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POR QUÉ LOS CLINICOS DEBEN CONOCER LOS 

ENTRESIJOS DEL DIAGNOSTICO MOLECULAR

• Para comprender mejor la fisiopatología de las enfermedades 
de base genética

• Para entender las bases de las variaciones fenotípicas y poder 
explicar mejor lo que ocurre a nuestros pacientes

• Para poder seleccionar grupos homogéneos de cara a los 
ensayos clínicos

• Para poner en valor los resultados de los estudios moleculares 
complejos y/o adoptar estrategias de diagnóstico alternativo

• Porque la competencia global sobre el diagnóstico (clínico), 
consejo genético y el tratamiento de estas enfermedades es 
una competencia clínica de cada especialidad (perfiles) 
frente a otras opciones que están en la agenda







ADN ARN PROTEÍNA

Transcripción Traducción

Núcleo Citoplasma

ACTGTTGGAACCGGTTGGAA Met-ALA-Cys-Trp…

Nucleótidos Aminoácidos

EL ESCENARIO DEL DIAGNOSTICO MOLECULAR

PARADIGMAS TRADICIONALES
UN  GEN UN ARNUNA PROTEINA   

UNA PROTEINA UNA FUNCION

UNA FUNCION  UN FENOTIPO     



a. Alteraciones cromosómicas: Pruebas citogenéticas
b. Alteraciones genéticas: Pruebas moleculares

i. directas (mutación causal)
i. Sanger (cambios nucleotidos, pequeñas deleciones
ii. MLPA (grandes deleciones o reordenamientos
iii. Mutaciones dinámicas (expansiones)

ii. indirectas (haplotipo asociado a la enfermedad)
c. Alteraciones RNA/miRNAs/lncRNAs, etc..
d. Alteraciones proteína (Western Blot y fenomenos postraduccionales)
e. Alteraciones epigenéticas (metilación, acetilación, sumoylación,…)

Tipos de pruebas genéticas



ULTRASECUENCIACIÓN (NEXT GENERATION SEQUENCING)

Secuenciación estándar:

gen a gen (selección en base a la 

sospecha clínica)

Ultrasecuenciación: 

genes relacionados con una patología 

determinada: “Targeted resequencing”.

todos los genes simultáneamente: “Exome 

Sequencing”

Todo el genoma: “Whole Genome 

Sequencing”

Precio 2018 Exoma 400-500 Euros y 

bajando…



Distintos tipos de aproximaciones

Targeted Resequencing Zonas o genes 

seleccionados

Paneles de genes específicos de una 

patología o grupo de patologías

Secuenciación de 

una región de interés





FLUJO DE TRABAJO 



While family studies have the potential to yield powerful data to reclassify variants, the 

time and effort required to build pedigrees adequately for variant classification limit this 

potential.We developed an educational website containing a patient-friendly toolkit to 

help aid patients in working with research and clinical laboratories to reclassify their own 

VUS.







LIMITACIONES DE LOS ESTUDIOS DE 

SECUENCIACIÓN (SANGER O NGS)

•No encontrar hallazgos significativos tras la secuenciación de un gen 

determinado, no excluye casi nunca al 100% que no existan mutaciones en 

ese gen (depende de la cobertura del NGS)

•Además,Podría haber una mutación fuera de las regiones estudiadas 

como las zonas intrónicas o zona promotora

•O tratarse de un tipo de mutación que no puede ser identificado por 

secuenciación (gen a gen/NGS), como grandes deleciones o inserciones 

que pueden afectar parcial o totalmente al gen.



SI NO VALE LA GENOMICA, BUSCAR EXPRESION A NIVEL DE RNA

Blázquez et al, 2008



O A NIVEL DE LA PROTEINA

• LGMD2B: Enfermedad muscular recesiva causada por mutaciones en el gen que

codifica para la proteína Disferlina (230kda) (Liu et al., 1998).

• Función: Reparación membrana de la fibra muscular (Bansal et al., 2003).

• La disferlina se expresa en músculo y monocitos CD14+ (Gallardo et al., 2011).

• Existe una correlación de la expresión disferlina en músculo y PBMCs por lo que

es útil para orientar el diagnóstico molecular (Ankala et al., 2014).

• Sin embargo, existe déficit de disferlina secundarias a otras enfermedades

musculares por lo que es necesario confirmar el diagnóstico por secuenciación del

del mRNA DYSF de los monocitos (De luna et al., 2001).

Gallardo et al., 2011





Los 13 humanos que no necesitaban genes esenciales para sobrevivir

El análisis de medio millón de genomas descubre a 13 personas sanas que 

deberían estar muertas por falta de algún gen vital; pero la ley impide 

identificarlas

La regulación más específica y detallada se encuentra en la Ley de Investigación Biomédica. 
Existe la obligación de respetar la voluntad del sujeto, al que se le debió consultar 
antes de que otorgara su consentimiento en relación con la comunicación de 
hallazgos derivados de un análisis que se vayan a realizar con fines de 
investigación, (artículos 59.1 i. de la LIB y 23.2 i. del Real Decreto 1716/2011, de 18 de 
noviembre, por el que se establecen los requisitos básicos de autorización y funcionamiento 
de los biobancos con fines de investigación biomédica y del tratamiento de las muestras 
biológicas de origen humano, y se regula el funcionamiento y organización del Registro 
Nacional de Biobancos para investigación biomédica). Los resultados relevantes para la 
salud deben por lo tanto ser comunicados al donante si es que así lo señaló.







La azoospermia derivada de la metilación 

intensa de algunas células germinales 

masculinas las llevaría a su desaparición, 

eliminando la posibilidad de zigotos 

altamente metilados por vía paterna 



•21400.000 pares de bases (1% del cromosoma X, 
0,1% de todo el genoma)
•79 exones (13.973 pares de bases, 0,5% del gen)
•8 promotores
•Expresión en músculo, corazón, cerebro, Purkinje, 
retina, células de Schwann

DISTROFINOPATIAS



Rotura del marco de lectura en DMD

44 46 47Exon 1-43
Exon 48-79

Pre-mRNA

Splicing

Translation

44 46 47

Deleción 45

Rotura del marco de 

lectura -> Codón de 

parada

Distrofina no funcional



Mantenimiento del marco de lectura de en DMB

44 47
Exon 1-43

Exon 48-79

Pre-mRNA

Splicing

Translation

44 47
Deleción del 45 y 46

Distrofina más corta pero funcional



NEOEXON CREADO  POR UNA MUTACION INTRONICA



DISTROFIA 

FACIOESCAPULOHUMERAL 

TIPO 1 y 2



Genética FSH

Am J Hum Genet 2007; 81: 884-894

• Deleción D4Z4

• Haplotipo 4qA161

• Hipometilación

– ADN

– Histonas



Lemmers et al, 2014







MITOCHIP
• Elegir el tejido (músculo, mucosas, orina)

• Tener en cuenta la heteroplasmia

• Algunas mutaciones asocian un fenotipo

• Los estudios bioquímicos pueden ser inespecificos

MITOCHIP





DISTROFIAS DE CINTURAS:

HETEROGENEIDAD GENETICA/SOLAPAMIENTO FENOTIPICO



The genetic basis of undiagnosed muscular dystrophies 

and myopathies: Results from 504 patients

Neurology. 2016 Jul 5; 87(1): 71–76. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4932234/




UN CASO PROBLEMA….. APARENTEMENTE FÁCIL



RM de los casos III.4 (a) y  III.2 (b). Afectación selectiva de tibial anterior y en III.2, del 

extensor comun de los dedos respetando gastrocnemio y sóleo. 

Seguimiento a los 3 años en III.4 (c–e) y III.2 (f–h). La imagen de III.4 esta estable pero 

III.2 muestra afectación de aductor y vasto intermedio en el muslo y (f) gemelo medio en 

pantorrilla (g).En cintura escapular se observa afectación de deltoides y 

estermocleidomastoideo



UN CASO PROBLEMA….. APARENTEMENTE FÁCIL



A single  heterozigous in-frame c.643_663del21  pathogenic variant in CAPN3 results in a 

dominantly inherited form of calpainopathy. 

This variant has been previously identified in compound heterozygosity with other pathogenic

variants in CAPN3, including c.2362_2363delinsTCATCT, c.550delA, p.Ala45Thr, and p.Asp419Gly 

(Richard et al., 1997, Groen et al., 2007).



ASPECTOS ÉTICOS

• Estudios de segregación

– Confirmar si las mutaciones están 
en cis-trans

– Descartar falsa paternidad o raros 
fenomenos como la disomía 
uniparental

• Hallazgos inesperados

– Relevantes para el paciente

– Relevantes para la sociedad



– El diagnóstico genético es de confirmación, pero el diagnóstico clínico 
es previo y orientador del estudio molecular

– Existe heterogeneidad clínica (series alélicas) y genética, ambas muy 
presentes en el caso de enfermedades neuromusculares

– Los resultados genéticos tienen un margen de incertidumbre a veces 
difícil de establecer: es preciso contemplar el diagnóstico como un 
proceso sólo provisionalmente acabado

– La negatividad de un estudio genético en un gen concreto puede ser un 
falso negativo por problemas inherentes a la propia mutación (deleción, 
expansión) o por problemas técnicos (cobertura, errores..), un falso 
positivo o una VUS

– Las nuevas tecnologías proporcionan un screening masivo, rápido y 
barato, pero… no son infalibles y deben ser confirmadas por 
métodos tradicionales (SANGER) o completadas con otras (MLPA, 
Southern,..). Su rendimiento basal en ENM complejas está en el 30% 

– El diagnóstico molecular puede no ser urgente en unos casos (no a 
cualquier precio), pero es imprescindible para el consejo genético, el 
consejo reproductivo y para investigar/aplicar posibles terapias
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