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Resumen

El diagnostico etioldgico es un objetivo primordial para el manejo clinico de cada paciente. Al-
gunos nifnos con cuadros clinicos complejos son objeto de una lista interminable de examenes,
lo que se ha denominado “odisea diagndstica”, y que, sin embargo, muchas veces no deja resul-
tados concluyentes. En los ultimos afos, estamos siendo testigos de una verdadera revolucion
de la medicina genémica con la incorporacion al ambito clinico de tecnologias que prometen
aumentar la capacidad de hacer diagnostico y disminuir los tiempos. Con énfasis en pediatria,
se actualizan conceptos sobre las principales ventajas y limitaciones del diagnostico genémico,
en contraposicion con las metodologias usuales.

Copyright © 2014 Sociedad Chilena de Pediatria. Publicado por Elsevier Espafa, S.L.U. Este es un articulo
de acceso abierto distribuido bajo los términos de la Licencia Creative Commons CC BY-NC-ND (http://
creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/).

Current perspectives on genome-based diagnostic tests in Pediatrics

Abstract

Etiological diagnosis is essential in the clinical management of individual patients. Some chil-
dren with complex medical conditions are subjected to numerous testing, known as “diagnostic
odyssey”, which often gives no conclusive results. In recent years, a revolution in genomic me-
dicine is underway with the use of technologies that promise to increase the ability to make a
diagnosis and reduce the time involved. The main advantages and limitations of genomic diag-
nosis, as opposed to usual methodologies are reviewed with an emphasis on Pediatrics.
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Introduccion

Las enfermedades humanas tienen un componente genético
reconocido, ya sea como factor causal (por ejemplo, tras-
tornos monogénicos, de genes contiguos y cromosomicos) o
como factor predisponente (por ejemplo, trastornos multi-
factoriales o complejos).

En el transcurso de la Gltima década, con el impulso del
Proyecto Genoma Humano (HGP, por sus siglas en inglés) he-
mos entrado en una revolucion del diagnostico molecular,
donde han surgido avances tecnoldgicos que permiten anali-
zar todo el genoma de una forma mas rapida, de manera
simultanea y con gran capacidad de resolucion.

Es asi como progresivamente, durante los Ultimos afos, las
técnicas genomicas comienzan a estar disponibles para uso
clinico, y existe una amplia gama de ensayos moleculares es-
pecificos que ofrecen la confirmacion etioldgica para alrede-
dor de 4000 condiciones monogénicas durante el ano 2014'.
En este contexto, los ensayos basados en analisis gendmicos
ya estan impactando en diferentes campos de la medicina,
como la salud reproductiva, la oncologia, el trasplante de
organos, la inmunologia y las enfermedades infecciosas?”.

El presente articulo pretende resumir las potencialidades
del diagnodstico molecular desde el punto de vista gendmico
para trastornos genéticos constitucionales y sus posibles im-
plicancias en la practica clinica pediatrica.

La importancia del diagnostico etiolégico

En diversas circunstancias, muchos pacientes entran en una
espiral de estudios en bisqueda de una etiologia, lo que se ha
llamado la “odisea diagnostica”®. Un gran nimero de esos es-
tudios pueden evitarse con un diagndstico etioldgico certero
y oportuno. Sin embargo, esto Ultimo no siempre es factible, y
se genera un retraso en el diagnostico, lo que conlleva diversas
consecuencias que exceden el ambito clinico, afectando a las
familias, y a la larga, sobrecargando el sistema de salud®"".
Aunque los trastornos genéticos, individualmente son con-
siderados infrecuentes en la poblacion general, es reconoci-

do que una significativa parte de los pacientes hospitalizados
en unidades pediatricas complejas tienen enfermedades
con un fuerte componente genético, con estadias recurren-
tes, mas largas y con mayores gastos que los pacientes sin
una condicion preexistente'?'4, En nuestro medio, las herra-
mientas genéticas disponibles para estudios de estos pa-
cientes son limitadas y no siempre son las mas adecuadas
para todos los casos. La experiencia reportada en otros pai-
ses ha mostrado casos en que el aporte de la gendémica ha
permitido un diagnostico etiologico insospechado, con po-
tenciales implicancias en el manejo terapéutico’> 8.

Estos datos no implican que en todos los casos se deba
partir haciendo un estudio del genoma completo, pues nada
puede reemplazar el juicio clinico basado en una anamnesis
completa, que incluya una historia familiar adecuada, junto
con un examen fisico minucioso. Es asi, como en el caso de
un diagnostico genético probable, uno debiera hacer el es-
tudio mejor indicado para su confirmacion, ya sea del ambi-
to citogenético (cariograma, hibridacion fluorescente in situ
o FISH especifico) o molecular (secuenciacion capilar Sanger
del gen de interés, Multiplex Ligation-dependent Probe Am-
plification o MLPA especifico). Sin embargo, si no se llega a
corroborar un diagnéstico o bien en el caso de que el pa-
ciente tenga una condicion no clasificable o con manifesta-
ciones poco comunes, uno debiera plantearse la posibilidad
de un estudio amplio del genoma y sin sesgos'.

Diagnostico genético convencional
y diagnostico gendémico

Buscando anomalias en la estructura del genoma

Diagnostico convencional: cariotipo, FISH y MLPA

El estudio genético rutinario y basico desde la década de 1970
ha sido el cariograma con bandeo GTG, el cual permite confir-
mar o descartar principalmente anomalias cromosdmicas nu-
méricas, y en menor medida, anomalias cromosémicas
estructurales, que deben involucrar desde 5 a 10 millones de
pares de bases (5-10 megabases; 5-10 Mb) para poder ser de-

Tabla 1. Comparacion de los diferentes métodos de diagnostico citogenético
Nivel de Cobertura Anomalias detectables
resolucion
estandar
Cariograma > 5-10 Mb Genoma nuclear Anomalias cromosomicas numeéricas (poliploidias, aneuplodias); anomalias
estandar con completo cromosomicas estructurales (inversiones, translocaciones, deleciones,
bandeo GTG etc.)
FISH metafase > 2-5Mb Locus especifico Rearreglos genomicos submicroscopicos (microdeleciones,
microduplicaciones, translocaciones)
FISH interfase > 40-150 kb  Locus especifico Rearreglos genémicos submicroscopicos (microdeleciones,
microduplicaciones, translocaciones)
MLPA > 1 pb Locus especifico Rearreglos genémicos muy pequenos (microdeleciones,
microduplicaciones)
CMA > 50 kb Genoma nuclear Rearreglos genémicos submicroscopicos (microdeleciones,

completo

microduplicaciones)

CMA: cariotipo molecular; FISH: hibridacion in situ fluorescente; GTG: bandeo G por tripsina-giemsa; MLPA: Multiplex Ligation-

dependent Probe Amplification.
Unidades: kb: kilobases; Mb: megabases; pb: pares de bases.
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tectables con resolucion estandar de 400-550 bandas citoge-
néticas?®?'. En la década de 1990 emergieron técnicas
citogenéticas moleculares que permitieron detectar microde-
leciones o microduplicaciones cromosomicas, es decir, pérdi-
das o ganancias de material genético bajo el umbral de
visibilidad en el microscopio optico (tabla 1)?%2. Aqui destaca
la técnica de hibridacion in situ fluorescente (FISH), que esta
disponible para un nimero limitado de patologias?. Adicional-
mente, se han incorporado al arsenal de herramientas diag-
nosticas algunas técnicas de biologia molecular mas finas en
busqueda de microdeleciones o microduplicaciones, entre las
cuales destaca la de MLPA (Multiplex Ligation-dependent Pro-
be Amplification)?. A diferencia del cariotipo convencional,
que es una mirada global a la informacion genética (genoma),
tanto la técnica de FISH como la de MLPAy otras relacionadas
estan disenhadas para buscar de forma dirigida anomalias co-
nocidas en ciertas regiones cromosomicas definidas; por lo
tanto, se debe contar con una hipotesis diagnostica.

Diagnéstico genoémico: microarreglos cromosémicos

o cariotipo molecular

En la Ultimas décadas, los grandes avances en biotecnologia
cimentaron las bases para el desarrollo de nuevos métodos
que permitieron optimizar el limitado nivel de deteccion de
las técnicas existentes. Por consiguiente, se pudo mejorar la
baja capacidad diagnostica de las técnicas citogenéticas
convencionales y moleculares disponibles.

Tabla 2.
CMA en el ambito clinico

Es asi como la técnica de la hibridacion gendmica comparati-
va (CGH, por sus siglas en inglés)?*, desarrollada en la década
de 1990, recobrd relevancia de la mano del desarrollo de bio-
chips, llevando al ambito diagnostico los microarreglos (microa-
rrays). Los conceptos de microarreglos cromosémicos o
cariotipo molecular (CMA) implican diferentes plataformas tec-
nologicas que permiten analizar o interrogar el genoma com-
pleto de un individuo en un chip®. El uso de esta herramienta
en el ambito clinico permite la identificacion de desequilibrios
genomicos submicroscopicos con una resolucion de hasta 50 kb,
lo que equivale a cientos de veces mayor resolucion que un ca-
riotipo con bandeo GTG convencional?®?. Los desequilibrios de
tamano submicroscopico y que resultan en pérdidas o ganancias
de informacion genética sobre 1 kb son denominados variacio-
nes en el nimero de copias (CNV, por sus siglas en inglés)?®2,
Los CNV son parte de la variabilidad interindividual, son relati-
vamente comunes en la estructura de nuestros genomas y no
necesariamente se asocian a una patologia®.

Ventajas del diagnostico con CMA

Si bien existen diferentes metodologias que permiten reali-
zar un CMA, que se diferencian en la plataforma tecnoldgica
utilizada y en el nivel de resolucién alcanzado, la técnica ha
permitido reconocer enfermedades genéticas causadas por
CNV que no son facilmente detectadas con los métodos an-
teriormente descritos, lo que aumenta la capacidad diag-
nostica y la descripcion de nuevos sindromes (tabla 2)3'-32.

Ejemplos seleccionados de nuevos sindromes de microdelecion y microduplicacion reconocidos a partir del uso del

Anomalia Tamano Fenotipo Otras caracteristicas Relevancia Fenotipo reciproco
(nimero minimo
OMIM)
del1g21.1 1,35 Mb DI, microcefalia, Expresividad variable  0,1-0,4% de las dup1g21.1 se asocia a
(612474) dismorfias leves. Otras con penetrancia cohortes TEA, EQZ, RDSM, CCy
caracteristicas incluyen:  incompleta estudiadas®®¢? macrocefalia®
cataratas, CC y anomalias
genitourinarias
del15q13.3 ~2Mb RDSM, DI, TEA, anomalias Expresividad 1-2% de las dup15q13.3 no tiene un
(612001) EEG, dismorfias leves y altamente variable personas con fenotipo reconocible
EQZ con penetrancia EIG®+¢%; 0,2-0,4% en pero puede generar
incompleta DI y/0 TEAS®0:66.67 TEA, problemas de
aprendizaje y conducta,
aunque con penetrancia
incompleta®”-¢8
del16p11.2  ~0,5Mb Macrocefalia, RDSM, Expresividad variable  Una de las dup16p11.2, que
(611913) retraso del lenguaje con penetrancia casi  anomalias mas genera: microcefalia,
expresivo, DI, TEA, completa para DI, y comunes RDSM, retraso motor,
obesidad. En menor menor penetrancia detectadas por DI, TEA, riesgo de
medida, CC y dismorfias  para TEA CMA. ~1% de casos  EQZ"""?
faciales variadas con TEA®:70
dupXq28 0,3 Mb DI importante, hipotonia  Penetrancia completa Duplicacion del gen Mutaciones (deleciones)
(300260) infantil, espasticidad en hombres. Mujeres  MeCP2. de MeCP2, causan el

progresiva, infecciones
respiratorias de
repeticion, epilepsia

portadoras pueden
presentar sintomas
neuropsiquiatricos y
DI variable’37®

1-2% en hombres
con DI moderada a
importante’s7”

sindrome de Rett

CMA: Cariotipo molecular; CC: cardiopatia congénita; DI: discapacidad intelectual; EIG: epilepsia idiopatica generalizada; EQZ:
esquizofrenia; MODY: Madurity-Onset Diabetes of the Young; OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man; RDSM: retraso del desarrollo

psicomotor; TEA: trastorno del espectro autista.
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En este contexto, las Gltimas recomendaciones de diferen-
tes sociedades cientificas la consideran la técnica de primera
linea en el estudio de los trastornos del desarrollo, como
anomalias congénitas multiples no identificadas como un sin-
drome reconocido, discapacidad intelectual aparentemente
no sindrémica y en trastornos del espectro autista®.

Adicionalmente, existen microarreglos que incorporan la
identificacion de polimorfismos de nucleétido Unico (SNP,
por las siglas en inglés), lo que permite identificar grandes
regiones de homocigocidad, que pueden indicar que existe
consanguinidad o casos de disomia uniparental, con impli-
cancias en casos de posibles enfermedades recesivas.

Limitaciones del diagndstico con CMA

A pesar de ser una técnica poderosa, el enfoque con CMA
solo permite detectar desequilibrios en la informacion ge-
némica, por lo que aquellas anomalias que involucren un
reordenamiento, pero no una pérdida o ganancia neta, pa-
saran desapercibidas para el método (por ejemplo, inversio-
nes, translocaciones balanceadas). Por otro lado, las
herramientas de uso clinico estan enfocadas al conocimien-
to de la informacion gendmica relacionada con problemas
médicos, por lo que aquellas variaciones de zonas de hete-
rocromatina de ciertos cromosomas que son visibles al ca-
riotipo no seran detectadas con CMA (por ejemplo, tallos y
satélites de cromosomas acrocéntricos que pueden configu-
rar pequefios cromosomas marcadores supernumerarios).
Adicionalmente, la mayoria de los algoritmos bioinformati-
cos tienen limitaciones para detectar poliploidias y bajos
niveles de mosaicismo.

Otro aspecto importante a considerar es que en el analisis
por CMA no se visualizan directamente los cromosomas y su
estructura, por lo que esta técnica no es capaz, por si sola,
de dar informacion referente a la ubicacion fisica de los de-
sequilibrios, asi como tampoco puede sefalar un mecanismo
patogénico y riesgo de recurrencia.

Otra limitacion esta relacionada con la interpretacion de
los CNV no reportados previamente. Sin embargo, el desa-
rrollo de bases de datos de acceso publico con CNV encon-
trados en individuos controles y en pacientes han ayudado a
disminuir progresivamente los casos de incertidumbre3¢-38,

Por estos antecedentes, el cariotipo convencional debe
seguir siendo la eleccion si se sospecha un trastorno como
poliploidia o una aneuploidia (trisomias 0 monosomia), o si
existe una historia familiar sugerente de que haya portado-
res de translocaciones balanceadas (abortos recurrentes,
infertilidad, etc.).

De la misma forma, si se sospecha un sindrome de micro-
delecion o de genes contiguos con un test clinico disponible,
sigue recomendandose realizar primero el FISH o MLPA espe-
cifico.

Buscando anomalias en la secuencia del genoma

Diagnéstico convencional: secuenciacion de Sanger

Hasta hace unos anos, la busqueda de mutaciones puntuales
para el diagnostico especifico de una determinada enferme-
dad monogénica estaba restringida principalmente al anali-
sis de un locus o gen de interés por vez, bajo secuenciacion
capilar basada en el principio de Sanger®. Sin embargo, de-
bido a que un nimero importante de enfermedades monogé-
nicas presentan heterogeneidad genética, es posible que el

analisis de un Unico gen sea insuficiente para detectar todas
las posibles causas de una misma enfermedad y se requiera
analizar varios genes de forma sucesiva y racionalizada hasta
encontrar una etiologia. Abordar este problema mediante
secuenciacion de Sanger incrementa los costos en términos
econdmicos y de tiempo, lo que la hace ineficiente®.
Adicionalmente, la capacidad de hacer un diagndstico
etiologico en una condicion monogénica estaba muy limita-
da en casos en que no existieran nuevas hipdtesis diagnosti-
cas o en presencia de fenotipos sin etiologia reconocida.

Diagnéstico genémico: secuenciacion de nueva
generacion

En los Ultimos 10 afnos, e impulsada por la finalizacion del
HGP, surgié una segunda generacion de metodologias para
permitir una secuenciacion a gran escala llamada secuen-
ciacion de siguiente o nueva generacion (NGS, por sus siglas
en inglés)*'. Existen diferentes plataformas basadas en NGS,
que se han ido incorporando al ambito clinico, aumentando
el poder de diagnostico, principalmente debido a la posibili-
dad de hacer una gran cantidad de analisis de forma parale-
la, con menores costos y mayor rendimiento que su
predecesora, la secuenciacion de Sanger.

Tan solo un par de afios después de haber finalizado el
HGP, ya estaba en el mercado el primer equipo de NGS*.
Actualmente, para uso clinico esta disponible la secuencia-
cion por NGS de genes individuales, de paneles o conjuntos
de genes, asi como el conjunto de todas las secuencias de
ADN que codifican proteinas (exones), conocido como exo-
ma. Debido a que gran parte de nuestro genoma no codifica
para alguna proteina, la secuenciacion del exoma completo
(WES) abarca aproximadamente el 1-2% del total del geno-
ma humano. Como es sabido que no todas las variantes pa-
togénicas se encuentran en las secuencias codificantes de
proteinas, sino que también aparecen en secuencias que
tienen una funcion regulatoria de la expresion génica, se
esta avanzado cada vez mas hacia el uso clinico de la se-
cuenciacion del genoma completo (WGS), que ofrece una
cobertura de entre un 85 y un 95% del total de la secuencia
de un genoma humano™.

Como se comento, actualmente existen variadas platafor-
mas de NGS, aunque el equipo MiSegDx de Illumina es el
Unico sistema de diagndstico in vitro aprobado por la Food
and Drug Administration (FDA) de los EE. UU*. Este equipo
es un secuenciador de NGS de sobremesa diseiiado especifi-
camente para pruebas de diagnodstico. De hecho, el MiSeqDx
se utiliza actualmente para el diagndstico molecular de la
fibrosis quistica. Para esto dispone de dos kits; si bien ambos
implican secuenciar el gen CFTR, difieren en lo que estan
secuenciando. En el primer kit se secuencian 139 variantes
comunes en la poblacion caucasica y en el segundo se se-
cuencia por completo el gen CFTR. De esta manera, este
ensayo clinico para el gen CFTR es el primer sistema de
diagnostico basado en NGS en el mercado aprobado por la
FDA%,

Ventajas del diagnostico mediante NGS

Las ventajas del uso de NGS para diagnosticar enfermeda-
des, y especialmente trastornos genéticos, son multiples®.
Un test de NGS proporciona la misma o mas informacion que
la realizacion de multiples test basados en secuenciacion
por Sanger, pero es mas rapido y tiene un precio significati-
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vamente mas bajo por base secuenciada“*. Esto se debe a
que la tecnologia de NGS permite “interrogar” a muchos
nucleotidos (por ejemplo, paneles, WES) o todos los nucleo-
tidos del genoma (por ejemplo, WGS) simultaneamente.
Ademas, el uso de los llamados barcode o cédigos de barra
(secuencias especificas de nucleotidos incorporados en los
extremos de los fragmentos a secuenciar) permite procesar
multiples muestras de muchos pacientes a la vez*'. Otra de
las ventajas es que los genes que se consideraban raramen-
te implicados en una enfermedad y que por lo tanto no se
justificaba el costo de desarrollo de un test clinico, pueden
ahora ser facilmente incorporados en paneles de genes para
enfermedades especificas sin aumentar considerablemente
el costo de la prueba“.

Por otra parte, la secuenciacion masiva permite interro-
gar al genoma y obtener multiples tipos de informacion atil
para un diagnéstico. En este contexto, puede detectar SNP,
inserciones/deleciones (indels), CNV y translocaciones. Uti-
lizando la misma técnica, pero empleando ARN como mate-
rial de partida, se puede evaluar transcripcion de ARNm y/o
micro-ARN, entre otros*'.

Limitaciones del diagndstico NGS
Por supuesto, como con cualquier tecnologia, también hay
limitaciones para el diagnostico de NGS.

Desde el punto de vista técnico, aunque la tecnologia se
destaca en la identificacion de mutaciones raras, es menos
eficiente en la busqueda de indels que tienen mas de 8-10
pares de bases de longitud'. Asimismo, no es capaz por si
sola de identificar mutaciones inestables por expansion de
nucledtidos, ni alteraciones epigenéticas', las cuales deben
ser corroboradas por otra técnica independiente. Por otra
parte, dependiendo de la cobertura y profundidad del anali-
sis, puede haber bajo nivel de lecturas sobre algunas regio-
nes del genoma, lo que puede significar una pérdida de
informacion putativamente relevante®.

También hay desafios desde el punto de vista bioinforma-
tico en el analisis de los resultados producidos por NGS, mas
especificamente en términos de almacenamiento, manipu-
lacion e interpretacion de datos?. Los principales inconve-
nientes de NGS estan relacionados con la inmensa cantidad
de datos que se generan, lo que provoca verdaderos cuellos
de botella en el analisis y la interpretacion de un gran nG-
mero de variantes no reportadas previamente, con el consi-
guiente impacto en los costos y en el tiempo de respuesta.
El desconocimiento de la magnitud de la variacion genética
normal puede llevar a la confusion en cuanto al verdadero
significado de las nuevas variantes, informacion que puede
confundir a los tratantes y los pacientes. Estos inconvenien-
tes pueden resolverse mediante la realizacion simultanea
de este tipo de estudio en los padres del probando y en
otros familiares afectados*, asi como el aumento de la co-
municacion y el intercambio de datos entre los laboratorios
a través de bases de datos publicas, como ClinVar*.

Se debe considerar que WES tiene una tasa de deteccion
de un 25% para variantes patogénicas®, por lo que debe pro-
curarse una juiciosa seleccion de los pacientes y racional-
mente agotar las instancias previas seglin cada caso. Al igual
que en el caso de CMA, si uno tiene algun gen candidato, es
mejor partir haciendo el analisis estandar. Si se trata de un
fenotipo con varios genes posibles, seria mas Util considerar
la realizacion por NGS de un panel de los genes conocidos. Si

no se encuentra mutacion en los genes probables o no hay
una orientacion clinica del posible gen involucrado, tendria
mas utilidad considerar un WES o WGS. Por costos, WES pue-
de ser mas costo-efectiva que WGS, pero hay que considerar
que un resultado negativo no descarta que pueda haber una
mutacion en una secuencia no codificante.

Es importante indicar que los costos han bajado notable-
mente desde las primeras experiencias de secuenciacion
completa del genoma humano, y se espera que sigan dismi-
nuyendo. Sin embargo, en el caso de WGS, el costo ronda
los 10 000 dolares™. Los esfuerzos estan enfocados en obte-
ner ensayos que bordeen los 1000 ddlares, aunque por el
momento es una meta que algunos investigadores creen di-
ficil de conseguir por los cuellos de botellas de la interpre-
tacion y el analisis de los datos®'.

Nuevos desarrollos clinicos basados
en el diagnostico genémico

A pesar de las dificultades, los avances en las pruebas geno-
micas ya estan impactando directamente en la vida de las
personas. El ejemplo mas notable de la potencia de NGS
para revolucionar todo un campo de la medicina ha sido la
rapida adopcion, desde finales de 2011, de la prueba prena-
tal no invasiva para la deteccion de aneuploidias fetales en
embarazos de alto riesgo?.

Otros avances que pueden afectar a la evolucion de casos
de dificil manejo clinico son las diversas experiencias repor-
tadas por centros de los EE. UU., que ofrecen diagnostico de
NGS en plazos breves™. Un ejemplo de ello es la prueba ge-
nética llamada STAT-Seq, del Centro de Medicina Gendmica
Pediatrica implementada en la unidad de cuidados intensi-
vos neonatal en el Children’s Mercy Clinical Hospital de Kan-
sas City®»33, El principio de STAT-Seq se basa en reducir el
tiempo de diagnostico a alrededor de dos dias utilizando
WGS con un flujo de analisis (pipeline) bioinformatico auto-
matizado. Habitualmente, las familias de los recién nacidos
con enfermedades genéticas esperan semanas, meses 0 in-
cluso anos para tener la oportunidad de recibir un diagnds-
tico. Dada la existencia de mas de 4000 enfermedades
genéticas diferentes, muchas familias se quedan sin diag-
nostico etioldgico, incluso con la realizacion de diferentes
test especificos. En otros casos, hay familias que reciben un
diagnostico post mortem?. Con STAT-seq y otras experiencias
similares, se pueden tomar decisiones informadas sobre las
mejores alternativas de manejo y seguimiento disponibles
con el conocimiento actual, e incluso existe la posibilidad
de identificar una enfermedad potencialmente trata-
ble18,52,53.

Estos son solo algunos ejemplos, ya que diversos centros y
compahias han desarrollado test con paneles de genes (es
decir, se selecciona un grupo de genes que se sabe estan
relacionados de alguna manera con la enfermedad) en pato-
logias tan diversas como: cancer, enfermedades neurologi-
cas, enfermedades cardiacas, enfermedades infecciosas y
dermatoldgicas, entre otras®*®8. Hablar de cada una de ellas
se escapa del interés de este articulo; sin embargo, resulta
interesante ver como cada dia se van sumando nuevas pato-
logias al diagndstico de NGS.

Si bien el diagndstico molecular basado en NGS esta em-
pezando a tomar fuerza, ain queda mucho por hacer e im-
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plementar, tanto a nivel de estrategias de secuenciacion
como a nivel de interpretacion y analisis de los resultados,
tanto a nivel de como filtrar e identificar las variantes (ana-
lisis bioinformatico) asi como en la interpretacion clinica.
En este contexto, se han desarrollado diversos algoritmos
informaticos que permiten detectar grandes variaciones es-
tructurales con los datos de NGS. Dependiendo del perfec-
cionamiento de estas herramientas se podria lograr a medio
plazo que un Unico ensayo tenga la capacidad de detectar
de forma simultanea rearreglos gendmicos de gran escala y
cambios puntuales?.

Pese a las dificultades, en los afos venideros contaremos
con una creciente cantidad de test que utilizaran este tipo
de tecnologia.

Conclusiones

Es innegable que cada vez se ha avanzado mas en el reco-
nocimiento de las bases moleculares de las enfermedades
humanas. Actualmente, estos avances estan disponibles
para el uso clinico, y entre ellos destaca la existencia de
analisis moleculares que permiten la confirmacion de las
mutaciones.

Un punto no menos importante es el costo de estas he-
rramientas diagnosticas. En varios paises, el CMA esta in-
corporado en las coberturas de los sistemas de salud y
puede tener un costo similar al de un cariotipo convencio-
nal. En el caso de NGS, su costo ha bajado notablemente
desde la finalizacion del HGP, aunque aun sigue siendo pro-
hibitivo para gran parte de la poblacion. En nuestro pais,
solo un puiado de estudios genéticos tiene algun tipo de
cobertura dentro del sistema de salud, por lo que existe el
desafio de que haya una actualizacion en la lista de estu-
dios y que vaya a la par con los nuevos avances y las cre-
cientes necesidades.

Debido a que es esperada una variabilidad genética indi-
vidual, existen muchos desafios relacionados con la inter-
pretacion de los hallazgos. En el caso del CMA hay cada vez
mas experiencia acumulada, con disponibilidad de bases
de datos de variaciones normales y patogénicas, lo que
ayuda a que cada vez existan menos casos de incierta in-
terpretacion. En el caso de la NGS, junto con bases de da-
tos especificas, muchas veces es necesario hacer ensayos
complementarios (funcionales o modelamientos informati-
cos) para disponer de informacion clara sobre la posible
patogenicidad de una variante.

Por lo anterior, es importante reafirmar que, como para
cualquier test genético, los pacientes y sus familias de-
ben tener un asesoramiento antes y después del test don-
de se pueda conversar sobre los posibles escenarios que
puede generar esta informacion, lo que se conoce como
asesoramiento genético. El conocimiento derivado de
identificar la etiologia permite acortar la “odisea diag-
nostica”, asesorar adecuadamente a los pacientes y sus
familias en la toma de decisiones, asi como optimizar los
escasos recursos existentes, centrandose en los proble-
mas conocidos y previsibles segin cada patologia. En al-
gunos casos, el conocimiento del tipo de mutacion puede
tener implicancias no solo en el diagnoéstico, sino también
en el manejo, seguimiento y en potenciales perspectivas
terapéuticas®.

Glosario de términos de genética utilizado
en el escrito

Cariotipo molecular (CMA) o microarrays cromosomicos.
Técnica basada en microchips que permite detectar pérdi-
das o ganancias de informacion genémica de una muestra
(linfocitos, tumor, etc.) de un individuo en comparacion con
un control o referencia.

Copy-number variants (CNV). Es un tipo de variacion gené-
tica submicroscopica que implica pérdida o ganancia de in-
formacion a partir de 1 kb. Si un CNV se encuentra sobre el
1% de la poblacion, es considerado polimorfico (copy-num-
ber polymorphism, CNP).

Exoma. Conjunto total de exones. Por tanto, es el conjunto
de informacion genética que codifica para proteinas, lo que
corresponde a aproximadamente el 1% del genoma nuclear
humano.

Genoma. La totalidad de la informacion genética contenida
en una célula de un organismo determinado. En la especie
humana debemos considerar el genoma nuclear (conjunto
de los cromosomas) y el genoma extranuclear (ADN mito-
condrial).

Indel. Insercion o delecion de uno o mas nucléotidos. Cual-
quier indel con un tamafo sobre 1 kb se debe considerar
CNV.

Secuenciacion de Sanger. Método ideado por F. Sanger para
obtener la secuencia ordenada de nucleétidos de fragmen-
tos relativamente pequefos de ADN (~500 pb). Sigue siendo
el método de referencia (gold standard) para corroborar la
existencia de mutaciones puntuales detectadas por NGS.

Next-generation sequencing (NGS). Diversas metodologias
que permiten obtener secuencias gendmicas a gran escala
(desde locus/genes individuales hasta genomas completos),
en un menor plazo y con menor costo total que si se realiza-
ra con la secuenciacién de Sanger.

Heterogeneidad genética (de locus). Fenomeno en que un
mismo fenotipo puede ser la consecuencia de anomalias en
locus (genes) diferentes. Es decir, en un individuo o familia,
la enfermedad “A” es causada por el gen “Z”, mientras que
en otra familia la misma enfermedad “A” es causada por el
gen “W”. Muchas enfermedades genéticas presentan este
fenomeno, incluso hay enfermedades que pueden ser gene-
radas por mutaciones en mas de 10 genes distintos y con
patrones de herencia diferentes.

Single nucleotide polymorphism (SNP). Locus de un Unico
nucledtido, donde es habitual que existan dos alelos posi-
bles (ejemplo: o nucledtido A o bien nucleédtido G). Si el
alelo (nucleotido) menos comin se encuentra sobre el 1% de
una poblacion se considera SNP, mientras que si el alelo mi-
noritario se encuentra en menos del 1%, este alelo es una
variante rara (single nucleotide variant, SNV). Se conocen
varios millones de SNP a lo largo de todo el genoma huma-
no, por lo que buena parte de la variabilidad normal entre
individuos viene dada por este tipo de polimorfismo.
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Whole exome sequencing (WES). Metodologia que permite
estudiar la secuencia completa del exoma.

Whole genome sequencing (WGS). Metodologia que permi-
te estudiar la secuencia completa del genoma. Incluye al
exoma, asi como a las secuencias intronicas e intergénicas.
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