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RESUMEN

En 2003, cuando finalizd6 el Proyecto Genoma
Humano, surgio la idea de secuenciar el genoma a todos
los recién nacidos, archivarlo en la historia clinica y usar-
lo a lo largo de toda la vida para manejar riesgos de en-
fermedades y respuesta a medicamentos. Dieciocho afios
mas tarde, las promesas de la medicina gendmica y el ex-
traordinario abaratamiento de las tecnologias secuencia-
doras, siguen alimentando este suefio que todavia plantea
grandes desafios practicos, éticos y sociales y la secuen-
ciacion gendmica se presenta como el proximo gran cam-
bio historico en los programas de cribado neonatal.

En el presente articulo, se analizan los retos y oportu-
nidades de las tecnologias secuenciadoras de nueva ge-
neracion, sus costos reales, la problematica inherente a la
gestion, almacenamiento y proteccion de la enorme canti-
dad de datos gendmicos que generan y finalmente, en base
a las conclusiones de investigaciones recientes, se consi-
dera el potencial y limitaciones de su aplicacion en dos
escenarios, el recién nacido enfermo con finalidades diag-
nosticas y el recién nacido sano, asintomatico, con finali-
dades de salud publica(programas de cribado neonatal).
En una segunda parte de este articulo se tendran en cuenta
los aspectos éticos, legales y sociales (AELS).

El objetivo final es contribuir al debate cientifico, pro-
fesional, ético y social, promoviendo que la secuenciacion
gendmica en el recién nacido no sea usada indiscrimina-
damente constituyendo un riesgo, sino que bien empleada
sea una aliada en la promocion de la salud y prevencion de
las consecuencias de las enfermedades genéticas.

Palabras clave: Cribado neonatal, Cribado neonatal
gendmico, Secuenciacion del recién nacido, Cribado ge-
noémico, Cribado genético, Tecnologias de secuenciacion
masiva, Secuenciacion del genoma, Secuenciacion del
exoma, Salud publica, Salud publica gendémica.
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ABSTRACT
Genomic newborn screening. Perspective from
the Ethics commission of the Spanish Society
for Human Genetics. Part 1. Next generation
sequencing technologies applied to newborn
screening. Challenges and opportunities

In 2003 at the ending of the Human Genome Project, it
aroused the idea that all newborns could be sequenced and
its genome archived in the clinical record, in order to ma-
nage risks of diseases and response to medicaments along
his whole life. Eighteen years later, promises of genomic
medicine and tremendous decrease of costs of next ge-
neration sequencing technologies, continues feeding this
dream that shows important practical, ethical and social
challenges and genomic sequencing is presented as the
next historical change in newborn screening programs.

In this article we analyze challenges and opportunities
of next generation sequencing technologies, their real costs,
problems associated to management, storage and protection
of the enormous amount of genomic data produced and fi-
nally, according to conclusions of recent researches, there
are considered the conclusions in two contexts, sick new-
born with diagnostic purposes and healthy asymptomatic
newborns with public health purposes (newborn screening
programs). In a second part of this article it will be conside-
red ethical, legal and social issues (ELSI).

Final objective is to contribute to scientific, professional,
ethics and social debate in order to promote that genome se-
quencing in newborn don’t be used indiscriminately consti-
tuting a risk, but properly done, as a partner in the promotion
of health and prevention of consequences of genetic diseases.

Key words: Newborn screening, Genomic newborn
screening, Newborn sequencing, Genomic screening,
Genetic screening, Next generation sequencing techno-
logies, Genome sequencing, Exome sequencing, Public
health, Genomic public health.
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INTRODUCCION

El proyecto genoma humano fue un esfuer-
7o colaborativo internacional de 13 afios (1990-
2003), cuyo principal objetivo fue determinar
la secuencia completa de bases del ADN e iden-
tificar y cartografiar los genes de un genoma
humano promedio.

Desde entonces los conocimientos genomi-
cos han invadido todos los campos de la me-
dicina y de la investigacion biomédica y han
hecho emerger una nueva disciplina médica, la
medicina gendémica, que contempla el uso de
la informacion genoémica de un individuo como
parte de sus cuidados clinicos (diagnostico, de-
cisiones terapéuticas). La medicina gendmica
es una parte fundamental de la medicina de pre-
cision en la que los datos genémicos, epigeno-
micos, de exposicion medioambiental y otros
datos de salud, mediante su tratamiento como
big data y las herramientas de la inteligencia
artificial, se usaran para guiar con mayor pre-
cision el diagnostico y tratamiento individual.

En 2003, el National Health Service (NHS)
del Reino Unido lanz6 la idea de que seria po-
sible “secuenciar a los recién nacidos” y obte-
ner un mapa completo de marcadores genéticos
clave o incluso un genoma completo, de mane-
ra que podria archivarse en la historia clinica y
usarse a lo largo de toda la vida para manejar
riesgos de enfermedades y respuesta a los me-
dicamentos”. De hecho, para los seres huma-
nos, evitar las consecuencias del azar y ganar
previsibilidad es un objetivo en todos sus ambi-
tos de actividad, economia, agricultura, clima,
etc. y por supuesto en el ambito de la genética y
del control de las enfermedades.

Francis Collins que dirigi6é el Proyecto
Genoma Humano y actualmente ejerce de di-
rector de los National Institutes for Health
(NIH) de EE.UU., ha expresado en multiples
ocasiones la esperanza de que todos los recién

)

nacidos pudieran ser secuenciados al nacimien-
to, estableciendo con ello una etapa de cuida-
dos médicos para toda la vida y acciones pre-
ventivas a medida del genoma de cada nifio.
Seria un punto algido en el desarrollo de la me-
dicina genomica de las 4 P: personalizada, pre-
dictiva, preventiva y participativa. Con ello se
integraria de forma continuada el conocimiento
genético a lo largo de nuestras vidas y produ-
ciria un aumento de conocimientos y el desa-
rrollo de tratamientos para enfermedades raras
poco conocidas y no tratables®.

Este suefio de los impulsores de la medici-
na gendmica, técnicamente esta cada vez mas
cerca gracias al espectacular descenso de los
costes de secuenciar un genoma que pasé de
los 9.263.072 ddlares que costd obtener el pri-
mer borrador en 2000 a 702 doélares en 2020
(ver el portal del NHGRI (US National Human
Genome Research Institute, en http://www.ge-
nome.gov), el punto de inflexion en el descenso
de los costos se produjo en 2007 cuando se de-
sarrollaron las tecnologias de secuenciacion de
segunda generacion o secuenciacion paralela
masiva de elevado rendimiento también llama-
das next generation sequencing technologies
(NGS) y hight-throughput sequencing (HTS).

La combinaciéon del conocimiento del mapa
del genoma humano y este desarrollo de las
NGS es la que se espera tenga un impacto
transformador en la medicina, que hasta ahora
no se ha materializado como se esperaba qui-
zas por haberla enfocado hacia las enfermeda-
des comunes como la diabetes o las enferme-
dades coronarias cuya arquitectura genética ha
resultado ser mucho mas compleja de lo que se
creia, pero las predicciones si que se han hecho
realidad en el ambito de la comprension y pre-
vencion de los trastornos mendelianos (4.377
en la actualidad, de acuerdo con la base de da-
tos OMIM, el catalogo en linea de genes huma-
nos y trastornos mendelianos: go.nature.com/
omimdb) y ha abierto la puerta al manejo
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verdaderamente personalizado de los pacientes
con enfermedades raras que en un 80% son de
base genética®.

Empujan a la secuenciacion genéomica de los
recién nacidos, no solo las promesas de la me-
dicina gendmica sino también el demostrado
potencial de la secuenciacion gendmica para el
diagnostico y cuidado de los nifios con trastor-
nos genéticos y la oportunidad para detectarlos
incluso antes de su debut clinico®.

Pero el ambito del diagnostico no se co-
rresponde con el de los programas de cribado
neonatal (PCN), que son actuaciones de salud
publica aplicados a poblacion asintomatica de
bajo riesgo que no ha pedido atencion médica a
causa de sintomas clinicos. Dichos programas
estan dirigidos a la identificacion presintoma-
tica de trastornos congénitos tratables cuidado-
samente seleccionados, a fin de que una inter-
vencion médica inmediata en los nifios que son
encontrados positivos, reduzca la morbi-morta-
lidad y las posibles discapacidades asociadas.

Es, ademas, una poblacion vulnerable que re-
quiere proteccion, por lo que los PCN se rigen
por los principios de la ética biomédica y de
la salud publica, para actuaren el mejor interés
del nifio, buscando un balance positivo de be-
neficios y riesgos, siguiendo un modelo basado
en la evidencia y contemplando los principios,
relevantes y ampliamente reconocidos para los
cribados genéticos, de proporcionalidad, respe-
to hacia las personas y equidad.

La Comision de ética de la AEGH es cons-
ciente de que en estos momentos el cribado
neonatal gendmico se presenta como un cam-
bio histérico para los programas actuales, ya
que tiene el potencial para incrementar el ni-
mero de enfermedades mendelianas a incluir en
un orden de magnitud muy superior al que re-
presento en su dia la introduccion de la espec-
trometria de masas en tandem (MS/MS).
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Alimentan el optimismo cientifico la eficien-
cia de las nuevas tecnologias secuenciadoras y
su espectacular abaratamiento de costos junto
con las promesas de la medicina de precision,
pero la secuenciacion gendmica es solo una tec-
nologia, y al igual que otras, aunque presenten
evidentes beneficios no estan exentas de efectos
no deseados. El empleo de las NGS en el recién
nacido plantea desafios practicos, financieros y
éticos que lo hacen dificil e incluso improbable
para algunos. A pesar de ello, a menudo se ha
sugerido que la secuenciacion del genoma en el
recién nacido es inevitable, pero ni lo es, ni de-
bemos asumir que ésta u otras nuevas tecnolo-
gias deban ser usadas indiscriminadamente en
toda su extension y en todos los casos. El res-
peto por el potencial y las promesas de la medi-
cina de precision nos obliga a una reflexion en
profundidad para determinar cuales serian las
mejores aplicaciones de las NGS en los recién
nacidos, teniendo en cuenta el estado actual de
conocimientos y la indispensable consideracion
de los aspectos éticos, legales y sociales®.

Con el espiritu de contribuir a esta reflexion,
proporcionar elementos para el necesario debate
cientifico, profesional, ético y social y promover
que la secuenciacion genémica no constituya un
riesgo sino una aliada en la mejora de estos pro-
gramas de salud publica, el articulo se ha estruc-
turado en dos partes, en la Parte 1. Las tecnolo-
gias de secuenciacion masiva y su aplicacion al
cribado neonatal. Desafios y oportunidades, se
contemplaran: las tecnologias de secuenciacion
masiva (NGS) y la interpretacion de resultados
0 como convertir los datos de la secuencia del
ADN en una informacién clinicamente 0til, su
potencial y limitaciones; los costos reales de la
secuenciacion; el desafio de la gestion, alma-
cenamiento y proteccion del diluvio de datos
que generan las NGS y finalmente el uso de las
NGS en el recién nacido enfermo con finalidades
diagnosticas y en el recién nacido sano con fina-
lidades de salud publica (cribado neonatal) sus
desafios y oportunidades.
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En la Parte II: Aspectos éticos, legales y so-
ciales a tener en cuenta respecto a la introduc-
cion de las tecnologias de secuenciacion masi-
va (NGS) en un programa de cribado neonatal
de salud publica, se contemplaran los princi-
pios éticos de la ética médica (autonomia/res-
peto por la persona , beneficencia, no malefi-
cencia, equidad y justicia ) y los especificos de
la salud publica (maximizacion de la salud de la
poblacion, eficiencia, proporcionalidad y trans-
parencia) que rigen los programas de cribado
neonatal; las implicaciones juridicas incluyen-
do la definicion en nuestra legislacion de criba-
do genético, las pruebas genéticas en menores,
la proteccion de datos genéticos/gendmicos y
el acceso a la secuencia en bruto del genoma
y finalmente los aspectos sociales, incluyendo
la influencia del imperativo tecnologico, los ac-
tores comerciales (pruebas de cribado neonatal
de venta directa a los consumidores), los gru-
pos de apoyo de pacientes y finalmente la pers-
pectiva de los padres y aspectos psicosociales.

LAS TECNOLOGIAS DE
SECUENCIACION MASIVA (NGS)
Y LA INTERPRETACION DE
RESULTADOS O COMO CONVERTIR
LOS DATOS DE LA SECUENCIA
DEL ADN EN UNA INFORMACION
CLINICAMENTE UTIL.
POTENCIAL Y LIMITACIONES

A continuacion, se describe brevemente la
técnica de secuenciacion genomica, a fin de dar
a conocer su potencial y limitaciones, asi como
examinar el grado de cumplimiento de los tres
primeros criterios para la evaluacion de cual-
quier prueba genética que son su validez anali-
tica (sensibilidad, especificidad), su validez cli-
nica y su utilidad clinica®”. El cuarto criterio,
que es el respeto por los aspectos éticos, legales
y sociales asociados (AELS), se comentara en
la Parte II del articulo.

La doble hélice del ADN esta formada por
dos hebras constituidas por glucosa fosfato,
acido desoxiribonucleico y 4 tipos de bases nu-
cleotidicas, adenina (A), citosina (C), timina
(T) y guanina (G). La secuenciacion del geno-
ma es el proceso de determinar el orden de los
millones de pares de bases en el ADN de un
organismo. El ADN de una célula reproductora
contiene 3.000 millones de pares de bases nu-
cleotidicas, cada una de las restantes células del
cuerpo humano 6.000 millones de pares de ba-
ses porque contiene el genoma que hemos reci-
bido del padre y de la madre.

Las tecnologias actuales (NGS o next gene-
ration sequencing technologies) que permiten
la secuenciacion rapida del ADN y el ARN, ge-
neran una cantidad enorme de informacion en
bruto y se requieren analisis bioinformaticos
complejos para extraer informacion util.

Para secuenciar un genoma, los millones de
pares de bases del genoma se rompen en pe-
quefios fragmentos de ADN que se secuencian
repetidamente en paralelo, a continuacion, se
reconstruye o ensambla “in silico” el genoma
de la persona comparandolo o cartografiandolo
con uno o varios genomas de referencia a fin de
identificar variaciones o variantes. El proceso
de ensamblaje de la secuencia de un genoma a
partir de millones de pequefios fragmentos de
ADN esta sujeto a error dependiendo de la efi-
ciencia de los algoritmos estadisticos emplea-
dos para ello y de la calidad de los genomas de
referencia empleados para guiar el ensamblaje.
Lo que se conoce como “sensibilidad y espe-
cificidad” de la técnica depende, por una parte
de la calidad y cantidad de fragmentos en bruto
de ADN secuenciados que se producen y de los
algoritmos empleados, si la calidad o cantidad
es insuficiente (por ejemplo, debido a errores
de secuenciacion o vacios [gaps]), es posible
que haya variantes significativas que no sean
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detectadas (sensibilidad baja) y por otra, de que
haya variantes que puedan ser mal interpreta-
das como significativas (especificidad baja).

Aunque la precision de la secuenciacion para
cada nucle6tido individual es alta, dado el ele-
vado nimero de nucleotidos en el genoma, si
solo se secuencia una vez puede haber un na-
mero significativo de errores, para aumentar la
precision una region del genoma se secuencia
multiples veces, unas 30 para el diagnostico de
enfermedades raras y unas 100 en caso de tu-
mores, el numero de veces se denomina profun-
didad de lectura. Algunos tipos de variaciones
genomicas causantes de enfermedad, como in-
serciones, deleciones e inversiones son particu-
larmente dificiles de manejar debido a los desa-
fios que plantea su correcta colocacion sobre el
mapa del genoma de referencia (por ejemplo,
no hay una tnica forma de posicionarlas). Las
pruebas genéticas buscan alcanzar una sensibi-
lidad y especificidad analiticas del 99% y en al-
gunos estudios las NGS ya estan alcanzando un
estandar del 99,5%®, esta cifra puede parecer
muy satisfactoria pero dados los miles o incluso
millones de variaciones que podemos encontrar
en el genoma este 0,5% que resta es importante.
La precision de una prueba para identificar va-
riaciones especificas en una localizaciéon con-
creta del genoma es la “validez analitica”. Las
NGS estan todavia en fase de traslacion y es
clave que se consigan producir resultados sufi-
cientemente precisos y reproductibles que den
el soporte adecuado a las decisiones clinicas®.

Las variaciones que se observan respecto al
genoma de referencia se investigan obtenien-
do informacioén de diversas fuentes, incluyendo
bases de datos que relacionan variantes genéti-
cas con determinados caracteres o condiciones
de salud. Hay bases de datos de acceso publi-
co que recogen y comparten casos asociando
una presentacion clinica o enfermedad con una
variante genética especifica. Segun la informa-
cion que tenemos las variantes se clasifican en:
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patogénicas, cuando hay una evidencia impor-
tante de que una variacion genética se asocia
a una enfermedad; probablemente patogéni-
cas cuando la evidencia del impacto de la va-
riante es menos so6lida; de significado incierto
(VOUS) cuando la evidencia no es clara; pro-
bablemente benignas y benignas también en
funcion de las evidencias. La interpretacion de
variantes sin funciéon conocida requiere una pre-
diccion precisa de su posible efecto mediante el
software adecuado, no obstante, las prediccio-
nes pueden no reflejar la consecuencia bioldgi-
ca real, ademas, la misma variante puede tener
predicciones de consecuencias diferentes segun
la base de datos consultada. Para demostrar que
una variante es patogénica muchas veces hay
que recurrir a estudios funcionales en células o
tejidos del paciente, en lineas celulares en las
que se haya generado la mutacion o en modelos
de otros organismos como las levaduras.

La interpretacion de variantes es particular-
mente desafiante cuando la persona secuencia-
da es un recién nacido que no presenta signos
o sintomas patologicos. En el ambito del criba-
do neonatal no se deben comunicar las VOUS,
sino unicamente las variantes patogénicas y
las probablemente patogenicas, la comunica-
cion de estas ultimas no esta exenta de contro-
versia, pero la clasificacion de variantes puede
cambiar con el tiempo, y la mayoria de recla-
sificaciones en la base de datos ClinVar (el re-
curso de acceso libre del National Center for
Biotechnology Information de la US National
Library of Medicine, que archiva la relacion
entre variantes genomicas y la salud huma-
na), van de probablemente patogénicas a pato-
génicas, de ahi la conveniencia de revelarlas.
La evolucion de la evidencia establece la ne-
cesidad de revisar periddicamente las varian-
tes informadas en bases de datos actualizadas
y establecer un flujo de trabajo para identifi-
car proactivamente cambios en las categorias
de variantes y comunicarlos, al mismo tiempo
realizar la reevaluacion clinica periddica en

v
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los niflos a riesgo y de las estrategias que apo-
yan la implementacion del cribado basado en el
subsiguiente manejo clinico®!®!.

Por otra parte, es necesario el conocimien-
to de las variaciones o background (fondo ge-
nético) de la poblacion para filtrar o descartar
variantes comunes o polimorfismos. En las ba-
ses de datos empleadas para la interpretacion
de variantes estan sobre representados los in-
dividuos caucasicos, por lo que no reflejan la
diversidad étnica. El hecho de comparar con
un genoma étnicamente emparejado o no, se
estima que representa un 38% de reduccion en
la proporcion de errores!'?. Por esto son muy
importantes iniciativas como las del Centro de
Investigacion en Red de Enfermedades Raras
(CIBERER) (www.ciberer.es), un consorcio
dependiente del Instituto de Salud Carlos III a
través del Ministerio de Ciencia e Innovacion,
creado para servir de referencia, coordinar y
potenciar la investigacion sobre las enfermeda-
des raras en Espafia, ya que diversos grupos de
esta red han participado en la creacion de la pri-
mera base de datos de la poblacion espafiola. La
plataforma, denominada Collaborative Spanish
Variability Server (CSVS) recoge un total de
2.027 genomas y exomas de individuos espa-
foles no emparentados'®. El grado en que una
variante concreta se asocia a una enfermedad o
caracter se conoce como “validez clinica”.

El genoma humano contiene unos 22.000
genes o secuencias de ADN, cada gen esta di-
vidido en exones e intrones, estos ultimos son
eliminados durante el proceso de transcripcion
por lo que solo se traducen a proteinas los exo-
nes. En total son unos 180.000 exones, que
equivalen a unos 30 millones de pares de bases
y representan solo alrededor del 2% del geno-
ma completo. Podemos secuenciar por tanto el
genoma completo (WGS o whole genome se-
cuencing) que incluye la parte codificante del
ADN y la no codificante, o podemos secuenciar
solo la parte codificante del genoma, es decir

el exoma (WES o whole exome secuencing).
Una vez secuenciado es posible capturar un pa-
nel seleccionado de genes o de exomas diana
(targeted sequencing o secuenciacion dirigida o
diana) o incluso limitar la busqueda a un panel
de variantes patogénicas conocidas.

Para la secuenciacion del exoma solo se cap-
turan los exomas y las zonas intronicas flan-
queantes, por lo que no se pueden detectar las
mutaciones introénicas profundas. Son, asi mis-
mo, dificiles de detectar algunos tipos de in-
serciones y deleciones y no se pueden detectar
las variaciones estructurales ni las repeticiones
de nucledtidos. Cuando se secuencia un exoma
se pueden encontrar alrededor de unas 60.000-
70.000 variaciones, pero cuando se secuencia el
genoma pueden ser millones. Cuanto mayor es
la cantidad de informacion obtenida mayor es la
probabilidad de encontrar los llamados hallaz-
gos incidentales o no solicitados, que no estan
relacionados con la indicacion que motivo la se-
cuenciacion, y que plantean cuestiones técnicas
y éticas adicionales sobre la oportunidad de su
revelacion en funcion de la solidez cientifica del
hallazgo y de la utilidad para el paciente!*'>1¢!1,

La secuenciacion dirigida de paneles de genes
diana o de exomas filtrando los genes de interés,
es un método muy util cuando tenemos informa-
cion sobre los sintomas clinicos y buenas hipo-
tesis diagnosticas. Podria también ser un método
para buscar enfermedades diana concretas trata-
bles en un programa de cribado neonatal.

Hay muchos factores que contribuyen a las
incertidumbres que acompafian a la interpre-
tacion de los resultados de la secuenciacion,
errores en la propia secuenciacion, anotaciones
erroneas en las bases de datos, precision limi-
tada en las herramientas de prediccion in sili-
co para variantes con error de sentido y facto-
res asociados a la propia complejidad genética.
A menudo, es el analisis bioinformatico el que
nos marca la diferencia entre unos estudios y
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otros y asi puede darse el caso de que con una
misma secuenciacion, dependiendo de las he-
rramientas bioinformaticas se identifiquen o no
las mutaciones, por eso es importante conser-
var los datos primarios de la secuenciacion para
proceder al reanalisis bioinformatico si fuera
necesario. En el diagnodstico de enfermedades
raras, tanto mediante secuenciacion gendémica
como exdmica, es frecuente que para la inter-
pretacion clinica se necesite secuenciar lo que
se conoce como un “trio”, es decir el nifio y los
dos progenitores, lo cual es impracticable en un
programa de cribado neonatal.

Muchos trastornos/enfermedades presentan
una expresividad variable, lo cual significa que
personas con el mismo trastorno pueden tener
presentacion clinica y sintomas muy diferentes.
En otros casos puede que la enfermedad nunca
se desarrolle, situacion que se describe como
penetrancia reducida o incompleta. Faltaria
afiadir a esta complejidad las posibles interac-
ciones entre genes y la influencia de factores
epigenéticos e interacciones medioambientales.

El paso tltimo de la secuenciacion es cuando
se comunican los resultados, entendiendo como
tales, la secuencia interpretada. El grado en que
un diagndstico molecular, es decir la compren-
sion de la base genética del trastorno, es infor-
mativo para el manejo clinico del paciente y se
traduce en cambios sobre su salud se denomina
“utilidad clinica”. Los resultados clinicamente
accionables o con utilidad clinica, en un sen-
tido estricto son los resultados de una prueba
que son informativos para el manejo clinico de
los pacientes y se traducen en cambios sobre
su salud, incluyendo la maximizacion de bene-
ficios mientras que al mismo tiempo se mini-
mizan dafios. Este equilibrio beneficios/riesgos
depende de la eficacia de las intervenciones que
siguen a la obtencion del resultado y su subsi-
guiente aplicacion® La utilidad clinica depen-
de también de la prevalencia de la enfermedad
entre la poblacion sometida a la prueba y puede
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variar si se usa para un cribado de poblacion ge-
neral (prevalencia baja) o en personas con sin-
tomas clinico o con una historia familiar con
personas afectadas (prevalencia alta).El diag-
nodstico molecular es mas probable que sea cli-
nicamente Util para genotipos altamente pene-
trantes o genes con una elevada expresividad
para un genotipo dado, pero en poblacion asin-
tomatica su utilidad es muy limitada.

Las NGS, combinadas con otras tecnolo-
gias omicas de alto rendimiento, epigendmica,
transcriptomica, protedmica y metabolomica,
contribuiran a descubrir las funciones de nue-
vos genes, serviran para identificar nuevas en-
fermedades y desarrollar nuevas aproximacio-
nes terapéuticas, contribuirdn al conocimiento
de las enfermedades genéticas multifactoriales
y seran muy relevantes para el mejor conoci-
miento de la gendmica del cancer y su trata-
miento y de las enfermedades infecciosas. Pero
tanto, en investigacion basica como traslacio-
nal serd imprescindible una aproximacion in-
terdisciplinar con la participacion de clinicos,
bidlogos, bioquimicos y bioinformaticos.

LOS COSTOS REALES DE LA
SECUENCIACION GENOMICA

En la introduccion se ha comentado el es-
pectacular descenso de los costos de la se-
cuenciacion genomica, que ya han roto la ba-
rrera de los 1000 dolares por genoma, cabe
resaltar que hay centros espafioles de excelen-
cia como el CNAG-CRG (Centro Nacional de
Secuenciacion Genomica-Centro de Regula-
cion Gendmica) que realizan la secuenciacion
del genoma por 668 euros y la del exoma por
319 euros!'®.

El gigante de la secuenciacion Illumina pre-
dijo en enero del 2017 que entre tres y diez
afios llegariamos a los 100 dodlares por genoma
y a secuenciarlo en 1 hora!"®. Obtener el borra-
dor de la secuencia en 2011 con el método de
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Sanger requiri6 11 afios de trabajo y ahora ya se
secuencia un genoma en 24-48 horas. Ha emer-
gido incluso una tercera generacion de tecnolo-
gias secuenciadoras que no requieren los pasos
iniciales de amplificacion del ADN, permitien-
do la secuenciacion de molécula Unica con la
posibilidad de secuenciar hebras de ADN mu-
cho mas largas y hacerlo a tiempo real. Oxford
Nanopore Technologies de Reino Unido ofrece
su dispositivo portatil MinlON que puede se-
cuenciar ADN y ARN en tiempo real y fuera
del laboratorio. Para una revision de la evolu-
cion de las NGS se recomienda la lectura del
siguiente articulo de G Ligtbody ef al: Review
of applications of high-throughput sequencing
in personalized medicine. barriers and facilita-
tors of future progress in research and clinical
application. Briefings in Bioinformatics™.

Pero el costo de secuenciacion suele reflejar
unicamente los de los componentes del equipo
y los consumibles y no incluye los costos com-
pletos del proceso de secuenciacion que inclu-
yen el proceso de consentimiento informado, el
procesado de las muestras, el de los datos bioin-
formaticos y su analisis, la interpretacion de la
secuencia, la verificacion de variantes, la realiza-
cion del informe, el almacenamiento de datos y
el asesoramiento genético pre y post prueba. Las
cifras que siguen tienen por objetivo matizar el
concepto de que secuenciar un genoma es bara-
to. Para dimensionar los costos reales es intere-
sante el estudio realizado en Bélgica acerca del
uso de la secuenciacion gendmica en la practica
clinica® que explora los resultados obtenidos
en cuatro estudios realizados en Reino Unido,
Canada, Alemania, y EE.UU. No todos incluyen
los mismos conceptos, en general se asume una
amortizacion del equipo en 5 afios y los costos
mas elevados son siempre debidos al equipo y
consumibles, las cifras oscilan entre 3.858 euros
y 5.519 eurospor muestra con el secuenciador Hi
Seq 2500; 2.851 dolares con el Hi SeqX; 1.699
euros con el Hi Seq X Five y 1.411 euros con el
Hi Seq X Ten.

Estos calculos se refieren a actividad diag-
noéstica en pacientes con signos clinicos y se-
cuenciando el genoma completo, sin embargo
el cribado neonatal se dirige a poblacion asinto-
maticay por lo tanto el abordaje, como veremos
mas adelante, habria que delimitarlo y disefiar-
lo especificamente. Secuenciar exomas es ob-
viamente menos costoso y secuenciar paneles
de genes o exomas diana también, por ejemplo,
en la referencia® se dan unos costos de 1.669
dolares por genoma completo, 792 délares por
exoma completo y 333 ddlares por paneles de
genes diana. En la referencia® se da un coste
medio por exoma de 1.354 libras esterlinas.Si
tomamos el valor mas bajo de 1.411 euros por
genoma los 400.000 recién nacidos anualmente
en Espafia costarian alrededor de 560 millones
de euros, mientras que la del exoma supondria
unos 317 millones.

Con los conocimientos actuales, como vere-
mos mas adelante, en un programa de cribado
neonatal de salud publica la secuenciacion di-
rigida a genes o exomas diana seria mas apro-
piada, con lo que los costos, dependiendo de la
interpretacion y el volumen de datos, podrian
disminuir apreciablemente respecto a la se-
cuenciacion del genoma completo. Asi en el es-
tudio realizado en Reino Unido que se comen-
tara mas adelante, mediante un cribado dirigido
a la secuenciacion exomica de unicamente 5
genes, obtienen unos costos/muestra de 71,14
libras esterlinas, si bien el cribado para las mis-
mas enfermedades con los métodos actuales
solo cuesta 25 libras esterlinas®?.

Sera necesario emprender los estudios apro-
piados para obtener un cuadro realista de todos
los costos y especialmente del coste-efectivi-
dad, incluyendo ademas de los costes analiti-
cos y de almacenamiento y proteccion de da-
tos, los de infraestructura y recursos humanos
para garantizar la monitorizacion, educacion y
comunicacion, asesoramiento genético, inter-
venciones, costos de vidas salvadas y afios de
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calidad de vida ganados asi como los costes de
oportunidad. La elevada heterogeneidad de los
trastornos detectados por los programas actua-
les y la falta de evidencia cientifica solida y a
largo plazo sobre su historia natural y la efecti-
vidad de los tratamientos disponibles plantean
una serie de dificultades metodologicas que li-
mitan la aplicabilidad de los métodos clasicos
de evaluacion econémica estandar. Por otro
lado, la medicion de los afios de vida ajustados
por calidad en poblacion pediatrica y la falta de
datos epidemiologicos, plantean desafios me-
todolégicos en un analisis de evaluacion eco-
némica®). Estas dificultades estaran también
presentes en la evaluacion del cribado neonatal
gendmico posiblemente incrementadas por las
nuevas incognitas que plantea.

EL DESAFIO DE LA GESTION,
ALMACENAMIENTO Y
PROTECCION DEL DILUVIO DE
DATOS QUE GENERAN LAS NGS

Las tecnologias de secuenciacion avanzan
tan rapidamente, sus costos descienden a tal ve-
locidad y producen tal cantidad de datos, que el
mayor desafio de la ciencia genoémica para el
siglo XXI es el desarrollo de una vasta estruc-
tura computacional y las herramientas de soft-
ware para analizarlos, almacenarlos, acceder a
ellos y compartirlos con las debidas garantias
de seguridad, ya que los centros de secuencia-
cién gendmica seran algunos de los mayores
usuarios de almacenamiento de datos. Como
documento de consulta acerca de la gestion de
datos genomicoscon finalidad clinica y de in-
vestigacion se recomienda la lectura del do-
cumento Gestion de datos genomicos con fi-
nalidad clinica y de investigacion, del grupo
de trabajo en gestion de datos genomicos del
Instituto Roche 2015%9.

La secuenciacion de un genoma genera apro-
ximadamente 100 gigabytes (GB) de datos. La

primitiva idea de secuenciar el recién nacido e
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incorporarlos datos crudos de la secuencia a la
historia clinica es poco factible porque las ne-
cesidades de memoria y velocidad de proce-
samiento son muy grandes para los servidores
encargados hoy en dia de la gestion de las histo-
rias clinicas de un centro. Es en cambio factible
almacenar en la historia los informes de labora-
torio que pueden contener la lista de variantes
y su interpretacion y los informes clinicos y de
consejo genético.

La capacidad de computacion necesaria para
convertir las lecturas crudas al formato adecua-
do y la identificacion posterior de variantes re-
quiere servidores especializados con gran ca-
pacidad de computacion y suficiente capacidad
de almacenamiento dependiendo de la periodi-
cidad de llegada de los datos crudos y el tiem-
po en que necesitamos dar el diagnostico. La
capacidad de computacion va a determinar el
tiempo requerido para poder concluir el analisis
genodmico y emitir el informe.

Dependiendo de estas necesidades, el alma-
cenamiento y procesado pueden hacerse en ser-
vidores gestionados por los servicios de infor-
matica de la Institucion, en equipos de terceros
(cloud computing) o mediante modelos mixtos
local-nube. También es posible externalizar el
analisis computacional a un proveedor de ser-
vicios y almacenar los datos en un servidor ins-
titucional o archivar los datos en la nube con
modelos de procesamiento remoto. Una opcion
interesante seria la de desarrollar infraestruc-
turas de cloud computing publicas dentro del
Sistema Nacional de Salud.

Si bien los costos de secuenciacion han des-
cendido espectacularmente, no lo han hecho al
mismo ritmo los costos de los equipos infor-
maticos y del almacenamiento de datos. En
2015 se estimaba el negocio de la gendmica
en la nube entre 100 y 300 millones de dolares
con unas expectativas de crecimiento a 1.000
millones en 2018 y unos beneficios anuales
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entre 50.000 y 70.000 millones®”. Algunos
ejemplos de proveedores comerciales de nu-
bes son Amazon Web Service, Google Cloud
Platform, Microsoft Azure e IBM Cloud. Con
unos costes de almacenamiento de 1GB de
0,015 dolares al mes®™, guardar un afio los
400.000 genomas de los recién nacidos costaria
7,2 millones de ddlares.

El almacenamiento de la informacion gené-
tica plantea cuestiones que van desde la gober-
nanza y la proteccion de la privacidad, a la es-
tabilidad y accesibilidad de los datos. No hay
almacenamiento sin riesgo potencial para la
privacidad y confidencialidad y conforme se
van acumulando datos gendmicos en bases pu-
blicas aumenta la probabilidad de reidentificar
una secuencia cruzando datos. Para las com-
paiiias DTC (de venta directa de pruebas ge-
néticas a los consumidores) que ofrecen prue-
bas de antepasados y que almacenan millones
de genomas de americanos con antepasados
europeos, se ha estimado que un 60% de ellos
podrian ser identificados partiendo de bases de
datos de acceso publico®.

La seguridad de la e-medicina en la nube
plantea desafios importantes®” y la proteccion
mediante encriptacion o blockchain se hace
cada vez mas necesaria. Por otra parte, iran
emergiendo nuevas tecnologias secuenciadoras
que proporcionen datos mejores y mas precisos
a costes cada vez mas bajos, por lo que es posi-
ble que la primitiva idea de secuenciar el geno-
ma del recién nacido y guardar la secuencia a lo
largo de su vida para irla reinterpretando quizas
no tenga mucho sentido y sea mas eficiente y
menos costoso resecuenciar a la persona cuan-
do sea relevante. En el contexto de los menores,
el respeto por su privacidad, derecho a no saber
y autonomia para dar su consentimiento cuando
se alcance la edad legal sugieren ademas que es

10

prematuro almacenar la secuencia para futuros
interrogantes®?.

De hecho, hay una corriente que propone
que una vez emitido el informe se destruya la
secuencia en bruto evitando los costos y pro-
blemas del almacenamiento. Aunque esta op-
cion limitaria la capacidad de investigacion,
tan necesaria para avanzar en la comprension
de la influencia de las variantes en la patologia,
que requiere el manejo de millones de datos
genomicos.

La informacion que generaria secuencia el
genoma de los 400.000 nifios que nacen aproxi-
madamente cada afio en Espafia seria de 4 mi-
llones de GB es decir alrededor de 40 petabytes
(una magnitud de 16 cifras) y en poco tiempo
llegariamos a movernos en el ambito de los
hexabytes (19 cifras).

Aunque la secuenciacion del genoma com-
pleto, como veremos mas adelante, es una op-
cion hoy en dia muy cuestionada en el contexto
del cribado neonatal, si que emerge como una
posibilidad interesante la secuenciacion dirigi-
da a paneles de genes o exomas para detectar
enfermedades prevenibles o tratables en la in-
fancia. Este abordaje generaria menos datos
genodmicos, pero requeriria igualmente una im-
portante estructura computacional y de almace-
namiento con unos costos también elevados y
la correspondiente consideracion de los aspec-
tos €ticos y legales asociados al manejo de los
datos genémicos, cuyos puntos criticos con-
ciernen al control de datos, la seguridad, la con-
fidencialidad, la localizacion y la transferencia
de datos, responsabilidad y proteccion; garan-
tizando asi mismo una conducta ética y el res-
peto para los participantes en la investigacion
en el caso de que los datos sean usados para el
progreso de las ciencias biomédicas®?.
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EL USO DE LAS NGS EN
EL RECIEN NACIDO ENFERMO CON
FINALIDADES DIAGNOSTICAS
Y EN EL RECIEN NACIDO SANO
CON FINALIDADES DE SALUD
PUBLICA (CRIBADO NEONATAL).
POTENCIAL Y LIMITACIONES

En 2013 el National Institute of Child
Health and Human Development (NICHD)
y el National Human Genome Research
Institute (NHGRI) de EE.UU. patrocinaron el
consorcio Newborn Sequencing in Genomic
Medicine and Public Health (NSIGHT) que
subvenciond con un total de 25 millones de
dolares, cuatro proyectos de investigacion
acerca del uso de la secuenciacion gendmi-
ca en el recién nacido (tabla 1). Cada proyec-
to debia tener tres componentes: adquisicion
y analisis de datos genomicos en el periodo
neonatal; investigacion clinica para avanzar
en la comprension de los trastornos detecta-
bles mediante analisis del ADN vy el estudio
de las implicaciones éticas, legales y sociales
del posible uso de la secuenciacion gendomica
en recién nacidos. El objetivo general era au-
mentar la comprension de como la secuencia-
cion genodmica podria mejorar tanto los cuida-
dos de los recién nacidos enfermos como de
los sanos en lo que respecta a las enfermeda-
des genéticas. Los proyectos fueron revisados
por el NSIGHT Ethics and Political Advisory
Board. En el trabajo de Berg JS et al®
se comparan los 4 proyectos financiados por
el consorcio NSIGHT®33:34.35:3637.383940) Treg de
dichos proyectos incluyen recién nacidos sa-
nos y enfermos, Nexus, BabySeq y NBSeq,
este Gltimo emplea muestras de sangre seca re-
manentes de los programas de cribado neona-
tal almacenadas en el Biobanco de California y
realizan la secuenciacion en dos dias. Un cuar-
to proyecto esta dirigido a niflos ingresados en
la unidad de cuidados intensivos, las caracte-
risticas de los cuatro proyectos se describen
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en la tabla 1. Todos ellos se han realizado con
asesoramiento genético pre y post prueba,
consentimiento informado y revision ética.

Antes de comentar los resultados del
NSIGHT es preciso aclarar que en estos pro-
yectos la nocion habitual de enfermedades tra-
tables, se sustituye por la mas recientemente
propuesta de enfermedades/genes medicamen-
te accionables, nocion que debe mucho a los
principios generales del cribado propuestos por
Wilson y Jungner en 1968“" basados en la gra-
vedad e historia natural del trastorno, la capaci-
dad de detectarlo en una etapa presintomatica
usando una prueba aceptable y la disponibili-
dad de un tratamiento asi mismo aceptable. El
término gen medicamente accionable se refiere
tipicamente a genes que cumplen los siguientes
criterios:

a) Las variantes causantes de enfermedad son
suficientemente comprendidas.

b) Es suficientemente probable que estas va-
riantes causen enfermedad (son altamente pe-
netrantes).

c¢) Los efectos de la enfermedad son deletéreos.

d) Hay intervenciones médicas, medioambien-
tales o conductuales suficientemente eficaces y
aceptables para prevenir o mejorar la enfermedad.

Encontrar métodos para evaluar la acciona-
bilidad clinica es también muy relevante para
decidir qué resultados incidentales y secunda-
rios generados por las NGS deben revelarse®?,
En los proyectos financiados por el NSHIGT
se establecieron criterios de accionabilidad
para decidir los genes asociados a enfermedad
cuyos resultados se comunicarian. El proyecto
BabySeq revisé 884 genes cuyas variantes pa-
togénicas podian causar enfermedad en la in-
fancia y los clasifico en tres categorias:
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Tabla 1
Los cuatro proyectos financiados por el consorcio
Newborn Sequencing in Genomic Medicine and Public Health (NSIGHT).

El objetivo general era mejorar la comprension de como la secuenciacion gendomica podria mejorar tanto los
cuidados de los recién nacidos enfermos como de los sanos en lo que respecta a las enfermedades genéticas.

Universidad de North Caroline, Chapel Hill

Proyecto NEXUS. Secuenciacion del exoma de recién nacidos sanos versus afectados con las
enfermedades metabolicas hereditarias e hipoacusia, incluidas en los actuales programas de cribado
neonatal. Reclutan 106 participantes y se hace secuenciacion exdmica de 466 genes seleccionados por
su accionabilidad clinica. A un subgrupo de 65 padres se les propone elegir sobre recibir informacion
acerca de enfermedades infantiles con poca o ninguna accionabilidad clinica, enfermedades de inicio en
el adulto clinicamente accionables y el estado de portador para enfermedades autosomico recesivas, el
72,3% responde afirmativamente a las tres opciones. Definen como resultado positivo la observacion de
alguna variante patogénica o probablemente patogénica en alguno de los 466 genes, y como negativo
la ausencia de variantes patogénicas o probablemente patogénicas. Se trabaja a ciegas y sin analizar
“trios” (niflo+progenitores) ya que esto Ultimo seria impracticable en un programa de cribado neonatal.
Confirman el diagnoéstico en 15 de los 17 niflos que tenian alguna enfermedad metabolica hereditariay en 5
de los 28 con pérdida auditiva y encuentran 106 hallazgos incidentales. Encuentran hallazgos clinicamente
accionables en 4 nifios que no habrian sido detectados con el cribado estandar®®.

Brigham & Women'’s Hospital / Harvard, Boston & Baylor College, Houston

Proyecto BabySeq. Es una investigacion clinica aleatorizada que explora el impacto de la secuenciacion
exomica en dos cohortes, recién nacidos sanos y enfermos y evalia las consecuencias para los nifios, familia
y clinicos. En cada cohorte los participantes se distribuyen aleatoriamente en dos grupos, los que recibiran
unicamente cuidados estandar y los que ademas reciben la secuenciacion gendmica. Se recogen muestras de
los recién nacidos y de los padres®>9. Se revisan 1.514 genes acerca de su asociacion con enfermedades,
edad de inicio, penetrancia y patron de herencia para decidir qué resultados se retornaran. Se seleccionan
finalmente 954 genes (se incluyen genes con fuerte evidencia de causar trastornos altamente penetrantes de
inicio infantil, genes con evidencia y/o penetrancia moderada asociados a una enfermedad para la que una
actuacion en la infancia puede prevenir una enfermedad devastadora mas tarde, genes con fuerte asociacion
farmacologica relevante para tratamientos pediatricos y estado de portador para cualquier gen que cumpla
criterios®?. Solo se reportan variantes patogénicas o probablemente patogénicas en los nifios sanos, en los
enfermos se incluyen variantes de significado incierto para genes relevantes de acuerdo con la indicacion
clinica. En total se han reclutado 159 recién nacidos (127 sanos y 35 enfermos). Identifican enfermedades
genéticas de inicio en la infancia en 9,4% de los recién nacidos, riesgo para enfermedad accionable de inicio
en la edad adulta en un 3,5 % y una variante de portador heterocigoto en un 88%.

Universidad de California, San Francisco

Proyecto NB Seq. Secuenciacion en dos dias del ADN de muestras de sangre seca para mejorar y expandir
el cribado neonatal. Capturan y analizan 78 genes implicados en enfermedades metabolicas hereditarias.
Las muestras proceden del biobanco de California de muestras residuales de los programas de cribado
neonatal. Realizan la secuenciacion exdmica de 1.190 muestras asociadas a datos clinicos de los recién
nacidos, incluyendo una cohorte de 50 pacientes con inmunodeficiencias. Comparan los resultados
obtenidos secuenciando el exoma con los obtenidos empleando la espectrometria de masas en tindem®?).

Children’s Mercy Hospital, Kansas City

Proyecto recién nacidos severamente enfermos. Estudian las implicaciones clinicas y sociales de los
resultados de la secuenciacion completa del genoma en dos dias para acelerar el diagndstico etioldgico en
nifios criticamente enfermos. Los 65 participantes (edad <4 meses)fueron distribuidos de forma aleatoria
en dos grupos, los que se estudiaban con laspruebas genéticas habituales y los que recibian la secuenciacion
genomica rapida de “trios” (niflo + progenitores). La sensibilidad y especificidad de la deteccion de
variantes fue >99,5%. Los nifios que fueron secuenciados fueron diagnosticados en un promedio de 25
dias versus los estudiados con las pruebas genéticas convencionales que fue de 130 dias®. Un segundo
ensayo NSIGTH 2 ha demostrado que no hay una diferencia importante en la tasa de diagndstico entre
secuenciacion gendomica y secuenciacion exomica rapidas. Mientras que la secuenciacion gendmica es
técnicamente mas completa y precisa, los dos métodos son equivalentes en términos de tiempo en obtener
el resultado 11,8 dias y tasa de diagnéstico, un 20% de los nifios estudiados“?.
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a) Evidencia fuerte o definitiva de causar un
trastorno altamente penetrante.

b) Evidencia moderada o penetrancia modera-
da, potencialmente accionable en la infancia.

¢) Evidencia insuficiente, penetrancia baja o
moderada o de inicio en la edad adulta sin ac-
cionabilidad en la infancia®73®,

El proyecto Nexus establecio un sistema se-
micuantitativo de puntuacion basado en la edad
de aparicion de sintomas (infancia, edad adul-
ta) yunnivel de accionabilidad segtin la infor-
macion disponible (elevada, baja o ninguna) y
clasific6 las enfermedades en cuatro categorias:

i) Enfermedad de inicio en la edad pediatrica
con accionabilidad elevada.

ii) Enfermedad de inicio pediatrico con accio-
nabilidad baja o ninguna.

iii) Enfermedad de inicio en la edad adulta con
accionabilidad elevada.

iv) Enfermedad de inicio en la edad adulta con
accionabilidad baja o ninguna®, en esta refe-
rencia se comparan los dos sistemas de pun-
tuacion y se pone de manifiesto que 244 genes/
enfermedades coinciden en ser incluidas en la
categoria I de Nexus y en la A de BabySeq, se-
rian pues las mas interesantes de cara a su in-
clusion en un programa de cribado neonatal.

El paso siguiente seria aplicarles clasifica-
ciones basadas en la evaluacion de su validez
clinica®.

Las conclusiones alcanzadas con los 4 pro-
yectos NSIGHT respecto a la adquisicion y ana-
lisis de datos gendmicos en el periodo neona-
tal y la investigacion clinica para avanzar en la
comprension de los trastornos se han resumido
en las tablas 2a y 2b. En la primera se exponen

Tabla 2a
Conclusiones alcanzadas con los cuatro proyectos financiados
por el consorcio Newborn Sequencing in Genomic Medicine
and PublicHealth (NSIGHT) en el CONTEXTO DIAGNOSTICO.

Ver las conclusiones en el contexto salud publica en la tabla 2b®343539),

En el recién nacido severamente enfermo con trastornos genéticos, la secuenciacion gendmica usada
precozmente acelera el diagndstico definitivo, estudios preliminares demuestran incluso una potencial
reduccion de costos diagnosticos frente al uso de las técnicas genéticas habituales®.

Su implantacion viene frenada por las dificultades en la interpretacion de resultados ambiguos, elevado
namero de hallazgos secundarios, potencial ansiedad paterna, y factores econdmicos, incluyendo la
resistencia a pagar por pruebas para las que todavia no hay datos definitivos de utilidad clinica y coste-
efectividad®.

Se requiere un estudio en mayor profundidad de la respuesta de los padres y neonatologos a la secuenciacion
gendmica y el desarrollo de un marco riguroso para trasladar esta informacion a los planes de neonatologia
de precision en las UCI de neonatos®.
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Tabla 2b
Conclusiones alcanzadas con los cuatro proyectos financiados por el consorcio
Newborn Sequencing in Genomic Medicine and PublicHealth (NSIGHT)
en el CONTEXTO SALUD PUBLICA (cribado neonatal)®34353637.38.39)

A nivel poblacional es improbable que la secuenciacion gendmica pueda reemplazar al cribado neonatal
actual basado en marcadores bioquimicos o audiométricos debido a la heterogeneidad etiologica y los
desafios de la interpretacion de variantes®?.

Para algunas enfermedades metabolicas hereditarias la secuenciacion exdémica funciona tan bien como
la deteccion mediante espectrometria de masas en tandem, pero para otras no, se ha de considerar gen
por gen<33>36<39>.

Por el momento la secuenciacion exémica es inadecuada como unico método de cribado para enfermedades
metabolicas hereditarias®!3437,

Aunque asumimos que las enfermedades mendelianas seran mejor identificadas con la secuenciacion
gendmica, estd por demostrar y puede no ser cierto. Las enfermedades monogénicas estan a menudo
influenciadas por factores adicionales aiin no identificados, genéticos y ambientales, mientras que la
espectrometria de masas en tandem mide analitos que son muy cercanos al fenotipo©®>3739).

La secuenciacion genémica puede funcionar sin embargo como una segunda prueba para aumentar la
especificidad del MS/MS ayudando a distinguir los falsos positivos de los verdaderamente enfermos y
ayudar al diagndstico diferencial de perfiles bioquimicos inespecificos. Podria mejorar el conocimiento
de la relacion fenotipo/genotipo y revelar posibles contribuciones genéticas a los falsos positivos®*3339),

La falta de datos respecto a su performance analitica y clinica como prueba predictiva constituye un
desafio significativo para el uso de la secuenciacion en el cribado neonatal. Se sabe muy poco acerca del
valor positivo o negativo predictivo en poblacion asintomatica cuya probabilidad de enfermedad es a
priori muy pequefia®.

Los algoritmos de seleccion de variantes maximizan la sensibilidad con lo que necesariamente sacrifican la
especificidad llevando a un aumento de falsos positivos y posibles dafios debido a intervenciones médicas
innecesarias. Seria necesaria una estrategia que excluyese las variantes de significado incierto que por
definicion tienen poco valor predictivo. En una poblacion con riesgo bajo como es la de la poblacion sana
de recién nacidos, la revelacion de hallazgos genémicos con certeza baja dispararia los falsos positivos©®?.

Historicamente los programas de cribado neonatal de trastornos prevenibles tienen baja tolerancia para
los falsos negativos. Con la secuenciacion gendmica seria necesario desplazar el paradigma del cribado
neonatal de encontrar todos los individuos afectados por la deteccion de una proporcion optima de casos
para un namero mas elevado de enfermedades potencialmente tratables®**%.

La practica de retornar los resultados de heterocigoto portador podria ser insostenible dado que cada
individuo es posiblemente portador para varias enfermedades raras®33%,

En el contexto de salud publica hay que seleccionar bien que enfermedades cribar considerando factores
como la edad de inicio, severidad, penetrancia, posibilidades de tratamiento y pruebas de confirmacion.
Algunas enfermedades genéticas podrian satisfacer los criterios de Wilson &Jungner?, pero muchas no®*3%.

La secuenciacion gendomica o exomica podria ser usada como prueba de cribado para enfermedades
raras para las que no se ha encontrado marcador bioquimico y dado que puede identificar virtualmente
cualquier enfermedad de causa genética, alguna forma de secuenciacion genoémica es inevitable; a corto
plazo la secuenciacion de genes ya asociados a las enfermedades cribadas actualmente podria mejorar su
sensibilidad y especificidad®*34,

Expandir los paneles actuales para incluir otras enfermedades accionables detectables inicamente mediante
secuenciacion, podria potenciar los beneficios de salud publica de los programas actuales siempre y
cuando se superen las dificultades interpretativas para equilibrar la proporcion de casos detectados versus
los falsos positivos©®334),

Los desafios en relacion a los costos, implementacion y consideraciones éticas para llevar a cabo la
secuenciacion a gran escala en niflos sanos limitan su aplicacion a toda la poblacion y ensombrecen la
realizacion de la promesa del Proyecto Genoma Humano®*39.
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las conclusiones en el contexto diagndstico y en
la segunda las conclusiones en el contexto sa-
Iud publica (cribado neonatal). Las conclusio-
nes obtenidas respecto las implicaciones éticas,
legales y sociales se comentaran en la Parte 11
de este articulo.

Otro proyecto que vale la pena mencionar
es el llevado a cabo por el United Kingdom
National Health Service® para explorar el po-
tencial diagnostico y pronostico de las NGS,
porque no solo valida la tecnologia para ADN
extraido de muestras de sangre seca compa-
randola con el extraido de muestras de sangre
venosa, sino que automatiza la secuenciacion y
el proceso bioinformatico para procesar 1.000
muestras a la semana y conseguir que solo
transcurran cuatro dias entre el procesado de la
muestra y entrega del resultado. Es decir, re-
produce las condiciones reales si se aplicase a
un programa de cribado neonatal. El protoco-
lo se ha realizado con muestras de adultos vo-
luntarios sanos y fue aprobado por el London-
Brent Research Ethics Committe. Se realiza
una secuenciacion dirigida del exoma de 5 ge-
nes diana, concluyen que como primera prueba
de cribado la técnica no es coste-efectiva, pero
que como segunda prueba de cribado seria util
para clasificar casos ambiguos de los cribados
actuales, mejorar la utilidad pronodstica de sus
resultados y contribuir a la medicina de preci-
sion seleccionando los tratamientos Optimos.
La utilidad de las NGS como segunda prueba
para la mejor clasificacion y manejo de los ca-
sos positivos de los cribados actuales se pone
también de manifiesto en las conclusiones de
los proyectos NSIGHT (tabla 2), y también hay
estudios realizados en Espana que lo apoyan™®.

En el momento de escribir este articulo se ha
puesto en marcha en Espaiia el proyecto piloto
“Gen Natal”, para analizar como implementar
la secuenciacion gendmica en medicina neona-
tal y salud publica, financiado por la Fundacion
Ramoén Areces con 180.000 euros en el que
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participan unidades del CIBERER con un plan-
teamiento muy proximo al de los proyectos
NSIGHT de EE.UU.“9.

Dadas las conclusiones de los proyectos
NSIGHT, el hecho de que las NGS estan todavia
en fase de traslacion, siendo clave que se pue-
dan producir resultados suficientemente preci-
sos y reproductibles para dar soporte a la toma
de decisiones clinicas®” y las consideraciones
generales sobre cribados basados en el ADNUD,
podemos sin embargo anticipar que si se intro-
dujese la secuenciacion genomica en el progra-
ma de cribado neonatal tendria un gran impacto
en la organizacion y renovacion de los centros
de cribado, ya que deberian garantizarse en-
tre otros aspectos la calidad, precision y repro-
ducibilidad de resultados intra e inter centros y
abordar aspectos como: la ampliacion de perso-
nal con competencias en genética molecular y
bioinformatica; tomar decisiones sobre los equi-
pos secuenciadores (compra, externalizacion
de la secuenciacion y recepcion online de la se-
cuencia para su interpretacion, profundidad de
lectura);manejo de las variantes (filtrado y ano-
tacion, lineas guia para la interpretacion de va-
riantes, fiabilidad de las bases de datos publicos,
filtrado de hallazgos incidentales para minimizar
su impacto); necesidad de revisar periddicamen-
te las variantes informadas en bases de datos ac-
tualizadas y establecer un flujo de trabajo para
identificar proactivamente cambios en las cate-
gorias de variantes y comunicarlo; buenas prac-
ticas de laboratorio (precision y reproductibili-
dad, estandarizacion del analisis bioinformatico
y métodos estadisticos, materiales de referencia
certificados); interpretacion y formato del retor-
no de resultados, tiempo de entrega; herramien-
tas computacionales, almacenamiento y manejo
de la base de datos (tipo de servidor, nube, du-
racion del almacenamiento, acceso, seguridad).
La gran cantidad de datos que se generarian con
400.000 recién nacidos al aflo deberia contem-
plar el papel de las herramientas de la inteligen-
cia artificial en la mejora de la comprension y
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priorizacion de variantes y considerar el poten-
cial del “deep learning”.

CONCLUSIONES

El conocimiento del genoma humano es atun
incipiente, todavia no se conocen al completo
las relaciones gen-enfermedad y el significa-
do de muchas variaciones en la secuencia no
es claro.

La expresion de muchas variantes genéticas
esta fuertemente influenciada por un complejo
sistema de fuerzas genomicas, epigenéticas y
medioambientales que son distintas para cada
individuo y las predicciones en base inicamen-
te a la secuencia pueden ser inciertas.

La interpretacion de variantes es especial-
mente dificil si el individuo secuenciado no tie-
ne sintomas clinicos como son la inmensa ma-
yoria de recién nacidos. No debe olvidarse que
el cribado neonatal, es un programa de cribado
universal, dirigido a toda la poblacion de recién
nacidos, estando, de hecho, incluido en el pro-
grama para el nifio sano.

Las tecnologias de secuenciacion masiva han
demostrado en los proyectos de investigacion
un potencial extraordinario como herramienta
diagnostica, pero conviene resaltar que todavia
estamos en fase de traslacion para su aplicacion
en la clinica y quedan unos cuantos desafios a
superar antes de que puedan revertir todo su po-
tencial a los pacientes, los clinicos y la socie-
dad, la clave es si pueden producir resultados
suficientemente precisos y reproductibles para
dar soporte a la toma de decisiones clinicas.

La distancia entre lo que los resultados de la
secuenciacion pueden revelar y la clase de in-
formacion que la mayoria de personas necesi-
ta para mejorar su salud, en combinacion con
las ampliamente publicitadas esperanzas acerca
del poder revolucionario de la gendmica, crea

16

un riesgo muy real de que pacientes, partici-
pantes en la investigacion, profesionales de la
salud, politicos y agencias reguladoras, tengan
expectativas poco realistas de lo que la secuen-
ciacion puede alcanzar y escasa apreciacion de
sus inconvenientes.

La falta de datos respecto a la validez anali-
tica y clinica de las NGS como prueba predic-
tiva constituye un desafio significativo para el
uso de la secuenciacion en el cribado neonatal.
Se sabe muy poco acerca del valor positivo o
negativo predictivo en poblacion asintomatica
cuya probabilidad de enfermedad es, a priori,
muy pequefia.

Se espera que los datos genémicos puedan
mejorar estrategias preventivas y personaliza-
das, pero también pueden obtenerse falsos ne-
gativos y aumento de los falsos positivos de-
pendiendo de los paneles y las decisiones sobre
variantes a comunicar, con el consiguiente so-
brediagnostico, sobretratamiento y pacientes en
espera. Las evidencias robustas y la compren-
sion de la presencia de las variantes en la pobla-
cién son un prerrequisito para un cribado neo-
natal responsable y efectivo.

El cribado neonatal no debe usarse como un
sustitutivo de unos buenos servicios de diag-
nodstico. Hay un consenso en que en el estado
actual de conocimientos, ni la secuenciacion
genomica completa ni la de paneles de genes
extensos debe ser implementada como cribado
neonatal universal, y también en que la secuen-
ciacion gendmica dirigida a enfermedades con-
cretas en recién nacidos asintomaticos no debe
substituir a los programas con los métodos de
cribado actuales, sino que debe ser considerado
como una ampliacion para incluir enfermeda-
des infantiles tratables que no puedan ser diag-
nosticadas con otros métodos.

La secuenciacion gendémica o exdmica, po-
dria ser usada como prueba de cribado para
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enfermedades raras que sean detectables Unica-
mente mediante secuenciacion potenciando los
beneficios de salud publica de los programas ac-
tuales, siempre y cuando se superen las dificul-
tades interpretativas para equilibrar la propor-
cion de casos detectados versus falsos positivos.
Seleccionando bien las enfermedades, conside-
rando factores como la edad de inicio, gravedad,
penetrancia y posibilidades de tratamiento, algu-
nas enfermedades podrian satisfacer los clasicos
criterios de Wilson y Jungner®" para los cribados
poblacionales, pero muchas no.

Pero incluso con estas premisas, la introduc-
cion de la secuenciacion genomica dirigida en
el programa de cribado neonatal tendria un gran
impacto en la organizacion y renovacion de los
centros de cribado. Deberan emprenderse los es-
tudios apropiados para obtener un cuadro realis-
ta de los costos y del coste efectividad y conside-
rar los aspectos éticos sociales y legales.

La secuenciacion gendomica puede funcionar
como una segunda prueba para los casos posi-
tivos detectados con espectrometria de masas
en tandem, ayudando a distinguir los falsos po-
sitivos de los verdaderamente enfermos, mejo-
rando el conocimiento de la relacion fenotipo/
genotipo y revelando posibles contribuciones
genéticas a los falsos positivos.

La primitiva idea de secuenciar el recién na-
cido y guardar la secuencia a lo largo de su vida
para irla reinterpretando quizas no tenga mu-
cho sentido en la actualidad, dado que seguiran
emergiendo nuevas tecnologias secuenciadoras
que proporcionen datos mejores y mas preci-
sos a costes cada vez mas bajos, por lo que sera
mas eficiente y menos costoso resecuenciar a
la persona cuando sea relevante. En el contex-
to de los menores, el respeto por la privacidad,
derecho a no saber y autonomia para dar su
consentimiento cuando se alcance la edad legal
sugieren ademas que es prematuro almacenar la
secuencia para futuras interrogaciones.
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En base a los conocimientos actuales, el po-
tencial de producir resultados falsos positivos
o resultados simplemente ambiguos o no inter-
pretables sobrepasa los potenciales beneficios
de la informacién probabilistica, por lo que la
secuenciacion genomica no dirigida no debe
ser recomendada en el ambito del cribado neo-
natal, si bien también hay que admitir que la
situacion es fluida y la unica forma de adquirir
conocimiento es seguir investigando.

CONTRIBUCION DE AUTORIA

El autor para correspondencia asumio la pre-
paracion del borrador original y la formulacion
de la estructura del articulo. Todos los autores
han contribuido por igual en la conceptualiza-
cion, analisis formal y revision critica.
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