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En la era de la genémica una de las deci-
siones mds importantes al momento de
realizar un estudio genémico, buscando un
diagnéstico molecular preciso, es determi-
nar 2qué me conviene secuenciar?. Lejos
quedaron los tiempos de la genética donde
el diagndstico clinico presuntivo de una
enfermedad mendeliana se traducia en la
secuenciacién, usualmente por Sanger, y/o
la aplicacién de otra técnica de biologia
molecular para determinar si el paciente
poseia o no, la mutacién mds frecuente en
"el gen” responsable de la patologia. Si el
estudio confirmaba, problema solucionado.
Pero si el resultado era negativo, surgia la
pregunta de 2cémo seguir?. Muchas veces
se procedia a buscar otras mutaciones
posibles (menos frecuentes) y asi hasta
encontrar (o no) la responsable, comenzan-
do un procedimiento de tipo prueba y error
que podia demorar afios.

En la era de la genémica, como su
nombre lo indica, épor qué directamente
no secuenciar el genoma entero del
paciente y encontrar la mutacién diag-
nostica?. Si bien, esta parece una solu-
cién simple (out of the box), en la préctica
la situacién es mas compleja, principal-
mente por dos motivos: i) el costo del estu-
dio es directamente proporcional a la
cantidad de material genético que se
secuencia. Mientras que secuenciar "un
segmento en busca de una mutacion"
cuesta cerca de 10 délares, un genoma
completo se acerca a los 1000 ddlares. ii)
La complejidad del andlisis crece exponen-
cialmente desde un gen hasta el genoma. A
modo de ejemplo, mientras que de un gen
se pueden obtener unas 5-10 variantes
para analizar, un exoma posee unas 100
mil y un genoma mds de un millén de
variantes.
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Esta creciente complejidad, resulta en una
mayor dificultad a la hora de conseguir un
proveedor capaz de realizar el estudio, y
también una creciente posibilidad de "hal-
lazgos incidentales". Entonces, volvemos a
hacernos la pregunta: frente a un diag-
néstico clinico presuntivo de una enfer-
medad genética, ¢qué conviene secuen-
ciar? éun gen, un conjunto (panel) de
genes, un exoma, o un genoma comple-
toe.

Adelantemos en este punto que "no existe
una respuesta correcta a esta pregunta”, y
que la misma dependeré de, ademds de los
factores mencionados, el contexto donde se
estd solicitando el andlisis, y lo més impor-
tante: cudl es el diagndstico clinico presunti-
vo y cudles son los posibles diagnésticos
diferenciales.

Para avanzar en nuestro andlisis, definamos
primero qué es lo que queremos priorizar
a la hora de tomar la decisién. En
Bitgenia cuando recibimos una consulta
al respecto siempre recomendamos tratar
de maximizar la eficiencia diagnéstica,
tanto estadistica como individual (lo que en
otras palabras significa llegar al diagnésti-
co en el mayor niUmero de casos), minimi-
zando el costo y la complejidad del estudio
a realizar en cada caso (o sea, evitando la
obtencién de informacién en exceso).

La clave para tomar la decisién, se
encuentra en conocer (o poder determi-
nar en caso de que no se conozca de
antemano) la relacién entre el diagnésti-
co clinico presuntivo (y los diagnésticos
diferenciales), de modo mas general el
fenotipo observado y el posible genotipo
(las variantes patogénicas) que de origen
a la patologia.
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Entonces, para aquellas patologias, como
la fibrosis quistica que, en la amplia may-
oria de los casos, resultan de mutaciones
en un solo gen (en este caso CFTR), se
recomienda secuenciar solamente ese gen.
Para enfermedades donde existe una heter-
ogeneidad de locus (varios genes que
pueden dar lugar a su desarrollo), o donde
la sintomatologia de diversas enfermedades
similares posee una amplia superposicion
(o dicho de otro modo hay varios diagnésti-
cos clinicos posibles para el cuadro obser-
vado) se recomienda secuenciar un panel.
Ejemplos de este grupo son las enferme-
dades autoinflamatorias, inmunodeficien-
cias y ciertos tipos de céncer familiar.

Finalmente, si el diagnéstico clinico no es
claro y se evaltan como posibles una
amplia gama de diagndsticos, o el nGmero
de genes de un posible panel supera los 50
(o 100) convendrd realizar un exoma. Este
suele ser el caso de diagndsticos amplios
como trastornos de crecimiento o desarrol-
lo.

Entonces, écudndo conviene secuenciar el
genoma?

Antes de analizar en qué casos se
recomienda realizar un genoma completo,
repasemos brevemente ciertos aspectos
técnicos de la secuenciacién de gen-pan-
el-exoma por NGS que son importantes
considerar. Para secuenciar solamente un
gen-panel-exoma a partir de una muestra,
primero se debe separar selectivamente las
regiones de interés. Para ello se utilizan dos
técnicas: amplificacién selectiva (por PCR) o
captura. En lineas generales, si las regiones
son pocas (un gen o panel chico) se prioriza
la amplificacién. En cambio, para paneles
grandes o exomas se utiliza la técnica de
captura. La amplificacién suele ser mds
exhaustiva que la captura, lo que resulta en
una menor cantidad de regiones no leidas.
Por otro lado, los paneles suelen secuen-
ciarse con una mayor profundidad (>500X)
comparado con un exoma, lo que también
resulta en una mayor cobertura de las
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regiones “target”. Estos motivos suelen
favorecer en caso de que esté técnicamente
disponible la realizacién de un panel.

Una alternativa interesante a considerar, ya
gue muchas veces no se encuentra disponi-
ble un kit de amplificacién o captura para
el panel deseado, es realizar un exoma con
buena profundidad (>100X) y luego proce-
sar por medio de la bioinformética solo el
panel de interés. Las ventajas de este abor-
daje son multiples, ya que disminuyen el
costo y complejidad del estudio y permite, si
fuera necesario ampliar la bdsqueda a
otros genes en una etapa posterior.

Finalmente, veamos en qué casos se
recomienda secuenciar un genoma comple-
to. Lo primero a considerar es que la
mayor ventaja de este tipo estudio no es
una mayor cobertura, y por lo tanto la
presencia de un mayor nUmero de variantes
(ya que muchas de ellas de todos modos
serdn intergénicas o intrénicas e imposible
interpretar), sino que éste permite medi-
ante un andlisis bioinformatico especifico
determinar variaciones en el nUmero de
copias (duplicaciones y deleciones) con
una gran resolucién (superior incluso a
veces a aquella obtenida por comparacién
gendémica por hibridacién en arreglos -
Microarray CGH). Por eso en casos de
discapacidad intelectual (incluyendo trastor-
nos del espectro autista y trastornos gener-
ales del desarrollo) la secuenciacién
gendémica que combina la posibilidad de
encontrar tanto variantes de nucleétido
Unico, como variaciones del nimero de
copias, suele ser, a pesar de su mayor
costo, el método de eleccién.
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