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RESUMEN

Introduccién: El término secuenciacién de nueva generacion (NGS) hace
referencia a las tecnologfas disefiadas para analizar gran cantidad de
ADN de forma masiva y paralela. En esta revisién se abordan los
conceptos bdsicos de estas tecnologias, las consideraciones de su uso
clinico actual y perspectivas a futuro. Desarrollo: Las pruebas basadas
en NGS han revolucionado el estudio de los genomas, pues permiten
la lectura de millones de secuencias de ADN de forma masiva y
paralela en un menor lapso y a menor costo por base. Estas pruebas
incluyen la secuenciacién de panel de genes, la secuenciacién completa
del exoma y la secuenciacién completa del genoma. El anélisis de sus
resultados es complejo y requiere un proceso bioinforméatico y clinico
exhaustivo para su adecuada interpretacién. Las limitaciones de las
pruebas NGS incluyen aspectos técnicos como cobertura, profundidad y
longitud de las secuencias, las cuales se pueden solventar implementando
buenas pricticas de laboratorio. Conclusiones: Las pruebas basadas en la
secuenciacién por NGS son herramientas diagnésticas que deben partir
de una aproximacién clinica adecuada para su uso razonado, correcta
interpretacién y toma de decisiones acertadas. Es de gran trascendencia
que los médicos tengan la informacién bdsica para poder solicitar e
interpretar estas pruebas, dada su relevancia clinica actual.

Palabras clave
secuenciacién de nucledtidos de alto rendimiento; analisis de secuencia de ADN;
mutacion; interpretacién de variantes.

ABSTRACT

Introduction: The term Next-Generation Sequencing (NGS) represents
the technologies designed to analyze great amounts of DNA in a massive
and parallel fashion. In this review we present the basic concepts of
NGS technologies, the considerations for its current use and future
perspectives. Development: NGS-based tests has revolutionized the
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study of the genomes as it allows the read of millions
of DNA sequences massively and parallelly, in a shorter
span of time and at a lesser cost per base. These tests
include gene panel sequencing, whole exome sequencing
and whole genome sequencing. Result analysis can
be complex and requires an exhaustive clinical and
bioinformatic process for an adequate interpretation.
Among the limitations of NGS testing are the errors
in technical aspects such as coverage, depth and read
length, as well as its limited usefulness for the detection of
structural alterations. These limitations can be approached
implementing good laboratory practices. Conclusions:
NGS tests are diagnostic tools that must be supported
by an adequate clinical approach for its reasoned use,
correct interpretation and appropriate decision-making. It
is of great importance that physicians acquire the basic
information to be able to order and interpret these tests
given their current relevance.

Keywords
high-throughput nucleotide sequencing; sequence analysis; DNA;
mutation; variant interpretation.

Introduccién

La secuenciacién de nueva generacién (Next
Generation Sequencing [NGS]) es un grupo
de tecnologias disefiadas para secuenciar gran
cantidad de segmentos de ADN de forma
masiva y en paralelo, en menor cantidad de
tiempo y a un menor costo por base (1,2).
Su uso se dio inicialmente para detectar
variantes de nucleétido tnico y cada vez se ha
desarrollado para otro tipo de variantes, como
inserciones, deleciones y grandes rearreglos.
Gracias a los recientes desarrollos en las
pruebas basadas en NGS, estas tecnologias se
plantean como estrategias de gran utilidad para
la prevencion, el diagndstico, el tratamiento
y el seguimiento de un amplio espectro de
enfermedades, incluidas condiciones genéticas,
patologias crénicas y enfermedades infecciosas,
y se prevé que en un futuro cercano su
creciente aplicacion clinica generara resultados
favorables para lograr el diagndstico molecular
en un namero mayor de pacientes y a un
menor costo (3-5). En la practica clinica es
creciente el uso actual de las pruebas basadas
en NGS; sin embargo, atn existe incertidumbre
sobre aspectos importantes como las indicaciones
adecuadas para su uso, limitaciones de la
técnica (sensibilidad y especificidad), reporte de

variantes, interpretacion de resultados, relaciéon
costo-beneficio y cobertura en el Plan Nacional
de Salud (6).

En esta revisién queremos presentar de manera
clara los conceptos bésicos que definen las
tecnologias NGS, las consideraciones de su uso
actual en la practica clinica y perspectivas a
futuro.

Desarrollo

Pruebas NGS: desarrollo histérico y conceptos
bdsicos

Desde 1977, la secuenciacién Sanger ha sido la
prueba estdndar para la deteccién de variantes
en el ADN. Su precisién y relativamente sencillo
analisis de datos han permitido su uso en
el diagnostico de enfermedades monogénicas;
sin embargo, en enfermedades que exhiben
heterogeneidad genética, donde se requiere la
secuenciacion de multiples genes, el proceso
de secuenciacién se hace largo y tedioso (4),
lo que ha generado ansiedad en las familias y
retraso en el tratamiento. Ademds, el precio
para secuenciar todo el genoma humano era
muy elevado, de aproximadamente 300 millones
de dolares, lo que dificultaba su aplicacion
(7,8). Posteriormente, y debido a la necesidad
de analizar fragmentos més grandes de ADN y
agilizar el proceso de secuenciacion, surgié la
técnica de secuenciacién en escopeta (shotgun
sequencing), a partitr de la cual fragmentos
superpuestos de ADN se secuenciaban por
separado y luego se ensamblaban en una sola
secuencia continua (9). Este avance, y otros,
fueron usados y permitieron la culminacién del
proyecto de genoma humano (9). Desde el 2005,
se inici6 la comercializacion de las pruebas NGS
(10), las cuales han revolucionado la forma en
la que se secuencian los genomas. Esta nueva
tecnologia ha permitido la lectura de millones
de secuencias de forma masiva y paralela en
un menor lapso y a un menor costo por base,
facilitando el diagnéstico de enfermedades de
alta heterogeneidad genética y su aplicacién
en la prictica clinica (11,12). Adicionalmente,
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permite, por ejemplo, secuenciar, un panel de
genes especificos, la porcion genética codificante
completa (exoma) o todo el genoma completo
de un individuo en 1 o 2 dfas con un costo
aproximado de 5000 délares (13).

Hay dos conceptos que son fundamentales
para entender el proceso y los resultados de las
pruebas basadas en tecnologias NGS: cobertura
y profundidad. Existe atn confusién en la
utilizacién de estos términos, que comdnmente
son usados de manera indistinta en la literatura.
La cobertura (coverage o breadth of coverage,
en inglés) se refiere al porcentaje de bases
del genoma de referencia que estdn siendo
secuenciadas una cantidad determinada de veces
(14). Por otro lado, la profundidad (depth o
depth of coverage) representa el ndmero promedio
de veces que cada base en el genoma es
secuenciada en los fragmentos de ADN (14)
(figura 1). Los valores apropiados de profundidad
dependeran de la aplicacién de la técnica de
secuenciacion (panel de genes, exoma o genoma)
y la frecuencia alélica de las variantes que se
analizardn (germinales y somaticas).

Figura 1.
Cobertura y profundidad

Cobertura

ﬁ

= 6x

Tl"_l-_!.

Fragmentos de ADN
secuenciados

Técnicas actuales de mayor uso de secuenciacion
de nuewva generacion

Todas las técnicas NGS comparten la capacidad
de secuenciar una gran cantidad de fragmentos
de ADN de forma paralela en un corto lapso.
Para lograr este objetivo, siguen un abordaje
metodoldgico semejante que se puede resumir en
cinco pasos: 1) segmentacién del ADN en varios
fragmentos, 2) marcaje del ADN por medio de
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primers o adaptadores que indican el punto de
partida para la replicacién, 3) amplificacién de los
fragmentos de ADN marcados con adaptadores
por métodos basados en reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés),
4) secuenciacion o lectura de los fragmentos
de ADN vy 5) reconstruccién de la secuencia
completa por medio de secuencias de referencia
y exportacién a ficheros de almacenamiento
de datos (4,15). En los siguientes apartados se
revisaran los métodos de secuenciacion Illumina e
Ion Torrent, que son las dos tecnologias de mayor
utilizacién actualmente (tabla 1).

Tabla 1.

Comparacion entre plataformas de secuenciacion de
nueva generacion

Tiempode | Bases totales | Numero de
Longitud de pade | hor lecturas
secuenciaci -

n secuenciacio gemeradas

Plataforma | DA mentos
nuclestido lectura (ph)

n(Gb) (Millén)
Terminadores | MiSisq.v2 Nano 2 %250 28 haras 05 1
reversibles con
fuorescencia MiSieg.v2 Micro 2x150 19 haras 12 &
MiSeq.v2 2%250 39 haras 7,585 15
MiSea.v3 2300 56 haras 1315 Fo
llumina NextSeq | 2%75 26 horas 16-19 130
550 Misl-Output
GAllx 24100 9,5 dias 54-60 320
lumina NexiSeq | 2%75 18 hares 50-60 200
550 High-Gutput
flamina Hiseq Rapid-Bun. | 2% 100 27 horas 100-120 600
HiSeanSQ. 20100 .5 dias 135-150 750
Hiseq 1000 24100 .5 dias 270-300 1500
Hiseg 2000 25100 11 dias 540-600 3000
Hiseq 2500 High- | 2% 125 6 dias 450-500 4000
Output
HiSeq 4000 2675 48 haras 650-750 5000
HiSeq X Ten 25150 72 horas 1600-1800 | 6000
Nova Saq 6000 2% 100 36 haras 1600-2000 | 9000
Liberacion de | lon 314 400 37boras | 01 055
proton (Chiph
fon 316 400 49boms | 061 3
Therma-Fisher
fon 318 400 7.3 horas 122 5
lon Bxnion. 200 3 horas 10 o0

pbpares de bases
Gbgigabases
Elaboracién propia

Secuenciador Illumina

La secuenciaciéon por medio de Illumina se
caracteriza basicamente por la ejecucion de los
siguientes procesos:

a. La amplificacion de los fragmentos de ADN
para la generacion del claster (colonias del mismo
fragmento) se realiza mediante el método de PCR
en puente.

b. La deteccién de bases en la secuenciacion se
hace a través de etiquetas fluorescentes.
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Generacion del clister

Este proceso se logra mediante el método
de amplificacién en puente (figura 2). Los
fragmentos de ADN se colocan sobre una
superficie sdlida de vidrio separada por carriles.
Cada carril estd completamente recubierto
por oligonucledtidos complementarios a los
adaptadores de cada fragmento que se va
a secuenciar, por lo que permiten que cada
fragmento se pueda anclar a la celda de flujo.

Figura 2.
Generacién de hebras mediante PCR en puente.
a) e b) y
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a) El fragmento de ADN se ancla a la celda de
flujo por medio de la unién de sus adaptadores
a los oligonucle4tidos complementarios.

b) La polimerasa genera una hebra reversa
complementaria y la hebra original es retirada.
c) La hebra reversa se pliega y queda en
forma de puente, donde la polimerasa genera
una hebra complementaria idéntica a la
original. d) El proceso se repite masivamente.
Elaboracién propia

Una vez anclados los segmentos, la polimerasa
inicia el proceso de copia en la hebra de ADN
y genera una hebra reversa complementaria. La
hebra original es entonces retirada; mientras
que la hebra reversa, a través de una secuencia
terminal, se pliega y se ancla a su respectiva
secuencia complementaria de oligonucleétido, y
asi queda en forma de puente. Posteriormente,
la polimerasa genera una hebra complementaria
idéntica a la original, que resulta en dos hebras
clonadas del segmento inicial. Este proceso se
repite masivamente hasta formar millones de
copias de cada fragmento (16-18).

Secuenciacion

Al finalizar la amplificacién clonal, se retiran
todas las hebras reversas y quedan dnicamente las

hebras idénticas a las originales. En este punto, en
la placa se introducen nucleétidos modificados
con etiquetas fluorescentes especificas para cada
tipo. Los nucledtidos utilizados presentan una
modificacién quimica (terminadores reversibles)
que evita la unién de mas de un nucledtido
marcado en cada sitio de reaccién, de tal manera
que se puede ubicar el que corresponde a cada
punto en la secuencia y se disminuye el riesgo de
errores en la secuenciacién. Cada vez que una
base se adhiere emite una fluorescencia propia
que permite su identificacién. La etiqueta debe
ser removida antes de la colocacién del siguiente
nucleétido para evitar que dos bases emitan
sefial a la vez. Al finalizar la primera lectura,
el fragmento resultante es retirado. Este paso se
repite simultdneamente con todas las hebras del
mismo cldster de forma paralela hasta completar
la secuenciacién (16-18).

La exactitud de la secuenciacion en el
secuenciador Illumina serd determinada por la
intensidad de la sefal, y la longitud de las
lecturas, por el nimero de ciclos realizados.
Actualmente, alcanzan una longitud por lectura

de hasta 300 pares de bases (3).
Secuenciador Ion Torrent de Thermo Fisher

La secuenciacién en Ion Torrent se lleva a cabo en
un chip semiconductor, y se diferencia de Illumina
en los siguientes aspectos:

- La amplificacion de los fragmentos de ADN
se realiza utilizando la técnica de PCR de
emulsién.

- La deteccién de las bases en la secuenciacion
se da por medio de la detecciéon de un ion
semiconductor.

Reaccién en cadena de la polimerasa en emulsion

Cada fragmento de ADN se deposita en
micromicelas ubicadas en una emulsion de
aceite en agua, donde, ademds, se deposita
una microesfera que estd recubierta de
adaptadores complementarios a los adaptadores
del fragmento, y una polimerasa que iniciard

la PCR (figura 3). Para ser copiada la hebra
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original se hibrida con los adaptadores ubicados
en la microesfera. Después de la amplificacion,
se retiran todas las hebras complementarias y
se dejan solo las hebras con los adaptadores
ligados a la microesfera, y finalmente quedan
miles de copias de un mismo fragmento de
ADN (17). Este paso se repite en millones de
esferas que posteriormente se colocan cada una
por separado en micropocillos que contienen
todos los componentes necesarios para iniciar la
secuenciacién (19).

Figura 3.
Generacién de hebras mediante PCR en emulsion.

a b
J@ ) \)/ —~ J/
‘ .
\._\):‘ \’ 2 =
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a) Los fragmentos de ADN estén en
la emulsién junto con las microesferas
recubiertas con adaptadores. b) El fragmento
de ADN hibrida con los adaptadores
de la microesfera para ser amplificado.
Elaboraci6n propia

Secuenciaciéon mediante ion semiconductor

Cuando un nucleétido es ligado a la hebra
que se va a secuenciar, se forma un enlace
covalente y se libera un ion de hidrégeno
cargado positivamente. Cada vez que se libera
un ion de hidrégeno, se da un cambio en
el pH de la solucién del pocillo y se genera
una corriente eléctrica. Este método se basa en
la deteccién del cambio de voltaje por medio
un sensor llamado ISFET (Ion-Sensitive Field-
Effect Transistor), que indica que el nucleétido
se ha incorporado correctamente (20). Para la
identificacién del tipo de nucleétido agregado,
inicialmente se inserta solo un tipo de base en
el pocillo y el sensor ISFET detectard o no el
voltaje dependiendo de la complementariedad
de la base. Si esta no es complementaria, se
agrega otro nucledtido hasta que se detecte
voltaje. En esta técnica, los nucledtidos no estéan
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modificados con terminadores reversibles, por lo
que en caso de que haya homopolimeros (dos o
més nucleodtidos iguales que se repiten), el pH
disminuiri en mayor proporcién y la diferencia de
voltaje aumentar4 proporcionalmente al nimero
de bases afiadidas (19). Este proceso ocurre de
forma paralela en todos los pocillos del chip y
alcanza una longitud de lectura de hasta 400

pares de bases (17,19).

Aplicacion de las tecnologias basadas en
secuenciaciéon de nueva generacién en la
practica clinica

Secuenciacion de panel de genes

Es una prueba que secuencia un ndmero
determinado y especifico de genes que estin
relacionados con una enfermedad o grupo
de enfermedades. Supone un ejercicio clinico
previo que esté enfocado en un grupo de
patologias similares y que se beneficie de esta
herramienta para el diagnéstico diferencial. Se
recomienda su uso cuando en la clinica del
paciente se observe un fenotipo caracteristico
y se sospeche de una enfermedad genética
que sea causada por una lista determinada de
genes candidatos con buena posibilidad para
establecer el diagndstico molecular (véase el
caso clinico). Es la prueba de menor costo, se
realiza més rdpidamente, tiene una profundidad
de secuenciacién mayor y la interpretacién y
analisis de resultados es mas sencilla, debido a
la existencia de bases de datos de referencia
que asocian las variantes halladas en los genes
con la enfermedad relacionada (15,21). Una
desventaja es que la informacion genética de la
poblacién latinoamericana esta subrepresentada
tanto en las bases de datos poblacionales como
en las especificas de enfermedad, por lo que se
dificulta la interpretacion clinica de las variantes
encontradas en pacientes con esta ancestria (22).
Existen bases de datos como el Genetic Testing
Registry (23), que retne la informacién de los
paneles genéticos especificos y validados con
la informacién suministrada por los laboratorios
proveedores. Se han implementado en la practica
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clinica paneles NGS para diferentes condiciones;
tal es el caso del panel Hereditary Cancer

Solution™ (24), que evalta 26 genes asociados
con cancer de seno y ovario, cancer colorrectal
hereditario no polipésico y sindrome de poliposis
intestinal.

Secuenciacion completa de exoma

En esta prueba se secuencian todas las regiones
codificantes del genoma, es decir, el exoma,
el cual representa entre el 1 y el 2% de la
secuencia gendmica completa y donde se hallan
hasta el 85% de las variantes genéticas reportadas
como patogénicas (25). Es de gran utilidad en
pacientes que padecen enfermedades con gran
heterogeneidad genética, como el autismo, o que
presenten un fenotipo complejo, donde el cuadro
clinico no es lo suficientemente caracteristico de
una variante o de uno o varios genes especificos
(26). Comparada con la secuenciacién completa
del genoma, es menos costosa, su duracién es
menor y la interpretacién y anélisis de datos es
menos compleja. Presenta una amplia capacidad
para la identificacién de enfermedades genéticas;
sin embargo, se debe tener presente que no esti
disefiada para identificar variantes patogénicas
que se encuentren en regiones no codificantes
(regiones de ADN que no tienen informacién
que codifica para la proteina) como intrones o
regiones promotoras (21,27). La interpretacién
de los resultados puede ser mis compleja y
puede ser mas probable encontrar variantes
de significado incierto o variantes que no se
correlacionen con la clinica del paciente, en
cuyo caso el estudio de familiares —como el
exoma trio, es decir, secuenciacién de exoma del
probando y sus dos progenitores— podria resultar
atil (15). Su uso clinico se ha propuesto, por
ejemplo, como primera prueba diagnéstica en
trastornos del neurodesarrollo (28).

Secuenciacion completa de genoma

Esta prueba evalda todas las bases del genoma,
incluyendo las regiones no codificantes. Tiene

como ventaja que es la mejor prueba para
la deteccién de nuevas variantes genéticas y
estructurales que no se asociaban previamente
con el cuadro clinico que se iba a estudiar (15).
Es de gran utilidad en enfermedades genéticas
raras en las que no es posible llegar al diagnéstico
por medios convencionales, es decir, en las que
hay odisea diagnostica y cuando el fenotipo del
paciente pueda ser explicado por una variante
de novo. Ademss, es la prueba con menos
sesgos durante el andlisis de genes, debido a
que la secuenciacién no esti dirigida hacia
genes especificos (3,16,29). En la actualidad,
su uso sigue siendo poco frecuente, debido a
su mayor costo, mayor tiempo de entrega de
informe, falta de anotaciones sobre regiones
no codificantes y la dificultad en el analisis
e interpretaciéon de sus resultados (30). Esti
en desarrollo su implementacién en la practica
clinica, especialmente en poblacién pediitrica,
aunque existe atin debate sobre la utilidad clinica
y la costoefectividad de este tipo de pruebas (31).

Aspectos éticos y normatividad sobre el
reporte, interpretaciéon y validacién de
hallazgos

Para la correcta interpretaciéon de datos, en
primer lugar, se debe verificar la calidad
de los datos secuenciados, mediante el uso
de un genoma de referencia validado vy
conocido. Cuando este se alinea con la
muestra secuenciada, permite identificar errores
cometidos durante la secuenciacién y el andlisis
de los datos (32). Posteriormente, se deben
identificar las variantes genéticas y definir si estas
se asocian con alguna enfermedad.

El Colegio Americano de Genética vy
Genémica Médica recomienda el uso de la
siguiente terminologia para el reporte de
datos de las variantes genéticas identificadas:
patogénica: variantes que tienen evidencia fuerte
de asociaciéon con enfermedad. Probablemente
patogénica: variantes que probablemente estin
implicadas con enfermedad, pero no hay
evidencia suficiente para demostrar asociacion.
De significado incierto (VUS): variantes con
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posibles cambios funcionales, pero con evidencia
contradictoria o insuficiente como para
considerarla benigna o patogénica. Probablemente
benigna: variantes con evidencia que sugiere
benignidad, pero con datos débiles en la
literatura que no descartan impacto bioldgico
y eventualmente clinico. Benigna: variantes
genéticas que no alteran funcionalidad (21,33).

La interpretaciéon de cada resultado en
las pruebas NGS es compleja, ya que, al
secuenciar una mayor cantidad de genes,
se pueden evidenciar un mayor nimero
de variantes genéticas incidentales que no
presentan significado conocido para la definicién
de un plan de acciéon (34). La mayoria de
estas variantes desconocidas pueden no conceder
riesgo en un individuo sano, pero también
existe la posibilidad de que sea una nueva
variante patogénica (35). Se ha reportado que,
en un individuo sano, del 100% de variantes
encontradas, solo el 60% tiene probabilidades
reales de asociarse a enfermedad (36). Las VUS,
aunque actualmente no pueden ser clasificadas
como causales de enfermedad, pueden cambiar
su clasificaciéon segtin la aparicion de nueva
evidencia que las clasifique como patogénicas o
benignas.

Los laboratorios deben seguir un plan claro
y adecuado para la clasificacién de significado
clinico de las variantes, que incluya el
uso de programas predictivos computacionales,
biasqueda de variantes en bases de datos,
literatura de casos clinicos relacionados con las
variantes y evidencia de su efecto bioldgico
en estudios funcionales. Los programas de
biocinformatica (por ejemplo, SIFT, PolyPhen o
MutationTaster) utilizan algoritmos especiales
que intentan predecir el efecto de la variante en
la proteina y su posible impacto en la funcién
(37,38). Los programas también evaldan si la
variante interfiere o no en el proceso de splicing
(corte de intrones y empalme de exones). El
porcentaje de predicciéon de estos programas es de
aproximadamente del 65% al 80% para variantes
localizadas en regiones codificantes, lo que no
garantiza que la prediccién sea un 100% correcta
(39). En consecuencia, no es recomendable
usar un solo algoritmo y se debe considerar
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evidencia adicional para realizar una afirmacién
clinica. Se debe identificar la variante encontrada
en bases de datos y examinar su frecuencia y
si presenta evidencia de estar asociada o no
a patogenicidad. GnomAD, ClinVar, OMIM,
COSMIC y Human Gene Mutation Database
son bases de datos confiables para examinar la
asociacién de una variante a enfermedad (tabla
2) (33). Este proceso de interpretacién debera
ser realizado idealmente por el laboratorio como
parte de su servicio y explicado al paciente
por profesionales con entrenamiento calificado
en asesorfa genética (40). En caso de que
todavia existan dudas sobre la significancia
clinica de los hallazgos o atn no se hayan
identificado variantes que expliquen la clinica
del paciente, se puede considerar como opcién
la secuenciacién de los familiares del paciente
para ayudar a clarificar la relacién de la presencia
de una variante con la presentaciéon de la
enfermedad (41). Ademss, se debe contemplar
la recomendacién de no entregar resultados
definitivos basados en una solo prueba NGS,
para disminuir la probabilidad de error, y en
este sentido tener presente la posibilidad de
confirmacién de hallazgos con secuenciacién
Sanger u otras técnicas ortogonales, segin el

hallazgo (42,43).

Tabla 2.
Bases de datos para andlisis bioinformdtico

Base de datos Direccion web

Genome Aggregation Database (GnomAD) https://gnomad.broadinstitute.org/

ClinVar https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) | https://www.omim.org/

Catalogue of Somatic Mutations in Cancer
(COSMIC)

https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic

Human Gene Mutation Database (HGMD®) http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php

Sorting Intolerant from Tolerant (SIFT) https://sift.bii.a-star.edu.sg/

Polymorphism Phenotyping v2 (PolyPhen-2) | http://genetics.bwh harvard.edu/pph2/

MutationTaster http://www.mutationtaster.org/

Varsome https://varsome.com/
Clinical Interpretation of Variants in Cancer https://civicdb.org/home
(CIViC

Recientemente, la  Food and Drug
Administration (FDA) publicé su guia para el
disefio, el desarrollo y la validacién analitica
de las pruebas basadas en NGS, disenadas
para el diagnéstico de enfermedades de linea
germinal (44). Para la entrega de resultados,
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la FDA recomienda que las interpretaciones
se seleccionen de bases de datos que estén
correctamente validadas, curadas y actualizadas
(43). Estas bases de datos deben posibilitar el
acceso al publico, con el fin de que tanto
pacientes como profesionales de la salud revisen
y comparen los datos. Todos los resultados deben
cumplir con regulaciones federales, donde se
certifique la seguridad de los datos y la privacidad
del paciente. Adicionalmente, es mandatorio
emplear una nomenclatura que se encuentre
estandarizada para el reporte de resultados, con
el prop6sito de facilitar su comparacién con
diferentes fuentes (43).

Es de suma importancia que sea confiable y
claro el informe que reciba el paciente, junto
con una explicacién por parte del profesional a
cargo sobre la implicacién de este resultado, y
con la posibilidad de brindar educacién sobre la
enfermedad y apoyo emocional, si es necesario
(45). Es precisa una asesorfa pretest antes de
ordenar la prueba, con el fin de explicar al
paciente en qué consiste y aclarar los alcances
e implicaciones de su ejecucién. Ademds, en la
consulta inicial se deben obtener datos como:
antecedentes personales y familiares, riesgos
psicosociales relevantes, nivel de educacién,
conocimiento sobre la enfermedad, y llevar a
cabo un proceso de consentimiento informado
previo a la prueba (46). Al obtener los resultados,
se deberd realizar asesorfa postest, en la cual
se clarifique el reporte obtenido a través de
una atencioén personalizada que se adectie a la
condicién de cada paciente y se exponga un
claro significado clinico, enfocado en las posibles
decisiones terapéuticas, indicando beneficios y
complicaciones, y se solucionen dudas (figura 4).
Las consultas generalmente tienen una duracién
de 30 a 60 minutos, aunque podrian llegar a
necesitarse hasta 90 minutos para cubrir una
atencién apropiada (47-49). Esto dependerd del
contexto individual de cada paciente.

Figura 4.
Pasos para el correcto andlisis, interpretacion y
entrega de resultados de NGS

Verificacién de | - Alineamienta a genoma de referencia
calidad de la | *Secuencias on target
secuenciacion | *Cobertura y profundidad
Confirmacién |- Secuenciacién Sanger
de hallazgos  [-M

Anilisis de
significancia
clinica de

variantes

-« Prodiccion in-silico
+ Bases de datos clinicos
« Frecuenc ional

Reporte de

resultados

L Asesoria |-f
genética

MLPA: amplificacién de sondas
dependiente de ligandos miiltiples.
Elaboracién propia

MLPA: amplificacién de sondas dependiente
de ligandos muiltiples. Fuente: elaboracién
propia.

En el cuadro 1 se muestra un caso clinico real
en el que se describe el manejo adecuado de un
paciente que se somete a una prueba de NGS.

Cuadro 1. Caso clinico

Una paciente de 63 afios de edad asistié a
consulta de genética médica, remitida por el
servicio de Oncologia con el resultado de un
panel NGS. Tiene historia personal de cancer
de ovario diagnosticado a los 33 afios, manejado
con cirugfa y quimioterapia. A los 62 afios, le
fue diagnosticado cdncer de mama, con reporte
patoldgico de carcinoma ductal in situ de alto
grado de patrén comedo con microcalcificaciones
sin evidencia de microinfiltracién. Recibié
manejo con cuadrantectomia mds radioterapia
adyuvante. En el momento de la consulta recibia
tratamiento con tamoxifeno. También tenfa una
historia familiar recurrente de cincer (madre,
hermana, sobrina y tfa materna con historia de
cancer de mama).

Se realizé un estudio mediante panel NGS de
28 genes relacionados con sindromes de cancer
hereditario. El reporte evidencia la presencia
de la variante c¢.1188del (p.Val397Phefs*17)
heterocigota en el gen CHEK2, reportada
como patogénica para sindrome de cancer de
mama y ovario hereditario. Adicionalmente,
se encontraron las variantes c.511A>G
(pJle171Val) en el gen NBN y ¢.1564C>T
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(p.Pro522Ser) en el gen PALB2, ambas
clasificadas como VUS.

El resultado de este reporte debe entregarse a
la paciente, explicindole las implicaciones que
tiene y los cambios que se pueden realizar en la
prevencion y el tratamiento, siempre brindando
apoyo emocional. Se debe explicar que, aun
cuando esta mutacién del gen CHEKZ no tiene
implicacién farmacogendémica actual, si es util
para establecer el plan de vigilancia y seguimiento
de la enfermedad y permite realizar consejeria
genética a la familia. La paciente tiene riesgo
de un segundo cincer de mama dentro de los
primeros diez afios del primero de hasta un 29%
y un riesgo posiblemente elevado para cancer
colorrectal. Este resultado también representa
una probabilidad del 50% para cada uno de los
hijos de la paciente de tener la misma mutacién,
lo que se podria traducir en un riesgo mayor de
tener cincer de mama para sus descendientes.
Hay que tener en cuenta que el manejo en estos
casos no debe estar basado en una sola prueba,
sino que ademis se debe tener en cuenta la
historia personal y familiar de cada paciente.

Las VUS, aunque actualmente no se pueden
clasificar como causales con la evidencia
disponible, pueden cambiar su clasificacion segiin
la aparicion de nueva evidencia que las clasifique
como patogénicas o benignas, por lo que es
importante establecer un plan de reanalisis de
datos con cierta periodicidad.

Fuente: elaboracién propia.

Limitaciones

Las pruebas basadas en tecnologias NGS,
como cualquier prueba de laboratorio, tienen
limitaciones que deben ser conocidas para una
adecuada interpretacién de los resultados. El
costo de una secuenciacién veloz, masiva y
paralela es el aumento de errores en relacién
con la cobertura o profundidad con la que
se secuencia el gen. En las pruebas NGS, la
cobertura de lecturas de un mismo fragmento
es mas baja en comparaciéon con Sanger,
por lo que hay mas probabilidad de que se
omitan regiones con variantes considerables para
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proporcionar un diagnéstico adecuado. Por otra
parte, en el proceso de amplificacién basado
en PCR también se pueden generar errores,
especialmente en regiones con alto contenido
de guanina y citosina, que finalmente pueden
terminan por afectar el posterior analisis de
datos (50). Otra limitacién es la reduccién de
la longitud de las secuencias (de 800-1000 pb
en Sanger a 40-400 pb en NGS), lo que genera
mayor dificultad en el anilisis de datos (48).
Dependiendo del disefio de la prueba, las pruebas
basadas en NGS pueden presentar limitaciones
en la identificacién de deleciones, inserciones,
mosaicismos y traslocaciones de gran tamafio
o en la deteccién de variantes de nidmero de
copias, en los que serfan de mayor utilidad otras
pruebas méas especificas como la amplificaciéon
de sondas dependientes de ligandos miltiples, la
hibridacién fluorescente in situ o la hibridacién
genémica comparativa (21). Adicionalmente, en
los tltimos afios, con el uso de estas tecnologias,
es cada vez mayor el reporte de variantes
genéticas de significado clinico incierto, lo que
suscita incertidumbre al analizar la informacién
para determinar un diagndstico y tratamiento
apropiados (51,52). Estos errores se pueden
disminuir implementando buenas pricticas de
laboratorio que garanticen técnicas de buena
calidad y a partir de la utilizacién de estdndares
especificos con evidencia cientifica valida en
todas las bases de datos.

En Colombia, se espera que a futuro se realicen
més estudios epidemiolégicos que permitan
identificar la asociacién entre variantes genéticas
propias y la enfermedad que se va a estudiar, y que
se generen datos gendmicos de consulta abierta.
Actualmente, en Colombia solo se dispone de
informacién genémica de nuestra poblacién en
una base de datos publica, perteneciente al
proyecto 1000 genomas, que contiene variantes
alélicas identificadas a partir de 148 muestras
individuales de ADN, recolectadas en la ciudad
de Medellin (53). Todas las pruebas aqui
nombradas estdn cubiertas por el Plan de
Beneficios en Salud (PBS) y se pueden solicitar
sin costos adicionales para el paciente. De
acuerdo con la dltima Clasificacién Unica de
Procedimientos en Salud, Resolucién 5851 del 21
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de diciembre del 2018. Las pruebas disponibles
para genética se pueden ubicar desde el cddigo

90.8.4 hasta el codigo 90.8.4.41 (54).
Perspectivas

La secuenciacién de nueva generacién es una
herramienta que ya se esta utilizando y que apoya
el diagnéstico de pacientes con enfermedades
comunes como el cdncer hasta pacientes con
enfermedades raras o huérfanas. En la practica
clinica, su implementacién genera retos que
deben considerarse para que el impacto positivo
de estas tecnologias sea atin mayor. Estos
incluyen reducir el tiempo de entrega de
resultados, generar guias para el manejo clinico
de las variantes, aumentar la representacién
poblacional en las bases de datos y estandarizar
las practicas de laboratorio y de andlisis de
datos (55). Asimismo, es importante que exista
legislacién sobre el uso de las tecnologias de
secuenciacién en el ambito clinico, con el fin de
que se estandaricen los procesos y se promueva
la implementacién e investigacién sobre el tema.
Los gobiernos de algunos pafses, como China
y Estados Unidos, han adelantado medidas
regulatorias y guias con esta finalidad (56).

La investigacién en tecnologfas de
secuenciaciéon de ADN se encuentra en continuo
desarrollo. Actualmente, se enfoca en mejorar la
interpretacién de los datos y la clasificacion de
las variantes, para lo cual existen, por ejemplo,
iniciativas dirigidas al uso de la inteligencia
artificial en la deteccién de variantes y la
predicciéon de su efecto (55). Han surgido
también tecnologias llamadas secuenciacién de
tercera generaciéon, como la secuenciacién por
Nanopore, que se caracteriza por la generacién
de fragmentos de lectura largos (de hasta 1 Mb)
sin necesidad de amplificacién por PCR, lo que
evita sesgos y permite una cobertura mucho m4s
homogénea del genoma (57). Estos avances se
ver4an implementados en la prictica clinica en un
futuro no muy lejano.
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Conclusiones

Las NGS son pruebas paraclinicas que siempre
deben partir de una aproximacién clinica
inicial adecuada y de una visién integral del
paciente que incluye resultados de otras pruebas
paraclinicas para su uso razonado, correcta
interpretacion y toma de decisiones acertadas
en la practica médica. En la dltima década, las
pruebas NGS han establecido su valor como
prueba diagnéstica, dado su buen rendimiento
para la deteccion de enfermedades genéticas y el
descubrimiento de nuevas variantes patogénicas.
Esta tecnologia ha permitido facilitar el
diagnéstico molecular, al ser una herramienta
mas eficiente y veloz en la secuenciacién de
genes, y ha facilitado la identificacion y la
clasificacién de multiples variantes genéticas
junto con su respectiva asociacién patoldgica.
Adicionalmente, se han disminuido los costos
de la secuenciacién y la duracién en la que se
define el diagndstico, lo que permite establecer
oportunamente medidas de prevencién en
pacientes con alto riesgo a futuro.

Las pruebas basadas en NGS representan
retos y desafios, como la comprensién de su
utilizacién de forma adecuada, su validacién a
partir de estandares de calidad y la interpretacion
correcta de variantes reportadas, junto con una
asesorfa acertada para el paciente, con el fin
de lograr que el diagnéstico de enfermedades
de base genética sea cada vez mas oportuno
y adecuado. Es de gran trascendencia que los
médicos tengan la informacién bésica para poder
solicitar e interpretar estas pruebas, dada su
relevancia clinica actual.
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Glosario

Acido desoxirribonucleico (ADN):: acido nucleico
de doble hebra, encargado del almacenamiento
a largo plazo y la transmisién hereditaria de
la informacién necesaria para la sintesis de
macromoléculas.

ADN polimerasa:: enzima que se encarga de
sintetizar la nueva hebra complementaria de

ADN.

Amplificacion génica:: producciéon de varias copias
de un fragmento de ADN en particular.

Cobertura:: porcentaje de bases del genoma
de referencia que se estidn secuenciando una
cantidad determinada de veces.

Enfermedad genética:: trastorno debido a la
alteraciéon de uno o varios genes, los cuales
sintetizan proteinas defectuosas.

Enfermedades monogénicas:: son enfermedades
causadas por la alteracién en la secuencia de un
solo gen.

Enfermedades poligénicas:: son enfermedades
causadas por la alteracién en la secuencia de
varios genes, y bajo la influencia de miltiples
factores ambientales.

Exoma:: porcién del genoma conformada por
exones.

Exén:: regién del gen que codifica amino4cidos.

Fenotipo:: conjunto de caracteristicas que son
visibles en un individuo, las cuales son el
resultado de la expresién de genes, mas los
factores del medio ambiente.

Frecuencia alélica:: medicién de la abundancia de
un alelo en una poblacién particular.

Gen:: serie de nucledtidos que contienen la
unidad de informacién requerida para la sintesis
de una molécula funcional.

Genoma:: totalidad de material genético
contenido en un organismo.
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SECUENCIACION DE NUEVA GENERACION (NGS) pE ADN: PRESENTE Y FUTURO EN LA PRACTICA CLINICA

Genotipo:: conjunto de genes de un individuo,
que contribuyen en la definicion de sus
caracteristicas visibles.

Hibridacién de dcidos nucleicos:: proceso por el
cual, dos hebras complementarias de 4cidos
nucleicos se unen entre si, formando una
molécula de estructura bicatenaria y de doble
hélice.

Intron:: region del gen que no codifica
aminodcidos. Se cree que ayudan a la regulaciéon
y a la proteccién de la expresion génica.

Longitud de lectura de la secuenciacion:: se refiere
al ndmero de pares de bases que se alcanzan a
secuenciar a partir de un fragmento de ADN.
Entre mas largas sean las lecturas, mas fAcil
serd el acoplamiento de las secuencias y habra
menos posibilidad de errores en la deteccion de
variantes.

Mosaicismo:: presencia de dos o méas poblaciones
celulares con material genético distinto en el
mismo organismo.

Nucleétido:: unidad basica de los dcidos nucleicos.
Estdn compuestos por una cadena de aztcar, un
grupo fosfato y una base nitrogenada.

Panel de genes:: examen genético que estudia
simultdineamente un conjunto de genes
determinado, los cuales estan asociados a una
patologia especifica.

Primer (cebador):: cadena de oligonucleétidos
que actta como molde de inicio, para que la
ADN polimerasa pueda adicionar nucleétidos y
comenzar con la replicacién de la nueva hebra.

Profundidad:: ntmero promedio de veces que
cada base en el genoma es secuenciada en los
fragmentos de ADN.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)::
técnica mediante la cual se obtiene una gran
cantidad de copias de un fragmento de ADN de
interés.

Secuenciacién:: determinacién del orden de los
nucleétidos de una molécula de ADN o ARN.
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Secuenciacion de nueva generacion:: grupo de
tecnologias disefiadas para secuenciar gran
cantidad de segmentos de ADN de forma masiva
y en paralelo, en menor cantidad de tiempo y a
un menor costo por base.

Splicing:: mecanismo por el cual se eliminan los
intrones transcritos de un gen, y posteriormente
se unen los exones.

Variante genética:: cambio en la secuencia de
nucleétidos del gen, que conlleva una alteraciéon
en la funcién biolégica de la proteina codificante.
Puede ser causal de enfermedad, conceder
susceptibilidad o ser parte de la diversidad
poblacional.

Variante  germinal::  afecta  las  células
reproductoras del individuo; por lo tanto, la
mutacidn se transmite a su descendencia.

Variante somdtica:: afecta las células somaticas del
individuo, pero no las células reproductoras. La
mutacién no se transmite a su descendencia.

Variante de nucledtido inico:: cambio en la
secuencia de ADN que solo altera un nucleétido.

Variante de niimero de copias:: alteraciéon que
consiste en la pérdida o ganancia de uno o més
nucledtidos de un trozo de ADN.
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