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Resumen

En el ailo 2001 se obtuvo el primer «borrador del genoma
humano, creado al utilizar un método llamado secuenciacion
de Sanger, que consistfa en la identificacién del orden o se-
cuencia de las bases nitrogenadas dentro de la molécula de
ADN. Por tratarse de un método engorroso y complicado la
secuenciacion del genoma tardé aproximadamente 10 anos
y el costo fue muy elevado. Esto llevd a los investigadores
a desarrollar nuevas técnicas que hicieran posible conocer
la naturaleza de la molécula de ADN de miiltiples genes y
organismos de manera répida y a menor costo. Su finalidad
era poder determinar las alteraciones genéticas o mutaciones
que dan origen a enfermedades y permitir conocer la iden-
tidad de un determinado organismo a través de su genoma.
Por ejemplo, en el caso de las epidemias que son causadas
por un agente desconocido, al descifrar la secuencia de los
nucledtidos que integran su ADN podria conocerse la iden-
tidad del agente causal, al comparar los datos obtenidos con
un genoma de referencia. Es asf como surge la secuenciacion
de nueva generacién como un método que logra secuenciar
miiltiples fragmentos de ADN en tiempo real y en paralelo,
a fin de descifrar el genoma de un determinado organismo
o determinar los genes responsables de una enfermedad en
un tiempo muy corto. Son miiltiples los usos que se le dan
a esta técnica en dermatologfa, por ejemplo, para decidir
conductas terapéuticas, predecir el prondstico y la respuesta
al tratamiento en enfermedades malignas e inflamatorias de
la piel, entre otros.

INTRODUCCION

| material genético de los organismos euca-

riotas esta formado por la molécula de do-
ble hélice de acido desoxirribonucleico (ADN)
que se compone de cuatro bases nitrogenadas:
adenina, guanina, citosina y tiamina, las cuales
constituyen la doble cadena de ADN. Cada
gen tiene a los pares de bases (PB) agrupados
en diversas combinaciones y longitudes. La
totalidad de genes de un organismo representa
el genoma.’!

Asstract

In 2001 the first draft of the human genome was created using
a method called Sanger sequencing, which is based on the
identification of the order or sequence of the nitrogenous
bases within the DNA molecule. Because it was a complicated
method, the genome sequencing took approximately 10 years
and the cost was very high. This led to researchers developing
new techniques that made it possible to know the nature of
the DNA molecule of multiple genes and organisms quickly
and at a lower cost. Its purpose was to be able to determine
the genetic alterations or mutations that give rise to diseases
and allow to know the identity of a certain organism through
its genome. For example, in the case of epidemics that are
caused by an unknown agent, deciphering the sequence of the
nucleotides that integrate their DNA could reveal their identity,
when comparing the data obtained with a reference genome.
This is how new generation sequencing emerges as a method
that manages to sequence multiple DNA fragments in real time
and simultaneously in order to decipher the genome of a given
organism or to sequence the genes responsible for a disease
in a very short time. There are many uses of this technique
in dermatology, for example, to choose the most appropriate
treatment, predict the prognosis and therapeutic response in
malignant and inflammatory skin diseases, among many others.

El Proyecto Genoma Humano (PGH) permi-
ti6 crear mapas genéticos con la localizacién
exacta de los genes dentro de los cromosomas.
En el afno 2001 se obtuvo el primer borrador
del genoma humano mediante el método de
secuenciacion de Sanger, basado en la identi-
ficacion de la secuencia de las bases nitroge-
nadas. Por ser un procedimiento engorroso, los
investigadores desarrollaron nuevas técnicas
[lamadas «secuenciacion de nueva generaciény
(SNG) para conocer la naturaleza del ADN en
mudltiples organismos de manera rapida y a
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menor costo. Su objetivo era determinar las mutaciones
que dan origen a enfermedades y conocer la identidad
de organismos a través de su genoma.?

La SNG surge como un método para secuenciar multi-
ples fragmentos de ADN en tiempo real y en simultaneo.
La potencial implicacién de esta técnica en la practica
clinica hace necesario su conocimiento.

El Proyecto Genoma Humano y
la secuenciacion de Sanger

En el ano 2003 se complet6 el PGH. Su objetivo era
conocer la secuencia u orden exacto de los nucleétidos
del ADN. Este trabajo inicié en 1990, liderado por el
National Institute of Health. Sélo fueron secuenciadas
las areas eucromdticas (92% de la molécula de ADN).
No fueron estudiadas las areas heterocromaticas (8%
restante), conformadas por centrémeros y telémeros.
La secuencia molde del genoma humano fue resultado
del andlisis de varias moléculas de ADN provenientes
de miiltiples donantes. EIl PGH revel6 la existencia de
20,500 genes y dio a conocer su estructura, localizacién
y funcién.’?

La técnica de secuenciacion se utiliza para conocer el
orden exacto de los nucleétidos dentro de los genes. Los
cromosomas humanos tienen aproximadamente 50,000-
300,000 pares de bases. El fundamento de esta técnica es
que al conocer la identidad de una de las bases del par
se puede conocer la de su complementaria.® La secuen-
ciacion determina cuales regiones de los cromosomas
contienen genes y cudles son las dreas no codificantes,
cuya funcién es regular la transcripcion y traduccién del
material genético.?

El método utilizado para el PGH fue la secuenciacion
de Sanger, creado por el bioquimico britanico Frederick
Sanger en 1977. Emplea fragmentos del ADN de 900 pares
de base de longitud y los secuencia uno a la vez para luego
ensamblarlos y formar secuencias més largas de ADN.%*>
Esta técnica requiere la elaboracién de muchas copias
de ADN. Se necesitan las siguientes condiciones para la
replicacién del ADN in vivo o in vitro mediante la reaccién
en cadena de polimerasa (PCR) (Figura 1):

1. ADN polimerasa.

2. «Primer» o cebador: fragmento pequefo de nucleétidos
de unasola cadena que se une al ADN complementario
y activa su transcripcion.

3. Los cuatro desoxinucleétidos: adenina (dATP), guanina
(dGTP), citosina (dCTP) y tiamina (dTTP).

4. EI ADN a secuenciar (molde o plantilla).

REvVISION

5. Dideoxinucleétidos o versiones terminantes de los
cuatro nucleétidos (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP).4°

Estos dideoxinucleétidos terminan la elongacién de la
cadena al carecer de un grupo 3’-OH, que es necesario
para la formacion del enlace fosfodiéster entre dos nu-
cledtidos durante la sintesis de ADN. La incorporacién de
un dideoxinucleétido termina la secuenciacion y produce
varios fragmentos de ADN de longitud variable. Los dideo-
xinucleétidos se afaden a concentraciones lo bastante altas
como para producir todas las posibles combinaciones de
fragmentos y, al mismo tiempo, ser suficientes para realizar
la secuenciacién (Figura 7).

El método consiste en combinar en una pipeta el
ADN molde, la ADN polimerasa, el primer o cebador,
los nucleétidos y los cuatro dideoxinucleétidos marcados
con fluorescencia, estos Gltimos en menor cantidad que
los nucleétidos normales. Esta preparacién es sometida a
altas temperaturas para desnaturalizar la molécula molde
de ADN vy asf separar sus cadenas. Luego es enfriada
para permitir la unién del cebador a cada una de las
cadenas. Una vez unidos, la temperatura aumenta de
nuevo para permitir que la ADN polimerasa sintetice
el nuevo ADN, iniciando desde el cebador. La ADN
polimerasa afadira nucledtidos hasta que un dideoxi-
nucleétido sea incluido en la cadena. A partir de este
momento no pueden ser afiadidos mas nucleétidos y la
cadena es terminada. Este proceso es repetido por varios
ciclos. Cuando todos los ciclos son completados, cada
uno de los dideoxinucleétidos han sido incorporados
por lo menos una vez a la cadena de ADN. El final de
cada fragmento de ADN esta marcado por una molécula
fluorescente (fluorocromo) asignado a cada nucleétido.
Posteriormente, los fragmentos de ADN secuenciados son
corridos a través de un tubo largo y delgado que contiene
una matriz constituida por gel. Los fragmentos mas cortos
se mueven mas rapido a través de los poros de la matriz
que los fragmentos largos.” En el momento en que cada
fragmento pasa a través del final del tubo, es iluminado
por un laser que detecta el color de la fluorescencia. De
esta forma, la secuencia de la plantilla original de ADN
es reconstruida (Figuras 1y 2).**

El método de secuenciacion de Sanger es altamente
costoso, por lo que se emplea para secuenciar piezas
pequefias de ADN, como plasmidos bacterianos. Es poco
eficiente para secuenciar genomas enteros grandes (me-
tagenomas) porque no puede procesar varios fragmentos
de la molécula de ADN en simultdneo. Para estos casos
se emplean nuevas técnicas de secuenciacion llamadas
«secuenciacion de nueva generacion».*
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Secuenciacién de nueva generacion (SNG)

Secuenciacién de nueva generacion (next-generation
sequencing), secuenciacién masiva paralela o profunda.
Son términos relacionados que engloban tecnologfas
destinadas a la secuenciacién masiva a gran escala
de cualquier 4cido nucleico en la actualidad. La SNG
permite secuenciar el genoma humano en un dia.®

(a) Mezcla de reaccion

dTTP dATP dCTP dGTP
Desoxirribonucledtidos

+

3y
5 Ml LRI

(b) Desnaturalizacion por
calor (95 °C)

(c) Se reduce la temperatura
a 60 °C. Apareamiento de los
cebadores

(d) La mezcla se calienta a 72
°C. La polimerasa Taq extien-
de la cadena complementaria

(e) Se completd la sintesis

(f) La secuencia de DNA se
vuelve a desnaturalizar por
calor (95 °C)

(9) Se aparean
los cebadores

(h) La polimerasa Taq 3’
completa la secuencia

Figura 1: Técnica de la secuenciacion de Sanger.

Cebadores
(oligonucledtidos sintéticos)

\

REVISION

Existe una variedad de plataformas de SNG que em-
plean distintas técnicas. Sin embargo, comparten un
conjunto comin de caracteristicas que las distinguen
de la secuenciacion de Sanger y que implican mltiples
ventajas:?

1. Paralelas: ocurren muchas reacciones de secuencia-
cién al mismo tiempo, lo que permite la secuenciacién

+

Polimerasa Taq

=T

Secuencia de DNA

A3 que se quiere amplificar

...........

Primer ciclo

il EllLL H
Segundo ciclo

Med Cutan Iber Lat Am 2020; 48 (1): 47-62

49

www.medigraphic.com/medicinacutanea



Pinedo-Donelli S et al. Secuenciacién de nueva generacion: utilidad en dermatologia

Cebador
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ddTTP =@
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ddGTP =

Extension de cebador y
terminacion de cadena

5 T3
5 T 3
5 T 3
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5 e s

5 e ————— 3
5 T T T Ty 3

Figura 2: Método de lectura de las secuencias de Sanger.

simultanea y en tiempo real de mdltiples plantillas de
ADN.

. Microescala: las reacciones son diminutas y se pueden
hacer muchas a la vez en un chip. Los volimenes de
reactivos requeridos son muy pequenos.

. Rapidas: puesto que las reacciones se realizan en
paralelo, los resultados se obtienen mucho mas
rapido.

REvVISION

Electroforesis
capilar en gel

Laser Detector

1 '
&

Cromatograma

GGTCATAGC &—secuencia

4. Bajo costo: secuenciar un genoma es mas econémico

que con la secuenciacién de Sanger. En 2001 el costo
de la secuenciaciéon del genoma humano fue de casi
100,000,000 $ y en 2015 fue de 1,245 $ gracias a la
SNG.

. Longitudes mas cortas: tipicamente, las lecturas se

obtienen con fragmentos de 50 a 700 nucleétidos de
longitud.
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Todas las técnicas de SNG hacen lecturas de millones
de fragmentos pequefios de ADN en paralelo. Dichos
fragmentos se unen y forman la secuencia completa. Cada
uno de los tres billones de bases del genoma humano es
secuenciado muchas veces, lo que aumenta la sensibilidad
del procedimiento y permite identificar variaciones en el
ADN. La SNG puede emplearse para estudiar todo el ge-
noma o sblo areas de interés como las areas codificantes.*®

Se requiere una «biblioteca» de ADN o genoteca que
consiste en numerosos fragmentos de ADN de un organis-

—

1. Fragmentos de ADN 2. Unién a adaptadores

REVISION

mo separados al azar a partir de una molécula madre. Estos
fragmentos pueden comprender el genoma completo,
exones, areas promotoras del ADN o alelos de un gen.
A cada fragmento se le aflade un primer o cebador que
activa la transcripcién. Mediante técnicas de clonacién
por PCR se obtienen mltiples copias de cada fragmento,
llamadas «ampliconesy.>

Los métodos de SNG se clasifican en dos: 1. Secuencia-
cién de lectura corta y 2. Secuenciacion de lectura larga
de una sola molécula en tiempo real.>

[} N /

3. Fijacion a pocillos

//7III' e
/ . .

4. Unién a los cebadores

,/IﬂlﬁH / -

7. Formacion de mdltiples amplicones

8. Incorporacién de nucleétidos

Figura 3: Pasos de la secuenciacion en la plataforma lllumina.

5. Amplificacion por puentes de PCR

6. Extension de los amplicones

f

. .'II
/ "'II . ."'
i ..-’
oy

9. Mdltiples secuenciaciones en
paralelo
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1. Adicion de
los nucleétidos
terminantes al pocillo

2. Fijacion de un
nucleétido a lavez a
cada amplicon

3. Se lava el pocillo
para eliminar los
nucledtidos no
adheridos

REvVISION

4. Se repite un nuevo
ciclo

5. Se fija un nuevo
nucledtido terminante

6. La fluorescencia
emitida por cada
nucledtido es leida

Figura 4: Método de adicion de los nucledtidos terminantes en la plataforma Illumina.

1. Secuenciacion de lectura corta

1.1. Plataforma lllumina (Solexa®): se utilizan analogos
de cada nucleétido marcados con un fluorocromo que ac-
tan como «terminadores reversibles» de la secuenciacion.
La amplificacion de los fragmentos de ADN a secuenciar se
hace por puentes de PCR. Cada fragmento se une a unos
adaptadores en cada extremo, fijandose a una superficie
sélida (pocillo) donde se unen al cebador, formando un
puente y generando miltiples copias idénticas que son
extendidas (Figura 3). En cada ciclo, los cuatro nucleétidos
terminadores son anadidos al mismo pocillo con el ADN a
secuenciar y son incorporados de uno en uno al fragmento

por la ADN polimerasa. Una vez que cada nucleétido se
ha unido al molde una vez, los restantes son lavados del
pocillo para evitar que se unan en el mismo ciclo. Cuando
se incorpora cada nucleétido terminante, es emitida una
sefial fluorescente detectada por un sistema. En la actua-
lidad, esta plataforma es la mas empleada en proyectos
de secuenciacion masiva. Esto se debe a su alta precision,
relacion costo valory la amplia disponibilidad de equipos
en el mercado capaces de ejecutar esta técnica (Figura 4).>°

1.2. Plataforma Roche 454: fue el primer equipo de
SNG. La biblioteca de ADN est4 conformada por fragmentos
de ADN unidos a adaptadores. Los amplicones son obteni-
dos por emulsién PCR en el que las moléculas individuales
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de ADN se unen a microesferas y ocurre la clonacién. Cada
microesfera se cubre de amplicones que se inmovilizan para
ser secuenciados y se adhieren a pocillos donde ocurre la
secuenciacion. Los cebadores se unen a los amplicones y
garantizan su adecuada orientacion. Las bases son incorpora-
das a los amplicones liberando una molécula de pirofosfato,
proceso llamado «pirosecuenciacion. El pirofosfato fluores-
ce y la cantidad liberada es directamente proporcional a la
de los nucledtidos secuenciados. Esta reaccién se produce
en paralelo en un millén de pocillos y es detectada por una
camara sensible a fluorescencia (Figura 5).>

1.3. Plataforma lon Torrent: se basa en la deteccion
de protones (H*) liberados cuando los nucleétidos son
incorporados al ADN. La plataforma contiene unos sen-

Fragmentos
de ADN

Genoteca

Formacion de amplicones
por emulsiéon PCR

REVISION

sores que determinan cambios de voltaje directamente
proporcionales y de pH inversamente proporcionales a
la cantidad de protones. Los moldes de ADN se obtienen
por emulsién PCR. Los nucledtidos son afadidos uno a
uno por la polimerasa y se libera un H* al medio que es
detectado y traducido en una sefal computarizada que
identifica al nucleétido anadido (Figura 6).>¢

2. Secuenciacion de lectura
larga de una sola molécula en
tiempo real

2.1. Plataforma Pacific Biosciences: es una de las mas
nuevas, llamadas «plataformas de tercera generaciény.

Insercion en millones
de pocillo

Microesferas
con amplicones

=

€
1l-
&

ADN polimerasa

\

Sefial de imagen
por fluorescencia

AlEEREEERERAR

1T
A

APS
Cebador

ATP

Pirofosfato

Figura 5: Pasos de la secuenciacion en la plataforma ROCHE 454.
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Amplicones
(emulsién PCR)

! ’ , _,_{'dNTP
T I

REvVISION

Reacciones ocurren en paralelo en un millén de pocillos

Si el nucledtido no complementa la plantilla, no se libera H* .

- S »
i,
[
Wl
- el -
o,

Si el nucledtido complementa varias bases seguidas, se liberan multiples H*

> Liberacion de H*> voltaje < pH

Figura 6: Pasos de la secuenciacion en la plataforma lon Torrent.

Utilizan nanotecnologia y no requieren reactivos. La
ADN polimerasa se fija a los pocillos en vez de al molde
de ADN y es capaz de secuenciar en tiempo real al ADN
que se mueve a través de la enzima. Se llama «de una
sola molécula» porque sélo se requiere la presencia de
la polimerasa para la secuenciacion. Cada vez que un
nucleétido es incorporado, el grupo fosfato adherido a
éste emite una sefial fluorescente que es reconocida por
unos nanosensores (Figura 7).>%

2.2. Plataforma de nanoporos Oxford: se utilizan
nanosensores que forman un canal a través del cual pasa
la plantilla de ADN. Se basa en el cambio de voltaje que
ocurre entre uno y otro compartimiento al pasar cada
nucleétido a través del canal. El cambio de voltaje es
traducido en una sefal que, de acuerdo a su intensidad,
permite identificar cada nucledtido. Utiliza una sola
plantilla de ADN sin necesidad de clonarla, con lo cual se
obtiene rapidamente las secuencias (Figura 8).>

3. Usos de la SNG en la practica clinica

3.1. Detectar en una molécula de ADN diferentes mu-
taciones puntuales, tales como (Figura 9):

* Sustituciones: el cambio de una base nitrogenada por
otra.

* Deleciones: pérdida de un fragmento de ADN. Puede
comprometer una base, exones o genes completos.

* Inserciones: introduccién de nucleétidos adicionales.

* Rearreglos cromosémicos como inversiones (cambio
de sentido de un fragmento cromosémico que rota
180°) o traslocaciones (desplazamiento de un segmento
cromosémico dentro del mismo cromosoma o a otro).

El método de Sanger sélo reconoce sustituciones, de-
leciones e inserciones pequenas. La SNG permite evaluar
todas las mutaciones realizando un solo estudio.?
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3.2. Identificar el genoma de microorganismos pa-
tégenos: ampliando el conocimiento acerca de su pato-
genicidad, sensibilidad a medicamentos e identificacién
de gérmenes relacionados con epidemias.® Un ejemplo
contundente fue la identificacién de una cepa virulenta
de E. coli (O104:H4) previamente desconocida como
causante de un epidemia de sindrome disenteriforme en
Alemania en 2011 y relacionada con sindrome hemolitico
urémico.'

3.3. Utilidad en oncologia: la SNG puede evaluar to-
dos los oncogenes participantes en el desarrollo de distintas
neoplasias. Esto implica un aumento en la sensibilidad
diagnéstica, en la estimacién més exacta del prondstico,
en la precision en el estadiaje y en el conocimiento de la
sensibilidad a drogas.?

REVISION

Las células neoplasicas poseen heterogeneidad del ge-
noma. En el cancer existen mdltiples poblaciones celulares
con diversos rearreglos genéticos y en continua divisién
celular. El andlisis de estas células mediante SNG permite
conocer cudles son las mutaciones asociadas a cancer.
Cada neoplasia tiene mutaciones especificas identificables
que permiten dirigir el tratamiento, evaluar la resistencia a
los farmacos y sus mecanismos fisiopatolégicos. En la ac-
tualidad existe un proyecto en desarrollo por el Consorcio
Internacional del Genoma del Céancer (ICGC, por sus siglas
en inglés) que evalta los cambios del genoma en varias
neoplasias comparandolas con pares de tejido normal.™
En 2003, Ley y colaboradores realizaron los primeros
estudios de cancer con SNG. Utilizaron 140 muestras de
pacientes con leucemia mieloide aguda y descubrieron

Cada nucleétido esta marcado con un fluorocromo especifico

1. ADN polimerasa adherida a
millones de pocillos secuencia
una cadena de ADN

ot

Figura 7: Pasos de la secuenciacion en la plataforma Pacific Biosciences.

2. Se emite una fluorescencia
cada vez que se afiade
un nucleétido a la cadena

4. Sefal reconocida por
unos nanosensores

3. Se traduce en una sefial que
es captada por una cdmara

5. ldentificacion del
nucleétido afadido

=
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Compartimiento 1

REvVISION

Fae

1. Cambio de voltaje al pasar cada
nucleétido por el canal

Compartimiento 2

siete mutaciones nuevas no descritas importantes para el
diagnéstico de esta enfermedad.

3.4 Analisis prenatal: es otro de los usos de la SNG.
Tiene una alta sensibilidad. El ADN que proviene de célu-
las fetales en la circulacién materna es secuenciado, leido
y mapeado en el genoma humano de referencia. Si existe
una mutacioén se identificara el cromosoma afectado."

Los datos obtenidos mediante SNG se analizan en
cuatro pasos. Se compara la secuencia de ADN obtenida
con un genoma de referencia que contiene los genes a
estudiar (panel de genes). La alteracion en los nucleétidos
es identificada y se filtra de acuerdo a unos criterios, que
incluyen la frecuencia de aparicién de la mutacion en la
poblacién, efectos deletéreos en la sintesis de proteinas
o las funciones del ARNm vy la relacién con fenotipos
patoldgicos.”'"2

La limitacién més importante de la SNG es la interpreta-
cién de las alteraciones genéticas encontradas y su relacién
con los fenotipos clinicos. Una mutacién puede ser o no
patoldgica dependiendo del contexto. Existen mdiltiples
mutaciones deletéreas que son toleradas y no se asocian a
manifestaciones clinicas si no existen estimulos desencade-
nantes o si hay moléculas que contrarresten su expresion.
Al contrario, es posible que una alteracién fenotipica se
relacione al mismo tiempo con mdiltiples mutaciones y que
haya mutaciones cuya expresién fenotipica ocurre en la
adultez o con penetrancia incompleta. Esta técnica debe

Figura 8:

Pasos de la secuenciacion en la
plataforma de nanoporos Oxford.

2. Se traduce en sefial que
identifica cada nucleétido

ser utilizada de manera cuidadosa por las implicaciones
sobre el consejo genético.’

A pesar de las continuas mejoras en la SNG, la tasa
de errores es elevada. Existen dreas del genoma que atn
no han podido secuenciarse y otras que estan secuen-
ciadas de manera errénea. Por esta razén, los métodos
de SNG no han sido totalmente validados en la practica
clinica. Otro impedimento es la ausencia de infraestruc-
tura y software adecuado para el almacenamiento de la
informacion generada.’ La SNG ha identificado genes
previamente no conocidos causantes de enfermedades
o sindromes no descritos y enfermedades huérfanas o
poco frecuentes. Ademds, otra de las limitaciones es
que puede reconocer cientos de variaciones de una
determinada secuencia sin que tenga necesariamente
implicacion clinica. En estos casos es muy dificil identifi-
car cual es la secuencia responsable de una determinada
enfermedad.™™

4. Secuenciacion de nueva
generacién en Dermatologia

En los dltimos cinco afios la SNG ha cobrado interés en la
investigacion dermatoldgica porque ha permitido conocer
las bases genéticas y moleculares de la biologfa cuténea.
También ha permitido comprender mejor la fisiopatologia
de miltiples dermatosis.’
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Para su aplicabilidad clinica la SNG se basa en dos téc-
nicas: la secuenciacion completa de exomas (SCE) y la se-
cuenciacién del genoma completo (SCC). Los exomas son las
partes del ADN conformadas por exones o partes codificantes
que se transcriben a ARNm maduro. Cada nucleétido es
secuenciado por lo menos 100 veces y la lectura es archiva-
da en un software para su comparacién con una secuencia
prototipo que no tiene mutaciones. Al existir varias secuen-
cias que representan mdltiples variantes de un mismo exén
es dificil comparar todas estas secuencias con la secuencia
prototipo y, més adn, traducir estos descubrimientos en fe-
notipos clinicos. La SNG es una técnica de analisis molecular
mejorada en la identificacién de genes no caracterizados y de
locus alterados en enfermedades comunes como psoriasis,
dermatitis atdpica y carcinoma basocelular.’

4.1. Enfermedades hereditarias y genodermatosis:
uno de los mayores usos de la SCE es el descubrimiento

T
L
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de nuevos genes que han permitido la identificacién de
mds de 20 genodermatosis con manifestaciones clinicas
variables y otras desconocidas. Algunos ejemplos incluyen
la identificacién de mutaciones sométicas en los oncogenes
HRAS y KRAS en el sindrome del nevo sebaceo, asi como
el descubrimiento de una nueva enfermedad autosémica
recesiva epitelial secundaria a mutaciones germinales del
receptor del factor de crecimiento epidérmico."

Los pacientes con genodermatosis representan re-
tos diagnésticos. En muchas de estas enfermedades el
diagnéstico clinico puede ser dificil debido a que las
manifestaciones clinicas son proteiformes. Los avances en
SNG cambiaron el paradigma diagnéstico. En un estudio
doble ciego realizado por Takeichi y colaboradores, se
aplico SCE a pacientes con genodermatosis de diagndstico
desconocido y lesiones cutaneas inespecificas. Mediante
esta técnica se demostré que, aunque las lesiones eran

Sustitucion: cambio de una base
por otra
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Figura 9: Tipos de mutaciones puntuales detectadas por secuenciacion de nueva generacion.
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similares en muchos, el diagnéstico molecular fue diferente
entre ellos, correspondiendo las mutaciones encontradas a
acrodermatitis enteropatica, displasia ectodérmica hipohi-
drética, epidermdlisis ampollar distréfica, entre otros.""

4.2. Melanoma maligno (MM): el melanoma cutaneo
tiene una de las mas altas tasas de mutaciones, con un
promedio de 17 mutaciones/10°."* Al menos 75% de los
MM tienen alteraciones en sus pares de bases consistentes
con danos producidos por radiaciones UV. Dentro de los
genes afectados se incluyen BRAF, NRAS, MAP2K1, PTEN
y CDKN2A

Mediante SNG se determiné que las mutaciones del
gen BRAF aparecen en el 40-70% de los MM. El BRAF
puede ser bloqueado por inhibidores de cinasa como el
Vemurafenib o el Dabrafenib. Ihle y colaboradores evalua-
ron las ventajas de la SNG para determinar las mutaciones
del BRAF y plantearon que pronto sustituiria a los otros
métodos en el analisis molecular."

No existen actualmente plataformas de SNG aproba-
das para el andlisis del melanoma.?**' En 2016 Watson y
colegas realizaron una clasificacion basada en midiltiples
estudios a gran escala de hechos con SNG." De 40 a 50%
de los MM que carecen de la mutacion BRAF poseen
mutaciones en NF1. Hoy en dia, el melanoma se clasifica
en cuatro subgrupos: BRAF+, RAS+, NF1+ (con ausencia
de mutaciones en BRAF y RAS) y los de triple tipo salvaje
(TTS). Los pacientes con el subtipo NF1 son de mayor edad
al momento de la aparicién del MM. Los de TTS presentan
s6lo 30% de las alteraciones asociadas con radiacion UV
en comparacién con otros subtipos.?*??

La clasificacion gendmica del MM fue hecha con la
finalidad de un tratamiento dirigido. El descubrimiento
de mutaciones en NF1 hace que sean susceptibles a inhi-
bidores de la MAP-cinasa. Sin embargo, no todos los que
poseen esta alteracion responden al tratamiento. Algunos
tienen mutaciones concomitantes de la via del PD-1. Los
inhibidores de la tirosin-quinasa son efectivos en los MM
de TTS que presentan una alta tasa de mutaciones del
receptor c-KIT."

Uno de los descubrimientos mds importantes hechos
con la SCE fue la identificacion de mutaciones del gen
TP53, mas frecuentes en los melanomas cutdneos que en
los mucosos. Esta mutacion parece también determinar la
aparicion del MM en cabeza y cuello. Esto implicaria una
relacién entre las radiaciones UV y las mutaciones TP53
con base en la localizacion del tumor.™2*

En un estudio realizado por Curtin y colegas se deter-
miné que los melanomas pueden presentar alteracién
en el nimero de copias de ADN. Estos tumores tienen
inserciones en los cromosomas 7, 8 y deleciones en el
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10. Los que son secundarios a fotoexposicion tienen
inserciones en los cromosomas 13, 22 y deleciones en
los cromosomas 3, 6, 8 y 13. Se demostrd que el periodo
libre de enfermedad se asocia con el total de deleciones
e inserciones cromosémicas.*

En los dltimos afos la inmunoterapia que emplea
inhibidores de los receptores PD-1 y CTLA-4 ha tenido
un gran impacto en el tratamiento del melanoma. El Ipi-
limumab fue el primer medicamento aprobado para su
uso en MM metastésico, ya que aumenta la supervivencia
global hasta tres anos, sobre todo en combinacién con
inhibidores del BRAF2%2% Entre los factores que deter-
minan la respuesta a inmunoterapia se encuentran: la
carga mutacional, cantidad de transcriptomas implica-
dos y presencia de linfocitos infiltrantes del tumor. La
SNG ha sido utilizada para caracterizar estas células,
las cuales son aisladas del huésped, clonadas in vitro y
restituidas al paciente. Estos linfocitos destruyen el tumor
y pueden producir regresiones completas en melanomas
metastasicos.?*3?

4.3. Carcinoma basocelular (CBC): en 2015, Sand y su
equipo analizaron los microARN (miARN) expresados en
pacientes con CBC metastdsico mediante SNC. Uno de los
mas frecuentes fue el Hsa-miR-301b-3p, perteneciente a la
familia del oncogén hsa-miR-130/301, que ha sido descrito
en otros tipos de cancer como promotor de invasion y
metdstasis. También hubo incremento de Hsa-miR-223-
3p y Hsa-miR-191-5p que estimulan la proliferacion de
queratinocitos senescentes mediante activacién del factor
Cli1, perpetuando su replicacién.**

Aunque los inhibidores de la via Hedgehog producen
respuesta satisfactoria en los CBC metastdsicos, existen
tumores que desarrollan resistencia por mutaciones de
novo en esta via. Mediante SNG se demostré que pacientes
con mutaciones del PTCHT al inicio del tratamiento de-
sarrollaban resistencia al Vismodegib por un aumento del
ndmero de copias de ADN del PTCH1. Se descubrieron
también amplificaciones de los genes para PD-L1y PD-L2,
por lo que en la actualidad se plantea la posibilidad de
administrar terapia anti-PD1 a pacientes con resistencia
a los inhibidores de la SHH.*

4.4. Carcinoma espinocelular (CEC): hoy en dia no
hay consenso sobre la opcién terapéutica mas adecuada
para el tratamiento de los CEC metastasicos. Mediante
estudios de SNG se determind que 85% presenta muta-
ciones inactivadoras del gen supresor de tumores TP53.
Ademas, existen drogas experimentales cuyo blanco es la
proteina p53.%¢

Las alteraciones en el gen CDKN2A son frecuentes
en los CEC. Este gen codifica dos protefnas supresoras:
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p14y p16, que inhiben a la proteina estimuladora de la
proliferacion celular. Aquellos tumores con mutaciones en
CDKN2Ay pérdida de funcién de p16 podrian ser suscep-
tibles a inhibidores de CDK4/6 como el palbociclib.**

La heterogeneidad genética se refiere a la diversidad de
secuencias de ADN entre las células de un tumor Gnico
que pueden ser transferidas a la progenie por divisién
celular. Incluyen mutaciones puntuales, alteraciones en el
ndmero de copias y traslocaciones intra o intercromosémi-
cas.* La forma mas directa de evaluar la heterogeneidad
intratumoral es comparando las secuencias de ADN entre
diversas regiones del tumor. En el caso de los CEC ocurre
que, a pesar de tener mutaciones definidas y establecidas,
durante su evolucion ciertos subclones celulares pueden
presentar mutaciones adicionales, lo cual explicaria el
porqué aparece resistencia a los medicamentos durante
la evolucién de la enfermedad.**4°

4.5. Psoriasis: mediante SNG se determiné que los
pacientes con psoriasis tienen un mayor nimero de co-
pias del locus para el receptor de linfocitos Th17, lo que
se traduce en mayor actividad de estas células.*’** Un
ejemplo de activacion persistente de la respuesta Th17
se ve en aquellos pacientes que responden a tratamiento
con acitretin. Este medicamento reduce la infiltracién
celular de la epidermis por estos linfocitos e inhibe la
proliferacién y diferenciacion de queratinocitos. Sin em-
bargo, existen genes responsables de la susceptibilidad
a este medicamento. Uno de los mas importantes es
SFRP4, que estd disminuido en la piel de los pacientes
y su inhibicién se relaciona con el aumento de factores
de transcripcién como Notch y Wnt, implicados en la
proliferacién y diferenciacion celular. El acitretin inhibe
ambas vias.*>4°

4.6. Leishmaniasis: el complejo mayor de histocom-
patibilidad (CMH) fue estudiado en relacién a la respuesta
del huésped contra esta enfermedad. En 1991, Lara y su
grupo determinaron que algunos HLA clase | y I confieren
proteccién ante la forma localizada de la enfermedad en
pacientes venezolanos, especificamente contra Leishmania
brasilienzis. Mediante estudios de SNG se determinaron
algunos de estos alelos. Se sabe que HLA-Bw22 y HLA-B15
protegen contra la leishmaniasis mientras que HLA-B*07
se asocia con formas difusas.*

4.7. Lepra: estudios recientes demostraron que las
mitocondrias del huésped juegan un papel crucial en la
enfermedad. Por SNG, realizada en biopsias de nervios
de pacientes infectados, se detecté que la disminucién en
la expresion de los genes mitocondriales PARL y PINKT
predispone a un mayor riesgo de padecer la enfermedad.
Existe un incremento en el niimero de copias de los genes
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mitocondriales LRRK2 y OPAT en pacientes con lepra
lepromatosa, que inhiben al gen PARL, el cual codifica
proteinas necesarias para la adecuada funcién e integridad
mitocondrial. 748

4.8. Dermatitis seborreica: se caracteriza por la
disrupcion de la barrera cutdnea, la proliferacion y la
diferenciacién incrementada de queratinocitos y altera-
ciones en la expresion de genes que codifican citoquinas
y lipidos.*? Se asocia con levaduras del género Malassezia
que forman parte del microbioma normal en la piel sana. El
mecanismo a través del cual este organismo desencadena
la enfermedad es desconocido. En un estudio realizado
por Soares y colaboradores en 2016, se utilizé6 SNG para
cuantificar la cantidad de bacterias y hongos presentes en
la flora microbiana de controles sanos y compararla con
la de los pacientes. En éstos se detecté una alteracion del
microbioma a nivel sistémico, con disminucién de la flora
bacteriana cutanea y aumento considerable de Malassezia
que, probablemente, se debe a alteraciones en el sistema
inmune, lo que lleva a una disrupcién de la barrera cutdnea
y disbiosis. Este descubrimiento justifica la aplicacion de
tratamientos sistémicos en casos en los que es dificil lograr
remision completa de la cinica.*

4.9. Linfomas cutaneos de células T (LCCT): la
presencia de un clon dominante de células T es una
caracteristica de los LCCT. Su sensibilidad y especifici-
dad es limitada porque puede encontrarse este clon en
enfermedades benignas mediadas por células T como
liquen plano y pitiriasis liquenoide. En la actualidad, no
existe ninglin marcador especifico para LCCT. En la bus-
queda de marcadores para esta enfermedad se determiné
mediante SNG que el genoma de los LCCT contiene
mutaciones que son secundarias a radiaciones UV. Esto
comprueba la teorfa del origen a partir de linfocitos T
residentes de la piel y no de aquéllos provenientes de
nédulos linfaticos regionales. Ademas, implica que las
células de Sézary adquieren marcadores de memoria
central y pierden los marcadores de origen cutdneo
posterior a la transformacién maligna.®

En los LCCT pueden encontrarse dos tipos de muta-
ciones. Oncogenes cldsicos como TP53, CDKN2A, KRAS,
BRAF, MAKT y genes de linaje especifico que sélo estan
presentes en neoplasias de células Ty alteran su sefializa-
cién y diferenciacion. Uno de los hallazgos mas recientes
son las mutaciones relacionadas con la hiperactividad
del receptor de células T (TCR) en micosis fungoides y
sindrome de Sézary. Estas mutaciones pueden ocurrir a
cualquier nivel de la via de senalizacién del TCR. También
pueden producir la inactivacién de las sefiales inhibitorias
de dicha via. Un ejemplo es la alteracién por ganancia
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de funcién de la molécula CD28 que actlia como coes-
timuladora del TCR. Al existir una mutacién, su afinidad
por este receptor aumenta y a través de CD86 estimula
la produccién continua de IL-2 que actda estimulando la
proliferacién de LT.5%4

En algunos subtipos de LCCT se encontraron delecio-
nes en los genes que codifican para PD-1. La pérdida
de autotolerancia es uno de los mecanismos empleados
por esta neoplasia y dicha via podrfa servir como blanco
terapéutico en su tratamiento. Existe un alto porcentaje
que presenta mutaciones en la via del factor de transcrip-
cion NF-«kpB, por lo que su inhibicién con medicamentos
como Bortezomib podria ser dtil. La via de JAK-STAT se
encuentra también activada en los LCCT. Su inhibicién
con Tofacitinib y Ruxolitinib ha demostrado resultados
eficaces en ensayos clinicos fase 1.7

4.10. Erupciones medicamentosas: en los Gltimos
anos se ha destacado la importancia del sistema inmu-
ne en las reacciones adversas a drogas. El desarrollo de
métodos de diagndstico molecular y andlisis genémico
permiti6 estudiar el papel de genes que codifican HLA
como biomarcadores de predisposicion. Mediante SNG

REvVISION

se descubrié que la hipersensibilidad a Abacavir esta
ligada con el HLA-B*57:01 y en pacientes VIH positivo
que portan este alelo su deteccion permitié disminuir la
frecuencia de erupciones medicamentosas. A partir de
este primer estudio se realizaron asociaciones de HLA
con otros medicamentos y se encontré que tanto el Alo-
purinol como la Carbamazepina se relacionan con alelos
que determinan la susceptibilidad a estas drogas (HLA-
B*58:01 y HLA-B*1502/HLA-A*3101, respectivamente).
En la actualidad se estan desarrollando paneles de genes
que se relacionan con hipersensibilidad a farmacos para
identificar a pacientes en riesgo.”®>
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