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De donde venimos, donde estamos y hacia donde vamos

Lucia I. Vago*

Hospital de Nifios Zona Norte Roberto Carra. Argentina

Resumen

Las enfermedades poco frecuentes (EPF)
son colectivamente comunes en la practica
diaria; la mayoria de ellas son de etiologia
genética e implican una alta carga de morbi-
lidad tanto individual como poblacional.

El desarrollo tecnolégico de la citogendmica,
en el ultimo siglo, pero especialmente en las
Ultimas tres décadas revolucioné el aborda-
je, diagnéstico y manejo de esas patologias.
Este articulo revisa los principales hitos al
respecto, desde la teoria cromosdmica de la
herencia hasta el fascinante mapa del geno-
ma humano telédmero a telomero.

Palabras clave: enfermedades poco fre-
cuentes, citogenética, biologia molecular ge-
némica.

JOURNEY AND EVOLUTION OF
CYTOGENOMICS TECHNOLOGIES IN RARE
DISEASES

Where we come from, where we are and
where we are going

Abstract

Rare diseases (RD) are collectively common in
daily practice, with most of them having a genetic
etiology and posing a high burden of morbidity
both at the individual and population levels.

The technological development of cytogenomics
over the past century, and especially in the last
three decades, has revolutionized the approach,
diagnosis, and management of these conditions.
This article reviews the key milestones in this field,
from the chromosomal theory of inheritance to
the fascinating telomere-to-telomere map of the
human genome.
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Introduccion

Alrededor de 300 millones de personas en
el mundo, 1 de cada 4 familias, viven con una
enfermedad poco frecuente (EPF). El 80% de
estas enfermedades responde a causas gené-
ticas. Son enfermedades crénicas, complejas,
progresivas, discapacitantes, y la mayoria de
ellas son potencialmente mortales.’

Se estima que una de cada quince perso-
nas en todo el mundo se ve afectada por una
EPF.2 Las EPF son comunes en la practica cli-
nica; sin embargo, el diagnostico y tratamiento
oportunos de estas enfermedades sigue sien-
do un desafio.

Aunque las EPF han afectado la salud hu-
mana a lo largo de la historia, el reconocimien-
to de este grupo de enfermedades, incluida la
terminologia, no surgié hasta este milenio.®

Entender y saber cédmo estudiar el genoma
humano es crucial a la hora de poder dar res-
puesta a este grupo mayoritario de EPF cuya
etiologia es genética. Cuando se observa re-
trospectivamente cuan reciente es la inacaba-
da comprension de la arquitectura gendémica
del ser humano por la comunidad cientifica, se
puede dimensionar que este colectivo de pa-
cientes ha sido involuntariamente discriminado
y excluido de su reconocimiento y también del
acceso a los cuidados médicos adecuados.

Tanto los equipos médicos como la comu-
nidad cientifica en general por mucho tiempo
carecidé de las herramientas para entender la
etiologia, las comorbilidades y guias de cui-
dados Légicamente, el desconocer donde se
origina el problema inhabilité e inhabilita el de-
sarrollo de terapias dirigidas.

Este articulo es una invitacion a compren-
der la magnifica expedicidén que realizaron los
investigadores en los albores del siglo XX y XXI
y principalmente la revolucién de la genémica
en los dltimos 20 afios con sus implicaciones
en la salud humana.

De dénde venimos: el surgimiento de la
citogenética

Los primeros diagnosticos de las
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enfermedades raras comenzaron a principios
del siglo XX y se basaron en parametros bio-
quimicos.*

Si bien en 1882 Walther Flemming descu-
bre material contenido en el nlcleo capaz de
tefirse fuertemente e ilustra los cromosomas
humanos usando tintes de anilina, es recién
en 1915 cuando Walter Sutton y Theodor
Boveri publican de forma independiente /a
Teoria cromosoémica de la herencia: los fac-
tores responsables de la herencia (genes) se
encuentran en los cromosomas dentro del
nicleo de cada célula y el comportamiento
de los cromosomas durante la meiosis puede
explicar las leyes de la herencia descriptas
por Mendel.5®

El término genoma fue creado en 1920 por
Hans Winkler, un profesor de botanica de la
Universidad de Hamburgo. Hoy sabemos que
un genoma es una coleccién completa de aci-
do desoxirribonucleico (ADN) de un organismo,
0 sea un compuesto quimico que contiene las
instrucciones genéticas necesarias para desa-
rrollar y dirigir las actividades de todo organis-
mo.” Sabemos ademas que cada fibra de ADN
se enrolla en metafase formando cromosomas
(23 pares) y que estas instrucciones estan en
codigo: una secuencia de letras (los nucledti-
dos o bases nitrogenadas: adenina [A], timina
[T], guanina [G] y citosina [C]).

Este conocimiento actual es el resultado
de enormes investigaciones y aportes progre-
sivos de la comunidad cientifica. En 1956, Joe
Hin Tjio y Albert Levan establecen el nimero
de 46 cromosomas del cariotipo humano,® y,
finalmente, los métodos citogenéticos se de-
sarrollaron en la década de 1960.

El primer descubrimiento de una aberra-
cién cromosoémica humana fue realizado por
Marthe Gautier y cols. de Paris, en mayo de
1958. Encontraron un cromosoma extra pe-
quefo en cultivos de fibroblastos de varios
nifos con sindrome de Down. Esto fue anun-
ciado en 1958 y reportado en enero de 1959.°

La mayoria de las enfermedades cromoso-
micas, incluido el sindrome de Down o trisomia
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21 (que no es una EPF), se descubren a partir
de entonces.

La introduccion de las bandas cromosémi-
cas en 1969-70 ha sido una de las innovacio-
nes mas importantes en citogenética. El des-
cubrimiento fue realizado por primera vez por
el grupo de Caspersson y Zech con quinacri-
na, que se intercalaba en el ADN produciendo
bandas Q oscuras y claras visibles mediante
microscopia de fluorescencia a lo largo de
cada cromosoma.' Lore Zech descubrié al
afo siguiente que todos los cromosomas hu-
manos podian identificarse entre si mediante
bandas Q.2

Los métodos de bandas han contribuido a
la precision del mapeo cromosdmico en la pa-
tologia cromosémica estructural y en la citoge-
nética del cancer; un ejemplo de ello es el des-
cubrimiento de Zech y Rowley del cromosoma
Filadelfia: una translocacién desequilibrada
9;22." Actualmente se sabe que muchos can-
ceres surgen en células madre que han sufrido
reordenamientos cromosémicos masivos de-
bido a un unico evento de cromotripsis, y las
bandas son esenciales para su andlisis.'™

Las técnicas de citogenética convencional
han sido, durante mas de 40 afios, el método
de eleccion de anomalias cromosomicas nu-
méricas y estructurales de mas de 5 Mb-10
Mb en pacientes con leucemias, retraso del
desarrollo, o mental, discapacidad intelectual,
trastornos del espectro autista y/o anomalias
congénitas multiples.’™ Desgraciadamente,
estas técnicas son manuales, absolutamente
dependientes de la experiencia y habilidad de
personal altamente calificado, y su resolucion
es muy variable.

Los estudios moleculares y la citogenética
molecular surgieron recién en las ultimas déca-
das del siglo XX. Pardue y Gall fueron los prime-
ros en utilizar en 1972 la hibridacién in situ para
mapear secuencias de ADN en cromosomas.
En 1981, los genes de las globinas humanas, la
insulinay las cadenas ligeras de inmunoglobuli-
nakappa se asignaron alos brazos cortos de los
cromosomas 16, 11 y 2, respectivamente.®'”
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Debido a que el marcaje con radiois6topos
requeria mucho tiempo y era poco practico,
pronto fue reemplazado por el marcaje de fluo-
rescencia y la microscopia UV. La hibridacion
fluorescente in situ (FISH) se convirtié en ese
momento en el método estandar tanto para
mostrar microdeleciones como para el mapeo
de genes y, en este sentido, reemplazd a los
clasicos métodos de ligamiento genético.'®
Gran numero de sindromes de microdelecion,
como el sindrome de DiGeorge (22g-) o el
sindrome de Williams (79-), se describieron y
diagnosticaron durante mucho tiempo con la
tecnologia de FISH.

La explosion de la biologia molecular

Desde el desarrollo de la secuenciacion
de Sanger en 1980 y la introduccion de la re-
accion en cadena de la polimerasa (PCR) por
Kary Mullis en 1986 (ambos premios Nobel de
Bioquimica por estos desarrollos tecnologi-
cos), el diagnéstico de la causa molecular de
patologias genéticas siguié una curva ascen-
dente en forma ininterrumpida.

La secuenciacion de Sanger, desarrollada
por el bioquimico inglés Frederick Sanger y su
equipo, es el método mas utilizado de secuen-
ciacién de ADN vy se utilizé para secuenciar el
primer genoma (un bacteriéfago) en 1977 y por
el Proyecto Genoma Humano.®? La técnica se
basa en agregar bases quimicamente altera-
das llamadas nucleétidos didesoxi junto con
nucleodtidos normales, generando la termina-
cién aleatoria del ADN cuando se incorpora
una base didesoxi. Esto da como resultado la
produccion de todos los fragmentos posibles
de la secuencia objetivo. Los fragmentos se
clasifican por su peso molecular. Cada base
didesoxi esta marcada con un tinte fluores-
cente que permite determinar la Ultima base
mediante un laser, produciendo una lectura
ordenada de los nucleétidos presentes en la
secuencia de ADN original.

En 1985, Kary Mullis desarroll6 latécnica de
la reaccion en cadena de la polimerasa, (PCR
en sus siglas en inglés), una de las técnicas

144

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 20 - N° 3 - 2024



centrales en biologia molecular que permite
la amplificacion de una regién especifica de
ADN usando nucleésidos trifosfatados y una
polimerasa de ADN. La idea de multiplicar una
hebra de ADN millones de veces la presenté
en 1983, pero no convencid a sus colegas de
la compania CETUS. Mullis debid, entonces,
demostrar por si mismo la aplicabilidad de la
técnica. La version inicial, aunque eficaz, era
poco eficiente, hasta el momento en que con-
cibi6 la brillante ocurrencia de emplear poli-
merasas del ADN termoestables extraidas de
microorganismos termofilicos (inicialmente la
polimerasa llamada Taq, procedente de Ther-
mus aquaticus).?"

Esta literal “fotocopiadora del ADN” revolu-
ciond la historia de la gendmica y actualmente
permite, a partir de muestras muy pequefias
de ADN, ampilificar solo las regiones de inte-
rés y obtener resultados fiables. Un ejemplo
de una de sus tantas aplicaciones es el area
de la genética forense en la que los peritos
logran suficiente cantidad de ADN a partir
de infimas muestras recogidas en la escena
del crimen con lo que se resuelven crimenes
histéricos, incluidos aquellos cometidos en el
pasado distante.

En 2002, en la revista Nucleic Acid Re-
search, Jan Schouten publica por primera vez
la técnica de MLPA (Multiplex Ligation depen-
dent Probe Amplification).?? La amplificacién
de sondas tras ligacién multiple es un método
de PCR multiple utilizado para detectar nime-
ros de copias anémalos en regiones conoci-
das del genoma que estan asociadas con un
trastorno genético especifico. Es el método
mas fiable y econdmico para la deteccion de
deleciones, duplicaciones y variaciones espe-
cificas en el numero de copias (CNVs) cono-
cidas. Es actualmente la técnica de eleccion
en patologias con estos mecanismos involu-
crados como DMD (distrofia muscular de Du-
chenne) o DiGeorge, entre otros.

El MS-MLPA es una adaptacion tecnolégi-
ca del MLPA para la deteccién de cambios de
metilacion en el ADN asociados con trastornos

Vago LI.: Tecnologias citogendomicas
en enfermedades poco frecuentes

genéticos (la metilaciéon es un fenédmeno epi-
genético involucrado tanto en el silenciamiento
de genes, hipermetilacion, como en la activa-
cién de genes, hipometilacién). Por ejemplo, el
pseudohipoparatiroidismo IB se produce por
una pérdida aislada de metilacion en el exén
A/B asociada con una delecion recurrente de
3 kb en el gen STX16 (20g913.32); ante la sos-
pecha clinica de esta patologia es de eleccion
el MS-MLPA con el kit SALSA ME031® (MRC-
Holland) que detecta tanto defectos de meti-
lacién como deleciones en STX16, asi como
deleciones que abarcan GNAS (causante de
otros tipos de pseudohipoparatiroidismo).z

En el afio 2004, la introduccién de la tec-
nologia de arrays cromosémicos (aCGH) per-
mitié la expansion de un capitulo extensisimo
de la genética médica como lo son tanto los
sindromes de microdeleciones y microdu-
plicaciones como los tumores originados
por este tipo de rearreglos. La tecnologia de
aCGH permite detectar cambios en el nime-
ro de copias a través de todo el genoma con
alta resolucion y rapidez, y puede, ademas,
ser implementada de forma automatizada en
plataformas de alto rendimiento.?*

El estudio cooperativo europeo sobre es-
tandarizacion y aplicacion de microarrays al
diagnostico de leucemias mieloides agudas
que recoge el andlisis de 3334 casos de leuce-
mias y mielodisplasias en 11 laboratorios de 3
continentes confirma que un 91% de los diag-
nésticos de subtipos de leucemia (leucemias
causadas por genes de fusion) son detectados
mediante microarrays de expresion.?

El costo de un analisis de cariotipo con-
vencional es muy inferior al de un microarray.
Pasar de diagnosticar un 7% (cariotipo) a un
22% (aCGH) de los pacientes triplica el costo
de la prueba. Sin embargo, el costo por re-
sultado patolégico o diagnédstico es practica-
mente igual en el cariotipo convencional (931
euros) que en los aCGH (1979 euros). En po-
cas palabras, triplicar el nUmero de diagnosti-
cos (pasar de 7 a 22%) significa un incremen-
to del 1% en el costo por diagndstico.?
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La revolucion de la genémica

El 26 de junio de 2000, el Consorcio Inter-
nacional para la Secuenciacion del Genoma
Humano anuncié la produccién de un borra-
dor de la secuencia del genoma humano. Este
anuncio se hizo oficial desde la casa Blanca
de Estados Unidos con declaraciones del en-
tonces presidente Bill Clinton y los investiga-
dores Tony Blair, Francis Collins y Craig Ven-
ter. En abril de 2003, este consorcio anuncié
una versién esencial terminada de la secuen-
cia del genoma humano con 400 vacios y el
92 por ciento del genoma identificado con un
indice de exactitud de menos de un error por
cada 10.000 pares de bases. Sin embargo,
mucho se ha recorrido desde ese anuncio que
a menudo recordamos. Ese primer “mapa”
borrador de nuestro genoma humano fue, sin
embargo, practicamente lo mas parecido a un
mapa en blanco, con muy pocas coordena-
das; es decir, se daba a conocer al publico la
secuencia de nucledtidos pero aun era muy
poco lo que se conocia acerca del significado
de esa secuencia. Fueron afios de investiga-
cién y esfuerzos colectivos permanentes los
que hacen que este apasionante mapa cada
vez logre una mayor definicién y una mejor in-
terpretacion de su complejo funcionamiento.

La primera secuenciacion masiva en pa-
ralelo (secuenciar muchos genes al mismo
tiempo) que se realizd en el ambito de la in-
vestigacién en septiembre de 2001 cost6 100
millones de euros; era una tecnologia factible
pero econdmicamente inaccesible desde el
punto de vista sanitario. Desde septiembre
de 2001 hasta principios de 2020 los costos
de la secuenciacién masiva paralela descen-
dieron un 100.000%; no existe otra tecno-
logia que haya sufrido esta disminucion de
costos. La realidad es que hoy los hospita-
les pueden ofrecer estas tecnologias no solo
porque estan disponibles sino simplemente
porque es factible pagarlas. El surgimiento
de métodos basados en la secuenciacion del
genoma ha revolucionado la medicina mo-
derna otorgandole una herramienta notable
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para abordar el diagndstico de enfermeda-
des poco frecuentes.?”

En el afio 2011 se introdujo en la clinica
la secuenciacion masiva en paralelo. La se-
cuenciacion masiva (NGS: Next generation
sequencing) puede analizar simultaneamente
desde unos pocos hasta cientos de genes, el
exoma completo e incluso el genoma comple-
to, lo que muestra ser un avance significativo
hacia el desciframiento de la heterogeneidad
genética de las enfermedades raras y permite
las investigaciones de genes, que se extiende
mas alla de la hipoétesis clinica.?®

La tecnologia de NGS ha contribuido signi-
ficativamente a la identificacion de genes. Has-
ta 1986 se habia identificado solo un numero
aproximado de 40 genes responsables de en-
fermedades genéticas. La clonacién posicio-
nal, que incluia mapear el gen en el genoma,
clonando la region de interés y secuenciando
los genes candidatos, llevaron a la identifica-
cién de mas de 1000 genes, incluidos los de
la fibrosis quistica y enfermedad de Hunting-
ton.?%% Sin embargo, después de la primera
aplicacion exitosa de NGS para la identifica-
cion de genes en 2010,%' el nUmero de genes
asociados con trastornos mendelianos huma-
nos aumenté exponencialmente, y, para el afo
2017, el 87% de los genes descubiertos resul-
taron del uso de este método especifico.®

En los Ultimos 20 anos, los sistemas de sa-
lud fueron testigos de esta explosién en las
habilidades diagndsticas, y paralelamente —a
medida que se fueron conociendo las causas
de las enfermedades poco frecuentes— la in-
vestigacién abrié nuevos horizontes en sus
tratamientos. Los servicios de salud debieron
“aggiornarse” para ser capaces de dar una
adecuada respuesta a la poblacién de pacien-
tes con enfermedades genéticas.

El rendimiento diagnéstico de WES (Whole
exome secquencing) para diversas enferme-
dades heterogéneas alcanza hasta el 40% en
estudios poblacionales a gran escala, mien-
tras que en poblaciones consanguineas el
rendimiento diagndstico llega hasta un 80%.3°
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Algunos estudios limitados a ciertas cate-
gorias de enfermedades genéticas reportan
réditos diagndsticos entre 40 y 70% segun la
patologia genética.

Entre grupos de pacientes con una disca-
pacidad intelectual inexplicable o retraso en
el desarrollo, el rendimiento utilizando una
prueba tradicional como el cariotipo clasico
no excedio6 el 10% y, en una mejora adicional
del 20% en el diagnéstico, el rendimiento fue
proporcionado por la hibridacion genémica
comparativa (aCGH), que detecta variantes
del numero de copias genémicas,* mientras
que NGS-SR (Next Generation Sequencing-
Shorts Reads) mejoré la eficacia diagnéstica
hasta en un 62%.%

Todas estas técnicas permitieron que, en
solo 20 afos, nuestra habilidad diagnéstica
de principios de 2000 crezca desde un 20%
de patologias con diagnéstico conocido has-
ta un 60% de patologias genéticas con diag-
noéstico molecular conocido a finales del afio
2020.

Hacia donde vamos: nuevas tecnologias en
la frontera

Las tecnologias de hibridacién genémica
comparativa aCGH y NGS se han convertido
en una herramienta de diagndstico de rutina
para la genética médica moderna y han revo-
lucionado el descubrimiento de nuevos genes
en enfermedades mendelianas.?”

A pesar de esto, dichas tecnologias tienen
sus limitaciones, entre otros aCGH detecta
variantes estructurales (SV Structural variants)
de hasta 45 Kpb y el array de SNP (Single Nu-
cleotide Polimorfism) puede detectar disomia
uniparental pero no detecta rearreglos balan-
ceados.

En el afo 2021, la revista American Jour-
nal of Medical Genomics publicé dos articulos
que presentaron por primera vez la tecnologia
de mapeo 6ptico gendmico (OGM del inglés:
Optical Genome Mapping). OGM es compa-
rable a aCGH en términos de resolucion para
detectar SV. La ventaja de OGM sobre aCGH
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es la capacidad de detectar SV equilibrados,
localizar material adicional y potencialmente
localizar puntos de interrupcién en alta resolu-
cién.% Este es un beneficio significativo en el
diagndstico clinico, ya que se ha demostrado
que los rearreglos estructurales equilibrados
contribuyen significativamente a las anoma-
lias congeénitas al alterar genes e interaccio-
nes regulatorias de largo alcance.®”

Por otro lado, a pesar de los numerosos
avances que ha conferido NGS de primera y
segunda generacion, muchos estudios toda-
via se ven obstaculizados por las longitudes
de lectura cortas (~150-300 pb) que las tec-
nologias NGS actuales utilizan para preservar
una alta calidad de lectura.®® Los problemas
que surgen del uso de lecturas breves pue-
den atribuirse principalmente a la naturaleza
altamente repetitiva y compleja del genoma
humano.3®

Se ha demostrado que, a pesar del uso
de algoritmos bioinformaticos sofisticados, a
menudo es imposible mapear con precision, o
incluso ensamblar, lecturas cortas que se origi-
nan en regiones que albergan variaciéon estruc-
tural (SV), secuencias repetitivas, contenido re-
petitivo de guanina-citosina (GC) o secuencias
con multiples elementos homaélogos dentro del
genoma.”® Esto introduce errores al denominar
variantes genéticas y la incapacidad de captu-
rar ciertas regiones genémicas. Ademas, con
NGS de lectura corta (SR-NGS), la informacion
sobre las fases de las variantes a menudo se
pierde,*' y el analisis de los datos depende en
gran medida de los genomas de referencia,
que se sabe que son imperfectos. La depen-
dencia del genoma de referencia es especial-
mente problematica para la detecciéon de SNP
en regiones genémicas complejas que pueden
ser altamente especificas de un individuo o de
una poblacién.*?

Para la deteccion de deleciones extensas,
duplicaciones y reordenamientos gendémicos
mas grandes, los enfoques SR-NGS (SR -Short
reads— Next generation sequencing) a menudo
carecen de sensibilidad, muestran un exceso
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de falsos positivos y no logran definir los SV
complejos. Sin embargo, los SV de > 50 pb de
tamafo son una fuente importante de variacién
genética y representan la mayor cantidad de
bases divergentes en los genomas humanos.
Ademas, actualmente se ha demostrado que
hasta el 89% de la variacién identificada, con-
siste principalmente en SV; esto se habia omi-
tido en el proyecto de los 1000 genomas.*344

Varios estudios recientes muestran un au-
mento siete veces mayor en la deteccion de
SV mediante un enfoque multiplataforma, in-
cluido LRS (Long-read sequencing, o secuen-
ciacion de tercera generacion), en compara-
cién con los métodos SR-NGS estandar.* Es
probable que esta ganancia en la sensibilidad
de deteccién de SV se deba a la propia tec-
nologia de secuenciacion diferente, ya que se
beneficia de fragmentos mas largos, sin PCR
y con menos sesgo de secuencia.

La deteccion de SV mediante SR-NGS es
indirecta y se basa en coberturas de profun-
didad de lectura y el uso de lecturas de extre-
mos emparejados, para las cuales se conoce
la longitud aproximada entre pares de lectu-
ra. Para las variantes del nUmero de copias
(CNV), el exceso de lecturas puede indicar
una amplificacién, mientras que la pérdida de
lecturas sugiere una eliminacion. Los reorde-
namientos se pueden descubrir utilizando lec-
turas de extremos emparejados investigando
las desviaciones en las distancias y orienta-
ciones esperadas entre pares de lecturas.*® A
diferencia de SR-NGS, es mas probable que
las lecturas largas obtenidas con los secuen-
ciadores PacBio u ONT abarquen los puntos
de interrupcién del SV o, a menudo, todo el
evento SV, con alineaciones de alta confian-
za. Ademas, las lecturas mas largas pueden
alinearse con mayor confianza con secuen-
cias repetitivas que a menudo median en la
formacién de SV. Las lecturas largas también
permiten una mejor distincién de los haploti-
pos, lo que contribuye ain mas a la precision
del andlisis de los SV.#” Tradicionalmente se
han utilizado otros métodos, como el nimero
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de copias de microarrays y el cariotipo, para
detectar enfermedades que causan SV. Sin
embargo, con estos enfoques no es posible
mapear SV pequefas o no desbalanceadas, y
no proporcionan precision en la resolucion de
pares de bases, ni la posibilidad de resolver
SV complejas. Por lo tanto, LRS puede au-
mentar sustancialmente la resolucion vy fiabili-
dad de la deteccion y el mapeo de SV.*8

Otra ventaja de LRS es la posibilidad de de-
tectar mutaciones dinamicas con expansiéon o
contraccién del nimero de copias. Una repe-
ticion corta en tandem es una regién de ADN
gendémico con multiples copias adyacentes de
unidades de secuencia cortas (1 a 6 pb). Estas
regiones repetidas son altamente mutables de-
bido a errores de replicacién que ocurren du-
rante las divisiones celulares, y, hasta la fecha,
se sabe que mas de 30 enfermedades huma-
nas son causadas por expansiones repetidas
en tandem o contracciones repetidas.*® Desde
su descubrimiento, la investigacion de expan-
siones repetidas en tandem se diagnostica
mediante técnicas moleculares estandar como
la clonacion, la PCR, southern blot.%°

La mayoria de las expansiones que causan
enfermedades son mas largas que las lectu-
ras NGS utilizadas actualmente, lo que hace
practicamente imposible ensamblarlas con
precision. Multiples estudios han demostrado
que las tecnologias LRS son adecuadas para
trascender a través de estas expansiones re-
petidas largas, a menudo ricas en GC. Esto no
solo permite la deteccidn directa de las longi-
tudes de expansion, sino también la variacién
de la secuencia intramolécula, lo que podria
proporcionar informacién adicional clinica-
mente relevante.®

Donde estamos: escenario mundial y diag-
nostico genético por procesos

En 2003, el Proyecto Genoma Humano
finalizdé con la generacion de una secuencia
practicamente completa del genoma humano
(una secuencia de nucledétidos de una calidad
notablemente alta que estaba casi completa,
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representando aproximadamente el 92% del
genoma humano). El ~8% restante result6 ser
particularmente dificil de secuenciar, porque
estas regiones contenian ADN altamente re-
petitivo y las tecnologias en ese momento no
estaban a la altura para poder resolver esos
espacios vacios.

El 1 de abril de 2022, el consorcio Telome-
re-to-Telomere (T2T) publicé una coleccion
de articulos con la primera secuencia verda-
deramente completa del genoma humano.
La secuencia (mas de 3 mil millones de pa-
res de bases de largo en 23 cromosomas) no
tiene ningun espacio. El consorcio T2T utili-
z6 ademas esta secuencia gendmica recién
completada como referencia para descubrir
mas de dos millones de variantes genémicas
adicionales. Esta informacion es valiosa para
obtener una visién integral de cémo varian los
genomas humanos, y para investigar como
estas variantes recién descubiertas influyen
en la salud y la enfermedad.??

En este escenario mundial, un servicio de
Genética que en la actualidad se precie de fun-
cionar bien debiera poder dar respuesta a estu-
dios cromosémicos y de citogenética molecular
(cariotipo, FISH, SKY), estudios de ADN (aCGH,
array de SNP, microsatélites, PCR, OMG, se-
cuenciacién de Sanger, paneles [NGS], exomas
[SR-NGS], genomas [LRS]), estudios de ARN
(northern blot, PCR cuantitativa, transcriptoma)
y estudios epigenéticos (estudios de metilacion,
metil-seq[NGS], metil-arrays).5®

El contexto en la Argentina en el afio 2025
es algo mas precario de este ideal: en la prac-
tica habitual quienes abordan el manejo diario
de pacientes con enfermedades de etiologia
genética, pocas excepcionales veces cuen-
tan con la posibilidad de realizar un diagnos-
tico por secuenciacién de tercera generacion
(LRS) o mapeo 6ptico gendmico (OMG), y esto
implica enviar ADN al exterior. El diagndstico
correcto de estos pacientes exige una alta
sospecha clinica, un conocimiento profundo
de la patologia y de los mecanismos muta-
cionales involucrados a fin de prescindir de
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tecnologias de alto costo y rendimiento y lo-
grar diagndstico con tecnologias mas asequi-
bles y disponibles en nuestro pais.

Parte de la complejidad de estas patolo-
gias proviene de su heterogeneidad genética
y clinica. El fenotipo exacto o similar puede ser
asociado con diferentes mecanismos genéti-
cos, mientras que la heterogeneidad clinica se
refleja en el hecho de que la misma mutacién o
las mutaciones en el mismo gen pueden dar lu-
gar a diferentes fenotipos de enfermedades.>

Genetistas y especialistas que conocen
los mecanismos involucrados en cada pato-
logia y las pruebas genéticas disponibles en
el medio local realizan el llamado “diagnéstico
genético por procesos”: para ello es crucial
tener la hipdtesis diagnéstica correcta para fin
de realizar, sobre esa base, un algoritmo diag-
nostico eficiente y costo-efectivo para el pa-
ciente. No siempre NGS es la primera opcion.
Se elegira un cariotipo convencional cuando
se buscan anomalias cromosémicas numeé-
ricas o estructurales de mas de 5-10 MB,
se optara por FISH (limite de resolucion 1-5
MB) o QPCR (Quick PCR) cuando hay poco
tiempo para tomar decisiones y se buscan
secuencias conocidas locus especificas. Se
optara por PCR o southern blot a la hora de
buscar mutaciones dinamicas por expansion
o contraccion de tripletes. Un MS-MLPA sera
la opcién mas acertada cuando el equipo mé-
dico piensa en un pseudohipoparatiroidismo
IB u otra patologia que involucre genes some-
tidos a metilacién epigenética.

Si la etiologia mas frecuente de una patolo-
gia son los rearreglos estructurales extensos,
es incorrecto iniciar el estudio con EXOMA o
paneles que dificilmente detecten el SV.

El tratamiento de las EPF exige un dialogo
permanente del caso entre especialistas clini-
cos, genetistas clinicos, bidlogos moleculares
y bioinformaticos obligando a los equipos a
ser estrategas permanentes en la trinchera
del diagnéstico, aun en paises en los que el
acceso a tecnologias de ultima generacion es
asequible.
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Conclusion

La ciencia ha desplegado frente a nues-
tros ojos el cédigo del mapa mas fascinante
que podamos imaginar: las instrucciones del
funcionamiento de la vida humana. Es apasio-
nante ver como la comunidad cientifica en el
ultimo siglo ha corrido y corre esta carrera de
postas para su conocimiento, desciframiento,
comprension y finalmente para poder, algun
dia, diagnosticar y, por qué no, curar todas las
enfermedades genéticas.

A pesar del salto significativo en el diag-
nostico de enfermedades genéticas poco fre-
cuentes en los Ultimos afios, todavia hoy cer-
ca de la mitad de los pacientes con sospecha
de una enfermedad genética rara permanece
sin un diagnéstico definitivo.%

Se estima que 200 millones de personas
en todo el mundo viven con una enfermedad
genética no resuelta, pero probablemente el
namero sea aun mas significativo debido al no
reconocimiento de esas enfermedades.

Los pacientes no diagnosticados con en-
fermedades genéticas son un grupo particu-
larmente vulnerable con necesidades especi-
ficas insatisfechas.

Pacientes con enfermedades genéticas
no diagnosticadas o con diagndsticos tardios
pueden tener un retraso para el inicio de un
tratamiento especifico, que, a su vez, podria
tener consecuencias irreversibles en su salud;
la falta de diagnéstico impide la toma de elec-
ciones reproductivas y causa un gran estrés a
los pacientes y sus familias.
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