas) o incluso cientos de regiones del ADN (paneles de cribado muta-
cional mdltiple); de esta manera, no pocos investigadores en los tlti-
mos afios han disefiado sus propios arrays para el estudio y el
diagnéstico de la presencia de mutaciones en paneles de genes aso-
ciados a enfermedades diversas?*-2>,

En el ambito del estudio de las causas genéticas de la MSC, algu-
nos centros o investigadores desarrollaron sus propios disefios
para utilizar esta tecnologia en el estudio simultaneo de todos los
genes asociados a un mismo fenotipo. En la mayoria de los casos,
estos proyectos se centraron en el estudio de los genes asociados a
MCD o MCH?%-28, Estos estudios confirman la utilidad de esta tecno-
logia como mecanismo rapido y econémico de deteccién de muta-
ciones y recomiendan combinarla con la secuenciacién tradicional
para obtener un estudio completo y detallado de los genes candi-
datos. No obstante, coincidian en la necesidad de mejora y desa-
rrollo de los algoritmos de analisis de estos datos con objeto de
minimizar la presencia de indeterminaciones y errores en la
secuencia generada.

Si bien esta tecnologia tenia la ventaja de poder generar mucha
informacién en un Gnico test, en un tiempo relativamente corto y a un
coste razonable, tenia una serie de limitaciones, como la ausencia de
protocolos de procesamiento estandarizados, el coste asociado al
disefio de la plantilla a partir de la cual se fabrican los arrays (que
disminuye las posibilidades de redisefio como oportunidad de mejora
de la prueba) y una reducida capacidad de deteccién de alteraciones
del tipo inserciones y deleciones. Es muy posible que por todo ello su
implementacién en laboratorios de investigacion o de diagndstico
genético no haya llegado a las cotas presumiblemente esperadas en el
momento del lanzamiento de la tecnologia.

NEXT GENERATION SEQUENCING

Actualmente, el abordaje del estudio del genoma ha cambiado de
forma espectacular desde el lanzamiento, en 2005, del primer equipo
de secuenciacion masiva paralela o next generation sequencing (NGS)
(Roche 454). Desde entonces se han desarrollado diferentes opciones
tecnoldgicas para el andlisis genético por ultrasecuenciacién: 454 de
Roche, HiSeq2000 de Illumina, SOLID 5500 de LifeTech, PGM de lon
Torrent, MiSeq de Illumina, Junior de Roche, Pac Bio, Helicos.

En pocos afios se ha evolucionado hasta la comercializacién de
plataformas con una capacidad de generacién de datos muy elevada,
incluso superior a los 180 Gb por carrera (Illumina HiSeq2000, SOLID
5500, Helicos, entre otros). Asi pues, presentan una capacidad de
generacion de datos/dia cifrada en unas 22.000 veces mas que un
secuenciador convencional®. De manera general, la base cientifica de
estos equipos NGS es:

* Seleccién de las regiones de interés del genoma (targeted rese-
quencing o exome sequencing) mediante soluciones de enriqueci-
miento (basadas en chips o en solucién como SureSelect de Agilent y
EZ Exome/SeqCap de Nimblegen, o en solucién solamente como Rain-
Dance, TruSeq de Illumina o basadas en el uso de PCR como es el caso
de Qiagen y Fluidigm) que permiten la separacion especifica de estas

regiones del resto del genoma, aumenta la especificidad de la prueba
y disminuye los costes asociados a su estudio.

» Gran capacidad de generacién de datos, basada en la produccién
de varios millones de secuencias de tamafio discreto (entre 35y
400 pb en los principales equipos de NGS) en varios dias de reaccién
(de 1 a 12 dias), dando lugar a que cada una de las posiciones someti-
das a estudio sean finalmente secuenciadas varias decenas de veces,
lo que en cierta medida facilita los procesos analiticos que se llevan a
cabo a partir de los datos brutos (alineamiento, variant calling, anota-
cién, entre otros). La generacién de secuencias de tamafio relativa-
mente pequefio dificulta enormemente el proceso de alineamiento,
hecho que no sucedjia, por ejemplo, con la secuenciacién convencio-
nal Sanger. Para solucionar estos problemas, es necesario generar un
namero elevado de lecturas en cada posicién genémica, punto crucial
en el andlisis con fines diagndsticos. La ausencia de una cobertura
adecuada genera problemas en la deteccion de variaciones, por lo que
disminuye la fiabilidad de los resultados. Este problema es mas rele-
vante, si cabe, ante la presencia de mutaciones del tipo deleciones o
inserciones.

Los proveedores tecnol4gicos, con la mejora de sus quimicas basa-
das en diferentes tecnologias (pyrosequencing en 454 de Roche, termi-
nadores reversibles en Illumina o secuenciacién por ligacién en el
caso de SOLID de LifeTech), han centrado sus esfuerzos en aumentar
la capacidad de generacién de datos de estos equipos, asi como en
reducir significativamente los costes de los reactivos necesarios para
estas pruebas, con objeto de facilitar a la comunidad cientifica el
acceso a estas tecnologias. De esta forma, los equipos han multipli-
cado por 10 su capacidad de generacién de datos en apenas 5 afios y el
coste por millon de bases secuenciadas (1 Mb) ha pasado en ese
tiempo de unos 0,9 délares al precio actual de unos 0,09 délares,
alcanzado un coste tedrico de andlisis del genoma codificante en unos
10.000 ddlares (suponiendo un grado de cobertura, esto es, un nimero
de lecturas por cada posicién, de 30 veces o 30x)?. Por lo tanto, se ha
reducido hasta 100 veces el coste respecto al del primer genoma
secuenciado con tecnologia 454 de Roche, cifrado en 1 millén de déla-
res®.

El objetivo de lograr la secuenciacién del genoma completo por
1.000 délares resulta mas alcanzable gracias al desarrollo y la evolu-
cién de los protocolos actuales y las nuevas tecnologias, como la
secuenciacion de molécula Gnica a tiempo real o la secuenciacién
mediante nanoporos.

Next generation sequencing en el diagnéstico

Podemos decir que se ha alcanzado un punto en el que no hay
limitacién aparente en la capacidad de generacién de datos de estas
nuevas herramientas de andlisis, y todo estudio parece abordable. Sin
embargo, el uso de estas tecnologias no se ha trasladado apenas al
campo del diagnéstico, por un lado, posiblemente debido al coste del
equipamiento necesario (entre 400.000 y 1.000.000 ddlares segtin la
tecnologia), la complejidad experimental asociada al procesamiento
de las muestras y la ausencia de protocolos optimizados y estandari-
zados (en parte debido a la continua evolucién de las quimicas de
secuenciacién) y, por otro, a las enormes dificultades asociadas al
manejo y el andlisis de los datos obtenidos (alineacién, ensamblaje y
anotacién de variantes). La interpretacion y el almacenamiento de la
gran cantidad de datos que se generan en cada carrera suponen tam-
bién un problema para los centros especializados?'.

Otro punto que merece también una mencién especial es el tiempo
de generacién de los datos, al menos en la mayoria de los equipos mas
distribuidos comercialmente (plataformas Illumina y SOLID). Actual-
mente es del orden de 10 a 12 dias, por lo que, cuando la necesidad de
un diagndstico es cuestion de unas horas, estas aproximaciones no
son validas todavia.

Si bien antes mencionabamos que entre los objetivos de los pro-
veedores de tecnologias de secuenciacién masiva estaba dotar a sus
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equipos de una quimica de mayor calidad, mas rapida y menos cos-
tosa, no han desarrollado en la misma medida sus soluciones de ana-
lisis de datos, de forma que, en muchas ocasiones, los investigadores
han de usar programas libres (open source) a partir de los cuales opti-
mizar su propio proceso de andlisis en aras de conseguir unos resulta-
dos robustos y reproducibles®. La ausencia de programas y algoritmos
universales es otro de los hechos que dificulta el salto de esta tecnolo-
gia al campo del diagndstico; en algunas ocasiones incluso se ha
puesto de manifiesto que la aplicacién de diferentes soluciones infor-
maticas de analisis a los mismos datos brutos ha dado lugar a unos
resultados, entendidos como un conjunto de variaciones en el
genoma, que no se solapan completamente2.

Se trata de una tecnologia relativamente joven y que todavia
tiene mucho margen de mejora en determinados apartados como
alguno de los mencionados anteriormente: disefio de soluciones de
enriquecimiento mas eficaces y especificas, desarrollo de algoritmos
bioinformaticos sencillos, potentes y eficaces para el analisis de los
datos (sobre todo en la deteccién de inserciones y deleciones),
estandarizacion de protocolos experimentales, fijacion de parame-
tros de calidad que aseguren la generacién de unos datos sélidos,
reproducibles y fiables y que disminuya el tiempo de reaccién de
secuenciacion.

Algunas de las principales compafiias tecnolégicas en este campo,
como Roche e Illumina, estan trabajando activamente para mejorar
estos aspectos, y ya en los Gltimos meses de 2010 y durante 2011 han
puesto en el mercado equipos mucho mas pequefios, mas econémicos
y con una duracién de la carrera mucho menor (GS Junior de Roche,
35 Mb en 10 h; MiSeq de Illumina, 1,5 Gb en 27 h). Asimismo, con
objeto de aumentar en la medida de lo posible la reproducibilidad de
los resultados, se han reducido los protocolos de trabajo y se han eli-
minado notablemente de ellos las etapas en que se produce interven-
cién humana. Ademas, se ha realizado un esfuerzo considerable a la
hora de implementar algoritmos de analisis primarios de los datos, lo
que reduce la necesidad de recursos en este apartado.

Con esta misma filosofia, pero con una quimica muy diferente, a
mediados de 2011 se present6 el PGM de Ion Torrent (LifeTech),
equipo de reducido tamarfio y coste econdémico, capaz de generar alre-
dedor de 1,5 Gb de secuencias en lecturas de unos 200 pb y en un
tiempo récord de 2 h. La clave de esta velocidad en la generacién de
datos es el uso de una quimica muy sencilla, basada en la deteccién
mediante un sensor de las variaciones de pH causadas por los proto-
nes que se liberan con la incorporacién de cada nucleétido en el pro-
ceso de elongacion de la cadena secuenciada. El equipo no necesita
escaneres ni camaras y esta libre de cascadas enzimaticas, por lo que
el coste del equipo, los reactivos y su mantenimiento es mucho menor
que el de las demas tecnologias.

Cabe pensar que este tipo de equipos facilitara el salto al campo
del diagnéstico basado en técnicas de NGS. Sin embargo, sigue siendo
necesaria una optimizacion especifica del procedimiento de analisis
de datos para poder llevar a cabo esta transferencia de confianza del
campo de la investigacion hacia el diagndstico clinico.

APLICACION DE LA TECNOLOGIA DE ALTO RENDIMIENTO
AL DIAGNOSTICO GENETICO DE LA MUERTE SUBITA

En los Gltimos afios se ha descrito un elevado nimero de genes
asociados a diversos fenotipos con alto riesgo de MSC, como SBr (13
genes), SQTC/SQTL (14 genes), MAVD (9 genes), MCD (mas de 25
genes) 0 MCH (mas de 16 genes), que hacen de este tipo de enferme-
dades las candidatas idéneas para la utilizacién de tecnologias de
ultrasecuenciacion, ya que su estudio exhaustivo con técnicas con-
vencionales de secuenciacién tendria un coste muy elevado y seria
muy lento.

Se han publicado varios trabajos que han puesto en marcha pro-
gramas de diagndstico genético basados en el uso de estas
tecnologias®*3*y han demostrado su utilidad en el analisis completo

de todos los genes candidatos. Los resultados muestran que el uso de
tecnologias de NGS en este campo se asocia a una notable reduccién
de los costes (en torno a 20 veces menor) y del tiempo de procesado
en comparacién con tecnologias de secuenciacién convencionales sin
perder precisién. Ademas, numerosas empresas privadas desarrollan
su propia aproximacion de servicios diagnésticos basados en la apli-
cacién de estas tecnologias que suelen seguir un mismo patrén. Se
lleva a cabo el andlisis de un panel general de genes que engloba todos
los fenotipos. Este panel permite llevar a cabo un analisis especifico
del fenotipo de interés a partir de los datos procedentes de los genes
relacionados®+3>-%,

Distintos factores justifican la necesidad de evolucionar tecnol6gi-
camente en el estudio de la genética de la MS: el salto de la genética
de la MS a la practica clinica y a la prevencién en familiares, la gran
heterogeneidad alélica y de locus con un gran y creciente nimero de
genes asociados a la MSC, asi como las limitaciones asociadas, en
cuanto a tiempo y coste econdmico, de la tecnologia Sanger.

Asi, durante los tltimos afios, nuestros esfuerzos se han dirigido a
poner a disposicion de la comunidad médica unas herramientas de
diagndstico genético de la MSC rapidas, precisas y coste-efectivas.

Los pilares en que se basa la realizacion de estos andlisis son los
siguientes:

« Establecimiento de unos procedimientos experimentales de cali-
dad y altamente reproducibles.

« Generacion de datos precisos y validados por tecnologia de refe-
rencia en todos los casos.

 Tiempo de entrega de resultados en consonancia con las dificul-
tades del andlisis y costes analiticos ajustados.

» Emision de informe analitico de calidad.

* Generacién de un informe de recomendaciones especifico que
facilite al clinico la interpretacién de los resultados y le aporte infor-
macion de utilidad para el manejo especifico de sus pacientes.

La evolucién normal de todos los centros que se dedican al diag-
néstico con fines clinicos ha sido, primero, el anélisis de un nimero
discreto de genes por secuenciacién convencional Sanger383, para
pasar después hacia microarrays y/o NGS. Nuestro grupo particip6, en
colaboracién con el departamento de [+D de Gendiag.exe, también en
este proceso con el desarrollo de diferentes tecnologias (chip de rese-
cuenciacién y NGS):

 Un chip de resecuenciacion para el andlisis de hasta 24 genes
implicados en la presencia de enfermedades arritmogénicas del
corazoén (SBr, SQTC/SQTL, MAVD y TVPC, entre otros). El chip de
resecuenciacion se desarrollé con tecnologia Affymetrix y permitia
el andlisis de las regiones codificantes de 24 genes asociados a MSC
de causa arritmogénica, en total 420 exones y sus nexos intrén-exén,
con una extension final de unas 82 kb y con un grado de solapa-
miento de las sondas de al menos 1x. El grado de cobertura alcan-
zado fue del 99,96% de las bases, con un valor medio de precision del
99,6%, concordancia de los datos generados del 99,9% y reproducibi-
lidad del 99,9%. El gran avance que por entonces habian experimen-
tado ya las tecnologias de NGS (referido fundamentalmente a su
reduccién de costes y su incremento en la capacidad analitica) nos
condujo finalmente a centrar todos los esfuerzos en transferir el
conocimiento adquirido a un servicio basado en tecnologias de
secuenciacién masiva paralela.

« El desarrollo de un servicio basado en ultrasecuenciaciéon (NGS)
para el estudio completo de mas de un centenar de genes que han
sido asociados con enfermedades estructurales y arritmogénicas del
corazodn,; este servicio permite el analisis de las causas moleculares de
la mayoria de los fenotipos descritos en este campo, como SBr, SQTC/
SQTL, MCD, MCH, SWPW, MAVD, TVPC, sindrome de la muerte siibita
infantil (SIDS), defectos de la conduccién, enfermedad de Marfan y
sindrome de Fabry, entre otros.
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La mayoria de los datos generados hasta el momento, especial-
mente los relativos al call rate, la precision frente a la tecnologia de
referencia, la reproducibilidad y la sensibilidad diagnéstica, estan por
encima de lo esperado y lo publicado por otros grupos tanto académi-
cos como empresariales®%, La robustez de los resultados es un dato
clave en la tecnologia de diagnéstico clinico.

En este sentido, el andlisis de las primeras 20 muestras incluidas
en la validacién del panel inicial de 55 genes (1.210 exones + nexos
intrén-ex6n) ha revelado los siguientes datos:

* Call rate a un grado de cobertura de 20x cifrado en el 99,82%.

« Sensibilidad y especificidad diagnésticas (capacidad para detec-
tar variantes génicas) frente a secuencia de referencia del 100% en
ambos casos.

* Una concordancia entre réplicas del mismo lote y de lotes distin-
tos que se ha determinado en el 99,8%.

VALORACION DE LOS ANALISIS GENETICOS

En estos dltimos afios, la tecnologia ha avanzado de forma espec-
tacular, mas rapidamente que la capacidad que los investigadores
tenian para desarrollar herramientas de la maxima calidad diagnds-
tica. Ha quedado claramente establecido que hay dos grandes niveles
de andlisis en las enfermedades cardiacas potencialmente genéticas:
a) el uso de andlisis de resecuenciaciéon Sanger en las enfermedades
causadas por un pequefio niimero de genes, y b) el uso de ultrase-
cuenciacién (también de exoma o genoma completo) para el andlisis
de pacientes con enfermedades causadas por varios genes o para el
andlisis de enfermedades atn indeterminadas (MS de origen desco-
nocido).

Se debe evaluar la validez de los resultados para el posterior pro-
ceso diagnostico. A grandes rasgos, la valoracion de los andlisis gené-
ticos masivos debe tener en cuenta tres grandes aspectos:

1. Valores de cobertura. Hace referencia al nimero de ocasiones
que se ha podido genotipificar y analizar una posicién concreta del
genoma, un nucleétido. Cuando se usa la tecnologia de ultrasecuen-
ciacién, cada base se analiza un nimero variable de veces pero, al
igual que en la secuenciacién Sanger convencional, es posible que no
se pueda analizar regiones genémicas concretas o el analisis no pueda
llevarse a cabo con el mismo nivel de cobertura. La cobertura minima
aceptada para el uso de estos datos como herramienta diagndstica
depende en parte de la tecnologia y de la aplicacién concreta (rese-
cuenciacién dirigida, exoma completo, etc.), por lo que hasta el
momento no se han establecido los valores umbral aceptados para
diagnéstico y para investigacién. Una baja cobertura se puede aceptar
en estudios de investigacion, donde el error en la lectura del ADN
puede ser menos critica, pero no en aplicaciones diagnésticas.

2. El analisis bioinformatico posterior. Una vez superada la primera
fase de analisis, tiene lugar una fase de valoracién posterior de los
resultados en la que los datos de cobertura de las variantes detectadas
orientan sobre el umbral a partir del cual la deteccién de un nucle6-
tido se considerara valida o no. Este es un proceso de validacién cri-
tico, que requiere estudios previos y la creacién de algoritmos a partir
del andlisis de un nimero elevado de muestras para detectar con pre-
cisién las variantes reales en cada caso particular.

3. Actualmente son pocos los laboratorios que tienen la capacidad
tecnolégica para cumplir con los criterios técnicos tan estrictos para
ofrecer este tipo de andlisis de las enfermedades cardiovasculares y
que estén preparados para el analisis, la interpretacién y el almacena-
miento de los datos resultantes. Es imprescindible reforzar el con-
cepto de que la genética es altamente compleja y dindmica, tanto por
el continuo avance de las tecnologias —que complica la rentabiliza-
cién de la inversion necesaria para la realizacién de este tipo de anali-
sis— como por la necesidad de una dilatada experiencia que facilite la
interpretacion de los resultados; el estudio de un niimero elevado de

muestras aumenta la eficiencia de este tipo de servicios. Hay que
recordar, ademas, que a menudo se debe tomar decisiones clinicas
dirigidas al diagnéstico familiar.

El campo ha evolucionado de forma espectacular. El clinico hoy
tiene la posibilidad de solicitar un estudio genético exhaustivo de
forma comercial. Hay que tener en cuenta que el contenido de un
informe genético de este alcance (por el elevado niimero de genes
analizados) puede ser complejo para los profesionales que no estén
familiarizados, y las repercusiones psicolégicas, médicas y preventi-
vas del informe pueden ser dramaticas en algunos casos para el
paciente y sus familias. Por lo tanto, resulta recomendable que estas
decisiones se tomen en centros especializados con expertos en la
enfermedad y la valoracién de los resultados y con el necesario apoyo
de consejo genético.

CONCLUSIONES

Los avances tecnolégicos aplicados a la investigacion biomédica
permiten ahondar en el conocimiento del genoma humano. Entender
las enfermedades cardiovasculares a escala genémica puede permi-
tirnos caracterizar especificamente a cada paciente para optimizar y
dirigir terapias personalizadas. En todas las ramas de la medicina,
incluida la cardiologia, la genética tiene el potencial de ser una herra-
mienta que complemente los datos clinicos proporcionando informa-
cién acerca de la predisposicion a enfermedades, lo que permitira
mejorar nuestras decisiones sobre las medidas de prevencién o tera-
péuticas para cada paciente. Pero la tecnologia genética avanza rapi-
damente y la informacién obtenida en cada muestra por las nuevas
tecnologias requiere un analisis minucioso de sus implicaciones
médicas que complica la capacidad de interpretacion del médico no
especializado. Es necesario que esta interpretacion se realice en cen-
tros especializados tanto en la investigacion de estas enfermedades
como en el manejo de datos genéticos a gran escala.
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