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RESUMEN

El impacto que representan las afecciones genéticas en las unidades de cuidado intensivo neonatal (UCIN) en
Chile no se conoce con certeza, aunque se acepta que es cuantioso y creciente. El desarrollo de nuevas técnicas
que permiten investigar las bases genomicas de los fenotipos humanos y la considerable disminucion de los
costos de los estudios moleculares han impulsado el uso de técnicas de andlisis gendmico en la prdctica clinica,
especialmente en las dreas de medicina neonatal. El principal grupo detectado en la etapa de recién nacido son
las malformaciones congénitas, las que se observan en 2-3% de los recién nacidos vivos, cardiopatias congénitas
en 1%y los errores congénitos del metabolismo en 0,5%. Se estima ademds que las malformaciones congénitas
son responsables de un 13%de los ingresos a las UCIN y de mds de un tercio de la mortalidad neonatal. Las nuevas
tecnologias disponibles para el estudio molecular de enfermedades genéticas permiten el diagndstico de precision
en un numero muy importante de los pacientes criticamente enfermos ingresados a UCIN. El diagndstico certero
en el tiempo adecuado muchas veces modifica el manejo y mejora el prondstico.

En este articulo se revisan las diferentes metodologias diagndsticas actualmente disponibles, sus indicaciones y
rendimiento en el estudio etioldgico de recién nacidos en los que se sospecha una condicidn de origen genético.

SUMMARY

In Chile, the real burden of genetic conditions in neonatal intensive care units is unknown but it is accepted
thatitis high and increasing. The development of new technologies that allow the study of the genetic bases
of human phenotypes and the considerable decrease of the costs of molecular analyses have driven the use of
genomics assays techniques in clinical practice, especially in the area of neonatal medicine. In the newborn
period the principal group of genetic anomalies detected are congenital malformations, which are present
in 2-3% of live births, followed by congenital heart defects in 1% and inborn errors of metabolism in 0,5%.
It s considered that congenital malformations are responsible for 13% of neonatal care unit’s incomes, and
one third of neonatal mortality. New available technologies for molecular study of genetic diseases permit
precise diagnoses in a considerable number of critically ill patients in neonatal care units. Many times, an
accurate diagnosis performed at the right time modifies the management and prognosis of the disease.

In this report all different diagnostic methodologies available and their indications in the study of etiological
diagnosis of newborns suspected to have a genetic condition are reviewed.
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ANTECEDENTES

Las enfermedades genéticas y las malformaciones congénitas son
la primera causa de mortalidad infantil en Chile'. Esto ocurre desde
hace ya varios anos en paises desarrollados, es asi como en EE.UU. el
ano 2013 estas afecciones fueron responsables de mas del 20% de
las muertes en menores de 1 afo?. Asi mismo, se estima que 6,4-
14,4% de los recién nacidos en EE.UU. requieren ser ingresados a
algln tipo de unidad de cuidado neonatal y que la mitad de estos
ingresos no se relacionan con problemas asociados a prematuridad?.

Las afecciones genéticas, incluyendo las alteraciones monogéni-
cas, las variaciones en el nimero de copias (CNVs) y las alteraciones
cromosoémicas son condiciones individualmente poco frecuentes
pero que en conjunto afectan una proporcion importante de la
poblacién general*®. A la fecha existe caracterizacién molecular
para 7.001 de las casi 8.000 afecciones genéticas identificadas
y se han descrito 6.202 afecciones monogénicas, producidas por
cambios en 4.526 genes®.

No se conoce exactamente el impacto que representan las afec-
ciones genéticas en las UCIN en Chile, aunque se acepta que su
impacto es importante y creciente. Cada vez con mds frecuencia se
reciben recién nacidos con diagnéstico prenatal confirmado y otros
son diagnosticados en las primeras horas o dias de vida cuando se
trata de fenotipos reconocibles, sin embargo, muchos diagnésticos
son dificiles de precisar’, y frente a la sospecha de una afeccién ge-
nética subyacente es importante conocer las herramientas dispo-
nibles para establecer un diagnéstico de precision.

El campo de la genética médica ha ido progresivamente adqui-
riendo un rol importante en los estudios diagnésticos. El desarro-
llo de nuevas técnicas que permiten investigar las bases genémi-
cas de los fenotipos humanos y la considerable disminucion de los
costos de los estudios moleculares han impulsado el uso de técni-
cas de analisis genémico en la practica clinica, especialmente en
las dreas de medicina neonatal, a pesar de que las enfermedades
genéticas pueden manifestarse a cualquier edad®’.

Sin embargo, antes de realizar cualquier estudio diagnéstico es
fundamental la evaluacion clinica exhaustiva, la que debe incluir
un analisis detallado de la historia familiar. No existen recomen-
daciones especificas de que el estudio debe hacerse a cada pa-
ciente para descartar afecciones genéticas en la etapa neonatal.
Incluso existe la propuesta, lejana a nuestra realidad, de realizar
estudio de secuenciacién completa de exoma o genoma, en todo
recién nacido criticamente enfermo en el que se sospeche una
afeccién genética subyacente''2,

EPIDEMIOLOGIA
Como se senalo, el real impacto de las afecciones genéticas en
una UCIN no se conoce, pues muchas condiciones potencialmen-

te genéticas con frecuencia no son estudiadas, no son evidentes
0 se expresan solo parcialmente durante el periodo de hospitali-
zacion. El principal grupo detectado en la etapa de recién nacido
son las malformaciones congénitas, las que se observan en 2-3%
de los recién nacidos vivos, cardiopatias congénitas en 1% y los
errores congénitos del metabolismo en 0,5%"3. Se estima ademas
que las malformaciones congénitas son responsables de un 13%
de los ingresos a las UCIN y de mas de un tercio de la mortalidad
neonatal'.

Se calcula que las malformaciones congénitas, las afecciones
neuromusculares, el retraso del neurodesarrollo vy la discapacidad
intelectual en global, afectan a un 10% de los recién nacidos vi-
vos y que alrededor de 20% de la mortalidad infantil en EE.UU.
se debe a malformaciones congénitas y/o a anomalias cromos6-
micas'?. Durante los Ultimos 30 afios, en los paises desarrollados,
la mortalidad por defectos congénitos se ha mantenido relativa-
mente estable, a diferencia de la importante reduccién, cercana
a 50%, que ha mostrado la tasa global de mortalidad infantil™. En
Chile, en general, los numeros son muy similares’.

Un andlisis mas amplio de las tasas regionales realizado por la Or-
ganizacion Panamericana de la Salud, muestra que anualmente
nacen en la Regidn de las Américas mas de 15 millones de nifos.
De ellos, en 2017, aproximadamente 15 de cada 1.000 moriran
antes de cumplir 1 anoy 10 de cada 1.000 antes de cumplir un
mes de vida. Las muertes neonatales estimadas (103.000) en
2017 ocurridas en América Latina y el Caribe representaron casi
dos tercios (65,5%) de todas las muertes en el primer ano de vida
y 55% de todas las muertes de ninos menores de 5 anos. De las
defunciones durante los primeros 28 dfas de vida, 1 de cada 5 se
debe a defectos congénitos, lo que traducido a ndmeros absolu-
tos representa casi 20.000 ninos. Debido a los logros alcanzados
en términos de reduccion de otras causas de muerte prevenibles
en este grupo de edad, la proporcién de muertes neonatales cau-
sados por defectos congénitos aumento de 16,2% a 22,3% entre
los anos 2000 y 2016. En términos generales, la mortalidad pro-
porcional debida a defectos congénitos esta incrementando con
el paso del tiempo en la mayoria de los paises. Sin embargo, no se
aprecia un incremento claro de las tasas de mortalidad neonatal
por esta causa, aun cuando cabe considerar que en general estan
bajando™.

¢QUE PACIENTES DEBEN SER ESTUDIADOS?

Cada vez con mas frecuencia hay sospecha o diagndstico prenatal
confirmado de una afeccién genética en el periodo prenatal. La
mejoria en la resolucion de las imagenes de ultrasonido, la dis-
ponibilidad de resonancia magnética fetal y de estudios mole-
culares, ya sea como tamizaje a través del diagnostico prenatal
no invasivo (NIPT por sus siglas en inglés) o de certeza, a través
de técnicas citogenéticas o moleculares, entregan cada vez infor-
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macién mas certera al equipo de médicos tratantes permitiendo
enfrentar de mejor manera el nacimiento del nino afectado. Sin
embargo, aln persiste un nimero importante de casos en los que
el equipo médico se ve enfrentado a la sospecha de una afeccion
genética subyacente en el periodo neonatal inmediato o en los
primeros dias de vida.

Las situaciones en las que esto ocurre se sefialan a continuacion™.
- Recién nacido con malformaciones congénitas severas y cuyo
fenotipo no es compatible con un sindrome conocido.

- Condiciones criticas con compromiso vital, de etiologia no pre-
cisada (falla organica multiple).

- Enfermedad grave de algun 6rgano vital, de patogenia desco-
nocida y sin respuesta a las terapias estandares.

- Trastorno neurolégico grave de origen desconocido.

- Falla metabdlica de origen desconocido.

- Retraso severo del crecimiento intrauterino de origen desco-
nocido.

- Otras condiciones agudas, graves, de origen desconocido.

Sin duda, la manifestacién mas conocida y llamativa de las afec-
ciones genéticas son los sindromes de multiples malformaciones
congénitas, para los que el hombre desde siempre ha buscado una
explicacion. Estas explicaciones en las distintas épocas han pasado
desde las maldiciones de los dioses, hibridacion con animales, re-
lacion con fendmenos naturales como los eclipses, etc. En la actua-
lidad es posible establecer el origen certero en un porcentaje muy
alto de estos defectos.

Es importante mencionar también que no todos los defectos
congénitos tienen una base genética y es asi como siempre hay
que tener presente, en el diagnéstico diferencial, la posibilidad
de que el defecto sea secundario a la accién de un teratégeno
o producto de una interferencia externa al desarrollo embriona-
rio o fetal, como ocurre con las bridas amnioticas. También es
importante tener presente que existen fenotipos muy caracte-
risticos de un diagndstico pero en los que el genotipo es alta-
mente heterogéneo, por lo que es importante realizar un estu-
dio genético molecular que incluya todos los eventuales genes
involucrados, como ocurre, a modo de ejemplo, en el sindrome
de Noonan, en el que se ha descrito asociacién en al menos 9
genes: PTPN11 en 50% de los afectados, SOST en alrededor de
13%, RAFTy RITT cada uno en 5%, KRAS en menos del 5% y otros
como BRAF, LZTR1, MAP2K1 y NRAS en los que se han detecta-
do mutaciones en menos del 1% de los casos con Sindrome de
Noonan'®, Sin embargo, el escenario mas frecuente al que se ve
enfrentado el genetista clinico es un fenotipo en el que no se
reconoce elementos de una afeccion genética clasica y tampoco
existe historia para plantear un origen no genético como una
enfermedad materna. Frente a cada una de estas alternativas el
enfrentamiento desde el punto de vista del estudio diagnéstico
serd diferente’®,

Contar con un diagnéstico de precision es fundamental para la
familia y para el equipo tratante, pues permite determinar la dis-
ponibilidad de tratamiento especifico, la posibilidad de acceso a
estudios clinicos, la importancia de evitar algunos agentes con
eventual contraindicacion, el retiro de terapias no requeridas,
entre otros y a los padres les permite conocer el pronéstico, po-
sibles complicaciones, unirse a agrupaciones de padres, tomar
decisiones reproductivas, entre otros. En la Figura 1 se muestra
un esquema de enfrentamiento diagndstico al recién nacido con
malformaciones congénitas y en la Figura 2 un esquema de en-
frentamiento diagnéstico al recién nacido criticamente enfermo.
Todo lo anterior permitira al equipo médico de las unidades neo-
natales mejorar el manejo clinico y secundariamente disminuir
la morbimortalidad y también, en aquellos casos con pronostico
vital desfavorable, y en conjunto con una familia bien informada,
tomar decisiones tendientes a adecuar el esfuerzo terapéutico.

¢CUALES SON LOS EXAMENES DISPONIBLES Y CUANDO
SOLICITARLOS?

Los avances en genética molecular y la disponibilidad, cada vez a
costos mas accesibles, de las nuevas tecnologias permiten cada
dia acceder a ellas con mayor facilidad. Sin embargo, aun en mu-
chas oportunidades son los estudios mas clasicos los que nos per-
miten realizar diagnosticos certeros.

A continuacion, se describen los examenes disponibles y su uti-
lidad en pacientes ingresados a una unidad de cuidados criticos
neonatales, y en los que se sospecha una afeccion genética:

Cariograma

Es el primer estudio citogenético del que se dispuso y hasta hoy
se mantiene como el examen de eleccién para el diagndstico de
aneuploidias. Es también el Unico examen que permite la detec-
cion certera de alteraciones cromosomicas balanceadas.

Permite también la deteccién de deleciones y duplicaciones de
hasta 5-10 Mb, dependiendo de la resolucion del bandeo y de la
ubicacion de la alteracion dentro del cromosoma y de rearreglos
estructurales balanceados y no balanceados. El cariograma es ha-
bitualmente el primer estudio solicitado en recién nacidos con
multiples anomalias congénitas y como se senald es el estudio de
eleccién frente a las sospecha de aneuploidias como sindrome de
Down (trisomia 2 1), sindrome de Edwards (trisomia 18), sindrome
de Patau (trisomia 13) y sindrome de Turner (monosomia X o 45,
X), permitiendo no solo establecer el diagndstico sino que tam-
bién identificar si la alteracion es producto de una no disyuncion
0 si se trata de una translocacion no balanceada heredada a partir
de una alteracion balanceada de uno de los progenitores. El ca-
riograma permite también detectar mosaicos (dos o mas lineas
celulares con complementos cromosémicos diferentes) y por
supuesto también los complementos cromosémicos poliploides
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(triploidias, tetraploidias, entre otros). La principal desventaja del
cariograma es su limitada resolucién ya que no permite detectar
alteraciones menores a 5-10 Mb asi como tampoco permite de-
tectar otras alteraciones como las disomias uniparentales'”.

Indicaciones de estudio cromosémico en recién nacidos:

+ Recién nacidos con un sindrome cromosémico clasico.

+ Recién nacidos con mdltiples malformaciones congénitas (mds
de dos no relacionadas).

+ Recién nacidos con trastornos de la diferenciaciéon sexual.

+ Hijos de padres portadores de alteraciones cromosémicas.

« Sospecha prenatal de aneuploidia.

FISH

Es una técnica de citogenética molecular que marca secuencias
nucleotidicas a través de sondas unidas a un fluorocromo. Esta
técnica permitié un gran avance en el campo de la citogenética
va que detecta deleciones y duplicaciones submicroscépicas en
un rango de 50-200 Kb, Se usa habitualmente para el diagnds-
tico rapido de aneuploidias y de sindromes de microdelecién (por
ej.: del22g11.2) y para el diagndstico de sexo genético en recién
nacidos con trastornos de la diferenciacion sexual (sondas para
gen SRY'y para cromosoma X). Las ventajas de esta técnica son:
de bajo costo, capacidad de deteccidn de alteraciones pequefias
y rapidez de ejecucién ya que no requiere cultivos celulares. Su

Figura 1. Algoritmo de enfrentamiento diagnéstico del recién nacido con miuiltiples anomalias
congénitas

¢Es posible reconocer un
sindrome especifico?

\4

Estudio molecular dirigido
+/- otros estudios
diagnosticos

\/

¢Diagnostico
confirmado?

\/ Y

iSospecha el clinico una
afeccion genética?

*Considerar etiologias no genéticas como teratoma, deformaciones debido a fuerzas mecanicas, disrupcion

(por ej. bridas amnidticas o eventos vasculares tempranos en el Utero).

Traducida de Carroll J. et al. (Ref.17).

\/

¢Esta el recién

nacido estable?

Microarrays, considerar
WES o WGS +/- otros
estudios *

Microarrays +/- otros
estudios diagndsticos *

¢Diagnostico
- confirmado?

A

Abreviaturas: WES: secuenciacion completa de exones; WGS: secuenciacion del genoma completo.
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Figura 2. Algoritmo para el estudio diagndstico del recién nacido criticamente enfermo

tratamientos estandar.

Recién nacido en UCI neonatal con una de las siguientes condiciones:
Riesgo vital, condicion critica de causa no precisada.
Enfermedad grave de algun organo de origen desconocido, especialmente en casos de poca respuesta a

Malformaciones congénitas severas, que no son consistentes con algun sindrome conocido.
Signos neurologicos graves de causa desconocida.
Falla metabolica de origen desconocido.

Condiciones graves, inespecificas e indiferenciadas al nacer.
Otras condiciones agudas inexplicables o poco claras.

i

Asesoramiento genético
¢Etiologias no genéticas excluidas? Signos clinicos/examenes de laboratorio/Imagenes que indican condiciones
genéticas conocidas?

— 3 escenarios posibles

v WV v
Una etiologia ho genética El fenotipo de la enfermedad El fenotipo no es consistente
puede explicar la enfermedad es altamente consistente con con ninguna condicidon genética
basado en la historia pre-y una condicion genética conocida; también se ha
excluido o es poco probable una

perinatal o con examenes de
laboratorio o imagenes

afeccion no genética conocida

WV

v N\
Enfermedad Enfermedad N
genéticamente genéticamente i
homogénea heterogénea Arrays para CNVs seguidos de WES
Una etiologia genética es mas
probable en presencia de:
- Recurrencia familiar
N2 - Consanguinidad parental
;Disponibilidad de - Fenotipo severo
estudios especificos
rapidos?
Si No
v

Estudio de diagndstico y
tratamiento especifico

Estudios especificos
genéticos y no genéticos

Arrays para CNVs
seguidos de WES

Traducida de Borghesi A et al. (Ref.10).
Abreviaturas: CNVs: variaciones en el numero de copias; WES: secuenciacion completa de exones.

mayor desventaja es la sospecha diagnostica que debe ser pre-
cisa puesto que se requiere del uso de sondas especificas para
cada diagnostico. También es importante sefalar que no detecta
alteraciones de tamanos menores a 50 Kb, y puede llevar a un

subdiagnaéstico.

Para su ejecucién se utilizan diferentes tipos de sondas depen-
diendo del diagnoéstico de sospecha:

- Centromeéricas: sirven para detectar alteraciones numeéricas. Se
pueden realizar en nucleos.

- Sondas de secuencia unica (locus especifico), hibridan con se-
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cuencias cromosomicas concretas. Se utilizan para estudio de
microdeleciones o duplicaciones. Requieren células en division.
- Sondas de pintado cromosémico: contienen una libreria de se-

cuencias genémicas que abarcan todo un cromosoma o una region
especifica. Permiten detectar alteraciones estructurales o numéri-
cas. Requieren células en division. No son de uso clinico habitual.

Indicaciones de estudio de FISH en recién nacidos

« Diagnéstico répido de aneuploidias.

- Estudio de microdeleciones.

« Asignacion de sexo genético en recién nacidos con trastorno de
la diferenciacion sexual.

MLPA

la técnica de MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification) permite el estudio de las variaciones del nimero de
copias de genes (CNV) asociados a enfermedades. Existen kits espe-
cificos para cada enfermedad que se desee analizar, por ello, cada kit
contiene una mezcla de sondas especificas disenadas de forma que
contienen una region especifica y otra region universal para amplifi-
carlas todas juntas en una sola reaccion de PCR. Si no hay alteraciones
en las secuencias, las sondas se ligan, se amplifican, se separan por
electroforesis capilar y se analizan los datos en un software especial.
De esta forma se pueden detectar cambios en el ndmero de copias
desde cromosomas completos hasta exones individuales. Esta téc-
nica también se usa para detectar cambios en los patrones de me-
tilacion del ADN (MS-MLPA) y es lo suficientemente sensible como
para discriminar aberraciones en genes causantes de enfermedades
que tienen pseudogenes (genes muy similares). Por o tanto, permite
detectar aneuploidias, deleciones, duplicaciones y disomias unipa-
rentales. También permite determinar el origen parental de los frag-
mentos, pero no permite detectar mosaicos bajos, triploidias feme-
ninas ni alteraciones estructurales balanceadas.

Hibridacién genémica comparativa (CGH array)

Esta técnica permite detectar variaciones en el nimero de co-
pias del genoma, es decir, detecta la cantidad de informacion
gendmica de un individuo. Es por lo tanto la técnica de eleccion
para el estudio de deleciones o duplicaciones submicroscépicas
y permite ademas detectar aneuploidias. Las técnicas de hibri-
dacién comparativa de genoma pueden ser complementadas
con el andlisis de polimorfismos de nucledtido Unico (SNP-array),
permitiendo un analisis mas fino de las variaciones del genoma.
Consiste en marcar con fluorésforos diferentes el ADN genémico
en estudio y el de un individuo normal y cohibridarlos con cromo-
somas metafasicos normales, para posteriormente analizarlos con
un software especifico que permite detectar cambios genémicos,
ganancias o pérdidas, con una sensibilidad de 10-20 Mb.

El CGH array fue la primera técnica de microarray utilizada clini-
camente y usa sondas que hibridan en diferentes regiones a lo

largo del genoma permitiendo definir si hay ganancias o pérdi-
das. Al agregar SNPs es posible determinar la heterocigocidad
(origen parental de cada regién) permitiendo también determi-
nar disomias uniparentales y los eventuales ancestros comunes
(mientras mayor es la pérdida de heterocigocidad, mayor es la
posibilidad de ancestros comunes). Dependiendo de la platafor-
ma que se utilice, el tipo y la densidad del array utilizado (60,
180 0 400K), cambia la resolucién. A diferencia del FISH, el CGH
permite el andlisis simultaneo de millones de loci, no requiere
sospecha clinica especifica y puede detectar deleciones y dupli-
caciones de mucho menor tamano, permitiendo mayor preci-
sion en la determinacion de los puntos de quiebre y de los genes
involucrados en la alteracion.

En resumen, el CGH array es una técnica de mayor rendimiento
que el cariograma y el FISH en el estudio de patologias gené-
ticas ya que permite la deteccion, ademas de las aneuploidias,
de alteraciones submicroscépicas (microdeleciones y microdu-
plicaciones) y también de alteraciones cromosémicas desba-
lanceadas. No permite detectar translocaciones balanceadas ni
mosaicos bajos. La interpretacién de los resultados requiere de
bases de datos extensas de poblacion normal y afectada.

Los resultados se informan como: patogénicos, probablemente
patogénicas, variantes de significado incierto (VUS), probable-
mente benignos o benignos. Los cambios definidos como pro-
bablemente patogénicos deben ser analizados a la luz del feno-
tipoy las variantes de significado incierto, deben ser ademas ser
correlacionadas con el genotipo de los progenitores.

Indicaciones del uso de CGH- array en recién nacidos

+ Recién nacidos con mdltiples malformaciones congénitas (con
cariotipo normal).

« Recién nacidos con sindromes dismérficos de etiologfa no pre-
cisada.

« Recién nacidos en los que el estudio cromosémico muestra
cromosomas marcadores.

« Recién nacido con retraso de crecimiento intrauterino, de etio-
logia no precisada, y con cariotipo normal.

Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR)
La técnica de PCR en tiempo real (RT-PCR) permite la amplifica-
cién de un segmento de ADN que es flanqueado por dos par-
tidores. Con esto se logra obtener muchas copias de un gen 'y
compararla con un gen normal. Es una técnica sensible, rdpida y
econdmica. Su principal aplicacion clinica es la genotipificacion
de agentes infecciosos pero ademas es de gran utilidad en la
deteccion de mutaciones puntuales responsables de una enfer-
medad genética, con poca o nula variabilidad genotipica como
ocurre en la acondroplasia en la que mas del 98% de los pacien-
tes presenta una Unica mutacion en el gen FGFR3 (c.1138G>A;
p.Gly380Arg)'#%,
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Es un método que permite detectar la presencia de una se-
cuencia especifica, en una mezcla compleja de ADN. Su princi-
pal aplicacion en clinica es que permite determinar la expan-
sion de tripletes en algunas enfermedades genéticas (Corea de
Huntington, Sindrome de X-fragil). Su utilidad en neonatologia
estaria solo en los casos en que existe un riesgo aumentado,
por antecedentes familiares, de presentar una afeccién de
este tipo, pero principalmente en el diagnéstico de distrofia
mioténica, afeccién producida por un aumento de repetidos
CTG en el gen DMPK ubicado en 19g13 y que en el periodo
neonatal se manifiesta por un cuadro grave de compromiso
neurolégico.

Secuenciacion genémica

Es un conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya finalidad
es la determinacién del orden de los nucleétidos (A,C,G,T) en un
fragmento de ADN. Es una técnica que permite el diagnéstico de
un gran nimero de enfermedades monogénicasy es la técnica de
eleccién para identificar mutaciones puntuales.

Existen dos técnicas basicas de secuenciacion: secuenciacion
Sanger y la secuenciaciéon masiva o secuenciacion de nueva ge-
neracion (NGS).

Secuenciacion Sanger

Descrita en 1975, es la técnica de secuenciacion mas utilizada
para el estudio de segmentos especificos de ADN o de genes pe-
quenos. Es una técnica muy confiable, aunque su ejecucién es
lenta por lo que no es la técnica de eleccidn si se requiere secuen-
ciar varios genes o un gen grande en el que se han descrito varias
mutaciones. Se utiliza siempre para corroborar una alteracién de-
tectada por secuenciacién masiva. Cuando se solicita este estudio
es importante saber qué es lo que ofrece cada laboratorio ya que
algunos solo estudiardn las variantes patogénicas mas frecuentes
y otros haran la secuenciaciéon completa del gen.

Indicacion de secuenciacion Sanger en neonatologia

- Recién nacido en el que se sospecha fuertemente una afeccién
genética de baja heterogeneidad genotipica.

- Recién nacido con riesgo de presentar una afeccién genética
monogeénica conocida, por antecedentes familiares. Si se cono-
ce la alteracién molecular subyacente en la familia se solicita ese
estudio puntual.

Secuenciacién masiva

Es una técnica que permite secuenciar en un solo ensayo un gran
numero de genes, simplificando la metodologia de trabajo y au-
mentando la capacidad y velocidad de secuenciacion. Involucra
la secuenciacién de millones de pequenos fragmentos de ADN
en forma simultdnea, permitiendo que cada base a lo largo del
genoma sea secuenciada multiples veces. Esto permite analizar,

3 un costo menor, un gran ndmero de muestras 0 muestras que
requieren estudio de un gran nimero de genes. Esta metodologia
también permite la construccion de paneles a medida (se solicita el
estudio de diferentes genes de acuerdo a las caracteristicas feno-
tipicas del paciente).

Al igual que en los estudios con CGH, la patogenicidad de las va-
riantes detectadas se informa en una escala de 5 puntos: patogé-
nica, probablemente patogénica, variable de significado incierto
(VUS), probablemente benigna y benigna. Las dos primeras son
consideradas diagnésticas, las dos Ultimas habitualmente no se
reportan y se consideran variantes polimorficas y las variantes de
significado incierto requieren andlisis en relacion al fenotipo y es-
tudio de los padres para determinar si son heredadas o de novo, si
son heredadas desde un progenitor sano, es muy poco probable
que sean responsables de enfermedad’’.

Es la tecnologia mas apropiada para el diagndstico de enfermeda-
des con heterogeneidad génica y para la identificacion de nuevos
genes asociados a enfermedades genéticas.

Paneles de secuenciacién masiva

Los paneles genéticos se han desarrollado para evaluar un grupo
seleccionado de genes relacionados con un fenotipo en particu-
lar, es decir para evaluar fenotipos con heterogeneidad genéti-
ca. En neonatologia especificamente, los mas utilizados son los
asociados a epilepsia, miocardiopatias, hiperinsulinismo y coles-
tasia?!. Existen también otros paneles mas amplios que permiten
estudiar fenotipos menos especificos y, como se sefald, también
se pueden disenar paneles a medida. Sin embargo, a medida que
disminuyen los costos de las tecnologias involucradas, cada vez se
solicitan estudios mas amplios como la secuenciacién completa
de exoma (WES) o genoma (WGS).

Secuenciacién completa de exoma (WES)

En la actualidad la mayor utilizacion de la metodologia de secuen-
ciacién masiva es la secuenciacién completa de exoma (WES)??, la
que consiste en la secuenciacion simultanea de todas las regiones
codificantes del genoma, que son los exones y unas pocas va-
riantes intrénicas cercanas a los exones; permite identificar va-
riaciones de nucledtidos Unicos (SNVs) y pequenas inserciones y
deleciones (InDels) y se usa principalmente para el diagnéstico de
afecciones monogénicas.

El genoma humano, formado por casi unos 20.000 genes, con-
tiene cerca de 180.000 exones (2% del genoma). Los exones son
secuencias cortas de ADN que se traducen en proteinas, por eso
se conocen como regiones codificantes y contienen alrededor
del 85% de las mutaciones responsables de enfermedad. Para
hacer una mejor interpretacion de los resultados de un estudio
con WES, lo ideal es hacer analisis del trio (caso indice y ambos
progenitores).
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Estudios realizados en unidades neonatales en pacientes con sos-
pecha de enfermedades genéticas en los que se ha realizado WES
muestran tasas diagnosticas de entre 20 y 60% dependiendo de
lo estricto de los criterios de seleccion?324,

Por otra parte, WES tiene una mayor tasa de deteccion diagnosti-
ca que los paneles ya que permite identificar cambios responsa-
bles de enfermedad en genes no incluidos en el panel ademds de
detectar >98% de las variantes patogénicas de los genes incluidos
en los paneles?. Por otra parte, como WES no esta circunscrito a
genes conocidos como responsables de enfermedad, permite el
descubrimiento de nuevos genesy el re-analisis a la luz del cono-
cimiento nuevo?. Finalmente, el uso de WES disminuye el tiempo
requerido para tener un diagnéstico definitivo, lo que determina
una muy buena relacion costo-efectividad.

Secuenciacién completa de genoma (WGS)

WGS utiliza la tecnologia de secuenciacién masiva para secuenciar
con una cobertura uniforme, todo el ADN nuclear (exones e intro-
nes) y el ADN mitocondrial. Se solicita este estudio en pacientes
con sospecha de afeccién genética y con CGH y WES normales.
La utilidad diagnéstica de WGS en las unidades de cuidado critico
neonatal se ha evaluado en varias publicaciones que muestran un
rango de positividad que fluctda entre 19y 57%'"?”. Debido a la
cobertura mas uniforme y completa, WGS es superior al WES si se
considera la capacidad de evaluar el nimero de copias y variantes
estructurales?®. Al igual que WES tiene limitaciones: dificultad en
secuenciar algunas regiones (secuencia 90% del genoma), en ma-
pear los pseudogenes y en la deteccion de trinucedtidos repetidos.

Existen publicaciones recientes que proponen el uso de técnicas ra-
pidas de secuenciacién de genoma (rWGS) para el estudio diagnds-
tico de recién nacidos criticamente enfermos en los que sospecha
una afeccién genética®’ y también de cribado genémico neonatal®°.
Ambas situaciones requieren aun de mayor experiencia y disminu-
cion del costo de los estudios para ser aplicados en forma masiva.

Indicaciones de estudio con técnicas de secuenciacion masiva en

neonatologia’.

- Sospecha de una afeccién genética, con un fenotipo inespecifi-
Co y no consistente con un sindrome conocido.

- Presencia de una condicién consistente con una enfermedad
genética conocida y la que se sabe es genéticamente hetero-
génea en su origen.

- Sospecha de una condicién genética en un recién nacido criti-
camente enfermo y en quien el diagndstico rapido es relevante

para tomar decisiones de manejo.

Es importante senalar también que, si bien los avances en las tec-

nologias diagnésticas de afecciones genéticas son notables, exis-

ten una serie de dificultades en el periodo neonatal que dificultan
el diagnéstico:

- \ariabilidad fenotipica (penetrancia incompleta, expresividad
variable).

- Heterogeneidad genética, aun en afecciones consideradas ho-
mogéneas y con fenotipos clinicamente reconocibles, lo que
complica el andlisis diagnéstico.

- Bajo indice de sospecha de afecciones genéticas en recién na-
cidos porque el fenotipo no siempre se expresa completo en
las primeras etapas de la vida o el fenotipo se enmascara en
pacientes en condiciones criticas.

CONCLUSIONES

Las nuevas tecnologias disponibles para el estudio molecular de
enfermedades genéticas permiten el diagndstico de precisién en
un ndmero muy importante de los pacientes criticamente en-
fermos ingresados a unidades de cuidados neonatales. El diag-
néstico certero en el tiempo adecuado muchas veces modifica el
manejo y mejora el prondstico.

Cuando el fenotipo es altamente especifico, el enfrentamiento
puede ser dirigido (cariograma, FISH), pero cuando el fenoti-
po es inespecifico o sugerente de una afeccién genéticamente
heterogénea, es necesario realizar estudios mas amplios como
CGH array, paneles, WES o WGS. Si bien no existen guias cli-
nicas en relacién con cuando pedir estos estudios, cada dia se
solicitan con mas frecuencia y en forma mas temprana, lo que
ha permitido mejorar la oportunidad de realizar diagnésticos de
precision, conociendo los beneficios y limitaciones de cada uno
de estos estudios.

En el caso de los defectos congénitos, la tasa de diagndstico de
WES es 20-25%, si el analisis se restringe a genes conocidos res-
ponsables de enfermedad y puede aumentar hasta cerca de 70%
cuando se hacen estudios mas amplios, con una mejor descrip-
cion fenotipica (incluyendo examenes de laboratorio e imagenes)
v ademas se estudia el trio (caso indice mas progenitores). El ana-
lisis de la inmensa cantidad de datos obtenidos por WES o WGS
requiere del analisis exhaustivo realizado por expertos bioinfor-
maticos, quienes apoyados por clinicos, entregaran informes que
serdn mas certeros en la medida que se haya aportado mayor
informacién clinica®.
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